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1. Uvod

Interes za obrasce prehrane koji se temelje na namirnicama biljnog podrijetla sve vise je u
porastu. Jedan od takvih obrazaca je i veganska prehrana na koju se ljudi odlucuju najcesce
zbog etickih, zdravstvenih i1 ekoloskih razloga (Ruby, 2012). Takva prehrana podrazumijeva
unos voca 1 povréa, cjelovitih zitarica, mahunarki i oraSastih plodova koje je bogato
prehrambenim vlaknima, vitaminima, mineralima, fitokemikalijama i mnogim antioksidansima
te kao takva ima pozitivan uc¢inak na smanjenje oksidativnog stresa i poboljSanje imuniteta, $to
doprinosi sveukupnom zdravlju. Prihvacanje veganskog nacina prehrane je u porastu, posebice
kod Zena, jer potpuno izbacivanje mesa i zivotinjskih proizvoda moze biti teSko za muskarce
(Ruby, 2012). Unato¢ mogucim razlikama izmedu spolova, treba napomenuti kako veganska
prehrana moze pomoc¢i u postizanju i odrzavanju optimalnog zdravstvenog stanja, ali samo ako
se pravilno, uravnoteZeno 1 raznoliko koristi. U suprotnom, zbog ograni¢enja namirnica
zivotinjskog podrijetla mogu se pojaviti nutritivni nedostaci kojima bi se narusile fizioloske
funkcije u ljudskom organizmu (Maronne i sur., 2021). Dakle, jasno je da izbacivanje ili
koristenje odredenih namirnica ne znaci nuzno i kvalitetnu prehranu. Cilj je posti¢i ravnotezu.
Ljudski organizam nastoji odrzati dinamicku ravnotezu izmedu stvaranja reaktivnih vrsta kisika
injihova uklanjanja djelovanjem antioksidanasa. Ta je ravnoteza uvijek malo pomaknuta prema
nastanku reaktivnih vrsta kisika (ROS), §to je i pozeljno jer mala koli¢ina stresa u organizmu
potice biosintezu antioksidativnih enzima, sudjeluje u imunosnom odgovoru, vazodilataciji te
stani¢noj signalizaciji. Ako dode do poremecaja ravnoteZe javlja se oksidativni stres, a to je
stanje u kojem se nakupljaju velike koli¢ine reaktivnih vrsta kisika uzrokujué¢i oksidaciju
stani¢nih molekula kao Sto su lipidi, proteini, nukleinske kiseline 1 DNA. Slobodni radikali
uzrokuju oksidaciju gvanina na molekuli DNA $§to dovodi do formiranja 8-
hidroksideoksigvanozina, biomarkera oksidativnog oStecenja i karcinogeneze. Njegova
koncentracija u urinu moZe biti indikator raznih degenerativnih bolesti i razli¢itih vrsta raka

(Valanavidis i sur., 2009).

Zadatak diplomskog rada bio je odrediti razine upravo ovog biomarkera u urinu osoba

veganskog nacina prehrane.
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2. Teorijski dio

2.1. OKSIDATIVNI STRES

Ljudski organizam sadrzi malu koli¢inu reaktivnih vrsta kisika koji obavljaju svoju fiziolosku
funkciju te su neophodni za normalno funkcioniranje organizma. Medutim, ako dode do
prekomjernog stvaranja i nakupljanja ROS-ova nastupa oksidativni stres koji predstavlja
neravnotezno stanje izmedu proizvodnje slobodnih radikala i sposobnosti organizma da
neutralizira njihove Stetne u¢inke djelovanjem antioksidanasa (Chandra i sur., 2010). Reaktivne
vrste kisika oSte¢uju biomolekule s kojima dolaze u dodir, pri ¢emu mogu pokrenuti lanac
lipidne peroksidacije, oksidirati DNA ili proteine. Oksidacija DNA moze imati za posljedicu
nastanak mutacija i karcinogeneze, pri ¢emu je najvise izloZena mitohondrijska DNA s obzirom
na to da se nalazi na mjestu koje se smatra glavnim za nastanak ROS-ova. Ostecenje proteina
uzrokuje njihovu denaturaciju, fragmentaciju, inhibiciju enzimske aktivnosti i sl. Lipidna
peroksidacija oStecuje strukturni i funkcionalni integritet stanice, a uz to je izvor citotoksi¢nih
produkata (npr. malondialdehid i dr.) koji predstavljaju krajnje produkte razgradnje lipida, a
oni onda dalje oSte¢uju membrane i enzime (Halliwell i sur., 1999). Ovakve biokemijske
posljedice u organizmu pogoduje razvoju mnogih kroni¢nih bolesti, kao $to su neki oblici raka,
bolesti srca 1 krvoZilnog sustava, neuroloske bolesti, dijabetes 1 dr. Ova povezanost kroni¢nih
bolesti s oksidativnim stresom moze se ispitati mjerenjem markera oksidativnog oStecenja.
Jedan od najces¢ih markera kada su u pitanju oSte¢enja na DNA molekuli je 8-
hidroksideoksigvanozin (8-OHdG) koji nastaje kao posljedica oksidacije gvanina, uzrokovane

slobodnim radikalima (Stankovi¢ 1 Radanovi¢, 2012).
2.1.1. Reaktivne vrste kisika

Glavni izvor nastanka reaktivnih vrsta kisika je lanac prijenosa elektrona u mitohondriju, gdje
kisik cetverovalentnom redukcijom prelazi u bezopasnu molekulu vode, dok potpunom
jednovalentnom ili dvovalentnom redukcijom stvara potencijalno Stetne reaktivne spojeve, kao
Sto je superoksidni anion (O2¢"), hidroksilni radikal (¢ OH) te vodikov peroksid (H20.) (Beatty
1 sur., 2000; Droge, 2002; Halliwell 1 sur., 1999; Valko i sur., 2007). Procjenjuje se da gotovo
1-2 % svih elektrona koji produ kroz mitohondrijski respiratorni lanac zavrSe kao superoksidni
anion (Raha i sur., 2000). Superoksidni anion je toksi¢an i moZe izravno oStetiti biomolekule,
a uslijed njegove povecane koliine u lancu prijenosa elektrona moze reagirati s vodikovim
peroksidom, pri ¢emu nastaje vrlo toksi¢an hidroksilni radikal (Kusano i Ferrari, 2008).

Slobodni radikali su Cestice koje sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona u vanjskoj ljusci
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elektronskog omotaca. Nastaju homolitickim cijepanjem kovalentne veze. Osnovne
karakteristike slobodnih radikala jesu kratak zivotni vijek i izuzetno velika reaktivnost koja je
posljedica nesparenog elektrona. Oni teze postizanju stabilne elektronske konfiguracije te su u
tom nastojanju vrlo nepovoljni i Stetni buduci da u tom procesu reagiraju s prvom stabilnom
molekulom koju pronadu i oduzimaju joj elektron, pri ¢emu takva molekula postaje novi
slobodni radikal koji stupa u reakcije s novim molekulama i tako zapocinje niz lanc¢anih reakcija
(Stankovi¢ 1 Radanovi¢, 2012). Nakupljanje velikih koli¢ina slobodnih radikala koje sustav ne

moze vise adekvatno ukloniti posljedi¢no vodi do nastanka oksidativnog stresa u stanici.

Duhanski dim kao jedan od dobro poznatih egzogenih izvora ROS-ova, poveéava ostecenja
DNA za trideset do pedeset posto, $to je procijenjeno prema urinarnom izlu¢ivanju 8-OHdG-a,
dok je procjena prema mjerenjima 8§-OHdG-a u leukocitima iznosila dvadeset do pedeset posto

ostecenja DNA (Valko i sur., 2007).

2.1.2. Antioksidansi

Na prvoj crti obrane od oksidativnog stresa nalaze se antioksidansi, male molekule koje
neutraliziraju slobodne radikale primanjem ili otpusStanjem elektrona. Reakcijom neutralizacije
slobodnog radikala molekula antioksidansa i sama postaje slobodni radikal, ali ona nije
reaktivna u toliko velikoj mjeri (Chaudhary i sur., 2023). Ljudski organizam sadrzi dvije vrste
antioksidanasa, a to su endogeni i egzogeni. Razlika izmedu njih je u tome $to endogene
antioksidanse organizam sam proizvodi, dok se egzogeni antioksidansi moraju unositi
prehranom. Endogeni antioksidansi se mogu svrstati u dvije kategorije, a to su enzimski 1 ne
enzimski. Enzimski ukljucuju superoksid dismutazu (SOD), glutation peroksidazu (GPX),
katalazu (CAT), ostale peroksidaze (POX), glutation reduktazu (GR) i dr. Ne enzimski
ukljucuju glutation (GSH), transferin, laktoferin, metionin, uri¢nu kiselinu, koenzim Q i mnoge
druge. Egzogeni antioksidansi koji se unose hranom su primjerice vitamin A, vitamin C i
vitamin E te polifenoli i izotiocijanati. Svi oni §tite organizam tako $to onemogucavaju stvaranje
novih slobodnih radikala u organizmu, uniStavaju postojece ili popravljaju oStecenja u stanici
koja su nastala njihovim djelovanjem (Wootton-Beard i Ryan, 2011). Neki egzogeni
antioksidansi, poput polifenola, zapravo ne djeluju kao antioksidansi ve¢ kao ROS-ovi,
odnosno pokazuju prooksidativni u¢inak (Pizzino 1 sur., 2017), ali zato imaju pozitivou ulogu

u indukciji biosinteze antioksidativnih enzima (Heydarzadeh i sur., 2022).
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Mnogi faktori utjeCu na aktivnost antioksidanasa, a najviSe se isti¢e njihov oksidativni
potencijal, biodostupnost, brzina reakcije sa slobodnim radikalom, stabilnost te mala
reaktivnost nastalog derivata antioksidans-slobodni radikal (Bisby i sur., 2008). Jedan od
najznacajnijih endogenih antioksidanasa je glutation (GSH), koji sadrzi tiolnu skupinu (SH)
odgovornu za njegova antioksidativna svojstva. Ima brojne zastitne uloge u borbi protiv
oksidativnog stresa. Na primjer GSH neutralizira hidroksilne radikale i singletni kisik,
detoksificira vodikov peroksid i lipidne perokside katalitickom aktivnosti glutation peroksidaze
Ciji je kofaktor. Ovaj stani¢ni antioksidans moZe regenerirati najvaznije endogene
antioksidanse, kao Sto su vitamin C i E u njihove aktivne oblike. A sposobnost obnove
endogenih antioksidansa pomocu glutationa povezana je s omjerom aktivnog i oksidiranog
glutationa (GSH/GSSG) koji je dobar pokazatelj oksidativnog stresa u stanici (Valko 1 sur.,
2007).

2.2. VEGANSKA PREHRANA

Veganstvo, kao grana vegetarijanstva, podrazumijeva potpunu eliminaciju namirnica
zivotinjskog podrijetla, kao $to su meso, riba, jaja, mlijeko i mlije¢ni proizvodi, ukljucujuéi i
med. Ova prehrana ukljucuje samo namirnice biljnog podrijetla i smatra se najrestriktivnijim
nacinom prehrane (Bauer, 2005). Razlozi prelaska na ovakav tip prehrane ovise o motivima i
individualnim znacajkama pojedinca, ali naj¢esce su eticke prirode i odnose se na podizanje
svijesti o zaStiti Zivotinja. Drugi razlog vezan je uz porast interesa za prehranom koja bi trebala

unaprijediti zdravlje (Kresi¢, 2012).
2.2.1. Karakteristike veganske prehrane

Prehrana vegana ukljucuje voce 1 povrée, cjelovite Zitarice, mahunarke, oraSaste plodove,

sjemenke 1 biljna ulja te kao takva ima svoje prednosti i nedostatke.

Kao prednost isti¢e se upravo biljna prehrana kojom vegani unose velike koli¢ine prehrambenih
vlakana, fitokemikalija, vitamina i minerala te u skladu s tim 1 znatno manje koli¢ine masti. Sve
to doprinosi boljoj stabilizaciji glukoze u krvi, snizenoj razini kolesterola te smanjenom indeksu
tjelesne mase koji se onda povezuje s manjim rizikom obolijevanja od kroni¢nih bolesti, kao
Sto su bolesti kardiovaskularnog sustava, dijabetes tipa 2, neki oblici karcinoma, osteoporoza i
dr. (Kresi¢, 2012). Istrazivanja koje su proveli Haddad i sur. (1999) pokazala su da je koli¢ina

unesenog voca i povrca duplo veca kod vegana nego kod omnivora, dok je za mahunarke i
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oraSaste plodove Cetiri puta veca. U skladu s tim primijecen je i znacajno nizi indeks tjelesne

mase u odnosu na omnivore.

Medutim, uz sve dobrobiti i prevencije koje veganski nacin prehrane pruza, postoje i odredeni
nedostaci. Budu¢i da vegani u potpunosti iskljucuju hranu zivotinjskog podrijetla mogucéi su
deficiti mikronutrijenata, kao $to su vitamin B12, vitamin D, kalcij, cink, zeljezo, jod. Takoder

je mogu¢ deficit bjelancevina i omega-3 masnih kiselina (Kresi¢, 2012).

Veganska prehrana najvise je u manjku s vitaminom B12 koji se smatra korisnim za smanjenje
razine aminokiseline homocisteina koja u velikim dozama moZze uzrokovati grusanje krvi, §to
ima za posljedicu povecan rizik od sr¢anog ili mozdanog udara (Mahan i sur., 2011). S obzirom
na to da se vitamin B12 nalazi isklju¢ivo u hrani zivotinjskog podrijetla, veganima se savjetuje
uzimanje dodataka prehrani za ovaj vitamin (Bauer, 2005). Anemija proizlazi iz deficita zeljeza
koje je, unato€ svojoj slaboj apsorpciji, veganima dostupno u mnogim biljnim namirnicama,
kao Sto su mahunarke, suseno voce, zeleno povrée, sok od suhih §ljiva, sjemenke bundeve i dr.
(Mahan 1 sur., 2011). Kako bi se poboljsala apsorpcija nehemskog Zeljeza, veganima se
preporucuje unos $to veée koli¢ine vitamina C, buduéi da on prevodi Zeljezo iz feri-oblika (Fe*")
u fero-oblik (Fe**) te tako pobolj$ava njegovu bioraspolozivost (Mahan i sur., 2011). Manjak
cinka dovodi do slabljenja imuniteta te ¢eS¢ih infekcija, a cink se moze nadoknaditi s pomocu
pSenicnih klica, orasastih plodova i suhoga graha (Mahan 1 sur., 2011). Osim toga, odgovarajuce
pripremljena hrana moZe smanyjiti razine fitinske kiseline, §to posljedi¢no vodi k pobolj$anoj
apsorpciju cinka u njoj (Kresi¢, 2012). Kalcij je mineralna tvar neophodna za zdravlje kostiju i
zubi. Provedena istraZivanja su pokazala da pridrZzavanje veganskog nacina prehrane moZze
dovesti do povecanog rizika prijeloma te smanjene gustoce kostiju (Iguacel 1 sur., 2019) zbog
manjka mlije¢nih proizvoda kao glavnih prehrambenih izvora kalcija. Medutim kalcij je
veganima dostupan u brojnim namirnicama biljnog podrijetla kao $to je zeleno lisnato povrce,
brokula, oraSasti plodovi, suSene smokve, sjemenke suncokreta te hrana obogacena kalcijem
poput zitarica i sokova (Mahan 1 sur., 2011). Nedovoljan unos vitamina D takoder se povezuje
s poremecajem zdravlja kostiju, no moze se nadomjestiti konzumiranjem sojinog mlijeka, soka
od narance 1 zitarica za dorucak (Kresi¢, 2012). Osim konzumacije odredenih namirnica,
veganima se preporucuje da provode Sto viSe vremena na suncu te da konzumiraju produkte

koji su obogaceni vitaminom D (Mahan 1 sur., 2011).
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Nadoknada vitamina D mozZe biti posebice problemati¢na u hladnijim zemljama koje su blize
polovima budu¢i da velik dio unosa tog vitamina ovisi o suncu koje mu potice sintezu (Craig,
2009). To potvrduje istrazivanje provedeno u Finskoj koje je pokazalo kako su razine vitamina
D kod vegana bile dosta niske u zimskim mjesecima, §to je dovelo i do smanjene Cvrstoce
kostiju (Craig, 2009). Jod koji je vazan za funkcioniranje $titne zlijezde, vegani osim u jodiranoj
soli, mogu naci u morskoj travi te algama. Kao izvor bjelancevina, Cesto se koriste soja i njezini
proizvodi poput tofua, tempeha ili napitaka od soje, poput sojinog mlijeka koje se koristi kao
zamjena za kravlje mlijeko. Dodatan izvor su ostale leguminoze, sjemenke te orasasti plodovi
(Bauer, 2005). Potrebno je staviti naglasak na unos komplementarnih bjelancevina, a radi se
zapravo o kombinaciji raznih bjelanCevina koje osiguravaju poveéan unos limitirajuce
aminokiseline te u skladu s time 1 ukupan unos aminokiselina. Omega-3 masne kiseline su
polinezasi¢ene masne kiseline koje imaju povoljan utjecaj na srce i kardiovaskularni sustav, a
prehranom se unose tri tipa, to su alfa-linolenska kiselina (ALA), eikosapentaenska kiselina
(EPA) te dokosaheksaenska kiselina (DHA). Iako se alfalinolenska kiselina moze na¢i u biljnim
izvorima, kao §to su sjemenke lana, zeleno lisnato povrée, soja i1 orasasti plodovi, izvori
eikosapentaenske i1 dokosaheksaenske kiseline primarno su zivotinjskog podrijetla, to¢nije riba
i morski plodovi. Takoder, veganima se preporucuje suplementacija omega-3 masnim
kiselinama na bazi mikroalgi (Craig, 2009), s obzirom na to da se alfa-linolenska kiselina u
organizmu prevodi u EPA 1 DHA u malim koli¢inama (Burdge i sur., 2003). Klju¢ je u
planiranju raznovrsnih 1 izbalansiranih obroka vegana, te uzimanju potrebnih dodataka
prehrani, kako bi se u organizam unijeli svi potrebni mikro 1 makro nutrijenti koji su neophodni

za normalno funkcioniranje organizma.

2.2.2. Ucinci veganske prehrane

Veganska prehrana povezana je s mnogim zdravstvenim dobrobitima upravo zbog konzumacije
namirnica biljnog podrijetla koje obiluju prehrambenim vlaknima, vitaminima C i E, kalijem,
magnezijem, folnom kiselinom, raznim fitokemikalijama i mnogim drugim spojevima zbog
kojih vegani imaju nizi rizik bolesti srca 1 krvozilnog sustava, dijabetesa tipa 2, pretilosti,

karcinoma i sl. (Craig, 2009).

SnaZzan antioksidativni kapacitet veganske prehrane igra vaznu ulogu u suzbijanju Stetnih
ucinaka slobodnih radikala i ROS-ova. Antioksidansi pomazu u regulaciji imunoloskih procesa,

smanjuju oStecenje DNA 1 smanjuju peroksidaciju lipida
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Doniranjem elektrona prekidaju lancane reakcije oksidacije ublazavajuéi oStecenja stanice, a
sinergisticko djelovanje antioksidanasa, ukljucujuci vitamine C i E, polifenole i karotenoide,
predstavlja jedan veliki sustav obrane koji za cilj ima sprijeciti stvaranje ROS-ova, Sto se
povezuje sa smanjenjem oksidativnog stresa u organizmu, poboljSanom funkcijom stanica i

manjim rizikom gore navedenih kroni¢nih bolesti (Luszczki i sur., 2023)

Najve¢i dio veganske prehrane ¢ini voée 1 povrée koje predstavlja glavni izvor vitamina,
minerala, vlakana, vode i antioksidansa. Svakodnevna konzumacija voc¢a 1 povréa dovodi do
nakupljanja nitrata, nitrita, dusSikovog monoksida, polifenola i nezasi¢enih masnih kiselina koji
sudjeluju u obrani od oksidativnog stresa, a dokazana je i njihova u¢inkovitost za sprjecavanje
infarkta miokarda (Nadtochy i Redman, 2011). Glavni izvor antioksidansa u vocu i povréu su
vitamini C 1 E koji imaju veliko antioksidativno djelovanje pomocu kojeg Stite od negativnog
ucinka slobodnih radikala te tako povoljno utje¢u na imunoloski sustav. Osim toga, imaju i
ulogu u sprje¢avanju nastanka ateroskleroze (Perez-Lopez i sur., 2009). Osim vitamina,
antioksidativno djelovanje pokazuju i karotenoidi, bioaktivne komponente koje eliminiraju
slobodne radikale tako Sto ih neutraliziraju i1 blokiraju peroksidaciju lipida koja je povezana s
oste¢enjem stanica (Luszczki i sur., 2023). Jedan od najvaznijih karotenoida je likopen, crveni
pigment prisutan najvise u raj¢ici. Sanchez-Moreno i sur. (2006) su na uzorku zdravih ispitanika
dokazali da konzumacija gazpacha, tj. Spanjolske hladne juhe od rajéice, smanjuje F2-
izoprostan, koji je marker oksidativnog stresa, a pove¢ava koncentraciju vitamina C u plazmi.
Bioaktivni spojevi prisutni u voc¢u i povréu su i polifenoli koji takoder posjeduju znacajan
antioksidativan kapacitet, Sto je rezultat njihove olakSane neutralizacije reaktivnih vrsta kisika.
Polifenoli doprinose poboljSanju kardiovaskularnog zdravlja smanjenjem oksidacije LDL
kolesterola, boljim profilom lipida, ublaZavanjem vaskularne upale, inhibicijom agregacije
trombocita 1 olakSavanjem apoptoze (Luszczki 1 sur., 2023). Nadalje, glukozinolati prisutni u
povréu, kao §to su primjerice kupus, kelj, brokula 1 cvjetaca, imaju zastitnu ulogu u razvoju
karcinoma. Njihov mehanizam djelovanja jo$ uvijek nije u potpunosti poznat, medutim rezultati
istrazivanja pokazuju da glukozinolati i1 njihovi razgradni produkti modificiraju aktivnost
enzima faze 1 1 faze II koji predstavljaju prvu obrambenu liniju ljudskog organizma od

kancerogenih tvari (Kopjar i sur., 2012).
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Sljedec¢a posebno vazna skupina namirnica za vegane su mahunarke ili leguminoze, budu¢i da
sadrze vlakna i biljne proteine koji im sluze kako bi nadomjestili proteine koji se ve¢inom
nalaze u mesu. Najbolji primjer je konzumacija soje i proizvoda od soje koji su bogati
fitoestrogenima, tvarima biljnog podrijetla koji imaju sli¢ne aktivne metabolite kao estrogen i
koji pokazuju pozitivno djelovanje na smanjenje rizika nastanka raka dojke (Peeters i sur.,
2003). Osim raka dojke, provedene studije isti¢u kako konzumacija soje smanjuje i pojavu raka
prostate zahvaljuju¢i fitoestrogenu genisteinu koji sprjeCava umnozavanje stanica raka te

smanjuje rizik oboljenja do 47 % (Mateljan, 2009).

Konzumacija cjelovitih zitarica ukazuje na pozitivan antioksidativan kapacitet kroz modulaciju
glutationskog sustava. Za takav antioksidativan ucinak prvenstveno je odgovorna feruli¢na
kiselina, koja kada je u pitanju oksidativni stres, smanjuje peroksidaciju lipida, smanjuje
oksidativna oStecenja tkiva i sprjecava pad razina glutationa i antioksidativnih enzima. U prilog
idu provedena istrazivanja u kojim su ispitanici konzumirali smedu i crnu rizu, §to je dovelo do
toga da se aktivnost glutation peroksidaze u plazmi povecala za 15 %. Osim toga, prehrana
bogata cjelovitim zitaricama podupire proizvodnju kratkolancanih masnih kiselina, (octene,
propionske te maslacne kiseline) u crijevima mikrobiotom. One utjecu na bolju toleranciju
glukoze, §to se smatra jednim od mehanizama kojima cjelovite zitarice utje¢u na smanjen rizik
od razvoja dijabetesa tipa 2. Takoder, njthovom konzumacijom utje€e se i na smanjivanje udjela
masnog tkiva u podruc¢ju abdomena, $to ima za posljedicu prevenciju kardiovaskularnih bolesti

(Hrg, 2017).

Iako ne ¢ine velik udio veganske prehrane u usporedbi s ostalim nabrojanim skupinama
namirnica, oraSasti plodovi imaju veliku vaZnost za njezinu ravnotezu s obzirom na to da sluze
kao izvor masti kojih u prethodnim namirnicama ima tek u malim koli¢inama (Mateljan, 2009).
Istrazivanja pokazuju da oraSasti plodovi poput oraha, pekana i1 kestena sadrze velike koli¢ine
antioksidanasa koji smanjuju oksidativni stres, Sto smanjuje rizik od raznih upalnih bolesti,
pojave raka te nastanka kardiovaskularnih bolesti (Biomhof i sur., 2006). Osim §to pozitivno
djeluju na srce i cjelokupni krvozilni sustav, oraSasti plodovi i sjemenke pridonose o¢uvanju
zdravlja mozga zahvaljujuci vitaminima E 1 B1 koji su potrebni za stvaranje neurotransmitera
nuznog za pamcenje, ¢cime se smanjuje rizik obolijevanja od Alzheimerove bolesti (Mateljan,
2009). Lopez-Uriarte i sur. (2010) dokazali su da je svakodnevna konzumacija 30 g oraSastih
plodova tijekom dvanaest tjedana dovela do smanjena oksidativnog oSteenja DNA, ali nije
utjecala na oksidaciju LDL cestica, antioksidativni kapacitet plazme, kao ni na koncentraciju

8-izoprostana u urinu.

10



2. Teorijski dio

2.3. 8-HIDROKSIDEOKSIGVANOZIN

Stetnom djelovanju reaktivnih vrsta kisika izlozena je DNA molekula. Hidroksilni radikal koji
je poznat po svojoj izuzetnoj reaktivnosti oSte¢uje 1 mijenja raspored purinskih i pirimidinskih
baza i nukleotida od kojih je najcesca oksidacija gvanina. Nakon oksidacije gvanina,
hidroksilna skupina se dodaje na osmi ugljikov atom, pri ¢emu dolazi do formiranja
oksidacijskog modificiranog produkta, tzv. 8-OHdG-a (Slika 1), koji predstavlja jednu od
dominantnih oksidativnih lezija uzrokovanih slobodnim radikalima (Wu i sur., 2004). Ova
lezija je vazna jer se relativno lako formira i mutagena je, zbog ¢ega se koristi kao potencijalni
biljeg za karcinogenezu (Valko i sur., 2007). Oksidativna oSte¢enja DNA mogu se ukloniti kroz
enzimske sustave popravaka koji ukljucuju isijecanje baze pomocu glikozilaza i endonukleaza
1 dr. Neuspjesno uklanjanje baze dovodi, pak, do nakupljanja oStec¢enja i mutacija u stanici, $to
za posljedicu moze imati nastanak karcinogeneze i mnogih drugih degenerativnih kroni¢nih

bolesti (Wu i sur., 2004).

o)
|
N M/ “NH

4
—
N-— N¢LNH2

OH H

Slika 1 Struktura 8-hidroksideoksigvanozina

8-OHdG se moze otkriti u bioloskim teku¢inama kao §to su krv i urin. Ulaskom krvi u bubreg,
slobodni 8-OHdG se lako filtrira u urin, dok ve¢i DNA fragmenti ostaju u krvotoku. Urin stoga
¢ini prikladnije mjesto za odredivanje 8-OHdG-a od plazme. Uzrok tome je kompleksnost
plazme jer se u njoj nalazi smjesa dijelova DNA 1 slobodnog 8-OHdG-a, pri ¢emu bi postupci
izolacije bili kompliciraniji i dugotrajni, dok je mjerenje 8-OHdG-a u urinu neinvazivno, a i
smetnje su rijetke (StressMarqg, 2015). Problem koji se moze pojaviti kada je u pitanju mjerenje
bilo kojeg spoja u urinu je taj da se moraju izvrsiti korekcije za dnevne varijacije u izlu€ivanju

1 volumenu urina.
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Jedan od moguc¢ih nacina za rjeSavanje ovog problema je uzimanje uzoraka tijekom duzeg
vremenskog perioda, najceS¢e 24 sata. Alternativni pristup koji se koristi za kratkoro¢no
prikupljanje uzoraka je izrazavanje izmjerenih koncentracija u odnosu na koncentraciju nekog
referentnog spoja koji je prisutan u istom uzorku urina. Mnogi klinicki laboratoriji u ovu svrhu
koriste kreatinin, ¢ija se koncentracija uzima kao korektivni faktor za varijacije u volumenu

urina (Campins Falc6 i sur., 2001).

Za odredivanje 1 analizu 8-hidroksideoksigvanozina koriste se razli¢ite analiticke tehnike.
Kromatografske metode smatraju se zlatnim standardom, medutim imunoloske tehnike, koje su
jeftinije i brze u provedbi se naSiroko koriste jer su setovi za enzimsku imunoanalizu (ELISA)

razvijeni za brzo otkrivanje i kvantifikaciju 8-OHdG-a (Graille i sur., 2020).
2.3.1. Utjecaj prehrane na razine 8-OHdG-a

Obrasci prehrane s visokim sadrzajem voca i povréa povezani su s nizim razinama nekoliko
biomarkera oksidativnog stresa, ukljucuju¢i malondialdehid (MDA), F2-izoprostan te 8-OHdG
(Dietrich i sur., 2022).

Cilj studije provedene od strane Thompson i suradnika (1999) bio je provjeriti hipotezu koja
tvrdi da bi povecana konzumacija voéa i povréa smanjila markere oksidativnog osStecenja
stanica koji se mogu procijeniti u krvi 1 urinu. Jedan od markera koriSten u ovom istrazivanju
bio je 8-hidroksideoksigvanozin procijenjen u DNA izoliranoj iz perifernih limfocita te 8-
OHJG izlucen u urinu. U navedenom istrazivanju sudjelovalo je dvadeset i osam Zena koje su
na temelju obiteljske povijesti bolesti imale povecan rizik nastanka raka dojke. Program je
uklju¢ivao 14-dnevnu dijetu s odredenim uputama za pripremu jela koja su ispitanice
pripremale u svojem domu. Tijekom provedbe ove studije, ispitanice su zamoljene da se
suzdrze od konzumiranja dodataka prehrani. Na temelju trodnevne evidencije o hrani prije
intervencije, prosjeCna konzumacija povréa 1 voca iznosila je 5,8 porcija dnevno.
Konzumacijom dijete s definiranim receptima za jela utvrdeno je kako su ispitanice povecale
svoju dnevnu potros$nju vocéa i povréa s 5,8 na 12,0 porcija tijekom trajanja intervencije, Sto je
pak rezultiralo smanjenom razinom 8-OHdG-a u urinu i 8-OHdG-a u DNA izoliranoj iz

limfocita. Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 1.
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Tablica 1 Ukupni uc¢inak voca i povréa na parametre oksidativnog oSte¢enja

Parametar Prije intervencije Poslije intervencije Promjena (%)

8-OHdG, limfocit

(rezidue/10°dG) Tpee 2 6,2+0,8 21
(ngg/'n?gﬁggﬁfﬁ ) 49,6+ 12,4 (23,9) 21,4+22 (19,2) 57 (-20)

Vrijednosti u tablici su prikazane kao srednje vrijednosti + SD, a medijani u zagradama

Dietrich i sur. (2022) su usporedivali razine biomarkera oksidativnog stresa u ispitanika koji su
primjenjivali veganski nacin prehrane te ispitanika koji su svejedi. Analizom je utvrdeno kako
su razine tri od pet biomarkera, medu kojima je i 8-OHdG, bile niZe kod vegana nego kod

omnivora.

Osim unosa antioksidansa putem prehrane, provedena je i studija gdje su ispitane dvije vrste
antioksidativne suplementacije (vitaminom C i E, a druga s koncentriranim sokovima od voca
1 povréa) na oksidativni stres i to pri aerobnoj fizickoj aktivnosti treniranih Zena i muskaraca.
Dobiveni podaci pokazali su kako obje vrste suplementacije, primjenjivane tijekom dva tjedna,
imaju utjecaj na smanjeni porast proteinskih karbonila poslije trideset minuta aerobne fizicke
aktivnosti, ali kao takve nemaju utjecaj na promjene razina MDA 1 8-OHdG-a (Bloomer 1 sur.,

2006).
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3.1. ZADATAK

Zadatak diplomskog rada bio je odrediti razine 8-hidroksideoksigvanozina, tzv. biomarkera
oksidativnog ostecenja u urinu kod osoba veganskog nacina prehrane. Takoder, ispitana je veza
izmedu karakteristika ispitanika kao i njihovih prehrambenih navika s razinama navedenog

markera.
3.2. ISPITANICI I METODE

Eksperimentalni dio diplomskog rada proveden je u sklopu istrazivanja koje je odobrilo Eticko

povjerenstvo Zavoda za javno zdravstvo Osjecko-baranjske u ozujku 2020. godine.

3.2.1. Ispitanici

Istrazivanje je pokrenuto u listopadu 2020. regrutacijom ispitanika koji su ispunili upitnike te
su prikupljeni njihovi uzorci urina koji su zatim koristeni u daljnjoj analizi za odredivanje razina
kreatinina i1 8-hidroksideoksigvanozina. Sudjelovalo je Sesnaest Zena (80 %) 1 Cetiri muSkarca

(20 %). Udio pusaca bio je 30 %. Prosjecne vrijednosti osnovnih antropometrijskih pokazatelja

ispitanika prikazane su u Tablici 2.

Tablica 2 Antropometrijski pokazatelji ispitanika

Dob (god.) Visina (cm) Tezina (kg) BMI (kg/m?)
Ispitanici (N=20) +SD +SD +SD +SD
42,5+10,1 170 + 6,1 68 £ 10,5 234+32

3.2.2. Metode

3.2.2.1. Anketa i dnevnik prehrane

Ispitanici su ispunili anketu s osnovnim antropometrijskim 1 sociodemografskim podacima, kao
1 pitanjima vezanim uz njihove prehrambene navike, koriStenje suplemenata, tjelesnu aktivnost,
pusenje i sl. Dobili su upute vezane uz popunjavanje dnevnika prehrane, pri ¢emu su zamoljeni
da tijekom tri dana, odnosno dva radna dana i jedan dan vikenda, biljeZe vrstu i koli¢inu hrane
te pica koje su konzumirali. Ispunjavanje dnevnika prehrane vrSilo se preko online obrasca

Google Forms (Stankovi¢, 2023).

15



3. Eksperimentalni dio

3.2.2.2. Izracun unosa nutrijenata

Aplikacija Nutri Pro 2001 koriStena je za izraCun unosa nutrijenata. Namirnice i jela te njihove
kolic¢ine koje je ispitanik zabiljeZio u svoj dnevnik prehrane unesene su u aplikaciju. Ukoliko
je bilo nejasnoca u dnevniku prehrane vezanih za samu recepturu odredenog jela ili nisu bile
navedene koli¢ine pojedinih namirnica, koristene su srednje veli¢ine porcija odredene tijekom
razvoja Upitnika o ucestalosti namirnica na PTF-u Osijek, standardizirani kvantitativni modeli
namirnica i obroka za hrvatsku kuhinju (Senta 1 sur., 2004) ili standardne odvage pojedinih
namirnica dostupne u americkim Food Data Central tablicama sastava hrane (USDA, 2024).
Ukoliko ispitanik nije dostavio recepturu slozenih jela, sastav im je utvrden koriStenjem
internetskih izvora (npr. Coolinarika). Nutri pro 2001 je na temelju unosa konzumirane hrane i
pica izra¢unao dnevni unos ukupnih bjelanc¢evina, ukupnih masti, zasi¢enih masti, jednostruko
nezasicenih 1 viSestruko nezasi¢enih masti, ukupnih ugljikohidrata, vlakana, vitamina (vitamin
A ili ekvivalenti retinola, karoteni, vitamini B1, B2, B3, B6, B9, B12, C, D, E i K), minerala
(Na, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, Se), alkohola, kao i unos energije. Izraunat je prosjecni dnevni

unos nutrijenata na temelju unosa tijekom tri dana dnevnika prehrane.
3.2.2.3. Prikupljanje uzoraka urina

Upute za prikupljanje uzoraka urina su dostavljene uz upute za vodenje dnevnika prehrane,
opisane prije (Stankovi¢, 2023). Uzorak prvog jutarnjeg urina prikupljen je u oznafenu
posudicu dan nakon evidentiranja posljednjeg dnevnika prehrane te je cuvan na -20°C do

analize.
3.2.2.4. Analiza 8-hidroksideoksigvanozina

Ao Cita¢ mikrotitarskih plocica (Azure Biosystems) koriSten je za analizu 8-
hidroksideoksigvanozina uz testni paket (DNA Damage (8-OHdG), EK7114, Booster) za
kompetitivni enzimski imunotest na ¢vrstoj fazi (ELISA). Cvrsta faza posjeduje antitijelo 8-
OHAJG koje registrira slobodni 8-OHdG i onaj koji je integriran u DNA. Ispravno skladistenje,
kao 1 priprema uzoraka, vazno je za to¢ne 1 dosljedne rezultate. U suprotnom, nepravilno
rukovanje s uzorcima moze dovesti do oksidacije neosteCene DNA. Sam postupak provedbe
analize 8-OHdG-a ukljucivao je filtriranje svjezih uzoraka urina koriStenjem mikrofiltera s
promjerom pora 0,2 pm, te pohranu filtrata na -20 °C. Nakon toga je slijedila provedba prema
uputama proizvodaca za ELISA test 1 o€itavanje rezultata na citacu mikrotitarskih plocica
(Slika 2). Prilikom svakog mjerenja se izradi kalibracijska krivulja uz standarde 8-OHdG-a
(Slika 3).
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3. Eksperimentalni dio

In Koncentracija 8-OHdG /ppb

Slika 2 Cita¢ mikrotitarskih plo¢ica

Kalibracijska krivulja za 8-OHdG - ELISA
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Slika 3 Kalibracijska krivulja za 8-hidroksideoksigvanozin
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3. Eksperimentalni dio

3.2.2.5. Analiza kreatinina

Kako bi se prilagodila koli¢ina 8-hidroksideoksigvanozina prema razini razrijedenosti urina, u
uzorcima je odreden kreatinin, a analiza je provedena uz pomo¢ automatiziranog kemijskog
analizatora Olympus AU680, kolorimetrijskom metodom po Jaffeu (Campins Falco i sur.,

2001).

3.3. STATISTICKA OBRADA

Podaci su obradeni pomoc¢u programa MS Office Excel (Microsoft) 1 Statistica (TIBCO
Software). Izracunati su osnovni deskriptivni parametri, a za ispitivanje razlika izmedu dvije
nezavisne varijable primijenjen je neparametrijski Mann-Whitneyev U test, dok je Spearmanov
test koriSten za izracun korelacija numerickih vrijednosti. Razlike odnosno korelacije kojima

je p-vrijednost bila manja od 0,05 smatrane su statisti¢ki zna¢ajnima.
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4. REZULTATI I RASPRAVA



4. Rezultati i rasprava

Koncentracije 8-OHdG-a u urinu ispitanika prije korekcije s kreatininom dane su u Tablici 3,
dok su vrijednosti 8-OHdG-a nakon korekcije na koli¢inu kreatinina u urinu prikazane u Tablici
4. Utvrdena je velika rasprSenost rezultata uz korigirane koncentracije 8-OHdG-a u urinu
ispitanika koje su se kretale u rasponu od 140,31 do 725,68 ng'mg™', dok su medijan i srednja

vrijednosti iznosili 291,23 odnosno 329,81 ng-mg™.

Tablica 3 Pojedina¢ne srednje koncentracije kreatinina i 8-hidroksideoksigvanozina u urinu

Sifra ispitanika S-OljdG Kreatini_lll
(ng'mL™") £ SD (mg-mL™")
PNx01 189,46 + 7,48 0,56
PNx02 227,31 £2,85 1,62
PNx03 196,83 +13,39 0,56
PNx04 220,81 £ 0,60 0,34
PNx05 191,69 + 5,23 0,48
PNx06 216,97 £ 4,36 1,03
PNx07 154,84 £26,53 0,36
PNx08 108,85 £ 3,13 0,15
PNx09 248,50 £ 2,85 1,51
PNx10 337,57+ 33,21 1,42
PNx11 187,53 + 7,88 0,80
PNx12 119,26 + 16,37 0,31
PNx13 208,55 £ 5,88 1,32
PNx14 189,88 £ 6,17 0,89
PNx15 233,65 + 14,88 0,88
PNx16 107,76 £ 11,53 0,34
PNx17 175,43 + 7,35 0,25
PNx18 315,75+ 7,75 1,64
PNx19 172,52 + 5,61 0,52
PNx20 167,19 + 5,48 1,11
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 4 Pojedinacne korigirane vrijednosti 8-hidroksideoksigvanozina u urinu

8-OHdG

Sifra ispitanika (ng-mg"! kreatinina) = SD

PNx01 337,21+ 13,32
PNx02 140,31 + 1,76
PNx03 351,49 + 23,90
PNx04 649,43 £ 1,75
PNx05 399,34 + 10,89
PNx06 210,65 + 4,23
PNx07 430,11 £ 73,68
PNx08 725,68 + 20,86
PNx09 164,57 + 1,89
PNx10 237,72 23,39
PNx11 234,42+ 9,85
PNx12 384,72 + 52,82
PNx13 157,99 + 4,45
PNx 14 213,35+ 6,93
PNx15 265,51+ 16,91
PNx16 316,95 + 33,91
PNx17 701,71 + 29,39
PNx18 192,53 + 4,72
PNx19 331,78 + 10,80
PNx20 150,62 + 4,94
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4. Rezultati i rasprava

Vrijednosti nisu normalno distribuirane, $to potvrduje Shapiro-Wilkov W test, tj. odbacuje se
nulta hipoteza jer je p = 0,005. Skup podatka ukljucuje dvije ekstremne vrijednosti, tzv. outliere

s koncentracijama 725,7 1 701,7 ng/mg kreatinina (Slika 4).
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Slika 4 Distribucija izmjerenih vrijednosti 8-hidroksideoksigvanozina u urinu i osnovni

statisticki parametri za ovu skupinu podataka

Koncentracija 8-OHdG-a kod ispitanika PNx02 se nakon korekcije smanjila zbog visoke
koncentracije kreatinina. Isti takav slucaj, vidljiv je primjerice i kod ispitanika PNx09, PNx10,
PNx13 te PNx18. S druge strane kod ispitanika PNx07 se vrijednost nakon korekcije povecala
otprilike sedam puta, uslijed male koncentracije kreatinina. Izrazito povecanje vrijednosti
nakon korekcije primijec¢eno je kod ispitanika PNx08, nastalo zbog jako niske koncentracije
kreatinina. Povecanje vrijednosti nakon korekcije uslijedilo je i kod ispitanika PNx17, PNx04,

PNx05, PNx16, takoder zbog niskih koncentracija kreatinina.
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4. Rezultati i rasprava

Usporedba vrijednosti 8-OHdG-a utvrdenih u ovome istraZivanju s rezultatima drugih
istrazivanja se u pravilu ne rade, zbog inherentnih razlika u funkcioniranju testnih paketa. Ovdje
se moze jedino govoriti o razlikama izmedu podskupina (npr. pusaci — nepusaci), utjecaju
prehrane, dobi ispitanika i drugim faktorima.

Dolje su prikazani medijani te raspon izmjerenih vrijednosti 8-OHdG-a u urinu ispitanika

podijeljenih prema spolu (Slika 5).
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Slika S Prosjecne razine 8-hidroksideoksigvanozina u urinu ispitanika podijeljenih u

podskupine prema spolu
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4. Rezultati i rasprava

Nije utvrdena statistiCki znacajna razlika (p = 0,192), iako Zene imaju nesto visi medijan
(334,50 prema 213,48 ng-mg-1). Studija koju su proveli Saito i sur. (2013) na ispitanicima od
Sezdeset godina 1 visSe, pokazala je kako su prosjecne razine 8-OHdG-a u urinu ispitanika
podijeljenih prema spolu bile viSe kod zena nego kod muskaraca (p = 0,056). Sakano 1 sur.
(2009) istrazivali su razine 8-OHdG-a u urinu 677 zdrave osobe iz Japana. Navode kako nisu
primijeé¢ene razliku u prosjeénim razinama §-OHdG-a u urinu ispitanika podijeljenih prema
spolu. Abder-Rahman i Nusair (2007) su u svojoj studiji, prilikom usporedivanja prosjecne
razine 8-OHdG-a u urinu u kontrolnim Zenskim i kontrolnim muskim skupinama, utvrdili kako
je muska skupina ispitanika imala 1,5 puta vece izluc¢ivanje 8-OHdG-a od zena. Takoder, Loft
i sur. (1992) utvrdili su nizu razinu 8-OHdG-a u urinu Zena u odnosu na muskarace. Istrazivanje
koje su proveli Mizushima i sur. (2001) utvrdilo je kako kod zdravih ispitanika nema razlike
izmedu spolova u razinama 8-OHdG-a u urinu, ni kod pusaca i nepusaca. Sto se tice same
povezanosti izmedu spolova i razine 8-OHdG-a u urinu, zabiljezeno je kako su razine 8-OHdG-
a u urinu vise kod muskaraca nego kod Zena (Irie i sur., 2005; Loft i sur., 1993; Pilger i sur.,
2001), no razlike izmedu spolova su nestale nakon korekcije s kreatininom (Ochi 1 sur., 2004).
Istrazivanje provedeno od strane Barregard i sur. (2013) navodi kako je nekorigirana
koncentracija 8-OHdG-a u urinu bila zna¢ajno niza u Zena, a statisti¢ke razlike izmedu spolova,
nakon korekcije s kreatininom nije bilo. Ipak, pretpostavlja se kako razina estrogena igra vaznu

ulogu kada je rije¢ o spolnim razlikama s urinarnim 8-OHdG-om (Kimura i sur., 2006).
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4. Rezultati i rasprava

Utvrdena je slaba pozitivna veza dobi i 8-OHdG-a u urinu koja nije statisticki znacajna (Slika

6), Sto moze znaciti kako se razine ovog biomarkera povecavaju zbog procesa starenja.

r=0,240
p = 0,303

8-OHdG /ng mg™’

DDD

Dob /god.

Al

Slika 6 Korelacija razina 8-hidroksideoksigvanozina u urinu i dobi ispitanika

Abder-Rahman i1 Nusair (2007) su na 45 ispitanika u kontrolnoj grupi utvrdili kako su razine

urinarnog 8-OHdG-a u starijoj grupi bile za 1,4 puta viSe nego one u mladoj grupi. Hipoteze o

slobodnim radikalima tvrde kako nakupljanjem oStec¢enja u DNA dolazi do procesa starenja

(Kaneko 1 sur., 1997) te su u skladu s opazanjima visih razina s dobi. Sakano i suradnici (2009)

su otkrili znac¢ajnu pozitivnu korelaciju s dobi (p < 0,05). Koncentracija urinarnog 8-OHdG-a

kod osoba starijih od Cetrdeset godina bila je znacajno visa nego kod mladih osoba. Miwa i

suradnici (2004) u svojoj su studiji otkrili kako se razine 8-OHdG-a sniZavaju s porastom dobi,

dok Barregard i sur. (2013) nisu otkrili znacajnu povezanost 8-OHdG-a u urinu s dobi.
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4. Rezultati i rasprava

Prema istrazivanju Mizushima i sur. (2001), razine 8-OHdG-a korigiranog s kreatininom
povecavaju se s godinama kod nepusaca, ali ne i1 kod pusaca. Unato¢ postojanoj tendenciji da
¢e razine 8-OHdG-a biti vece kod pusaca nego kod nepusaca, pusaci preko sedamdeset godina

pokazali su najnizu razinu 8-OHdG-a u urinu medu svim drugim dobnim skupinama.

Koeficijent korelacije izmedu BMI vrijednosti ispitanika i njihovih koncentracija 8-OHdG-a je
slabo pozitivan i nije statisticki znacajan (Slika 7). Moguce je da bi povezanost ove dvije
varijable dosegla znaCajnost u vecem uzorku ispitanika. Visi indeks tjelesne mase moze
uzrokovati povecani oksidativni stress, Sto je potencijalni stimulator nastanka 8-OHdG-a

(Jovanovi¢ i sur., 2023).

r=0176 8-OHdG /ng mg™’
p =0,458

0N

BMI O

DD -

Slika 7 Korelacija razina 8-hidroksideoksigvanozina u urinu i BMI vrijednosti ispitanika
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4. Rezultati i rasprava

Istrazivanje koje su proveli Karbownik - Lewinska i sur. (2012) pokazalo je pozitivnu korelaciju
izmedu BMI vrijednosti i urinarnog 8-OHdG-a. S druge strane, Sakano i sur. (2009) utvrdili su
negativnu korelaciju urinarnog 8-OHdG-a i1 BMI vrijednosti, koja je bila statisticki znacajna (p
< 0,05). Negativnu korelaciju BMI-a i urinarnog 8-OHdG-a pokazala je i studija Irie 1 sur.
(2005) u kojoj je visok indeks tjelesne mase bio znacajan pokazatelj smanjenja urinarnog 8-
OHdG-a. Zanolin i sur. (2015) takoder su utvrdili smanjenje koncentracije 8-OHdG-a pri visSem
indeksu tjelesne mase kod pusSaca, ali ne 1 kod nepusaca. Mizoue i sur. (2007) utvrdili su
statisticku znacajnu inverznu povezanost izmedu BMI-a i razine 8-OHdG-a. Prema dobivenim
rezultatima, koncentracija 8-OHdG-a povecala se za 2,7 % prilikom smanjenja BMI-a za jednu
jedinicu. Ovakva povezanost bila je statisticki znac¢ajna medu muskarcima koji konzumiraju
manje od dvadeset cigareta dnevno (povecanje 8-OHdG-a za 8,8 %) 1 medu muskim
nepusacima (povecanje 8-OHdG-a za 3,7 %), dok nije bila znacajna u Zena. Kao objasnjene za
odnos izmedu niskog BMI-a i visoke stope izluc¢ivanja 8-OHdG-a, sugerirano je da mrSave
osobe imaju visu stopu metabolizma od pretilih osoba (Nakano i sur., 2003) i stoga imaju veci
oksidativni stres koji igra glavnu ulogu u karcinogenezi. Treba napomenuti kako navedene
korelacije ne otkrivaju uzrocno-posljedicne veze, ali ih mogu naslutiti. Tako je i u primjeru gore
navedene studije, ¢iji podaci upucuju na uzro¢nu vezu mrsavosti s poveéanim rizikom od raka,

a spomenuta povezanost moze biti izmijenjena statusom pusaca (Mizoue i sur., 2007).
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4. Rezultati i rasprava

Vezano uz utjecaj puSenja na razine 8-OHdG-a, uocen je nesto visi medijan kod nepusaca, iako

razlika nije statisticki zna¢ajna (334,50 prema 222,54 ng-mg’'; p = 0,127) (Slika 8).
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Slika 8 Prosjecne razine 8-hidroksideoksigvanozina u urinu ispitanika podijeljenih u

podskupine po navici pusenja

Suprotni rezultati su dobiveni u nizu studija drugih autora. Primjerice, u studiji koju su proveli
Tamae 1 sur. (2009) utvrdena je znacajno pozitivna korelacija izmedu razina urinarnog 8-
OHdG-a i prosjecnog broja konzumiranih cigareta dnevno (r = 0,088, p = 0,023). Istrazivanje
provedeno na trideset 1 tri zdrava puSaca 1 pedeset sedam zdravih nepuSaca kao kontrolne
skupine, utvrdene su znacajno vise (p < 0,05) razine 8-OHdG-a kod pusSaca nego kod nepusaca
(Campos i sur., 2011). Sli¢no su ustanovili Kanaya i sur. (2004), tj. kod muskaraca razina
urinarnog 8-OHdG-a je bila visa nego kod nepusaca (p < 0,02), dok je kod Zena razina bila
nesto visa u pusaca, ali razlika nije bila znacajna. Pretpostavlja se da je povecano izlu¢ivanje
ovoga biomarkera kod pusaca uzrokovano ve¢im ostecenjem DNA, zbog reaktivnih vrsta kisika

prisutnih u duhanskom dimu (Loft i sur., 1992).
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4. Rezultati i rasprava

Ispitana je i povezanost unosa pojedinih skupina namirnica (voce, neSkrobno povrée, orasasto

voce, zacini, te kava i €aj) s razinama ovog urinarnog biomarkera (Tablica 5).
Tablica 5 Korelacija dnevnog unosa pojedinih skupina namirnica

irazina 8-OHdG-a u urinu

Spearmanov

Varijable . p
8-OHdG (ng'mg') & Voce (g) 0,152 0,523
8-OHdG (ng'mg™!) & Povrée (g) 0,474 0,035
8-OHdG (ng'mg™!) & Orasi (g) 0,117 0,624
8-OHdG (ng'mg™!) & Zacini (g) 0,048 0,840
8-OHdG (ng'mg™') & Kava i ¢aj (g) 0,419 0,066

Slaba pozitivna veza, koja nije statisticki znacajna, uocena je izmedu dnevnog unosa voca i
razina 8-OHdG-a u urinu. Dobiveni rezultati slazu se s istrazivanjem provedenim od strane Irie
1 sur. (2005) koji takoder nisu pronasli zna¢ajnu povezanost izmedu unosa voca 1 urinarnog 8-
OHdG-a. S druge strane, u istrazivanju koje su proveli Tamae i sur. (2009) utvrdeno je kako su
razine 8-OHdG-a u urinu bile znacajno negativno povezane s konzumacijom voca (p = 0,03), a
rezultati provedenog testa pokazali su kako unos vo¢a smanjuje razinu 8-OHdG-a. Studija na
miSevima otkrila je kako su razine 8-OHdG-a smanjene nakon konzumacije soka od kivija
(Iwasawa 1 sur., 2009). Pilot studija koju su proveli Kim i sur. (2017) na zdravim Zenama koje
su konzumirale vitamin C (1 g/dan) ili 240 ml soka od borovnice tijekom dva tjedana, pokazala
je kako su se razine 8-OHdG-a smanjile konzumacijom borovnica, ali ne 1 vitaminom C.
Nadalje, Mousavi 1 sur. (2016) otkrili su smanjenje 8-OHdG-a u urinu, pet sati nakon
konzumacije odredenog susenog voca. Ovo smanjenje bilo je znacajno samo nakon
konzumacije sljiva (p = 0,05), dok je nakon konzumacije datulja, koncentracija 8-OHdG-a u
urinu znacajno povecana (p < 0,01). Istrazivanje koje je ve¢ spomenuto u ovom diplomskom
radu, provedeno od strane Thompson i sur. (1999), pokazalo je kako povecana dnevna

konzumacija voca i povréa rezultira smanjenom razinom 8-OHdG-a u urinu.
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4. Rezultati i rasprava

Spearmanov koeficijent korelacije izmedu dnevnog unosa povréa i razina 8-OHdG-a je
pozitivan, a razlika je statisticki znacajna (Slika 9). Ova dobivena pozitivna veza znaci da s
porastom unosa povrca rastu i razine 8-OHdG-a u urinu. Moguce je da vise razine ovoga spoja
u urinu ukazuju na pozitivnu prisutnost male koliCine stresa u stanici, izazvanog
fitokemikalijama iz neskrobnog povréa, koji pak ima povoljan u€inak na zdravlje (Di Pierro,

2015).

Povrce /g
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p =0,035
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Slika 9 Korelacija razina 8-hidroksideoksigvanozina u urinu i unosa povréa

Istrazivanje koje su proveli Pedret i sur. (2012) na zdravim ispitanicima razli¢itih dobih
pokazalo je negativnu povezanost izmedu urinarnog 8-OHdG-a i dnevnog unosa polifenola iz
povrca. Irie 1 suradnici (2005) takoder su utvrdili znacajnu negativnu povezanost izmedu
urinarnog 8-OHdG-a 1 unosa proizvoda od soje, rize i svijetlog povréa. De Carvalho 1 sur.

(2016) otkrili su kako unos povréa nije bio znac¢ajno povezan s 8-OHdG-om (p > 0,05).
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4. Rezultati i rasprava

Hijiki, morska trava koja je Cesto zastupljena u prehrani Japanaca, sadrzi relativno visoke
koli¢ine anorganskog arsena (Yamauchi i sur., 1992), a rezultati istrazivanja koje su proveli
Kimura 1 sur. (2006) ukazali su na povezanost koncentracija urinarnog 8-OHdG-a s arsenom

pronadenim u urinu.

Utvrdena je slaba pozitivna veza izmedu konzumacije orasastog voca i razina 8-OHdG-a, koja
nije statisticki znacajna (Tablica 5). Zamjetan utjecaj primijeéen je u studiji koja je istrazivala
smanjuje li konzumacija badema biomarkere oksidativnog stresa kod mladih pusaca (Li i sur.,
2007). Na temelju dobivenih rezultata, utvrdeno je kako su se razine 8-OHdG-a znacajno
smanjile. Ovi rezultati sugeriraju kako unos badema moze poboljsati antioksidativnu obranu
organizma i smanjiti biomarkere povezane s oksidativnim stresom u pusaca. Istrazivanje koje
su proveli Kato i sur. (2022), uocilo je poboljSanje izdrzljivosti koje je pripisano
antioksidativnim u¢incima uzimanja kikirikija s visokim udjelom oleinske kiseline. Autori su
ovaj ucinak objasnili inhibicijom nakupljanja ROS-ova tijekom vjezbanja, a 8-OHdG, kao
biomarker oksidativnog stresa, zna¢ajno je smanjen nakon unosa ovoga orasastog voca. Razine
8-OHdG-a bile su smanjene konzumacijom brazilskog oraha kod pacijenata na hemodijalizi
(Stockler-Pinto 1 sur., 2014), Sto sugerira da pojedinci s ovakvim stanjem, mogu imati povecan
oksidativni stres. Orasi, konzumirani s bademima i ljeSnjacima smanjili su izlu¢ivanje 8-OHdG-
a urinom nakon 12-tjedne intervencije kod osoba s metaboli¢kim sindromom (L6opez-Uriarte 1

sur., 2010).

Korelacija unosa zacina i razina 8-OHdG-a nije utvrdena (Tablica 5). Cilj studije koju su
proveli Fardahi 1 suradnici (2013) bila je istrazivanje ucinka kratkotrajne suplementacije
¢eSnjaka na oSteCenje DNA nakon intenzivnog vjezbanja kod muskaraca koji nisu aktivni
sportaSi. Rezultati studije su pokazali da suplementacija ¢eSnjakom nije imala znacajan uc¢inak
na 8-OHAG (p > 0,05). IstraZivanje na Stakorima tretiranim lipopolisaharidom, pokazalo je da
uzimanje dumbira smanjuje razine 8-OHdG-a. Ovi rezultati ukazuju da unos ovoga zacina $titi
DNA od oksidativnog oStecenja (Ippoushi 1 sur., 2007). Timokinon, spoj prisutan u crnom
kimu, znacajno je smanjio razine 8-OHdG-a (p = 0,039) u Zenki Stakora tretiranih 7,12-
dimetilbenz(a)antracenom (DMBA) (Sindi, 2013). Studija provedena na miSevima takoder je
pokazala smanjenje koncentracije ovoga spoja, prilikom primjene kurkumina (Kim 1 sur.,

2019).

31



4. Rezultati i rasprava

Kod unosa kave i ¢aja uocena je umjerena pozitivna korelacija koja je bila na granici statisticke
znacajnosti (Slika 10). Unos kave i Caja, ¢ini se, poti¢e nastanak ili uklanjanje 8-OHdG-a kod

ispitanika.

Kavai ¢aj /g

r=0,419
p = 0,066

8-OHdG /ng mg™" 3

1 P — i

Slika 10 Korelacija razina 8-hidroksideoksigvanozina u urinu i dnevnog unosa kave i ¢aja

Medutim, studija koju su proveli Han i sur. (2010) pokazala je kako konzumacija kave ili ¢aja
nije promijenila razine 8-OHdG-a u urinu. Intervencijska studija u kojoj su sudjelovala 143
pusaca u dobi od 18-79 godina, pokazala je znaCajno smanjenje 8-OHdG-a u urinu (31 %)
nakon Cetiri mjeseca pijenja zelenog Caja bez kofeina (p = 0,002). Ali zato nije primije¢ena
promjena urinarnog 8-OHdG-a medu pusacima koji su konzumirali crni ¢aj. Ovakvi podaci
sugeriraju kako redovito pijenje zelenog ¢aja moze zastiti pusace od oksidativnih oStecenja i
smanjiti rizik od raka ili drugih bolesti uzrokovanih slobodnim radikalima povezanih s

pusenjem (Hakim i sur., 2003).
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Intervencijska studija u kojoj su sudjelovala 143 pusaca u dobi od 18-79 godina, pokazala je
znacajno smanjenje 8-OHdG-a u urinu (31 %) nakon cetiri mjeseca pijenja zelenog Caja bez
kofeina (p = 0,002). Ali zato nije primije¢ena promjena urinarnog 8-OHdG medu puSacima koji
su konzumirali crni ¢aj. Ovakvi podaci sugeriraju kako redovito pijenje zelenog Caja moze
zastiti pusace od oksidativnih oStecenja i smanjiti rizik od raka ili drugih bolesti uzrokovanih
slobodnim radikalima povezanih s pusenjem (Hakim 1 sur., 2003). Nadalje, novo istrazivanje
provedeno od strane Hakim 1 sur., (2017), pokazalo je znacajno smanjenje urinarnog 8-OHdG-
a medu pusSacicama nakon Sest mjeseci pijenja zelenog Caja (p = 0,04), dok kod muskaraca i
zena koje su bivse pusacice, konzumacija zelenog ¢aja nije imala utjecaj na razine 8-OHdG-a.
Konzumacija, pak, crnog ¢aja, dovela je do smanjenja razina urinarnog 8-OHdG-a medu biv§im
pusacima, iako razlike nisu dosegle statisti¢ku znacajnost (p = 0,08). Peron i sur. (2018) su
pokazali da konzumacija zelene kave ne mijenja razine urinarnih biomarkera oksidativnog
stresa kod zdravih ispitanika, pa ni 8-OHdG-a. lako se smatra da kava ima snazan
antioksidativni uc¢inak (Natella i sur., 2007), studija provedena na Stakorima pokazala je kako
je unos kave doveo do znacajnog povecanja izluc¢ivanja 8-OHdG-a u urinu (Sakamoto 1 sur.,

2003)
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 6 Veza dnevnog unosa energije i nutrijenata s razinama 8-hidroksideoksigvanozina u

urinu

Varijable Spearinanov
Unos E (kcal) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™) -0,111 0,640
Unos proteina (g) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™) 0,442 0,051
Unos ukupne masti (g) i & 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™) 0,318 0,170
Unos zasi¢enih mk (g) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™) 0,356 0,122
Unos mononezasi¢enih mk (g) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™) 0,344 0,137
Unos polinezasi¢enih mk (g) i 8-OHdG-a u urinu (ng-mg™') 0,160 0,497
Unos linoleinske kiseline (g) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™) 0,172 0,465
Unos kolesterola (mg) i 8-OHdG-a u urinu (ng-mg™) 0,217 0,356
Unos ukupnih ugljikohidrata (g) i 8-OHdG-a u urinu (ng-mg™) -0,121 0,608
Unos vlakana (g) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™) 0,430 0,058
Unos alkohola (g) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™") -0,599 0,005
Unos natrija (mg) i 8-OHdG-a u urinu (ng-mg™') 0,130 0,582
Unos kalija (mg) i 8-OHdG-a u urinu (ng-mg') 0,284 0,224
Unos kalcija (mg) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™") 0,263 0,262
Unos magnezija (mg) i 8-OHdG-a u urinu (ng-mg™") 0,302 0,195
Unos Zeljeza (mg) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™) 0,291 0,212
Unos fosfora (mg) i 8-OHdG-a u urinu (ng-mg™") 0,269 0,251
Unos cinka (mg) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™) 0,212 0,369
Unos bakra (mg) i 8-OHdG-a u urinu (ng-mg™") 0,249 0,288
Unos selena (ug) i 8-OHdG-a u urinu (ng-mg™) 0,066 0,781
Unos vitamina A (ug RE) i 8-OHdG-a u urinu (ng-mg™) 0,145 0,539
Unos karotena (ug) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™) 0,058 0,805
Unos vitamina B1 (mg) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™) 0,178 0,450
Unos vitamina B2 (mg) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™) 0,003 0,989
Unos vitamina B3 (mg) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™) -0,016 0,944
Unos vitamina B6 (mg) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™) -0,063 0,791
Unos vitamina B9 (pg) i 8-OHdG-a u urinu (ng-mg™) 0,258 0,270
Unos vitamina B12 (pg) i 8-OHdG-a u urinu (ng-mg™') -0,092 0,698
Unos vitamina C (mg) i 8-OHdG u urinu (ng'mg™") -0,297 0,202
Unos vitamina D (ug) i 8-OHdG-a u urinu (ng-mg™") -0,366 0,112
Unos vitamina E (mg) i 8-OHdG-a u urinu (ng-mg™) 0,094 0,691
Unos vitamina K (mg) i 8-OHdG-a u urinu (ng'mg™) 0,073 0,757
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 7 Prosje¢ni dnevni unos energije i nutrijenata ispitanika

Srednja vrijednost

+ SD
Energija (kcal) 1641 + 409
Proteini (g) 51+£25
Ukupne masti (g) 48 £20
Zasic¢ene masne kiseline (g) 10+4
Mononezasi¢ene masne kiseline (g) 15+£11
Polinezasi¢ene masne kiseline (g) 20+ 7
Linoleinska kiselina (g) 19+£7
Kolesterol (mg) 3+5
Ukupni ugljikohidrati (g) 248 £ 76
Vlakna (g) 26+ 13
Alkohol (g) 8,1 £16,7

Natrij (mg)

2940,9 + 1040,1

Kalij (mg) 2420,3 + 809,1
Kalcij (mg) 463,4 £ 190,2
Magnezij (mg) 231,7+£96,7
Zeljezo (mg) 14,8 + 8,6
Fosfor (mg) 933,3 +398,6
Cink (mg) 44+20
Bakar (mg) 1,5+0,7
Selen (ug) 77,8 +24,4
Vitamin A (ug RE) 402,4 £244,1
Karoten (png) 2525,6 £2121,2
Vitamin B1 (mg) 09+1,1
Vitamin B2 (mg) 1,0+1,4
Vitamin B3 (mg) 12,9+ 16,5
Vitamin B6 (mg) 12+1,4
Vitamin B9 (ng) 175,9+ 194,4
Vitamin B12 (ug) 0,9+2,5
Vitamin C (mg) 112 £ 76,1
Vitamin D (pg) 1,0+£0,9
Vitamin E (mg) 72+124
Vitamin K (mg) 110,1+£113,3
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4. Rezultati i rasprava

Utvrdena je slaba negativna veza izmedu energetskog unosa i 8-OHdG-a u urinu, koja nije
statisticki znac¢ajna (Tablica 6). Bergtold i Simic (1991) proveli su studiju na jednom ispitaniku
s ograni¢enjem energije za 40-50 % tijekom 10 dana. Rezultati su pokazali kako je izlu€ivanje
8-OHdG-a smanjeno za 50-80 %. Loft 1 suradnici (1995) u svojoj su studiji istrazivali u¢inak
ograni¢enja unosa energije na stopu oksidativne modifikacije DNA, procijenjene izlu¢ivanjem
8-OHdG-a iz urina, kod Sesnaest zdravih muskaraca tijekom 10 tjedana. Rezultati su pokazali
kako ogranicenje energije za 20 % nije smanjilo oksidativno oSte¢enje DNA. Kao razlog tome
navode kako je promjena u izlu¢ivanju 8-OHdG-a bila usko povezana sa smanjenjem brzine
metabolizma u mirovanju, $to ukazuje na sloZeniji odnos s restrikcijom prehrane koja izaziva
katabolizam te mogucée povecanje proizvodnje ROS-ova. Ipak, ovaj slozen u¢inak ograni¢enja
energije na oksidativno oSteenje DNA zahtijeva dodatna istraZivanja. S druge strane, u studiji
koju su proveli Narukawa 1 sur. (2010) nije pronadena znacajna korelacija izmedu unosa

energije (kcal) 1 urinarnog 8-OHdG-a (p = 0,343).

Korelacija izmedu unosa proteina i 8-OHdG-a u urinu je umjereno pozitivna te se nalazi na
samoj granici znacajnosti (Slika 11, p = 0,051). Ovo bi moglo znaciti kako 8-OHdG raste s
porastom unosa proteina. S druge strane, prema istrazivanju Narukawe i sur. (2011) nije
pronadena statisti¢ki znacajna korelacija izmedu unosa proteina i urinarnog 8-OHdG-a. Dok
nalazi studije provedene od strane Hruby i Jacques (2019) koja ukljucuje jednu od najopseznijih
procjena statusa upale i oksidativnog stresa te unosa proteina tijekom vrlo dugog razdoblja
pracenja, podupiru postojecu literaturu koja sugerira da je vec¢i unos proteina, osobito iz hrane

biljnog podrijetla, povezan s manjim rizikom od upale.

Prema Tablici 7 moZe se primijetiti kako ispitanici ovoga rada prosjecno dnevno unose 51 +
25 g proteina. AR vrijednost (eng. Average Requirement; prosje¢na potreba, odnosno onaj unos
koji zadovoljava dnevne potrebe polovice ljudi u tipi¢noj zdravoj populaciji) iznosi 0,66 g/kg
(EFSA, 2012). Prosjecan unos proteina kod veganskih ispitanika i ispitanica u odnosu na
prosjec¢nu masu (68 kg) iznosi 0,75 g/kg, §to u ovom slucaju ukazuje na veci unos od prosjecnih
potreba. lako se kao glavni nedostatak veganske prehrane smatra smanjen unos proteina, vegani
koji prakticiraju balansiranu prehranu mogu zadovoljiti svoje dnevne potrebe jedu¢i mahunarke

1 orasaste plodove (Kresi¢, 2012), §to se moze vidjeti iz utvrdenih prosjecnih vrijednosti.
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Slika 11 Korelacija razina 8-hidroksideoksigvanozina u urinu i dnevnog unosa proteina
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Pozitivna povezanost ustanovljena je i izmedu dnevnog unosa ukupnih masti, zasi¢enih masnih
kiselina, mononezasic¢enih, polinezasi¢enih i linoleinske kiseline s koncentracijama urinarnog
8-OHdG-a, ali bez statisticke znacajnosti (Tablica 6). Dobiveni rezultati pozitivne korelacije
zasi¢enih masnih kiselina nisu u skladu s istrazivanjem koje su proveli Nakamura i sur. (2019),
prema kojem je visoka konzumacija zasi¢enih masnih kiselina, posebno kratkolancanih i
srednjelan¢anih masnih kiselina dovela do smanjena 8-OHdG-a u urinu. Iako se zasi¢ene masne
kiseline smatraju Stetnima za kardiovaskularni sustav, prvenstveno zbog moguceg negativnog
ucinka na razinu kolesterola u krvi, ova studija je utvrdila kako je njihov ve¢i unos povezan s
manjom vjerojatnoSc¢u hipertenzije, a veza je bila jaca kod starijih osoba. Ipak, prema drugim
navodima unos zasi¢enih masnih kiselina predstavlja vaznu determinantu oSte¢enja DNA, dok
mononezasi¢ene 1 polinezasi¢ene masne kiseline, posebice omega-3-masne kiseline smanjuju

razine oSte¢enja DNA (Del Bo’ i sur., 2021).

Veza izmedu dnevnog unosa kolesterola i razina 8-OHdG-a u urinu je pozitivna, ali bez
statisticke znacajnosti (Tablica 6). Istrazivanje koje su proveli Miyamoto i sur. (2011) na
asimptomatskoj populaciji pokazalo je pozitivnu, ali i znacajnu korelaciju kolesterola i 8-
OHdG-a u urinu. Sakano 1 sur. (2009) u svojoj studiji nisu utvrdili povezanost izmedu
kolesterola i 8-OHdG-a. Istrazivanje koje su proveli Kikuchi i sur. (2013) na zdravoj radnoj
populaciji pokazalo je kako je oksidativho oStecenje DNA povecano kod osoba s niskim
razinama kolesterola. Ovi podaci sugeriraju da osobe s niskim razinama kolesterola mogu imati

smanjeni antioksidativni kapacitet, $to pak dovodi do oksidativnog oSte¢enja DNA.

Veganskom prehranom se opc¢enito unosi viSe ugljikohidrata, $to je potvrdeno u istrazivanju
Dawczynski 1 suradnika (2022). Uvidom u Tablicu 6 moZe se primijetiti kako unos ukupnih
ugljikohidrata slabo negativno korelira s razinama 8-OHdG-a. Baza namirnica aplikacije Nutri
Pro 2001 ne omogucuje procjenu unosa kljucnih vrsta ugljikohidrata (npr. saharoze ili Skroba),
pa je teSko donijeti definitivan zakljuak na temelju unosa ukupnih ugljikohidrata. Ipak,
kroni¢ni unos ugljikohidrata (tj. naj¢eS¢e Secera 1 Skroba) povezan je s oksidativnim stresom 1

upalom, faktorima koji doprinose nastanku 8-OHdG-a (Gregersen 1 sur., 2012).
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4. Rezultati i rasprava

Pozitivna korelacija unosa vlakana i razine 8-OHdG-a je na samoj granici znacajnosti (Slika
12, p = 0,058). Glavni izvori dijetalnih vlakana iz prehrane jesu zitarice, voce i povrée,
mahunarke, oraSaste plodovi. Prema Holscher i sur. (2017), vlakna imaju blagotovoran u¢inak
na zdravlje crijeva te poticu rast dobrih bakterija, Sto moZe imati zaStitni ucinak protiv
oksidativnog stresa. Budu¢i da je unos vlakana u ovom radu (Tablica 7), kao i najcesce
veganskom prehranom, u skladu s preporukama od 25 g dnevno (EFSA, 2010a), dobiveni
rezultati su u skladu s alternativnom interpretacijom pojavnosti 8-OHdG-a po kojoj vise razine

ukazuju na ucinkovitije sustave popravka DNA.

Vlakna /g
r=0,430
p = 0,058
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Slika 12 Korelacija razina 8-hidroksideoksigvanozina u urinu i dnevnog unosa vlakana
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4. Rezultati i rasprava

Dnevni unos alkohola kod ispitanika pokazao je najjacu statisticki znaCajnu negativnu
povezanost s razinama 8-OHdG-a (Slika 13, p = 0,005), prema kojoj je visok unos alkohola
povezan s niskim razinama ovog biomarkera. Treba napomenuti da je samo 30% ispitanika
prijavilo konzumaciju alkohola, pri ¢emu su tek dva ispitanika imala najve¢i unos od otprilike
50 g/dan (Tablica 7). Brojna druga istrazivanja ustanovila su da su konzumenti alkohola imali
viSe razine 8-OHdG-a u usporedbi s nekonzumentima ili priviemenim konzumentima (Irie i
sur., 2005; Kuo 1 sur., 2015; Wong 1 sur., 2003). Chen i suradnici (2010) otkrili su znacajno
vece serumske razine ovoga spoja kod pacijenata s ovisnos¢u o alkoholu, navode¢i kako
kroni¢na konzumacija alkohola povecava lipidnu peroksidaciju i smanjuju funkciju
antioksidativnih enzima, poput glutation peroksidaze 1 superoksid dismutaze. Prema
Hannuksela 1 sur. (2004), umjereni unos alkohola (do 30 g/ dan) $titi od ateroskleroze te

posljedi¢no od koronarnih bolesti.
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Slika 13 Korelacije razina 8-hidroksideoksigvanozina u urinu i dnevnog unosa alkohola

40



4. Rezultati i rasprava

Slaba pozitivna veza koja nije bila statisticki znacajna, utvrdena je kod dnevnog unosa natrija i
urinarnog 8-OHdGa (Tablica 6). Prema istrazivanju Kayamba i Kelly (2020) razine 8-OHdG-
a u urinu nisu bile u korelaciji s procijenjenim natrijem u urinu. Procijenjeni 24-satni natrij u
urinu, visok je medu Zambijcima i povezan je s lipidnim, ali ne i oksidativnim stresom u DNA.
S druge strane, Akasaka i sur. (2012) utvrdili su znacajnu povezanost urinarnog 8-OHdG-a i
unosa soli (p < 0,0001), navodeci kako oksidativni stres moze pridonijeti visokom krvnom

tlaku, prekomjernim unosom natrija.

Dnevni unos kalija je pozitivno koreliran s 8-OHdG-om u urinu, bez statisticke znacajnosti
(Tablica 6). Dobiveni podaci slazu se s studijom koju su proveli Saldafia-Cruz i sur. (2024),

koja je utvrdila takoder pozitivnu korelaciju.

Pozitivna korelacija bez statistiCke znacajnosti prisutna je izmedu unosa kalcija i razina 8-
OHdG-a (Tablica 6). Cilj istrazivanja koje su proveli Purnawati i sur. (2020) bio je utvrditi
utjecaj unosa hrane, mentalnog statusa i razine 8-OHdG-a u urinu adolescentica s
predmenstrualnim sindromom. Rezultati su pokazali kako visoke razine ovoga spoja mogu biti
uzrokovane niskim statusom kalcija. Studija koju su proveli Shen i suradnici (2018) utvrdila je
kako razine kalcija nisu bile povezane s urinarnim §-OHdG-om kod Zena u postmenopauzi s

osteopenijom.

Pozitivna korelacija, takoder je prisutna izmedu unosa magnezija i urinarnog 8-OHdG-a, ali

nije statisticki znacajna (Tablica 6).

Vrlo sli¢na korelacija s 8-OHdG-om utvrdena je za dnevni unos Zeljeza. Dobiveni podaci mogli
bi znaciti kako visok unos Zeljeza povecava razine 8-OHdG-a u urinu. Medutim, veganska
prehrana se temelji na namirnicama biljnog podrijetla te su njihove razine Zeljeza 1 feritina u
krvi obi¢no niZe, dijelom zbog manje u¢inkovite apsorpcije nehemskog Zeljeza, koje se nalazi
u hrani biljnog podrijetla, u usporedbi s hemskim Zeljezom iz zivotinjskih izvora. Nakano i sur.
(2003) su ispitali vezu zeljeza s oksidativnim oSte¢enjem DNA. Naime, oni nisu uocili gotovo
nikakve promjene prema dobi u izlu¢ivanju 8-OHdG-a urinom kod muskaraca, ali su uocili
porast stope izlu¢ivanja ovisan o dobi kod Zena, najviSe izrazen u vrijeme menopauze. Takoder,
koncentracija feritina u serumu imala je statisticki zna¢ajnu izravnu korelaciju s izlu€ivanjem
8-OHdG-a u urinu, u oba spola. Zajedno, ova opazanja sugeriraju da menstrualni gubitak krvi
koji odrzava niske zalihe zeljeza $titi mlade zene od prekomjernog oksidativnog oStecenja

DNA.
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Podaci Tuomainen i sur. (2007) podupiru prethodnu pretpostavku da zeljezo u krvi potice
oksidativni stres te navode kako bi niske razine zeljeza mogle biti zastitne. Prosjecne vrijednosti
zeljeza kod veganskih ispitanika u ovom istrazivanju (Tablica 7) bile su u skladu s prosje¢nim
potrebama za Zeljezo (AR = 7 mg/dan) (EFSA, 2015d), dok je unos prema PRI vrijednost za
zeljezo (16 mg/dan) bio nesto nizi. Vjerojatno je slabija apsorpcija unesenih koli¢ina s obzirom
na to da vegani unose zeljezo iz biljnih namirnica koje bi mogle sadrzavati velike koli¢ine

fitinske kiseline koja u jednom gramu moze na sebe vezati 500 mg Zeljeza (Kresi¢, 2012).

Slaba pozitivna korelacija utvrdena je i izmedu unosa fosfora i razine 8-OHdG-a u urinu, iako
nije statisticki statistiCke znacajna (Tablica 6). Ipak, istrazivanje koje su proveli Saldafia-Cruz
1 sur. (2024) otkrilo je kako su razine fosfora u negativnoj korelaciji s ovim biomarkerom.
Smatraju da bi njegova negativna korelacija s §-OHdG-om mogla biti povezana s optimalnom
funkcijom mitohondrija u proizvodnji ATP-a 1 manjom proizvodnjom ROS-ova u uvjetima

odgovarajuce razine fosfata u serumu.

Cink je takoder pokazao pozitivnu korelaciju s urinarnim koncentracijama 8§-OHdG-a (Tablica
6). Znacajno viSe razine 8-OHdG-a (p < 0,00), zajedno s nizim razinama cinka (p < 0,001)
pronadene su kod dijabeticara u usporedbi sa zdravim kontrolama (Mahmoud i sur., 2021).
Pacijenti s niskim statusom cinka imali su vise razine 8-OHdG-a u usporedbi s pacijentima s
normalnim statusom cinka. U bolesnika s dijabetesom uocena je negativna korelacija 8-OHdG-
a s cinkom (p = 0,070). Dodatak cinka uzrokovao je znac¢ajno smanjenje 8§-OHdG-a za (26,0
%) 1 povecanje serumskog cinka za (42,0 %). PoviSene razine 8-OHdG-a u kombinaciji s niskim
statusom cinka mogu ukazivati na visok stupanj oksidativnog oSte¢enja DNA kod dijabeticara.
Rezultati potvrduju da dodatak cinka moze pomoci u ispravljanju abnormalnih razina 8-OHdG-
a. Prosjecne vrijednosti cinka u ovoj veganskoj populaciji (Tablica 7) bile su neSto niZze od
prosjecnih potreba za ovim mineralom (AR = 6,2 — 10,2 mg/dan) (EFSA, 2014d). Inace,
nedostatni unos cinka je ¢est kod vegana, te je dodatno pogorsan unosom fitata. Dugoro¢ni unos
manji od preporucenih koli€ina uzrokuje smanjenje funkcije citokroma IV, Sto rezultira

stvaranjem ROS-ova i znacajnim oksidativnim oSte¢enjem DNA (Ames, 2006).
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Dnevni unos bakra je pozitivno koreliran s razinama §-OHdG-a, opet bez statisticke znacajnosti
(Tablica 6). Studija provedena na Stakorima utvrdila je znacajan porast 8-OHdG-a, uocen u
njihovim jetrenim i bubreznim stanicama prilikom primjene bakra (Sagripanti 1 Toyokuni,
1993). Shaker i Rashed (2019) su utvrdili vise razine bakra u serumu, kao i vise razine 8-OHdG-
au urinu muskih ispitanika koji su bili izlozeni bakru na radnom mjestu.Vece razine izlozenosti

ovom metalu uzrokuju oksidativni stres i povecavaju vjerojatnost ostecenja DNA.

Prema rezultatima iz Tablice 6, dnevni unos selena nije povezan s razinama 8-OHdG-a. Ipak,
rezultati klinickih ispitivanja sugeriraju da kvasac obogacen selenom u visokoj dozi snizava
razine urinarnog 8-OHdG-a za 34 % nakon devet mjeseci (Richie i sur., 2014). Dodatak selena
u obliku natrijevog selenita doveo je do smanjenja biomarkera oksidativnog stresa kod osoba

koje nose mutaciju BRCA1 (Dziaman i sur., 2009).

Dnevni unos vitamina A 1 karotena vrlo slabo koreliraju s urinarnim 8-OHdG-om. Karoteni
predstavljaju skupinu karotenoida, koji su prekursori za sintezu vitamin A iz biljnog podrijetla.
Vitamin A je esencijalni vitamin topiv u mastima, vazan za vid, rast i imunoloski sustav.
Dobiveni rezultati nisu u skladu s rezultatima studije Huang i sur. (2000) koja navodi kako su
alfa-karoten, beta-karoten, kriptoksantin i lutein bili obrnuto povezani s razinama 8-OHdG-a,
iako je statisticki znac¢ajna bila samo korelacija s luteinom. Istrazivanje von Poppel i sur. (1995)
pokazuje kako dodatak beta-karotena u prehrani nije smanjio poviseno izlu¢ivanje 8-OHdG-a

urinom kod pusaca.

Dnevni unosi vitamina B skupine nisu korelirani s istraZivanim biomarkerom (Tablica 6). Osim
veza vitamina B1 1 B9 s urinarnim 8-OHdG-om koja je bila pozitivna, ali nije dosegla statisticku
znacajnost. Kuwahara 1 suradnici (2013) proucavali su povezanost unosa vitamina B6 1 B9 s
razinama 8-OHdG-a, kod zenskih 1 muskih ispitanika. Rezultati su pokazali statisti¢ki znacajnu
(p = 0,045), negativnu korelaciju urinarnog 8-OHdG-a s razinama vitamina B6 kod muskih
ispitanika koji nisu pusili, konzumirali alkohol ili su ga konzumirali u umjerenim koli¢inama.
Medutim, nije ustanovljena povezanost unosa vitamina B9 s razinama §-OHdG-a u urinu.
Padmanabhan 1 sur. (2019) su utvrdili da je dodatak vitamina B12 i folata vratio 8-OHdG na
kontrolnu razinu kod Stakora tretiranih azoksimetanom. Stoga bi ova negativna povezanost

mogla upucivati na manji oksidativni stres pove¢anjem unosa tog vitamina.
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Moguc¢ je deficit vitamina B12 kod vegana s obzirom na to da oni u potpunosti isklju¢uju hranu
animalnog podrijetla. lako su prosjecne vrijednosti dnevnog unosa vitamina B12 za ispitivanu
vegansku populaciju bile znatno nize (Tablica 7) od adekvatnog unosa ovog vitamina (4
ng/dan) (EFSA, 2015b), svi ispitanici su u anketi naveli da uzimaju suplemente ovog vitamina

te je rizik deficita mali.

Negativna, ali ne statisti¢ki znacajna korelacija, utvrdena je izmedu dnevnog unosa vitamina C
1 razina 8-OHdG-a (Slika 14). Prema rezultatima studije Huang i sur. (2000), viSe razine
vitamina C bile su povezane s nizim razinama urinarnog 8-OHdG-a, $to je u skladu s rezultatom
ovog rada. S druge strane Loft i sur. (1992) nisu ustanovili vezu unosa vitamina C s razinama
8-OHdG-a. Vitamin C snazan je antioksidans, koji se prvenstveno dobiva konzumacijom voéa
i povréa (Luszezki i sur., 2023), kojim, u pravilu obiluje veganska prehrana. Nadalje, za vegane
je bitan jer pojacava apsorpciju nehemskog Zeljeza (Bauer, 2005). Prosje¢na vrijednost unosa
vitamina C ispitanika je 112,0 £ 76,1 mg/dan (Tablica 7). Adekvatni unos tj. vrijednost za
vitamin C iznosi 80 mg/dan, a PRI vrijednost 95 mg/dan (EFSA, 2013), sto ukazuje na

prosjecno veéi unos ovoga vitamina ispitanika.
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r=-0298 Vit C /mg
p = 0,202

DDD

8-OHdG /ng mg™’ (@)

| PEC

Slika 14 Korelacija 8-hidroksideoksigvanozina u urinu 1 dnevnog unosa vitamina C

Umjerena negativna korelacija pronadena je izmedu dnevnog unosa vitamina D i razina 8-
OHdG-a (Slika 15). Vitamin D najpoznatiji je po svojoj ulozi u odrZzavanju zdravlja kostiju 1
misica. Medutim, odgovarajuce razine ovog vitamina takoder mogu biti korisne u odrzavanju
integriteta DNA. Uloga vitamina D moZze se podijeliti na primarnu funkciju koja sprje¢ava
oste¢enje DNA 1 sekundarnu funkciju koja regulira brzinu rasta stanica. Potencijal vitamina D
za smanjenje oksidativnog oSte¢enja DNA kod ljudi je sugeriran klinickim ispitivanjem u
kojem je nadopuna vitaminom D smanjila 8-OHdG-a u kolorektalnim epitelnim stanicama

kripti (Nair-Shalliker, 2012).
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Vegani se, pak, zbog iskljuc¢enja hrane zivotinjskog podrijetla suocavaju s pove¢anim rizikom
neadekvatne opskrbe ovim vitaminom, $to bi moglo dovesti do Stetnih uc¢inaka na zdravlje
kostiju (Brown i sur., 2021). Prema Tablici 7, prosjecne vrijednosti unosa ovoga vitamina
hranom za vegane su znatno nize od adekvatnog unosa za vitamin D (Al = 15 pg/dan), iako se
ukupna potreba za ovim vitaminom moZze nadoknaditi izlaganjem suncu i sintezom iz

kolesterola u kozi (EFSA, 2016d).

Vit D /ug

r=-0,366
p=0,112

8-OHdG /ng mg™' (@)

. .

Slika 15 Korelacija 8-hidroksideoksigvanozina u urinu i dnevnog unosa vitamina D
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Nije utvrdena veza izmedu dnevnih unosa vitamina E ili K s urinarnim 8-OHdG-om (Tablica
6). Loftisur. (1992) te Narukawa i sur. (2010) takoder nisu utvrdili nikakvu povezanost unosa
vitamina E 1 izlu¢ivanja 8-OHdG-a u ljudi. Ipak, studija koju su proveli Lee i Wan (2000)
pokazala je znaCajno smanjenje urinarnog 8-OHdG-a (p < 0,001) kod Zena i muskaraca tijekom

suplementacije vitaminom E kroz dvadeset i osam dana.

Unatoc€ prevladavaju¢em misljenju znanstvene zajednice kako pozitivna veza nekog parametra
s 8-OHdG-om, kao i1 njegove viSe razine u urinu, ukazuju na nastanak visSe oSte¢enja DNA,
postoje 1 alternativna tumacenja po kojima visa koncentracija ukazuje na ucinkovitije sustave
popravka DNA, odnosno bolju zastitu od mutacija. Budu¢i da je ovdje utvrdena pozitivna
korelacija unosa vlakana i povréa s 8-OHdG-om, a i nepusaci imaju nesto vise koncentracije
od pusaca, rezultati su u skladu s tom hipotezom. Naravno, definitivni zakljucci se ovdje ne
mogu izvuéi, s obzirom na mali broj ispitanika ove pilot studije 1 na Cinjenicu da je vodenje

dnevnika prehrane sklono pogreskama, Sto sve moze utjecati na pouzdanost dobivenih rezultata.
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5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1.

Utvrdena je velika rasprSenost rezultata uz koncentracije 8-OHdG-a u urinu
ispitanika koje su se kretale u rasponu od 140,31 do 725,68 ng-mg-1 kreatinina.
Uvidom u prosjecne razina 8-OHdG-a u urinu ispitanika podijeljenih u podskupine
prema spolu, nije utvrdena statisticki znacajna razlika (334,50 prema 213,48 ng-mg-
1; p=0,192), iako Zene imaju nesto visi medijan.

Utvrdena je slaba pozitivna veza dobi 1 8-OHdG-a u urinu koja nije statistic¢ki
znacajna (r = 0,240; p =0,303), ali moze ukazivati na slabljenje u¢inkovitosti sustava
detoksikacije i popravka DNA s dobi.

Koeficijent korelacije izmedu BMI vrijednosti ispitanika i njihovih koncentraciija
8-OHdG-a je slabo pozitivan, bez statisticke znacajnosti (r =0,176; p = 0,458). Ipak,
moguce je da bi povezanost ove dvije varijable postala znacajna na ve¢em uzorku
ispitanika.

Gledaju¢i utjecaj puSenja na razine 8-OHdG-a, uocen je nesto visi medijan kod
nepusada, iako razlika nije statisti¢ki zna¢ajna (334,50 prema 222,54 ng-mg’!; p =
0,127).

Umjereno pozitivna i statisti¢ki znacajna korelacija (r = 0,474; p = 0,035) uocena je
izmedu dnevnog unosa povréa i razina 8-OHdG-a, dok je veza s unosom kave i Caja
bila na granici statisticke znacajnosti (r = 0,419; p = 0,066). Slaba pozitivna veza,
bez statisticke znacajnosti utvrdena je izmedu 8-OHdG-a u urinu i unosa voca i
orasastog voca. Nije ustanovljena veza unosa zacina s razinama ovog biomarkera.
Ispitana je veza urinarnih razina ovog biomarkera s unosom energije 1 nutrijenata.
Korelacije koje su bile statisticki znacajne ili na granici znacajnosti su one su
dnevnim unosom alkohola (r = -0,599; p = 0,005), vlakana (r = 0,430; p = 0,058) te
proteina (r = 0,442; p =0,051).

lako prevladava miSljenje da pozitivna veza nekog parametra s razinama urinarnog
8-OHdG-a ukazuju na nastanak viSe oSte¢enja u DNA, postoji i alternativna hipoteza
prema kojoj su vise razine pokazatelj u¢inkovitijeg sustava zastite od oste¢enja DNA
1 nastanka mutacija. Rezultati ovog istraZivanja (pozitivna korelacija 8-OHdG-a s
unosom povréa i vlakana, viSe koncentracije kod nepusaca 1 dr.) u skladu su s ovom

hipotezom.
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