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IV'.1 Formulacija naziya teze (naslova)

Uticaja polifenola iz ekstrakta l<ore ploda nara na inflamatorne i parametre oskidativnog
stresa kod predgojaznhi i ggjaznih osoba sa metaboliikim sindrornom

IV OCJENA PODOBNOSTI TIIME

IV.2 Predmet istraZivanj:t

Poslednjih dvadesetak godina, u naudnim i strudnim krugovima sve su vi5e prisutni fitopreparati,
dija je upotreba naSla mjesto i u kc,nvencionalnoj medicini. Brojne studije su ukazale na vaZnost
polifenola u redukciji oksidativnog stresa i inflamacije, koji se smatraju glavnim diniocima izika
u patogenezi hronidnih degenerativnih oboljenja ukljudujudi kardiovaskularne bolesti (KVB),
dijabetes melitus tip 2 (TZDM) i reumatoidni artritis. Uprkos dostupnosti i primjeni razliditih
terapijskih strategija, incidenca kar:diovaskularnih oboljenja je u stalnom porastu.
Gojaznost se smatra epidemrjskomrhronidnomnezaraznom bolesti.Do 2030. godine ova bolest 6e
pogoditi viSe od milijardu ljudi na svijetu .Prema IDF (International Diabetes Federation)
kriterijima prevalenca metabolidkc,g sindroma u SAD iznosi od 33-39%, dok prevalenca u
Evropi varira od l8 do 30 0%.U osnovi ovih oboljnja leZi hronidna inflamacija niskog stepena,
oksidativni stres, endotelna inflamracija i aterosklero zakoji <lovode do pojave insulinske
rezistencije , hipertenzije, poremeiaja metabolizma lipicla , glukoze i endotelne disfunkcije.
Svaki dinilac ponaosob predstavlja nezavisan faktor rizika za nastanak KVB, a zajedno imaju
kumulativni efekat i mogu biti prediktor nastanka, dijabetes melitusa, koronarne tolesti srca,
moZdanog udara, kao i perifeme bolesti krvnih sudova. Upravo zbog pojave destih komplikacija
ovih bolesti postoji hitna potreba zarazvojem efikasne strategije p.ur*Cii. i smanjenja nastanka
komplikacija ovih oboljenja. Gledzrno kroz odnos cijena/udinak veliki potlncijal postgji u
pravilno osmiSljenim dijetarnim intervencijama posebno istiduii znadaj ishrane bogate
polifenolima.

IV.3 Najnovija istraiivanja poznavanja predmeta disertacije na osnovu izabrane
literature sa spiskom literature

Gojaznost
Ameridko udruZenje klinidkih endokrinolo ga (engl.American Association of Clinical
Endocrinologist-AACE) defini5e gcrjaznost kao promjenjeno fiziololko i metabolidko stanje, koje
ima jasno clefinisane hormonske, genske i faktore spoljaSnjeg uticaja, koje zaposljedicu i*:"-
poveian morbiditet i mortalitet (1). Gojaznost je takode i jedna od najde5iih preventabinih
oboljenja koja pove6avaizlk zapojavu kardiovaskularnih bolesti,metabolidlog sindroma
dijabetes melitus ,nealkoholnu bolest jetre, kao i pojavu nekih vrsta karcinomal);.

i faktori

Narslov te;zr: je pocloban'r? lD;\. t\i.E



Gojaznost se smatra hronidnom inflamacijom *uilo
do pojave sistemske upale, insulin,ske rezitencije (lR) kao i do dijabetes melitusa tipa 2 (3).
Adipociti najdesie lude adipokine (citokine) ali i druge proinflamatome faktore, koji ne moraju
poticati samo iz adipocita nego i drugih 6elija u upaljenom pretilorfr masnom tkivu, kao Sto su
monciti i makofazi (4).
Iz metabolidki zdravih adipocita lude se i protivupalni (antiinflamaltorni) adipokini koji
ublazavaju upalne procese u masnom tkivu gojaznih osoba (5). Manji:. mj antiinflamatornih
adipokina. Jedan od njih je adiponektin koji je i najvi5e ispiiivan. xaielse" iroudavani proupalni
(proinflamotorni ) proteini su CRP,citokini IL-19,IL-6 i iNFo, kao Idrugi adipokini toii uieu
na na isulinsku sekreciju i rezstenciju, metabolizamglukoze, lipida, nu orJ"eu3 za sitost iglad. Tu
spadaju, leptin, rezistin,hemerin , omentin, vaspin, apelin, fetuin An greliq inhiUitor aktivicije
plazminogena-l (PAI-I) i itd (6).

Metabolidki sindrom dini skup Y.:.iHffiirTr:il#rofidkih porome6aja povezanih sa
razliditim etiolo5kim faktorima, kao Sto su ishrana, genetska piedigpozicija, Zivotne navike,
izostanak fizidke aktivnosti. Metabolidki sindrom obuhvata iimjerlien *.tubolizu* glukoze i
insulina, centralnu (abdominalnu) gojaznost, dislipidemiju i hipertenziju (7).

Epidemiologija
Metabolidki sindrom (sindrom X, insulinska rezistencija) je nezaraznahronidna ibolest, koja
nema tadno odredenu prevlencu ali drZi korak zajedno sa dijabetes lneliusom, kardiovaskuiarnim
obljenjima, moZdanim udarom kao i drugim oboljenjima (8). Najve6a prevalenca je u urbanim
podrudijima. Metabolidki sindrom je zapalen prvo u zapadnim, indusiriiski razvijem
zemaljama, arazlozi su brza visokokalorijska ishrana i manja fizidl4a aktivnost. U danaSnje
vrijeme to je bolest i srednje razvi.jenih i slabo razvijenih dilava (g). Zasada nema tadnih
procjena zaprevalencu metabolidkog sindroma, ali smatra se da je tri puta des6a od dijabetes
mellitusa. Procjenjuje se da detvrtina stanovni5tva,odnosno preko miliardu ljudi u svijetu ima
metabolidki sindrom (l 0).

Postoje viSe definicija za odredivanje postojanja metabolidkog sinflroma. To su definicije
Svjetske zdravstvene organizacije (,.Lltortd Health Organizatioi; llrflO ) iz 1999 godine,
definicija metabolidkog sindroma koju je postavila The European Gro,upfor thistudy of Insulin
Resistance (EGIR), definicija metabolidkog sindroma koju je postavio Nacionalni edukativni
program za lijedenje holesterola odraslh, panel III ( National Cholesterol Education program-
Third Adult Treatment Panel; NCEP ATP III) i22001 godine i njegova revizijaiz2004 godine,
te definicija metabolidkog sindroma koju je definisalo Medunarodno udruZerye zadijabetes
(International Diabetes Federation; IDF ) i22004 g (1 1).
Medunarodno udruZenj e za dijabetes (International Diabetes Federation; IDF ) definiSe
metabolidkog sindroma kao prisustvo visceralne gojaznosti prema otnidkim gz:u4pama za
Evropljane (obim struka >94 cm za mu5karce i > 80 cm zaZene) i dva od steJeeih navedenih
faktora izlka:
-visok nivo triglicerida (> 1.70 mmol/l)
-nizak nivo HDl-holesterola (<1.03 mmol/l kod mu5karca ili <l .29mmolll kod Zena )
-visok krvni pritisak >130/85 mmHg (kod poslednja dva mjerenja)
-visok nivo glukoze >5.6 mmol

Metaboliiki siindrom i aterogena dislipidemija
Metabolidki sindrom je obiljeZeni i aterogenom dislipidemijom - pove6anorn koncentracijom
triglicerida,smanjenom koncentraci.jom HDl-holesterolom i povedanom koncentraciiom



aterogenihmalihgustihLDL.destica.Postojimnogodokaza0ajetat<v@
povezana s pove6anim rizikom narstanka kardiovaskularnih bolesti ,neovisno o tome dali je
koncentracija LDl-holesterol pove6an ili ne. Potrebno je naglasiti da u tih bolesnika nalvaZnli i
najde5ii poreme6aj lipida nisu povedane ukupne koncentracije i LDl-holesterola(lzy. fipiean
poremeiaj lipida u njih obiljeZen je normalnim ili tek umjereno poveianim koncentracijma LDL-
holesterola, pri demu se uglavnom radi o holesterolu u malim, gustim izrazitoaterogenim LDL-
desticama(13). Glavni je poremedaj lipida u tih bolesnika ipak io Sto su im povedane
koncentracije triglicerida i smanjena za5titna koncentraciia nol-trolesterol j t +;. tuku, ,"
poremedajkoncentracije i odnosa serumskih lipoproteina u zadnje vrijeme sve d.eSie naziva
aterogena dislipidemija( I 5).
Donedavno se u lijedenju poremeiaja lipida gotovo iskljudivo vodilo raduna o koncentraciji
LDl-holesterola, odnosno o broju LDL-destica, glavnih prenosilaca holesterola krvlju i
najvaZnijih aterogenih lipoproteinskih destica. Ipak, trebi znati da je za razvoj
ateroskleroze i bolesti koje ona uzrokuje, a to su koronarna bolest, infarkt miokarda i
ishemijski moZdani udar, podjednako vaLnai kvaliteta LDl-destica - mogu biti male i guste pa
stogaizraz,ito aterogene ili vede i manje aterogene(16). Naime, brojnim je istraZivanjima
pokazano da su male guste LDL-destice povezane s poveianim rizikorn od kardiovaskularnih
dogadaja, poviSenim rizikom od koronarne bolesti srca i infarkta miokard a(17). Nedavno je
dokazano da je upravo kolidina malih gustih LDl-destica dobar predskazatelj iardiovaskularnog
i cerebrovaskulamog izikau bolesnika s metabolidkim sindromom(I g).

Insulinska rezistencija
Insulinska rezistencija je stanje u kome 6elije organizma ne reaguju adekvatno na dejstvo
insulina, tj. normalna koncentracija insulina proizvodi manji UioloSki odgovor od optimalnog.
Postoje brojni poremeiaji koji su medusobno tijesno povezani ili uslovljivaju jedan drugog,
preko pozitivne ili negativne povratne sprege, a mogu biti urodeni ili stideni, tako da je ieSfo
reii Sta je okidad u nastanku insulirrske rezistencije(19).
MoZe nastati kao posljedica prereoeptorskog, receptorskog ili postreceptorskog defekta. Mnogi
smatraju da je primarni poremeiaj rezistencija na nivou receptora, koja moZe biti posledica:
smanjene senzitivnosti tkiva na ins'ulin ili smanjenog odgovora tkiva na insulin. Ovi poremeiaji
kao krajnji rezultat imaju smanjenje preuzimanja glukoze u tkiva i razvijhiperglikemije. Sa
razvojem hiperglikemije javlja se kompenzatomahiperinsulinemiju a potom dolazi do
iscrpljivanja p ielija pankreasnih ostrvaca i javlja se hipoinsulinizam q. pruru insulinopenija.
Ovo se de5ava kao posledicanizaporeme6aja: 1) pojadano je konzumiranje hrane zUog guUltta
inhibitornog signala u hipotalamusu,2) smanjeno je preuzimanje glukoze od strane mi5iia i
masnog tkiva, i 3) pojadana je produkcija glukoze od strane jetre zbog gubitka inhibitomog
dejstva insulina na glikogenolizu i glukoneogenezu, kao i 4) pojadana lipoliza sa porastom
koncentracije slobodnih manih kiselina u krvi. Upravo ovaj porast slobodnih masnih kiselina u
krvi, zajedrlo sa porastom koncetracije amino kiselina usled pojadanog katab olizamaproteina su
glavni supstrat za glukoneogenezu u jetri. Takode, viSak slobodnih masnih kiselina poveiava
stvaranje triglicerida, fosfolipida i holesterola u jetri, zbog (ega se razvija masna jetra.Ovo
dovodi do dalje intolerancije glukoze ili do klinidki ispoljenog diabetes melitusa iip Z1ZO1.
Poznavajudi udestalost insulinske rezistencije u gojaznih osoba, a nakon otkriia da masno tkivo
ludi veliku kolidinu proinflamatornih citokina i adipokina, usledila su ispitivanja utica.ja ovih
molekula narazvoj insulinske rezistencije. Tako se doSlo do saznanja cla i citokini i adipokini
imaju znadajnu, ali razliditu ulogu u razvoju insuliinske rezistencije, odnosno da neki imaju pro-
hiperglikemijsko, a drugi anti-hiperglikemijsko dejstvo. Takode je otkiriveno da je visceralno
masno tkivo mnogo potentniji izvor ovih proteina nego subkutano masno tkivo zbog dega je
obim struka, kao marker visceralne gojaznosti, postao nezaobilazan u proceni insulinske
rezistencije. Kada govorimo o op5toj populaciji, prema rezultatirna velikih studija, poput Insulin
Resistance Atherosclerosis Study (LRAS) abdominalna goiaznost ie slavna determinanta
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insulinske rezistencije, a doprinoi,- J"S ^t-@

Gojaznost kao i metabolidki ,,ro,l]f"1"tJlj;iTj:. se karkterisu kao hronidne tihe inflamacije,
sa poremedenim vrijednostima pro-i anti-inflamatornih citokina. To su tumorski faktor nekroze
(TNF-o), interleukin-6 (lL-6), interleukin-18 (ll--l8), interleukin.l0 (IL-10), C-reaktivni
protein (CRP) i adipokini (22).U osnovi oba ova oboljenja leZi oksidativni sties. NeravnoteZa
izmedu oskidanata i antioksidanata je osnovni uzrok r.i.gorog nastajanja. poveiana
koncentracija biomarkera oksidacijskog stresa i smanjln-a koncentratija antioksidativne za5tite
koja je izmjerena u krvi kod pacijenata sa metabolidkim sindromom, upu6uju na pove6anu
proizvodnju oksidativnih kiseonikrcvih i azott'ihvrstab( ROS -Reac ti,ivi Oxygene Species, RNS -
Reactive Nitrogen Species).Ovi bi<lmarkeri oksidacijskog stresa irevirzibilno mogu da
oksidativno o5tete lipide, proteine i nukleinske kiseline ilrajno do gubitka funkcije(22).

Polifenoli iz biljaka kao potencijalni lijekovi
Pored konvencionalnog lijedenja u poslednje dvadecenijl polavliuje se i termin fitoterapija.
Razne wsta molekula i jedinjenja iz biljaka smatraju r" S"toriti* iu -rroge vrste bolesti. Jedni
od jedinjenja su polifenoli. Identifikovano je oko SbOO raztieitih poilifenota toO biljaka.
Polifenoli se mogu podjeliti prema broju f-enolnih prstenova, njihove molekularne strukture i na
osnova funkcionalnih grupa vezanj.h za oye prstenove, u dve glavno klase: flavonoidi i ne-
flavonoidi (fenolne kiseline, stilbeni i lignani) (23). Polifenoli su takode bioaktivni spojevi,
biljni sekundarni metaboliti, koji rnogu uticati na metabolidke prooese i mogu se koristiti kao
terapijska i preventivna sredstva protiv bolesti, ukljudujii upale, oksidativni-rt..r, dislipidemiju
kao i insulinsku rezistenciju (24). Radene su brojne studije utica3a polifenola izrazlidiiihbiljaia
na centralnu gojznost, hiperetnziju. dislipidemiju, insulinsku reiisienciju , antioksidativne i
antinflamatorne uticaje kod osoba sa metaboridkim sindromom (25).

Nar (Punica Granatum)
Nar je pozrato drevno vo6e koje potide iz 1rana i Dalekog Istoka, a danas je rasprostranjeno i na
podrudiju Sredozemlja i Mediterana. ViSe puta je spominjano l<rozraznelstoriisto - religijske
zapise, a u nekim kulturama se smatra i svetim voiem. Korisitio se kao lijek zimnoge boiesti.
Svi djelovi nara mogu da se koriste zalijek (liSie, cvijet, sok, pulpa, kora, sjemenke). Nalvi5e
studija je posve6eno soku nara. Posjeduju antinflamatorno, antimikrobno, urtipu.azitsko,
antioksidativno, antikancerogeno svoj stvo (26).
Djelovi nara sadrZe nekoliko fitobiotika kao Sto su hidrolizujuii tanini (ellagitanin, punicalagin,
punicalin i pedunculagin), flavonoidi, antocijanini i drugi fenoli koji su snaZni antioksidansi, te
otud veliko interesovanje za njihovo kardioprotektivno, antinflamitorno i antiaterogeno
djelovanje. Zbog svih ovih karekteristika nar spada u funkcionalnu hranu (27).
Nedostaci ovih istraZivanja su nedovoljno razumjevanje mehanizma djelovanja aktivnih
komponenti nara. Postoje uvjerenja da aktivne komponente nara djeluju na slobone radikale, da
utidu na aktivnost enzima antiosidativne zaStite, na ekspresij, g"ru kao i razlidite signalne puteve
u 6eliji (28).
Kora nara predstavlja oko 260/o -30 % cijelog ploda. Podaci hemijske analizekore raznih biljaka
pokazuju da kora nara sadrZi znatn<:t viSe nivoe fenola i flavonoidi od kore drugih biljaka i
vo6nih kultura koji su odgovorni za o-inhibiciju glukozidaze i da imaju vi5u antiokisdacijsku
aktivnost (29). Li i saradnici su 2005 g. izdvojili antioksidanse putom rastvarada etanola,
metanola, alkohola i vode i uporedili sa ektraktom iz pulpe i kori nara (30). Rezultati su pokazali
da ektrakt kore nara ima vi5i nivo antioksidativne aktivnosti za uklanjarye superoksid anjona,
hidroksilnih i peroksilnih radikala kao i inhibiciju Cu-SO4 koji indukuje pero-ksidaciju Lbl.
SadrZaj ukupnih fenola, flavonoida i proantocijanida je bio vi5i u ektraktu kore nara u odnosu na
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Elagitanin
Najraprostranjenija jedinjenja u naru su hidrolizabilni tanini, posebno elagitanini i galotanini.
Glavni elagitanini su punikalagin i granatin. Bioaktivnost nara.ie zasnovana na prisustvu ovih
jedinjenja. Oni direktno djeluju sa slobodnim radikalima, utidu na aktinost enzima
antioksidativne za5tite, na ekspresiju gena i razlldite signalne puteve u 6eliji. Punikalagin se
sastoji od elaginske i galne kiseline (31). Nakon konzumiranja nara, elagitanini se u crijevnom
traktu hidrolizuju do elaginske kiseline (EA). Elaginska kiselina se pod uticajem crijevne flore
metaboliSe do urolitina (URO). Postoje razliditi metabolidki fenotipovi urolitina. Metabolidki
fenotip A sadrZi samo urolitin A. Metabolitidki fenotip B sadrZi urolitin A, izourolitin A i/ili
urolitin B. Ovaj fenotip prisutan je kod osoba sa hronidnim bolestirna kakve su metabolidkim
sindromom ili karcinom (32).
eetiri glavne elagitinske grupe dobijene iz ekstrakta kore ploda nara su punikalagin, punikalin,
galna i elagna kiselina (33).

Ou i sar. su 2002 g uporedivali antioksidantnu aktivnost izmedu pulpe i kore ploda nara na
hidroksilne radikale, te dobili rezultate, da kora ploda nara ima 25 puta veiu antioksidativu
aktivnost od pulpe, na ovaj slobodni radikal (34).
Hipertenzija je glavni faktor rizika za pojavu kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih bolesti.
Hiperetenzija ima visoku prevalencu u svijetu, oko 15%, a u narednih petnaest godina se

odekuje da dakjedna tre6ina stanovniStva bude bolovala od poviSenog pritiska.
Dos Santos i sar. ispitivali su dejstvo ekstrakta kore ploda nara na pacovima, kojima je
indukovan visoki krvni pritisak. Dobili su rezultate, da je kod eksperimentalne grupe pacova,
kojaje dobijala ekstrakt kore ploda nara, u vidu praha kroz hranu, doSlo do znadajnog pada
pritiska, smanjenja koronarne ACII aktivnosti, te pada nivoa superoksidnog anjona u odnosu na
kontrolnu erupu (35).
Sprovedena je opseZna analiza sistematskih pregleda i meta-analiza randomizovanih placebo
kontrolisanih klinidkih studija, uticaja soka nara, kao izvora bogatog flavonoidim na krvni
pritisak ispitanika. Rezultati su pokazali statistidki zna(,ajno smanjenje oba krvna pritiska
(sistolnog i dijastolnog) bez obzira na duZinu uzimanja soka, (duZe ili kraie od 12 nedelja).
Jedino je bila potrebna veta doza soka od 240 ccm koja je uticala na znadajno sniZavanje
dijastolnog krvnog pritisaka. Sok od nara mogao bi se uvrstiti u zdravu hranu (36).
Asgary, Sahebkar i saradnici 2013 godine kroz prospektivnu randomizovanu dvostruko slijepu
studiju su ispitivali uticaj polfenola iz soka nara, kroz njegovu dvonedeljnu konzumaciju, na
krvni pritisak, upalne parametre, lipidni profil seruma i paratmetre endotelne funkcije. U studiju
je bio ukljuden 21 pacijent sa hiperetenzijom. Ispitivali su slede6e parametre: serumske
koncentracije lipidnog profila, apolipoproteini A i B, molekuli intracelularne adhezije-1 (ICAM-
1), molekuli vaskularne endotelne adhezije-1 (VCAM-1), E-selektin, visoko osetljivi C-reaktivni
protein (hs-CRP) i interleukin-6 (lL-6). Rezultati su pokazali da konzumiranje soka nara tokom
dve nedelje ima efektivne hipotenzivne efekte i moZe pobolj5ati endotelnu funkciju smanjenjem
serumskih koncentracija VCAM-I. Ovi rezultati pokazuju da bi sok nara mogao biti
kardioprotektivni dodatak za osobe sa hipertenzijom (37).
GrabeL i sardnici 2020gi 2022 gk:.roz prospektivnu randomizovanu dvostruko slijepu studiju su
ispitivali efekte polifenola iz ektrakta kore ploda nara kod pacijenata oboljelih od dijabetes
melitusa tipa2 koji su koristili metformin u terapiji na kardiometabolidke parametre i parametre
oksidativnog stresa .U studiju je bilo ukljudeno 60 pacijenata podjeljenih u eksperimentalnu i
placebo grupu od po 30 udesnika.IstraZivanjem je dokazano da kori56enjem dva puta dnevno
kapsula ektrakta kore ploda nara od po 250 mg u trajanju od dva mjeseca kod pacijenata sa
dijabetes melitusom tipa2 dolazi do statitidkizna(,ajogpada antropmetrijskih parametra (BMI ,

OS),sistolnog idijastolnog pritiska,smanjenje HgAIC,LDL, na biomarkere inflamacije hs
CRP,TNF alfa,homociteina,Il-6 i na smanjenj etra oksidativnog stresa NO2
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lifenoliizektraktakorep[odanaraimalikardioprotektivni
udinak na pacijente oboljele od dijabetes melitusa tipa 2(38).
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.4 Ciljvi istraiivanja

Ispitati uticaj polifenola iz ekstrakta kore ploda nara kod predgojaznih i gojaznih

prisutnim metabolidkim sindromom tokom 8 nedelja na:

1. vrijednosti sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska

2. antropmetrijske parametre (OS-obim struka, ITM-idelna tjelesna masa

3. bioelektriinu impendancu ( BIA )

4. biohemijske parametre:

- ukupni holesterol, trigliceride, lipoprotein niske gustine (low-densi

LDL),lipoprotein visoke gustine (hi gh-density lipoprotein-HDL
arninotransferazu-ASlT,al ani n aminotransferazu-ALT,piridoksin-vi

cijanokobalamin-vitaLmin B 1 2, homocistein, apolipoprotein B, fol
hemoglobin-Hgb, feritin

- glikemija, insulinemija

- stepen insulinske rezitencije preko odredivanja HOMA-IR,
insulinske rezistencije

Ispitati uticaj polifenola iz ekstrakta kore ploda nara kod predgojaznih i gojaznih

metabolidkim sindromom na parametre oksidativnog stesa:

plazmi:

lipoptotein-

kiselina (B9),

g modela

SA
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-indeks lipidne peroksidactjet (thiobcrrbituratic acid reactive substances-TBARS)

-odredivanj e nitrita (NO2)

-odredivanj e vodonik peroksrida (H2O2)

-superoksid anjon radikal (O2)

U lizatu t:ritrocita:

-odredivanje glutationa (GSll)

-odredivanje katalaze (CAT)

-odredivanje superoksid disrnutaze ( SOD)

-odredivanje paraoksonaza 1 (PON-1 )

5.lspitati uticaj polifenola iz ekstrakta kore ploda nara kod predgojaznih i gojaznih osoba sa

metabolidkim sindromom na proinflamatorne parametre: hs CRP, IL-6, TNFa, leptin, resistin,

vaspin, chernrin, lipokalin-2, katepsin S.

6..Ispitati uticaj polifenola iz ekstral<ta kore ploda nara kod predgojaznih i gojaznih osoba sa

metabolidkim sindromom na antiinrflamtorne parametre: adpionektin i omentin,ll -5, Il-6, IL-
10, rL-12

Ciljevi istraZi.ranja su odgovara.judi? ,D.A N[]

IV.s Hipoteza istraZivanja: glavna i pomodn hipoteze

Osnovna pretpostavka istraZivanjaL je bila da bi peroralna primjena 500 rng ekstrakta kore nara
koji sadrZi sljedeie polifenole: elagna kiselina 23.83t- 0.07 m/g, galna kiselina 10.46+0.04
mdg, punikalin 30.41+0.11 miy'g, puniklagin 69.61+(1.72 mgg, pozitivno uticala na
parametre inflamacije i oksidativnog stresa kod predgclaznlh i gojaznih osoba sa prisutnim
metabolidkim sindromom.

Nulta hipoteza

Peroralna primjena ekstrakta kore ploda nara ne utide na parametre inflamacije i oksidativnog
stresa kod predgojaznihi gojaznih osoba sa prisutnirn metabolidkim sindromom.

Istrariivaika hipoteza

Peroralna prinrjena ekstrakta kor:e ploda nara pozitivno utide na parametre inflamacije i
oksidativrrog stresa kod predgojaznihi gojazrrih osoba sa metabolidkim sindromom.

IV.6 Oiekivani rezultati hipoteze
I I ipotcze istral-ivanja su .iasn,u ,dt:finir':rrrell .D.4, i\i lr
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OCekivani rerultati: Da se pokaZe da li postoji pozitivan efekat ekstrakta kore ploda nara na

ukupni antioksidativni status i inflamatorne parametre, posebno citokine kod od predgojaznih i
gojaznih osoba sa metbolidkim sindrom .

KliniiH madaj: primjena ekstrakta kore ploda nara kao dijetetskog suplementa kod
predgojaznih i gojaznih osoba sa prisutnim metabolidkim sindromom moZe uticati na centralnu
gojaznost, promjenu vrijednosti citokina kao osnovinih markera koji ukazuju na postojanje
inflamacije, kao i uticaja na insulinsku rezistenciju,koncentraciju glukoze u krvi, lipidogram,
povi5en krvni pritisak kod pacijenata sa metabolidkim sindromom .

Javno-zdravstpeni znaiaj: klinidki znad,aj bi doprineo prevenciji i odgadanju nastanka
kardiovaskularnih i metabolidkih oboljenja kao i njihovih komplikacija (hipertenzije, dijabetes
melitusa, infarkta srca, moZdanog udara, periferne bolesti krvnih sudova ) kod predgojaznih i
gojaznih osoba sa metabolidkim sindromom.

NauCni znaCaj: Rezultati ove humane interventne studije bi mogli razjasniti stvarne efekte
polifenolnih jedinjenja iz kore ploda nara, koji dosada5njim rezultatima in vi,y,o i in vitro
studijama nisu dovoljno ispitani.

lV.7 Plan rada i vremenska dinamika

porodidne medicine u Javrroj zdravstvenoj ustanovi Doma zdravlja u Banjoj l-uci.

-Obavje5tenje ispitanicima o protokolu studije i ciljevima studije

- Dobijanje saglasnosti infonnisanog pristanka u Stampanoj verziji za dobrovolino udedde u

istraZivanju

U fazi randomizacije pacijente podijeliti u dvije grupe u odnosu l:1. Pacijente ie radunarski

program zarandomizaclju podijeliti u dvije grupe, uskladene po dobi i polu: grupu 1(n:30) i

grupu 2 (n:30), pri demu ni istra:Zivad, a ni pacijenti neie znati da li se nalaze u interventnoj ili
placebo grupi..

-lspunjavanje upitnika/prilog l/tokom prvog kontakta (F0) sa ispitanicima

-IzvrSiti antropometrijska i klinidlka mjerenja (krvni pritisak, BIA) tokom prvog kontakta

-Za biohemijsku analazu uzorkovrala bi se krv tokom prvog kontakta (F0) u Javnoj zdravstvenoj

ustanovi I)om zdravlja u Banjoj I.uci.

I Al)1



oPrvi dio seruma 6e se koristiti odmah za odreilivanje:

a) biohemijskih parametara

b) parameatra oksidativnog; stresa,

.Drugi dio seruma, koji ce se koristiti za odredivanje koncentracije:

c) proinfl amatornih parametara

d) antiifl amtornih parametrrr

Serum te se zamrznuti na -80"C uL laboratori.ji Centra za biomedicinska istraZivanja Medicinskog

fakulteta u Banjoj Luci do konadne analize i odredivanja koncentracije navedenih parametara.

Prva grupa pacijenata svakodnevno, tokom 8 sedmica uzimati 500 mg ekstrakta kore ploda nara,

podijeljeno u dvije doze (kapsula sa 250 mg ekstrakl.a kore nara). Druga grupa pacijenata ie u

istom periodu, uzimati dva puta dnevno kapsule koje sadrZe 250 mg placeba.

Nakon interventnog perioda od 28 dana (Fl) ponoviti:

- odrediti vrijednosti hematolo5l:ih i biohemijskih parametara (pod a )

Nakon 56 dana (F2) interventnog perioda , sve isto ponoviti kao iz prvog kontakta (F0).

-lzvr5iti antropometrij ska i kli nid:ka mj erenj a

-Odrediti vrijednosti biohemijskih parametara ( a,b,c,d)

', FazaIY - Prikupljanje i obrada podataka

-Formiranjebaze podataka i njeno duvanje

-Prikupljene podatke unijeti u prol3ram za obradu podataka

-Statistidk a obrada podatak

IV.8 Metod i uzorak istraZivanja

Pl:ln rad;r i vremenska dinanrik:r sru odt4ov;arer.|udi'l D,A: Nru
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Dizajn studije

IstraZivanje ie biti provedeno u Javnoj Zdrar,'stvenoj Ustanovi Dom zdravlja Banja L,uka, kao
monocentridna, dvostruko slijepa, randomizovana, placebo-kontrolisana sfudija, u trajanju od
osam sedmica. Studija je planirana u skladu sa HelsinSkom deklaracijom i u skladu sa pravilima
Etidkog odbora za rstraLivanja na ljudimirna i biolo5kom materijalu Nledicinskog fakulteta
Univerziteta u Banjoj Luci pod br,l8l4.l29l22 i Etidkog odbora JZU DZ Banja Luka pod
br.01.501676-5-1122.

Svi ispitanici/-ice 6e dobiti pisanu informaciju o protokolu istraZivanja i od svakog ipritanika/-ice
ie se traziti pismena saglasnost za dobrovoljno udesde u ispitivanju.

Is,pitanici
Ukupan urzorak 6e diniti 60 ispitanikaJ-ica ko.ji 6e biti podijeljene u dvije grupe: interventnu
grupu i placebo grupu. Svih 60 ispitanika'ca sadinjavaie oboljeli/e od predgojaznosti i
gojaznosti sa metabolidkim sindromom u Zivotnoj dobi od 20 do 60 godina. Predgojazni i
gojazni pacijenti su izabrani prema definiciji WHO za gojaznost, a zametabolidki sindrom
prema definiciji Medunarodnog udruZenja ztr dijabetes ( IDF-al. Sludajnim odabirom (program
za randomizaciju), ispitanici/-ice ie od strane treie osobe, biti podijeljeni u dvije grupe: A i B
(n:30), koje ie biti uskladene po clobi i polu.
A grupu- Interventnu grupu, ie diniti 30 ispitanika/-ictt koji ie uzimati peroralno kapsule sa 250
mg ekstrakta kore ploda nara, dva puta dnevno, pola sata prije obroka, u trajanju od 8 sedmica.
B grupu- placebo 8rupu, ie diniti 30 ispitanikaJ-ica koji ie uzimati kapsule koje sadrZe 250 mg
placeba,dva puta dnevno u trajanju od 8 sedmica.

Biohemijske analize
Biohemijske analize ie biti sprovedene na uzorku krvi ispitanika, uzete venepunkcijorn
12-14 dasova nakon posljednjeg obroka, u jutarnjirn dasovima od 07:00 do 09:00 dasova,
a pacijent 6e o tome biti predhodno upoznat.

Tehnike mjerenja
Odredivanje ukupnog oksidativnog kapaciteta u krvnoj plazmi komercijalnim kitom u
labaratoriji Centra za biom,edicinska istraZivanja Medicinskog fakulteta u Banjoj Luci.

Odredivanje parametra oksidativnog stresa u eritrocitima komercijalnim kitorn u
labaratoriji Centra za biornedicinska ir;traZivanjtr Medicinskog fakulteta u Banjoj Luci.

Odredivanj e s erumske konr;entraci j e medij ato r a zapaljenj a-citokina, ELIS A- E nyzm e

linked immunosorbent assay tehnikorrr, komercijalnim kitovima u labaratonji Centra za
biomedicinska istraZivanja Medicinskog fakulteta u Banjoj Luci.

Odredivanje biohemijskih, hematoloSkih i imunohemijskih parametara odredivalo bi se

na biohemijskom analizatoru Architect c 8000-Abbott, hematolo5kom analizatoru XN
1 000- SYSMEX i imunohernij skom analizatoru.Access-lleckman Coulter u labaratoriji
Jav'ne zdrastvne ustanove t)oma zdravljau Banjoj Luci.

5. Kod svih ispitanika (e se zaprocjenu insulinske rezistencije koristiti homeostatski

1.

2.

a
J.

4.



model insulinske rezistencije HOMA-IR po formuli :

Insulin naSte mU/L x Glikemija naSte mmol/L

22.5

Kapsule kore ploda nara

Kora ploda nara je odvojena o<1 ploda i su5ena 4-6 dana, a nakon toga je samljevena u

laboratorijskonl mlinu. Zapriprem.u ekstrakta, kao rastvarad je koristen etanol. SadrZaj polifenola
je kvantifikovan tednim hromatgrafom visokih performansi. U ekstraktu je odreden sadr1aj

elagne i galne kiseline, punikalagina i punikalina i izra:Zeni su u mg/g suve teZine. Dobijeni

ekstrakt sadrii: punikalagin 69.6i' + 0.72 mglg, punil<alin 30.41 + 0.ll mg/g, elagnu kiselinu

23.83 + 0.07 mglgi galna kiselina 10.46 +,0.04 mglg. Takocle, u ekstraktu je utvrden,c i prisustvo

flavonoida: kvercetin, rutin i kempf-erol, kao i cijanidin-3-glikozid. Spektrofotometrijski (prema

Evropskoj Famrakopeji 8.0) je utvrdeno prisustvo ukupnih tanina u kolidini od l1.g %, Sto je u
skladu sa Monografrjom WHO. Svaka kapsula je sadrZala 250 rng ekstrakta kore nara (u prilogu

sertifikat proizvodada Institut za proudavanje ljekovitog bilja ,.dr Josif Pandii" Beograd, Srbija.)

U ovom istraZivanju koristi se ista doza kapsula od 250 mg dva puta dnevno, po uzoru na

istraZivanje Gtabel i saradnici iz 202Og.lJ ovom istraZivanju se navodi da nije bilo neZeljenih
reakcija na kapsule ekstrakta kore nara ( l0l ).

Javna zdravstevena ustanova u Banjoj Lr"i, Luba
biomedicinska istraZivanja Medicinskog fakulteta u Banjoj Luci

IV.9 Mjestor labaratorija i oprema za eksperimentalni rad



IV.10 Metode obrade porlataka

Prikupljeni podaci 6e se statistidki obradivati u softverskom paketu IBM SPSS (
Prilikom statistidke obrade koristi6e se osnovna deskriptivna statistika. Za
znadajnosti, u zavisnosti od raspodjele rezultata koristi6e se parametrijski
testovi: t-test za ponovljena mjerenja, Student -t test, ANOVA, ANCOVA,
test, kao i drugi testovi u skladu sa postavljenim ciljevima.
Izbor odgovarajudeg testa ie zavisiti od uslova za primjenu svakog od
znalajnim 6e se smatrati rezutati testova zakojeje p<0.05.

ieru statistidke

neparametrijski

ann Whitney U

Statistidki



Y ZAI<LJUE,,\K

Kandidat je podoban Ddt i\itl

Tema je odobna Ddt i\it,:

Obrazloienje (do 500 karaktera)

PredloZena tema ,,Uticaja polifen ola iz ekstrakta kore ploda nara na inflamatorne i
parametre oskidativnog stresa kod predgojaznh i gojaznih osoba sa metabolitkim
sindromom" je aktueln a i zanimljiva , kako sa naudnog tako i sa strudnog aspekta. Hipoteza je
zasnovana na naudnim dokazima, jasno definisana. Predmet i ciljevi istraZivanja su dobro
struktuisani i uskladeni sa predloZenim naslovom. Izbor naudnih metoda i literature je dobar

Rezultatu istrazivanja 6e dati konkretan naudni i praktidan doprinos.

Na osnovu detaljne analize teme doktorske disetacije kandidata Anastasije Stokanovi6,doktora
medicine, specijaliste porodidne medicine, miSljenja smo da kandidat ispunjava sve propisane
uslove koji su neophodni za odobrenje i izradu teme doktorske disertacije u skladu sa vaZeiim
propisima Zakona o visokom obrazovanju i Statua Univerziteta u Banjoj Luci.

Mentor prof.dr Ranko Skrbi6, redovni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta u Banjoj Luci
svojim bogatim iskustvom u naudno istraZivadkom radu , brojnim naudnim radovima
objavljenim u vrhunskim naudnim dasopisima, te velikim naudnim dostignuiima potvrduje da
ispunjava uslove za mentorstvo.

Na osnow svega navedenog,dlanovi komisije daju pozitivnu ocjenu o podobnosti teme,
kandidata i mentora zaizradu doktorske disertacije pod nazivom ,,Uticaja polifenola iz
ekstrakta kore ploda nara na inflamatorne i parametre oskidativnog stresa kod
predgojaznh i gojaznih osoba sa metaboliikim sindromom,.

Datum:3.3.Jo23. ( pprl,rl, ile/eq^
Pre/sjddnik komisije

etan Dcc,DR \%r.,rr


