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Cilj istrazivanja u okviru doktorske disertacije jeste definisanje
hemijskog sastava i ispitivanje potencijalnih farmakoloskih efekata
ekstrakata i soka ploda biljne vrste Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott
(aronija). Plodovi aronije poslednjih godina su u fokusu naucnih istrazivanja
zbog brojnih farmakoloskih efekata koje ispoljavaju, a koji su posledica
visokog sadrzaja fenolnih jedinjenja, pre svega antocijana.

Za potrebe eksperimenta, pripremljena su tri razli¢ita uzorka, sok od
aronije (AS), ekstrakt ploda aronije (AE), kao i ekstrakt plodova preostalih
nakon cedenja soka (AOE). Za ekstrakciju biljnog materijala kori$¢ena je
metoda maceracije sa 50% etanolom. Nakon ekstrahovanja, uzorci su
liofilizovani, i hemijski okarakterisani primenom tecne hromatografije
visokih peroformansi (HPLC). Procenjivana je antioksidativna aktivnost
pomocu dve in vitro metode, DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) i f-
karoten-linolna kiselina test. Antimikrobna aktivnost uzoraka ispitivana je
na na tipskim laboratorijskim sojevima bakterija i gljiva pomocu
mikrodilucione metode. Spazmoliticka aktivnost ekstrakata i soka aronije
ispitivana na spontanim i indukovanim kontrakcijama izolovanog ileuma,
dok su vazorelaksantni efekti procenjivani na izolovanoj aorti pacova.
Protektivni efekti preparata aronije kod cisplatinom indukovanih oSte¢enja
bubrega i jetre pacova procenjivani su na osnovu vrednosti biohemijskih,
antioksidativnih i1 inflamatornih parametara u krvi i tkivima, kao i
histopatoloskih analiza tkiva.

Najveci sadrzaj fenolnih jedinjenja i antocijana odreden je u AOE.
HPLC analiza je pokazala da je najzastupljeniji cijanidin-3-O-galaktozid.
Ekstrakti i sok aronije bili su potentni antioksidansi in vitro. Ispitivani
preparati ispoljili su inhibitornu aktivnost na rast kori§¢enih mikrobioloskih
sojeva. Gram (+) bakterije bile su neSto osetljivije u odnosu na Gram (-)
bakterije i gljivu. Preparati su dozno-zavisno inhibirali spontane i
indukovane kontrakcije ileuma i aorte pacova, sa znaCajnom razlikom u
efektima ekstrakata i soka koja je posledica njihovog hemijskog sastava.
Ispitivani preparati aronije mogu ublaziti oStecenja bubrega i jetre koja su
posledica nefrotoksic¢nosti i hepatotoksi¢nosti cisplatina, a protektivni efekti
su posledica antioksidativnog i antiinflamatornog efekta u plazmi i tkivima.

Rezultati istrazivanja nauc¢no su potvrdili lekovitost plodova aronije
i njenu potencijanu primenu u savremenoj fitoterapiji. Ove farmakoloske
efekte neophodno je potvrditi relevantnim klinickim studijama.
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Chemical Analysis and Pharmacological Effects of Chokeberry Fruit
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The aim of the doctoral dissertation is to define the chemical
composition and to examine the potential pharmacological effects of the
chokeberry (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott) extracts and juice. In
recent years, chokeberry fruits have been in the focus of scientific research
because of their numerous pharmacological effects due to the high content
of phenolic compounds, especially anthocyanins.

For the purpose of the experiment, three different samples were
prepared, chokeberry juice (AS), fruit extract (AE), as well as a waste
extract (AOE). A maceration method with 50% ethanol was used for the
plant material extraction. After the extraction, the samples were lyophilized
and chemically characterized using high-performance liquid
chromatography (HPLC). The antioxidant activity was evaluated using two
in vitro methods, DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) and f-carotene-
linoleic acid assay. The antimicrobial activity of the samples was tested
against bacterial and fungal laboratory strains using a micro-dilution
method. The spasmolytic activity of chokeberry extracts and juice were
examined on spontaneous and induced contractions of the isolated ileum,
while vasorelaxant effects were evaluated on the isolated rat aorta. The
protective effects of the chokeberry preparation in the cisplatin-induced rat
kidney and liver damage were evaluated by the values of biochemical,
antioxidant and inflammatory parameters in blood and tissues, as well as
by the histopathological analyses of the kidney and liver tissue.

The highest content of phenolic compounds and anthocyanins was
determined in AOE. HPLC analysis showed that cyanidin-3-O-galactoside
was the most abundant compound. Chokeberry extracts and juice were
potent antioxidants in vitro. The investigated preparations exhibited
inhibitory activity on the growth of the used microbial strains. Gram (+)
bacteria were slightly more sensitive than Gram (-) bacteria and fungus.
The preparations dose-dependently inhibited spontaneous and induced
contractions of the rat ileum and aorta, with a significant difference in the
effects of extracts and juice due to their chemical composition. The
chokeberry preparations could alleviate the kidney and liver damage
caused by the nephrotoxicity and hepatotoxicity of cisplatin, while the
protective effects resulted from their antioxidant and anti-inflammatory
activity in plasma and tissues.

The results of the research have scientifically confirmed the
pharmacological use of the chokeberry fruit and its potential application in
modern phytotherapy. These pharmacological effects need to be confirmed
by relevant clinical studies.
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Doktorska disertacija Milica Milutinovic¢

1. UVOD

Terapijska svojstva biljaka od davnina su predmet proucavanja naucne i strucne
javnosti u oblasti farmacije, medicine i njima srodnih nauka. Vekovima su ljudi razli¢itih
kultura Sirom sveta koristili proizvode na bazi lekovitog bilja za leCenje mnogih bolesti.
Razvoj moderne farmaceutske industrije u proslosti usko je povezan sa izolovanjem
pojedina¢nih aktivnih principa iz biljnog materjala, sa poznatim farmakoloSkim efektima, Sto
je dovelo do razvoja brojnih lekova koji se 1 danas naSiroko primenjuju u klini¢koj praksi (L1
1 Weng, 2017).

Prirodni proizvodi, koji se kao lekovita sredstva primenjuju milionima godina,
odlikuju se jedinstvenom raznoliko$¢u u hemijskom sastavu, Sto rezultira brojnim bioloskim 1
farmakoloskim aktivnostima koje ispoljavaju. Ovi proizvodi i danas predstavljaju veoma
vazne resurse za razvoj novih potentnih terapijskih supstanci (Yuan i sar, 2016).

Lekovi biljnog porekla u mnogim delovima sveta, a pre svega u nerazvijenim
zemljama, imaju veliki terapijski znacaj 1 samim tim su sve viSe u fokusu novijih
farmaceutskih istrazivanja. Prema podacima Svetske Zdravstvene Organizacije (SZO), 70 do
90% stanovniStva zemalja u razvoju koristi biljne lekovite preparate u terapiji (Kosti¢, 2019).

Bobicasto voce predstavlja bogat izvor hranljivih materija i brojna epidemioloska
istrazivanja preporucuju koris¢enje bobicastog voc¢a u zdravoj (izbalansiranoj) ishrani. Sve se
¢eS¢e ovo voce naziva i ,,funkcionalnom hranom” jer je pokazano da moze povoljno delovati
na zdravlje 1 smanjiti rizik od nastanka brojnih hroni¢nih nezaraznih bolesti (Szajdek 1
Borowska, 2008). Smatra se da je bobiCasto voce izvor bioaktivnih jedinjenja koja ispoljavaju
brojna farmakoloska dejstva, te se mogu primenjivati u prevenciji, ali i terapiji raznih bolesti.
Poslednjih godina je poveéana potro$nja ove vrste voca. Istrazivanja ukazuju da povecani
unos bobicastog voca moze biti povezan sa smanjenom ucestalo$¢u poremecaja koji u svojoj
patogenezi imaju oksidativni stres, uklju¢ujuéi kardiovaskularne poremecaje, karcinome i
inflamatorne procese (Gomes-Rochette i sar, 2016; Olas, 2018).

Aronija (Aronia melanocarpa) se ubraja u grupu bobiCastog voca, i isti¢e se svojim
jakim antioksidativnim delovanjem. Antioksidativni efekti pripisuju se polifenolnim
jedinjenjima koje aronija sadrzi u visokom procentu, i smatra se da su ova jedinjenja u vecoj
ili manjoj meri odgovorna i za ostale farmakoloske efekte koje ispoljava. Sa porastom
incidence nastanka hroni¢nih nezaraznih bolesti i izloZenoS¢u ljudi brojnim prirodnim i
sintetskim toksi¢nim materijama, veoma je vazno pronaci efikasna sredstva za zaStitu

1
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zdravlja. Do sada je paZznja naucnika, nutricionista i zdravstvenih profesionalaca bila
usmerena na ulogu aronije i njenih proizvoda u promociji zdravlja. Mogucnost upotrebe
aronije u prevenciji i smanjenju nastanka nezeljenih efekata lekova i oSteCenja izazavanih
njilhovom primenom malo je proucavana. Svakako je neophodno sprovesti detaljne
eksperimentalne i klinicke studije u cilju potvrdivanja farmakoloskih efekata i mogucnosti
primene ploda aronije u terapiji i profilaksi (Borowska i Brzoska, 2016; Cuji¢, 2017). Danas

su ova istrazivanja veoma aktuelna.

1.1. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj planiranog istraZivanja u okviru ove doktorske disertacije jeste definisanje
hemijskog sastava 1 ispitivanje potencijalnih farmakoloskih efekata ekstrakata i soka ploda
biljne vrste Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott (aronija). Rezultati istrazivanja nau¢no su
potvrdili lekovitost plodova ove biljne vrste 1 potencijalnu primenu u terapiji i prevenciji.
Ovim studijama razmatra se potencijalni doprinos aronije savremenoj fitoterapiji.

Specificni ciljevi doktorske disertacije bili su:

e ckstrakcija biljnog materijala i priprema soka plodova aronije

e odredivanje ukupnih polifenola, flavonoida, antocijana 1 proantocijanidina u
ekstraktima 1 soku

e hemijska karakterizacija ekstrakata 1 soka teCnom hromatografijom visokih
performansi (HPLC)

e odredivanje antioksidativnog potencijala ekstrakata i soka

e odredivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata i soka

e ispitivanje uticaja ekstrakata i soka na spontane, acetilholinom, kalijum-hloridom,
barijum-hloridom, kalcijum-hloridom i histaminom stimulisane kontrakcije glatke
muskulature ileuma pacova

e ispitivanje uticaja ekstrakata i soka na kontrakcije aorte pacova u prisustvu rastvora
kalijum-hlorida, blokatora azot-oksid sintetaze L-NG-Nitroarginin Metil Estar (L-
NAME) i fenil-efrina

e ispitivanje protektivnih efekata ekstrakata i soka aronije kod pacova sa akutnim

oSte¢enjem bubrega i jetre izazvanim citostatskim lekom cisplatinom.
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2. OPSTIDEO

2.1. BOTANICKE KARAKTERISTIKE BILJNE VRSTE Aronia
melanocarpa (Michx.) Elliot

Aronija (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott, engl. black chokeberry, divlji ogrozd
ili crna aronija) je biljna vrsta koja pripada familiji Rosaceae i potfamiliji Maloideae, a
poreklom je iz isto¢nih delova Severene Amerike 1 Kanade (Seidemann, 1993). Familija ruza
(Rosaceae) obuhvata oko 3300 biljnih vrsta koje su rasprostranjene Sirom sveta, pre svega na
severnoj zemljinoj hemisferi. Familiji Rosaceae pripadaju zeljaste biljke (jednogodisnje ili
viSegodiSnje), zbunaste forme biljka 1 drvece (listopadno ili zimzeleno). Predstavnici ove
familije se karakteriSu naizmeninim, prostim ili sloZenim, listovima sa zaliscima, kao i
cvetovima sa obi¢no pentamernim perijantom. Odlikuju se horipetalnom 1 aktinomorfnom
krunicom, andreceumom sa velikim brojem praSnika, 1 apokarpnim, sinkarpnim ili
monokarpnim gineceumom. Takode se odlikuju zbirnim plodom koji moze biti koStunica ili
pomum. Neke biljne vrste ove familije imaju trnove formirane od izdanaka, ili one koji su
nastali od epidermisa 1 subepidermalnog tkiva. U flori Republike Srbije zastupljeni su
predstavnici iz 26 rodova (Janci¢ 1 LakusSi¢, 2017) familije Rosaceae. Biljne vrste pomenute
familije znacajne su kao voce, ukrasne ili lekovite biljke (ESCOP, 2003; Janc¢i¢ 1 Lakusic,
2017). Familija ruza obuhvata Cetiri podfamilije: Spiracoideae, Maloideae, Rosoideae i
Prunoideae (Tati¢ 1 Bleci¢, 2002; Janci¢ 1 Lakusi¢, 2017). U skladu sa pojedinim sistemima
klasifikacije navedene podfamilije imaju status samostalnih familija (Josifovi¢, 1972).

Gajenje aronije u Evropi je pocelo u prvoj polovini 20. veka, pre svega u Nemackoj i
Rusiji, a danas se plantazno gaji u Poljskoj, Ceskoj, Slovackoj, na severu Nemacke,
Francuske 1 drugih zemalja. U zemljama Sovjetskog saveza, isto¢ne Evrope 1 Skandinavije
koristila se Cesto za proizvodnju sokova, dzemova 1 vina, kao izvor prirodnih prehrambenih
boja, ali i u biljnoj medicini kao prirodni antihipertenziv 1 anti-aterosklerotski lek
(Jaroniewski, 1998; Domarew 1 sar, 2002). Osim toga, preparati aronije primenjivali su se u
tretmanu ahlorhidrije (smanjenog IuCenja hlorovodoni¢ne kiseline u Zeludcu), kod
avitaminoza, kod pacijenata u rekonvalescentnom periodu i1 za leCenje hemoroida
(Jaroniewski, 1998; Sarwa i Ciotkowska-Paluch, 1990).

Aronija je viSegodi$nja Zbunasta biljka, visine 0,8 - 2 m sa tamnom golom ili skoro
golom stabljikom pre¢nika oko 6 mm, sa 3 - 7 cm dugackim objajastim glatkim listovima,

abaksijalno (sa nali¢ja) bledozelene boje, dok su adaksijalno (sa lica) listovi tamnozeleni i
3
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sjajni, vremenom postaju grimizni. Cvetovi su sakupljeni u guste Stitolike cvasti, slatkastog
mirisa. Krunica se sastoji od 5 caSi¢nih listica, sa pet belih do rozikastih latica, zutih do
purpurno crvenih antera. Semena su mnogobrojna, sitna, tamno braon boje. Plodovi su u
slu¢aju crne aronije, tamno ljubicaste bobice, gole, kisele i nagorke, pre¢nika 1-1,5 cm. Biljka
cveta u maju, dok plodovi sazrevaju rano, izmedu jula i septembra (http://www.efloras.org;
Kokotkiewicz i sar, 2010; Ara, 2002; Fan-Yung i Rechits, 1977).

Rod Aronia obuhvata dve biljne vrste, crna i crvena aronija, odnosno 4. melanocarpa
(eng. Black chokeberry, Aronia noir) i1 A. arbutifolia (L.) Persoon, (eng. Red chokeberry,
Aronia rouge). Aronia * prunifolia (Marshall) Rehder je tre¢a vrsta koja je hibridnog
porekla, a smatra se da je nastala ukrStanjem dve prethodne vrste. U narodnoj medicine se
naj¢esce koristi crna aronija upravo zbog visokog sadrzaja bioloski aktivnih jedinjenja i
hranjivih sastojaka. Aronija se danas Siroko gaji pre svega zbog ploda koji se koristi u ishrani,
kao svez ili preraden, u blazim klimatskim uslovima. Karakteristicno je da je ova biljka
veoma otporna na hladno¢u, moze se prilagoditi uslovima koji nisu povoljni za gajenje
drugog voca, ¢ak 1 na i temperaturama do -45°C. Kod nas se moze naci vise od 50 godina, ali
je tek poslednjih godina postala predmet interesovanja naucne i stru¢ne javnosti i stoga se sve

edée upotrebljava (Kokotkiewicz i sar, 2010; Cuji¢, 2017).
' W e T

Slika 1.1b. Plodovi Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott
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2.2. HEMIJSKI SASTAV PLODA ARONIJE

Plodovi aronije bogati su polifenolnim jedinjenjima, medu kojima su najzastupljeniji
antocijani, proantocijanidini, fenolne kiseline i flavanoli (Cuji¢, 2017; Braunlich i sar, 2013a;
Kulling i Rawel, 2008; Rugina i sar, 2012; Sueiro i sar, 2006). Osim polifenola, plodovi
aronije sadrze i druga bioaktivna jedinjenja koje su zastupljene u manjem procentu: vitamini,
minerali, karotenoidi, pektini, organske kiseline, proteini i ugljeni hidrati. Najznacajniji medu
ovim sastojcima jesu vitamini sa antioksidativnim delovanjem, vitamin C 1 E, karotenoidi 1
minerali kao Sto su jod, kalijjum, kalcijum 1 magnezijum. Plodovi aronije takode sadrZe i
dijetna vlakna (Borowska i Brzoska, 2016; Borycka and Stachowiak 2008; Borycka, 2012).
Veoma visok sadrzaj polifenola u plodovima aronije ukazuje na znacajni antioksidativni
potencijal ovog bobicastog voca. Hemijski sastav plodova aronije direktno je povezan sa
njihovom bioloskom aktivnoS¢u 1 potencijalnom upotrebom u profilaksi 1 terapiji mnogih

bolesti (Kulling 1 Rawel, 2008; Borowska i1 Brzoska, 2016).

2.2.1. Polifenoli

Znacajnu grupu sekudarnih metabolita bijaka ¢ine fenolna jedinjenja. Do sada je u
razli¢itim biljnim vrstama identifikovano vise od 8000 fenolnih jedinjenja. Ova jedinjenja su
izolovana u slobodnoj formi u manjoj meri, pretezno se izoluju kao suptituisani derivati, u
formi konjugata, sa jednim ili visSe molekula Secera vezanih za hidroksilnu grupu, iako Seceri
(mono i1 polisaharidi) mogu biti i direktno vezani za ugljenik aromati¢nog prstena. Takode se
veoma Cesto vezuju sa drugim jedinjenjima kao Sto su karboksilne i1 organske kiseline, amini,
lipidi 1 drugi fenoli (Pietta, 2000; Pandey i1 Rizvi, 2009).

Fenolna jedinjenja mogu se na osnovu hemijske strukture definisati kao jedinjenja
koja u svom sastavu sadrze aromati¢ni prsten sa hidroksilnom grupom (fenoli) ili vise
hidroksilnih grupa (polifenoli), pri ¢emu mogu da sadrze i razliCite funkcionalne grupe u
strukturi (glikozidi, estri, metil etri, itd.). Ovi sekundarni metaboliti biljaka najceSce se
sitnetiSu takozvanim putem Sikimske kiseline (Sikimskofenilpropanoidno-flavonoidnim
putem), uglavnom iz cimetne kiseline koja se dobija iz fenilalanina u prisustvu L-fenilalanin
amonijum-liaze (PAL) (benzoeva kiselina, acetofenoni, lignani, lignini) (Parr 1 Bolwell,
2000; Bruneton, 1999). Drugi moguc¢i put biosinteze polifenolnih jedinjenja je acetogeninski-
poliketidni put gde od acetata nastaju poli-f-ketoestari (poliketidi) koji ciklizacijom daju
policikli¢na jedinjenja kao §to su hromoni, izokumarini, orcinoli, depsidi, depsidoni, ksantoni

i hinoni. Cesto fenolna jedinjenja nastaju kombinacijom Sikimskog i acetanog puta pa se
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moze re¢i da imaju dualno biosintetsko poreklo (flavonoidi, stilbeni, pironi i ksantoni).
Kombinacijom Sikimskog i treeg, mevalonskog puta nastaju furano- i piranokumarini, a
kombinacijom acetatnog i mevalonskog puta kanabinoidi. U nastanak retinoida ukljucena su
sva tri moguca puta biosonteze fenolnih jedinjenja, $to je inaCe veoma retko (Bruneton,
1999).

Smatra se da fenolna jedinjenja imaju zastitnu ulogu, $tite biljku od patogena, nekih
hemijskih agenasa ili UV zrafenja . Oni takode imaju vaznu ulogu u metabolizmu biljaka,
kao 1 rastu 1 reprodukciji odredenih biljnih vrsti (Parr 1 Bolwell, 2000). Neka fenolna
jedinjenja zasluzna su za karakteristican miris 1 boju biljaka (Alasalvar i sar, 2001). Obzirom
da su prisutni u svim biljnim organima, polifenolna jedinjenja su sastavni deo svakodnevne
ljudske ishrane. Smatra se da je prosecni dnevni unos polifenola kroz hranu oko 1 g na dan
(Dai 1 Mumper, 2010; Scalbert 1 sar, 2002). U Tabeli 2.1. prikazana je podela fenolnih
jedinjenja izolovanih iz biljaka prema njihovoj hemijskoj strukturi (Kosti¢, 2019; Atkinson,

2018; Edwards, 2014; Giada, 2013; Kovacevi¢, 2002; Vermerris 1 Nicholson, 2008).

Tabela 2.1. Klase biljnih fenola (Kosti¢, 2019; Atkinson, 2018; Edwards, 2014; Giada, 2013;

Vermerris 1 Nicholson, 2008; Kovacevi¢, 2002).
KLASA STRUKTURA | PRIMER
Prosti fenoli Cs katehol
Benzoeve kiseline Cs-Ci galna kiselina
Acetofenoni Ce-C2 2-hidroksiacetofenon
F'en11'51rcetne Cs-Ca 2-hidroksifenilsiréetna kiselina
kiseline
Hldr9k51c1metne C6-Cs hlorogenska kiselina
kiseline
Kumarini, .
Izokumarini Co-Cs cksuletin
Fenilpropeni C6-Cs estragol
Hromoni Ce-Cs kelin
Naftohinoni C6-Cy4 plumbagin
Ksantoni Cs-Ci-Cs gentizin
Stilbeni Co-C2-Co rezveratrol
Antrahinoni Co-C2-Co emodin
Flavonoli kvercetin
Dihidroflavonoli dihidrokvercetin
Fl . flavonoidi luteoli

avoni Co-Ca-Co uteolin
Halkoni butein
Auroni hispidol
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Flavanoni naringenin

[zoflavonoidi daidzein

Antocijanidini cijanidin

Flavan-3-oli katehin

Flavan-3,4-dioli leukocijanidin
(Co-C3)2

Lignani i neolignani | dimeriili pinorezinol
oligomeri

Betacijanini Cis betanidin

Biflavonoidi Cso amentoflavon

Lignini (CG._ C3)“. polimeri sinapilalkohola
polimeri

Kondenzovani

tanini procijanidin B-1

(proantocijanidini) o

Hidrolizirajuci tanint -

tanini oligomeri i ‘

(galotanini polimeri cugenin

elagitanini)

MesSoviti tanini akutisimin A

Podela polifenolnih jedinjenja izvrSena je na osnovu njihove hemijske strukture na
fenolne kiseline, flavonoide, stilbene, lignane i tanine. Fenolne kiseline dele se na derivate
hidroksi benzoeve (vanilinska, galna, elaginska i siringinska) i hidroksi cimetne kiseline
(hloragenska kiselina kao najzastupljenija). Flavonoidi kao velika grupa biljnih polifenola,
podeljeni su na viSe potklasa: halkoni, auroni, flavoni, flavanoni, flavonoli, izoflavoni,
flavanoli i antocijani. Tanini se mogu podeliti na kondenzovane (proantocijanidini)
hidrolizujuce tanine (estri galne i elaginske kiseline). Tanini su odgovorni za adstrigentni
ukus bobicestog voca, 1 Cesto vezuju antocijane formiraju¢i kopolimere, koji su u velikoj
koli¢ini nadeni upravo u plodovima aronije (Scalbert i Williamson, 2000; Manach 1 sar, 2004;
Haminiuk i sar, 2012; Del Rio i sar, 2013; Jimenez-Garcia i sar, 2013; Habauzit i sar, 2014).

Poslednjih godina, u fokusu najnovijih farmaceutskih istrazivanja nalaze se ispitivanja
bioloskih aktivnosti polifenolnih jedinjenja poreklom iz biljaka. Literaturni podaci pokazuju
da polifenolna jedinjenja mogu imati znacajnu ulogu pre svega u profilaksi, a onda i terapiji
hroni¢nih 1 degeneratinih bolesti kao S§to su karcinomi, kardiovaskularna oboljenja ili
neurodegenerative bolesti (Piccolella and Pacifico, 2015). Istrazivanja su pokazala da
polifenoli ispoljavaju antioksidativnu, kardioprotektivnu, anti-inflamatornu, antimikrobnu,
antikancerogenu, nefroprotektivnu i neuroprotektivnu aktivnost. Takode usporavaju starenje,

Stite od Stetnosti UV-zracenja i mogu da preveniraju nastanak osteoporoze (Li i sar, 2014).
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Navedeni efekti pre svega proistiCu iz izrazenog antioksidativnog dejstva koje
polifenoli ispoljavaju. Medutim, in vivo antioksidativni efekti nisu potpuno relevantni, s
obzirom da ova jedinjenja u mnogim tkivima ne dostizu dovoljno visoke koncentracije
neophodne za uklanjanje slobodnih radikala (Fraga, 2007; Fraga i sar, 2010). Moguci
biohemijski i molekularni mehanizami dejstva polifenola uklju¢uju i1 uticaj na celijsku
signalizaciju, medu- i unutar-Celijske signalne puteve, kao Sto je aktivacija nuklearnih
transkripcionih faktora i regulisanje sinteze inflamatornih medijatora (citokina), kao i
metabolizma masti (Kim i sar, 2014; Fraga i sar, 2018; Fraga 1 sar, 2019).

Antioksidativna aktivnost polifenolnih jedinjenja zasniva se na njivoj sposobnosti
uklanjanja slobodnih radikala, koji u vecoj koncentraciji mogu izazvati oStecenje Celija 1
tkiva. Hemijska struktura polifenolnih jedinjenja omogucuje im da doniraju vodonikov atom,
odnosno elektron, jer poseduju veliki broj slobodnih hidroksilnih grupa i1 time ispoljavaju
direktnu antioksidativnu aktivnost (uklanjanjem slobodnih radikala). Ova jedinjenja takode
mogu uticati na aktivnost antioksidativnih enzima kao S$to su glutation peroksidaza,
superoksid dizmutaza 1 katalaza, a samim tim uti€u 1 na mehanizme za$tite samog organizma
od oksidativnih oSte¢enja (Rice-Evans 1 sar. 1997; Pandey 1 Rizvi, 2009; Shadidi i
Ambigaipalan, 2015). Neka polifenolna jedinjenja mogu delovati kao katalizatori radikalskih
reakcija tako Sto formiraju metalne komplekse sa bakrom i gvozdem, odnosno deluju kao
heliraju¢i agensi (Hider i sar, 2001).

Polifenoli su jedinjenja male bioraspolozivosti koja se veoma brzo metaboliSu nakon
per os primene (Brglez Mojzer 1 sar, 2016; Scalbert i sar, 2002). Obzirom da se najcesce
nalaze u glikozilisanoj formi (jedan ili viSe molekula Secera vezanih za hidroksilnu grupu
aromati¢nog prstena, sa izuzetkom flavanola), njihova apsorbcija je niska samo u zeludcu, u
tankom crevu se apsorbuju aglikoni 1 pojedini glikozidi, ostali metaboliti se apsorbuju u
debelom crevu (kolonu). U poredenju sa tankim crevom, u kolonu se apsorbcija ovih
jedinjenja ne vr$i lako i za to je potrebno duze vreme (oko 9h). Najc¢esce se apsorbcija vrsi
pasivnom difuzijom (Manach i sar, 2004).

Vecina polifenola koji se unose hranom nalazi se u formi estra, glikozida ili polimera
koji kao takvi ne mogu biti apsorbovani. Ova jedinjenja moraju biti hidrolizovana dejstvom
intestinalnih enzima ili mikroflore kolona, pre apsorbcije. Obzirom da je uklju€ena digestivna
flora, efikasnost same apsorbcije je Cesto smanjena jer mikroorganizmi dovode do
degradacije aglikona i1 nastanka jednostavnijih aromaticnih kiselina. Tokom procesa

apsorbcije dolazi do konjugacije polifenola u taknom crevu i kasnije jetri. Ovaj proces

8
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najcesce ukljucuje metilaciju, sulfataciju i glukuronidaciju. Znacaj konjugacije nije potpuno
razjasnjen, zavisi od prirode supstrata i od uneSene doze, i moze biti povezan sa odredenim
bioloskim aktivnostima polifenonih jedninjenja. Naziva se i proces metabolicke detoksikacije
i veoma je ¢est kod mnogih supstanci koje se unose u organizam, kako bi se smanjila njihova
potencijalna toksi¢nost i olaksalo izluc¢ivanje putem zuci i urina povecanjem hidrofilnosti.
Ovi konjugacioni mehanizmi veoma su efikasni, tako da se aglikoni ne nalaze slobodni u krvi
ili se mogu retko na¢i u veoma niskim koncentracijama nakon primene nutritivnih doza.
Polifenoli koji se mogu naci u cirkulaciji (krvi) su najces¢e konjugovani derivati vezani u
velikoj meri za albumine krvne plazme. Polifenolna jedinjenja penetriraju u tkiva, posebno
ona tkiva putem kojih se metaboliSu, ali je njihova sposobnost akumulacije u tkivima
nedovoljno ispitana. Polifenoli i njihovi derivati izlu¢uju se uglavnom preko jetre i bubrega.
Sekretuju se bilijarnim putem u duodenum, gde su izlozeni delovanju bakterijskih enzima,
najces¢e f-glukuronidazi u distalnim segmentima intestinuma, nakon cega mogu biti
reapsorbovani §to produzava njihovo prisustvo u organizmu (Manach 1 sar, 2004; Scalbert 1

Williamson, 2000).

2.2.2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su organska jedinjenja koja sadrZze najmanje jednu karboksilnu 1
jednu fenolnu hidroksilnu grupu. Fitohemijska podela fenolnih kiselina prema mnogim
autorima bila bi podela na benzoeve i cimetne kiseline. Prema literaturnim podacima, postoje
autori koji u fenolne kiseline ubrajaju samo jedninjenja sa C6-C1 jedinicom u strukturi
(benzoeve kiseline), dok se cimetne kiseline (C6-C3 jedinica) onda ubrajaju u veéu grupu
fenilpropanoida. C6-C1 fenolne kiseline predstavljaju hidroksilovane derivate benzoeve
kiseline 1 pored toga Sto se nalaze u slobodnom stanju, mogu biti i u obliku estara, glikozida,
depsida ili acetilovanih flavonoida. Salicilna kiselina jeste tipi¢an predstavnik ove grupe
jedinjenja. Galna kiselina i dimer galne kiseline su gradivne jedinice hidroliziraju¢ih tanina, a
u biljkama se mogu naci 1 aldehidi kiselina kao §to je vanilin ili salicilaldehid (Bruneton,
1999; Kovacevi¢, 2002).

Drugu grupu fenolnih kiselina ¢ine one sa C6-C3 jedinicama u strukturi i to su
derivati cimetne kiseline. Siroko su rasprostanjene medu biljkama, neke od njih jesu 4-
kumarinska, ferulinska, kafena, sinapinska kiselina. Naj¢eS¢e se mogu naci u obliku estara

alifaticnih alkohola, (mono- i dikafeoiltartarna, feruloiltartarna i kafeoiljabucna kiselina) i
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kao estri hina kiselina (npr. hlorogenska kiselina) i depsidi kiselina (ruzmarinska i
litosperminska kiselina), retko kao slobodne (Bruneton, 1999).

Fenolne kiseline predstavljaju aktivne metabolite mnogih biljnih droga. Odgovorne su
mnoge za farmakoloske efekte ovih droga. Smatra se da ispoljavaju znacajnu antioksidativnu
i antiinflamatornu aktivnost, a deluju i1 hepatoprotektivno. Takode inhibiraju lipidnu
peroksidazu (Kovacevi¢, 2002). U plodovima aronije prema literaturnim podacima
najzastupljenije su hlorogenska i neohlorogenska kiselina (slika 2.2) (Borowska i Brzoska,

2016).

HO, CO,H HO, COH

Slika 2.2. Hlorogenska i neohlorogenska kiselina — stukturne formule

2.2.3. Flavonoidi

Flavonoidi predstavljaju najvecu grupu biljnih polifenola. Do sada je otkriveno preko
7000 razli¢itih flavonoida, a lista novootkrivenih i dalje raste (Beecher, 2003). Predstavljaju
biljne pigmente rastvorne u vodi koji su odgovorni za boju cvetova, listova i1 plodova, a
lokalizovani su u ¢elijskom soku, vakuolama ¢elija mezofila 1 epidermisa. U biljkama imaju
zastitnu ulogu, Stite je od antioksidanasa, mikroorganizama i UV zracenja (Kovacevi¢, 2002).
Flavonoidi se karakteriSu osnovnim skeletom koji se sastoji iz C6-C3-C6 jedinica, koji ¢ine
dva aromati¢na benzenova prstena koji su povezani preko tri ugljenikova atoma (C3 jedinice)

iz heterociklicnog prstena koji sadrzi kiseonik (slika 2.3).

Slika 2.3. Osnovna hemijska struktura flavonoida.
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Na osnovu piranovog prstena (C3 jedinice) koji podleze oksidaciji, flavonoidi se
mogu podeliti u viSe razli¢itih grupa medu kojima su najzastupljeniji flavonoli, flavan-3-oli
(hidroliziraju¢i i kondenzovani tanini), flavan-3,4-dioli, izoflavoni, flavanoni, flavoni,
antocijani, halkoni i auroni. Ova jedinjnja ve¢inom se javljaju u formi glikozida (Beecher,

2003; Thilakarathna i Rupasinghe, 2013).

Tabela 2.2. Podela flavonoida (preuzeto i adaptirano od Egert i sar, 2011).

GRUPE
FLAVONOIDA PRIMERI HEMIJSKE STRUKTURE
OH
OH
Cijanidin, HO o g
Antocijani Pelargonidin, O A
Peonidin ™ 0oH
OH
Cijanidin

L
HO L0 I OH
Flavan-3-oli Katehin
OH
OH

(Katehini) Epikatehin

Katehin

94 ~
Flavan-3,4-dioli OH

.. ... . | Leukoantocijanidin
(Leukoantocijanidini) ! OH
Leukoantocijanidin
OH
HO
HO
HaC- O
OH
. qe (o]
. Hesperidin ot
Flavanoni P . Ho Ao O
Naringenin HOA— :
OH ©
Hesperidin
OH
HO o O
Flavoni Apigenin, Luteolin ‘
OH ©
Apigenin
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Kvercetin,
Flavonoli Miricetin,
Kemferol
Izoflavoni Genistein,
Diadzein
Halkoni Halkon
o]
Auroni Auron
Auron

Medu brojnim bioaktivnim jedninjenjima koja su izolovane iz biljnog materjala, moze
se rec¢i da su flavonoidi detaljno istrazivani zbog njihovog izrazenog pozitivnog dejstva na
ljudsko zdravlje (Egert i Rimbach, 2011). Brojna su istrazivanja koja dokazuju opravdanost
upotrebe ovih jedinjenja u farmaceutskoj 1 kozmetickoj industriji, kao 1 u nutritivne svrhe.
Flavonoidi imaju izraZzena antioksidativna i1 anti-inflamatorna, kao 1 antimutagena i
antikancerogena svojstva. Takode mogu da utiCu na aktivnost klju¢nih celijskih enzima 1
smatraju se potentnim inhibitorima enzima kantin-oksidaze, ciklooksigenaze, lipooksigenaze
1 fosfoinozitid-3-kinaze (Hayashi i sar., 1988; urak i Imen, 1999; Panche 1 sar., 2016).
Antioksidativna aktivnost flavonoida ogleda se u njihovoj sposobnosti da vezu slobodne
radikale nastale prilikom procesa anoksije (O27), inflamacije (02~ 1 OH) ili lipidne
autoksidacije (ROO 1 RO") (Bruneton, 1999). Nastali slobodni radikali dovode do ¢elijskih i
tkivnih oStecenja, a samim tim i nastanka razliCitih degenerativnih bolesti kao Sto su
kardiovaskularna obiljenja (ateroskleroza, hipertenzija, sr€ana insuficijencija i koronarna
sr¢ana bolest), neurodegenerativne bolesti i kancer (Kardum i sar, 2015; Panche i sar., 2016).

Brojna istrazivanja su pokazala da flavonoidi smanjuju permeabilnost i krtost krvnih sudova
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tako S$to inhibiraju enzime elastazu i hijaluronidazu, kao i da dovode do usporavanja
razgradnje elastina. Takode inhibiraju oksidaciju lipoproteina male gustune (LDL), deluju
hipotenzivno (vazodilatatorno) i povoljno uticu na stanje dislipidemije. Flavonoidne droge ili
flavonoidna izolovana jedinjenja ispoljavaju i anti-inflamatorne efekte, kao i diuretska
svojstva, hepatoprotektivnu i spazmolitiCku aktivnost, i primenjuju se u tretmanu koronarne i
crebralne insuficijencije (Kovacevi¢, 2002; Mulvihill i Huff, 2010; Alzand i Mohamed,
2012).

Osim pozitivnih efekata flavonoida na ljudsko zdravlje, poznata je i1 €injenica da je
njihova bioraspolozivost generalno niska 1 moze se drasti€no razlikovati medu razli¢itim
grupama, ili se Cak razlikuje bioraspoloZivost pojedina¢nih jedinjenja. Na primer, relativna
urinarna ekskrecija antocijana 1 daidzina bila je 0.3% 1 43%, ¢ime se moze objasniti
varijabilnost u bioraspolozivosti razli¢itih flavonoida. Kada se radi o flavonoidima
kompleksnih struktura i velikih molekulskih masa, bioraspolozivost moZze takode biti
smanjena (Scalbert 1 sar, 2002; Landete, 2012).

Flavonoidi se u tankom crevu, jetri 1 kolonu konjuguju 1 enzimski hidrolizuju gradeci
O-glukuronide, sulfatne estre 1 O-metil ester, 1 veoma se retko slobodni aglikoni mogu naci u
plazmi. Konjugacija flavonoida najpre zapocinje u tankom crevu i nastavlja se u jetri, gde se
metaboliSu, a nastali glukuronidi i sulfatni derivati lakse se izlucuju pomocu urina 1 Zuci
(Landete, 2012). Jedinjenja koja se nisu apsorbovala u crevima dospevaju do kolona (debelog
creva) 1 tu podlezu strukturnim modifikacijama od strane crevne mikroflore (Del Rio i sar,
2010). Flavonoidni glukuronidi koji ekskrecijom putem zu¢i ponovno dospevaju u
enterohepati¢nu cirkulaciju, hidrolizuju pomocu mikroflore do aglikona, koji dalje mogu biti
katabolizovani do jedinjenja male molekulske mase koja se mnogo lakSe apsorbuju (Scalbert

i sar, 2002; Landete, 2012). Na slici 2.4 prikazan je metabolizam flavonoidnih jednijenja.
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Slika 2.4. Metabolizam flavonoida (Thilakarathna i Rupasinge, 2013).

Pored toga Sto se koriste u svakodnevnoj ishrani, sve je vec¢i broj suplemenata sa
flavonoidima kao aktivnim principima poslednjih godina (Espin i sar, 2007). Proizvodaci
ovih dijetetskih suplemenata preporucuju mnogo vec¢i dnevni unos flavonoida nego §to se to
moZe posti¢i samo ishranom bogatom flavonoidima. Primer je flavanol kvercetin koji se na
trziStu prodaje kao dodatak ishrani (dijetetski suplement) sa preporucenim dnevnim unosom
od najmanje 1 g (Harwood i sar, 2007), dok se hranom moze dnevno uneti od 10 do 100 mg
ovog jedinjenja (Scalbert i Williamson, 2000; Erdman i sar, 2007). Drugi primer mogu biti
takozvani fitoestrogeni, izoflavoni koji ispoljavaju hormonalnu aktivnost (Kovacevi¢, 2002).
Sadrzaj izoflavona u ekstraktima, tabletama ili kapsulama koje se mogu naci u prodaji varira
od 50 do 500 mg i preporucene dnevne doze su razli¢ite (Espin i sar, 2007). Izoflavoni se
mnogo viSe unose hranom u Azijskim zemljama, jer su najbogatiji izvor ovih jedinjenja
proizvodi od soje (Egert i Rimbach, 2011). Istrazivanja su pokazala da veoma visoke doze
flavonoida dijetetskih suplemenata mogu dovesti i do neZeljenih efekata, ili pak intereagovati

sa drugim lekovima. Pokazalo se da izolovani flavonoidi u visokim dozama mogu uticati na
14
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koncentraciju folata, vitamina C i drugih mikroelemenata, i ispoljavaju antitiroidnu i
goitrogenu aktivnost (uticu na normalno funkcionisanje Stitaste zlezde) (Egert i Rimbach,
2011; Cermak, 2008). Najbogatiji izvori flavonoida u ishrani jesu povrce, voce (crveno voce,
bobicasto voce, citrusi, orasasto voce, jabuke), ¢okolada, kao i ¢ajevi, pivo i vino (Kozlowska
i Szostak-Wegierek, 2014; Bigovi¢ i sar, 2013). Medu flavonoidima aronije, najzastupljeniji

su glikozidi kvercetina (slika 2.5) (Kokotkiewicz i sar, 2010).

Slika 2.5. Hemijska formula kvercetina

2.2.4. Antocijani

Antocijani predstavljaju biljne pigmente koji su odgovorni za plavu, crvenu ili
ljubicastu boju listova, cvetova i plodova. Pojam antocijan odnosi se na heterozide, dok je
antocijanidin aglikonska komponenta. Antocijanidini su derivati 2-fenilbenzopirilijum-
katjona ili drugacije nazvan flavilijum-katjon. Pripadaju grupi flavonoida, iako u strukturi
imaju pozitivno naelektrisanje na atomu kiseonika “C” prstena bazi¢ne flavonoidne strukture
(redukovan centralni y-pironski ciklus) (slika 2.6). Na polozaju C3 imaju hidroksilnu grupu 1
vecinom su penta ili heksa suptituisani.

Antocijani su najéeS¢e O-heterozidi. Molekuli Secera vezuju se na polozaju C3, C5 i
C7, 1najcesci su oblici 3-monozida, 3,5-biozida, dok su triozidi veoma retki. Ono §to dodatno
povecava raznovrsnost strukture ovih jedinjenja jeste mogucénost acetilovanja alkoholne
grupe Secera. Stabilnost molekula antocijana zavisi od vise faktora kao Sto su pH vrednost,
temperatura, svetlost, prisustvo metalnih jona, enzima, antioksidanasa i slozenost strukture
(Kovacevi¢, 2002, Laleh i sar, 2006; Khoo 1 sar, 2017). Svi antocijani reverzibilno menjaju
boju, zavisno od pH sredine (npr. ¢elijskog soka). Rezonantna struktura flavilijum-katjona
odgvorna je za intenzitet boje. U kiseloj sredini, pri pH<3 flavilijum katjon je stabilan i tada
je crvene boje. Sa povecanjem pH vrednosti na 4 do 5, crvena boja flavilijum katjona prelazi

u bezbojan hromenol. Daljim porastom pH vrednosti (6-7) boja postaje ljubiCasta, zbog
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nastanka kinoidalne anhidrobaze, dok pri pH vrednosti 7 i 8 zbog prisustva jonske anhidro-
baze prelazi u tamno plavu. Jonska anhidro-baza se transformise otvaranjem prstena kada se
gradi halkon Zute boje (Cujié, 2017). Boja antocijana moZe biti u potpunosti stabilisana
gradenjem kompleksa sa flavonoidima i viSevalentnim metalnim jonima, dok pri viSim pH
vrednostima dolazi do degradacije antocijanidina do aldehida i karboksilnih kiselina, preko

hromenola i a-diketona (Cujié, 2017; Beliz i sar. 2004).

IME R Rs Rs R Rs' R4' Rs'
PELARGONIDIN OH OH H OH H OH H
CIJANIDIN OH OH H OH OH OH H
DELFINIDIN OH OH H OH OH OH OH
PEONIDIN OH OH H OH OCHs | OH H
PETUNIDIN OH OH H OH OH OH OCH3
MALVIDIN OH OH H OH OCHs | OH OCHs

Slika 2.6. Osnovne strukture antocijanidina (preuzeto i adaptirano od Fang, 2014)

Antocijani obuhvataju oko 500 razli¢itih jedinjenja. NajceS¢i aglikoni antocijana
(antocijanidini) izolovanih iz voéa 1 povréa jesu cijanidin (50%), delfinidin (12%),
pelargonidin (12%), peonidin (12%), malvidin (7%) 1 petunidin (7%). Cianidin je
najzastupljeniji u bobicastom vocu i to je karakteristiCan crveno-ljubicasti pigment odgovoran
za njihovu boju (Castaneda-Ovando 1 sar, 2009; Seeram i sar, 2001a).

Antocijani poslednjih godina postali su veoma interesanti nau¢noj i strucnoj javnosti
pre svega zbog njihovih pozitivnih efekata na zdravlje ljudi. Neke od bioloskih aktivnosti
koje ispoljavaju jesu antioksidativna, antiinflamatorna, antimikrobna, antiedematozna,
antikancerogena, antidijabeti¢na. Takodje, literaturni podaci potvrduju da antocijani mogu
smanjiti rizik od nastanka koronarnih bolesti 1 da mogu poboljSati kognitivne sposobnosti,
deluju neuroprotektivno. Pored toga deluju 1 hepatoprotektivno, radioprotektivno,
antiulcerozno, imunomodulatorno, antibakterijski, inhibiraju herpes virus, virus influence,
Stite endotelne Celije od oste¢enja (Khoo i sar, 2017; Kong i sar, 2003; De Pascual i Sanchez,

2008; Wrolstadt, 2004; Croizer i sar, 2010). Smarta se da je prose¢na potroSnja antocijana 3 —
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215 mg/dan (Chun i sar. 2007). Evropska agencija za bezbednost hrane odredila je dozu od
36 mg antocijana kao bezbednu dnevnu dozu (Wrolstad, 2004).

Uprkos efektima koje ispoljavaju, efikasnost antocijana u prevenciji i tretmanu
mnogih bolesti umnogome zavisi od njihove bioraspolozivosti (Braga i sar, 2018; Faria 1 sar,
2014a). Pored toga, na biolosku aktivnost antocijana utie i niz drugih faktora kao $to su
glikozilacija i priroda aglikona i Secerne komponente (Correia i sar, 2012). Mikroflora u
ljudskom organizmu poseduje enzimske mehanizme pomocu kojih se antocijani metaboliSu i
to moze biti od klju€nog znaCaja za nastanak jedinjenja sa razli¢itom bioraspolozivoscu i
razli¢itom bioloskom aktivnoS¢u (Avila 1 sar, 2009). Smatra se da hidroliza antocijana
predstavlja prvi korak u njihovoj kasnijoj bakterijskoj razgradnji i formiranju aktivnih
metabolita (Faria 1 sar, 2014b).

Plod aronije smatra se veoma bogatim izvorom antocijana. Na sadrzaj antocijana uticu
mnogi faktori medu kojima se izdvajaju temperature i vreme (duzina) ¢uvanja plodova, kao 1
vreme cvetanja. Kod soka aronije, na sadrzaj antocijana i polifenola moze uticati i pH
vrednost (Misiak 1 Irzyniec 2009; Howard 1 sar, 2013; Bolling 1 sar, 2015). U poredenju sa
drugim bobiCastim vocem, sadrzaj antocijana u aroniji je vrlo jednoli¢an, plod sadrzi
glikozide cijanidina: cijanidin-3-O-galaktozid, cijanidin-3-O-glukozid, cijanidin-3-O-ksilozid
1 cijanidin-3-0-arabinozid (Kuling i Rawel, 2008). Obzirom da su antocijani 25% ukupnih
polifenolnih jedinjenja, 1 njihov sadrzaj se kre¢e u opsegu od 5 do 10 grama sveze mase
(Seeram 1 sar, 2008), smatra se da oni u najvecoj meri doprinose antioksidatovnoj aktivnosti
ploda i preparata aronije (Kuling i Rawel, 2008).

Antocijani se odlikuju veoma malom bioraspolozivos¢u i metabolizam im se razlikuje
od metabolizma drugih flavonoida (Del Rio, 2010). Molekuli sa slabom resorpcijom, velike
molekulske mase i1 dobre rastvorljivosti u vodi, antocijni se apsorbuju aktivnim transportom
kroz membranu jer su hidrofilni, dok se samo aglikonske komponente apsorbuju pasivhom
difuzijom (hidrofobni deo) (Scalbert i Williamson, 2000). Antocijani se slabo apsorbuju u
tankom crevu, tako da velika koli¢ina prolazi u debelo crevo gde zapocCinje bakterijska
degradacija. IstraZivanja su pokazala da se cijanidin gliozidi razgraduju na Secernu
komponentu 1 cijanidin, §to je praceno otvaranjem cijanidinskog prstena i produkcijom 3,4-
dihidroksibenzoeve kiseline (Denev i sar, 2012).

Efekti koje antocijani ispoljavaju na zdravlje ljudi zavise od njihove apsorbcije,
metabolizma, tkivne distribucije i eliminacije iz organizma (izlu¢ivanja). Ovaj put antocijana

kroz ljudski organizama prikazan je Sematski na slici 2.7.
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Kao jedinjenja slabe bioraspolozivosti, antocijani kako u obliku glikozida tako i kao
metaboliti, veoma su slabo absorbovani i izlu€eni urinom, ¢ek i po unisu visokih doza
(Galvano 1 sar, 2004; McGhie i Walton, 2007; Cisowska i sar, 2011). Koncentracije
antocijana u urinu i plazmi dostizu veoma niske nanomolarne vrednosti. Vecina dijetarnih
antocijana pretrpi deglikozilaciju pre apsorbcije i naknadno se modifikuje tokom prve
metabolicke transformacije. Glavni metabolite otkriveni u urinu jesu glukuronid-konjugati i
metilovana jedinjenja. Prisurni su i sulfatni derivati, ali u niskim koncentracijama (Walle,
2004). Uprkos navedenim transformacijama, u plazmi i urinu pojavljuju se i nepromenjeni
antocijani (Ichiyanagi i sar, 2008). Nekoliko farmakokinetickih studija na zivotinjama
potvrdilo je da se antocijani apsorbuju uglavnom u nepromenjenom obliku i prelaze u
krvotok u roku od 15 do 120 minuta nakon unosa (Morazzoni i sar, 1991; Walle, 2004;
Miyazawa 1 sar, 1999; Matsumoto 1 sar, 2001). Pojedine studije sprovedene na ljudima
sugeriSu da se antocijani ne metaboliSu pre ulaska u sistemsku cirkulaciju (Wu 1 sar, 2002;

Felgines 1 sar, 2003; Kay 1 sar, 2004; Kay 1 sar, 2005).
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Slika 2.7. Potencijalni putevi apsorpcije, metabolizma i eliminacije antocijana u organizmu (NGLT —
natrijum-glukoza transportni protein) (Cisowska i sar, 2011)
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Gastrointestinalni trakt (GIT) predstavlja mesto razli¢itih pH vrednosti, stoga se i
stabilnost antocijana menja. U Zeludcu je pH niska i tu su antocijani nastabilniji u obliku
flavilijum katjona. Prelaskom u nize partije GIT-a, stabilnost se naruSava jer pH vrednost
raste i postaje alkalna. Manje stabilni antocijani ovde mogu biti metabolisani do glukuronida,
metilovanih 1 sulfatnih formi. Glukuronid-konjugacija je najées¢a metabolicka konjugacija
flavonoida i odvija se pretezno u jetri, intestinumu i bubrezima. Metilacija se smatra drugom
najzastupljenijom konjugacijom kod metabolizma flavonoida (McDougall i sar, 2005a;
McDougall 1 sar 2005b; Seeram 1 sar, 2001b). Na transformaciju antocijana pored pH
vrednosti uti¢e 1 intestinalna mikroflora. Dejstvom bakterijskih enzima dolazi do
deglikozilacije 1 demetilacije antocijana, a zatim aglikoni koji su nestabilni u alkalnoj sredini
bivaju degradirani do fenolnih kiselina i aldehida (Keppler i Humpf, 2005).

Antocijani su prirodni biljni pigmenti, neSkodljivi za zdravlje ljudi i u Evropskoj Uniji
su derivati ovih jedinjenja klasifikovani kao E163 (Chun i sar, 2007). Veliko je interesovanje
stru¢njaka iz oblasti medicine i farmacije, ali 1 prehrambenih nauka, za ispitivanje antocijana
pre svega zbog njihovog blagotvornog dejstva na zdravlje. NajceS¢i antocijani izolovani iz
ploda aronije jesu cijanidin-3-O-galaktozid, cijanidin-3-O-glikozid, cijanidin-3-O-arabinozid
1 cijanidin-3-O-ksilozid, a medu njima najzastupljeniji je cijanidin-3-O-galaktozid (slika
2.8.)(Cuji¢ i sar, 2018).

OH

OH
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=
O % OH
o 0
OH HO
HO

OH

Slika 2.8. Hemijska formula cijanidin-3-O-galaktozida

2.2.5. Proantocijanidini

Pored obojenih pigmenata antocijana, u plodu aronije se mogu naci i proantocijanidini
koji predstavljaju neobojene oblike. Ova jedinjenja polimerizacijom grade tanine, a lako se
oksiduju u kiseloj sredini i na temperature do obojenih antocijanidina (Cuji¢ i sar, 2018;
Kovacevi¢, 2002).

Pojedini flavonoidi kao $to su flavan-3-ol-i, katehin i epikatehin polimerizacijom

grade tanine. Tanini su sekundarni metaboliti biljaka koji mogu biti hidrolizirajuéi 1
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kondenzovani (Caballero i sar, 2016). Kondenzovani tanini poznatiji kao proantocijanidini,
prisutni su u plodovima, cvetovima, semenima i drugim delovima biljaka i imaju zaStitnu
ulogu. Njihov adstringentni ukus $titi biljku od raznih patogena i predatora. Predstavljaju
oligomerne i polimerne produkte koji nastaju u toku biosinteze flavonoida, spajanjem
monomernih jedinica katehina i epikatehina (Rauf i sar, 2019). Leukoantocijanidin-reduktaza
katalizuje sintezu katehina, §to predstavlja prvi korak u biosintezi proantocijanidina (Liu i sar,
2016).

Stepen polimerizacije proantocijanidina moze varirati u opsegu od 3 do 11. Kod ovih
polimera flavan-3-ola, monomerne jedinice povezane su C-C i1 povremeno C-O-C vezama.
Oksidativna kondenzacija nastaje izmedu heterociklicnog C4 ugljenika 1 ugljenika C6 ili C8.
Proantocijanidini medusobno se razlikuju po konfiguraciji i poziciji veza gradenih izmedu
monomernih jedinica. Plodovi aronije sadrze proantocijanidine B tipa (C4-C8 veza) kod kojih
je (-)-epikatehin glavna monomerna subjedinica (slika 2.9) (Oszmianski i Wojdylo, 2005).
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Slika 2.9. Hemijska formula (-) epikatehina i struktura proantocijanidina B-tipa

Najbolji izvori proantocijanidina jesu razlicite vrste voca, pre svega bobicasto voce.
Borovnica, brusnica, crna aronija, crna ribizla samo su neke od jestivih vrsta bobicastog voca
sa visokim sadrzajem proantocijanidina (Krenn i sar, 2007). Prema studiji Hellstrom i
saradnika (2009), najve¢i sadrzaj proantocijadina detektovan je u plodovima aronije
(Hellstrom 1 sar, 2009). Procijanidini su jedinjenja koja mogu uticati na ukus voca, na
adstringentnost, gorcinu, kiselost, slatkocu, a takode mogu menjati viskozitet pljuvacke i
uticatati na aromu i1 boju. Smatra se da su antocijani manje adstringentni od proantocijanidina

upravo zbog prisustva Secerne komponente (Aron, 2007; Rauf'i sar, 2019 ).
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Proantocijanidini se koriste kao aditivi u prehrambenoj industriji zbog svoje
sposobnosti da smanje mikrobiolosku, oksidativnu i temperaturnu degradaciju prehrambenih
proizvoda. Pored toga, studije pokazuju imaju i pozitivno dejstvo na zdravlje. Ispoljavaju
antiokisdativno, imunostimulantno i antitumorsko dejstvo. Istrazivanja ukazuju da pomazu
kod poboljsanja fleksibilnosti u zglobovima, arterijama i tkivu srca. Poboljsavaju cirkulaciju
jacanjem zidova krvnih sudova, mogu imati blagotvorne efekte kod poboljSanja vida i u
zastiti koze od suncevog zraenja. Kompleks oligomernih proantocijanidina (OPC) takode
poseduje izrazene bioloske aktivnosti poput antioksidativne, antivirusne i antibakteriske,
vazodilatatorne, antialergijske, antiinflamatorne 1 antikancerogene. Smatra se da ova
jedinjenja mogu da inhibiraju lipidnu peroksidaciju, smanjuju permeabilnost kapilara i
agregaciju trombocita. Proantocijanidini mogu uticati 1 na apoptozu, gensku ekspresiju i
aktivaciju transkripcionih faktora poput NF -kB (Fine, 2000; Shi i sar, 2003; Cos i sar, 2004).
Zahvalju¢i antioksidativnom 1 antiinflamatornom dejstvu, proantocijanidini deluju 1
antidijabetogeno, kardioprotektivno 1 antikancerogeno pa se mogu primenjivati kod
kardiovaskularnih 1 metabolickih oboljenja, kao 1 karcinoznih stanja (Bao 1 sar, 2015; Rauf i
sar, 2019).

Iako su jedinjenja sa brojnim zdravstvenim benefitima, oni su direktno zavisni od
metabolizma 1 apsorpcije prantocijanidina. Proantocijanidini koji imaju stepen polimerizacije
preko 4 se ne apsoruju. Apsorpcija je moguca samo kod jedinjenja manje molekulske mase,
monomera ili manjih oligomernih molekula proantocijanidina. Njihova depolimerizacija u
digestivnom traktu je zanemarljiva 1 vecina proantocijanidina u debelo crevo dospeva
nepromenjena. Istrazivanja pokazuju da se proantocijanidini metaboliSu dejstvom crevne
mikroflore kolona do fenilvalerolaktona i fenolne kiseline. Ovi metaboliti mogu doprineti

efektima proantocijanidina in vivo (Ou i Gu, 2014; Rauf'i sar, 2019).

2.3. DOSADASNJA ISPITIVANJA FARMAKOLOSKIH AKTIVNOSTI
ARONIJE

Aronia melanocarpa, kao vrsta bobiCastog voca 1 moze se re¢i funkcionalna hrana,
dosla je u fokus istraZivaca, pre svega zbog svog izraZzenog antioksidativnog delovanja. Ovo
se pripisuje visokim sadrZaju polifenolnih jedinjenja u plodu, naroc€ito antocijana (cijanidin-
3-0-galaktozida i cijanidin-3-O-arabinozida) i procijanidina ((-)-epikatehin jedinice). Sadrzaj

polifenola i precizan sastav prilicno su promenljivi i zavise od kultivacije, nivoa zrelosti
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ploda, lokaliteta uzgoja i klimatskih uslova. Iako je bioraspolozivost polifenola losa, njihova
biotransformacija moze izazvati metabolicku aktivaciju, stoga i metaboliti mogu imati
pozitivan uticaj na zdravlje. Uzimajuci u obzir sve ove Cinjenice, A. melanocarpa 1 njeni
farmaceutski preparati mogu ispoljiti znacajne efekte na zdravlje preko svojih bioloskih
aktivnosti:  imunomodulatorna, antimikrobna, hepatoprotektivna, gastroprotektivna,
kardioprotektivna, antidijabetska, anti-inflamatorna 1 antikancerogena (Jurokova i sar, 2017;
Borowska i1 Brzoska, 2016).

Porast incidence hroni¢nih nezaraznih bolesti ukljucujuci dijabetes, kardiovaskularne
bolesti, depresiju, neurodegenerativne bolesti, kancer 1 osteoporozu, predstavlja vazan
problem javnog zdravlja u razvijenim zemljama. Zato su ucinjeni brojni napori kako bi se
osigurala efikasna zaStita od ovih bolesti i njihovo lecenje. Poslednjih godina, sve veca
paznja je usmerena na mogucénost koris¢enja aronije 1 njenih preparata u prevenciji i tretmanu
ovih oboljenja (Borowska i1 Brzoska, 2016). Pored toga, postoje podaci koji upucuju
mogucnost koriS¢enja aronije u prevenciji i le€enju drugih zdravstvenih problema, kao Sto su
prehlada, neke inflamatorne bolesti koze 1 poremecaji reproduktivnog i nervnog sistema
(Eftimov, 2018; Sonoda i sar, 2013; Kefer 1 sar, 2009; Borowska i1 Brzoska, 2016). Takode
postoje istrazivanja koja ukazuju na to da se plodovi aronije i1 preparati mogu Koristiti za
izradu kozmeti¢kih preparata (Savikin i sar, 2014).

Brojne su studije koje dokazuju da je upotreba ploda aronije i preparata bezbedna, bez
pojave nezeljenih dejstava ili toksicnih efekata. Medutim, neophodno je sprovesti detaljne
eksperimentalne 1 klini¢ke studije u cilju odredivanja efektivnih doza ovih preparata. Takode
je potrebno detaljnije ispitati upotrebu aronije zajedno sa lekovima usled mogucih interakcija.
lako se konzumiranje ploda aronije smatra bezbednim, mora se napomenuti da polifenolna
jedinjenja aronije mogu graditi stabilne komplekse sa metalima poput gvozdja, bakra i cinka,
Sto moZe rezultirati deficitom ovih esencijalnih metala usled nekontrolisane primene plodova
1 preparata arinije. Prema pojedinim studijama, aronija moze biti veoma korisna u prevenciji

toksicnih efekata ksenobiotika kao Sto su lekovi (Borowska i Brzoska, 2016).

2.3.1. Antioksidativna aktivnost

2.3.1.1. Oksidativni stres i antioksidanti

Oksidativni stres predstavlja stanje poremecene ravnoteze izmedu oksidanasa i

prooksidanasa u organizmu, $§to ima za posledicu oksidativno oStecenje esencijalnih
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biomolekula. To je stanje poremecéenih redoks-zavisnih signalnih puteva i procesa koji su
njima kontrolisani (Sies, 1991; Halliwell i Gutteridge, 1999; Jones, 2006). Slobodni radikali
koji nastaju prilikom procesa oksidacije predstavljaju visoko reaktivne molekule koji
poseduju jedan ili viSe nesparenih elektrona u poslednjoj orbitali (Carocho i Ferreira, 2013).
U bioloskim sistemima, slobodni radikali u strukturi sadrze kiseonik, azot ili sumpor, stoga se
mogu podeliti na reaktivne vrste kiseonika (ROS, eng. ,reactive oxygen species‘), reaktivne
vrste azota (RNS, eng. ,reactive nitrogen species”) i1 reaktivne vrste sumpora (RSS, eng.
,reactive sulfur species®) (Carocho 1 Ferreira, 2013; Lu 1 sar, 2010). Takode u patogenezi
oksidativnog stresa mogu ucestvovati i neradikalska jedinjenja (koja za razliku od slobodnih
radikala nemaju nesparen elektron), kao Sto su vodonik-peroksid (H20:) 1 organski peroksidi,
singletni kiseonik, hipohlorna kiselina, peroksi-nitrit jon, tiosulfonati i drugi (Puki¢ 1 sar,
2008). Slobodni radikali nastaju endogeno, unutar organizma, tokom fizioloskih procesa u
mitohondrijama, dejstvom enzima kao $to je ksantin-oksidaza ili u toku inflamatornih
procesa. Postoje 1 slobodni radikali koji nastaju usled dejstva nekih spoljasnjih faktora
(egzogeno), kao $to su duvanski dim, razni lekovi i razliciti tipovi zra¢enja (Lobo 1 sar, 2010;
Halliwel, 2011). Povecana produkcija slobodnih radikala (pre svega ROS) u organizmu, kao i
narusena ravnoteza izmedu delovanja ROS 1 antioksidantnih sistema zastite, dovodi do
pojave oboljenja koja u osnovi imaju oksidativni stres (kardiovaskularne bolesti,
neurodegeneratine bolesti, karcinomi, dijabetes 1 druge) (Carocho 1 Ferreira, 2013).
Antioksidanti su supstance koje mogu odloziti, prevenirati ili ¢ak ukloniti oStecenja na
molekulima koja su izazvana dejstvom slobodnih radikala (Halliwel, 2007). Suprotno
delovanje imaju prooksidanti, supstance koje dovode do pojave oksidativnog stresa. Tokom
evolucije, organizam je razvijao sisteme zastite od oksidativnih oSteCenja kako bi se odrzao
balans izmedu slobodnih radikala i razvoja oksidativnog stresa. Antioksidativna aktivnost
moze se ispoljiti na razliCite nacine: inhibicijom reakcija oksidacije (preventivni
antioksidanti) kada nastaju slobodni radikali, spre¢evanjem faze propagacije autooksidacije,
takozvanim ,hvatanjem* singlet-kiseonika, sinergistickim delovanjem antioksidanata,
dejstvom redukcionih agenasa i1 prevodenjem hidrogen-peroksida u stabilna jedinjenja,
dejstvom heliraju¢ih agenasa koji prevode metalne prooksidante (jone gvozda i bakra) u
stabilne forme i inhibicijom prooksidativnih enzima (lipooksigenaza) (Carocho i Ferreira,
2013). Prema najznacajnijoj podeli, antioksidanti u organizmu (endogeni) se dele na
enzimske 1 neenzimske. Enzimski antioksidantni sistemi mogu biti primarni i sekundarni i

deluju tako Sto spreCavaju nastanak slobodnih radikala ili ih neutraliSu. Tu se ubrajaju:
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katalaza (KAT) — enzim koji katalizuje prevodenje vodonik-peroksida do vode i kiseonika;
superoksid-dizmutaza (SOD) — enzim koji superoksid anjone konvertuje u vodonik-peroksid
koji je supstrat za katalazu; glutation-peroksidaza (selenoprotein) koji redukuje perokside
(Rahman, 2007). Sekundarni enzimski antioksidati ne neutraliSu slobodne radikale direktno,
veé pospesuju dejstvo drugih endogenih antioksidanasa. Tu spadaju glutation reduktaza, koja
vr§i redukciju oksidovanog glutationa, 1 glukozo-6-fosfat-dehidrogenaza, koja vrsi
regeneraciju NADPH (nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat — koenzim u anabolickim

reakcijama) (slika 2.10) (Gamble i Burke, 1984; Ratnam i sar, 2006).

0K5| DA- FAKTORI
TlVN A SREDINE

cELusxo
msnms

PEROKSIDACUA
LIPIDA

SOD: superoksid dismutaza

GP,: glutation peroksidaza

GSH: glutation (redukovani oblik)

GSSH: glutation disulfid (oksidirani oblik) . O -
GSR: glutation reduktaza 2

OSTECENJE
DNA

NADPH + H*

H,0+0

Slika 2.10. Enzimski antioksidanti i njihovi reakcioni mehanizmi

U neenzimske endogene angtioksidante ubrajaju se vitamini (A, C, E), enzimski
kofaktori — koenzimi Q10, azotna jedinjenja (mokra¢na kiselina), peptidi (glutation), kao i
proteini koji imaju sposobnost vezivanja metalnih jona (albumin, transferin, feritin, bilirubin,
hemoglobin itd) (Carocho i Ferreira, 2013; Puki¢, 2008) (Sema 2.1).

Sa pove¢anom produkcijom slobodnih radikala usled dejstva mnogih faktora unutar
organizma, ali i iz spoljaSnje sredine, javlja se potreba za dodatnim antioksidantnim
supstancama jer endogeni antioksidantni sistemi nisu dovoljni za njihovu neutralizaciju i

uklanjanje. Stoga je veoma vazna uloga egzogenih antioksidanata koji se u organizam unose
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putem ishrane (ili suplementacijom). Egzogeni antioksidanti mogu se podeliti na prirodne
(vitamini, fenolna jedinjenja) i sintetske (butilhidroksi toluen (BHT), butilhidroksi anizol
(BHA) i dr.). Sintetski antioksidansi primenjuju se kako bi poboljsali kvalitet prehrambenih i
kozmetickih proizvoda, ali se u poslednje vreme sve ¢eS¢e dovodi u pitanje bezbednost
njihove upotrebe (Brewer, 2011). Zbog toga se sve ceSce koriste prirodni antioksidanti,

jedinjenja biljnog porekla medu kojima se izdvajaju polifenoli (Carocho i sar, 2018).

ANTIOKSIDANTI
]

¥ 3
ENZIMSKI NEENZIMSKI
Y Y KOFAKTORI KOENZIM Q10
PRIMARNI SEKUNDARNI
MINERALI SZE’ZVE’L
SUPEROKSID DIZMUTAZA GLUTATION REDUKTAZA
KATALAZA GLUKOZO-6-FOSFAT ORGANOSUMPORNA ALKILSILFIDI
GLUTAZION PEROKSIDAZA DEHIDROGENAZA > JEDINJENJA GL/DI_Z\?—%N

VITAMINI |( 4 c e «

8-KAROTEN
KATOTENOIDI LIKOPEN

AZOTNA NEPROTEINSKA |/ wiokracna
JEDINJENJA KISELINA

_.| FENOLNE KISELINE | ashor

CIJANIDIN

FLAVONOIDI KVERCETIN
KATEHIN

Sema 2.1. Podela antioksidanata (Carocho i sar, 2013)

2.3.1.2. Antioksidativni efekti ploda aronije

Polifenolna jedinjenja svoje antioksidativne efekete ostvaruju kroz tri mehanizma:
direktnim ,hvatanjem* slobodnih radikala (HAT, eng. ,hydrogen atom transfer®),
prenosenjem elektrona (SET, eng. ,single electron transfer”) i heliranjem metalnih jona
(TMC, eng. ,transition metals chelation*) (Leopoldini i sar, 2011). Struktura polifenola, pre
svega supstituenti aromaticnog prstena, mogu uticati na antioksidativno delovanje (Shahidi i
Ambigaipalan, 2015). Pojedina istraZivanja pokazala su da fenolna jedinjenja mogu delovati
pooksidativno u uslovima koji pogoduju autooksidaciji (visok pH, visoka koncentracija jona
prelaznih metala 1 kiseonika) (Cotores i sar, 2014). Fenolna jedinjenja sa manjom

molekulskom masom (kvercetin ili galna kiselina) lako se oksiduju 1 ispoljavaju
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pooksidantnu aktivnost, dok jedinjenja velike molekulske mase (tanini) imaju veoma malu ili
nemaju pooksidantnu aktivnost (Hagerman i sar, 1998; Cotores i sar, 2014).

Plod aronije ispoljava snazno antioksidativno dejstvo koje se pripisuje vikokom
sadrzaju polifenolnih jedinjenja, posebno antocijana (Borowska i Brzoska, 2016).
Antioksidativnoj aktivnosti pored fenolnih jedinjenja doprinose i vitamin C i E, f-karoten i
minerali kao §to su cink, bakar i selen (Velcheva-Kuzmanova i sar, 2007). Brojni in vitro i in
vivo eksperimenti pokazali su da antioksidativni mehanizmi kojim aronija ostvaruje efekte
pored tzv. ,hvatanja“ slobodnih radikala, ukljuuju 1 inhibiciju stvaranja reaktivnih
kiseoni¢nih 1 azotnih vrsta, inhibiciju pooksidativnih enzima, obnavljanje antioksidativnih
enzima 1 uticaj na ¢elijsku signalizaciju u regulaciji novoa antioksidativnih supstanci i enzima
(Denev 1 sar, 2012). Graversen 1 saradnici (2008) pokazali su da su antocijani soka aronije
(pre sveha cijanidin-3-O-galaktozid 1 cijanidin-3-O-arabinozid) efikasniji antioksidanti u
poredenju sa polifenolnim jedinjenjima crnih ribizli 1 vitaminom C (Graversen 1 sar, 2008).
Cijanidin-3-O-arabinozid poseduje najjaca antioksidativna svojstva medu antocijanima
aronije (u smislu ,,hvatanja“ slobodnih radikala) i snaZan je inhibitor prooksidativnih enzima
poput lipooksigenaze 1 ksantin-oksidaze (Braunlich i1 sar, 2013a). Polifenolna jedinjenja
izolovana iz ploda aronije karakteriSu je boljim antioksidativnim svojstvima u odnosu na
polifenole drugog bobicastog voca (Jakobek i sar, 2007). Jaka antioksidativna aktivnost
ukazuje na mogucnost primene ploda aronije 1 njenih preparata u tretmanu i prevenciji bolesti
koje su uzrokovane oksidativnim stresom (hroni¢ne nezarazne bolesti poput dijabetesa,
kardiovaskularnih oboljenja, neurodegenerativnih bolesti i kancera) (Borowska i Brzoska,
2016).

Preparati aronije (sok, ekstrakti) ili sami plodovi ostvaruju pozitivne efekte na
zdravlje preko antioksidativnog dejstva i uticaja na markere oksidativnog stresa. In vitro
eksperimenti na celijskim kulturama cesto su koriS€eni za procenu antioksidativnih ili
antiproliferativnih svojstava ekstrakata aronije. Prednost koriS¢enja kulture ¢éelija je ta Sto se
razli¢iti oksidansi 1 Celijske vrste, uklju¢ujuéi i modele za neke specificne bolesti, mogu
koristiti za procenu antioksidativnog efekta. Ipak, zajedno sa prednostima, upotreba takvih in
vitro sistema je prac¢ena i nedostacima. Koncentracija antioksidansa dodatog u medijum
kulture bi trebala biti jako paZljivo odabrana (Niki, 2010). Ispitivanja na ¢elijskim kulturama
cesto su vrSena koriS¢enjem ekstrakata aronije koji sadrze polifenole u fizioloSki nedostiznim
koncentracijama. Pri fizioloSkim koncentracijama, ova jedinjneja ne ispoljavaju zabeleZeni

efekat. Nakon ingestije, mnogi dijetarni polifenoli se pojavljuju u cirkulaciji u obliku svojih
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metabolita, kao glukuronidi, metilovani i sulfatni derivati drugacije strukture. Stanisavljevi¢ i
saradnici (2015) ispitivali su uticaj matriksa hrane na bioraspolozivost fenolnih jedinjenja
aronije, Sto je Cest problem ekstrapolacije rezultata sa in vitro modela. Iako se pokazalo da se
koli¢ina fenola aronije smanjuje u prisistvu matriksa hrane zbog kompleksnih mehanizama
interakcije, ova jedinjenja i dalje su imala veliki antioksidativni i antiproliferativni potencijal
(Stanisavljevi¢ i sar, 2015).

Pilaczynska-Szczesniak 1 saradnici (2005) u svom istraZzivanju pokazali su da
upotreba soka aronije (150 ml dnevno) koji sadrzi 23 mg antocijana/ 100 ml, kod veslaca koji
su fizicki aktivni tokom mesec dana, smanjuje oksidativno oSteenje u eritrocitima
(Pilaczynska-Szczesniak i1 sar, 2005). Studija koju su sproveli Kardum 1 saradnici (2014a)
pokazala je da upotreba soka aronije kod zdravih dobrovoljaca (100 ml tri puta dnevno, u
toku tri meseca) dovodi do povecane aktivnosti antioksidativnih enzima eritrocita (SOD 1
GPx) 1 stiti ¢elijske membrane od lipdne peroksidacije (Kardum 1 sar, 2014a). Takode je
utvrdeno da je dvanaestomese¢na primena soka aronije kod zdravih Zena smanjila nivoe
markera lipidne peroksidacije (TBARS — tiobarbiturna kiselina- reagujuce supstance) i
povecala aktivnost enzima paroksonaze-1 koji je odgovoran za antioksidativna svojstva

HDL-a (lipoproteina velike gustine) (Kardum and others 2014b).

2.3.2. Antiinflamatorna aktivnost

2.3.2.1. Inflamacija

Inflamacija ili zapaljenje predstavlja deo nespecificnog imunog odgovora na Stetne
nadrazaje (patogeni mikroorganizmi, zracenje, toksini ili ostecene celije). To je lokalizovana
zaStitna reakcija koja dovodi do uklanjanja Stetnih stimulanasa i pokretanja procesa izlecenja.
Tokom akutnih upalnih procesa, pokrecu se ¢elijski i molekularni mehanizmi koji efikasno
ublazavaju predstojece povrede tkiva ili infekciju i time doprinose obnovi homeostaze tkiva i
eliminaciji akutne inflamacije. Nekontrolisana akutna inflamacija moZe prerasti u hroni¢nu,
Sto dovodi do razvoja mnogih hroni¢nih inflamatornih oboljenja (Ferero-Miliani i sar, 2007;
Medzhitov, 2010; Nathan i Ding, 2010; Chen i sar, 2017).

Inflamacija u tkivima karakteriSe se crvenilom, otokom, poviSenom temperaturom,
bolom 1 gubitkom funkcije tkiva, koji su posledica lokalnog imunog, vaskularnog i
inflamatornog ¢elijskog odgovora na infekciju ili povredu tkiva (Takeuchi i Akira, 2010).

Promene u mikrocirkulaciji tokom upalnog procesa ukljuuju promenu permeabilnosti krvnih
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sudova, migraciju leukocita i oslobadanje medijatora zapaljenja (Ferero-Miliani i sar, 2007,
Chertov i sar, 2000). Razli¢iti patogeni faktori mogu uzrokovati tkivno oStecenje i izazvati
zapaljensku reakciju. Prema etiologiji, inflamacija se deli da infektivnu i neinfektivnu. Kao
odgovor na povredu tkiva, leukociti iz cirkulacije se nagomilavaju i aktiviraju kako bi
produkovali citokine, medijatore inflamacije (Jabbour i sar, 2009).

Inflamatorni odgovor je posredovan aktivacijom signalnih puteva koji reguliSu nivoe
inflamatornih medijatora u ¢elijama lokalnog tkiva i inflamatornih ¢elija krvi (Lawrence,
2009). Inflamacija je cCesta u patogenezi mnogih hroni¢nih oboljenja, ukljucujuci
kardiovaskularne 1 digestive poremecaje, karcinome, dijabetes i artritis. lako inflamatorni
odgovori zavise od prirode inicijalnog stimulansa i1 njegove lokacije u organizmu, svi se
odvijaju putem slede¢eg mehanizma: receptori na povrsini ¢elija prepoznaju Stetne agense,
aktiviraju se signalni putevi, otpustaju inflamatorni medijatori i nagomilavaju se inflamatorne
¢elije (Libby, 2007; Chen 1 sar, 2017). Produkti mikroorganizama 1 citokini poput
interleukina-14 (IL-1p), interleukina-6 (IL-6) ili faktor nekroze tumora o (TNF-a), kao
medijatori inflamacije, interreaguju sa receptorima (,,toll like receptor (TLR), IL-1 receptor
(IL-1R), IL-6 receptor (IL-6R), i TNF receptor (TNFR)) ¢ime se pokrecu intracelularni
signalni putevi (mitogen-aktivirana protein-kinaza (MAPK), nuklearni faktor kapa-B (NF-
kB) 1 Janus-kinaza (JAK) 1 aktivator transkripcije STAT) (Kaminska, 2005; Hendrayani i sar,
2016; Kyriakis 1 Avruch, 2001; Henriquez-Olguin i sar, 2015).

Markeri inflamacije koriste se u klinickoj praksi kako bi razlikovali normalne od
patogenih bioloskih procesa i omogucili procenu uspesnosti terapije. Oni mogu ukazivati na
razvoj neke od inflamatornih bolesti (npr. endotelna disfunkcija, infekcija), i u korelaciji su sa
uzrokom 1 posledicama ovih oboljenja (Chen i sar, 2017). Stimulansi aktiviraju inflamatorne
¢elije poput makrofaga i adipocita, 1 indukuju oslobadanje inflamatornih citokina (IL-1, IL-
6, TNF-a), inflamatornih proteina (C-reaktivni protein, fibrinogen) i enzima (SOD, GPx,
ciklooksigenaza). Ovi molekuli mogu biti potencijalni biomarkeri koji se koriste za
dijagnozu, prognozu i terapiju bolesti (Miller i sar, 2009; Shlipik i sar, 2003; Gupta 1 sar,
2012) .

Produkti oksidativnog stresa takode mogu biti koris¢eni kao markeri inflamatornog
odgovora. Oksidativni stres u organizmu dovodi do produkcije ROS, kao i malondialdehida
(MDA) kao produkta lipidne peroksidacije, a oni takode mogu da dovedu do aktivacije
brojnih transkripcionih faktora, ukljucuju¢i NF-xB, STAT 1 druge (Reuter i sar, 2010; Chen i
sar, 2017).
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2.3.2.2. Antiinflamatorni efekti ploda aronije

Literaturni podaci pokazuju da ekstrakt i sok aronije imaju izrazena antiinflamatorna
svojstva koja su povezana sa inhibicijom oslobadanja pro-inflamatornih i antiinflamatornih
citokina (IL-6, IL-8, TNF-a). Obzirom da se u osnovi mnogih bolesti, uklju¢ujuéi dijabetes,
kardiovaskularne bolesti, kozna oboljenja, bolesti imunog sitema i druge, nalazi inflamacija,
preparati aronije mogu biti efikasni u zastiti od razvoja ovih oboljenja putem inhibicije
inflamatornih procesa. Appel 1 saradnici (2015) pokazali su da sok aronije poboljSava
funkciju imunog sistema tako Sto inhibira otpuStanje IL-6, IL-8 i TNF-a u perifernim
humanim monocitima 1 aktivira NF-kB u makrofagima miSa RAV264.7. Autori su otkrili da
dodavanje selena u sok aronije povecava njegovo antiinflamatorno delovanje u perifernim
monocitima 1 miS§jim makrofagima RAV264.7 1 to inhibicijom NF-kB aktivacije,
oslobadanjem citokina i sintezom prostaglandina E2 (PGE2) (Appel i sar, 2015).

Ekstrakt ploda A. melanocarpa, zbog svojih protivupalnih 1 antioksidativnih
svojstava, moze se koristiti za zaStitu krvnih sudova. Zapolska-Dovnar 1 saradnici (2012)
pokazali su u svom isrtaZivanju da ekstrakt aronije deluje protivupalno u humanism
endotelnim celijama aorte inhibicijom ekspresije endotelnog meducelijskog adhezijskog
molekula 1 1 vaskularnog celijskog adhezionog molekula 1 (VCAM-1), kao i smanjenjem
aktivacije NF-kB 1 formiranja unutarcelijskih reaktivnih kiseonickih vrsta (ROS) in vitro
(Zapolska-Dovnar i1 sar, 2012).

Ohgami i sar. (2005) su na zivotinjskom modelu pokazali da ¢vrst ekstrakt aronije ima
antiinflamatorno dejstvo na oc¢i pacova suzbijaju¢i oslobadanje PGE2 1 TNF-a, kao 1
blokiranjem ekspresije azot oksida sintetaze (NOS) i ciklooksigenaze 2 ¢ime poboljSava
osStrinu vida kod pacova. Nazalost, do sada ne postoje dokazi da preparati aronije mogu
poboljsati vid kod ljudi, ali svakako mogu biti koristan dodatak ishrani.

Studija koju su sproveli Amin 1 saradnici (2015) ukazuje na to da su metaboliti
cijanidin-3-O-glukozida (ferulna kiselina, protokatehinska kiselina i njeni glukuronidi) u
koncentracijama od 0,1 do 10 uM doveli do veceg pada nivoa inflamatornih medijatora (IL-6
1 VCAM-1) u humanim endotelnim ¢elijama nego cijanidin-3-O-glukozid u nepromenjenoj
formi. Ovi rezultati upuéuju na to da biotransformacija antocijana u organizmu moZzZe

povecati njihovu aktivnost (Amin i sar, 2015).
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2.3.3. Antimikrobna aktivnost

2.3.3.1. Mikroorganizmi

Mikroorganizmi pripadaju velikoj i heterogenoj grupi organizama koju ¢ine bakterije,
virusi, mikrogljive, mikroalge, i protozoe. KarakteriSu ih neke zajednicke osobine kao $to su
male dimenzije, velika brzina razmnozavanja i izraZzena sposobnost metabolicke adaptacije.
Bakterije predstavljaju najbrojniju grupu mikroorganizama. To su kosmopolitski organizmi i
mogu da nastanjuju zemljiSte, vodu, vazduh, kao 1 sredine nepovoljne za zivot drugih vrsta
zivih organizama (Mihajilov-Krstev, 2009; Kosti¢, 2019). Mikroorganizmi mogu pozitivno
delovati na ljudski organizam pomocu produkata nekih metabolickih procesa, sinteteze nekih
vitamina i1 aminokiselina, ¢iS¢enjem organizama od "nus" produkata, a takode obezbeduju
nespecificnu rezistenciju 1 Stite organizam od drugih vrsta patogena. Negativni efekti koje
mikroorganizmi ostvaruju na organizam Coveka danas su jedan od najvec¢ih medicinskih
problema. Veliki je broj mikroorganizama veoma Stetan po coveka i moze izazivati ozbiljne
infekcije (KarakaSevi¢, 1977).

Patogeni mikroorganizmi se mogu podeliti na patogene parazite (ovi organizmi za
ishranu koriste metabolite domacina ili Zive ¢elije) 1 patogene saprofite (ovi organizmi zive u
okolnoj sredini domac¢ina i u njega dospevaju preko rana, nekim pasivnim putem,
kontaminacijom vode ili hrane 1 sl.) (Mihajilov-Krstev, 2009; Kosti¢, 2019). Bakterijska
rezistencija predstavlja globalni zdravstveni problem, koji je potenciran prekomernom
upotrebom antibiotskih lekova (Rice, 2008). Stoga su veoma aktuelna istrazivanja u oblasti
novih potencijalnih antimikrobnih, pre svaga antibakterijskih sredstava, medu kojima se

mogu izdvojiti antimikrobni agensi biljnog porekla (Mundy i sar, 2016).

2.3.3.2. Antimikrobno dejstvo ploda aronije

Antibakterijsko dejstvo aronije potvrdjeno je protiv bakterija Escherichia coli,
Bacillus cereus, Staphilococcus aureus 1 Pseudomonas aeruginosa (Braunlich 1 sar, 2013b;
Liepina i sar, 2013). Uzimaju¢i u obzir antiinflamatorna svojstva (Appel 1 sar, 2015) 1
antibakterijsko delovanje ekstrakta i soka ploda aronije (Braunlich i sar, 2013b; Liepina i sar,
2013; Handeland 1 sar, 2014), moZe se pretpostaviti da proizvodi od ploda aronije mogu biti
korisni za zaStitu i leCenje bakterijskih infekcija (Borowska i Brzoska, 2016). Protivupalno
delovanje aronije, u kombinaciji sa antimikrobnim dejstvom uglavnom se zasniva na

prisustvu fenolnih jedinjenja, pre svega antocijana u plodu (Cisowska i sar, 2011; Jurikova i
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sar, 2017; Joseph i sar, 2014). Antimikrobna aktivnost ploda verovatno se odvija kroz vise
mehanizama 1 sinergisticki, jer sadrze i druga jedinjenja ukljucujuci kao Sto su fenolne
kiseline i1 organske kiseline (Borowska i Brzoska, 2016). Istrazivanja Valcheva-Kuzmanova i
Belcheva (2006) pokazala su in vitro bakteriostatsku aktivnost soka Aronia melanocarpa
protiv Staphilococcus aureus i1 Escherichia coli (Valcheva-Kuzmanova i Belcheva, 2006).
Liepina i saradnici (2013) ispitivali su antimikrobno delovanje vodenih i etanolnih ekstrakata
svezih, osuSenih i smrznutih plodova crne aronije. Rezultati su pokazali da ekstrakti pokazuju
antibakterijsko delovanje protiv Gram-pozitivnih bakterija Bacillus cereus 1 Staphilococcus
aureus, bez antigljivicnog efekta. Ekstrakt je inhibirao 1 rast Gram-negativne bakterije
Pseudomonas aeruginosa, ali nije imao uticaja na Escherichia coli. (Liepina 1 sar, 2013).
Braunlich 1 saradnici (2013b) ispitivali su sposobnost ekstrakta Aronia melanocarpa 1
njihovih jedinjenja da sprece stvaranje biofilma 1 in vitro inhibiraju rast bakterija Escherichia
coli 1 Bacillus cereus. Etanolni ekstrakt ploda bio je najsnazniji inhibitor formiranja B. cereus
biofilma, u poredenju sa dihlorometanolnim i vodenim ekstraktima (Braunlich 1 sar, 2013b).

Upotreba soka aronije pokazala se efikasnom 1 kod infekcija mokraénih puteva (UTI)
leCenih antibioticima. Tokom perioda od Sest meseci, sok (156 ml dnevno), za koji je bio
karakteristican visok sadrzaj ukupnih fenolnih, ukljuc¢uju¢i procijanidine tipa B, antocijane i
hlorogensku kiselinu, primenjivan je kod pacijenata u starackim domovima. Infekcija
mokraénih puteva €inila je 55% svih medicinski leenih infekcija tokom perioda ispitivanja.
Rezultati nisu pokazali trenutno smanjenje frekvencije UTI-a niti ukupne upotrebe
antibiotika; medutim, tokom perioda davanja soka, primeéeno je smanjenje upotrebe
antibiotika kod infekcija urinarnog trakta (Handeland i sar, 2014).

U studiji koju su sproveli Park i saradnika (2013), ispitivana je efikasnost aronije
pomocu virucidnog testa protiv sezonskog Influenza virusa razli¢itih sojeva i Influenza virusa
rezistentnih na antivirotik oseltamivir. Plod aronije pokazao je efikasnost in vitro 1 in vivo
protiv razli¢itih podtipova virusa Influenza (H1 / K09, H3 / PE16, B / BR60), ukljucuju¢i soj
otporan na oseltamivir (H1 / K2785 1 HPAI rH5 / IS06 ). U niskim koncentracijama ekstrakta
arinije, doSlo je do inhibicije gotovo 70% plakova virusa H1 1 H3, kao i soja H1 / K2785
rezistentnog na oseltamivir (Park 1 sar, 2013). Antivirusna aktivnost protiv virusa Influenza

tipa A takode je potvrdena drugim istraZivanjima (Valcheva-Kuzmanova i Belcheva, 2006).
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2.3.4. Kardioprotektivna aktivnost

Poremecaji kardiovaskularnog sistema su glavni uzrok smrti u razvijenim zemljama
(Lloyd-Jones i sar, 2010). Podaci iz literature ukazuju na to da je upotreba antocijana, koji se
mogu naci u aroniji, povezana sa smanjenjem rizika od nastanka kardiovaskularnih bolesti,
ekstrakti i sok aronije mogu inhibirati razvoj oksidativnog stresa i inflamatornih procesa u
krvnim sudovima koji doprinose razvoju poremecaja u kardiovaskularnom sistemu. Trebalo
bi napomenuti da je protektivni efekat aronije na kardiovaskularni sistem rezultat njenih
antioksidativnih 1 antiinflamatornih svojstava (Borowska i1 Brzoska, 2016).

Poznato je da hroni¢ni inflamatorni poremecaji mogu dovesti do kardiovaskularnih
bolesti koje karakteriSe povisen krvni pritisak, visok nivo serumskih triglicerida i LDL
holesterola, kao 1 nizak nivo HDL holesterola u plazmi. Proizvodi ploda aronije mogu imati
blagotvoran uticaj na nekoliko navedenih faktora rizika za kardiovaskularne bolesti
(Skoczynska 1 sar, 2007; Kowalczyk 1 sar, 2005; Kim 1 sar, 2013a; Zapolska-Downar 1 sar,
2012). Plodovi aronije svoje kardioprotektivne efekte ispoljavaju kroz vise mehamizama
dejstva: uticaj na metabolizam lipida, peroksidaciju, proces zapaljenja, koagulaciju i
oksidaciju (Jurikova i sar, 2017).

Rezultati studija in vitro pokazuju uticaj ekstrakta A. melanocarpa na aktivnost
trombocita, ukljucuju¢i i1 trombocite Coveka. Ekstrakt aronije indukovao je smanjenu
proizvodnju superoksid-anjon radikala u trombocitima pacijenata sa hipertenzijom,
hiperholesterolemijom i dijabetes melitusom, kao i kod dugogodisnjih pusacima, za koje je
poznato da imaju povecan rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti (Ryszava i sar, 2006).
Zastitni efekat na humane trombocite in vitro ostvaruje se i inhibicijom oksidativnih 1
nitrativnih oSte¢enja indukovanih peroksinitritom (Olas i sar, 2008). Ekstrakt ploda A.
melanocarpa spreava povecanje lize fibrina u plazmi in vitro na modelu indukovane
hiperhomocisteinemije, pokazano je u istrazivanju Malinowske i saradnika (2013). Takode,
produzava vreme agregacije trombocita i polimerizaciju fibrinogena izazvanu trombinom i
smanjuje maksimalnu brzinu fibrinske polimerizacije i stabilizuje formiranje fibrina u plazmi
zdravih dobrovoljaca in vitro (Bijak 1 sar, 2011; Bijak 1 sar, 2013a). In vitro studija otkriveno
je da ekstrakt aronije ispoljava zastitni efekat na peroksinitritna oStecenja fibrinogena u
humanoj plazmi (Bijas i sar, 2013b). Zapolska-Downar i saradnici (2008) utvrdili su da
ekstrakt aronije $titi od apoptoze endotelnih ¢elija umbilikalne vene koje su tretitane 7/-
hidroksiholesterolom, $to moZze ukazati na to da ekstrakt 4. melanocarpa moze biti efikasan u
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prevenciji i leCenju ateroskleroze i oste¢enja krvnih sudova indukovanih depoima holesterola
(Zapolska-Downar i sar, 2008).

Literaturni podaci pokazuju da upotreba ekstrakta ploda aronije moze biti efikasna u
prevenciji poremecaja pracenih metabolickim sindromom i hiperholesterolemijom, kao i u
sprecavanju daljeg napretka ovih poremecaja (Kowalczyk i sar, 2005; Broncel i sar, 2007,
Duchnowicz i sar, 2012; Sikora i sar, 2012; Kardum i sar, 2015). Sikora i saradnici (2012)
pokazali su da upotreba 100 mg standadizovanog ekstrakta aronije u obliku tableta kod
pacijenata sa metabolickim sindromom, tri puta dnevno u periodu od jednog do dva meseca,
dovodi do poboljsanja lipidnog statusa 1 normalizacije parametara hemostaze kao $to su nivo
fibrinogena, vreme koagulacije, vreme stabilizacije krvnog ugruska, vreme fibrinolize, vreme
generisanja trombina, ukupni potencijal koagulacije (Sikora 1 sar, 2012). Ovi efekti se mogu
objasniti antioksidativnim delovanjem ekstrakta (Zapolska-Downar 1 sar, 2008; Borowska i
Brzoska, 2016). Prema istrazivanju Duchnovicz i saradnika (2012), suplementacija 100 mg
ekstrakta aronije, tri puta dnevno, kod pacijenata sa hiperholesterolemijom smanjila je
koncentraciju holesterola u krvi 1 ispoljila zastitni efekat od infarkta miokarda sprecavajuci
stvaranje plaka u krvnim sudovima (Duchnovicz 1 sar, 2012).

In vitro 1 in vivo studije na Zivotinjskim modelima i ljudima dokazale su da
konzumacija plodova A. melanocarpa u razliCitim oblicima normalizuje krvni pritisak 1
poboljsava lipidni status (Naruszewicz i sar, 2007; Skoczynska i sar, 2007; Park i Park, 2011;
Valcheva-Kuzmanova i sar, 2007a,b; Sikora i sar, 2012; Kim i sar, 2013b; Kardum and others
2015; Cuji¢ i sar, 2018). Uticaj ekstrakta aronije na krvni pritisak je, izmedu ostalog,
posledica njegove sposobnosti da inhibira aktivnost angiotenzina i konvertuju¢eg enzima
(Hellstrom 1 sar, 2010; Sikora i sar, 2014). Ovi efekti takode mogu biti posledica zastitnog
efekta na koronarne arterije i sréani miSi¢ od slobodnih kiseoni¢nih radikala (ROS).
KoriS¢enje proizvoda od ploda aronije mozZe smanjiti nivo proinflamatornih citokina,
oksidovanog oblika lipoproteina male gustine (ok-LDL) u serumu i krvni pritisak §to upucuje
na njihovu potencijalnu upotrebu u prevenciji nastanaka infarkta miokarda (Naruszewicz i
sar, 2007).

Sok 1 ekstrakt aronije mogu poboljsati lipidni profil i regulisati nivo glukoze u krvi
pacijenata sa hiperholesterolemijom i1 metaboli¢kim sindromom, a ovi efekti mogu se
pripisati hlorogenskoj kiselini koja je aktivni metabolit (Broncel i sar, 2007; Skoczynska i
sar, 2007). Dnevna potrosnja 200 ml soka aronije u vremenskom periodu od 4 nedelja, kod 23

pacijenta sa hipertenzijom prvog stepena dovodi do smanjena njihovog sistolnog i dijastolnog
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krvnog pritiska i poboljSanja serumskog lipidnog statusa (Kardum i sar, 2015). Basu i
saradnici (2010) u svojoj studiji pokazali su da plodovi bobicastog voca bogati polifenolnim
jedinjenjima, poput brusnice, borovnice i aronije, mogu biti koristan dodatak ishrani kod

osoba koje pate od kardiovaskularnih bolesti (Basu i sar, 2010).

2.3.5. Gastroprotektivna aktivnost

Bolesti gastrointestinalnog trakta predstavljaju veoma €est problem danas$njice 1 sve je
vece interesovanje za prirodne prozvode koji se mogu koristiti kako u prevenciji, tako 1 u
leCenju ovih poremecaja (Martinez-Pérez 1 sar, 2018). Studije pokazuju da preparati plodova
A. melanocarpa mogu delovati protektivno kod vrlo Cestog poremecaja digestivnog trakta
kao Sto je nealkoholna masna jetra. Pozitivni uticaj ekstrakta i soka aronije na digestivni
sistem rezultat je njihovih antioksidativnih svojstava (Boncheva 1 sar, 2013; Valcheva-
Kuzmanova 1 sar, 2005; Wang 1 sar, 2015). In vitro ispitivanje radeno na HepG2 ¢elijama
(Celije hepatocelularnog karcinoma) sa ekstraktom aronije, u kojima su promene specificne za
poremecaj nealkoholne masne jetre izazvane oleinskom kiselinom, rezultiralo je smanjenjem
formiranja ROS 1 smanjenjem akumulacije triglicerida u ovim celijama. Navedeni efekti
verovatno su povezani sa dejstvom cijanidin-3-0O-glukozida koji poseduje orto-hidroksilnu
grupu (-OH) u svom prstenu B, koja verovatno moZe intereagovati sa molekulima
triglicerida, vezati ih i smanjiti njihovu akumulaciju u hepatocitima (Wang 1 sar, 2015).
Istrazivanja sprovedena na zivotinjskim modelima pokazuju da upotreba soka aronije moze
smanjiti incidencu nastanka ¢ira na Zelucu (Valcheva-Kuzmanova i sar, 2005; Wroblewska 1
sar, 2008). Valcheva- Kuzmanova 1 saradnici (2005) su pokazali da je sok plodova aronije
smanjio nivo malondialdehida (MDA), biomarkera lipidne peroksidacije, u plazmi i
zeluda¢noj sluzokoZi i uticao na smanjenje veli¢ine Zeluda¢nog ulkusa. Sok aronije koji je
davan kao dodatak ishrani pacovima u periodu od 4 nedelja, u dozama koje odgovaraju
dnevnom unosu kod ljudi od oko 0,5, 1 1 2 litra, povecao je pH u Zelucu, 1 takode $titio od
razvoja peptickog ulkusa, a doveo i do smanjenja koncentracije triglicerida i ukupnog
holesterola u serumu, ¢ime se moZe smanyjiti rizik od pojave ciroze jetre (Wroblewska 1 sar,
2008). Park and saradnici (2016) otkrili su da se primenom ploda aronije u prahu (u
koncentraciji od 0,5% 1 1%) kod miSeva sa visokim udelom masti u ishrani (koja sadrzi 41%
energije) u periodu od 8 nedelja moZe smanjiti ekspresija gena za sintezu masnih kiselina,
sterol regulatorni vezujuci protein i acetil-CoA karboksilazu u jetri (Park and sar, 2016).

Povecana ekspresija ovih gena doprinosi razvoju nealkoholne masne jetre (Nagaya 1 sar,
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2015). Spraseni plod aronije smanjio je koncentraciju triglicerida i veli¢inu kapljica masti u
hepatocitima (Park i sar, 2016). Boncheva i saradnici (2013) su otkrili da je upotreba 200 ml
soka A. melanocarpa (podeljena na 3 doze - svaka od njih je primenjivana 20 min pri obroka)
u toku Sezdeset dana, kod pacijenata sa masnom jetrom, kao i prihvatanje zdravih zivotnjih
navika dovelo do znacajnog poboljsanja funkcije jetre (procenjena na osnovu aktivnosti
enzima markera jetre u serumu), metabolizama ugljenih hidrata (ukljuc¢ujuéi glukozu u krvi,
bazalni insulin i HbAlc) i1 parametara lipida u serumu (ukupni holesterol, HDL i LDL
holesterol, trigliceridi, apolipoprotein Al 1 apolipoprotein B). Efekti aronije 1 njenih preparata
nisu dovoljno ispitivani kod inflamatornih bolesti creva (Borowska i Brzoska, 2016;

Boncheva i sar, 2013).

2.3.6. Antidijabetogena aktivnost

Dijabetes melitus predstavlja opsti problem javnog zdravlja u razvijenim zemljama.
Predvideno je da ¢e do 2025. godine broj ljudi kojima je dijagnostifikovan dijabetes porasti
na najmanje 300 miliona (Narayan i sar, 2000). Zbog toga je neophodno raditi na prevenciji
dijabetes melitusa i eliminaciji faktora rizika. Ovo se moZze posti¢i poboljSanjem ishrane i
neadekvatne fizicke aktivnosti, koji doprinose boljem kvalitetu zivota. Jedan od glavnih
faktora rizika koji dovodi do razvoja dijabetes melitusa tipa 2 (insulin-nezavisni dijabetes)
jeste razvoj metabolickog sindroma (Broncel i sar, 2010). Etiologija ovog tipa dijabetesa je
povezana sa smanjenom produkcijom insulina i smanjenom osetljivoS¢u tkiva 1 organa na
ovaj hormon. Oksidativni stres i1 inflamatorni procesi su ukljuceni u patoloSske mehanizme
dijabetesa 1 dovode do razvoja metabolickog sindroma. Ovaj sindrom je hroni¢ni inflamatorni
poremecaj koji se karakteriSe poviSenim krvnim pritiskom, visokom koncentracijom glukoze
u plazmi, visokim koncentracijama triglicerida u serumu i smanjenim nivoom lipoproteina
visoke gustine (HDL) u plazmi. IstraZivanja su pokazala da koriS§¢enje ploda aronije u ishrani
znatno smanjuje rizik od dijabetesa i povecava efikasnost insulina poboljSanjem metabolizma
glukoze (Borowska 1 Brzoska, 2016; Valcheva-Kuzmanova i sar, 2007c; Jurgonski i sar,
2008; Qin i Anderso, 2012; Zhu i sar, 2012; Badescu i sar, 2015).

Pozitivni uticaj ekstrakta aronije u prevenciji i terapiji dijabetesa je upravo rezultat
njegovih antioksidativnih 1 antiinflamatornih dejstava (Borowska 1 Brzoska, 2016).
Efikasnost soka i ekstrakta aronije u prevenciji i terapiji dijabetesa moze biti povezana je sa
prosustvom 1 aktivno$¢u cijanidin-3-O-arabinozida koji inhibira aktivnost a -glukozidaze,

enzima uklju¢enog u regulaciji metabolizma ugljenih hidrata i razvoja dijabetesa (Braunlich 1
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sar, 2013a). Prema literaturi, hlorogenska kiselina takode ucestvuje u metabolizmu glukoze i
lipida, a ona je jedan od sastojaka preparata aronije (Meng i sar, 2013).

Studije na Zivotinjskim modelima pokazuju da jedinjenja iz soka i ekstrakta aronije
indirektno uti¢u na poveéanu osetljivost ¢elija na insulin (Qin i Anderson, 2012) i smanjuju
aktivnost maltaze u sluzokozi tankog creva (Jurgonski i sar, 2008). Qin i Anderson (2012) su
objavili da ekstrakt smanjuje prekomerno povecanje telesne mase i akumulaciju masti, kao
koncentraciju glukoze i povecava koncentraciju insulina u plazmi pacova. Nakon primene
ekstrakta zapaZzeno je da je doslo do povisenja koncentracije adiponektina u plazmi (hormon
koji povecava osetljivost na insulin), smanjenja koncentracije TNF-a i IL-6 citokina u plazmi
1 modulacije ekspresije gena koji su uklju€eni u procese adipogeneze, inflamacije 1 insulinske
signalizacije (Qin 1 Anderson, 2012).

Dnevna konzumacija 200 ml soka od aronije u periodu od 3 meseca kod pacijenata sa
insulin-nezavisnim tipom dijabetesa ukazuje na smanjenje koncentracije glukoze u krvi 1
smanjenje koncentracije lipida, ukupnog holesterola i glikozilisanog hemoglobina (HbAlc)
(Simeonov 1 sar, 2002). Studije pokazuju da ekstrakt aronije uspeSno umanjuje simptome
metabolickog sindroma. U dnevnoj dozi od 100 mg kod pacijenata sa metabolickim
sindromom, ekstrakt aronije izaziva smanjenje krvnog pritiska, serumske koncentracije
endotelina-1 1 serumskog nivoa lipida i TBARS-a, i dovodi do povecanja aktivnosti
antioksidativnih enzima u eritrocitima (Broncel i sar, 2010).

Smatra se da ishrana bogata bobiCastim vo¢em moze imati uticaj na leCenje, ali 1
prevenciju metabolickih bolesti. Vlachojannis i saradnici (2015) proucavali su minimalne
preporucene doze antocijana u ekstraktu aronije za leCenje poremecaja metabolickog
sindroma. Istrazivali su proizvode koji sadrze plodove aronije zbog njihove potencijane
upotrebe kao funkcionalne hrane. Minimalna doza antocijana za leenje poremecaja

metabolickog sindroma procenjena je na 110 mg dnevno (Vlachojannis i sar, 2015).

2.3.7. Antikancerogena aktivnost

Studije sprovedene na Zivotinjama i in vitro modelima pokazuju da ekstrakt aronije 1
drugi proizvodi ploda aronije mogu biti efikasni u prevenciji malignih oboljenja, Sto se
povezuje, pre svega sa njihovom izrazenom antioksidativnom, ali i antiinfllamatornom
aktivnos¢u (Borowska i1 Brzoska, 2016; Jurikova i1 sar, 2017). Antikancerogeno dejstvo
preparata aronije zasniva se na antioksidativnim svojstvima polifenolnih jedinjenja koji Stite

zdrave celije od oksidativnog ostecenja uzrokovanog slobodnim radikalima (Shih 1 sar,
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2007), ispoljavaju pro-apoptotsko dejstvo koje omogucava smrt malignih ¢elija (Rugina i sar,
2012; Sharif i sar, 2012) i imaju sposobnost da zaustave ¢elijski ciklus malignih ¢elija (Malik
i sar, 2003; Zhao i sar, 2004; Bermudez-Soto i sar, 2007a,b; Sharif i sar, 2012).

In vitro eksperimentalne studije dokazuju efekte A. melanocarpa plodova na rast
¢elijskih linija tumora dojke, leukemije, debelog creva i grlica materice (Jurikova i sar, 2017).
Stanisavljevi¢ i saradnici (2015) sugerisu da, iako se veliki deo fenolnih jedinjenja plodova
aronije podvrgava transformaciji tokom metabolizma u organizmu, ona i dalje deluju kao
snazni antioksidanti 1 antiproliferativni agensi (Stanisavljevi€ 1 sar, 2015).

Gasiorovski 1 saradnici (1997) utvrdili su da ekstrakt antocijana izolovanih iz plodova
A. melanocarpa inhibira mutagenu aktivnost benzo[a]pirena 1 2-amino-fluorena. Ova
jedinjenja takode suprimiraju stvaranje i oslobadanje superoksid-anjon radikala u humanim
granulocitima. Rezultati sugeriSu da se antimutageni efekat antocijana odvija uglavnom
putem uklanjanja slobodnih radikala, kao 1 inhibicijom enzima koji aktiviraju promutagene 1
pretvaraju mutagene u DNK-reaktivne derivate. Ekstrakt crne aronije 1 drugi proizvodi mogu
smanjiti oksidativni stres kod pacijenata sa karcinomom dojke, pre 1 posle operacije i tokom
razli¢itih faza onkoloskog lecenja. U in vitro modelu, komercijalni ekstrakt plodova A4.
melanocarpa  je  zahvaljuju¢i  antioksidativnom  delovanju  znacajno  smanjio
oksidativni/nitrativni stres u trombocitima kod pacijenata sa invazivnim karcinomom dojke
nakon operacije (Olas i sar, 2010; Gasiorovski i sar, 1997).

Sharif i saradnici (2013) potvrdili su antikancerogeni efekat soka aronije koji sadrzi
7,15 g/l polifenola, u ¢Celijskoj liniji akutne limfoblastne leukemije. Rezultati eksperimenta
pokazali su da sok inhibira proliferaciju ¢elija, koja je povezana sa zaustavljanjem celijskog
ciklusa u fazi G(2)/M 1 indukuje apoptozu (Sharif i1 sar, 2013). Malik i saradnici (2003)
pokazali su da 24-satna izlozenost humanih kancerskih ¢elija kolona monomernim
antocijanima (50 pg/ml ekstrakta aronije) rezultira njihovom inhibicijom rasta od 60%. Kod
tretiranih Celija primecena je blokada G1/G0O 1 G2/M faza cCelijskog ciklusa (Malik 1 sar,
2003). U studiji koju su sproveli Zhao i saradnici (2004), ekstrakt antocijanima bogate aronije
takode je ispitivan zbog njegovog potencijalnog hemopreventivnog delovanja protiv
karcinoma kolona (debelog creva). Prac¢en je rast tumorskih i ne-tumorskih ¢elija debelog
creva izlozenih ekstraktu (10-75 mg monomernih antocijana/ml). Rast Celija raka debelog
creva je inhibiran za 50% nakon 48 h inkubiranja sa ekstraktom u dozi od 25 pg/ml (Zhao i
sar, 2004).
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Zanimljivo je uporediti 1 aktivnost inhibicije razliCitih polifenolnih jedinjenja
prisutnih u plodu aronije. Rugina i saradnici (2012) proucavali su polifenolne frakcije sorti
Aronia melanocarpa Viking i Aron, i Aronia prunifolia v odnosu na njihovo antikancerogeno
delovanje. Ekstrahovane su antocijanska i ne-antocijanska jedinjenja. Rezultati eksperimenta
pokazali su da cijanidin-glikozidi znacajno inhibiraju proliferaciju humanih ¢éelija raka grli¢a
materice (HeLa celije) 1 povecavaju stvaranje reaktivnih vrsta kiseonika nakon 48 sati
tretmana (Rugina i sar, 2012). Antikancerogena aktivnost ekstrakta zavisila je od metode
ekstrakcije. Inhibicija rasta HelLa cCelija bila je znaCajno veca pri primeni 50% etanolnog
ekstrakta nego vodenog i 50% metanolnog ekstrakta aronije (Park i Hong, 2014).

Dostupni rezultati eksperimentalnih studija ukazuju i na to da polifenolna jedinjenja
aronije mogu spreciti razvoj kancera koze (Li 1 sar, 2014; Pratheeshkumar 1 sar, 2014). Li 1
saradnici (2014) su otkrili da hlorogenska kiselina in vitro usporava melanogenezu u B16
¢elijama melanoma (Li 1 sar, 2014). IstraZivanje sprovedeno na Zivotinjskim modelima
(SKH-1 miSevima) pokazalo je da polifenoli ploda aronije $tite od oksidativnog oStec¢enja na
kozi koje je indukovano ultravioletnim zracenjem (UVB zracenjem) (Pratheeshkumar 1 sar,
2014).

Treba napomenuti i1 da ekstrakt aronije potencira dejstvo antikancerskih lekova koji se
koriste u leCenju nekih vrsta karcinoma. Na primer, Thani 1 saradnici (2014) otkrili su da je
ekstrakt aronije povecao efikasnost gemcitabina protiv rasta pankreasnih ¢elijskih linija in
vitro (AsPC-1 ¢elijska linija) (Thani 1 sar, 2014).

Na osnovu raspolozivih podataka, moze se zakljuciti da upotreba proizvoda aronije
moze biti efikasna u zastiti od nezeljenih dejstava lekova koji se koriste u hemoterapiji (kao
Sto je npr. cisplatin). Zastitni antioksidativni efekat ekstrakta i soka aronije prema zdravim
¢elijama primecen je tokom i nakon hemoterapije (Olas i sar, 2010; Kedzierska i sar, 2012,
2013a,b; Valcheva-Kuzmanova i sar, 2013). Valcheva-Kuzmanova i saradnici (2013) svojom
studijom potvrdili su citoprotektivni efekat soka plodova A. melanocarpa u humanim
embrionalnim ¢elijama bubrega koje su tretirane cisplatinom (Valcheva-Kuzmanova 1 sar,
2013). Ekstrakt aronije u koncentraciji od 50 mg/ml smanjio je nivo oksidativnog stresa ex
vivo u trombocitima pacijenata sa invazivnim rakom dojke tokom hemoterapije bez
neoplasti¢nih promena i znacajno je smanjio intenzitet oksidativnog stresa ex vivo i promene
hemostaze u plazmi pacijenata sa rakom dojke nakon operacije 1 razli€itih faza hemoterapije.

Medutim, ekstrakt nije imao uticaja na aktivnost antioksidativnih enzima u plazmi kod ovih
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pacijenata tokom razli¢itih faza hemoterapije (Olas i1 sar, 2010; Kedzierska i sar, 2012,

2013a,b).

2.4. CISPLATIN KAO CITOSTATSKI LEK

Cisplatin, takode poznat pod nazivima cisplatina, cis-diaminodihloroplatina (II) ili
cis-DDP, pripada grupi hemoterapijskih (citostatskih) lekova. Hemijski, to je neorgansko
jedinjenje platine sa kvadratnom planarnom geometrijom, atom platine koji je u centru
okruZzen je sa dva atoma hlora i dve amonijum grupe. Cisplatin je stabilno jednjinjenje, mada
sa promenom temperature 1 pritiska moze preci u svoj trans izomer (IARC 1981).

Cisplatin je prvi sintetisao M. Peyrone 1844. godine, a njegovu hemijsku strukturu
prvi je objasnio Alfred Verner 1893. godine. Medutim, tek Sezdesetih godina proslog veka
postaje intrigantno jedinjenje za naucnike, kada su Rosenberg i saradnici (1965) istakli da
odredeni produkti elektrolize platinske elektrode imaju sposobnost da inhibiraju deobu c¢elija
bakterije Escherichia coli, $to je uzrokovalo veliko interesovanje za njihovu mogucu
upotrebu u hemoterapiji carcinoma (Rosenberg i sar, 1965). Otkad je identifikovan cis-DDP
(cisplatin) kao agens odgovoran za citostatsku aktivnost, pojavilo se i1 veliko interesovanje za
upotrebu kompleksa platine, paladijuma i1 drugih plemenitih metala u leCenju raka (Frezza 1
sar, 2010). Cisplatin je prvo jedinjenje koje je 1978. godine Americka asocijacija za hranu i
lekove (eng. Food and Drug Administration - FDA) odobrila za leenje karcinoma glave,
vrata, jednjaka, beSike, cerviksa, jajnika 1 testisa (Lebwohl i sar, 1998; Kelland, 2007).

Klini¢ki je dokazano terapijsko dejstvo cisplatina kod razli¢itih vrsta karcinoma,
ukljucujuéi cervikalni karcinom (maligni tumor grli¢a materice), karcinom endometrijuma
(maligni tumor na materici), karcinom testisa, karcinom ovarijuma (maligni tumor na
jajnicima), razli¢ite vrste karcinoma pluca, karcinom ezofagusa (jednjaka), karcinomi u
predelu glave i vrata, karcinom mokra¢ne beSike, osteosarkom (vrsta tumora na kostima)
(Dasari 1 Tchounwou, 2014). Cisplatin se moze upotrebiti kao monoterapija, ali je Cesto deo
kombinovanih terapijskih protokola kada se primenjuje u kombinaciji sa drugim
antiproliferativnim lekovima. Kobinovana terapija cisplatina i drugih citostatika ima za cilj
smanjenje toksiCnosti cisplatina i rezistencije koja se moZe javiti nakon dugotrajne upotrebe
(Goodsell, 2006; Dasari i Tchounwou, 2014).

Mehanizam dejstva cisplatina povezan je sa njegovom sposobno$¢u da se kovalentmo

vezuje zamolekule DNK (umreZavanje sa purinskim bazama DNK molekula), ¢ime se
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onemogucuje dalje obnavljanje DNK. Kompleks DNK-cisplatin se dalje vezuje za proteine
koji ucestvuju u sintezi DNK, RNK i drugih proteinskih molekula ¢ime se onemogucéava dalji
razvoj tumorskih ¢elija i indukuje njihova apoptoza (Goodsell, 2006).

Antitumorska aktivnost cisplatina uslovljena je upravo njegovom strukturom. Sa
malom promenom strukture molekula moze do¢i do velikih razlika u bioloskoj aktivnosti. To
je mali molekul, koji se sastoji od jona platine okruzenog sa Cetiri liganda rasporedenih u
kvadrat (dva amina i dva hlorida) (slika 2.11). Ustanovljeno je da promena mesta ligandima

daje jedinjenje koje nema nikakvu bioloSku aktivnost.

Slika 2.11. Hemijska formula cisplatina

Razlog za ovu razliku postaje ocigledan kada pogledate ¢elijsku metu cisplatina.
Unutar Celije cisplatin gubi svoja dva hloridna jona, stvarajuci reaktivan molekul koji formira
veze sa DNK bazama. Zbog cis geometrije, cisplatin lako formira umrezene veze izmedu
baza. Vecina ovih umrezenih veza formirana je na mestima gde su guanin i1 adenin jedan
pored drugog na istom lancu. Ove unakrsne veze uzrokuju ozbiljne probleme pri replikaciji
DNK. Hloridni joni u cisplatinu su posebno vazni za njegovu efektivnost kao leka. Oni su
relativno stabilni kada je lek izvan Celije, gde je koncentracija hlorida normalno visoka. Ali
kada lek ude u celiju 1 koncentracija hlorida padne, cisplatin gubi svoja dva hlorida i
zamenjuje ih molekulama vode. Ovi molekuli vode nisu ¢vsto vezani pa se lako odvajaju 1
omogucuju platini da napada druge molekule, poput DNK (slika 2.12). Detaljan mehanizam
kojim cisplatin ispoljava citotoksi¢nu aktivnost jo$ uvek se aktivno proucava, ali se smatra da

apoptoza ima centralnu ulogu (Goodsell, 2006; Dasari i Tchounwou, 2014).
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Slika 2.12. Aktivacija cisplatina i indukcija oStecenja DNK. A) Proces aktiviranja cisplatina deSava se
razmenom jednog ili dva molekula hlorida za molekule vode (monohidrat i dihidrat). B) Cisplatin
moze formirati kovalentne veze sa DNK. Procenti predstavljaju ucestalost svake vrste oSte¢enja DNK
izazvanih cisplatinom. Preuzeto i adaptirano od Rocha i sar, (2018).

Terapija cisplatinom ima znaCajna ograni¢enja. LeCenje cisplatinom izaziva ozbiljne
nezeljene efekte poput ototoksicnosti, gastrotoksi¢nosti, mijelosupresije, i alergijskih reakcija
(Hartmann 1 sar, 2000; Hartmann i sar, 2003), ali glavni dozno-zavisni nezeljeni efekat
cisplatina jeste nefrotoksi¢nost (Hanigan 1 Devarajan, 2003; Arany i sar, 2003), kao i1
hepatotoksi¢nost (Cavalli i sar, 1978; Pollera 1 sar, 1987). U mnogim studijama ispitivani su
mehanizami toksicnosti cisplatina, a neki od spomenutih jesu oksidativni stres, inflamacija,
apopotoza, mitogen-aktivirana protein kinaza (MAPS) 1 p53 signalni put (Rashtchizadeh 1
sar, 2019).

Rezistencija je takode znaCajan problem u lijeCenju jer celije koriste sopstvene
mehanizme kako bi umanjile ili modifikovale dejstvo cisplatina (Goodsell, 2006; Dasari 1
Tchounwou, 2014). Za postizanje optimalnog terapijskog efekta, uz minimalna nezeljene
efekte, doza leka mora se bazirati na klinickom 1 biohemijskom statusu pacijenata. Cisplatin
se primenjuje intravenski, Siroko se distribuira u tkivima i telesnim te¢nostima i uglavnom se

eliminiSe putem bubrega (Ili¢, 2017).
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2.4.1. Nefrotoksicnost cisplatina

Nefrotoksi¢nost predstavlja jedno od najces¢ih nezeljenih dejstava koje se javlja pri
primeni cisplatina kao antitumorskog leka. Danas je poznato da 20-30% pacijenata razvije
akutnu bubreznu insuficijenciju (ABI) nakon leCenja cisplatinom, uprkos poboljSanim
terapijskim protokolima. Pacijenti koji razviju ABI imaju povecan rizik od smrtnosti i veca je
verovatno¢a da ¢e razviti hroni¢nu bubreznu insuficijenciju (HBI) (Uccelli i sar, 2008;
Chawla 1 sar, 2014). Nefrotoksicnost cisplatina manifestuje se na viSe razliCitih na¢ina: ABI
(20-30%), hipomagnezijemija (40—100%), Fankonijev sindrom (distalna bubrezna tubularna
acidoza), hipokalcemija, hiponatrijemija, hiperurikemija, prolazna proteinurija, manjak
eritropoetina, trombotska mikroangiopatija, HBI (Miller i sar, 2010).

Prvi izvestaj o nefrotoksi¢nosti cisplatina dala je studija na Zivotinjama 1971. godine
(Kociba i Sleight, 1971), koja je pokazala histopatoloSke promene akutne tubularne nekroze,
zajedno sa uremijom. Ranija klinicka ispitivanja pokazuju dozno-zavisnu cisplatinom
indukovanu ABI kod 24 do 100% pacijenata, dok novija ispitivanja ukazuju na razvoj
bubreZne insufucujencije kod 20 do 30% bolesnika (Miller 1 sar, 2010). Pocetak bubrezne
insuficijencije pocinje nekoliko dana nakon doze cisplatina, $to je pokazano povecanjem
koncentracije uree (BUN, eng. ,blood urea nitrogen) i kreatinina u serumu. Diureza je
obi¢no ocuvana (ne-oliguri¢na), a urin moze sadrzati glukozu i1 male koli¢ine proteina, Sto
ukazuje na disfunkciju proksimalnih tubula. Hipomagnenezijemija je takode Cesta, narocito
nakon ponovljenih doza cisplatina, ¢ak 1 ako nema smanjenja glomerularne filtracije.
Oporavak bubrezne funkcije obi¢no se javlja u periodu od 2—4 nedelje, mada moze biti i duzi,
ili moze izostati (Santoso 1 sar, 2003; Taguchi i sar, 2005). Nefrotoksi¢nost cisplatina zavisi
od primenjene doze ovog citostatika i ucestalosti upotrebe (Madias i Harrington, 1978).
Identifikovani su brojni faktori rizika za nefrotoksi¢nost indukovanu cisplatinom, kao §to su
pored doze i frekvencije upotrebe i Zenski pol, hipoalbuminemija, puSenje, starije osobe i
pacijenti sa ve¢ razvijenom ABI. U neSto manjem riziku su i dijabeticari i pacijenti koji imaju
polimorfizam OCT2 gena koji reguliSe transport platine u Celije bubrega. Cisplatin se
eliminiSe putem bubrega i1 glomerularnom filtracijom i tubularnom sekrecijom. Koncentracije
cisplatina u bubreznom tkivu nadmasuju one u krvi, §to ukazuje na aktivnu akumulaciju leka
u parenhimskim ¢elijama bubrega.

Kako bi se razjasnili kopmpleksni mehanizmi razvoja ABI uzrokovane cisplatinom,
razvijeni su animalni ekperimentalni modeli koji su naSiroko primenjivani za testiranje
metabolizma cisplatina i molekularnih mehanizama njegove toksi¢nosti (PerSe i Veceri¢-
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Haler, 2018). Studije na pacovima i miSevima pokazuju da cisplatin biva podvrgnut
metabolickoj aktivaciji u bubregu do jo$ potentnijeg toksicnog agensa. Ovaj proces zapocCinje
formiranjem konjugata glutationa u cirkulaciji, i verovatno je posredovan dejstvom glutation-
S-transferaze. Kako konjugati glutationa prolaze kroz bubreg, oni se razlazu do konjugata
cisteinil-glicina dejstvom y-glutamil-transpeptidaze (GGT) koja je eksprimirana na povrSini
¢elija proksimalnih tubula. Konjugati cisteinil-glicina se dalje metaboliSu u cistein-konjugate
aminodipeptidazama, takode eksprimiranim na povrsini ¢elija proksimalnih tubula. Konjugati
cisteina se transportuju u celije proksimalnih tubula, gde se dalje metaboliSu pomocu cistein-
S-konjugovane f-liaze do visoko reaktivnih molekula tiola (Townsed 1 sar, 2009; Sadzuka 1
sar, 1994; Townsed 1 sar, 2003; Townsed 1 Hanigan, 2002; Zhang 1 Hanigan, 2003; Miller 1
sar, 2010).

Ranijim studijama identifikovano je viSe razli¢itih membranskih transportera koji su
odgovorni za transport cisplatina u ¢elije, a najznacajniji su Ctrl (bakar-transporter) 1 OCT2
(organski katjonski transporter u bubrezima) (Miller 1 sar, 2010; PerSe 1 Veceri¢-Haler, 2018).
Takode se transport moze odvijati 1 pasivnom difuzijom kroz lipidne kanale membrane
epitelnih celija proksimalnih tubula. U renalnim epitelnih ¢elijama cisplatin podleze
metabolickoj aktivaciji do visoko reaktivnih molekula koji uti¢u na ¢elijske antioksidativne
sisteme (oksidativni i1 nitrozativni status) (PerSe 1 Veceri¢-Haler, 2018. Promene koje se
javljaju manifestuju se smanjenom aktivnos¢u superoksidizmutaze (SOD), katalaze (KAT),
glutation peroksidaze (GPx) i smanjenjem koncentracije glutationa (GSH), glutation-disulfida
(GSSG) 1 nikotinamid adenin-dinukleotid-fosfata (NADPH). Ove promene uti¢u na razlicite
¢elijske komponente 1 makro-molekule uzrokuju¢i funkcionalna i strukturna ostecenja
proteina, lipida (povecan nivo malondialdehida (MDA)), i celijskih organela kao Sto su
mitohondrije 1 endoplazmatski retikulum (Santos i sar, 2007; Gordon i Gattone, 1986; Singh,
1989).

Nefrotoksicnost cisplatina dovodi do promene broja i veli¢ine lizozoma i
mitohondrija, poremecaja cCelijskog integriteta i1 polarnosti, oSte¢enja “brush border”,
delokalizacije membranskih proteina kao Sto je K/Na ATP-aza, smanjena broja akvaporina,
koji su odgovorni za promene pri koncentrisanju urina (Dobyan 1 sar, 1980; Singh, 1989;
Kishore i sar, 2000; Lee i sar, 2006). Zavisno od doze, cisplatin moze izazvati ostecenje Celije
ili ¢elijsku smrt, tj. autofagiju, apoptozu i nekrozu. Kao odgovor na cisplatinom izazvana
oStecenja, povecava se broj citokina (medijatora inflamacije); poveéan je broj leukocita i

dolazi do aktivacije razli¢itih receptora Sto dovodi do inflamatornih procesa. Upala

43



Doktorska disertacija Milica Milutinovic¢

bubreznog intersticijuma dodatno doprinosi oSte¢enju (Sema 2.2) (Yang i sar, 2008; Price i

sar, 2009; Daugaard i sar, 1987; Pabla i Dong, 2008).

i
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Sema 2.2. Patofizioloski mehanizmi kod cisplatinom indukovane nefrotoksi¢nosti (preuzeto i
adaptorano od Pabla i Dong, 2008).

Patofiziologija nefrotoksi¢nosti izazavane cisplatinom proucavana je poslednjih
decenija 1 ustanovljeno je da oStec¢enja koja su nastala usled primene ovog citostatskog leka
mozemo podeliti na osteCenja tubula, glomerula, vaskularna oste¢enja malih 1 srednjih
arterija, i oSteCenja intersticijuma. OStecenja tubula rezultiraju poremecajem bilansa vode 1
elektrolita 1 nekrozom tubula koja dovodi do ABI. Vaskularna oSte¢enja dovode do
smanjenog protoka krvi kroz bubreg, dok oste¢eni glomerul dovodi do pojave proteinurije,
hematurije 1 nefrotskog sindroma. Pri dugotrajnoj primeni moze do¢i do oSte¢enja
intersticijuma koja vode u HBI (Ili¢, 2017).

Istrazivanja su pokazala da je oksidativni stres vazan faktor koji ucestvuje u razvoju
cisplatinom izazvane nefrotoksi¢nosti (Baliga 1 sar, 1999). Tokom tretmana cisplatinom,
primecen je porast reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) u kulturi renalnih tubularnih Eelija,
tkivu bubrega 1 in vivo na Zivotinjama. Porast ROS objasnjen je pomocu tri razlicita
mehanizma. Prvo objasnjenje bilo je da se cisplatin ulaskom u ¢elije prevodi u visoko
reaktivan oblik koji moZe intereagovati sa glutationom, koji je celijski antioksidans. Time se
iscrpljuju rezerve glutationa i on se inaktivira, dolazi do poremecaja ¢elijskog redoks statusa i
nagomilavanja endogenih ROS i nastanka oksidativnog stresa u ¢elijama (Arany 1 Safirstein,
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2003; Siddik, 2003). Takode se smatra da cisplatin moze indukovati disfunkciju
mitohondrija, a promene u respiratornom lancu dovode do poveéanja produkcije ROS
(Kruidering i sar, 1997). Formiranje ROS u mitohondrijama u toku cisplatinskog oStecenja
dovodi do povecane ekspresije antioksidativnih enzima kao §to su mangan-zavisna
superoksid-dizmutaza (MnSOD) 1 katalaza (KAT) i pokazalo se da MnSOD ima
citoprotektivnu aktivnost u cisplatinskom ostec¢enju, dok KAT nije ispoljila ove efekte. Ovi
rezultati upucuju na to da superoksid radikal, ne i hidrogen-peroksid, moze biti glavna vrsta
oksidanasa u mitohondrijama koji dovode do oStecenja (Davis i sar, 2001). Sa druge strane,
istrazivanje Ma 1 saradnika (2007) pokazalo je da katalaza ne samo da ublazava cisplatinom
indukovanu nefrokoksi¢nost, ve¢ poboljSava efekte cisplatina protiv nekih tumora (Ma 1 sar,
2007). Pokazano je da cisplatin moze indukovati generisanje ROS u mikrozomima preko
citohrom P450 (CYP) sistema (Liu 1 Baliga, 2003; Baliga 1 sar, 1998).

Akutno oStec¢enje bubrega uslovljava veoma jak inflamatorni odgovor (Ramesh i
Reeves, 2004; Lu 1 sar, 2007). Usled nefrotoksi¢nosti koja je indukovana cisplatinom, dolazi
do oslobadaja velikog broja proinflamatornih citokina i hemokina. Inflamacija doprinosi
nastanku renalnog oStecenja i razvoju bubreznih oboljenja. Deng i saradnici (2004) pokazali
su da antiinflamatorni citokin IL-10 poboljSava cisplatinom indukovano oSte¢enje bubreznog
tkiva 1 apoptozu tubularnih ¢elija (Deng 1 sar, 2004). Uloga inflamacije u cisplatinskoj
nefrotokci¢nosti objaSnjena je razliCitim farmakoloSkim 1 genetskim istraZivanjima
usmerenim na produkciju i ulogu faktora nekroze timora alfa (TNF-a) (Ramesh i Reeves,
2004; Ramesh 1 Reeves, 2002).

U inflamatornom odgovoru izazvanim cisplatinom, pokazalo se da je TNF-a klju¢ni
regulatorni citokin. Ramesh i Reeves (2002) pokazali su da farmakoloski inhibitori i antitela
protiv TNF-a izrazito suzbijaju produkciju drugih citokina kod cisplatinske nefrotoksi¢nosti.
Inhibitorni efekti su pokazani kod miSeva sa nedostatkom TNF-a. Pokazano je da je
inhibicija TNF-a povezana sa smanjenjem oSte¢enja bubrega uzrokovanih cisplatinom.
Studije su pokazale klju¢nu ulogu za TNF-a u regulisanju inflamatornog odgovora tokom
cisplatinske nefrotoksic¢nosti i nastalog oStecenja bubrega i ABI (Ramesh i Reeves, 2002;
Zang 1 sar, 2007; Dong i1 Atherton, 2007).

Nedavna istraZzivanja ispitivala su mehanizam indukcije TNF-a tokom cisplatinske
nefrotoksi¢nosti. Posebno se isti¢e uloga celija bubreznih tubula (Dong i Atheron, 2007).
Zhang 1 saradnici (2007) ukazuju na to da se TNF-a proizvodi tokom oStecenja bubrega

uglavnom od strane ¢elija bubrega i neinfiltriranjem inflamatornih ¢elija (Zhang i sar, 2007).
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Pojedina istrazivanja su pokazala da cisplatin indukuje TNF-o -produkciju u ¢elijama
proksimalnih tubula bubrega putem transkripcije gena i stabilizacije mRNA. Ono $to se moze
primetiti, u prisustvu endotoksina, TNF-a -indukcija cisplatinom je znatno povecana. Ovi
rezultati ukazuju na to da celije bubreznih tubula znacajno doprinose proizvodnji TNF-a
tokom cisplatinskog ostecenja i sa tim povezanim patoloSkim stanjima (Ramesh i sar, 2007).

Povecana koncentracija TNF-a u cisplatinskom oste¢enju bubrega obicno je pracena i
znacajnim porastom koncentracija IL-8, IL-1f i IL-18 u celijama bubrezbog parenhima
cisplatinom tretiranih Zivotinja. Visoke renalne koncentracije ovih citokina dodatno podsticu
TNF-o-indukovanu inflamaciju 1 cisplatinom indukovano oSte¢enje bubrega (Peres i da
Cunha, 2013; Volarevi¢ i sar, 2019).

Pored IL-10, IL-6 se takode smatrao vaznim anti-inflamatornim citokinom koji moze
zastititi od nefrotoksicnosti izazvane cisplatinom. Primena cisplatina izazvala je povecanu
produkciju IL-6 u oSte¢enim bubrezima. PojaCana ekspresija IL-6 rezultirala je povecanjem
regulacije anti-oksidativnih enzima u upaljenom bubreZnom parenhimu $to je sprecilo razvoj
bubrezne disfunkcije. Analogno tome, genetska delecija IL-6 znacajno je smanjila aktivnost
SOD 1 povecala ekspresiju markera oksidativnog stresa u bubrezima oSte¢enim cisplatinom
(Mitazaki i sar, 2011; Volari¢ 1 sar, 2019).

Eksperimentalne studije pokazale su da upotreba antioksidantnih supstanci moze
umanjiti ostecenja bubrega izazvanih cisplatinom (Naziroglu i sar, 2004; Dickey 1 sar, 2005;
Tsuruya 1 sar, 2003; Sener i1 sar, 2000; ). Protektivni efekti na pacijentima nisu dovoljno
ispitani. Vazno je napomenuti da prirodni antioksidanti mogu smanjiti produkciju ROS u
bubrezima i biti potencijalni protektivni agensi kod cisplatinske nefrotoksicnosti, bez

umanjenja citostatskog efekta ovog leka (Pabla i Dong, 2008).

2.4.2. Hepatotoksicnost cisplatina

Hepatotoksicnost je manje poznat aspekt lecenja cisplatinom i malo je informacija o
osnovnom mehanizmu toksi¢nosti. Nedavne studije sugeriSu da oksidativni stres takode igra
vaznu ulogu u hepatotoksi¢nosti izazvanoj primenom cisplatina (Nakshbandi i sar, 2012).
Karakterizacija ¢elijskih 1 molekularnih mehanizama koji su ukljuc¢eni u hepatotoksi¢nost
izazvanu cisplatinom, posebno uloga mitohondrija, predstavlja jo§ uvek izazov za nauku.
Defekti u mitohondrijama u vezi sa oksidativnim oSte¢enjima verovatno imaju klju¢nu ulogu
u celijskoj smrti izazvanoj cisplatinom (Birsen i sar, 2006; Rodrigues i sar, 2011). Utvrdena

je direktna veza izmedu disfunkcije mitohondrija i toksi¢nih efekata antikancerogenih lekova
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(Burgeiro 1 sar, 2011). Takode su zabelezene interakcije izmedu antitumorskih lekova i
transfera elektrona u mitohondrijama (Rohlena i sar, 2011).

Studije hepatotoksi¢nosti cisplatina sugeriSu da poveéana produkcij ROS, sa
posledi¢nim oste¢enjem funkcije i strukture mitohondrija, moze uticati na oStecenje jetre.
Studija Waseem i sar. (2015) na izolovanim hepatocitima pacova koji su tretirani cisplatinom
ukazuje na indukovanje metabolickih procesa u mitohondrijama, porast oksidativnog stresa
koji je uzrokovan izmenjenim aktivnostima respiratornih enzima u jetri i toksi¢ne efekte
cisplatina na hepatocitima. Postoje studije koje dokazuju da je hepatotoksi¢nost cisplatina
dozno zavisna, da moze do¢i do porasta serumskih vrednosti enzima jetre, aspartat-
amonptransferaza (AST) 1 alanin-aminotransferaza (ALT), kao 1 nastanka steatoze 1 holestaze

u ve¢im dozama (Cavalli i sar, 1978; Hill 1 sar, 1975).
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3. MATERIJALI Il METODE

3.1. BILJNI MATERIJAL

Tokom istrazivanja koriSé¢eni su plodovi biljne vrste Aronia melanocarpa (Michx.)
Elliott (aronija). Plodovi su sakupljani u tre¢oj godini uzgoja, u periodu pune zrelosti, sa
eksperimentalnih polja sertifikovanih za organsku proizvodnju, koja se nalaze u okolini grada
Sapca u Srbiji, tokom avgusta 2018. godine. Plod aronije je ljubazno obezbeden od strane
firme Conimex trade d.o.o. Nadmorska visina podru¢ja na kome je uzgajana aronija
koriS¢ena tokom eksperimentalnog rada iznosi 68 m, sa koordinatama 44,75° severne
geografske Sirine 1 19,69° istocne geografske duzine, a karakteriSe se umereno-
kontinentalnim klimatskim uslovima Prose¢ni precnik i teZina plodova iznosili su 7,2 mm,

odnosno 1,2 g.

3.1.1. Priprema ekstrakata i soka aronije

Za potrebe eksperimenta, pripremljena su tri razlicita uzorka, sok od aronije (AS),
ekstrakt ploda aronije (AE), kao 1 ekstrakt ostatka nakon cedenja soka (AOE). Najpre je, za
proizvodnju soka od aronije, svez plod presovan u presi specijalizovanoj za cedenje voca
(Bucher Vaslin, Francuska), u fabrici “Vino Zupa” u Aleksandrovcu. Tako isceden i dobijen
sok je zamrznut i saCuvan do narednih eksperimenta. Druga dva uzorka su pripremana tako
Sto su ceo plod aronije, kao i ostatak nakon cedenja, tzv. otpadni materijal (eng. waste),
suSeni u trajanju od 48 h u laboratorijskoj suSnici (Instrumentaria ST 01/02, Zagreb,
Hrvatska) na 40°C, a zatim usitnjeni u industrijskom mlinu (UMC-20, Biljotehnika), u
proizvodnom pogonu Instituta za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢, u Pancevu.
Usitnjen biljni materijal je prosejan pomocu sita prema propisima Pete Jugoslovenske
farmakopeje (Yugoslavian Pharmacopoeia - Ph Yug V, 2000), kako bi se dobila frakcija od
0,75 do 2 mm. Ovako dobijen biljni material skladiSten je i cuvan na sobnoj temperaturi do
ekstrakcije.

Za ekstrakciju biljnog materijala (uzorci ploda aronije i ostatka ploda nakon cedenja
soka) koriS¢ena je tradicionalna metoda ekstrakcije, maceracija. U erlenmajeru zapremine
100 ml vrSeno je meSanje na laboratorijskom Sejkeru (Unimax 1010, Heidolph, Germany), uz
rotaciju od 170 rpm/min) tokom 60 minuta, na sobnoj temperaturi. Za ekstrakciju je koriS¢en

50% etanol 1 odnos droga rastvara¢ 1:20. Ovakvi ekstrakcioni uslovi ranije su odabrani kao
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optimalni za ekstrakciju najveée koli¢ine aktivnih principa iz ploda aronije (Cuji¢ i sar,
2016).

Nakon postupka ekstrakcije, etanol je uparen pomocu rotacionog vakuum uparivaca
(Biichi CH, Switzerland), i tako dobijeni uzorci su koris¢eni za liofilizaciju. Uzorci uparenih
ekstrakata su zamrznuti na -80°, a zatim liofilizovani na -60°C (pri pritisku 0,011 mbar)
tokom 24 sata ina -60°C (pri pritisku od 0,0012 mbar) tokom dodatnih sat vremena, kako bi
se uklonili kapilarni ostaci vode (Beta 1-8 Freeze Drier, Martin Christ, GmbH, Osteroide am
Harz, Nemacka). Dobijeni liofilizovani ekstrakti oznaceni su kao AE (ekstrakt ploda) i AOE
(ekstrakt ostatka ploda nakon cedenja soka). Sok od aronije, pomenut na pocetku teksta je

takode liofilizovan pod istim uslovima 1 oznacen kao AS.

Slika 3.1. Liofilozovani uzorci dobijeni od plodova aronije (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott),
koriS¢eni u istrazivanju

3.2. HEMIJSKA KARAKTERIZACIJA EKSTRAKATA I SOKA
PLODA ARONIJE

3.2.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola

Modifikovana Folin-Ciocalteu metoda koriS¢ena je za odredivanje sadrZaja ukupnih
fenola u liofilizovanim ekstraktima i soku (Waterman 1 Mole, 1994). Ukratko, 200 ul uzorka
(u odgovaraju¢im razblaZzenjima) dodato je u 1 ml razblaZzenog Folin-Ciocalteu reagensa
(1:10). Nakon 4 min, dodato je 800 pul natrijum-karbonata (75 g/l). Nakon 2 sata inkubacije
na sobnoj temperaturi, u mraku, apsorbanca je izmerena na 765 nm koriS¢enjem
spektrofotometra (Hewlett Packard, 400N). Kao standard za kalibraciju koriS¢ena je galna
kiselina (0-100 mg/l). Koli¢ina ukupnih fenolnih jedinjenja izraZzena je kao miligram
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ekvivalenta galne kiseline po gramu liofilizovanih ekstrakata i soka (mg GAE/g) (Waterman i
Mole, 1994). Sve analize radene su u tri ponavljanja i rezultati su izrazeni kao srednja

vrednost + standardna devijacija.

3.2.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih antocijana

Sadrzaj ukupnih antocijana u liofilizovanim ekstraktima i soku odredivan je
spektrofotometrijski, prema prethodno opisanom postupku u Evropskoj farmakopeji 9.0.
(2017), sa malim izmenama. Apsorbanca rastvora je izmerena na 528 nm, koriste¢i 0,1%
(v/v) rastvor hlorovodoni¢ne kiseline u metanolu kao slepu probu. SadrZaj antocijana u
liofilizovanim uzorcima, izraZen je preko cijanidin-3-O-glukozida, a koriS¢ena je formula:

A x5000/718 x m,

gde je A-apsorbanca na 528 nm; 718-specificni apsorbcioni koeficijent cijanidin-3-O-
glukozida na 528 nm; m-masa liofilizovanog uzorka koji se ispituje, u gramima. Rezultati su
izrazeni kao miligrami ekvivalenta cijanidin-3-O-glukozida po gramu liofilizovanih
ekstrakata ili soka (European Pharmacopoeia 9.0, 2017). Sve analize radene su u tri

ponavljanja 1 rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.

3.2.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih proantocijanidina

Sadrzaj ukupnih proantocijanidina odredivan  je koris¢enjem  p-
dimetilaminocinamaldehid (p-DMACA) reagensa, spektrofotometrijskom metodom, uz male
modifikacije (Li 1 sar, 1996). 100 ml liofilizovanog uzorka pomesSano je sa 80 ml reagensa p-
DMACA, 2 ml metanola i jednom kapi glicerola. Nakon 7 min, apsorbanca se odredivala na
640 nm. Sadrzaj ukupnih proantocijanidina u uzorcima izraZen je kao miligram ekvivalenta
katehina po gramu liofilizovanog uzorka (Li i sar, 1996). Sve analize radene su u tri

ponavljanja 1 rezultati su izraZzeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.

3.2.4. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida u ispitivanim uzorcima odredivan je spektrofotometrijski
prema Loizzo 1 saradnika (2012), sa malim modifikacijama. Metoda odredivanja je
zasnovana na formiranju kompleksa flavonoid-aluminijum. Reakciona smesa je pripremljena
sa 200 pl rastvora uzoraka, 800 pl destilovane vode 1 60 pl 5% (m/v) natrijum-nitrita. Nakon

5 minuta, smesi je dodato 60 pl 10% (v/v) aluminijum-hlorida, zatim nakon 6 min 400 pl IM
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natrijum-hidroksida, a zatim destilovana voda kako bi se dobila ukupna zapremina od 2 ml.
Posle centrifugiranja od 3000 rpm/min u trajanju od 5 min, apsorbanca je ocitana odmah na
510 nm. Kvercetin je koriS¢en kao standard, a sadrzaj ukupnih flavonoida izrazen je kao
miligram ekvivalenta kvercetina po gramu liofilizovanih uzoraka (Loizzo i sar, 2012). Sve
analize radene su u tri ponavljanja i rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna

devijacija.

3.2.5. Kvantitativna analiza antocijana i flavonoida (HPLC analiza)

Kvantitativna analiza pojedina¢nih antocijana i flavonoida u liofilizovanim uzorcima
vr§ena je koriS¢enjem te¢ne hromatografije pod visokim pritiskom (HPLC analiza) na Agilent
series 1200 RR HPLC aparatu (Agilent, Waldbronn, Germany), sa DAD detektorom, na
reverzno-faznoj koloni Lichrospher RP-18 (Agilent, 250 x 4 mm, sa veli¢inom pora od 5
pum). Antocijani su izdvojeni koriS¢enjem mobilne faze koja se sastojala od rastvaraca A
(10% rastvor of mravlje kiseline u vodi) 1 rastvaraca B (acetonitril). Razdvajanje je vrSeno
slede¢im gradijentom: 1% B 0-0.5 min; 1-7% B 0.5-1 min; 7% B 1-4 min; 7-10% B 4-7.5
min; 10-14% B 7.5-11.5 min; 14-25% B 11.5-15.5 min; 25-40% B 15.5-18.5 min; 40-75% B
18.5-22 min; 75% B 22-25 min. Protok je podeSen na 1 ml/min, a detekcija vrSena na 290,
350 and 520 nm. Na osnovu kalibracionih kriva standarda antocijana, cijanidin-3-O-
galaktozida, cijanidin-3-O-glukozida 1 cijanidin-3-O-arabinozida, izraCunat je sadrzaj
antocijana (Cujié i sar, 2018).

Flavonoidi su razdvojeni pod slede¢im uslovima: mobilna faza se sastojala od
rastvarata A (1% rastvor ortofosforne kiseline u vodi) i mobilne faze B (acetonitrila).
Razdvajanje je vrSeno gradijentom prema sledecoj Semi: 90-80% A 0-5 min, 80% 5-20 min,
80-40% A 20-30 min, 40-0% A 30-35 min. Detekcione talasne duzine su podesene na 260 i
350 nm, a protok je bio 1 ml/min. Kvantitativna analiza pojedina¢nih flavonoida, rutina,
hiperozida i izokercitrina uradena je pomo¢u kalibracionih krivi pomenutih standarda (Cuji¢ i
sar, 2018).

Sadrzaji antocijana i1 flavonioida predstavljeni su u miligramima po gramu suve
materije (mg/g suve materije). Sve analize radene su u tri ponavljanja i rezultati su izrazeni

kao srednja vrednost + standardna devijacija.
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3.3. ODREDIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI
EKSTRAKATA I SOKA PLODA ARONIJE

3.3.1. Odredivanje antioksidativne aktivnosti u DPPH (1, I-difenil-2-pikrilhidrazil)

sistemu

Antioksidativna aktivnost ekstrakata i soka aronije ispitivana je u DPPH (1,1-difenil-
2-pikrilhidrazil) sistemu na osnovu njihove sposobnosti da “hvataju” i neutraliSu slobodne
radikale, prema metodi opisanoj od strane Kosti¢ 1 saradnika (2015). Odredivanje
antioksidativne aktivnosti u DPPH sistemu zasnovano je na na redukciji DPPH: radikala u
DPPH-H, pri ¢emu se boja rastvora menja iz ljubicaste u zutu. U udubljenja mikrotitarske
ploce dodaje se po 120 pl metanola 1 40 pl ispitivanog rastvorenog uzorka u rastu¢im
koncentracijama. Zatim se dodaje po 40 ul metanolnog rastvora DPPH reagensa (0,2 mg/ml),
sadrzaj se kratko pomeSa na laboratorijskom Sejkeru 1 ostavi na tamnom mestu 30 minuta.
Apsorbance dobijenih rastvora mere se na 550 nm na ELISA ¢itatu (Multiskan Ascent
No354, Thermo Labsystems, Finland).

Procenat inhibicije stvaranja DPPH slobodnih radikala izra¢unat je na osnovu sledece
formule:

% inhibicije DPPH = [(AK-AA)/(AK-AS)]x100,

gde je A- apsorbanca kontrolnog reagensa (rastvara¢ + rastvor DPPH), AA- apsorbanca
rastvora analiziranog ekstrakta ili soka, AS- apsorbanca slepe probe tj. Cistog rastvaraca. Na
osnovu dobijenih procenata inhibicije 1 koncentracije ispitivanog uzorka konstruisane su
prave pomocu kojih su definisane ICso vrednosti (koncentracija uzorka koja neutralise 50%
slobodnih radikala). Kao standard za poredenje koriS¢ena su jedinjenja sa visokom i
potvrdenom antioksidativnom aktivno$¢u kao §to su a-tokoferol, askorbinska kiselina, butil
hidroksitoluol (BHT) ili butil hidroksianizol (BHA) (Kosti¢ i sar, 2015). Sve analize radene

su u tri ponavljanja i rezultati su izraZeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.

3.3.2. Odredivanje antioksidativne aktivnosti u f-karoten-linolna kiselina sistemu

Odredivanje antioksidativne aktivnosti u f-karoten-linolna kiselina sistemu vrseno je
prema metodi Kosti¢ i1 saradnika (2015). Ovom metodom procenjuje se sposobnost
ispitivanog uzorka da inhibira lipidnu peroksidaciju i zastiti molekul linolne kiseline, pri
¢emu dolazi do smanjenja "troSenja" f-karotena koji bi u odsustvu ekstrakta ili soka imao

ulogu antioksidansa. Kao posledica toga, zadrzava se zute boja sistema koja potice od f-
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karotena. Rastvor f-karotena u hloroformu (2 mg u 10 ml) prenosi se u balon i uparava na
vakuum uparivacu na 40°C, zajedno sa linolnom kiselinom (50 pl) i emulgatorom Tween 20
(360 mg). Nakon potpune evaporacije hloroforma, u balon se dodaje 100 ml oksigenisane
destilovane vode uz jate mesSanje kako bi se formirala emulzija. Slepu probu predstavlja
emulzija u odsustvu f-karotena. 200 pl vodene emulzije prenosi se u mikrotitarsku plocu i
mesa sa 25 ul rastucih razblazenja ispitivanih uzoraka. Mikrotitarske ploce se inkubiraju 120
minuta na 55°C, a apsorbance rastvora se mere na 450 nm na ELISA citacu (Multiskan
Ascent No354, Thermo Labsystems, Finland). Procenat inhibicije racunat je prema formuli:
% inhibicije = (A120/A0)*100%,
gde je AO— apsorbanca pre inkubiranja 1 A120— apsorbanca nakon 120 minuta inkubacije.
Koncentracija uzorka koja Stiti 50% f-karotena (ICso) izracunata je iz odnosa
koncentracije ispitivanog uzorka i procenta inhibicije. Kao pozitivna kontrola koris¢ena su
jedinjenja sa visokom 1 potvrdenom antioksidativnom aktivnoS¢u kao $to su a-tokoferol,
askorbinska kiselina, butil hidroksitoluol (BHT) ili butil hidroksianizol (BHA) (Kosti¢ 1 sar,
2015). Sve analize radene su u tri ponavljanja 1 rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +

standardna devijacija.

3.4. ODREDIVANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI EKSTRAKATA
I SOKA PLODA ARONIJE

3.4.1. Mikrobioloski sojevi

In vitro antimikrobna aktivnost ekstrakta i soka plodova biljne vrste 4. melanocarpa
ispitivana je na tipskim laboratorijskim sojevima bakterija 1 gljiva proizvedenim od strane
American Type Culture Collection (ATCC). Koris¢ene Gram (+) bakterije bile su:
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Bacillus cereus
ATCC 10876 1 Listeria monocytogenes ATCC 15313. Predstavnici Gram (-) bakterija bili su:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048, Salmonella enteritidis ATCC 13076 1 Proteus mirabilis ATCC
12453. Candida abicans ATCC 15313 koriS¢ena je za procenu antifungalne aktivnosti

ekstrakata 1 soka.
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3.4.2. Mikrodiluciona metoda

Antibakterijska i antifungalna aktivnost ekstrakata i soka ploda aronije odredivana je
mikrodilucionom metodom opisanom od strane CLSI (Clinical & Laboratory Standards
Institute) (2005). Ispitivani sojevi mikroorganizama uzgajani su na hranljivom i saburo-
dekstroznom agaru i od tih kultura napravljena je suspenzija u sterilnom fizioloskom rastvoru
turbiditeta 0,5 McFarlanda koja sardzi 1,5x108 CFU/ml (CFU, eng “colony forming units”)
za bakterije 1 1,5x107 CFU/ml za kvasce. Odgovaraju¢e podloge za bakterije — Mueller-
Hinton bujon (MHB) 1 za kvasac — saburo-dekstrozni bujon (SDB) su pripremljene,
sterilisane 1 razlivene u sterilne epruvete (10 ml), a zatim inokulisane sa po 133 pl suspenzije
mikroorganizama, kako bi se dobio konacan broj od 2x106 CFU/ml. Serija razblazenja
uzoraka (ekstrakta i1 soka) napravljena je koriS¢enjem 10% vodenog rastvora dimetil
sulfoksida (DMSO). U mikrotitarske ploce pipetirana je inokulisana podloga i serija duplih
razblazenja uzoraka, u rasponu od 0,1-100 pl/ml. Ukupna zapremina u udubljenju ploce
isnosila je 100 pl, dok je gustina suspenzije 2x106 CFU/ml za bakterije 1 2x105 CFU/ml za
kvasac. Inkubacija mikrotitarskih ploc¢a vrSena je 24h na 37C° za bakterije 1 48h na 25C° za
gljive (CLSI, 2005; Kosti¢, 2019). Eksperiment je radjen u triplikatu.

Doksiciklin 1 nistatin koris¢eni su kao pozitivne kontrole, u opsegu koncentracija od
0,008 do 16 pg/ml. Inokulisana MHB ili SDB podloga predstavljala je jednu negativnu
kontrolu rasta, dok je druga kontrola bila inokulisana hranljiva podloga sa serijom dvostrukih
razblazenja rastvaraca u opsegu od 0,004 do 15 pl/ml. Minimalna inhibitorna koncentracija
(MIC) predstavlja najnizu koncentraciju gde nije bilo vidljivog rasta mikroorganizama.
Dodavanjem po 20 pl 0,5% vodenog rastvora 2,3,5-trifenil-tetrazolijum-hlorida (TTC) vrSena
je detekcija mikrobioloskog testa obzirom da TTC vrsi bojenje zivih, poraslih kolonija u
crveno (Sartoratto i1 sar, 2004). Kako bi se odredila minimalna baktericidna/fungicidna
koncentracija (MBC) sadrzaj iz svih udubljenja u kojima nije doslo do razvijanja crvene boje,
prenesen je na Petrijeve ploce sa Mueller-Hinton agarom koje se inkubiraju 24h na 37C° za
bakterije, tj. sa saburo-dekstroznim agarom inkubirane 48h na 25°C za gljive. Nakon
inkubacije kolonije mikroorganizama su izbrojane i1 odredena MBC/MFC (najniza
koncentracija uzorka pri kojoj je ubijeno 99,9% inokulisanih mikroorganizama) (CLSI,
2005).
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3.5. ISPITIVANJE SPAZMOLITICKE AKTIVNOSTI EKSTRAKATA I
SOKA PLODA ARONIJE NA IZOLOVANOM ILEUMU PACOVA

Spazmoliticka aktivnost ekstrakata i soka ploda aronije ispitivana je na segmentima
ileuma pacova Wistar soja. Uticaj ekstrakta (AE), ekstrakta ostatka ploda nakon cedenja
(AOE) i soka (AS) aronije pracen je na spontanim i indukovanim (stimulisanim)
kontrakcijama izolovanog ileuma. Kontrakcije su stimulisane acetilholinom, kalijum-
hloridom, barijum-hloridom, kalcijum-hloridom 1 histaminom. Takode je vrSena primena
blokatora azot-oksid sintetaze, Nw-nitro-L-arginin metil estra (L-NAME). Praceni su 1 efekti
najzastupljenijeg antocijana u ekstraktima 1 soku, cijanidin-3-O-galaktozida, na spontanim,
acetilholinom 1 kalijjum-hloridom indukovanim kontrakcijama. Ekstrakti, sok 1 cijanidin-3-O-
galaktozid aplikovani su u obliku 10% vodenog rastvora. Svi eksperimenti su radeni u Sest
ponavljanja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD).
ECso vrednosti predstavljaju koncentraciju ispitivanog uzorka koja je izazvala 50%

maksimalnog odgovora (ra¢unato regresionom analizom).

3.5.1. Eksperimentalne Zivotinje

Sve eksperimentalne procedure sa zivotinjama odobrene su od strane Etickog
komiteta 1 u skladu su sa Evropskom Direktivom 2010/63/EU za eksperimente na zivotinjama
(dozvola Etickog komiteta Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede — Uprave za
veterinu, reSenje broj 323-07-04034/2018-05/2).

U istrazivanju su koriS¢eni Wistar albino pacovi (180 - 220 g), muskog pola, koji su
uzgajani u vivarijumu Naucno-istrazivackog centra za biomedicinu, Medicinskog fakulteta
Univerziteta u NiSu. Zivotinje su bile smeitene u Zi¢anim kavezima od nerdajueg Gelika i
cuvane pod standardnim laboratorijskim uslovima (temperatura prostorije u granicama od 20-
24°C, 12-Casovni dnevni rezim). U svakom trenutku imale su pristup hrani i vodi, pri ¢emu

im se 24 Casa pre pocetka eksperimenta ukidala hrana.

3.5.2. Izolovanje i priprema ileuma pacova

Ekperimentalna procedura na ileumu pacova predhodno je opisana u istraZivanjima
Bigovi¢ i saradnika (2010) i1 Brankovi¢ i1 saradnika (2011). Nakon otvaranja trbusne duplje
izolovani su segmenti ileuma i odvojeni od mezenterijuma. Pripremljeni segmenti ileuma

pacova duzine 2 cm postavljani su u kupatilo za izolovane organe zapremine 20 ml koje
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sadrzi Tirodov rastvor, temperature 37°C. U kupatilo se konstrantno uvodila smesa kieonika
(95%) 1 ugljendioksida (5%). Tirodov rastvor bio je sledeceg sastava: 150 mM NacCl, 2,7 mM
KCl, 2,00 mM, MgClz, 12 mM NaHCO3, 0,4 mM NaH,PO4, 1,8 mM CaCl; i 5,5 mM
glukoze. Fragmenti ileuma su bili rastegnuti i uravnotezeni najmanje 30 min pre zapocinjanja
eksperimenata. Nakon svakog ispitivanja, tkivo je isprano svezim rastvorom i uravnotezeno
tokom 10 minuta (Miladinovi¢ i sar, 2018; Bigovi¢ i sar, 2010; Brankovi¢ i sar, 2011).
Promena crevne kontraktilnosti zabelezene su koris¢enjem transdjusera (Transducer—TSZ-04-
E, Experimetria doo, Budimpesta, Madarska), i1 analizirane SPEL Advanced ISOSIS
sistemom za prikupljanje podataka (Ekperimetria Ltd, Budimpesta, Madarska).

3.5.3. Ispitivanje uticaja ekstrakata, soka i cijanidin-3-O-galaktozida na spontane

kontrakcije ileuma pacova

Prva serija eksperimenta bila je ispitivanje efekta AE, AOE 1 AS (0,005 — 1,5 mg/ml)
1 cijanidin-3-0-galaktozida (0,15 — 0,5 mg/ml), na spontane kontrakcije ileuma pacova.
Ekstrakti, sok i cijanidin-3-O-galaktozid kumulativno su dodavani u kupatilo za izolovane
organe 1 dobijene su krive koje pokazuju dozno-zavistan odgovor. Rezultati su dobijeni iz
razlike povrSina ispod kriva pre i nakon dodavanja preparata i jedinjenja. Papaverin (alkaloid
sa spazmolitickim delovanjem) je koriS¢en kao pozitivna kontrola (Miladinovi¢ i sar, 2018;

Bigovi¢ i sar, 2010; Brankovi¢ i sar, 2011).

3.5.4. Ispitivanje uticaja ekstrakata, soka i cijanidin-3-O-galaktozida na

acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova

Drugi eksperimentalni set obuhvatao je ispitivanje efekata AE, AOE, AS i cijanidin-
3-0-galaktozida na kontrakcije izolovanog ileuma indukovane acetilholinom. Acetilholin je u
kupatilo dodavan u rastu¢im koncentracijama (5, 15, 50, 150, 500 i 1500 nM) i na osnovu
dobijenih rezultata konstruisana je kontrolna kriva zavisnosti koncentracija — efekat
(kontrakcija). Zatim su segmenti ileuma isprani Tirodovim radi stabilizacije 1 uspostavljanja
spontanih kontrakcija. Nakon toga, u kupatilo je dodavan ispitivani uzorak u koncentraciji od
0,5 mg/ml 1 5 minuta kasnije acetilholin u pomenutim koncentracijama. Formirana je nova
kriva kontrakcija indukovanih acetilholinom u prisutvu ekstrakata, soka ili dominantnog
antocijana. Ovaj postupak je ponovljen i sa ekstraktima i sokom u vecoj koncentraciji (1,5
mg/ml). Opustanje segmenata ileuma koji su prethodno kontrahovani acetilholinom izrazeno

je u procentima kontrolnog odgovora ovog agonista (spazmoliti¢ki efekti u prisustvu i
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odsustvu preparata aronije porede se sa efektima samog acetilholina). Atropin (140 nM) je
koris¢en kao kontrola (neselektivni blokator muskarinskih receptora) (Miladinovi¢ i sar,

2018; Bigovi¢ i sar, 2010; Brankovi¢ i sar, 2011).

3.5.5. Ispitivanje uticaja ekstrakata, soka i cijanidin-3-O-galaktozida na KCI

indukovane kontrakcije ileuma pacova

Treéi set eksperimenta usmeren je na ispitivanje uticaja preparata aronije i cijanidin-
3-0-galaktozida na kalijum-hloridom indukovane kontrakcije izolovanog ileuma pacova. Za
stimulisanje kontrakcija koris¢en je 80 mM kalijum hlorid (KCI). Ove kontrakcije inhibisane
su dodavanjem AE, AOE 1 AS (0,005 — 1,5 mg/ml) 1 cijanidin-3-O-galaktozida (0,15 — 0,5
mg/ml). Na isti nacin dodavan je 1 verapamil kao pozitivna kontrola (antagonist kalcijumovih
kanala) u koncentracijama 0,015 do 1,5 pg/ml. Relaksantni efekti preparata aronije na ileumu
pacova, prekontrahovanim dodatkom KCl, izraZeni su u procentima inhibicije efekta kalijjuma

(Miladinovi¢ 1 sar, 2018; Bigovi¢ 1 sar, 2010; Brankovi¢ i sar, 2011).

3.5.6. Ispitivanje uticaja ekstrakata i soka na CaCl; indukovane kontrakcije ileuma

pacova

Kako bi ispitali da li je spazmoliticka aktivnost preparata ploda aronije posredovana
blokadom kalcijumovih kanala, ispitivan je uticaj AE, AOE i AS na kontraktilnost ileuma
pacova koja je indukovana kumulativnim dozama kalcijum-hlorida (0,01 - 3 mM). Segmenti
ileuma su primarno stabilisani u medijumu bez Ca*’ jona. Na osnovu dobijenih rezultata
konstruisana je kontrolna kriva zavisnosti koncentracija — efekat (kontrakcija).
Koncentracijski zavisna kriva dobijena je u prisustvu i u odsustvu ispitivanih preparata. Prvo
je u kupatilo dodavan ispitivani uzorak u koncentraciji od 0,5 mg/ml 1 5 minuta kasnije CaCl:
u pomenutim koncentracijama. Formirana je nova kriva kontrakcija indukovanih CaCl> u
prisutvu ekstrakata ili soka aronije. Ovaj postupak je ponovljen i sa ekstraktima i sokom u
vecoj koncentraciji (1,5 mg/ml). OpuStanje segmenata ileuma koji su prethodno
kontraktovani dodatkom CaCl, izrazeno je u procentima kontrolnog odgovora CaClx
(spazmoliticki efekti u prisustvu 1 odsustvu preparata aronije porede se sa efektima
kontrakcije indukovane dodatkom CaClz). Verapamil je koriS¢en kao pozitivna kontrola

(Miladinovi€ i sar, 2018; Bigovi¢ i sar, 2010; Brankovi¢ i sar, 2011).
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3.5.7. Ispitivanje uticaja ekstrakata i soka na BaCl; indukovane kontrakcije ileuma

pacova

Naredni eksperimentalni set obuhvatao je ispitivanje efekata AE, AOE i AS na
kontrakcije izolovanog ileuma indukovane dodatkom barijum-hlorida (BaCly). BaCl, je u
kupatilo dodavan u rastu¢im koncentracijama (3 — 900 uM) i na osnovu dobijenih rezultata
konstruisana je kontrolna kriva zavisnosti koncentracija — efekat (kontrakcija). Zatim su
segmenti ileuma isprani Tirodovim rastvorom i stabilisani u kupatilu kako bi se uspostavile
spontane kontrakcije. Nakon toga, u kupatilo je dodavan ispitivani uzorak u koncentracijama
od 0,5 mg/ml 1 1,5 mg/ml, a 5 minuta kasnije BaCl, u pomenutim koncentracijama.
Formirana je kriva kontrakcija indukovanih dodatkom BaClo u prisutvu ekstrakata.
Spazmoliticki efekti u prisustvu 1 odsustvu preparata aronije porede se sa efektima koje
izaziva sam BaCl; i izrazavaju se u procentima kontrolnog odgovora BaCl, (Brankovi¢ 1 sar,

2011).

3.5.8. Ispitivanje uticaja ekstrakata i soka na histaminom indukovane kontrakcije
ileuma pacova
Ispitivanje efekata AE, AOE i AS na kontrakcije izolovanog ileuma indukovane
dodatkom histamina (5 - 1500 nM) vrSeno je u narednom delu eksperimenta, po istom
principu kao i kod kontrakcija indukovanih jonima Ba®" i Ca?". Formiraju se krive
kontrakcija u prisustvu i odsustvu preparata aronije i ovi efekti se porede sa efektima samog

histamina (Bigovic¢ i sar, 2010).

3.5.9. Ispitivanje uticaja ekstrakata i soka na kontrakcije ileuma pacova u prisustvu
blokatora azot-oksid sintetaze (L-NAME)

U poslednjem setu eksperimenta ispitivan je uticaj preparata aronije na kontrakcije
ileuma u prisustvu blokatora azot-oksid sintetaze (L-NAME) (Sedighi i sar, 2014). Rastvori
ekstrakata i soka aronije dodati su u kumulativnim koncentracijama u kupatilo za izolovane
organe (0,005 - 1,5 mg/ml) i1 konstruisane su krive koje pokazuju procenat izazvane
kontrakcije (kontrolne krive). Nakon toga u kupatilo je pre primene ekstrakata i soka u
navedenim koncentracijama dodat rastvor L-NAME (100 pM). Efekti ispitivanih preparata
izracunati su na osnovu razlike povrSina ispod krive i bazalne linije kao procenat inhibicije

kontraktilnosti (Sedighi i sar, 2014).
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3.6. ISPITIVANJE VAZORELAKSANTNE AKTIVNOSTI
EKSTRAKATA I SOKA PLODA ARONIJE NA IZOLOVANOJ
AORTI PACOVA

Vazorelaksanta aktivnost ekstrakata i soka ploda aronije ispitivana je na izolovanoj
torakalnoj aorti pacova Wistar soja. Uticaj ekstrakta (AE), ekstrakta ostatka ploda nakon
cedenja soka (AOE) i soka (AS) aronije praen je na indukovanim (stimulisanim)
kontrakcijama izolovane aorte. Uticaj ekstrakata i soka aronije na kontraktilnost izolovane
aorte pacova pracen je u prirustvu KCl, L-NAME 1 fenilefrina (FE). Kao pozitivna kontrola
koriS¢en je verapamil (blokator kalcijumskih kanala). Svi eksperimenti su radeni u Sest

ponavljanja.

3.6.1. Eksperimentalne Zivotinje

Sve eksperimentalne procedure sa zivotinjama odobrene su od strane Etickog
komiteta 1 u skladu su sa Evropskom Direktivom 2010/63/EU za eksperimente na Zivotinjama
(dozvola Etickog komiteta Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva 1 vodoprivrede — Uprave za
veterinu, reSenje broj 323-07-04034/2018-05/2).

U istrazivanju su koris¢eni Wistar albino pacovi (180 - 220 g), muSkog pola, koji su
uzgajani u vivarijumu Naucno-istrazivackog centra za biomedicinu, Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Ni§u. Zivotinje su bile smestene u Zi¢anim kavezima od nerdajuceg &elika i
cuvane pod standardnim laboratorijskim uslovima (temperatura prostorije u granicama od 20-
24°C, 12-Casovni dnevni rezim). U svakom trenutku imale su pristup hrani 1 vodi, pri ¢emu

im se 24 Casa pre pocetka eksperimenta ukidala hrana.

3.6.2. Izolovanje i priprema torakalne aorte pacova

Ekperimentalna procedura na aorti pacova predhodno je opisana od strane Wu i
saradnika (2006) 1 Brankovi¢ i saradnika (2016). Nakon otvaranja grudnog koSa izolovana je
torakalna aorta pacova. Segmenti aorte brzo su preneti u oksigenisani Krebsov rastvor
temperature 4°C, gde su pazljivo oc¢is¢eni od okolnog tkiva i iseCeni su prstenovi dizine 3-5
mm. Aortni prstenovi postavljeni su u kupatilo za izolovane organe (20 ml) i uravnotezeni
najmanje 30 min pre zapo€injanja eksperimenata. Krebsov rastvor bio je sledeeg sastava:
118 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM MgCl-2H;0, 2,6 mM CaCl,, 1,2 mM KH,PO4, 25
mM NaHCOs i1 5,5 mM glukoze; pH 7,4; konstantna temperatura od 37°C i kontinuirano

uvidenje smeSe kiseonika i ugljen-dioksida (5% COz u Oz). Promene aortne kontraktilnosti
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zabelezene su koriS¢enjem transdjusera (Transducer—TSZ-04-E, Experimetria doo,
Budimpesta, Madarska), i analizirane SPEL Advanced ISOSIS sistemom za prikupljanje
podataka (Ekperimetria Ltd, Budimpesta, Madarska) (Wu i sar, 2015).

3.6.3. Ispitivanje uticaja ekstrakata i soka ploda aronije na kontraktilnost aorte

pacova

Da bi se ispitao uticaj preparata aronije na kontraktilnost izolovane aorte, aortni
segmenti duzine 3-5 mm pojedinacno su postavljeni u kupatilo za izolovane organe.
Kontrakcije izolovane aorte izazvane su kalijum-hloridom (K", 80 mM) i fenilefrinom (FE, 1
uM). Vazodilatatorni efekti AE, AOE 1 AS ispitivani su na endotel-intaktnim segmentima
izolovane aorte. Efekti preparata aronije procenjivani su i u prisustvu blokatora azot-oksid
sintetaze (L-NAME, 0,1 mM), nakon indukovane kontrakcije dodatkom FE. Za farmakolosku
proveru integriteta endotelnog sloja koriS¢en je acetilholin. Ekstrakti i sok dodavani su u
kumulativnim dozama (0,001 — 1 mg/ml) 1 rezultati su prikazani u procentima kontrolnog
odgovora K" ili FE (vazorelaksantni efekti u prisustvu preparata aronije porede se sa efektima
kontrakcije indukovane dodatkom K" ili FE). Verapamil (1 uM) je kori$¢en kao pozitivna
kontrola. Efekti ispitivanih preparata izracunati su na osnovu razlike povrsina ispod krive 1

bazalne linije kao procenat inhibicije efekta (Ghayur i sar, 2012; Jabeen i sar, 2009).

3.7. ISPITIVANJE PROTEKTIVNIH EFEKATA EKSTRAKATA I
SOKA ARONIJE KOD PACOVA SA AKUTNIM OSTECENJEM
BUBREGA I JETRE I1ZAZVANIM CISPLATINOM

Eksperimentalna studija obuhvatala je 64 pacova Wistar soja, muskog pola, prosecne
telesne mase 250 grama. Zivotinje su ¢uvane pod strogo kontrolisanim uslovima spolja$nje
sredine, u Vivarijjumu Naucnoistrazivackog centra za biomedicinu Medicinskog fakulteta
Univerziteta u NiSu. Sve eksperimentalne procedure sa Zivotinjama su odobrene od strane
Etickog komiteta i u skladu su sa Evropskom Direktivom 2010/63/EU za eksperimente na
zivotinjama (dozvole Etickog komiteta Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede
— Uprave za veterinu, reSenje broj 323-07-01762/2019-05/1).

Pacovi su smestani u Ciste, polikarbonske kaveze uz dvanaestoasovni dnevno-noéni
ciklus. Temperatura prostorija bila je 20 + 2 °C. Voda i komercijalna hrana specijalno
prilagodena pacovima, bile su Zivotinjama dostupne ad /ibitum. Nakon perioda adaptacije od

sedam dana, sve eksperimentalne Zivotinje su podeljene u osam grupa, gde je svaku grupu
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¢inilo po osam pacova. Pacovima su intraperitonealno ili oralno (putem intragastricne sonde)

aplikovani cisplatin (komercijalno dostupan lek, koncentrat za infuzioni rastvor koncentracije

Img/ml, proizvoda¢ - Pfizer (Perth) PTY. Limited), fizioloski rastvor i preparati aronije u

slede¢im dozama:

>

Prva grupa (grupa AE) bila je grupa pacova kojima je oralno aplikovan ekstrakt
aronije (AE) u dozi od 100 mg/xg TT putem intragastricne sonde tokom deset dana;
Druga grupa (grupa AOE) bila je grupa pacova kojima je oralno aplikovan ekstrakt
ostatka nakon cedenja soka (AOE) u dozi od 100 mg/kg TT putem intragastrine
sonde tokom deset dana;

Treca grupa (grupa AS) bila je grupa pacova kojima je oralno aplikovan sok aronije
(AS) u dozi od 1,7 ml/xg TT putem intragastrine sonde tokom deset dana;

Cetvrta grupa (grupa AE+CIS) bila je grupa pacova kojima je oralno aplikovan AE u
dozi od 100 mg/kg TT putem intragastricne sonde tokom deset dana 1 treceg dana
eksperimenta intraperitonealno cisplatin (jednokratno) u dozi od 8 mg/kg TT.

Peta grupa (grupa AOE+CIS) bila je grupa pacova kojima je oralno aplikovan AOE u
dozi od 100 mg/kg TT putem intragastricne sonde tokom deset dana 1 treeg dana
eksperimenta intraperitonealno cisplatin (jednokratno) u dozi od 8 mg/xg TT.

Sesta grupa (grupa AS+CIS) bila je grupa pacova kojima je oralno aplikovan AS u
dozi od 1,7 ml/kg TT putem intragastricne sonde tokom deset dana i treceg dana
eksperimenta intraperitonealno cisplatin (jednokratno) u dozi od 8 mg/xg TT.

Sedma grupa (grupa K) bila je negativna kontrolna grupa, pacovima je aplikovan 1 ml
fizioloskog rastvora jednom dnevno tokom deset dana;

Osma grupa (grupa CIS) bila je pozitivna kontrolna grupa, pacovima je tre¢eg dana
eksperimenta intraperitonealno aplikovan cisplatin (jednokratno) u dozi od 8 mg/kg

TT.

Nakon zavrSetka eksperimenta Zivotinje su Zrtvovane prekomernom dozom anestetika

(Ketamidor 10%, Richter Pharma AG, Wels, Austria). Neposredno nakon Zrtvovanja uzeto je

po 2 ml krvi iz aorte za biohemijske analize. Tkivo bubrega i jetre svake eksperimentalne

zivotinje je izolovano 1 podeljeno na dva dela, deo za patohistoloske i deo za biohemijske

analize (fiksacija u formalinu i homogenizacija).
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3.7.1. Biohemijske analize

Biohemijske analize krvi zivotinja uradene su u laboratoriji Klinike za nefrologiju i
hemodijalizu Klini¢kog centra u NiSu. Biohemijske analize vrSene su na automatskom
analizatoru ERBA XL — 600 (ERBA Diagnostics Mannheim GmbH, Mannheim, Germany).
Odredivane su koncentracije kreatinina (CRE) i ureje (BUN) u plazmi kao pokazatelji
akutnog bubreznog oStecenja, aktivnost enzima aspartat-aminotransferaze (AST) i alanin-
aminotransferaze (ALT) kao pokazatelj oSteCenja jetre.

Parametri oksidativnog stresa odredivani su u tkivnim homogenatima, plazmi i
eritrocitima. Tkivo bubrega 1 jetre seeno je na sitne komadice 1 homogenozovano uz pomo¢
tkivnog homogenizatora (Xenox, Carl Roth Gmbh, Nemacka) kako bi se pripremili 10%
homogenati. Homogenati (10% w/v) su pripremani koriste¢i ledenu dejonizovanu vodu, a
potom centrifugirani na 1500 x g, 10 minuta na 4°C. Prebaceni su u sterilne ependorf
epruvete 1 cuvani na -80°C do koriS¢enja. U tkivnim homogenatima su odredivani sledeci
parametri pokazatelji oksidativnog stresa: nivo tiobarbiturna kiselina (TBA) reaktivnih
supstanci (TBARS), nivo redukovanog glutationa (GSH) 1 aktivnost enzima katalaze (KAT).
U plazmi je odredivana aktivnost enzima KAT, a u eritrocitima je merena koncentracija
TBARS. Parametri inflamacije odredivani su u plazmi i tkivnim homogenatima (interleukin-
6, interleukin-14 1 faktor nekroze tumora-a) koriS¢enjem komercijalnih ELISA kitova (R&D
Systems® Quantikine® ELISA Kit). Deo izolovanog tkiva bubrega i jetre je koris¢en za
patohistoloSku analizu.

Koncentracija proteina u homogenatima tkiva bubrega i jetre odredivana je metodom

po Lowry-ju (Lowry, 1951) uz upotrebu govedeg serumskog albumina kao standarda.

3.7.1.1. Odredivanje koncentracije TBARS u homogenatima tkiva bubrega i jetre

Koncentracija tiobarbiturna kiselina reaguju¢ih supstanci (TBARS), kao pokazatelj
inteziteta lipidne peroksidacije, merena je spektrofotometrijskom metodom koja se zasniva na
reakciji tiobarbiturne kiseline (TBA) sa malondialdehidom (MDA), kao krajnjim produktom
lipidne peroksidacije, u kiseloj sredini na visokoj temperaturi. Tokom ove reakcije stvara se
obojeni kondenzacioni proizvod — hromogen, koji sadrzi jedan molekul MDA 1 dva molekula
TBA. Apsorpcija nastalog obojenog produkta merena je na 532 nm na ELISA C¢itacu
(Multiskan Ascent No354, Thermo Labsystems, Finland), koncentracija TBARS preracunata
je preko molarnog ekstinkcionog koeficijenta 1,56 x 105M-1 cm-1, a koncentracija je

izraZzena u nmol po mg protein (Anreeva i sar, 1988).
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3.7.1.2. Odredivanje koncentracije TBARS u eritrocitima

Odredivanje sadrzaja TBARS u eritrocitima vr§eno je po metodi Jain 1 saradnika
(1990). Oprani eritrociti su resuspendovani 0,1 M fosfathom puferu (pH=7,4) i nakon
dodatka 30 % trihlorsiréetne kiseline (TCA) drzani su na ledu 1 sat. Nakon centrifugiranja na
4000 rpm, na poviSenoj temperature i u prisustvu TBA, apsorbanca nastalog obojenog
jedinjenja Citana je na 532 nm na ELISA ¢itacu (Multiskan Ascent No354, Thermo
Labsystems, Finland). Dobijene vrednosti TBARS izrazene su u nmoL po ml eritrocita (Jain 1

sar, 1990).

3.7.1.3. Odredivanje aktivnosti katalaze u homogenatima tkiva bubrega i jetre

Aktivnost katalaze (KAT) u homogenatima tkiva pacova odredivana je prema
spektrofotometrijskoj metodi Goth 1 saradnika (1991). Metoda je bazirana na formiranju
zutog stabilnog obojenog kompleksa H>O> sa solima molibdena (amonijum — molibdatom).
100 pl 10% homogenata pomesano je sa 2 ml H>O2, nakon ¢ega je smeSa inkubirana na 37°C
tokom 10 min. Nakon inkubacije izdvojeno je po 200 pul supernatanta i pomeSano sa 100 pl
amonijum-molibdata. Apsorbanca nastalog kompleksa ¢itana je na 410 nm na ELISA ¢itacu
(Multiskan Ascent No354, Thermo Labsystems, Finland), ¢ime se posredno odreduje sadrzaj
H>0,. Aktivnost KAT izrazava se kao koli¢ina enzima neophodna da razlozi 1 pmol H.O> u
jedinici vremena pod primenjenim uslovima. Standard predstavlja smesu H>O» 1 amonijum-
molibdata (bez ispitivanog uzorka). Razlika u apsorbancama standarda i uzorka jeste mera

katalazne aktivnosti. Aktivnost enzima izrazena je u mmol po mg proteina (Goth i sar, 1991).

3.7.1.4. Odredivanje aktivnosti katalaze u plazmi

Aktivnost katalaze (KAT) u plazmi pacova odredivana je prema ve¢ navedenoj
spektrofotometrijskoj metodi Goth i saradnika (1991). 100 pl plazme pacova pomesano je sa
2 ml H>0O2, nakon ¢ega je smeSa inkubirana na 37°C tokom 10 min. Nakon toga, dodat je 1
ml 10% trihlorsiréetne kiseline (TCA) i ponovo centrifugirana smesa na 3000 rpm tokom 10
minuta. Zatim je izdvojeno po 200 pl supernatanta i pomeSano sa 100 pl amonijum-
molibdata. Apsorbanca nastalog Zutog kompleksa meri se na 410 nm na ELISA ¢itacu
(Multiskan Ascent No354, Thermo Labsystems, Finland), a aktivnost KAT izrazava kao
koli¢ina enzima neophodna da razlozi 1 umol H>O; u jedinici vremena pod primenjenim
uslovima. Aktivnost enzima izrazena je u katalitickim jedinicama po litru plazme (U/L)

(Goth isar, 1991).
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3.7.1.5. Odredivanje koncentracije redukovanog glutationa u homogenatima tkiva bubrega i
jetre

Koncentracija glutationa u homogenatima tkiva pacova odredivana je prema metodi
Tietze i saradnika (1969). Nivo redukovanog glutationa odredivan je pomocéu Elmanovog
reagensa (5,5-ditiobis-2-nitrobenzoeva kiselina, DTNB). Glutation je odredivan u 10%
homogenatima koji se dobijaju rastvaranjem iseCaka tkiva u 0,02M Na,EDTA puferu, a
apsorbanca obojenih produkata nastalih posle dodavanja DTNB-a o¢itavana je posle 3 minuta
na 412 nm na ELISA c¢itacu (Multiskan Ascent No354, Thermo Labsystems, Finland).

Vrednost koncentracije glutationa je izrazena nmol po mg proteina (Tietze i sar, 1969).

3.7.1.6. Odredivanje koncentracije interleukina-6, interleukina-1p i faktora nekroze tumora-o.
u plazmi i homogenatima tkiva bubrega i jetre

Koncentracije TNF-a, IL-6 1 IL-15 odredivane su u plazmi 1 u supernatantima 2%-
homogenata svezeg tkiva jetre 1 bubrega. Za odredivanje koncentracije TNF alfa 1 IL-6 u
plazmi 1 homogenatima tkiva i IL-1f u homogenatima tkiva pacova koris¢eni su komercijalni
ELISA kitovi (Enyzme linked immunosorbent assay) specificni za bioloski materijal pacova,
u skaldu sa uputstvima koje je dao proizvoda¢ (R&D Systems® Quantikine® ELISA Kit).
Apsorbanca je oCitana na ELISA citatu (Multiskan Ascent No354, Thermo Labsistems,
Finska) na 450 nm, vrednosti koncentracija parametara inflamacije u plazmi i tkivima
raCunate su iz standardne krive, a rezultati su prikazani kao pg TNF-a, IL-6 1 IL-15 po ml

plazme ili mg protein u tkivu bubrega 1 jetre pacova.

3.7.2. Histopatoloske analize tkiva pacova

Tkivo bubrega i jetre svih eksperimentalnih grupa je fiksirano u 10% puferisanom
rastvoru formaldehida (v/v; pH = 7,4) odmah nakon izolovanja u trajanju od 24h. Isecci
debljine 5 mm su rutinski obradeni u autotehnikonu (Leica Microsyistems, Reuil-Malmaison,
Francuska) u Centru za patologiju 1 patolosku anatomiju, Medicinskog fakulteta, Univerziteta
u NiSu. Nakon izrade parafinskih kalupa, na mikrotomu (Leica Biosystems RM2245,
Nemacka) su dobijeni isecci debljine 4 pm koji su bojeni standardnom hematoksilin 1 eozin
(H&E) tehnikom i perjodnom kiselinom-Sifovo bojenje (PAS). Semikvantitativna analiza
uzoraka vrSena je na svetlosnom mikroskopu Olimpus BKS50 (Olimpus, Japan) opremljenim
digitalnim fotoaparatom Leica DFC 295 (Leica Microsystems, Nemacka) na razliitim

uvecanjima od strane dva sertifikovana patologa (LJV, ID). H&E bojenje je koris¢eno za
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analizu morfoloskih promena u tkivima bubrega i jetre, dok je PAS bojenje koris¢eno za
analizu bazalne membrane kapilarnih petlji glomerula i tubulske bazalne membrane i procenu
sadrzaja glikogena u jetri. Semikvantitativna analiza oStecenja tkiva bubrega 1 jetre izvrSena
je prema unapred utvrdenoj skali: stepen ostec¢enja do 25% (-), od 25 do 50% (+), od 50 do
75% (++) i veéiod 75% (+++).

3.8. STATISTICKA ANALIZA

Dobijeni rezultati su statisticki obradeni u statistickom paketu SPSS (verzija 20.0
SPSS, Inc., Chicago, IL). Rezultati su predstavljeni tabelarno 1 graficki. Kontinualne varijable
prikazane su u vidu aritmeticke sredine i1 standardne devijacije. Normalnost raspodele
kontinualnih varijabli utvrdena je Shapiro-Wilk testom. Poredenje vrednosti varijabli izmedu
dve grupe vrSeno je Studentovim t-testom nezavisnih uzoraka, ako je raspored normalan, ili
Mann-Whitney testom, ukoliko raspodela odstupa od normalne. Za poredenje varijabli
izmedu viSe grupa koriS¢ena je analiza varijanse ANOVA, ako je raspodela normalna, ili
Kruskal-Wallis test, ukoliko raspodela odstupa od normalne. U slu¢aju ANOVA analize
radena je 1 odgovaraju¢a Post Hoc analiza kojom su se poredile varijable ponaosob izmedu
svakog modaliteta iste kategorijske varijable sa svakim. U korelacionoj analizi koris¢en je
Pirsonov koeficijent linearne korelacije. Statisticki znacajnim smatra se nivo znacajnosti od

p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. PRINOSI EKSTRAKCIJE

Ekstrahovanjem suvih plodova aronije koji su kori$¢eni za pripremu 50% etanolnog
ekstrakta (AE), od poc¢eno koris¢enih 200 g suve droge dobijeno je 120 g liofilizovanog
ekstrakta (prinos 60%). Ostatak dobijen nakon cedenja soka osusSen je i koriS¢en za pripremu
50% etanolnog ekstrakta oznacenog kao AOE. Od pocetnih 200 g droge, dobijeno je 90 g
liofilizovanog AOE (prinos 45%). Liofilizacijom soka aronije (AS) (1700 ml) dobijeno je
192 g liofilizata.

4.2. HEMIJSKA KARAKTERIZACIJA EKSTRAKATA I SOKA
PLODA ARONIJE

Ekstrakti 1 sok ploda aronije karakteriSu se visokim sadrZzajem fenolnih jedinjenja,
medu kojima su najzastupljeniji antocijani. U Tabeli 4.2.1. prikazan je sadrzaj ukupnih

fenola, antocijana, flavonoida i proantocijanidina u ispitivanim uzorcima aronije.

Tabela 4.2.1. Sadrzaj ukupnih fenola, antocijana, flavonoida i proantocijanidina u ekstraktu (AE),
ekstraktu ostatka (AOE) i soku (AS) ploda aronije.

AE AOE AS
Jedinjenja Koli¢ina
Ukupni fenoli* 364,91 + 66,44* 702,77 £ 95,30° 577,85+ 82,71°
Ukupni antocijani** 122,24 +25,66* 456,82 £ 12,36 132,24 + 18,96°
Ukupni flavonoidi*** 49,36 + 6,88 31,95 + 3,34° 34,3 +£5,54°
Ukupni proantocijanidini**** 107,05 £ 4,52 140,18 + 8,07° 120,44 + 1,00°

Sve vrednosti predstavljene su kao srednja vrednost (n=3) + standardna devijacija. Razlicita slova u redovima
oznacavaju statisticki znacajnu razliku u sadrzaju aktivnih jedinjenja izmedu AE, AOE i AS (Tukey test,
p<0,05).* mg GAE/g AE, AOE ili AS; ** mg cijanidin-3-O-glukozid ekvivalenata/g AE, AOE ili AS; *** mg
katehina/g AE, AOE ili AS; **** mg katehin ekvivalenata/g AE, AOE ili AS.

Rezultati pokazuju da je najveéa kolicina ukupnih fenola, antocijana i
proantocijanidina detektovana u ekstraktu ostatka ploda nakon cedenja soka (AOE) (702,77 +
95,30, 456,82 +12,36 1 140,18 + 8,07 mg GAE/g). AS je sadrzao neSto manju koli¢inu
ukupnih fenola (577,85 + 82,71 mg GAE/g) u poredenju sa AOE, dok je kod AE detektovana
zna¢ajno manja koli¢ina ovih aktivnih principa (p<0,05). Antocijani kao najzastupljeniji
medu fenolima, bili su u priblizno istoj koncentraciji u AE 1 AS (122,24 + 25,66 1 132,24 +

18,96 mg cijanidin-3-O-glukozid ekvivalenata/g), koja se statisticki znacajno razlikovala od
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koncentracije antocijana u AOE (p<0,05). Sadrzaj proantocijanidina bio je najveéi u ekstraktu
ostatka (AOE), nesto manji u soku (AS), dok je ekstrakt (AE) sadrzao najmanju koli¢inu ovih
jedinjenja (p<0,05). Sto se ti¢e ukupnih flavonoida, pokazalo se da je AE znatno bogatiji
flavonoidnim jedinjenjima (49,36 + 6,88 mg katehina/g), u poredenju sa AOE 1 AS (p<0,05).
U Tabeli 4.2.2. prikazana je HPLC-DAD kvantifikacija jedinjenja u ekstraktima i
soku ploda aronije. Odredivan je sadrzaj pojedina¢nih antocijana i flavonoida (glikozidi
cijanidina i kvercetina) u preparatima, kao i hlorogenske kiseline. Na snimljenim
hromatogramima (Prilog 8) moZe se uociti da je medu cijanidin-glikozidima najzastupljeniji
cijanidin-3-0-galaktozid u svim preparatima, a najveci sadrzaj istog odreden je u AOE (6,63
+ 0,3 mg/g, p<0,05). Cijanidin -3-O-arabinozid i cijanidin -3-O-glukozid o¢ekivano su bili u
AOE u najvecoj koncentraciji, obzirom da je u ovom preparatu detektovan i1 najveci sadrzaj
ukupnih antocijana. U soku aronije sadrzaj pojedinacnih antocijana bio je neznatno veéi nego
u ekstraktu, bez statisticki znacajne razlike. Flavonoidima je bio najbogatiji ekstrakt aronije,
pa je najveca koli¢ina pojedinacnih flavonoidnih jedinjenja i detektovana u AE (p<0,05).
Najzastupljeniji medu flavonoidima u ekstraktu aronije bio je hiperozid (0,31 + 0,09 mg/g),
koji se u ostala dva ispitivana preparata nalazio u veoma maloj koli¢ini (tragovima). AOE je
u poredenju sa ekstraktom i sokom sadrzao znac¢ajno manju koli¢inu flavonoidnih jedinjenja.

Najveci sadrzaj hlorogenske kiseline kvantifikovan je u AOE (4,89 + 0,09 mg/g, p<0,05).

Tabela 4.2.2. HPLC-DAD kvantifikacija jedinjenja u ekstraktu (AE), ekstrakt ostatka (AOE) i soku

(AS) ploda aronije.
AE AOE AS

Jedinjenja Koli¢ina
Hlorogenska kiselina 3,53 +0,32% 4,89 + 0,09° 3,12 +£0,29%
Cijanidin-3-0-galaktozid 1,09 £0,14% 6,63 = 0,23° 1,40 + 0,08*
Cijanidin -3-O-arabinozid 0,43 +£0,08* 2,69 +0,16° 0,49 + 0,03
Cijanidin -3-0-glukozid 0,15 £0,05% 0,88 + 0,06° 0,18 +0,01*
Kvercetin-3-O-rutinozid (rutin) 0,28 + 0,04* 0,07 +0,01° 0,16 £0,01°¢
Kvercetin -3-0- galaktozid 0,31 +£0,09* Tragovi 0,03 +0,02°
(hiperozid)
Kvercetin -3-0-glukozid 0,15+ 0,06* Tragovi 0,01 £0,01°
(izokvercitrin)

Sve vrednosti predstavljene su kao srednja vrednost (n=3) + standardna devijacija i izrazene kao mg/g AE, AOE
ili AS.. Razli¢ita slova u redovima oznacavaju statisticki znacajnu razliku u sadrzaju aktivnih jedinjenja izmedu

AE,AQOE i AS (Tukey test, p<0,05).
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4.3. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST EKSTRAKATA I SOKA
PLODA ARONIJE

U Tabeli 4.3.1. prikazani su rezultati odredivanja antioksidativne aktivnosti
ispitivanih preparata ploda aronije. Pokazalo se da je najbolju antioksidativnu aktivnost u 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) sistemu ispoljio ekstrakt ostatka ploda nakon cedenja soka
(AOE) (ICso = 0,14 £ 0,01 mg/ml, p<0,001), dok je preparat sa najslabijom aktivno$¢u bio
ekstrakt aronije (AE) (ICso = 0,53 £ 0,02 mg/ml, p<0,001). Sok aronije (AS) ispoljio je nesto
slabiju aktivnost u DPPH sistemu u poredenju sa AOE (p<0,001).

Suprotno rezultatima ispitivanja antioksidativne aktivnosti u DPPH sistemu, u f-
karoten/linolna kiselina (BKL) testu preparat za najslabijom antioksidativnom aktivnosS¢u bio
je AOE (ICso = 0,68 += 0,11 mg/ml, p<0,001). AE ispoljio je nesto bolju aktivnost, dok se AS
pokazao kao najpotentniji antioksidant (ICso = 0,17 £ 0,01 mg/ml, p<0,001).

Standardi za poredenje antioksidativne aktivnosti, sintetski antioksidanti poput BHA —
butil-hidroksianizola, BHT — butil-hidroksitoluena; a-TOK - alfa-tokoferola; AK —
askorbinske kiseline, bili su ofekivano potentniji antioksidanti od preparata aronije, u dva

ispitivana test sistema (DPPH 1 BKL) in vitro (p<0,001).

Tabela 4.3.1. Antioksidativna aktivnost ekstrakta, ekstrakta ostatka i soka ploda aronije u 2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil (DPPH) testu i f-karoten/linolna kiselina (BKL) testu.

DPPH BKL
I1Cs0 (mg/ml)
AE 0,53 + 0,022 0,41 +0,02°
AOE 0,14 +0.01° 0,68 +0,11°
AS 0,20 + 0,02¢ 0,17 +0,01¢
ICso (ng/ml)
BHA 2,44 + 0,094 0,04 + 0,019
BHT 22,82 +2,07¢ 0,03 + 0,00°
a-TOK 10,40 + 1,73f 0,15 + 0,00f
AK 474 + 0,348 22,95 + 1,52¢

ICso=koncentracija ekstrakta koja inhibira 50% slobodnih radikala; sve vrednosti predstavljene su kao srednja
vrednost (n=3) =+ standardna devijacija. Razli¢ita slova u kolonama oznacavaju statisticki znac¢ajnu razliku u
antioksidativnoj aktivnosti izmedu ekstrakta (AE), ekstrakta ostatka (AOE) i soka (AS) aronije (Tukey test,
p<0,05). BHA — butil hidroksianizol, BHT — butil hidroksitoluen; a-TOK — alfa-tokoferol; AK — askorbinska
kiselina.

Korelaciona analiza pokazuje povezanost ICso vrednosti 1 sadrzaja aktivnih
komponenti, bilo pojedina¢nih jedinjenja ili ukupnih fenola, antocijana, flavonoida i

proantocijanidina. Povezanost je znacajna ukoliko je koeficijent korelacije negativnog smera,
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a njegova veli¢ina pokazuje jaCinu povezanosti. Rezultati ukazuju na jaku korelaciju DPPH
antiradikalske aktivnosti preparata i sadrzaja ukupnih fenola (r=-0,874, p<0,01) 1
proantocijanidina (r=-0,819, p<0,01), dok povezanost ukupnih antocijana i DPPH
antioksidativne aktivnosti nije bila statisticki znacajna. Flavonoidi su sa antiradikalskom
aktivnos¢u korelilari jako pozitivno (r=0,904, p<0,01), Sto bi znacilo da oni ne doprinose ovoj
aktivnosti. Najznacajni doprinos antiradikalskoj DPPH aktivnosti dao je najzastupljeniji
antocijan, cijanidin-3-0-galaktozid (r=-0,650, p<0,05).

Kada je u pitanju ispitivanje antioksidativne aktivnosti u BKL sistemu, pokazalo se da
korelacija sadrzaja ukupnih fenola 1 proantocijanidina 1 ove antioksidativne aktivnosti nije
statistiCki znaCajna, dok je u slucaju ukupnih antocijana ona bila jaka pozitivna (r=0,845,
p<0,01), pa se moZe zakljuciti da antocijani ovoj aktivnosti ne doprinose. Rezultati ispitivanja
povezanosti pojedina¢nih jedinjenja sa antioksidativnom aktivno$¢u u BKL sistemu pokazali
su znacajnu korelaciju sa antocijanima 1 hlorogenskom kiselinom, ali je ona bila pozitivhog
smera 1 ukazivala da ova jedinjenja ne uti€u na antioksidativnu aktivnost u BKL sistemu.
Korelaciona analiza BKL antioksidativne aktivnosti i flavonoida daje koeficijente korelacije

negativnog smera, ali bez statisticke znacajnosti.

4.4. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST EKSTRAKATA I SOKA PLODA
ARONIJE

Antimikrobna aktivnost preparata aronije ispitivana je na mikroorganizmima
specificnim za gastrointestinalni trakt. KoriS¢eni su sojevi Gram - pozitivnih 1 Gram —
negativnih bakterija, kao i jedan fungalni soj. Rezultati su poklazali da je baktericidna
aktivnost ekstrakata i soka aronije potpuno izostala (>100 mg/ml). Ispitivani preparati
ispoljili su inhibitornu aktivnost na rast kori§¢enih mikrobioloskih sojeva. Gram (+) bakterije
bile su nesto osetljivije na delovanje ekstrakata 1 soka aronije u odnosu na Gram (-) bakterije i
kvasce. Najbolji antibakterijski efekat preparati su ispoljili prema Gram (+) bakteriji
Enterococcus faecalis sa minimalnim inhibitornim koncentracijama (MIC) od 1,56 mg/ml.
Ispitivani ekstrakti 1 sok ispoljili su dobro antibakterijsko dejstvo i na Staphylococcus aureus
(MIC = 6,25 mg/ml), dok je neSto slabija aktivnost bila prema Bacillus cereus (MIC = 12,5
mg/ml), sa izuzetkom ekstrakta ostatka nakon cedenja soka (AOE) koji je imao bolju

baktericidnu aktivnost u odnosu na druga dva preparata (MIC = 6,25 mg/ml). Nesto slabiju
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aktivnost preparati su ispoljili prema bakteriji Listeria monocytogenes sa minimalnom
inhibitornom koncentracijom koja je iznosila 12,5 mg/ml.

Medu Gram (-) bakterijama, najosetljivija na dejstvo ekstrakata i soka aronije bila je
Enterobacter aerogenes (MIC = 1,56 mg/ml). Preparati su dobre antibakterijske efekte
ispoljili i prema bakteriji Sa/monella enteritidis sa minimalnim inhibitornim koncentracijama
od 12,5 mg/ml. Nesto slabije antibakterijsko dejstvo ekstrakti i sok aronije ispoljili su prema
G (-) bakterijama kao Sto su Escherichia coli i Proteus mirabilis (MIC = 50 mg/ml).
Pseudomonas aeruginosa bila je osetljivija na dejstvo ekstrakata u poredenju sa sokom.
Ekstrakti su u ovom sluc¢aju imali izraZenije antibakterijsko dejstvo (MIC = 25 mg/ml), dok je
sok aronije bio slabijeg delovanja (MIC = 50 mg/ml).

Efekti prema gljivi Candida albicans bili su umereni, minimalna inhibitorna
koncentracija za sva tri ispitivana preparata iznosila je 25 mg/ml. Rezultati pokazuju da je
fungicidna aktivnost potpuno izostala (> 100 mg/ml).

U Tabeli 4.4.1. prikazani su rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti ekstrakata i
soka aronije. Kao standardi za poredenje koriS¢eni su doksiciklin (antibiotik Sirokog spectra
iz grupe tetraciklina) i nistatin (antifungalni lek). 10% dimetilsulfoksid (DMSO) koriS¢en je
kao rastvara¢ i njegova antimikrobna aktivnost u navedenoj koncentraciji je izostala

(pokazano je da antimikrobne efekte ispoljava tek u koncentraciji 12,5%).
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Tabela 4.4.1. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) i minimalne baktericidne/fungicidne (MBC/MFC) koncentracije ekstrakata i soka aronije na
bakterijske Gram (+) i Gram (-) sojeve i gljive.

MIKROBIOLOSKI SOJEVI (ATCC IZVOR)

Gram (-) bakterije Gram (+) bakterije Fungalni soj
MIC/MBC ili | Pseudomonas | Escherichia | Enterobacter | Salmonella Proteus Staphylococcus | Enterococcus li‘:ilelf:;s Listeria Candida
MIC/MFC aeruginosa coli aerogenes enteritidis mirabilis aureus faecalis ATCC monocytogenes albicans
(mg/ml) (ATCC 27853) | ATCC 25922 | ATCC 13048 | ATCC 13076 | ATCC 12453 | ATCC 6538 | ATCC 19433 10876 ATCC 15313 | ATCC 15313
AS 50/>100 50/>100 1,56/>100 12,5/>100 50/>100 6,25/>100 1,56/>100 12,5/>100 12,5/>100 25/>100
AE 25/>100 50/>100 1,56/>100 12,50/>100 50/>100 6,25/>100 1,56/>100 12,5/>100 12,5/>100 25/>100
AOE 25/>100 50/>100 1,56/>100 12,50/>100 50/>100 6,25/100 1,56/>100 6,25/>100 12,5/>100 25/>100
DMSO (%) 12,5/12,5 12,5/12,5 12,5/12,5 12,5/12,5 12,5/12,5 12,5/12,5 12,5/12,5 12,5/12,5 12,5/12,5 12,5/12,5
Doksiciklin
(MIC/MBC 15,61/15,61 15,61/15,61 7,81/15,61 0,90/1,90 7,81/15,61 7,81/15,61 0,90/1,90 0,90/15,61 7,81/15,61 /
(ng/ml))
Nistatin
(MIC/MFC / / / / / / / / / 3,91/7,81
(ng/ml))

AS — sok aronije; AE — ekstrakt aronije; AOE — ekstrakt ostatka nakon cedenja soka; DMSO — dimetilsulfoksid.
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4.5. SPAZMOLITICKA AKTIVNOST EKSTRAKATA I SOKA PLODA
ARONIJE NA IZOLOVANOM ILEUMU PACOVA

4.5.1. Uticaja ekstrakata, soka i cijanidin-3-O-galaktozida na spontane kontrakcije

ileuma pacova

Obzirom da se ileum pacova spontano ritmic¢ki kontrahuje, efekti preparata aronije
primarno su ispitivani bez upotrebe agonista. Ekstrakt aronije (AE) sa koncentracijama od
0,005 - 1,5 mg/ml, koncentracijski-zavisno je inhibirao spontane kontrakcije ileuma pacova
(Slika 4.5.1.) sa ECso = 4,55 = 0,12 mg/ml (p<0,01). AOE 1 AS takode su ublazili spontane
kontrakcije u crevima, $to je 1 u ovom slucaju bilo zavisno od koncentracije uzorka (0,005 -
1,5 mg/ml). Vrednosti ECso iznosile su 4,58 + 2,05 mg/ml za AOE 1 10,05 £+ 0,89 mg/ml, za
AS. Glavno jedinjenje aronije, cijanidin-3-O-galaktozid (0,005 - 1,5 mg/ml) izazvalo je
spazmoliticki efekat smanjujuci spontane kontrakcije izolovanog ileuma pacova, zavisno od
koncentracije, ECso = 1,11 = 0,09 mg/ml . Kao §to se ocekivalo, papaverin (0,015 - 1,5
pg/ml), koriS¢en kao pozitivna kontrola, relaksirao je glatku muskulaturu ileuma (ECso = 0,12
+ 0,01 pg/ml; p<0,01). Statisticka analiza pokazala je znacajnu razliku izmedu ECso vrednosti
ekstrakata, soka, glavnog antocijana i papaverina (p<0,01). Poredenjem ECso vrednosti AE 1

AOE nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p>0,05) (Tabela 4.5.1.).

Table 4.5.1. ECso vrednosti spontanih i KCl-indukovanih kontrakcija za AE, AOE, AS cijanidin-3-
O-galaktozid 1 papaverin/verapamil (pozitivna kontrola). Statisticka znacajnost
utvrdena je ANOVA testom sa Tukey post-hoc analizom.

ECso vrednosti za spontane ECso vrednosti za KCI-
kontrakcije indukovane kontrakcije
(mg/ml) (mg/ml)
AE 4.45+0.12° 1.85+0.25*
AOE 4.58 +£0.20° 2.98 £0.20°
AS 10.051.98 + 0.89° 3.30+0.16°
Cijanidin-3-0-galaktozid 1.11 £0.09¢ 1.05+0.10¢
Papaverin / Verapamil 0.12+0.01¢ pg/ml 0.63 + 0.048° ug/ml

Razlicita slova u kolonama ukazuju na statisticki znacajnu razliku u ECso vrednostima (Tukey test; p <0.01). AE — ekstrakt
ploda aronije; AOE — ekstrakt ostatka ploda nakon cedenja soka; AS —sok aronije.
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Slika 4.5.1. Relaksantni efekti AE, AOE, AS (a), cijanidin-3-O-galaktozida i papaverina (b) na
spontane kontrakcije izolovanog ileuma pacova. Svaka tacka predstavlja srednje procentualne
vrednosti kontrakcija u odnosu na spontane kontrakcije ileuma u Tirodovom rastvoru (kontrola) + SD,
za Sest segmenata. (Studentov t-test, *p<0,05, **p<0,01)

4.5.2. Uticaj ekstrakata, soka i cijanidin-3-O-galaktozida na acetilholinom

indukovane kontrakcije ileuma pacova

U drugoj eksperimentalnoj seriji ispitivan je uticaj preparata aronije (AE, AOE, AS) i
dominantnog antocijana cijanidin-3-O-galaktozida na acetilholinom (5 - 1500 nM)
stimulisane kontrakcije izolovanog ileuma pacova (Slika 4.5.2.). AE 1 AOE u
koncentracijama od 0,5 do 1,5 mg/ml inhibirali su kontrakcije ileuma indukovane
acetilholinom, zavisno od koncentracije. AE i1 AOE uzrokovali su modifikaciju ECso
vrednosti samog acetilholina sa 0,09 £ 0,001 nM i 0,08 £ 0,002 nM (u odsustvu ekstrakata)
na 1,11 = 0,03 nM, odnosno 0,66 = 0,02 nM, u koncentraciji od 1,5 mg/ml (p <0,01).
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Inhibitorna aktivnost soka aronije (0,5 - 1,5 mg/ml) i cijanidin-3-O-galaktozida (0,15 - 0,5
mg/ml) takode je dokazana kod kontrakcija indukovanih acetilholinom. Promena ECso
vrednosti acetilholina (0,11 = 0,01 nM i 0,22 + 0,02 nM) dodatkom soka aronije iznosila je
0,46 = 0,09 nM, dok je dodatkom cijanidin-3-O-galaktozida ona bila 0,48 + 0,03 nM
(p<0,01). Atropin, antagonist muskarinskih receptora (140 nM) blokirao je odgovor na
acetilholin. ECso vrednost acetilholina od 0,1 + 0,001 nM (u odsustvu atropina) promenjena

jena 18261,96 £ 958,32 nM u prisustvu atropina (p<0,01).
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Slika 4.5.2. Relaksantni efekti AE (a), AOE (b), AS (c), cijanidin-3-O-galaktozida i atropina (d) na acetilholinom-indukovane kontrakcije izolovanog ileuma
pacova. Svaka tacka predstavlja srednje vrednosti maksimalnog odgovora u procentima & SD, za Sest segmenata (Studentov t-test, *p<0,05, **p<0,01).
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4.5.3. Uticaj ekstrakata, soka i cijanidin-3-O-galaktozida na KC| indukovane

kontrakcije ileuma pacova

Dodavanje KCI1 (80 mM) u kupatilo za izolovane organe uzrokovalo je kontrakciju
glatkih misi¢a ileuma pacova. AE i AOE (0,005 - 1,5 mg/ml) inhibirali su kontrakciju
izazvanu KCIl, koncentracijski zavisno, sa ECso vrednostima 1,86 £+ 0,25 mg/ml 1 2,09 £ 0,20
mg/ml (p<0,01). Sok aronije i cijanidin-3-O-galaktozid takode su inhibirali kontrakcije
indukovane dodatkom KCI. Srednje ECso vrednosti za AS 1 cijanidin-3-O-galaktozid iznosile
su 3,30 £ 0,16 mg/ml i 1,05 + 0,10 mg/ml (p<0,01). Verapamil (pozitivna kontrola) takode je
ublazio kontrakcije izazvane kalijum-hloridom. Vrednost ECso bila je 0,63 £ 0,048 pg/ml
(Slika 4.5.3.). Statisticka analiza pokazala je znacajnu razliku izmedu ECso vrednosti

ekstrakata, soka, glavnog antocijana i papaverina (p<0,01) (Tabela 4.5.1.).
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Slika 4.5.3. Relaksantni efekti AE, AOE, AS (a), cijanidin-3-O-galaktozida i verapamila (b) na
kontrakcije izolovanog ileuma pacova indukovane KCl. Svaka tacka predstavlja srednje vrednosti
maksimalnog odgovora u procentima + SD, za Sest segmenata (Studentov t-test, *p<0,05, **p<0,01).
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4.5.4. Uticaj ekstrakata i soka na CaCl: indukovane kontrakcije ileuma pacova

Na Slici 4.5.4. prikazani su efekti ekstrakta aronije (a), ekstrakta ostatka (b), soka (¢) 1
verapamila (d) na kumulativne kalcijum hloridom (CaCly; 0,01 - 3 mM) indukovane
kontrakcije u medijumu osobodenom Ca;" jona, sa visokom konecentracijom K™ jona. AE i
AOE u koncentraciji 0,5 - 1,5 mg/ml, dozno zavisno su inhibirali kontrakcije indukovane
CaCl, (p<0,01). Vrednosti ECso za kalcijumove jone koji indukuju kontrakeiju bile su 0,009
+ 0,0003 mM 1 0,011 + 0,0005 mM. U prisustvu ekstrakata u koncentraciji od 1,5 mg/ml,
ECso vrednosti promenjene su i iznosile su 0,35 + 0,07 mM za AE, odnosno 0,25 + 0,01 mM
za AOE. Sok aronije, takode na nain zavisan od doze, inhibirao je CaCl> indukovane
kontrakcije (p<0,01) sa promenom vrednosti ECso kalcijumovih jona sa 0,011 = 0,009 mM na
0,03 £ 0,005 mM, u prisutvu AS. Verapamil, blokator kalcijumovih kanala, izazvao je
inhibiciju kontrakcija ileuma izazvanih kalcijumovim jonima. Vrednost ECso za jone

kalcijuma (0,61 = 0,09 mM) povecana je u prisustvu verapamila (8,16 = 0,61 mM).
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Slika 4.5.4. Relaksirantni efekti AE (a), AOE (b), AS (c) i verapamila (d) na kontrakcije izolovanog ileuma pacova izndukovane CaCl,. Svaka tacka
predstavlja srednje vrednosti u procentima maksimalnog odgovora + SD, za Sest segmenata (Studentov t-test, *p<0,05, **p<0,01).
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4.5.5. Uticaj ekstrakata i soka na BaCl; indukovane kontrakcije ileuma pacova

Efekti AE, AOE i1 AS na kontrakcije izazvane BaCly (3 - 900 uM/ml) prikazani su na
Slici 4.5.5. Inhibicija kontrakcija indukovanih dodatkom BaCl, preparatima aronije (500 -
1500 pg/ml) bila je dozno zavisna i statisticki znacajna (p<0,01). ECso vrednosti BaCl, (2,41
+ 0,18 uM 1 1,89 + 0,15 uM), promenjene su na 19,97 £ 0,98 uM, u prisustvu AE u
koncentraciji od 1500 pg/ml 1 4,85 + 0,35 uM, u prisustvu AOE u istoj koncentraciji
(p<0,01). Sok aronije je takode smanjio kontrakcije izolovanog ileuma pacova indukovane
BaCl,, dozno zavisno. Vrednost ECso za BaCl, (1,93 £ 0,18 uM) povecana je na 2,29 + 0,28
UM u prisustvu AS (1500 pg/ml).
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Slika 4.5.5. Relaksantni efekti AE (a), AOE (b) i AS (c) na kontrakcije izolovanog ileuma pacova indukovane BaCl,. Svaka tacka predstavlja srednje

vrednosti u procentima maksimalnog odgovora + SD, za Sest segmenata (Studentov t-test, *p<0,05, **p<0,01).
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4.5.6. Uticaj ekstrakata i soka na histaminom indukovane kontrakcije ileuma pacova

Histamin (5 - 1500 nM) je stimulisao kontraktilnu aktivnost izolovanog ileuma
pacova. AE, AOE 1 AS (500 - 1500 pg/ml) znacajno smanjuju kontrakcije indukovane
histaminom, dozno zavisno (p<0,01). ECso vrednosti histamina (2,43 £ 0,35 nM 12,07 = 0,21
nM) modifikovane su dodatkom AE i AOE u koncentraciji 1500 pg/ml (ECso za AE iznosila
je 465,19 + 31,36 nM, dok je za AOE bila 5,82 + 0,47 nM), (Slika 4.5.6.). Vrednost ECs za
histamin (2,01 £ 0,15 nM) povecana je na 3,86 + 0,18 nM u prisustvu AS (1500 pg/ml).
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Slika 4.5.6. Relaksantni efekti AE (a), AOE (b) i AS (c) na kontrakcije izolovanog ileuma pacova indukovanih histaminom. Svaka tacka predstavlja srednje

vrednosti u procentima maksimalnog odgovora £ SD za Sest segmenata (Studentov t-test, *p<0,05, **p<0,01).
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4.5.7. Uticaj ekstrakata i soka na kontrakcije ileuma pacova indukovane blokatorom
azot-oksid sintetaze (L-NAME)

Azot oksid (NO) izaziva opustanje glatkih miSi¢a u gastrointestinalnom traktu i
verovatno je da ispitivani preparati aronije nisu ispoljili spazmoliti¢ki efekat posredovan NO
ili supstancama koja on oslobada. U prisustvu L-NAME (100 uM), selektivnog inhibitora
sintaze azot-oksida, AE, AOE i AS uzrokovali su inhibiciju kontrakcije ileuma pacova (Slika
4.5.7.). Nije bilo znacajne razlike u spazmolitickoj aktivnosti preparata aronije u prisustvu i
odsustvu L-NAME. Ovi relaksantni efekti preparata aronije uklonjeni su ispiranjem
izolovanog ileuma pacova Tirodovim rastvorom, §to ukazuje na to da je inhibitorna aktivnost

reverzibilna.
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Slika 4.5.7. Uticaj AE (a), AOE (b) i AS (c) na kontrakcije izolovanog ileuma pacova u prisustvu L-NAME. Svaka tacka predstavlja srednje vrednosti u
procentima maksimalnog odgovora & SD, za Sest segmenata.
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4.6. VAZORELAKSANTNA AKTIVNOST EKSTRAKATA I SOKA
PLODA ARONIJE NA IZOLOVANOJ AORTI PACOVA

Efekti ekstrakata i soka aronije na relaksaciju izolovane aorte pacova ispitivani su u
prisustvu K' jona (80 mM) u prvoj eksperimentalnoj seriji (slika 4.6.1.) Dodavanjem KCI u
kupatilo za izolovane organe izazvana je kontrakcija glatkih misi¢a aorte, koja je inhibirana
dodatkom preparata aronije u kumulativnim koncentracijama (0,001 — 1 mg/ml). AE je
pokazao najbolju aktivnost, sa ECso vredno$¢u koja je iznosila 0,97 + 0,02 mg/ml, 1 u
najve¢em procentu znacajno relaksirao glatku muskulaturu aorte (p<0,01). AOE ispoljio je
najslabiju vazorelaksantnu aktivnost na KCl-indukovanim kontrakcijama aorte pacova (ECso
= 1,95 £ 0,12 mg/ml). Sok je imao neznatno bolju aktivnost od AOE, sa ECs¢ vredno$¢u od
1,74 £ 0,08 mg/ml. Verapamil koji je koriS¢en kao pozitivna kontrola (1 uM) relaksirao je
glatke misi¢e aorte (ECso = 0,77 £ 0,01 pg/ml) (p<0,01). ANOVA testom testirana je
statisticka zna€ajnost razlika izmedu ECso vrednosti KCl-indukovanih kontrakcija za AE,

AOE, AS i verapamil (Tabela 4.6.1.).

Table 4.6.1. ECso vrednosti KCl-indukovanih i FE-indukovanih kontrakcija za AE, AOE, AS i
verapamil (pozitivna kontrola). StatistiCka znacajnost utvrdena je ANOVA testom sa
Tukey post-hoc analizom.

ECso vrednosti za KCl- ECso vrednosti za FE-
indukovane kontrakcije indukovane kontrakcije
(mg/ml) (mg/ml)
AE 0,97 +£0,022 1,27 +0,11*
AOE 1,95+0,12° 0,58 +£0,07°
AS 1,74 £0,08° 0,96 +0,06°
Verapamil 0,77 £ 0,01° pg/ml

Razlicita slova u kolonama ukazuju na statisticki znacajnu razliku u ECso vrednostima (Tukey test; p <0.01). AE — ekstrakt
ploda aronije; AOE — ekstrakt ostatka ploda nakon cedenja soka; AS —sok aronije; FE —fenilefrin.
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Slika 4.6.1. Relaksantni efekti AE, AOE, AS (a) i verapamila (b) na kontrakcije izolovane aorte
pacova indukovane KCI. Svaka tacka predstavlja srednje vrednosti maksimalnog odgovora u
procentima + SD, za Sest segmenata (Studentov t-test, *p<0,05, **p<0,01).

U drugoj eksperimentalnoj seriji aorta je prekontrahovana dodatkom fenilefrina (FE;
1 uM) u kupatilo za izolovane organe. Verapamil je i ovde koriS¢en kao pozitivna kontrola (1
uM). Najbolju vazorelaksantnu aktivnost na FE-indukovane kontrakcije aorte pacova ispoljio
je AOE, sa najnizom ECso vredno$¢u koja je iznosila 0,58 + 0,07 mg/ml (p<0,01). Ekstrakt
aronije (AE) slabije je opustao glatku muskulaturu aorte (ECso = 1,27 £ 0,11 mg/ml), dok je
sok bio efektivniji (ECso = 0,96 £ 0,06 mg/ml). U Tabeli 4.6.1. dato je poredenje ECso

vrednosti ekstrakata, soka i verapamila kod FE-indukovanih kontrakcija aorte.
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Slika 4.6.2. Relaksantni efekti AE, AOE, AS (a) i verapamila (b) na kontrakcije izolovane aorte
pacova indukovane FE. Svaka tacka predstavlja srednje vrednosti maksimalnog odgovora u
procentima + SD, za Sest segmenata (Studentov t-test, *p<0,05, **p<0,01).

Vazorelaksantni efekti AE, AOE 1 AS ispitivani su i u prisustvu blokatora azot-oksid
sintetaze (L-NAME, 0,1 mM), koji je dodat nakon FE-indukovane kontrakcije, kako bi se
ispitao da li je relaksantni efekat posredovan NO ili supstancama koja on oslobada. Prisutni
NO i1 sam vr$i vazodilataciju krvnih sudova, koja je samo pojacana u prisustvu ekstrakata i
soka aronije. Blokadom sinteze NO relaksantni efekti ispitivanih preparata se smanjuju.
Rezultati ukazuju da je relaksantna aktivnost AE, AOE i AS posredovana oslobadanjem NO
(Slika 4.6.2.). Najbolju relaksantnu aktivnost u prisustvu FE ispoljio je AOE sa ECso
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vrednoséu od 0,59 + 0,03 mg/ml. ECso vrednost AOE povecana je na 2,37 + 0,01 mg/ml
dodatkom L-NAME (p<0,01). AE i AS takode su relaksantne efekte ostvarili putem
oslobadanja NO. ECs vrednosti za AE i AS u poredenju sa kontrolom bile su povecane kada
je blokirana sinteza NO dodatkom L-NAME (4,38 + 0,05 mg/ml i 2,78 £ 0,03 mg/ml).
Vrednosti ECso u prisustvu FE za AE 1 AS bile su znacajno manje (0,92 + 0,01 mg/ml i 0,95
+ 0,02 mg/ml; p<0,01).
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Slika 4.6.2. Relaksantni efekti AE (a), AOE (b), AS (c) na kontrakcije izolovane aorte pacova u prisustvu L-NAME. Svaka tacka predstavlja srednje

vrednosti u procentima maksimalnog odgovora + SD, za Sest segmenata (Studentov t-test, *p<0,05, **p<0,01).
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4.7. PROTEKTIVNI EFEKTI EKSTRAKATA I SOKA ARONIJE KOD
PACOVA SA SA AKUTNIM OSTECENJEM BUBREGA 1 JETRE
I1ZAZVANIM CISPLATINOM

4.7.1. Uticaj ekstrakata i soka aronije na biohemijske markere oStecenja bubrega i
jetre u plazmi pacova

Kako bi se procenili protektivni efekti ispitivanih preparata aronije (AE, AOE i AS)
kod cisplatinom indukovanih oStec¢enja (jednokratna doza 8 mg/kg TT, 1.p.), odredivane su
koncentracije kreatinina (CRE) 1 ureje (BUN) u plazmi kao pokazatelji akutnog bubreznog
oStecenja, 1 aktivnost enzima aspartat-aminotransferaze (AST) 1 alanin-aminotransferaze
(ALT) kao pokazatelji oStecenja jetre (Slika 4.7.1.). Svi odredivani biohemijski parametri bili
su u porastu kod grupa pacova koje su primale intraperitonealno cispalatin (grupa CIS) treceg
dana eksperimenta, Sto ukazuje na nastala oSteCenja bubrega i jetre usled dejstva citostatika.
Kod svih ispitivanih parametara utvrdeno je da postoji statisticki znaCajna razlika u
vrednostima izmedu grupe CIS 1 grupe K (kontrolna grupa zdravih zivotinja) (p<0,001).
Koncentracije biohemijskih parametara u plazmi pacova kojima su oralno aplikovani samo
preparati aronije (grupe AE, AOE 1 AS) bile su priblizno iste kao koncentracije u kontrolnoj
grupi.

Koncentracija CRE bila je znacajno povecana kod pacova koji su primili cisplatin u
kombinaciji sa ekstraktima ili sokom aronije (p<0,001), dok je u poredenju sa prosecnim
vrednostima CRE kod pacova CIS grupe (405,87 = 21,18 umol/l) ona bila zna¢ajno smanjena
(p<0,001). Rezultati su pokazali statisticki znacajnu razliku u efektima tri ispitivana
preparata, medu kojima je ekstrakt ostatka nakon cedenja soka (AOE) imao bolje efekte u
odnosu na ekstrakt ploda (AE) i sok (AS) (p<0,001). U grupi AOE+CIS utvrden je najmanji
porast vrednosti CRE (172,12 + 4,12 pmol/l), u odnosu na zdrave pacove (45,12 + 1,96
pmol/l). Prose¢na vrednost koncentracije CRE u grupi AE+CIS bila je 270,71 + 9,23 pmol/l,
Sto se nije znacajno razlikovalo od prose¢nih vrednosti CRE u grupi AS+CIS (310,12 + 20,77
pmol/1).

Kada je u pitanju koncentracija ureje u plazmi (BUN) moze se zakljuciti da preparati
aronije smanjuju nive BUN u plazmi pacova sa cisplatinom indukovanim oStecenjima u
poredenju sa pozitivnom kontrolom (grupa CIS), ali je to smanjenje znac¢ajno samo u slucaju
primene AOE (p<0,001). AOE je i u ovom sluc¢aju imao najbolje protektivno dejstvo, u

poredenju sa ostalim ispitivanim preparatima. Srednja vrednost koncentracije BUN kod CIS
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grupe pacova iznosila je 72,85 £ 4,92 mmol/l, dok je kod zdravih Zivotinja ona bila znacajno
niza, 6,93 + 0,42 mmol/l. U grupi koja je dobijala AOE u kombinaciji sa cisplatinom
vrednosti BUN znacajno su manje (29,56 + 3,15 mmol/l) nego kod pacova grupe CIS, ali
znacajno vece u poredenju sa zdravom kontrolom (p<0,001).

Akutno ostecenje jetre izazvano dejstvom cisplatina potvrdeno je porastom aktivnosti
jetrinih enzima (AST i1 ALT) u CIS grupi (326,85 + 28,98 U/l i 182,37 + 31,7 U/l). Ova
promena je znacajna u odnosu na zdrave pacove (p<0,001). Preparati aronije u kombinaciji sa
cisplatinom doveli su do smanjenja aktivnosti ovih enzima u plazmi u poredenju sa grupom
koja je primala samo citostatik, a ovo smanjenje je bilo znacajno samo u slucaju aktivnosti
AST (p<0,001). MozZe se uociti da se prose¢ne vrednosti merenja aktivnosti AST znacajno
razlikuju od vrednosti pozitivne kontrolne grupe CIS, dok razlika sa zdravim Zivotinjama nije
utvrdena (grupa K). AE je imao najbolje efekte, obzirom da je u grupi AE+CIS porast
(144 £ 17,67 U/N).

Uticaj preparata na aktivnost ALT enzima bio je po rezultatima neSto slabiji.
Aktivnost ALT bila je znacajno povecana u CIS grupi, i u grupama koje su dobijale preparate
aronije u kombinaciji sa citostatikom, u odnosu na zdravu kontrolu (p<0,001). Efekti
preparata mogu se uociti u grupama AE+CIS, AOE+CIS 1 AS+CIS gde je doslo do neznatnog
smanjenja aktivnosti ALT u poredenju sa vrednostima grupe CIS, ali smnajnje nije bilo
statisticki znacajno. I u ovom slucaju, AE je imao najbolje efekte, u poredenju sa druga dva

ispitivana preparata (131,71 + 23,22 U/l).
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Grupa K — kontrolna grupa zdravih pacova kojima je aplikovan fizioloski rastvor; Grupa CIS — kontrolna grupa bolesnih pacova kojima je i.p. jednokratno aplikovan cisplatin u dozi od 8 mg/kg TT; Grupe AE, AOE i AS — grupe pacova
kojima su oralno aplikovani AE i AOE u dozi od 100 mg/kg TT i AS u dozi od 1,7 ml/xg TT tokom tokom 10 dana; Grupe AE+CIS, AOE+CIS i AS+CIS — grupe pacova kojima su oralno tokom 10 dana aplikovani AE i AOE u dozi od 100
mg/kg TT i AS u dozi od 1,7 ml/xg TT i treCeg dana eksperimenta i.p. jednokratno cisplatin u dozi od 8 mg/kg TT; Vrednosti prikazuju srednju vrednost + standardnu devijaciju (N=8). Stubovi predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije
standardne devijacije. Razlicita slova iznad stubova pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku u koncentraciji biohemijskih parametara izmedu grupa (p<0,001; Tukey test).

Slika 4.7.1. Koncentracije CRE, BUN, AST i ALT u plazmi pacova.
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4.7.2. Uticaj ekstrakata i soka aronije na aktivnost katalaze u plazmi i koncentraciju

TBARS u eritrocitima pacova

U plazmi je procenjivana aktivnost enzima katalaze (KAT) kao pokazatelj nastalog
oksidativnog stresa, a u eritrocitima koncentracija tiobarbiturna kiselina reagujucih supstanci
(TBARS) kao pokazatelj lipidne peroksidacije. Uticaj AE, AOE i AS na aktivnost pomenutih
parametara prikazan je na Slici 4.7.2. Aktivnost KAT u plazmi pacova bila je zna¢ajno smanjena
usled Stetnih efekata cisplatina (p<0,01). AE u kombinaciji sa cisplatinom (grupa AE+CIS)
znacajno je uticao na porast aktivnosti enzima u plazmi u poredenju sa CIS grupom (p<0,01), a
vrednosti se nisu zna¢ajno razlikovale od aktivnosti KAT u kontrolnoj grupi zdravih Zivotinja. U
grupama koje su primale AOE i1 AS u kombinaciji sa cisplatinom pokazalo se da je aktivnost
KAT u plazmi smanjena 1 da preparati nisu znacajno uticali na efekte koje je izazvao citostatik.

Procenom nivoa TBARS utvrdeno je da postoji znaCajna porast intenziteta lipidne
peroksidacije u eritrocitima Zivotinja tretiranih cisplatinom (p<0,01). Razlika u nivou TBARS
kod ispitivanih protektivnih efekata preparata nije bila znac¢ajna u odnosu na CIS grupu, iako je
nivo lipidne peroksidacije u eritrocitima bio smanjen. AOE je najvise uticao na smanjenje

koncentracije TBARS u eritocitima, u poredenju sa ostala dva preparata.
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Grupa K — kontrolna grupa zdravih pacova kojima je aplikovan fizioloski rastvor; Grupa CIS — kontrolna grupa bolesnih pacova kojima je i.p.
jednokratno aplikovan cisplatin u dozi od 8 mg/kg TT; Grupe AE, AOE i AS — grupe pacova kojima su oralno aplikovani AE i AOE u dozi od
100 mg/kg TT i AS u dozi od 1,7 ml/kg TT tokom tokom 10 dana; Grupe AE+CIS, AOE+CIS i AS+CIS — grupe pacova kojima su oralno
tokom 10 dana aplikovani AE i AOE u dozi od 100 mg/xg TT i AS u dozi od 1,7 ml/xg TT i treCeg dana eksperimenta i.p. jednokratno cisplatin u
dozi od 8 mg/kg TT; Vrednosti prikazuju srednju vrednost + standardnu devijaciju (N=8). Stubovi predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne
linije standardne devijacije. Razli¢ita slova iznad stubova pokazuju statisticki znacajnu razliku u koncentraciji biohemijskih parametara izmedu
grupa (p<0,01; Tukey test).

Slika 4.7.2. Aktivnost KAT u plazmi i nivoi TBARS u eritrocitima pacova.
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4.7.3. Uticaj ekstrakata i soka aronije na koncentraciju inflamatornih markera (TNF-a i

IL-6) u plazmi pacova sa cisplatinom-indukovanim oStecenjima

U plazmi pacova odredivana je koncentracija markera inflamacije (citokina TNF-a 1 IL-
6) kako bi se utvrdio uticaj ispitivanih preparata aronije na nastalu inflamaciju koja se javlja kao
posledica primene cisplatina. Efekti AE, AOE i AS prikazani su na Slici 4.7.3.

Nivoi citokina u plazmi pacova grupe tretirane cisplatinom bili su znacajno veéi u
poredenju sa kontrlnom grupom zdravih pacova (p<0,01). Koncentracija TNF-a bila je pove¢ana
u grupama koje su dobijale ekstrakt (AE) i sok (AS) aronije u kombinaciji sa cisplatinom u
odnosu na kontrolu (K) (p<0,01), a neznatno smanjena u poredenju sa koncentracijom u
cisplatinom tretiranoj grupi (CIS). Statisticki znacajno smanjenje koncentracije TNF-a u odnosu
na koncentraciju u CIS grupi, utvrdeno je samo kod pacova AOE+CIS grupe (p<0,01).

Ekstrakti aronije doveli su do znafajnog smanjenja nivoa IL-6 u grupama tretiranim
cisplatinom, u poredenju sa nivoima u kontrolnoj cisplatinom tretiranoj grupi (p<0,01).
Koncentracije se nisu statistiCki znacajno razlikovale od onih u kontrolnoj grupi K, $to ukazuje
na izrazene protektivne efekte ekstrakata, posebno AOE. Sok aronije nije pokazao znacajno

smanjenje nivoa citokina u odnosu na koncentraciju u CIS grupi.
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Grupa K — kontrolna grupa zdravih pacova kojima je aplikovan fizioloski rastvor; Grupa CIS — kontrolna grupa bolesnih pacova kojima je i.p.
jednokratno aplikovan cisplatin u dozi od 8 mg/kg TT; Grupe AE, AOE i AS — grupe pacova kojima su oralno aplikovani AE i AOE u dozi od
100 mg/kg TT i AS u dozi od 1,7 ml/kg TT tokom tokom 10 dana; Grupe AE+CIS, AOE+CIS i AS+CIS — grupe pacova kojima su oralno
tokom 10 dana aplikovani AE i AOE u dozi od 100 mg/xg TT i AS u dozi od 1,7 ml/xg TT i treCeg dana eksperimenta i.p. jednokratno cisplatin u
dozi od 8 mg/kg TT; Vrednosti prikazuju srednju vrednost + standardnu devijaciju (N=8). Stubovi predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne
linije standardne devijacije. Razli¢ita slova iznad stubova pokazuju statisticki znacajnu razliku u koncentraciji biohemijskih parametara izmedu
grupa (p<0,01; Tukey test).

Slika 4.7.3. Nivoi citokina (TNF-a i IL-6) u plazmi pacova.
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4.7.4. Uticaj ekstrakata i soka aronije markere oksidativnog ostecenja i lipipidne
peroksidacije u tkivu bubrega pacova

Efekti AE, AOE i1 AS na aktivnost KAT, koncentraciju redukovanog glutationa (GSH) i
novoe TBARS u tkivu bubrega pacova sa cisplatinom-indukovanim oste¢enjem prikazani su na
Slici 4.7.4.

Nivoi TBARS pokazuju da je cisplatin doveo do porasta lipidne peroksidacije u tkivu
bubrega (p<0,01). Porast je utvrden i kod pacova u grupama koje su dobijale preparate aronije u
kombinaciji sa citostatikom, ali je on u poredenju sa vrednostima TBARS u CIS grupi bio nesto
nizi. Kod grupe koja je primala cisplatin i AOE tokom deset dana eksperimenta utvrdena je
statistiCki znaCajna razlika u nivoima TBARS sa kontolnim grupama zdravih 1 bolesnih pacova
(p<0,01).

Aktivnost katalaze u tkivu bubrega kao pokazatelj nivoa antioksidativne zastite u tkivima,
bila je znacajno smanjena usled efekta citostatika (p<<0,01). Preparati aronije u kombinaciji sa
cisplatinom uti€u na neznatno povecanje aktivnosti KAT, u odnosu na CIS grupu, iako je
aktivnost enzima znacajno smanjenja u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0,01). Rezultati
pokazuju porast aktivnosti KAT u tkivu bubrega pacova grupe koja je tretirana ekstraktom
aronije (AE), Sto bi moglo ukazivati na to da i sam ekstrakt pojacava antioksidativnu zastitu u
tkivima.

Koncentracija redukovanog glutationa (GSH) u tkivu bubrega, kao neenzimskog
antioksidanta, bila je znaCajno smanjenja kod pacova koji su tretirani cisplatinom (p<0,01).
Preparati aronije nisu imali znacajan uticaj na nivoe GSH, §to se moze uociti iz prilozenih
rezulatata. Koncentracija GSH kod pacova koji su dobijali AE ili AS u kombinaciji sa
citostatikom znacajno je snizena u poredenju sa kontrolnim grupama zdravih i bolesnih pacova

(p<0,01).

95



Doktorska disertacija Milica Milutinovic

TBARS (nmol/mg proteina) KAT (mmol/mg proteina)
7 7 9 -
6 - 8 1
7 -
5 .
6 .
4 - 5 -
3 1 41
3 -
5 -
2 .
1 -] I 1 - i l
0 - 0 -
AE+CIS AOE+CIS AS+CIS AE+CIS AOE+CIS AS+CIS
GSH (nmol/mg proteina)

4 -
3 -
C
2 -
1 A
0 -

AE+CIS AOE  AOE+CIS AS AS+CIS

Grupa K — kontrolna grupa zdravih pacova kojima je aplikovan fizioloski rastvor; Grupa CIS — kontrolna grupa bolesnih pacova kojima je i.p. jednokratno aplikovan cisplatin u dozi od 8 mg/kg TT;
Grupe AE, AOE i AS — grupe pacova kojima su oralno aplikovani AE i AOE u dozi od 100 mg/kg TT i AS u dozi od 1,7 ml/kg TT tokom tokom 10 dana; Grupe AE+CIS, AOE+CIS i AS+CIS —
grupe pacova kojima su oralno tokom 10 dana aplikovani AE i AOE u dozi od 100 mg/kg TT i AS u dozi od 1,7 ml/kg TT i treCeg dana eksperimenta i.p. jednokratno cisplatin u dozi od 8 mg/kg TT;
Vrednosti prikazuju srednju vrednost + standardnu devijaciju (N=8). Stubovi predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije standardne devijacije. Razli¢ita slova iznad stubova pokazuju statisticki
znacajnu razliku u koncentraciji biohemijskih parametara izmedu grupa (p<0,01; Tukey test).

Slika 4.7.4. Nivoi TBARS, GSH i aktivnost KAT u tkivu bubrega pacova.
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4.7.5. Uticaj ekstrakata i soka aronije na koncentraciju inflamatornih markera (TNF-a,

IL-6 i IL-1p) u tkivu bubrega pacova

Koncentracije citokina TNF-a, IL-6 i IL-15 odredjivane u tkivu bubrega pacova i uticaj
ispitivanih preparata na oSteCenja indukovana cisplatinom prokazani su na Slici 4.7.5.
Koncentracija inflamatornih citokina znacajno je povecana kod pacova tretiranih cisplatinom
(p<0,01), sa najve¢im porastom koncentracije IL-14. Preparati aronije uticali su na smanjenje
inflamacije nastale kao posledica cisplatinom izazvanog oste¢enja u bubregu. Nivoi svih merenih
citokina bili su sniZeni u odnosu na novoe izmerene kod pacova u CIS grupi. AOE 1 AS imali su

vidno izrazenije protektivno dejstvo u poredenju sa AE.
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Grupa K — kontrolna grupa zdravih pacova kojima je aplikovan fizioloski rastvor; Grupa CIS — kontrolna grupa bolesnih pacova kojima je i.p. jednokratno aplikovan cisplatin u dozi od 8 mg/kg TT;
Grupe AE, AOE i AS — grupe pacova kojima su oralno aplikovani AE i AOE u dozi od 100 mg/kg TT i AS u dozi od 1,7 ml/kg TT tokom tokom 10 dana; Grupe AE+CIS, AOE+CIS i AS+CIS —
grupe pacova kojima su oralno tokom 10 dana aplikovani AE i AOE u dozi od 100 mg/xg TT i AS u dozi od 1,7 ml/kg TT i tre¢eg dana eksperimenta i.p. jednokratno cisplatin u dozi od 8 mg/kg TT;
Vrednosti prikazuju srednju vrednost + standardnu devijaciju (N=8). Stubovi predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije standardne devijacije. Razli¢ita slova iznad stubova pokazuju statisticki
znacajnu razliku u koncentraciji biohemijskih parametara izmedu grupa (p<0,01; Tukey test).

Slika 4.7.5. Nivoi citokina (TNF-a, IL-6 i IL-1§) u tkivu bubrega pacova.
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4.7.6. Uticaj ekstrakata i soka aronije markere oksidativnog osteéenja i lipipidne
peroksidacije u tkivu jetre pacova

Aktivnost KAT, novoi GSH i TBARS kao pokazatelja lipidne peroksidacije u tkivu jetre
pacova 1 uticaj razliCitih preparata aronije (AE, AOE 1 AS) prikazani su na Slici 4.7.6.
Koncentracije TBARS u homogenatima tkiva ukazuju na porast intenziteta lipidne peroksidacije
u grupama pacova tretitanih cisplatinom (p<0,01). Efekti preparata aronije mogu se uociti kroz
smanjenje nivoa TBARS u grupama koje su dobijale kombinaciju preparata i cisplatina.
Najizrazeniji bili su efekti AOE, kada se nivoi TBARS statisti¢ki znacajno ne razlikuju od onih u
kontrolnoj grupi zdravih zivotinja (p>0,05).

Efekti koje su prouzrkovali preparati aronije vezani za porast aktivnosti KAT u tkivu
jetre u poredenju sa efektima samog cisplatina bili su znacajni (p<<0,01). Uoceno je da je doslo da
smanjenja aktivnosti KAT u jetri nakon primene citostatika, a ovo smanjenje je bilo mnogo
manje kada su se koristili preparati aronije u kombinaciji sa cisplatinom, narocito u slucaju
primene ekstrakata.

Nivoi GSH u tkivu jetre bili su znacajno smanjeni u grupama koje su primale cisplatin
(p<0,01). Preparati aronije izazvali su neznatno povecanje nivoa GSH u poredenju sa izmerenim

koncentracijama kod pacova CIS grupe, ali ovo povecanje nije bilo statisti¢ki znacajno.
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Grupa K — kontrolna grupa zdravih pacova kojima je aplikovan fizioloski rastvor; Grupa CIS — kontrolna grupa bolesnih pacova kojima je i.p. jednokratno aplikovan cisplatin u dozi od 8 mg/kg TT;
Grupe AE, AOE i AS — grupe pacova kojima su oralno aplikovani AE i AOE u dozi od 100 mg/kg TT i AS u dozi od 1,7 ml/kg TT tokom tokom 10 dana; Grupe AE+CIS, AOE+CIS i AS+CIS —
grupe pacova kojima su oralno tokom 10 dana aplikovani AE i AOE u dozi od 100 mg/xg TT i AS u dozi od 1,7 ml/kg TT i tre¢eg dana eksperimenta i.p. jednokratno cisplatin u dozi od 8 mg/kg TT;
Vrednosti prikazuju srednju vrednost + standardnu devijaciju (N=8). Stubovi predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije standardne devijacije. Razli¢ita slova iznad stubova pokazuju statisticki
znacajnu razliku u koncentraciji biohemijskih parametara izmedu grupa (p<0,01; Tukey test).

Slika 4.7.6. Nivoi TBARS, GSH i aktivnost KAT u tkivu jetre pacova.
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4.7.7. Uticaj ekstrakata i soka aronije na koncentraciju inflamatornih markera (TNF-a,
IL-6 i IL-1p) u u tkivu jetre pacova

Na Slici 4.7.7. prikazane su koncentracije inflamatornih citokina u tkivu jetre pacova sa

cisplatinom indukovanim oSte¢enjima 1 uticaj ispitivanih preparata aronije (AE, AOE i1 AS) na

nivoe inflamatornih markera. Rezultati pokazuju prisutnu inflamaciju u tkivu jetre, uocljiv je

znaajan porast koncentracija ispitivanih citokina (p<0,01). Preparati aronije koriS¢eni su

kombinaciji sa citostatikom, doveli su do manjeg porasta koncentracije inflamatornih citokina u

tkivu jetre, a ovi efekti bili su najizraZeniji kod IL-15.
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Grupa K — kontrolna grupa zdravih pacova kojima je aplikovan fizioloski rastvor; Grupa CIS — kontrolna grupa bolesnih pacova kojima je i.p. jednokratno aplikovan cisplatin u dozi od 8 mg/kg TT;
Grupe AE, AOE i AS — grupe pacova kojima su oralno aplikovani AE i AOE u dozi od 100 mg/kg TT i AS u dozi od 1,7 ml/kg TT tokom tokom 10 dana; Grupe AE+CIS, AOE+CIS i AS+CIS —
grupe pacova kojima su oralno tokom 10 dana aplikovani AE i AOE u dozi od 100 mg/xg TT i AS u dozi od 1,7 ml/kg TT i tre¢eg dana eksperimenta i.p. jednokratno cisplatin u dozi od 8 mg/kg TT;
Vrednosti prikazuju srednju vrednost + standardnu devijaciju (N=8). Stubovi predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije standardne devijacije. Razli¢ita slova iznad stubova pokazuju statisticki
znacajnu razliku u koncentraciji biohemijskih parametara izmedu grupa (p<0,01; Tukey test).

Slika 4.7.7. Nivoi citokina (TNF-a, IL-6 i IL-18) u tkivu jetre pacova.
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4.7.8. Histopatoloske analize tkiva pacova

U Tabeli 4.7.8.1. prikazan je stepen osteCenja bubrega kod pacova razliitih grupa po
unapred utvrdenoj skali: do 25% (-), od 25 do 50% (+), od 50 do 75% (++) i ve¢i od 75% (+++).
Histopatoloska analiza tkiva bubrega (Slika 4.7.8.1. i 4.7.8.2.) kontrolne grupe pacova (a), kao i
pacova koji su tretirani ekstraktima i sokom aronije (b-d) ukazuje na nepromenjenu morfologiju
bubrega, sa glomerulima i tubulima normalnog izgleda. U grupi pacova koji su tretirani
cisplatinom jednokratno u dozi od 8 mg/kg, uo€ena je izmenjena morfologija tkiva bubrega sa
jako izraZenom vakuolarnom i masnom degeneracijom, kao 1 deskvamacijom tubulskog epitela 1
oStecenjem Cetkastog pokrova (“brush border”) proksimalnih tubula. Prisutna je kongestija
intertubularnih kapilara sa umerenim zapaljenskim infiltratom. U pojedinim proksimalnim 1
distalnim tubulima je uocena fokalna nekroza. Takode, primeceno smanjenje dijametra pojedinih
glomerula i kongestija kapilara glomerula. Perjodna kiselina-Sifovo (PAS) bojenje preparata je

koriS¢eno za detekciju oSte¢enja bazalne membrane i citoplazme tubulskog epitela.

Tabela 4.7.8.1. Morfoloske promene u tkivu bubrega

x GRUPA
MORFOLOSKE PROMENE U

TKIVU BUBREGA K AE AOE ES AE+CIS AOE+CIS AS+CIS CIS
Deskvamacija epitela tubula - - - - - ++ ++ +++
Fokalna nekroza proksimalnih ) ) ) ) ) + + N
tubula
Fokalna nekroza distalnih tubula - + + +
Ostecenje cetkastog pokrova - - - - + ++ +++
Vakuolarna (‘iegeneracija o ) ) + et 4t
tubulskog epitela
Mflsna degeneracija tubulskog L ) ) + et e
epitela
Kongestija glomerula - - - - + ++ ++ ++
Kon.gestija intertubularnih e A 4 4 + r et it
kapilara
Zapaljenski infiltrat - - - - - ++ ++ ++
Smanjenje dijametra glomerula - - - - - + + +

K — kontrolna grupa zdravih pacova; AE, AOE, AS — kontrolne grupe zdravih pacova koji su dobijali
ekstrakt (AE), ekstrakt ostatka nakon cedenja soka (AOE) i sok (AS) aronije oralno, tokom 10 dana; CIS -
efekti cisplatina (8 mg/kg, i.p.); AE+CIS, AOE+CIS, AS+CIS — protektivni efekti ekstrakta (AE+CIS),
ekstrakt ostatka nakon cedenja soka (AOE+CIS) i soka (AS+CIS) aronije kod cisplatinom-indukovane
nefrotoksicnosti. Stepen oste¢enja do 25% (-), od 25 do 50% (+), od 50 do 75% (++) i veéi od 75% (+++).
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Slika 4.7.8.1. Morfoloske promene u tkivu bubrega pacova (H&E, 200X); a — kontrola (K); b - ekstrakt
aronije (AE); c- ekstrakt ostatka nakon cedenja soka aronije (AOE); d - sok aronije (AS); e — cisplatin
(CIS); £ - cisplatin + ekstrakt aronije (AE+CIS); g — cisplatin + ekstrakt ostatka nakon cedenja soka
(AOE+CIS); h - cisplatin + sok aronije (AS+CIS).
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Slika 4.7.8.2. MorfoloSke promene u tkivu bubrega pacova (PAS, 200X); a — kontrola (K); b - ekstrakt
aronije (AE); c- ekstrakt ostatka nakon cedenja soka aronije (AOE); d - sok aronije (AS); e — cisplatin
(CIS); £ - cisplatin + ekstrakt aronije (AE+CIS); g — cisplatin + ekstrakt ostatka nakon cedenja soka
(AOE+CIS); h - cisplatin + sok aronije (AS+CIS).
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Histopatoloski nalaz tkiva bubrega pacova iz grupa koje su tretirane cisplatinom i
preparatima aronije pokazuje manje izrazene promene u odnosu na grupu tretiranu samo
citostatikom, $to ukazuje na protektivne efekte ovih preparata. U Tabeli 4.7.8.1. se moze se
videti da je naizraZeniji protektivni efekat ekstrakta aronije (AE), kojim su tretirati pacovi nakon
jednokratne doze cisplatina (8 mg/kg TT) (Slika 4.7.8.1. 1 4.7.8.2, f), u poredenju sa efektima
koje ispoljavaju AOE i AS. Pokazalo se da je ekstrakt aronije znacajno smanjio deskvamaciju i
ostecenje Cetkastog pokrova epitela proksimalnih tubula, koja je izrazena kod grupe pacove
tretiranth samo cisplatinom. Ekstrakt aronije je uticao 1 na smanjenje nekroze proksimalnih i
distalnih tubula bubrega, koja je uocena kod cisplatinom tretirane grupe, kao i vakuolarne 1
masne degeneracije tubulskog epitela. Kongestija glomerula 1 intertubularnih kapilara je bila
primetno smanjena u poredenju sa oSteCenjima koje je uzrokovao cisplatin (Slika 4.7.8.1. 1
4.7.8.2, e). Zapaljenski infiltrat je bio prisutan kod grupa koje su tretirane AOE 1 AS u
kombinaciji sa citostatikom, dok je izostao kod grupe koja je tretirana AE i cisplatinom. Kod
grupe pacova koji su tretirani AOE u kombinaciji sa citostatikom, doslo je do manjih poboljSanja
u smislu deskvamacije tubulskog epitela, oStecenje Cetkastog pokrova i kongestije intertubulskih
kapilara (Slika 4.7.8.1.14.7.8.2, g). Sok aronije je pokazao najslabije protektivno dejstvo, koje se
moze uociti samo kao smanjenje deskvamacije epitela bubreznih tubula (Slika 4.7.8.1.14.7.8.2,
h). Smanjenje dijametra glomerula, koje je primeceno kod grupe pacova tretiranih cisplatinom je
bilo manje izrazeno samo kod pacova tretiranih ekstraktom, dok ostala dva preparata nisu
prevenirala ovo oStecenje.

U Tabeli 4.7.8.2. prikazan je stepen oSteCenja jetre kod pacova razli¢itih grupa, po
unapred utvrdenoj skali do 25% (-), od 25 do 50% (+), od 50 do 75% (++) 1 ve¢i od 75% (+++).
Histopatoloska analiza tkiva jetre (Slika 4.7.8.3. 1 4.7.8.4.) kontrolne grupe pacova (a), kao i
pacova koji su tretirani ekstraktima i sokom aronije (b-d) ukazuje na nepromenjenu morfologiju
jetre, sa hepatocitima koji su rasporedeni u trabekulama radijalno od centralne venule i
razdvojeni sinusoidima sa Kupferovim c¢elijama. U kontrolnim preparatima, hepatociti su
poligonalni, sa eozinofilnom i granuliranom citoplazmom 1 sa jednim ili dva jedra. U grupi
pacova koji su tretirani cisplatinom (Slika 4.7.8.3. 1 4.7.8.4, e) jednokratno u dozi od 8 mg/kg
uocena je izmenjena morfologija tkiva jetre sa nekrozom hepatocita. Pored toga, primecen je 1
povecan broj Kupferovih ¢elija, izraZena dezorganizacija trabekula i kongestija centralne venule.

Prisutna je 1 perivenularna sinusoidna dilatacija sa kongestijom sinusoida, kao i vakuolarna
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degeneracija hepatocita. Mestimi¢no se moze uociti i fibroza portnih prostora. Kod grupa pacova
tretiranih preparatima aronije u kombinaciji sa cisplatinom moze se uoc€iti smanjenje nekroze
hepatocita izazvane ovim citostatikom, koja je cak i izostala kod grupe pacova tretirane
ekstraktom aronije. Vakuolarna degeneracija i kongestija sinusoida takode su smanjenje usled
protektivnih efekata preparata aronije. Kod grupe tretirane ekstraktom aronije i cisplatinom
uoceno je manje povecanje broja Kupferovih ¢elija u poredenju sa cisplatin-kontrolom. PAS
bojenjem uocen je znacajan gubitak glikogenskih depoa hepatocita kod grupa koje su tretirane
cisplatinom (Slika 4.7.8.4, e,f,g,h). Gubitak glikogena je bio manje izrazen primenom ekstrakata

aronije.

Tabela 4.7.8.2. Morfoloske promene u tkivu jetre

MORFOLOSKE GRUPA
PROMENE U TKIVU
JETRE K AE AOE ES AE+CIS AOE+CIS AS+CIS CIS
Nekroza hepatocita - - - - - + ++ +++
Vakuolarna degeneracija - - - - ++ ++ ++ +++
Kongestija sinusoida ++ ++ ++ 4+
dPielli;lt‘;i?jl:llarna sinusoidalna ) ) ) - - i et
lr’oY.eéan broj Kupferovih } ) ) ) - et et et
Celija
Dezorganizacija trabekula - - - - ++ +++ 4+ +++
Kongestija centralne venule - - - - ++ ++ ++ ++
Smanjenje depoa glikogena - - - - ++ ++ +++ +++

K — kontrolna grupa zdravih pacova; AE, AOE, AS — kontrolne grupe zdravih pacova koji su dobijali
ekstrakt (AE), ekstrakt ostatka nakon cedenja soka (AOE) i sok (AS) aronije oralno, tokom 10 dana;
CIS - efekti cisplatina (8 mg/kg, i.p.); AE+CIS, AOE+CIS, AS+CIS — protektivni efekti ekstrakta
(AE+CIS), ekstrakt ostatka nakon cedenja soka (AOE+CIS) i soka (AS+CIS) aronije kod cisplatinom-
indukovane nefrotoksi¢nosti. Stepen ostecenja do 25% (-), od 25 do 50% (+), od 50 do 75% (++) i
veéi od 75% (+++).
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Slika 4.7.8.3. MorfoloSke promene u tkivu jetre pacova (H&E, 200X); a — kontrola (K); b - ekstrakt
aronije (AE); c- ekstrakt ostatka nakon cedenja soka aronije (AOE); d - sok aronije (AS); e — cisplatin
(CIS); f - cisplatin + ekstrakt aronije (AE+CIS); g — cisplatin + ekstrakt ostatka nakon cedenja soka
(AOE+CIS); h - cisplatin + sok aronije (AS+CIS).
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Slika 4.7.8.4. MorfoloSke promene u tkivu jetre pacova (PAS, 200X); a — kontrola (K); b - ekstrakt
aronije (AE); c- ekstrakt ostatka nakon cedenja soka aronije (AOE); d - sok aronije (AS); e — cisplatin
(CIS); f - cisplatin + ekstrakt aronije (AE+CIS); g — cisplatin + ekstrakt ostatka nakon cedenja soka
(AOE+CIS); h - cisplatin + sok aronije (AS+CIS).
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3. DISKUSIJA

5.1.  HEMIJSKA KARAKTERIZACIJA EKSTRAKATA I SOKA PLODA
ARONIJE

Ekstrakti predstavljaju najznacajniju grupu koncentrovanih biljnih preparata. Prema
konzistenciji, mogu se podeliti na te¢ne, polu¢vrste ili ¢vrste ekstrakte, a za njihovo dobijanje se
koriste droge biljnog ili animalnog porekla. Biljne droge se predhodno pripremaju prema
unapred utvrdenim uslovima u Farmakopejama ili drugim relevantinim propisima, ili ako droga
nije oficinalana prema opsStim propisima definisanim ekstrakcionom tehnikom koja moze biti
maceracija, perkolacija, ultrazvuc¢na ekstrakcija, digestija 1 drugo (Kovacevi¢, 2002; Jovanovic,
2004; Savi¢, 2014). Kao jedan od naj¢es¢e primenjivanih biljnih preparata, smatra se da ekstrakti
ispoljavaju bolje farmakolosko dejstvo od drugih biljnih preparata, ali 1 od izolovanih supstanci
pojedina¢no. Ovo se moze objasniti prisustvom vise razliCitih jedinjenja (aktivnih supstanci) u
ekstraktima koji sinergisticki ostvaruju dejstvo (Evropska Farmakopeja 9.0, 2017; Peta
Jugoslovenska farmakopeja, 2000; Vuleta i sar. 2012; Cujié, 2017).

Postoji mnogo razli¢itih faktora koji mogu uticati na efikasnost same ekstrakcije: metoda
ekstrakcije, izbor/tip rastvaraca koji je koriS¢em, stepen usitnjenosti biljnog materijala,
temperature i trajanje ekstrakcionog postupka, pH vrednost ekstragensa (Cuji¢ i sar, 2015;
Stalikas, 2007). Odabir rastvaraca veoma je vazan parametar za uspesnost ekstrakcije. Veoma je
vazno odabrati rastvaraC prema hemijskim karakteristikama aktivnih principa koje Zelimo da
ekstrahujemo (Stalikas, 2007).

Pored hranljivih materija koje se nalaze u vocu i povréu, poput esencijalnih vitamina i
minerala, postoje brojna jedinjenja koja poti¢u iz biljaka, uklju¢ujuéi polifenolna jedinjenja,
biljna vlakna, karotenoide ili fitosterole, koja aktivno u€estvuju u promociji zdravlja (Fraga i sar,
2019). Najces¢e primenjene metode ekstrakcije polifenolnih jedinjenja kao rastvarac¢ koriste
vodu u kombinaciji sa organskim rastvara¢ima (aceton, etanol, metanol, etil acetat), zavisno od
vrste polifenola prisutnih u biljnom materijalu (Sultana i sar, 2007). Neki od autora pokazali su
da povecanje temperature ekstrakcije moZe biti povezano sa povecanom efikasnoS¢u (Chew i sar,

2011). Vreme trajanja ekstrakcije takode je vaZzan faktor koji moZe uticati na proces oksidacije
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polifenola, ¢ime je moguée smanjiti efikasnost samog postupka i ekstrahovanih jedinjenja (Dai i
Mumper, 2010). Koris¢enje smeSe metanola, etanola i acetona kao ekstragensa uti¢e na
ekstrahovanje i1 drugih nefenolnih jedinjenja (polisaharidi, proteini) iz biljnog materijala, pa je
potrebno takve ekstrakte naknadno precistiti. U farmaceutskoj industriji najéesée se kao rastvarac
za ekstrakciju koristi etanol, pre svega zbog bezbednosti u odnosu na methanol koji je toksican.
Etanol spade u grupu bezbednih rastvarata-GRAS status (engl. Generally recognized as safe)
(Casteneda-Ovando i sar, 2009; Cuji¢, 2017). Zbog toga je za izradu ekstrakata kori¢enih u
naSem istraZivanju, etanol kao rastvaraC bio prvi izbor. Ekstrakcioni uslovi primenjeni u toku
ekstrakcije definisani su od strane Cuji¢ i sar (2016), koji su pod tim uslovima dobili ekstrakte
aronije sa najve¢im sadrzajem aktivnih principa (sito 0,75, rastvara¢ 50% etanol, odnos droga
rastvaraC 1:20, ekstrakciona tehnika maceracija).

Poslednjih godina veoma se istie znac€aj fenolnih jedinjenja u prirodnim proizvodima
zbog njihovih bioloskih aktivnosti (Balasundram 1 sar, 2016). Sadrzaj polifenola usko je povezan
sa nutritivnim 1 senzornim karakteristikama voc¢a 1 povréa (Rinaldo 1 sar, 2010); Ames 1 sar,
1993). Na fenolni sastav 1 bioloska svojstva plodova razli¢itih biljnih vrsta mogu uticati odredeni
faktori kao Sto su sorta, klimatski faktori, vieme Zetve, kao 1 procesi nakon zetve poput susenja,
seCenja, skladiStenja, pakovanja, fermentacije 1 obrade (Patthamakanokporn i sar, 2008;
Rodrigues 1 sar, 2009). Da bi se ocuvale hranljive komponente voca (poput vitamina i
karotenoida), obi¢no se preporucuje susenje proizvoda liofilizacijom (suSenje zamrzavanjem).
Metoda liofilizacije efikasna metoda koja se koristi za oCuvanje proteina, mikroorganizama,
tkiva 1 plazme, proizvodnju komercijalnih proizvoda (farmaceutskih preparata, prirodnih aditiva i
konzervansa za prehrambenu industriju), kao 1 za produzenje roka ¢uvanja hrane sprecavanjem
rasta mikroorganizama, inhibicijom enzimske razgradnje i usporavanjem oksidacije lipida
(Franks, 1998; Abdelwahed i sar, 2006; Pérez-Gregorio i sar, 2011; Chang i sar, 2006).

Preparati aronije koriS¢eni u istrazivanju bili su liofilizovani u cilju o¢uvanja nestabilnih
aktivnih principa, posebno antocijana, §to je potvrdenom istrazivanjem Ciji¢ i sar (2017).
Liofilizacija ili suSenje zamrzavanjem predstavlja Cesto primenjivanu metodu suSenja u
industriji, koja se koristi kako bi se ocuvali termolabilni aktivni principi 1 njihove nutritivne i
zdravstvene vrednosti. lako je process liofilizacije u ekonomskom smislu skuplji 1 vremenski
zametan proces, u poredenju sa konvencionalnim metodama suSenja (susenje u suSnicama) ima

dosta znacajnih prednosti. Konvencionalne metode ukljucuju koriS¢enje visokih temepratura Sto
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dovodi do dehidratacije materijala, uti¢u na koli¢inu aktivnih principa i kvalitet biljnih ekstrakata
ili preparata. Cesto se mogu uoditi i promene organoleptitkih karakteristika §to moZe ograniéiti
njihovu upotrebu u farmaceutskoj industriji (Cujié i sar, 2017). IstraZivanje u kome je vrieno
ispitivanje uticaja razliitih nadina suSenja uzoraka (suSenje u suSnici, rasprSivanjem i
liofilizacija) na ocCuvanje sadrzaja polifenola u soku aronije pokazalo je da je susenje
liofilizacijom dovelo do najveéeg ocuvanja aktivnih jedinjenja (Aizpurua-Olaizola i sar, 2016). S
druge strane, postoje i istrazivanja koja pokazuju da tokom procesa liofilizacije moze do¢i do
smanjenja antioksidativnih svojstava proizvoda voca 1 povréa uzrokovanih razgradnjom
odredenih bioaktivnih jedinjenja (kao Sto su fenolna jedinjenja i askorbinska kiselina) (Shofian 1
sar, 2011; Marques i sar, 2006).

Opste je poznato da se deo od 25% do 50% hrane u nekom trenutku tokom proizvodnje 1
konzumiranja odbaci (Boland i sar, 2013). Udeo ostataka koji zaostaju nakon industrijske
prerade sokova razli¢itog voca krece se od otprilike 15% za grozde do 50% za agrume (citruse)
(Oreopoulou 1 Tzia, 2007). Ovaj otpadni materijal ¢esto je veoma bogat izvor hranjivih materija.
Za smanjenje koli¢ine otpadnih produkata tokom i1 nakon prerade voca, potrebno je povecati
svest proizvodaca o proizvodima koji se do sada smatraju otpadom 1 izgraditi sistematske
strategije za razvoj novih proizvoda koji bi se dobijali koriste¢i otpadne produkte (npr. ostatke
plodova aronije koji zaostaju nakon cedenja soka). Zajedno sa sveS¢u kako proivodaca, tako 1
potroSaca, koriS¢enje preradenih ostataka bobiCastog vo¢a moze doprineti odrzivijoj upotrebi
hrane 1 povecati ukupni profit u prehrambenoj, ali 1 farmaceutskoj industriji (Rohm 1 sar, 2015).
Raspodela polifenola u plodovima bobiCastg voca je neujednacena: samo 10% ukupnih
polifenola nalazi se u pulpi bobica, 28-35% - u spoljaSnjem delu (ovojnici ili koZi) bobica, a
preostalih 60—70% - u semenkama bobica (Heinonen, 2007). Ostaci plodova nakon cedenja
(presovanja) koji sadrze ovojnicu i seme, predstavljaju odlican izvor fenolnih jedinjenja i mogu
se koristiti kao materijal bogat aktivnim polifenolima (Klavins i sar, 2018). Postoje istrazivanja
koja su ispitivala ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz nusproizvoda hrane, i to za jabuku (Pingret i
sar, 2012), otpadne produkte aronije (d'Alessandro i sar, 2014), ili ostaci nakon presovanja
borovnica (Kerbstadt i sar, 2015). Znacajno je napomenuti da sastav i distribucija fenolnih
supstanci u biljnom materijalu zavisi od biljne vrste, pa uslovi njihove ekstrakcije moraju biti

tome prilagodeni (Klavins 1 sar, 2018).
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Ostatak koji zaostaje nakon prerade plodova aronije bogat je izvor aktivnih jedinjenja,
dijetnih vlakana i pektina, i kao takav moze biti upotrebljen za izradu ekstrakata u cilju
koncentrisanja ovih aktivnih principa. U istrazivanju Kapci i saradnika (2013) pokazano je da je
medu razli¢itim proizvodima aronije, polifenolima i antocijanima najbogatiji upravo ekstrakt
dobijen od materijala koji sadrzi ovojnicu ploda i seme (Kapci i sar, 2013). d'Alessandro i
saradnici (2014) ispitivali su optimalne uslove ekstrakcije polifenola iz otpadnih produkata
aronije 1 pokazali da su ekstrakti dobijeni od ovog materijala veoma bogati aktivnim
polifenolima (d'Alessandro 1 sar, 2014).

Rezultati analiza hemijskog sastava ispitivanih preparata ploda aronije pokazali su da je
sadrzaj fenolnih jedinjenja 1 antocijana kao najzastupljenijih bio znacajno veci u ekstraktu
ostatka nakon cedenja soka (AOE) nego u soku (AS) i ekstraktu ploda (AE). Sadrzaj
proantocijanidina takode je bio najve¢i u ovom ekstraktu. Oc¢ekivano je i HPLC analiza aktivnih
jedinjenja pokazala znacajno vecu koncentraciju pojedina¢nih antocijana u AOE, §to ukazuje da
odbacivanjem ovog zaostalog materijala nakon cedenja soka odbacujemo material koji moze biti,
po rezultatima hemijskih ispitivanja, izvor najvece koli¢ine farmakoloski aktivnih jedinjenja.
Antocijani su skoncentrisani upravo u omotacu ploda, a oni u velikoj meri uti¢u na biolosku
aktivnost aronije. Suprotno antocijanima, najveca koli¢ina flavonoida bila je detektovana u
ekstraktu celog ploda aronije (AE), koji je u poredenju sa ostala dva ispitivana preparata sadrzao
najmanju koli¢inu ukupnih polifenola.

Studija koju su sproveli Cuji¢ i saradnici (2018) pokazala da je ekstrakt ploda aronije,
iako su uslovi ekstrakcije bili isti, sadrzao znacajno manju koli¢inu aktivnih principa, u
poredenju sa koli¢inom ukupnih fenola, antocijana i proantocijanidina u ispitivanim preparatima
(Cuji¢ i sar, 2018). Ovo moze biti posledica razli¢itosti u stanistu i godini uzgoja, §to uslovljava i
razli¢ito zemljiSte, klimatske uslove i temperature (plodovi aronije kori$¢eni u nasem istraZivanju
sakupljani su u fazi pune zrelosti, na poljima sertifikovanim za organsku proizvodnju u okolini
Sabca). Takode na procenat aktivnih jedinjenja mogu uticati i uslovi ¢uvanja i skladistenja
plodova. Preparati koje smo ispitivali izradivani su veoma brzo nakon sakupljanja plodova, kako
bi se izbegao moguci uticaj pomenutih faktora na koli¢inu bioloski aktivnih principa i smanjenje
nuntritivne vrednosti ploda.

Dosadasnji literaturni podaci pokazuju da je sadrZaj polifenolnih jedinjenja u razli¢itim

preparatima plodova aronije varijabilan. Naime, sadrZaj ukupnih polifenola u ekstraktima aronije
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varira od 192 do 714,1 mg/g suve materije, dok je u soku o opsegu od 13.32 do 37.29 mg/g sveze
materije (Oszmianski i Wojdylo, 2005; Jurgonski i sar, 2008; Bijak i sar, 2013a,b; Adamska i
sar, 2014; Hwang i sar, 2014; Brzoska i sar, 2015b, Borowska i Brzoska, 2016). Pregledom
literature utvrdeno je da je sadrzaj antocijana u ekstraktima u opsegu od 5,9 do 404,5 mg/g suve
materije (Ryszawa i sar, 2006; Jurgonski i sar, 2008; Bijak i sar, 2013a, 2013b; Brzoska i sar,
2015b; Vlachojannis i sar, 2015), dok je u soku od 5,93 do 11,8 mg/100ml (Handeland i sar,
2014). Pored antocijana koji su identifikovani u nasem istrazivanju HPLC analizom, u literature
se mogu pronaci i1 podaci o drugim antocijanima koji su prisutni u plodu aronije, kao Sto je
cijanidin-3-O-ksilozid (Borowska 1 Brzoska, 2016). Kim 1 saradnici (2013) dokazali su 1
prisustvo glikozida pelargonidina (Kim 1 sar, 2013). Hellstrom i saradnici (2010) su takode
pronasli cijanidin-3-O-galaktozid kao najzastupljeniji u liofilizovanom soku aronije (Hellstrom 1
sar, 2010). Ekstrakt koji su opisali Cuji¢ i saradnici (2018) kao i Ciocoiu i saradnici (2013)
sadrze rutin, hiperozid i kvercetin kao dominantne flavonoide, sli¢no nagim uzorcima (Cujié i
sar, 2018; Ciocoiu 1 sar, 2013). Pokazano je da postoji razlika u aktivnosti i potencijalnim
zdravstvenim koristima izmedu izolovanog trimernog procijanidina C1 1 dimernih procijanidina
B2 i1 BS iz plodova Aronia melanocarpa. Na aktivnost mogu uticati jedinice Se¢era povezane sa
antocijanidinom. Brojna istrazivanja su potvrdila da potencijalne zdravstvene koristi i fizioloSki
efekti antocijana 1 proantocijanidina zavise direktno od strukture ovih jedinjenja (Braunlich 1 sar,
2013).

Poslednjih godina interesovanje nauke bilo je usmereno na istrazivanje bobicastog voca,
njihovih hranljivih vrednosti i mogucih terapijskih efekata (Canadanovic-Brunet i sar, 2019).
Aronija (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott) od davnina se koristi kao bogat izvor bioaktivnih
jedinjenja, uglavnom polifenola. Brojnim studijama su ispitavi hemijski sastav i1 nutritivna
vrednost 4. melanocarpa ploda. Polifenoli kao §to su antocijanini, proantocijanidini, fenolne
kiseline, flavanoni i flavonoli su jedinjenja koja se naj¢eS¢e nalaze u plodovima aronije
(Benvenuti i sar, 2004; Slimestad i sar, 2005). Antocijanini su dominantna flavonoidna jedinjenja
u plodovima i predstavljaju oko 25% ukupnih polifenola. Plodovi sadrZze uglavnom cijanidin-3-
O-galaktozid, cijanidin-3-O-arabinozid, cijanidin-3-O-ksilozid 1 cijanidin-3-O-glukozid
(Oszmianski i Sapis, 1088; Gasiorowski i sar, 1997; Cujié¢ i sar, 2018). Ostatak ploda aronije koji

zaostaje kao otpadni materijal nakon cedenja soka dobija sve ve¢u paznju nau¢nika poslednjih
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godina, upravo zbog veoma visokog sadrzaja fenolnih supstanci (Steyn, 2009; Galvan i sar,

2014; Laroze i sar, 2010).

5.2. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST EKSTRAKATA I SOKA PLODA
ARONIJE

Plodovi 4. melanocarpa veoma su bogati aktivnim jedinjenjima koja uslovljavaju
njihovu biolosku aktivnost. Visok sadrzaj fenolnih jedinjenja, posebno antocijana, korelira sa sa
njihovim izrazitim antioksidativnim delovanjem (Denev 1 sar, 2012). Pregledom literature
utvrdeno je mnostvo farmakoloskih aktivnosti aronije in vivo 1 in vitro. Dokazano je da sok 1
ekstrakt ploda aronije ima gastroprotektivno, antidijabeticko, hepatoprotektivno, protivupalno,
antioksidativno, antivirusno, antimutageno, antikancerogeno 1 radioprotektivno delovanje.
Studije su takode potvrdile hipotenzivne, kardioprotektivne i antiaterogene efekte soka od aronije
(Wu 1 sar, 2004; Borowska 1 Brzoska, 2016; Kulling i Rawel, 2008; Kokotkiewicz i sar, 2010;
Milutinovi¢ 1 sar, 2019). Smatra se da je mehanizam ostvarivanja ovih bioloskih aktivnosti
aronije direktno povezan sa antioksidativnim svojstvima ovih plodova. Literaturni podaci
ukazuju na mogucénost primene preparata aronije u prevenciji i leCenju bolesti koje su posledica
oksidativnog stresa, objasnjavaju¢i in vitro 1 in vivo mehanizme kojima se ostvaruju
antioksidativni efekti. Evidentno je da se in vivo antioksidativni mehanizmi uklju¢uju ne samo
uklanjanje nastalih slobodnih radikala, ve¢ i1 suzbijanje stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih
vrsta, inhibiciju prooksidantnih enzima, obnavljanje antioksidativnih enzima i verovatno uticaj
na ¢elijsku signalizaciju kojom se reguliSu antioksidantni mehanizmi u organizmu (Denev 1 sar,
2012).

Antioksidativna aktivnost ekstrakata i soka ploda aronije ispitivana je pomocu dva in
vitro testa, koja procenjuju antioksidativne efekte ispitivanih preparata ostvarene kroz dva
razli¢ita mehanizma. DPPH test koristi se za procenu antioradikalske aktivnosti ekstrakata i soka,
kroz mehanizam neutrlizacije (“hvatanja”) DPPH' radikala. Naime, slobodni DPPH' radikal
(ljubiCasta boja) reaguje sa fenolnim ili drugim jedinjenjima prisutnim u ekstraktima i soku,
¢ime se prevodi u redukovanu formu (Zuta boja) primajuci jedan proton (metoda transfera
elektrona) (Molyneux, 2003; Huang i sar, 2005). BKL testom ispituje se antilipoperoksidna

aktivnost ekstrakata i soka aronije, kroz mehanizam kompetitivnog obezbojavanja S-karotena.
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Karotenoid (f-karoten) kao efikasan antioksidans sprecava oksidaciju linolne kiseline i nastanak
lipidnih peroksida u prisustvu kiseonika, tako §to se i sam oksiduje (slabi intenzitet zute boje,
obezbojava se). Dodatkom supstanci koje ispoljavaju antioksidativno dejstvo, razgradnja S-
karotena se usporava i boja sistema ostaje zuta (Rogunsky i Lissi, 2005).

DPPH test iako veoma brz i lak za izvodenje, ima i nekih ograni¢enja. Cesto
antioksidanti, koji brzo reaguju sa peroksil radikalima reaguju veoma sporo sa DPPH' radikalom
Takode je pokazano da DPPH' reaguje reverzibilno sa nekim polifenolnim jedinjenjima Sto
rezultira izmenjenim rezultatima (Huang i sar, 2005).

Antioksidativnu  aktivnost fenolnih jedinjenja odreduje nekoliko strukturnih
karakteristika: broj i raspored hidroksidnih grupa, prisustvo 3-OH grupe 1 orto-dihidroksi
supstitucija u B prstenu flavonoida, kao 1 drugih jedinjenja. Dvostruka veza na polozaju 2 ili 3 u
kombinaciji sa kiseonikom na polozaju 4 u C prstenu takode je preduslov za dobro
antioksidativno delovanje (Bors i sar, 1990; Salah i sar, 1995; Rice-Evans 1 sar, 1996).

Medu polifenolima koji su prisutni u aroniji, kvercetin poseduje mnoge strukturne
karakteristike neophodne za antioksidativno delovanje, 1 on se smatra najsnaZnijim
antioksidansom medu monomerima fenola aronije, pra¢en glikozidima cijanidina i hlorogenskom
kiselinom (Denev i sar, 2012). Zheng 1 Vang (2003) su procenili da antocijani, flavonoli i
hidroksicimetne kiseline doprinose oko 59,4% ukupnom antioksidativnom delovanju plodova
aronije ne uzimaju¢i u obzir moguci sinergizam ili antagonizam izmedu pojedinih
antioksidanata. To bi znacilo da se oko 40% antioksidativne aktivnosti aronije moZe pripisati
proantocijanidinima §to ih prema ovom istrazivanju klasifikuje kao jedinjenja koja najvise
doprinose antioksidativnom dejstvu plodova aronije (Zheng i Vang, 2003). Ranija istrazivanja
takode pokazuju da antioksidativno dejstvo aronije moze usloviti i sadrzaj vitamina (vitamin C i
E), karotenoida i mineral (cink, bakar i selen) u plodovima (Valcheva-Kuzmanova i sar, 2007).
Takode je potvrdeno da polifenoli u€estvuju u regeneraciji vitamina C i E (Dai 1 sar, 2008;
Graversen 1 sar, 2008).

Ispitivanjem antioksidativne aktivnosti ekstrakata i soka ploda aronije utvrdeno je da su u
DPPH test sistemu svi ispitivani preparati ispoljili znacajno antioksidativno dejstvo, sa posebnim
osvrtom na ekstrakt ostatka ploda nakon cedenja soka (AOE) koji je bio najefikasniji. DPPH
antiradikalska aktivnost u korelaciji je sa sadrZzajem ukupnih fenola i proantocijanidina u

ekstraktima 1 soku (r=-0,874 1 r=-0,819, p<0,01), Sto moZe ukazivati na znacajan doprinos ovih
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jedinjenja antioksidativnoj aktivnosti preparata. Hemijskom analizom potvrdeno je da AOE
sadrzi 1 najvecu koli¢inu ukupnih fenola i proantocijanidina, u poredenju sa druga dva ispitivana
preparata. Najslabiju antioksidativnu aktivnost ispoljio je ekstrakt (AE), koji je i u pogledu
sadrzaja ukupnih fenola i1 proantocijanidina bio najsiromasniji medu preparatima. Treba
pomenuti i povezanost antiradikalske aktivnosti sa sadrzajem ukupnih antocijana, iako ona nije
bila statisticki znacajna. Flavonoidi, prema podacima iz naseg istrazivanja, ne doprinose
antioksidativnoj aktivnosti odredivanoj u DPPH sistemu, obzirom da je koeficijent korelacije
pozitivnog smera (r=0,904, p<0,01). AE je sadrzao najvecu koli¢inu flavonoidnih jedinjenja,
stoga je 1 njegova antioksidativna aktivnost u skladu sa ovih rezultatima, najslabija.

Ispitivanjem koje je vrSeno pomocu BKL test sistema mozZe se utvrditi da su rezultati
merenja antioksidativne aktivnosti ekstrakata i soka aronije u suprotnosti sa rezultatima
prethodnog testa. Naime, u BKL sistemu najpotentini antioksidans bio je sok (AS) sa najnizom
ICso vrednos¢éu. AOE se ovde pokazao kao najslabiji, dok je AE ispoljio sli¢nu antioksidativnu
aktivnost u dva koriS¢ena test sistema, s tim §to je bolje efekte pokazao u BKL testu (niza ICso
vrednost). Zanimljivo je da je analiza pokazala jaku pozitivhu korelaciju sa ukupnim
antocijanima (r=0,845, p<0,01), Sto bi znacilo da oni ne doprinose ovoj aktivnosti (koeficijent
korelacije je pozitivnog smera). Time se moze objasniti i slabija antioksidativna aktivnost AOE,
obzirom da je ovaj ekstrakt sadrzao najvecu koli¢inu ukupnih antocijana. Jedino su flavonoidi
doprinosili ovoj aktivnosti (koeficijent korelacije negativnog smera), ali taj doprinos se nije
pokazao statisticki znaCajnim. Sok aronije kao najpotentniji antioksidant u BKL test sistemu,
sadrzao je takode veliku koli¢inu polifenola i antocijana, ali verovatno i druga jedinjenja koja su
doprinela antioksidativnoj aktivnosti (vitamin, minerali i drugo).

Jakobek 1 saradnici (2007) ispitivali su antioksidativni kapacitet razliCitih vrsta
bobicastog voca (ploda maline, kupine, jagode i aronije) gajenih na podrucju Slovenije i pokazali
da su ekstrakti ploda aronije najpotentniji antioksidanti u DPPH test sistemu, sa najveéim
sadrzajem polifenola (Jakobek i sar, 2007). Antioksidativna aktivnost polifenolnih jedinjenja in
vivo uslovljena je mnogim faktorima, pre svega njihovom bioraspolozivos¢u. Kako bi aronija
ispoljila in vitro dokazanu antioksidativnu aktivnost, bioloski aktivna jedinjenja moraju biti
apsorbovana, transportovana 1 distribuirana u tkivima, ¢elijama 1 bioloSkim tecnostima.

Kapacitet i efikasnost antioksidanata in vivo moZe se tacno proceniti pomocu nivoa

oksidacije u bioloskim tecnostima i tkivima, kao §to su plazma, eritrociti, urin i cerebrospinalna
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tenost ljudi ili eksperimentalnih zivotinja. Istrazivanje bioraspolozivosti polifenola omogucava
nam da povezemo unos polifenola sa jednom ili viSe preciznih mera njihove bioraspolozivost
(poput koncentracije klju¢nih bioaktivnih metabolita u plazmi i tkivima) i sa njihovim
potencijalnim uticajem na zdravlje kroz sprovodenje epidemioloskih studija (Manach i sar,
2004).

Bioloska raspolozivost razli¢itih polifenolnih jedinjenja znacajno se razlikuje.
Metabolizam antioksidanata predstavlja joS jedan faktor koji znacajno utice na njihovu
bioraspolozivost. Obi¢no su nakon apsorpcije polifenoli podvrgnuti konjugacijama: metilaciji,
sulfatciji ili glukuronidaciji. Zanimljivo je da za razliku od drugih flavonoida koji se apsorbuju 1
izlu€uju, vecina antocijana ne podleZze ekstenzivnom metabolizmu antocijanidina do
glukuronida, sulfata, ili metil derivata (Miyazava 1 sar, 1999; McGhie 1 sar, 2003; Ichiianagi 1
sar, 2005). Struktura nastalih metabolita moze biti potpuno drugacija od strukture pocetnog
jedinjenja, Sto bi znacilo da metabolit ne mora ispoljiti iste efekte. Merenje koncentracija
metabolita u plazmi predstavlja dobre markere bioraspoloZivosti, ali i one mogu varirati u skladu
sa prirodom fenolnog jedinjenja i mogu biti veoma niske (obi¢no su nanomolarne do niskih
mikromolarnih) (Hollman 1 sar, 1997; Graefe i1 sar, 2001). Od polifenola prisutnih u plodu
aronije, katehin 1 kvercetin se efikasnije apsorbuju nego antocijani, koji se u plazmi pojavljuju u

vrlo niskim koncentracijama (Miyazava i sar, 1999; Cao 1 sar, 2001; Matsumoto i sar, 2001).

5.3. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST EKSTRAKATA I SOKA PLODA
ARONIJE

Polifenoli razli¢itih biljnih vrsta ispoljavaju znacajnu antimikrobnu aktivnost 1 prirustvo
ovih jedinjenja u ekstraktima upravo doprinosi inhibiciji rasta i uniStavanju mikroorganizama
(Rauha i sar, 2000). Antimikrobna aktivnost aronije dokumentovana je brojnim ranijim
istrazivanjima. Pregledom literature moze se uociti da je antimikrobno dejstvo aronije i njenih
preparata uglavnom posledica delovanja proantocijanidina (Denev i sar, 2019). Iako je toksi¢nost
taninskih jedinjenja prema mikroorganizmima dobro dokumentovana, Denev 1 saradnici (2019)
po prvi put ukazuju na to da su kondenzovani tanini aronije glavnodeluju¢i antimikrobni agensi
ovih plodova (Denev i sar, 2019). Do sada predloZeni razli¢iti mehanizmi za objasnjenje

antimikrobne aktivnosti tanina ukljucuju inhibiciju ekstracelularnih mikrobioloSkih enzima,
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uklanjanje supstrata potrebnih za rast mikroba ili direktno dejstvo na metabolizam
mikroorganizama putem inhibicije oksidativne fosforilacije (Scalbert, 1991). Studija Taguri i
saradnika (2004) pokazala je da su razliCite vrste polifenola, ukljuujuéi katehin i njihove
proizvode oksidacije - proantocijanidine i tanine koji podlezu hidrolizi, dobri antibakterijski
agensi protiv Cetiri grupe bakterija poreklom iz hrane. Autori su zaklju¢ili da osetljivost bakterija
na polifenole zavisi od bakterijskih vrsta i strukture polifenola i pokazali su vaznost 3,4,5-
trihidroksifenil grupa za ispitivano antimikrobno delovanje (Taguri i sar, 2004). Denev i
saradnici (2019) u svom istrazivanju pokazali su proantocijanidini efikasni protiv bakterije
Proteus vulgaris, ali sa 25 puta ve¢im koncentracijama u poredenju sa antibiotikom (Denev 1 sar,
2019).

Treba napomenuti da ne postoje dokazi da su polifenolna jedinjenja aronije, narocito
proantocijanidini, toksi¢ni ili da imaju Stetne efekte karakteristicne za antibiotike. Zbog toga,
kondenzovani tanini iz plodova aronije mogu da ispoljavaju svoja antimikrobna svojstva protiv
sojeva Staphilococcus aureus 1 Proteus vulgaris G u gastrointestinalnom traktu (GIT-u), zavisno
od njihove koncentracije (Scalbert 1 Villiamson, 2000). Mnoga polifenola jedinjenja se u maloj
meri ili uopSte ne apsorbuju u GIT-u. Antocijani koji su Siroko rasprostranjeni u mnogim
biljkama slabo se apsorbuju iz tankog creva. Pojavljuju se u krvi i urinu u nanomolarnim
koncentracijama, pa znaCajne koli¢ine verovatno prelaze u kolon gde dolazi do bakterijske
razgradnje. Sli¢no antocijanima, i proantocijanidini, koji su jaki antioksidanti in vitro, imaju
veoma ograni¢enu apsorpciju u GIT-u. Oligomeri ve¢i od trimera verovatno se nec¢e apsorbovati
iz tankog creva u nepromenjenim oblicima (Denev 1 sar, 2012).

Istrazivanja su pokazala da su antocijanini aktivni protiv razli¢itih mikroorganizama,
medutim Gram (+) bakterije su obi¢no osjetljivije na djelovanje antocijana od G (-). Mehanizmi
koji su u osnovi antimikrobne aktivnosti antocijana uklju¢uju 1 membranske i unutarcelijske
interakcije ovih jedinjenja (Cisowska 1 sar, 2010). lako se pojedini flavonoidi dobro apsorbuju iz
GIT-a, maksimalne koncentracije u plazmi su im vrlo niske, delom zbog brzog metabolizma u
tkivima ili bakterijske razgradnje u kolonu (Hallivell i sar, 2005). PoSto je apsorpcija fenolnih
jedinjenja nepotpuna, vec¢ina prolazi kroz GIT i kao takva dolazi u debelo crevo. Njihovo lokalno
delovanje ipak moze biti veoma vazno jer je debelo crevo posebno izloZzeno oksidanativnim i

inflamatornim procesima, €iji su uzro¢nici veoma ¢esto prisutni mikrorganizmi.
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Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti ekstrakata i soka ploda aronije pokazala su
da ovi preparati mogu biti efikasni u odbrani od razli¢itih patogenih bakterija koje se mogu naci
u GIT-u. Ovi preparati vrSe inhibiciju rasta bakterija i gljiva, bez ispoljene baktericidne
aktivnosti u ispitivanim koncentracijama. Stoga mogu biti efikasno sredstvo u prevenciji
gastrointestinalnih infekcija, kao i dobro pomo¢no lekovito sredstvo pri antibiotskoj terapiji. Nije
utvrdenja znaCajna razlika u aktivnosti izmedu tri ispitivana preparata (AE, AOE i AS), sa
izuzetkom bolje aktivnosti AOE protiv Bacillus cereus soja (MIC = 6,25 mg/ml), kao i slabijeg
antimikrobnog dejstva soka prema Pseudomonas aeruginosa (MIC = 50 mg/ml). Ekstrakti 1 sok
ispoljili su jacu aktivnost prema koriS¢enim G (+) sojevima, u poredenju sa G (-) 1 fungalnim
sojem.

Najbolji efekti primeceni su kod Enterococcus faecalis 1 Enterobacter aerogenes, a efekti
su bili istovetni za sva tri preparata sa MIC koje su iznosile 1,56 mg/ml. E. faecalis je G (+)
anaerobna bakterija 1 moZe biti veoma Cesto uzrok lokalnih ili sistemskih nozokomijalnih
infekcija. To su infekcije koje najeS¢e zahvataju urinarni trakt, ali mogu uzrokovati i
abdominalne infekcije, bakterijemije, infekcije rana 1 endokarditis kao najozbiljniji oblik.

E. faecalis je otporna bakterija na ekstremne temperature i razne druge faktore sredine,
ali 1 rezistentna na mnoge antibiotike $to je €ini ozbiljnim zrdavstvenim problemom danasnjce
(Murray, 1998; Kosti¢, 2019). Zbog enterokokne multirezistentnosti na mnoge antibiotike kao
Sto su aminoglikozidi, cefalosporini, penicilin, pa €ak i vankomicin i teikoplanin, leCenje ovih
infekcija je veoma komplikovano (Gilmore, 2002).

Enterobacter aerogenes jeste anaerobna G (-) bakterija koja se moze nac¢i u hrani,
mle¢nim proizvodima, vodi, ali i GIT-u ljudi i Zivotinja (Gayet i sar, 2003). Cest je uzro¢nik
intrahospitalnih infekcija, respiratornih, gastrointestinalnih i urinarnih infekcija (cistis) (Brooks i
sar, 2007; Janda 1 Abbott, 2006; Mihajilov-Krstev, 2009). I ova bakterija pripada
multirezistentnim bakterijama, naroCito prema penicilinima i cefalosporinima, a mnogi sojevi
otporni su 1 na tetracikline, streptomicin, fluorohinolone, hloramfenikol, kao i na druge
aminoglikozide (Greenwood 1 sar, 2002; Kosti¢, 2019). E. aerogenes sposobna je da razvije
rezistenciju na antibiotike pre nego on dostigne potrebnu koncentraciju za njeno unistenje, tako
da to dodatno stvara terapijski problem (Chevalier i sar, 2004).

Ekstrakti 1 sok aronije bili su vrlo efikasni in vitro protiv E. faecalis 1 E. aerogenes

bakterijskog soja, Sto ih ¢ini dobrim pomo¢nim sredstvima u odbrani od ovih infekcija ili pak
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dobrim polaznim supstancama za sintezu novih antimikrobnih lekova. Nesto slabiju aktivnost, ali
znacajnu, preparati aronije ispoljili su prema soju Staphylococcus aureus (MIC = 6,25 mg/ml).
S. aureus pripada velikoj grupi stafilokoka koje su veoma otporne na poviSene temperature i
uslove sredine, a nalaze se u spoljasnjoj sredini, vodi, vazduhu, hrani i normalan su deo flore
nosne sluzokoze (Mihajilov-Krstev, 2009). S. aureus ili drugacdije nazvan zlatni stafilokok jeste
anaerobna G (+) bakterija koja je veoma patogena i uzrokuje mnoge infekcije (kozne infekcije,
rinitis, laringitis, pneumoniju, ali i artritis, meningitis, endokarditis, gastroenteritis i druge)
(Kosti¢, 2019). Otporna je na dejstvo penicilinskih antibiotika, a postoji 1 multirezistentni soj —
MRSA (meticilin rezistentni Staphylococcus aureus) koji izaziva veoma teske infekcije koje su
najcesce hospitalne. U leCenju ovih infekcija koriste se antibiotici sa glikopetidnom strukturom
npr. vankomicin, kojih je danas veoma malo (Boucher i Corey, 2008; Foster, 1996; Taylor i
Unakal, 2017).

Dobre antibakterijske efekte ispitivani preparati ispoljili su na bakterijskim sojevima
Bacillus cereus, Listeria monocytogenes 1 Salmonella enteritidis, sa MIC = 12,5 mg/ml. AOE je
imao najbolje efekte prema soju B.cereus (MIC = 6,25 mg/ml), Sto bi se moglo objasniti
najve¢im sadrzajem polifenolnih jedinjenja u ovom ekstraktu. Bakterije iz roda Bacillus
pripadaju aerobnim ili fakultativno anaerobnim bakterijama veoma otporim na dejstvo
temperature, zamrzavanja, susenja, kao i1 procese zracenja. Ove bakterije rezistentne su i1 na
process pasterizacije hrane, tako da se veoma ¢esto hranom mogu prenositi ili u njoj perzistirati
(FDA, 2012). Simptomi infekcije ovom bakterijom obi¢no se javljaju kao GIT poremecaji,
vodenaste stolice, mucnina, povracanje, bolovi u stomaku ili gréevi, nakon uzimanja
kontaminirane hrane. Bakterije su otporne na dejstvo penicilina i cefalosporina, tako da se u
terapiji nastalih infekcija koriste drugi antibiotici poput aminoglikozida, eritromicina, tetraciklina
i dr. (FDA, 2012; Bottone, 2010). Obzirom na in vitro antibakterijsku aktivnost, mozemo
predpostaviti da se preparati aronije mogu koristiti kako u leCennju, tako i u prevenciji infekcija
uzrokovanih ovom bakterijom. Takode bi se mogli dodavati hrani, uz pretpostavku da tu mogu
ispoljiti svoje antimiktobno dejstvo i inhibirati rast B. cereus. u kontaminiranim namirnicama.

Listerioze, infekcije izazvane bakterijskim sojem Listeria monocytogenes, veoma su
teSke infekcije koje se manifestuju kroz dve forme: invazivna i neinvazivna. Invazivna forma je
ozbiljna infekcija sa duzim periodom inkubacije, koja moze zavrSiti letalno i pojavom

meningitisa ili sepse. Neinvazivna infekcija je blaza forma, koja se manifestuje kao GIT
121



Doktorska disertacija Milica Milutinovic¢

infekcija (febrilni gastroenteritis) ¢iji samptomi traju samo par dana. Infekcije L. monocytogenes
lece se beta-laktamskim antibioticima, penicilinima, osim kod pacijenata koji su alergicni pa se
kod njih mora primeniti trimethoprim-sulfametoksazol (Kosti¢, 2019).

Salmonella enteritidis je fakultativno anaerobna G (-) bakterija koja je slabo otporna u
spoljasnjoj sredini i primarni je crevni patogen kod ljudi i zivotinja (Jovanovic¢ i sar, 1999). Sa
umerenom aktivno$¢u protiv ovih bakterija, preparati aronije mogu biti dobra antimirobna
sredstva u prevenciji ili pomoéna lekovita sredstva u tretmanu ovih bakterijemija, mada je
neophodno sprovesti 1 in vivo ispitivanja koja bi potvrdila efekte. Najslabiju aktivnost preparati
su ispoljili prema sojevima Escherichila coli 1 Proteus mirabilis, iako inhibicija rasta ovih
bakterija nije u potpunosti izostala (MIC = 50 mg/ml). Na ispitivanom fungalnom soju, Candida
albicans, preparati su ispoljili umerenu antigungalnu aktivnost sa MIC od 25 mg/ml.

Podaci iz literature dokazuju antibakterijske efekte aronije protiv bakterija Escherichia
coli (Braunlich 1 sar, 2013b), Bacillus cereus (Braunlich i sar, 2013b; Liepina i sar, 2013),
Staphilococcus aureus 1 Pseudomonas aeruginosa (Liepina 1 sar, 2013), kao 1 protiv bakterija
odgovoranih za razvoj infekcija urinarnog trakta (Handeland i sar, 2014). Uzimajuéi u obzir 1
antiinflamatorna svojstva (Appel 1 sar, 2015) 1 antibakterijsko delovanje ekstrakata i soka aronije
(Braunlich 1 drugi 2013b; Liepina i drugi 2013; Handeland 1 drugi 2014), moZe se pretpostaviti
da proizvodi ploda aronije mogu biti korisni u prevenciji i leCenju bakterijskih infekcija, kao

dopuna antibiotskoj terapiji.

5.4. SPAZMOLITICKA AKTIVNOST EKSTRAKATA I SOKA PLODA
ARONIJE NA IZOLOVANOM ILEUMU PACOVA

Funkcionalni gastrointestinalni (GIT) 1 poremecaji pokretljivosti creva smatraju se
naj¢es¢im GIT poremecajima medu ljudskom populacijom. Glavni simptomi se javljuju u
srednjem ili donjem delu GIT-a 1 obi¢no ukljuuju spazam, mu¢ninu, nadutost, bol u trbuhu i niz
drugih simptoma poremecaja defekacije (Parkman 1 sar, 2006; Drossman i sar, 2000).
PatofizioloSki mehanizmi funkcionalnih poremecaja GI nisu u potpunosti razja$njeni i
konvencionalna medicina nije uvek efikasna u njihovom lecenju, pa se veoma cesto pacijenti
okre¢cu komplementarnoj 1 alternativnoj medicini (American College of Gastroenterology

Functional Gastrointestinal Disorders Task Force i sar, 2009).

122



Doktorska disertacija Milica Milutinovic¢

Gastrointestinalni sistem ima tri osnovne funkcije u organizmu a to su unos, razgradnja i
apsorpcija hranjivih materija, kao 1 eliminacija produkata metabolizma i1 varenja hrane.
Digestivni sistem se sastoji od niza medusobno povezanih organa specificne grade i svojstvene
funkcije, sa pojedinim zajednickim anatomskim karakteristikama kao $to su prisustvo seroznog,
misi¢nog, submukoznog i mukoznog sloja (Kosti¢, 2019). MiSi¢ni sloj gastrointestinalnih organa
graden je od glatkih miSi¢éa koji mogu da budu cirkularni (unutrasnji) i longitudinalni
(spoljasnji). Izmedu ovih miSi¢nih slojeva nalazi se mijentericki (Auerbahov) nervni pleksus koji
omogucava stalni prenos akcionog potencijala i Kajlove (inersticijumske) Celije koje ostvaruju
osnovni ritam prenosom elektricnog stimulansa poroznim vezama na miSiéni sloj. U ¢elijama
glatkih miSi¢a nalaze se spori kalcijumsko — natrijumski kanali koji omogucéavaju ulazak jona
kalcijuma (Ca®") i natrijuma (Na") ¢ime se generiSe akcioni potencijal glatkih misica. Glatki
misi¢i GIT-a mogu proizvesti spore talase (spontana elektri¢na aktivnost) koji obi¢no ne dovode
do kontrakcije ve¢ samo do promene membranskog potencijala 1 pojacane aktivnosti
natrijumskih kanala. Drugi vid elektri¢ne aktivnosti glatkih miSic¢a digestivnog trakta jesu Siljati
akcioni potencijali (Siljci) koji dovode do pojave kontrakcija (Brankovi¢ i sar, 2016, Kostic,
2019).

U zdravom organizmu, proces kontrakcije ¢elija glatkih miSi¢a reguliSe se uglavnom
receptorskom 1 mehanickom (istezanjem) aktivacijom kontraktilnih proteina miozina 1 aktina.
Promena membranskog potencijala, izazvana nastankom akcionog potencijala moze izazvati
kontrakciju. Da bi doSlo do kontrakcije, kinaza lakog lanca miozina (MLC kinaza) mora
fosforilisati laki lanac miozina, omogucavaju¢i molekularnu interakciju miozina i aktina.
Energija oslobodena iz ATP-a miozinskom aktivnoSéu ATP-aze rezultira ciklizacijom
miozinskih popre¢nih mostova sa aktinom uzrokujuéi kontrakciju. Kontraktilna aktivnost u
glatkim miSi¢ima odredena je prevashodno stanjem fosforilacije lakog lanca miozina $to je
regulisan proces (Webb, 2003).

Kontrakciju glatkih miSi¢a pokrece kalcijumom posredovana promena u ¢elijama. Kao
odgovor na specifi¢ne nadrazaje u éelijama glatkih misiéa, unutaréelijske koncentracije Ca*" jona
se povecavaju, 1 dolazi do gradenja proteinskog kompleksa kalcijum-kalmodulin. Ovaj kompleks
vrsi aktivaciju MLC kinaze za fosforilaciju lakog lanca miozina. Koncentracija Ca®" u citozolu
povecava se otpusStanjem iz unutarcelijskih skladiSta kao Sto je sarkoplazmatski retikulum, kao 1

ulaskom iz vanéelijskog prostora preko kalcijumovih kanala (receptorski kanali za Ca*").
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Agonisti (norepinefrin, angiotenzin II, endotelin i dr.) se vezuju za receptore, spajaju sa
heterotrimernim G proteinom ¢ime stimuliSu aktivnost fosfolipaze C. Ovaj enzim je specifi¢an
za membranski lipidni fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat koji katalizuje stvaranje dve potentna
sekundarna glasnika: inozitol trisfosfat (IP3) i diacilglicerol (DG). Vezivanje IP3 za receptore
sarkoplazmatskog retikuluma rezultira oslobadanjem Ca*" u citozol. DG, zajedno sa Ca*" aktivira
protein kinazu C (PKC), koja fosforiliSe specificne ciljne proteine. U vecini glatkih misi¢a, PKC
ima efekte koji podsti¢u kontrakciju, kao $to je fosforilacija Ca?" kanala ili drugih proteina koji
reguliSu formiranje popre¢nih aktin-miozin mostova. Joni Ca®" vezuju se za kalmodulin, §to
dovodi do aktivacije miozinske kinaze lakog lanca (MLC kinaza). Ova kinaza vrsi fosforilaciju
lakih lanaca miozina, pa se u kombinaciji sa aktinom pojavljuje ciklicki poprecni most, Sto
inicira skracenje Celije glatkog misi¢a (Webb, 2003).

Opustanje (relaksacija) glatkih miSi¢a nastaje ili kao rezultat uklanjanja kontraktilnog
nadrazaja ili direktnim delovanjem supstanci koje izazivaju inhibiciju kontraktilnog mehanizma.
Proces relaksacije zahteva smanjenu koncentraciju Ca** jona unutar éelije i poveéanu aktivnost
MLC fosfataze. Sarkoplazmatski retikulum 1 ¢elijska membrana sadrZe kalcijum-magnezijum-
ATP-aze koje uklanjaju Ca®’ iz citozola. Na ¢elijskoj membrani se takode nalaze Na/Ca®*
kanali. Tokom relaksacije zatvaraju se voltazno zavisni kalcijumovi kanali u membrani, Sto
rezultira smanjenim ulaskom Ca?"u éeliju (Webb, 2003).

Gastrointestinalni trakt ¢ini niz cevastih organa koji obraduju progutanu hranu, apsorbuju
vodu 1 hranjive materije i eliminiSu otpadne produkte metabolizma. Spoljni slojevi zida creva su
miSi¢na tkiva (funica muscularis) koja obezbeduju sile potrebne za meSanje crevnog sadrzaja i
premestanje hrane, vode 1 otpadnih materija kroz digestivni sistem. U ljudskom
gastrointestinalnom traktu, misi¢i u proksimalnim delovima dve tre¢ine jednjaka i u spoljnjem
analnom sfinkteru su poprecno prugasti; ostatak tfunice muscularis sadrzi ¢elije glatkih miSica.
Gastrointestinalni miSi¢i su autonomni - stvaraju spontanu elektricnu ritmi¢nost 1 kontrakcije
uslovljene unutrasnjim Ca®*-osetljivim mehanizmima. GlatkomiSiéne éelije GIT-a koje se
samostalno kontrahuju nisu u stanju da proizvedu korisne pokrete; medutim, elektri¢ni i1
mehanicki spojevi formirani sa susednim ¢elijama stvaraju sincicijum koji olakSava koordinaciju
kontrakcija hiljada celija. Ovaj nivo kontrahovanja jo§ uvek nije dovoljan za stvaranje
pokretljivosti gastrointestinalnog sistema 1 pokretanje luminalnog sadrzaja. Vise nivoa

regulatornih ¢elija 1 mehanizama, ukljucujuéi intersticijumske ¢elije, motorne neurone, hormone,
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parakrine supstance i medijatore zapaljenja, uklju¢eno je u misi¢nu aktivnost da bi se stvorile
kotrakcije. Takode, treba napomenuti da tkiva glatkih miSi¢a gastrointestinalnog trakta nisu
homogena. Razlike postoje u funkciji kruznih i uzduznih misic¢a. Takode, postoje vazne razlike u
elektricnim i mehani¢kim aktivnostima u razli¢itim regionima organa i u sfinkterima koji
razdvajaju organe (Sanders i sar, 2012).

Funkcija gastrointestinalnog sistema regulisana je pomoc¢u brojnih sloZzenih mehanizama
koji obuhvataju nervne, parakrine i hormonske. Nervna regulacija celija gastrointestinalnog
sistema obuhvata spolja$nju (autonomni nervni sistem) i unutrasnju inervaciju (entericki nervni
sistem) (Brankovi¢, 2016; Kosti¢, 2019). Endokrina kontrola GI sistema obuhvata delovanje
gastrointestinalnih hormona iz endokrinih ¢elija, koji putem cirkulacije dospevaju do ciljnih
¢elija 1 tu se vezuju za odgovarajuce receptore (gastrin, grelin, gastricni inhibitorni peptid,
holecistokinin, motilin, sekretin, i glukagonu slican peptid 1) (Track, 1980; Kosti¢, 2018).
Parakrina kontrola funkcije GI trakta zasniva se na sekreciji supstanci od strane Celija GI sistema
u meducelijski prostor (endokrina funkcija GIT-a) koje utiCu na susedne celije (histamin,
somatostatin i serotonin) (Brankovi¢, 2016; Kosti¢, 2019).

Digestivni sistem kontrolisan je parasimpatickim i simpatiCkim nervnim sistemom.
Preganglijska parasimpaticka vlakna koja polaze iz mozdanog stable (nervus vagus) i sakralnog
dela ki¢mene mozdine zavrSavaju se u zidovima organa GIT-a, dok postganglijska
parasimpaticka vlakna pripadaju enteriCkom nervnom sistemu i na svojim zavrSecima oslobadaju
acetilholin. Simpaticka preganglijska vlakna koja polaze iz kicmene mozdine, zavrSavaju se na
simpatickim prevertebralnim 1 paravertebralnim ganglijama, dok su postganglijska vlakna
zaduzena za inervaciju glatke muskulature GIT-a 1 na njihovim zavrSetcima oslobada se
noradrenalin. Noradrenalin se vezuje za adrenergicke receptore i time dovodi do smanjenje
pokretljivosti creva, dok se acetilholin vezuje za muskarinske receptore i stimuliSe motilitet

creva (Slika 5.4) (Brankovi¢, 2016; Kosti¢, 2019).
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Slika 5.4. Kontrola funkcije gastrointestinalnog sistema (preuzeto i adaptirano od Sanders i saradnika,
2012).
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Biljni preparati imaju dugu istoriju upotrebe kao spazmoliticka sredstva. Nedavne studije
su dokazale spazmolitiCke efekte farmakoloski aktivnih jedinjenja u brojnim biljnim vrstama.
Spazmoliticka aktivnost obi¢no se postize modulacijom neurotransmiterske aktivnosti, uticu¢i na
kalijumske 1 kalcijumske kanale ili delimi¢no blokiraju¢i oslobadanje kalcijumovih jona iz
sarkoplazmatskog retikuluma (Martinez-Pérez 1 sar, 2018; Go¢manac Ignjatovi¢ i sar, 2017).

Fizioloski efekti ekstrakta i soka aronije na aktivnost glatkih misi¢a gastrointestinalnog
trakta ispitivani su kod eksperimentalnih zivotinja (pacova). Podaci o ulozi preparata aronije u
lecenju funkcionalnih poremecaja gastrointestinalnog sistema i motiliteta creva nisu do sada
objavljeni. Rezultati su pokazali da ekstrakti i sok aronije mogu ublaziti kontrakcije glatkih
miSica ileuma pacova i mogu biti korisni u le¢enju spomenutih poremecaja.

Podaci iz literature pokazuju da su flavonoidi izazvali in vitro 1 in vivo spazmoliticke
efekte na ileumu, materici i bronhijama pacova (Meli i sar, 1990; Di Carlo 1 sar, 1994; Hammad 1
Abdalla, 1997; Revuelta i sar; 1997; Rotondo i sar, 2009). Takode je otkriveno da kvercetin
moZe izazvati inhibiciju spontanih kontrakcija dvanaestopalacnog creva (Santos Fragundes 1 sar;

2015). Morales i saradnici (1994) su pokazali inhibicijske efekte kvercetina na K™ indukovane
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kontrakcije izolovanog ileuma zamorca, kao i kalcijum-antagonisticke efekte i inhibiciju crevnih
kontrakcija glatkih mi$i¢a indukovanih Ca** jonima (Morales i sar, 1994).

Kontraktilnost ~ gastrointestinalnog sistema regulisana je brojnim fizioloskim
mehanizmima i posrednicima (Goyal i Hirano, 1996; Gilani i sar, 2008). Dosadasnjim
istrazivanjima dokazano je da biljni ekstrakti, sokovi plodova i etarska ulja relaksiraju glatku
muskulaturu uglavnom putem uticaja na influks Ca>" jona (Pavlovi¢ i sar, 2017; Brankovié i sar,
2015; Omara i sar, 2016). Da bi smo potvrdili da su preparati aronije delovali na ovaj nacin,
istrazan je moguci mehanizam delovanja na kontraktilnost ileuma pacova. Da bi se to postiglo,
ispitivano je kako razliCiti preparati mogu uticati na spontanu, acetilholinom, histaminom,
kalcijum hloridom, barijum hloridom 1 kalijjum hloridom indukovane kontrakcije glatkih miSica,
kao 1 na kontrakcije u prisustvu inhibitora azotoksid sintaze (L-NAME).

Pregledom literature utvrdeno je da biljni ekstrakti i njihovi aktivni metaboliti ispoljavaju
spazmoliticke efekte kroz inhibiciju spontanih kontrakcija izolovanog ileuma pacova (Brankovi¢
1 sar, 2011; Kiti¢ 1 sar, 2012). Spontane ritmicke kontrakcije i opuStanje glatkih miSi¢a creva
regulisani su nervnim 1 humoralnim faktorima, ili brojnim neurotransmiterima enterickog
nervnog sistema (Walsh i Singer, 1980). Rezultati istrazivanja pokazuju da su preparati aronije
znatno smanjili kontraktilnost glatkih misi¢a ileuma. Ekstrakt aronije (AE) i ekstrakt ostatka
nakon cedenja soka (AOE) pokazali su se boljim inhibitorima spontanih kontrakcija ileuma
pacova od soka (AS). Glavni antocijan, cijanidin-3-O-galaktozid, takode je inhibirao spontanu
kontrakciju, zavisno od koncentracije. Spazmoliticki efekat je bio reverzibilan nakon ispiranja
tkiva Tirodovim rastvorom.

Gastrointestinalna kontraktilnost regulisana je pomocu viSe fizioloskih medijatora.
Oslobadanje acetilholina iz ekscitacijskih holinergi¢nih neurona i aktiviranje muskarinskih
receptora u crevnim ¢elijama glatkih misica igraju vaznu ulogu u stimulaciji miSi¢nih kontrakcija
(Hu 1 sar, 2010; Hu 1 sar, 2012). Nasi rezultati pokazali su da su preparati aronije izazvali
koncentracijski zavisnu inhibiciju kontrakcije indukovane acetilholinom. Medutim, potpuna
relaksacija nije postignuta. Primeceni su bolji spazmoliticki efekti ekstrakta ploda aronije, u
poredenju sa druga dva ispitivana preparata, i to u u koncentraciji od 1,5 mg/ml. U prisustvu
acetilholina, indukovane kontrakcije inhibirane su dodatkom cijanidin-3-0O-galaktozida.

Visoka koncentracija K™ jona uzrokuje kontrakcije glatkih misi¢a otvaranjem voltaZno-

zavisnih kalcijumovih kanala, omogucavaju¢i kretanje vancelijskog kalcijuma ka unutrasnjosti
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Sto rezultuje depolarizacijom i tonickom kontrakcijom. Voltazno-zavisni kalcijumovi kanali
reguliSu peristalticke pokrete creva (Karaki i Wies, 1983). Rezultati su pokazali da preparati
aronije 1 najzastupljeniji antocijan znacajno dozno-zavisno inhibiraju kontrakcije izolovanog
ileuma pacova izazvane dodatkom rastvora KCI (80 mM).

Ekstrakti i sok aronije inhibiraju kontrakcije izolovanog ileuma pacova indukovane CaCl,
u medijumu oslobodenom od Ca*' jona. Spazmoliti¢ki efekti aronije na inhibiciju Ca®*
indukovane kontrakcije ukazuju na moguce prisustvo aktivnih jedinjenja koja mogu inhibirati
kalcijumske kanale (Godfraind 1 sar, 1986).

Jo§ jedan od moguéih mehanizama kontraktilnosti creva ukljucuje barijumove jone (Ba?")
koji mogu da indukuju kontrakciju glatkih miSi¢a depolarizacijom membrane 1 otvaranjem
voltaZzno-zavisnih kalcijumovih kanala (Karaki 1 sar, 1986). Literaturni podaci ukazuju na to da
je BaCl, neselektivni blokator kalijumovih kanala (Liu i sar, 2001). Blokadom K" kanala dolazi
do depolarizacije membrane ¢elija glatkih miSica ileuma i indukovanja kontrakcije. Verovatno je
da BaCl, svoje efekte ostvaruje mobilizacijom intracelularnog Ca®" i poveéanjem koncentracije
kalcijumovih jona. Ispitivani preparati aronije indukovali su statisticki znacajnu inhibiciju
kontrakcija izazvanih BaCl,.

Histamin je induktor kontraktilnosti glatkih misi¢a GIT-a, putem depolarizacije
membrane, Sto dovodi do povecane ekscitabilnosti (Hemming i sar, 2000; Matsumoto 1 sar,
2004). Ekstrakti 1 sok aronije koncentracijski zavisno su inhibirali kontrakcije indukovane
histaminom.

L-NAME se koristi kako bi inhibirao sintezu azot oksida. U ileumu pacova, prethodno
dodavanje L-NAME nije uticalo na relaksantni efekat preparata aronije. Rezultati sugeriSu da
NO nije ukljuCen u relaksantne mehanizme ekstrakata i1 soka. Stoga se moze zakljuciti da je
relaksantna aktivnost ovih preparata uglavnom posledica njihovog uticaja na kalcijumove kanale
i influks Ca*" jona. Treba napomenuti da su sva tri ispitivana preparata pokazala odli¢ne
spazmoliticke efekte. Ekstrakti su ispoljili nesto bolje efekte od soka.

Literaturni podaci ukazuju na mogucu gastroprotektivnu aktivnost bobifastog voca.
Istrazivanje koje su sproveli Matsumoto 1 saradnici (2004) pokazalo je da metanolni ekstrakt
crne Cokolade ima zaStitni efekat u suzbijanju oSteéenja Zeludacne sluzokoZe izazvanih
primenom etanola (Matsumoto i1 sar, 2004). Metanolni ekstrakt Rubus fruticosus inhibirao je

spontane i KCl-indukovane kontrakcije u izolovanom jejunumu kuni¢a (Ali 1 sar, 2013).
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Spazmoliticka aktivnost soka ploda Ribes nigrum demonstrirana je u istrazivanju Miladinovi¢ 1
saradnika (2018), gde je dokazano znacajno smanjenje crevne kontraktilnosti i inhibicija
kontrakcija glatkih miSi¢a putem razli¢itih mehanizama (Miladinovi¢ 1 sar, 2018). NaSe
istrazivanje pokazalo je da dominantni antocijan ploda aronije, cijanidin-3-0-galaktozid, inhibira
spontane, acetilholinom i kalijum-hloridom izazivane kontrakcije u izolovanom ileumu pacova.
Spazmoliticki efekti ispitivanih ekstrakata i soka mogli bi biti posredovani aktivnoséu
dominantnog jedinjenja. Spazmoliticki efekat aronije verovatno je posledica sinergisticke
aktivnosti cijanidin-3-O-galaktozida i drugih prisutnih aktivnih jedinjenja. Rezultati ukazuju na
mogucénost primene ploda aronije i preparata u kontroli pokretljivosti creva, ali se ovi podaci

moraju potvrditi klini¢kim studijama.

5.5. VAZORELAKSANTNA AKTIVNOST EKSTRAKATA I SOKA
PLODA ARONIJE NA IZOLOVANOJ AORTI PACOVA

PoviSeni krvni pritisak predstavlja veoma znaCajan faktor rizika za nastanak
kardiovaskularnih bolesti i mozdanog udara. Procenjeno je da bi smanjenje sistolnog krvnog
pritiska za 3 mmHg kod ljudi smanjilo smrtnost od moZdanog udara (za 8%) 1 koronarnih bolesti
srca (za oko 5%) (Stamler, 1991). Kod odraslih starosne dobi izmedu 40 1 89 godina utvrdena je
direktna veza izmedu krvnog pritiska i rizika od smrtnosti usled kardiovaskularnih oboljenja 1
mozdanog udara (Lewington i sar, 2002). Zbog toga bi odrzavanje niskog krvnog pritiska tokom
zivota trebalo da bude prioritet, a samim tim je i identifikacija i1 karakterizacija supstanci i
preparata koji mogu uticati na snizenje krvnog pritiska od ogromnog znacaja. Pored toga,
upotreba nutritivnih smernica u ranoj fazi hipertenzije moze odloziti poc¢etak antihipertenzivne
terapije (Appel, 2009). 1z tih razloga istraZivanje efekata lekovitih prirodnih proizvoda koji se
mogu upotrebljavati u ishrani na zdravom vaskularnom tkivu, od velikog je interesa (Sacks 1i
Kass, 1988).

Postoje studije koje su proucavale efekte plodova razliitog voca ili voénih sokova na
snizenje krvnog pritiska. Pokazano je da plodovi bobicastog voca poput crne ribizle i brusnice
mogu uticati na smanjenje krvnog pritiska (Iwasaki-Kurashige i sar, 2006; Maher 1 sar, 2000;
Miladinovi¢, 2015). Crne ribizle takode ispoljavaju snazna vazorelaksantna svojstava (Iwasaki-

Kurashige i sar, 2006).
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Nasi rezultati pokazuju da ekstrakti i sok aronije imaju visok antioksidativni kapacitet i
bogati su polifenolnim jedinjenjima, Sto upucuje na to da bi mogli biti korisni u lecenju
poremecaja koji u osnovi ima oksidativni stres. Kada je u pitanju vaskularna funkcija, postoje
dokazi da se oksidativni stres moZze uticati na razvoj hipertenzije i inhibicija nastanka reaktivnih
vrsta kiseonika moze da uzrokuje snizenje krvnog pritiska (Gonenc i sar, 2012; Wu i sar, 2012).

Epidemioloski podaci sugeriSsu da je konzumiranje proizvoda koji sadrze antocijane
povezan sa nizim rizikom od kardiovaskularnih bolesti, ukljucujuéi infarkt miokarda (Szmitko i
Verma 2005; Lippi) 1 drugi 2010; Cassidi 1 drugi 2013). Proizvodi od aronije (ekstrakti i sokovi)
dovode do inhibicije oksidativnog stresa i upalnih procesa u krvnim sudovima, koji doprinose
razvoju poremecaja kardiovaskularnog sistema. Posebno je naglaSeno da je zastitna uloga aronije
na kardiovaskularni sistem rezultat njenih antioksidativnih 1 antiinflamatornih svojstava
(Naruszevicz 1 drugi 2003, 2007; Kovalczik 1 drugi 2005; Bell and Gochenaur 2006; Broncel 1
drugi 2007, 2010; Olas 1 drugi 2008a; Zapolska-Dovnar 1 drugi 2008; 2012; Kedzierska 1 drugi
2011; Duchnovicz and drugi 2012; Bijak 1 drugi 2013a).

Sto se ti¢e mehanizma delovanja u vaskularnom tkivu, ve¢inom se vazorelaksantni
efekati pripisuju povecanom otpustanju azot(Il)oksida (NO) iz endotela (Nakashima i sar, 2011;
Edirisinghe i sar, 2011). Medutim, neke studije dokazale su ulogu K" kanala u posredovanju
vazorelaksantnih efekata polifenola (Byun i sar, 2012; Matsui i sar, 2009; Iwasaki-Kurashige i
sar, 2006). S obzirom na veoma vaznu ulogu kalijumskih kanala u kontrakciji vaskularnog
glatkog misica (Ko 1 sar, 2008), pretpostavka je da bilo koji efekat ekstrakata i soka aronije na
vaskularnom endotelu moze biti posredovan, barem jednim delom, aktiviranjem K' kanala.
Jonski kanali u membranama celija kardiovaskularnog sistema predstavljaju znacCajna mesta
preko kojih polifenolna jedinjenja ostvaruju svoje efekte u vaskularnom tkivu. Studije upucuju
na to da se efekti vazorelaksacije polifenola ostvaruju inhibicijom Ca®" kanala i/ili aktiviranjem
K" kanala u ¢elijama krvnih sudova (Proti¢, 2013).

Pokazano je da se ritmicke kontrakcije glatkih miSi¢a krvnih sudova in vitro javljaju ili
kao odgovor na agonist ili spontano (Hill 1 sar, 1999; Haddock i Hill, 2005). Ritmickim
kontrakcijama prethodi stanje hiperpolarizacije ¢elijske membrane $to je uzrokovano otvaranjem
K" kanala aktiviranih kalcijumom (Jackson, 1988; Okazaki i sar, 2003). Na primer, ritmic¢ke

kontrakcije kao odgovor na fenilefrin (FE) nastaju depolarizacijom ¢elijske membrane, a priliv
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Ca?" jona posledica je otvaranja voltazno zavisnih Ca** kanala (Haddock i Hill, 2005; Oishi i sar,
2002).

Dodatkom FE dolazi do stimulacije alfa-adrenergickih receptora Sto dovodi do
depolarizacije membrane ¢elija glatkih misica, Sto rezultira vazokonstrikcijom i1 poveéanjem
koncentracije Ca** unutar ¢elije. Istovremeno, azot-oksid endotelna-sintetaza (eNOS) stimulisana
intracelularnim Ca®" iz vaskularnih éelija glatkih miSi¢a oslobada NO i indukuje poveéani
izlazak K putem protein kinaze G koja vrsi repolarizaciju vaskularnih Celija glatkih miSic¢a

otvaranjem K" kanala (Slika 5.5) (Palacios i sar, 2013).
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FE — fenilefrin; Ach —acetilholin; eNOS- endotelna azotoksid sintetaza; PKG — protein
kinaza G; SR — sarkoplazmatski retikulum; IP3 — inozitol-3-fosfat.

Slika 5.5. Kontrakcija glatkih misi¢a krvnih sudova (preuzeto i adaptirano od Palacios i saradnika, 2013)

Rezultati su pokazali dobru vazorelaksantnu aktivnost preparata aronije na modelu
izolovane aorte pacova. Relaksacija je bila uslovljena otpuStanjem NO, S§to je pokazano
dodatkom L-NAME (blokatorom azot-oksid sintaze) kada je doslo do smanjenja relaksacije aorte

usled blokiranja sinteze NO. Relaksacija je bila procentualno ve¢a kod FE-indukovanih
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kontrakcija u poredenju sa KCl-indukovanim kontrakcijama, ali je u oba sluc¢aja doslo do
relaksiranja glatke muskulature aorte u prirustvu AE, AOE i AS. Moze se zakljuciti da bi
preparati aronije mogli biti efikasni u kontroli krvnog pritiska ili dobro pomo¢no sredstvo pri

antihipertezivnoj terapiji, ali je svakako neophodno potvrditi ova dejstva klinickim ispitivanjima.

5.6. PROTEKTIVNI EFEKTI EKSTRAKATA I SOKA ARONIJE KOD
PACOVA SA AKUTNIM OSTECENJEM BUBREGA I JETRE
1ZAZVANIM CISPLATINOM

Kancer (rak) smatra se jednim od najceS¢ih uzroka smrti u celom svetu. Sve veca
ucestalost pojave malignih tumora medu populacijom razlicite starosne dobi uslovljava povecanu
upotrebu hemoterapijskih lekova. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (SZO) u
2012. godini prijavljeno je oko 14 miliona novoobolelih pacijenata i 8,2 miliona umrlih od
posledica ove bolesti, stoga se rana dijagnoza i adekvatno lecCenje smatraju jednim od najvaznijih
mera za smanjenje smrtnosti (SZO, 2015). Mnoga trenutno dostupna hemoterapijska sredstva
koja se koriste u leCenju razli¢itih vrsta malignih tumora ispoljavaju brojne kratkotrajne i/ili
dugorocne nezeljene efekte, Sto uslovljava njihovu ograni¢enu terapijsku upotrebu (Glezerman 1

Jaimes, 2016).

5.6.1. Nefrotoksicnost cisplatina — protektivni efekti ekstrakata i soka aronije

njegove uloge u metabolizmu 1 izlu¢ivanju. Faktori koji povecavaju nefrotoksicnost lekova su
brojni. Protok krvi kroz bubreg omogucuje transport lekova do tkiva bubrega gde visoka
metabolicka aktivnost celija povecava rizik od njihove nefrotoksi¢nosti. Bubrezni tubuli,
naroCito proksimalni segment tubula, putem endocitoze ili transportnih proteina omogucavaju
unos lekova ili toksi¢nih supstanci, a velika brzina transporta rezultira njihovom visokom
unutarcelijskom koncentracijom gde se zatim podvrgavaju ekstenzivhom metabolizmu, Sto
dovodi do stvaranja potencijalno toksicnih metabolita i reaktivnih vrsta kiseonika (ROS).
BubreZna biotransformacija lekova u toksi¢ne metabolite 1 nastanak ROS-a nadvladava lokalne
antioksidantivne mehanizme. Povecana koncentracija lekova u meduli i intersticijumu dovodi do

nefrotoksi¢nosti. Kona¢no, apikalni unos odredenih lekova (aminoglikozidi) i bazolateralni
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transport lekova pomocu organskih anjonskih (tenofovir) i katjonskih transportera (cisplatin)
povecavaju toksi¢nost u bubrezima. Mnogi hemoterapijski lekovi dovode do nefrotoksi¢nosti,
ukljucujuéi razvoj tubulo-intersticijumskih osStecenja, oStecenja glomerula, disbalans elektrolita,
hipertenziju i proteinuriju (Perazella, 2009).

Cisplatin, koordinacioni kompleks platine, predstavlja efikasno hemoterapijsko sredstvo
protiv Sirokog spektra tumora kao Sto su karcinom testisa, glave i vrata, jajnika, pluca, grlica
materice 1 mokraéne besike. Toksi¢nost cisplatina, posebno nefrotoksicnost, jeste faktor koji
ograni¢ava njegovu primenu u adekvatnim dozama. Cisplatin indukuje proizvodnju ROS-a i
inhibira nekoliko antioksidativnih enzima, $to dovodi do pojave oksidativnog stresa i posledi¢nih
oStecenja tkiva. Poznato je da on povecava bubreznu ekspresiju faktora nekroze tumora alfa
(TNF-a), sto dovodi do apoptoze tubulskih ¢elija. Cisplatin se izlucuje 1 koncentriSe u bubregu
ulaze¢i u Celije bubreZnih tubula putem organskih katjonskih transportera 2, specificnih za
bubrege (Yao i sar, 2007).

Pocetna renalna toksi¢nost manifestuje se smanjenjem bubreznog protoka krvi, $to je
praceno smanjenom glomerularnom filtracijom 1 ona se javlja u prvim satima nakon primene.
Ove promene su verovatno posledica povecanja vaskularne rezistencije nakon tubularno-
glomerulskih oSte¢enja 1 povecanog transporta jona natrijuma i jona hlora u makula densu.
Pokazalo se da smanjenje glomerularne filtracije zavisi od doze cisplatina (Mayer 1 Madias,
1994). Akutna tubularna toksi¢nost izaziva disfunkciju mitohondrija, smanjenu aktivnost
adenozin trifosfata (ATP), poremecen transport tecnosti 1 katjonski balans. Kao rezultat toga,
smanjuje se reapsorpcija natrijuma i vode i povecava njihovo izlu¢ivanje, sto dovodi do poliurije
(Yao 1 sar, 2007; Glezerman i Jaimes, 2016). Cisplatin takode dovodi do gubitka magnezijuma,
zavisno od doze. Tubulo-intersticijumska oSte¢enja su dominantna na patohistoloSkim
preparatima tkiva ljudskih bubrega. Zahvaceni su i proksimalni i distalni tubuli, a kod pacijenata
sa akutnom bubreznom insuficijencijom (ABI) obicno se javlja i akutna tubularna nekroza.
Dugotrajna izloZenost cisplatinu takode moze izazvati stvaranje cisti i intersticijumsku fibrozu
(Yao i sar, 2007; Glezerman i Jaimes, 2016).

Kod pacijenata sa znacima toksi¢nosti izazvane cisplatinom obi¢no je prisutna
progresivna azotemija i minimalna proteinurija. Iako se funkcija bubrega poboljSava kod vecine
bolesnika nakon prestanka terapije, kod jedne grupe pacijenata razvija se trajno oStecenje

bubrega. Hipomagnezijemija je Cest simptom toksi¢nosti kod 42% do 100% pacijenata, u
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zavisnosti od ukupne doze cisplatina i duzine trajanja terapije. Hipomagnezijemija i gubitak
magnezijuma putem bubrega mogu da se javljaju i do 6 godina nakon primarne doze (Layer i
Daugaard, 1999; Glezerman i Jaimes, 2016). Sindrom troSenja bubreznih soli zabelezen je kod
10% pacijenata, manifestujuci se kao hiponatrijemija i jaka ortostatska hipotenzija u uslovima
visoke koncentracije natrijuma u urinu. Ovaj sindrom moze biti prisutan 2 do 4 meseca nakon
pocetka terapije cisplatinom (Hutchison i sar, 1998). Zabelezeni su i retki slucajevi trombotske
mikroangiopatije kod pacijenata koji su primali bleomicin u kombinaciji sa cisplatinom (Mayer i
Madias, 1994). Snazna hidratacija moze ublaziti toksicnost cisplatina 1 smanjiti ucestalost pojave
ABI kod pacijenata. Manitol 1 diuretici Henelove petlje koriS¢eni su za ublazavanje toksicnosti,
medutim, randomizirane kontrolisane studije nisu pokazale zna¢ajno smanjenje toksi¢nosti usled
njihove upotrebe (Launay-Vacher i sar, 2008).

Brojna jedinjenja proucavana su kao potencijalni agensi koji bi sprecili ili ublazili
nefrotoksicnost cisplatina, ali je samo amifostin odobren od strane Ameri¢ke administracije za
hranu 1 lekove (FDA), za zaStitu od kumulativne nefrotoksi¢nosti tokom terapije ovim
citostatikom. Amifostin dovodi do smanjenog vezivanja ROS-a za tiolne grupe ¢ime se one
inaktiviSu. Medutim, nezeljena dejstva, povecani troskovi 1 moguénost smanjenja antitumorskih
efekata cisplatina ogranicili su njegovu upotrebu u klini¢koj praksi (Yao i sar, 2007). Nedavno
istrazivanje na miSevima pokazalo je da dodatak magnezijuma tokom terapije cisplatinom moze
umanjiti oSte¢enje bubrega (Solanki i sar, 2014).

Biljni preparati (naj¢eSce ekstrakti) i njihovi aktivni metaboliti (jedinjenja) poslednjih
godina se sve vise ispituju kao potencijana sredstva za smanjenje cisplatinom indukovane
nefrotoksicnosti. Veliki je broj istrazivanja potvrdio in vivo efekte ekstrakata odredenih biljnih
vrsta na zivotinjskim modelima, kao 1 protektivno dejstvo jedinjenja koja se mogu naci u ovim
preparatima. Ekstrakti, kao 1 njihovi aktivni metaboliti, karakterisali su se, pre svega, dobrim
antioksidativnim svojstvima. Mehnizam kojim biljne supstance smanjuju nefrotoksi¢nost
cisplatina samo je delimi¢no istrazen (Heidari-Soreshjani i sar, 2017).

Celije bubreznih tubula su posebno podlozne dejstvu toksina. BubreZzna ostecenja
uglavnom nastaju zbog prevelikog izlaganja ovih ¢elija toksiénim supstancama iz cirkulacije 1
njihovog transfera u celije, $to dovodi do povecane koncentracije unutarcelijskih toksina.
Hemijska jedinjenja ili njihovi metaboliti izazivaju toksi¢nost tako $to grade kovalentne ili

nekovalentne veze u makromolekulama, kao i putem sposobnosti generisanja slobodnih radikala
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(Schnellman 1 Kelly, 1999). Nekoliko je mehanizama verovatno odgovorno za nastalu
nefrotoksicnost, uklju¢ujuéi direktno ostecenje DNK i indukciju oksidativnog stresa usled
nakupljanja lekova (toksina) u bubreznim ¢elijama $to moze direktno ili indirektno izazvati
porast ROS-a, disfunkciju mitohondrija, nekrozu 1 apoptozu renalnih ¢éelija, kao i nastanak
upalnih procesa (Heidari-Soreshjani i sar, 2017).

U vecini sprovedenih studija, cisplatin, kao jedan od najvaznijih citostatskih lekova,

izazivao je bubrezna oStecenja. Ovaj lek ulazi u Celije epitela bubrega i uzrokuje oste¢enje DNK
1 endotelnu disfunkciju. Zatim dolazi do apoptoze 1 nekroze koje nastaju usled proizvodnje ROS-
a 1 aktiviranja mitohondrijalnih ili nemitohondrijalnih apoptotickih puteva. Pored toga, apoptoza
1 Celijska smrt pokrecu jak inflamatorni odgovor koji takode mozZe izazvati nefrotoksicnost 1
oStecenje bubrega (Yao i sar, 2007; Miller 1 sar, 2010).
u membranama, nukleusima, lizosomima, mitohondrijama 1 citozolu. U slucaju oksidativnog
stresa dolazi do peroksidacije lipida i oksidacije proteina, Sto pogorSava osteCenje celija. U
mnogim slucajevima mitohondrije su vazna meta, a nedostatak adenosin trifosfata (ATP) dovodi
do ¢elijskog ostecenja jer su bubrezne funkcije zavisne od aerobnog metabolizma. Nedostatak
ATP-a izaziva 1 odredene poremecaje u genima, $to konacno dovodi do Celijske smrti. Pored
toga, oksidativni stres doprinosi ¢elijskoj smrti stimuliSuc¢i proizvodnju cistein-proteaze (Jin 1 sar,
2015). Razvoj bubreznih oStecenja, posebno akutnih, koja nastaju usled dejstva hemijskih
supstanci mogu izazvati povecanje ureje 1 kreatinina u serumu i smanjenje bubrezne funkcije.
Pored toga, smanjenje perfuzije bubrega, hematurija, proteinurija, pojava cilindara u mokraci i
oligurija su neki od simptoma bubreznog osStec¢enja koji nastaju usled inflamacije i lize renalnih
¢elija (Falagas i Kasiakou, 2006; Kim i Moon, 2012; Finlay i sar, 2013).

Pregledom literature utvrdeni su protektivni efekti bioloski aktivnih jedinjenja kod
nefrotoksi¢nosti koja je posledica primene cisplatina. Katehin, epigalokatehin-galat i
epigalokatehin, polifenolna jedinjenja, bila su efikasna u zastiti od nefrotoksi¢nosti (Hisamura 1
sar; 2000). Ispitivanje radeno na miSevima koji su tretirani cisplatinom pokazalo je da prethodni
tretman polifenolima (epigalokatehin-galat i epigalokatehin) smanjuje toksicnost i neZeljene
efekte 1 poboljSava funkciju bubrega kod tretiranih miSeva (Ahn i sar, 2014).

Proantocijanidini mogu inhibirati apoptozu i nekrozu delija 1 prevenirati toksi¢nost

antikancerskih lekova (Bagchi i sar, 2002). Studija je pokazala da proantocijanidini semenki
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grozda dovode do smanjenja nefrotoksic¢nosti izazvane lekovima, posebno hemoterapeuticima.
Pokazano je da ova jedinjenja mogu spreciti oksidativni stres, naruSeni genomski integritet i
¢elijsku smrt (Bagchi i sar, 2014). Takode je utvrdeno da proantocijanidini mogu prevenirati
cisplatinom izazvane nezeljene efekte u bubregu modifikujuéi ekspresiju proteina povezanih sa
apoptozom 1 antioksidativnim statusom (Hassan 1 sar, 2015). Proantocijanidini su fenolna
jedinjenja ¢iji su efekti zavisni od doze i koja uzrokuju poboljsanje bubrezne funkcije uglavnom
zahvaljujuéi antioksidativnim osobinama (Sayed, 2009). Nasi rezulati ukazuju na visok sadrzaj
polifenolnih jedinjenja, antocijana i1 proantocijanidina u ispitivanim ekstraktima 1 soku aronije.
Istrazivanja takode pokazuju protektivne efekte flavonoida kvercetina na
eksperimentalnom modelu cisplatinom indukovane nefrotoksi¢nosti kod pacova (Almaghrabi,
2014). Kvercetin ublazava nefrotoksi¢nost smanjenjem oksidativnog stresa, inflamacije 1 ¢elijske
apoptoze. Konkretno, kvercetinom je smanjena peroksidacija lipida u bubrezima, aktivacija
MAPK 1 NFkB signalnih puteva, ekspresija proinflamatornih citokina 1 aktivacija kaspaze
(Coletta 1 sar, 2004; Behling 1 sar, 2006). Ekstrakti 1 sok aronije predstavljaju dobar izvor
flavonoidnih jedinjenja, Sto se moze videti iz priloZenih rezultata ispitivanja hemijskog sastava.
Kako bi se utvrdili protektivni efekti ispitivanih ekstrakata i soka aronije kod
nefrotoksicnosti koja je posledica primene cisplatina, odredivani su biohemijski parametri u
plazmi pacova svake navedene grupe i srednje vrednosti merenja koriS¢ene su za komparaciju.
Vrednosti kreatinina (CRE) 1 ureje (BUN) u plazmi pacova ukazivale su na akutno bubrezno
oSte¢enje nakon jednokratne doze cisplatina (8 mg/kg). Ekstrakti i sok aronije, koji su oralno
aplikovani tokom deset dana, ispoljavaju protektivne efekte kod cisplatinom izazvanog ostecenja
bubrega. Porast CRE i BUN kod pacova iz grupa koje su primale preparate aronije bio je
znacajno manji u odnosu na porast koji se javio kod pacova kojima je aplikovan samo cisplatin
intraperitonealno. Poredenjem efekata tri ispitivana preparata (AE, AOE i AS), mozZe se
zakljuciti da je ekstrakt ostatka nakon cedenja soka (AOE) ispoljio najbolje protektivno dejstvo,
u pogledu porasta koncentracije CRE 1 BUN. Porast koncentracije CRE bio je znacajno manji
kod grupe koja je oralno primala AOE, pre i nakon jednokratne doze cisplatina. Protektivne
efekte ispoljili su 1 AE 1 AS, ali su oni bili neSto slabiji. Koncentracije biohemijskih parametara u
plazmi pacova kojima su oralno aplikovani samo preparati aronije (grupe AE, AOE i AS) bile su

priblizno iste kao koncentracije u kontrolnoj grupi, ¢ime je potvrdeno da ekstrakti i sok aronije
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nemaju uticaja na ispitivane parametre kod zdravih zivotinja, a samim tim ni nezeljene efekte
koji bi doveli do oStecenja bubrega.

Ostecenje bubrega potvrdeno je i histopatoloskom analizom tkiva, koja je pokazala
izmenjenu morfologiju tkiva bubrega. Na preparatim je uocena izrazena vakuolarna i masna
degeneracija, a u proksimalnim bubreznim tubulima mogla se uociti deskvamacija epitela i
ostecenje “brush border”. Takode je primeéen i umereni zapaljenski infiltrat i kongestja
intertubularnih kapilara. Glomeruli su imali smanjen dijametar, sa kongestijom kapilara. Takode
je uocljiva fokalna nekroza tubula.

Rezultati histopatoloSkih analiza prethodnih studija potvrduju cisplatinom indukovane
promene u morfologiji bubrega. Ranija istrazivanja ukazuju na degeneraciju i nekrozu bubreznih
tubula usled dejstva cisplatina, §to je u skladu sa nasim rezultatima (Ekinci Akdemir 1 sar, 2017).
Sahu 1 saradnici (2013) dokazali su promene u tkivu bubrega pacova uzrokovane jednokratnom
dozom cisplatina od 7.5 mg/kg TT, koje su opisali kao izrazenu degeneraciju, infiltraciju
inflamatornih ¢elija, vakuolarizaciju 1 narusen izgled samih tubula (Sahu 1 sar, 2013). Nasi
rezultati pokazali su da ekstrakt aronije ispoljava najizrazenije protektivne efekte kod
cisplatinom indukovanih morfoloskih promena u tkivu bubrega, u poredjenju sa druga dva
ispitivana preparata. Promene su bile pretezno lokalizovane u tubulima bubrega, pa se i1
protektivni efekti koje ostvaruju preparati tu uocavaju.

Predpostavlja se da mehanizmi pomocu kojih cisplatin izaziva oSteCenje bubrega
ukljucuju oksidativni stres (Atessahin i sar, 2005; Mora Lde i sar, 2003; Shirwaikar 1 sar, 2004).
Cisplatin je antikancerski lek koji izaziva prevashodno ostecenja epitelijalnih ¢elija bubreznih
tubula. Nefrotoksicnost predstavlja glavni ogranicavajué¢i faktor kod pacijenata koji primaju
cisplatin kao hemoterapijsko sredstvo (Peres i Cunha Junior, 2013; Ozkok 1 Edelstein, 2014).
Mnoga stanja poput hronicnog pijelonefritisa, refluksne nefropatije, glomerulonefritisa 1
opstruktivne uropatije pospesuju nefrotoksic¢nost cisplatina. Antikancerogena aktivnost cisplatina
ukljucuje sloZene mehanizme koji obuhvataju aktivaciju inflamatornih citokina, proizvodnju
reaktivnih kiseoni¢nih 1 azotnih vrsta zajedno sa aktivacijom nekoliko signalnih puteva,
ukljucujuéi p53 protein koji je ukljuen u aktivaciju apoptoze (Mahgoub i1 sar, 2017).
Prvenstveno, proizvodnja ROS tokom terapije cisplatinom ucestvuje u patogenezi
nefrotoksicnosti (Park i sar, 2000). Dodatni dokazi potvrduju da se cisplatin povezuje sa

nuklearnom i1 mitohondrijalnom DNK Sto dovodi do stvaranja toksi¢nih produkata, remecenja
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transkripcije gena i inhibicije sinteze nefroprotektivnih proteina (Hagar i sar, 2015; Miller i sar,
2010). Akumulacija visokih koncentracija cisplatina u bubregu i naknadna ekskrecija u urinu
aktivnim izlu€ivanjem takode doprinosi cisplatinskoj nefrotoksi¢nosti (Anusuya i sar, 2013;
Yokoo i sar, 2007). Cisplatin inicira apoptozu i nekrozu c¢elija epitelnih tubula u unutraSnjem
korteksu, $to je primarno mesto njegove akumulacije. Cisplatin posebno ostecuje S3 segment
proksimalnih tubula (Kokura i sar, 2016; Peres i Cunha Junior, 2013).

Pokazalo se da mnogi antioksidanti Stite od nefrotoksicnosti izazvane cisplatinom i
njihova primena moze znacajno umanjiti osteCenja bubrega (Naziroglu 1 sar, 2004; Shimeda 1
sar, 2005). Studije sugeriSe da jednokratna primena cisplatina u dozama od 5-10 mg/kg telesne
mase kod pacova izaziva izrazito smanjenje brzine glomerularne filtracije, prateno povecanjem
nivoa kreatinina u serumu, na taj nacin ukazuje na indukciju akutnog oste¢enja bubrega (Mohan 1
sar, 2006; Mora Lde 1 sar, 2003).

Protektivni efekti ispitivanih preparata mogu se povezati sa sadrzajem aktivnih
jedinjenja. AOE je bio najbogatiji polifenolnim jedinjenjima, pre svega antocijanima, pa se efekti
mogu pripisati sadrzaju ovih jedinjenja sa antioksidantnim svojstvima. Takode je pri odredivanju
antioksidativne aktivnosti, u jednom od dva koris¢ena test sistema — DPPH sistem, AOE ispoljio
najbolju aktivnost, pa protektivni efekti mogu biti posledica smanjenja oksidativnih oStecenja u
bubrezima. AE 1 AS takode su doveli do smanjenja koncentracije markera ostecenja bubrega u
plazmi kao §to su CRE 1 BUN, ali sa nesto slabijim protektivnim svojstvima. AE je ispoljio bolje
efekte, iako je AS sadrzao vecu koli¢inu ukupnih polifenolnih jedinjenja. Flavonoidne
komponente bile su najzastupljenije u ekstraktu (AE), pa se moze pretpostaviti da je bolja
aktivnost posledica efekata ovih jedinjenja. Poznato je da su flavonoidna jedinjenja fenolni
antioksidanti koji mogu biti efikasni u uklanjanju slobodnih radikala, kao helatorska sredstva ili
mogu modifikovati razli¢ite enzimske i1 bioloske reakcije (Khanduja i sar, 1999). Istrazivanje
Hassan i saradnika (2017) je pokazalo da je davanje cisplatina miSevima izazvalo znacajno
poviSenje serumskog kreatinina i1 ureje u krvi (biomarkeri bubrezne funkcije). Aplikacijom
flavonoidnih jedinjenja pre injektovanja cisplatina, apigenina i miricetina, doslo je do znacajnog
smanjenja nivoa kreatinina i ureje u krvi, Sto ukazuje na poboljSanje bubreznih funkcija i
protektivne efekte flavonoida (Hassan i sar, 2017).

Aktivnost KAT pokazatelj je efikasnog uceS¢a ovog enzima u uklanjanju vodonik-

peroksida, Sto zauzvrat §titi organe od oksidativnog oSte¢enja (Oral 1 sar, 2000). Aktivnost ovog
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enzima ispitivana je u plazmi pacova, kao i u tkivu bubrega. U oba slucaja, aktivnost katalaze
bila je znacajno smanjenja u grupi pacova koji su tretirani citostatikom, Sto dokazuje da je
antioksidativna zastita u krvi i tkiva bubrega smanjana. Ovo upucuje na opravdanu upotreba
antioksidantnih supstanci kako bi se ublazili ovi nezeljeni efekti. Prethodna istrazivanja takode
su dokazala uces¢e oksidativnog stresa u patogenezi nefrotoksiCnosti izazvane cisplatinom
(Pabla i Dong, 2008). Stoga se moze pretpostaviti da pojacana antioksidativna zastita bubreznog
tkiva pomoc¢u egzogenih antioksidanatnih agenasa koji imaju protivupalna i citoprotektivna
svojstva moze biti strategija ocuvanja bubrega od oksidativnog oStecenja (Pan 1 sar, 2009).

Ranije je pokazano da nastali slobodni radikali, kao nus-produkti oksidativnog
metabolizma, ¢esto prouzrokuju povrede Celijskih makromolekula poput DNK, lipida 1 proteina,
Sto dovodi do peroksidacije lipida 1 modifikacije proteina (Chirino i1 sar, 2008). Nivoi
tiobarbiturna kiselina reaktivnih supstanci (TBARS) smatraju se pokazateljima nastale lipidne
peroksidacije. Pored toga, posledica modifikacije proteina bic¢e inaktivacija enzima S§to ¢e
rezultirati padom aktivnosti antioksidativnih enzima kao $to je katalaza (Rong 1 sar, 2012). Drugi
pokazatelj ravnoteze izmedu antioksidanata i slobodnih radikala je iscrpljivanje redukovanog
glutationa (GSH) 1 proteinskih tiola upravo zbog njihove reakcije sa reaktivnim kiseoni¢nim
vrstama. Glutation predstavlja esencijalni unutarcelijski reduktivni agens koji pomaze u
ocCuvanju tiolnih grupa na unutaréelijskim proteinima i antioksidativnim molekulama u zivim
organizmima (Peterson 1 Cummings, 2005).

U nasSem istrazivanju, nakupljanje ROS-a u bubregu bilo je vece kod pacova koji su bili
izloZeni cisplatinu nego kod onih koji su bili zaSti¢eni upotrebom preparata aronije. Cisplatin je
znacajno povecao nivo TBARS u eritrocitima, a prethodni tretman ekstraktima i sokom aronije
uticao je na neznatno smanjenje ovih produkata. Raniji rezultati pokazali su da tretman
flavonoidnim jedinjenjima dovodi do inhibicije peroksidacije lipida i oSte¢enja tkiva
sprecavajuci stvaranje slobodnih radikala (Lee i Choi, 2008; Vang i sar, 2014; Hassan 1 sar,
2017; Ili¢, 2017). Pored toga, aplikacija cisplatina rezultirala je znacajnim smanjenjem,
aktivnosti enzimskih antioksidanasa poput katalaze koji predstavljaju prvu liniju odbrane od
oksidativnih oSte¢enja. Predtretman preparatima aronije stvorio je zastitu od promena izazvanih
upotrebom ovog citostatika, Sto je bilo u skaldu sa nekim ranijim istrazivanjima (Sahu 1 Greia,
1996). Druga linijja odbrane, GSH, S§titi od celijskih povreda prouzrokovanih oksidativnim

stresom bilo pretvaranjem toksi¢nih radikala u netoksi¢ne krajnje proizvode, bilo uklanjanjem
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slobodnih radikala. Otkriveno je da cisplatin izaziva iscrpljivanje i GSH i proteinskih tiola
(Rodrigues i sar, 2011). Nasi rezultati potvrdili su da je cisplatin znac¢ajno smanjio nivo GSH u
tkivu bubrega u poredenju sa normalnom kontrolnom grupom. StaviSe, prethodni tretman
preparatima aronije uticao je na neznatno povecanje nivoa GSH u bubregu, ali samo u slucaju
primene AOE. AOE je takode ispoljio najizrazenije efekte u pogledu zastite od lipidne
peroksidacije, u poredenju sa druga dva preparata. Ovi efekti mogli bi se objasniti najveCom
koncentracijom aktivnih jedinjenja u ekstraktu koji je dobijen od ostatka ploda nakon cedenja
soka.

Citokini imaju vaznu ulogu u normalnoj fiziologiji ¢elija. Povezani su sa imunoloskim
odgovorom, upalom 1 povredama ili popravkom tkiva. Cisplatin dovodi do aktivacije
inflamatornih ¢elija 1 do povecanja inflamatornog odgovora otpusStanjem razli¢itih citokina kao
Sto su TNF-« ili IL-6, §to dovodi do oStecenja bubrega (Ramesh 1 Reeves, 2004). Rezultati naseg
istrazivanja pokazali su da je predhodni tretman preparatima aronije znacajno smanjio nivoe
TNF-a, IL-6 1 IL-15 u tkivu bubrega pacova. Najbolje efekte ispoljio je AOE, dok je sam
ekstrakt aronije (AE) u ovom slu¢aju bio najmanje efikasan. Stoga se moze sugerisati da
ekstrakti 1 sok aronije mogu ublaziti oSteenje bubrega uzrokovano cisplatinom suzbijanjem
inflamatornog odgovora.

Zbog svega navedenog, primena antioksidanasa moze biti nov i moguci pristup u leCenju
nefrotoksicnosti izazvane lekovima (Mukhopadhyay 1 sar, 2012). Naime, lekovi koji se koriste u
terapiji raznih vrsta karcinoma imaju ozbiljne nezeljene efekte, a nastanak oksidativnog stresa,
inflamatorni procesi i1 apoptoza Celija znacajno doprinose tim efektima. Uloga antioksidanasa i
antiinflamatornih supstanci prisutnih u biljnim lekovitim preparatima kod cisplatinom
indukovane nefrotoksi¢nosti potvrdena je mnogim studijama (Heidari-Soreshjani i sar, 2017).
Preporuka je svakako ove preparate primenjivati uz kontinuirani lekarski nadzor, obzirom da
postoje neke kontroverze oko upotrebe antioksidanasa u kombinaciji sa antikancerogenim
lekovima, jer je pokazano da njihova prekomerna upotreba moZe uticati na efikasnost

hemoterapije 1 leCenja (Lawenda 1 sar, 2008).
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5.6.2. Hepatotoksicnost cisplatina — protektivni efekti ekstrakata i soka aronije

Toksi¢na ostecenja jetre mogu obuhvatiti gotovo svaki poznati vid oste¢enja, ukljucujuci
nekrozu, steatozu, fibrozu, holestazu i vaskularna osteéenja. Ostecenje jetre tokom hemoterapije
ne mora uvek odrazavati hepatotoksicnost antikancerskih lekova; mora se razmotriti uticaj
ostalih lekova koje pacijent koristi, poput antibiotika, analgetika, antiemetika i drugih. Takode su
od velikog znacaja pored upotrebe hemoterapijskih lekova, imunosupresija, infekcije, nutritivni
nedostaci ili potpuna parenteralna ishrana, koje dodatno mogu ostetiti funkciju ili pacijenta
uciniti podloZznim za oStecenje jetre. Zbog toga je veoma teSko oStecenje jetre sa sigurnoScu
pripisati toksi¢nosti cisplatina ili drugih hemoterapijskih lekova (King i1 Pery, 2001).

Tokom agresivnih terapijskih protokola, vece doze cisplatina koje su neophodne za
efikasnu supresiju tumora mogu dovesti do hepatotoksi¢nosti, $to se takode Cesto deSava tokom
ponavljane terapije sa manjim dozama. Hepatotoksi¢nost je manje poznat 1 istrazivan nezeljeni
efekat cisplatina 1 malo je informacija o osnovnom mehanizmu. Neke nedavne studije sugeriSu
da oksidativni stres takode ima vaZznu ulogu u hepatotoksi¢nosti izazvanoj cisplatinom
(Nakshbandi 1 sar, 2012). Karakterizacija ¢elijskih 1 molekularnih mehanizama koji su ukljuceni
u cisplatinom indukovanu hepatotoksi¢nost, posebno uloga mitohondrija, primarni su cilj
ispitivanja. OStec¢enje mitohondrija u kombinaciji sa oksidativnim oSteenjima ima znacajnu
ulogu u ¢elijskoj smrti koja je uzrokovana ovim citostatikom (Birsen i sar, 2006; Rodrigues 1 sar,
2011). Pokazano je da postoji povezanost izmedu disfunkcije mitohondrija i toksi¢nosti
antikancerskih lekova (Burgeiro i sar, 2011). Interakcije izmedu hemoterapeutika i transporta
elektrona u mitohondrijama takode su potvrdene ranijim istrazivanjima (Rohlen i sar, 2011).

Studije hepatotoksicnosti cisplatina sugeriSu da je pojaano stvaranje reaktivnih vrsta
kiseonika (ROS), sa posledi¢nim narusavanjem funkcije 1 strukture mitohondrija, takode moguci
mehanizam. IstraZivanje koje su sproveli Waseem 1 saradnici (2015) ispitivala je moguéi toksicni
efekat cisplatina na nastali oksidativni stres u mitohondrijama i put transporta elektrona na
izolovanim mitohondrijama jetre pacova. Rezultati su pokazali da postoji porast metabolickog
stresa u izolovanim mitohondrijama hepatocita. Takode je pokazano da pojacan oksidativni stres
u mitohondrijama uzrokuje izmenjene aktivnosti respiratornih enzima u jetri usled toksi¢nih

efekata cisplatina (Waseem i sar, 2015).
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U naSem istrazivanju je hepatotoksi¢nost izazvana cisplatinom prepoznata je izmenama u
nivoima biohemijskih i histoloskih parametara. Biohemijske promene ukljucuju povecanje nivoa
jetrinih enzima, ukljucujué¢i AST 1 ALT, porast nivoa TBARS, smanjenje aktivnosti KAT, kao i
smanjenje koncentracije GSH. Takode je dokazana nastala inflamacija u tkivu jetre, porastom
nivoa proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-6 1 IL-1f). Histoloske promene obuhvatale su
izmenjenu morfologiju tkiva jetre sa nekrozom hepatocita. Primecen je povecan broj Kupferovih
¢elija, izraZzena dezorganizacija trabekula, kongestija centralne venule, perivenularna sinusoidna
dilatacija sa kongestijom sinusoida, kao 1 vakuolarna degeneracija hepatocita. Mestimi¢no je
uocCljiva fibroza portnih prostora. Rezultati su u skladu sa ranijim istrazivanjima koja su
ukazivala na nekrozu 1 vakuolarnu degeneraciju hepatocita, s tim $§to na naSim preparatima nije
bila uocljiva masna degeneracija (Karale 1 Kamath, 2017). IstraZivanjima je potvrdeno da se
usled primene cisplatina povecava broj Kupferovih ¢elija (Bilgic 1 sar, 2018), Sto je potvrdeno i
nasim rezultatima.

Postojanje lipidne peroksidacije u jetri indukuje poremecaj funkcije 1 integriteta
membrane c¢elija (Etsuo, 2009). StaviSe, smanjena aktivnost enzimskih i neenzimskih
antioksidanata dovela je do nastanka oksidativnog stresa i povecane akumulacije ROS-a u
tkivima. Ranije studija pokazuju da je oksidativni stres umeSan u patogenezu hepatotoksi¢nosti
izazvane cisplatinom (Liao i sar, 2008).

Kako bi se ispitali protektivni efekti ispitivanih ekstrakata i1 soka aronije kod
hepatotoksi¢nosti koja je posledica primene cisplatina, odredivani su biohemijski parametri u
plazmi pacova svake navedene grupe koji ukazuju na prisutno oStecenje jetre. Kao pokazatelji
ovog ostecenja koriS¢ene su aktivnosti enzima jetre u plazmi pacova, AST 1 ALT. Ostecenje jetre
potvrdeno je i1 histopatoloSkom analizom tkiva. Iz prilozenih rezultata moze se zakljuciti da
ekstrakti 1 sok aronije, koji su oralno aplikovani tokom deset dana, ispoljavaju protektivne efekte
kod cisplatinom izazvanog oStec¢enja jetre. Porast AST 1 ALT kod pacova iz grupa koje su
primale preparate aronije bio je znacajno manji u odnosu na porast koji se javio kod pacova
kojima je aplikovan samo cisplatin intraperitonealno. Poredenjem efekata tri ispitivana preparata
(AE, AOE 1 AS), moze se zakljuciti da je ekstrakt aronije (AE) ispoljio najbolje protektivno
dejstvo, ako posmatramo jetrine enzime u plazmi. Porast aktivnosti AST 1 ALT bio je zna€ajno
manji kod grupe koja je oralno primala AE, pre i nakon jednokratne doze cisplatina. Protektivne

efekte ispoljili su 1 AOE 1 AS, ali su oni bili nesto slabiji. Aktivnost AST i ALT u plazmi pacova
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kojima su oralno aplikovani samo preparati aronije (grupe AE, AOE i AS) bile su priblizno iste
kao aktivnost u kontrolnoj grupi, ¢ime je potvrdeno da ekstrakti i sok aronije nemaju uticaja na
ispitivane parametre kod zdravih Zivotinja, a samim tim ni neZeljene efekte koji bi doveli do
ostecenja jetre.

Pokazano je da preparati aronije poboljsavaju antioksidativna svojstava plazme i
smanjuju peroksidaciju lipida u eritrocitima i koncentraciju inflamatornih markera u plazmi. Kao
i u tkivu bubrega, rezultati su pokazali protektivne efekte ovih preparata i u jetri. Do najveceg
smanjenja lipidne peroksidacije doSlo u slucaju primene AOE. Aktivnost KAT u jetri gotovo je
vracena na fizioloSki nivo primenom ekstrakata aronije u kombinaciji sa cisplatinom, Sto se
povezuje sa veoma izrazenim antioksidativnim efektima ovih preparata. Sok je imao slabiju
aktivnost, iako je po sastavu aktivnih jedinjenja veoma sli¢an ekstraktima, ali je verovatno da je
u toku metabolizma doslo do pojacane modifikacije 1 inaktivacije polifenola iz soka. Nivoi GSH
u jetri bili su sniZeni nakon primene cisplatina, a preparati aronije nisu ispoljili znacajne efekte
na porast koncentracije ovog neenzimskog antioksidanta u tkivu jetre, kao u sluc¢aju aktivnosti
katalaze. Dokazano je da molekul ciplatina reaguje sa GSH molekulom ¢ime se smanjuje
njegova aktivnost i koncentracija u tkivima (Lippert, 1999).

Smatra se da inicijalno oStecenje jetre usled dejstva cisplatina mozZe biti posledica
prekomerene produkcije ROS-a 1 nemogucénosti njihovog uklanjanja usled poremecenih sistema
antioksidativne zastite (smanjenja aktivnost katalaze ili koncentracija GSH). Progresija oste¢enja
jetre uzrokovana je nastalom inflamacijom usled aktivacije Kupferovih celija iz kojih se
oslobadaju citotoksi¢ni medijatori kao §to su citokini, hemokini ili ROS. Nakon oslobadanja
hemokina dolazi do aktivacije neutrofila i njihove migracije iz vaskularnog u parasinusoidni
prostor $to dovodi do narusavanja struktura jetrinog parenhima. Promene usled nekroze pracene
su oslobadanjem proteaza i ROS-a. Hemokini koji indukuju ovo oStecenje osim iz Kupferovih
¢elija mogu biti oslobodeni i iz hepatocita (Jaeschke 1 sar, 2002).

Utvrdeno je da visoke doze cisplatina mogu dovesti do prekomernog stvaranja ROS-a,
Sto doprinosi razvoju oksidativnog stresa i njegovih komplikacija poput inflamacije, koja se
karakteriSe prekomernom proizvodnjom citokina (TNF-a, IL-6 1 IL-1/) i aktiviranjem kaskade
upalnih signalnih puteva (Dkhil i sar, 2013; Ingawale i1 sar, 2014). PoviSeni nivoi slobodnih
radikala 1 proinflamatornih citokina sa istovremenim padom egzogenih 1 endogenih

antioksidanata mogu prouzrokovati oStecenje Celijskih organela u jetri. Dokazano je da je uzrok
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apoptoze hepatocita poveéanje ROS-a i nivoa proinflamatornih citokina u jetri (Hoek i sar,
2002). Faktor nekroze tumora alfa (TNF-a) oslobada se iz aktiviranih makrofaga. Povecana
proizvodnja ROS-a moZe uticati na povecanu ekspresiju NF-«kB i proinflamatornih citokina kao
§to su TNF-a i IL-6, koji bi mogli povecati citotoksi¢ne efekte cisplatina u tkivu jetre (Shaw 1
sar, 2013). Prethodno istrazivanje pokazalo je TNF- a inhibitor stiti jetru od hepatotoksi¢nosti
izazvane cisplatinom, na $ta je ukazivalo snizenje poviSenog nivoa AST, ALT i TNF-a (Shaw i
sar, 2011).

Nasi rezultati ukazuju na neznatno snizenje koncentracije citokina u tkivu jetre, u
uslovima primene preparata aronije. Najbolji efekti postignuti su u smanjenju koncentracije IL-
13, sa ponovnim osvrtom na protektivnu aktivnost AOE. Kod koncentracije TNF-a 1 IL-6, efekti
su bili manje izrazeni, mada je primefen smanjen porast nivoa ovih citokina u jetri u slucaju
primene ekstrakata i soka aronije. Neznatno bolje protektivne efekte poredenjem sva tri
ispitivana preparataje u ovom slucaju imao je AE.

Pokazano je da polifenolna jedinjenja aronije mogu uspe$no prevenirati toksi¢nost
izazvanu teSkim metalima, Sto se objaSnjava velikim brojem hidroksilnih grupa u njihovoj
strukturi koje omogucavaju heliranje jona metala ¢ime se smanjuje njihova apsorpcija iz
gastrointestinalnog trakta i ubrzava izlucivanje (Borowska i sar, 2018). MoZe se pretpostaviti da
ova jedinjenja mogu reagovati i sa molekulom cisplatina i time umanjiti njegovu akumulaciju u
tkivima. Iako je pozeljno smanjenje toksi¢nosti cisplatina, ovi efekti bi se mogli odraziti na
njegovu terapijsku efikasnost. Nakon primene, lek cirkulise u krvi, pre svega vezan za hloridne
jone. U krvi se mogu odvijati i reakcije sa proteinima plazme ili nekim drugim zastitnim
molekulima. Posle prolaska kroz ¢elijski zid (bilo aktivno ili pasivno), odvijaju se intracelularne
reakcije sa peptidima i proteinima, nakon ¢ega sledi transfer do nukleinskih kiselina (Lippert,
1999).

Preparati aronije ne mogu u potpunosti prevenirati oSte¢enja bubrega i jetre usled
nefrotoksi¢nosti 1 hepatotoksi¢nosti izazvane primenom cisplatina, ali ih svakako mogu ublaziti.
Protektivni efekti koje ispoljavaju ekstrakti i sok aronije najverovatnije su posledica jako
izrazenog antioksidativnog delovanja ovih preparata, ¢cime se umanjuje produkcija i akumulacija
ROS u tkivima i plazmi, a samim tim i oSte¢enja koja oni mogu prouzrokovati poput
peroksidacije lipida, oSte¢enja proteina 1 inaktivacije unutratéelijskih mehanizama zaStite.

Takode, preparati aronije ispoljavaju antiinflamatorna svojstva, §to je pokazano kod smanjenja
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produkcije proinflamatornih citokina u plazmi i tkivima, ¢ime se takode mogu objasniti njihovi

protektivni efekti kod ostecenja izazvanih cisplatinom.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja hemijskog sastava i farmakoloskih aktivnosti
ekstrakata i soka ploda aronije, Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott moze se zakljuciti sledece:

» U ekstraktu ploda (AE), ekstraktu ostatka ploda nakon cedenja soka (AOE) i soku aronije
(AS) kvantifikovana je znacajna koli¢ina ukupnih fenola. Najveca koli¢ina ovih jedinjenja
kvantifikovana je u ekstraktu ostatka ploda nakon cedenja soka (AOE).

» Antocijani su najzastupljenija fenolna jedinjenja u ekstraktima i soku aronije. Najbogatiji
antocijanima bio je AOE.

» U ispitivanim preparatima kvantifikovana je znacajna koli¢ina ukupnih flavonoida.
Najveca koli¢ina flavonoidnih jedinjenja odredena je u ekstraktu ploda (AE).

» Sadrzaj ukupnih proantocijanidina bio je najveci u ekstraktu ostatka ploda nakon cedenja
soka (AOE).

» Metodom teéne hromatografije pod visokim pritiskom (HPLC) utvrdeno da je u
ispitivanim preparatim aronije medu cijanidin-glikozidima najzastupljeniji cijanidin-3-O-
galaktozid u svim preparatima, a najveci sadrzaj istog odreden je u AOE.

» Metodom tecne hromatografije pod visokim pritiskom (HPLC) utvrdeno da je
najzastupljeniji medu flavonoidima u preparatima aronije bio je hiperozid, koji je u najvecoj
koli¢ini detektovan u ekstraktu (AE).

» Metodom tecne hromatografije pod visokim pritiskom (HPLC) utvrdeno da je
hlorogenska kiselina bila najzastupljenija u ekstraktu ostatka ploda (AOE).

» Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti pokazuju da sva tri preparata ploda aronije
ispoljavaju izrazenu antioksidativnu aktivnost u dva ispitivana test sistema (DPPH i BKL).

» Najizrazeniju antioksidativnu aktivnost u 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) sistemu
ispoljio AOE. Sok aronije (AS) ispoljio je neSto slabiju aktivnost u DPPH sistemu, dok je AE
imao znatno slabiju aktivnost u poredenju sa AOE (p<0,001).

» Rezultati pokazuju jaku korelaciju DPPH antiradikalske aktivnosti preparata i sadrzaja
ukupnih fenola (r=-0,874, p<0,01) i proantocijanidina (r=-0,819, p<0,01), dok povezanost
ukupnih antocijana i DPPH antioksidativne aktivnosti nije bila statisticki znacajna. Flavonoidi su
sa antiradikalskom aktivnosc¢u korelilari jako pozitivno (r=0,904, p<0,01), sto bi znacilo da oni
ne doprinose ovoj aktivnosti. Najznafajni doprinos antiradikalskoj DPPH aktivnosti dao je

najzastupljeniji antocijan, cijanidin-3-0O-galaktozid (r=-0,650, p<0,05).
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» U p-karoten/linolna kiselina (BKL) testu preparat za najslabijom antioksidativnom
aktivnosc¢u bio je AOE. AE ispoljio je nesto bolju aktivnost, dok se AS pokazao kao najpotentniji
antioksidant.

» Korelacija sadrzaja ukupnih fenola i proantocijanidina i antioksidativne aktivnosti u BKL
sistemu nije statisticki znacajna, dok je u slucaju ukupnih antocijana ona bila jaka pozitivna
(r=0,845, p<0,01), pa se moze zakljuciti da antocijani ovoj aktivnosti ne doprinose. Rezultati
ispitivanja pokazali su i znacajnu korelaciju izmedu antioksidativne aktivnosti u BKL sistemu i
antocijana 1 hlorogenske kiseline, ali je ona bila pozitivhog smera, §to bi znalilo da ova
jedinjenja ne uti€u na antioksidativnu aktivnost u BKL sistemu. Korelaciona analiza BKL
antioksidativne aktivnosti 1 flavonoida daje koeficijente korelacije negativnog smera, ali njihova
povezanost nije bila statisticki znacajna.

» Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti su poklazali da je baktericidna aktivnost
ekstrakata 1 soka aronije porpuno izostala. Ispitivani preparati ispoljili su inhibitornu aktivnost na
rast koriS¢enih mikrobioloskih sojeva. Gram (+) bakterije bile su neSto osetljivije na delovanje
ekstrakata 1 soka aronije u odnosu na Gram (-) bakterije i Candida albicans.

» Najbolji antibakterijski efekat preparati su ispoljili prema Gram (+) bakteriji
Enterococcus faecalis. Medu Gram (-) bakterijama, najosetljivija na dejstvo ekstrakata i soka
aronije bila je Enterobacter aerogenes.

» Efekti prema gljivi Candida albicans bili su umereni. Rezultati pokazuju da je fungicidna
aktivnost potpuno izostala.

» Ispitivani preparati aronije i cijanidin-3-O-galaktozid dozno-zavisno su inhibirali
spontane, acetilholiom 1 kalijum-hloridom indukovane kontrakcije izolovanog ileuma pacova.
Ekstrakti su bili efikasniji inhibitori u poredenju sa sokom aronije, a cijanidin-3-O-galaktozid
takode ispoljio znacajne inhibitorne efekte, zavisne od koncentracije.

» Statisticka analiza pokazala je znacajnu razliku izmedu ECso vrednosti ekstrakata, soka,
glavnog antocijana i papaverina kod spontanih, odnosno verapamila kod KCl-indukovanih
kontrakcija (p<0,01).

» Kontrakcije indukovane kalcijum-hloridom, barijum-hloridom i histaminom bile su

inhibirane u prisustvu preparata aronije, dozno — zavisno.
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» Spazmoliticki efekti ispitivanih preparata na ileumu pacova nisu bili posredovani azot-
monoksidom. Kontrakcije ileuma pacova smanjivale su se dodatkom ispitivanih preparata
aronije i u prisustvu blokatora azot-oksid sintetaze (L-NAME).

» Ekstrakti i sok aronije ispoljili su znacajne vazorelaksantne efekte na izolovanoj aorti
pacova, u prisustvu kalijumovih jona (KCI) i fenil-efrina (FE). AE je pokazao najbolju aktivnost
kod KCI - indukovanih kontrakcija, dok je najbolju vazorelaksantnu aktivnost kod FE-
indukovanih kontrakcija aorte pacova ispoljio je AOE.

» Statisticka analiza pokazala je znacajnu razliku izmedu ECso vrednosti ekstrakata, soka i
verapamila kod KCI1 I FE-indukovanih kontrakcija aorte pacova (p<0,01).

» Blokadom sinteze NO relaksantni efekti ispitivanih preparata se smanjuju. Rezultati
ukazuju da je relaksantna aktivnost AE, AOE i AS na izolovanoj aorti pacova posredovana
oslobadanjem NO. Najbolje efekte ispoljio je AOE.

» Primena cisplatina u jednokratnoj dozi od 8 mg/kg TT kod pacova indukovala je
oStecenje bubrega 1 jetre, Sto dokazuju povecene vrednosti biohemijskih parametara u plazmi
(CRE, BUN, AST, ALT) i morfoloSke promene u tkivu jetre 1 bubrega potvrdene
histopatoloskim analizama.

» Morfoloske promene u tkivu bubrega grupa pacova tretiranih cisplatinom karakterisu se
jako izrazenom vakuolarnom i masnom degeneracijom, kao 1 deskvamacijom epitela tubula 1
oStecenjem Cetkastog pokrova (“brush border”) proksimalnih tubula. Prisutna je kongestija
intertubularnih kapilara sa umerenim zapaljenskim infiltratom, fokalna nekroza proksimalnih i
distalnih tubula, smanjenje dijametra glomerula i kongestija kapilara glomerula.

» Izmenjena morfologija tkiva jetre ukazuje na prisutnu nekrozu hepatocita, povecan broj
Kupferovih ¢elija, izrazena dezorganizacija trabekula i kongestija centralne venule. Prisutna je i
perivenularna sinusoidna dilatacija sa kongestijom sinusoida, kao i1 vakuolarna degeneracija
hepatocita, mestimicna fibroza portnih prostora i gubitak glikogenskih depoa.

» Oksidativni stres i inflamacija ucestvuju u patogenezi osStecenja bubrega i jetre usled
dejstva cisplatina. Oksidativni stres je potvrden porastom lipidne peroksidacije u eritrocitima i
tkivima, smanjenjem aktivnosti enzima kalaze u plazmi i tkivima, kao 1 smanjenjem
koncentracije redukovanog glutationa u tkivima bubrega 1 jetre. Porast nivoa proinflamatornih
citokina u plazmi i tkivima (TNF-a, IL-6 1 IL-15) pokazatelj je nastale inflamacije usled primene

cisplatina.
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» Preparati aronije (AE, AOE 1 AS) ispoljavaju antiinflamatorna svojstva, $to je pokazano
smanjenjem produkcije proinflamatornih citokina u plazmi i tkivima, ¢ime se takode mogu
objasniti njihovi protektivni protektivni efekti kod oStecenja izazvanih cisplatinom.

» Poredenjem tri ispitivana preparata moze se zakljuciti da su ekstrakti ispoljili bolje
protektivne efekte od soka aronije, koji se mogu videti kod smanjenja lipidne peroksidacije,
povecanja aktivnosti KAT i koncentracije GSH. Takode su bili efikasniji u smanjenju produkcije
proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-6 i IL-1p5).

» Morfoloske promene u tkivima jetre i bubrega znatno su redukovane primenom
ekstrakata (AE 1 AOE), dok sok aronije (AS) nije ispoljio znacajne protektivne efekte.
Poredenjem preprata, AE je u najve¢oj meru uticao na poboljSanje morfologije tkiva bubrega 1
jetre.

» Ispitivani preparati aronije (AE, AOE i AS) mogu ublaziti oste¢enja bubrega i jetre koja
su posledica nefrotoksi¢nosti 1 hepatotoksi¢nosti cisplatina. Protektivni efekti su posledica
njihovog antioksidativnog 1 antiinflamatornog delovanja, ¢ime se umanjuje produkcija i
akumulacija ROS-a u tkivima i1 plazmi, a samim tim i oSteenja koja oni mogu prouzrokovati
poput peroksidacije lipida, smanjenja aktivnosti antioksidativnih enzima 1 neenzimskih
antioksidanasa.

» Na osnovu hemijske analize i ispitanih farmakoloskih efekata zakljucuje se da su
liofilizovani ekstrakti i sok ploda aronije (4ronia melanocarpa (Michx.) Elliott) izvori znacajnih
farmakoloski aktivnih jedinjenja i mogu biti potencijalna terapijska sredstva zahvaljujuci
antioksidativnim, antimikrobnim, spazmolitickim, vazorelaksantnim, kao 1 protektivnim
efektima kod cisplatinom indukovanih osSteCenja bubrega i jetre. S tim u vezi, neophodno je
sprovesti dodatne in vivo 1 klinicke studije kako bi njihova terapijska primena bila u potpunosti

opravdana.
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Slika 8.1. HPLC-DAD hromatofram ekstrakta AE (520 nm) — identifikacija pojedinacnih antocijana; 1-
cijanidin-3-0-galaktozid; 2- cijanidin-3-O-glukozid; 3- cijanidin-3-O-arabinozid.
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Slika 8.2. HPLC-DAD hromatofram ekstrakta AE (350 nm) — identifikacija pojedinacnih flavonoida i
hlorogenske kiseline; 1- hlorogenska hiselina; 2- rutin; 3- hiperozid; 4-izokvercitrin.
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Slika 8.3. HPLC-DAD hromatofram ekstrakta ostatka nakon cedenja soka AOE (520 nm) — identifikacija
pojedina¢nih antocijana; 1 - cijanidin-3-0O-galaktozid; 2- cijanidin-3-O-glukozid; 3- cijanidin-3-O-

arabinozid.
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Slika 8.4. HPLC-DAD hromatofram ekstrakta ostatka nakon cedenja soka AOE (350 nm) — identifikacija
pojedinac¢nih flavonoida i hlorogenske kiseline; 1- hlorogenska hiselina; 2- rutin; 3- hiperozid; 4-
izokvercitrin.
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Slika 8.5. HPLC-DAD hromatofram soka AS (520 nm) — identifikacija pojedina¢nih antocijana; 1 -
cijanidin-3-O-galaktozid; 2- cijanidin-3-O-glukozid; 3- cijanidin-3-O-arabinozid.
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Slika 8.6. HPLC-DAD hromatofram soka AS (350 nm) — identifikacija pojedinacnih flavonoida i
hlorogenske kiseline; 1- hlorogenska hiselina; 2- rutin; 3- hiperozid; 4-izokvercitrin.
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