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POPIS KRATICA
ALS - amiotrofi¢na lateralna skleroza, engl. amyotrophic lateral sclerosis
ALA - a-linolenska kiselina, engl. alpha-linolenic acid
CAT - katalaza, engl. catalase
CRP — C-reaktivni protein, engl. C-reactive protein

Cu/Zn SOD / SOD1 - bakar/cink superoksid dismutaza / superoksid dismutaza 1, engl.

copper/zinc superoxide dismutase / superoxide dismutase 1
DHA - dokosaheksaenoi¢na kiselina, engl. docosahexaenoic acid
DNA - deoksiribonukleinska kiselina, engl. deoxyribonucleic acid

EC-SOD / SOD3 - izvanstani¢na superoksid dismutaza / superoksid dismutaza 3, engl.

extracellular superoxide dismutase / superoxide dismutase 3
EPA — eikosapentaenska Kiselina, engl. eicosapentaenoic acid
GPx — glutation peroksidaza, engl. glutathione peroxidase
GPx1 - glutation peroksidaza 1, engl. glutathione peroxidase 1
GSH - glutation, engl. glutathione

GSSG - glutation disulfid, engl. glutathione disulfide

H>0: — vodikov peroksid, engl. hydrogen peroxide

IL-6 — interleukin 6, engl. interleukin 6

KVB — kardiovaskularne bolesti, engl. cardiovascular diseases

Mn SOD / SOD2 — mangan superoksid dismutaza / superoksid dismutaza 2, engl. manganese

superoxide dismutase / superoxide dismutase 2

NO - dusikov monoksid, engl. nitric oxide



O2 - superoksidni anion, engl. superoxide anion

O - kisik, engl. oxygen

ONOO- - anion peroksinitrita, engl. peroxynitrite anion

PUFA - polinezasi¢ene masne kiseline, engl. polyunsaturated fatty acids
ROS - reaktivni kisikovi spojevi, engl. reactive oxygen species

SOD - supeoksid dismutaza, engl. superoxide dismutase

UV - ultraljubicasto zraenje, engl. ultraviolet radiation
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1. UVOD
1.1. Oksidativni stres i nastanak slobodnih radikala

Oksidativni stres oznacava stanje neravnoteze koje nastaje zbog formiranja reaktivnih kisikovih
spojeva (ROS, engl. reactive oxygen species) i nedostatka antioksidanata neophodnih za zastitu

organizma (1). U stanicama se javlja kao posljedica jednog od triju ¢imbenika:

1. povecano nastajanje ROS-a;
2. smanjena antioksidativna zaStita, 0dnosn0 nemoguénost neutralizacije Stetnog
djelovanja ROS-a i nemogucnost njihovog eliminiranja;

3. nemogucnost popravka stanica oStecenih zbog djelovanja ROS-a (2).

ROS su ioni, atomi i molekule, koje u vanjskoj elektronskoj ljusci imaju barem jedan nesparen
elektron, zbog kojega su vrlo nestabilnima i izuzetno reaktivnima (3). Upravo zato posljedica
njihovog nakupljanja u stanici moze biti jedan od ¢imbenika koji uzrokuje nastanak akutnih i
kroni¢nih poremecaja (4). Njihovo stetno djelovanje proizlazi iz teznje za postizanjem
stabilnosti pa tako stupaju u reakciju sa stabilnim molekulama s kojima su u kontaktu, uzimaju
njihov elektron te zapocinju lancanu reakciju koja uzrokuje strukturne, funkcionalne i
biokemijske promjene biomolekula (5). Stvaranje ROS-a kontinuiran je i uobicajen proces
izmjene tvari unutar stanice. Manje koli¢ine ROS djeluju kao nuzni elementi kod stvaranja
vaznih bioloskih molekula, kod stvaranja energije, u nastajanju spolnih stanica, regulaciji rasta
te prijenosu signala medu stanicama. S druge strane, u prevelikim koncentracijama mogu
mijenjati gradu membrana stanica i remetiti njihovu funkciju, dovesti do mutacija unutar
molekule DNA i utjecati na promjene metabolizam proteina i lipida u organizmu (2). Glavni
izvor slobodnih radikala u organizmu je aerobna stani¢na respiracija, a mogu nastati i
oksidacijom masnih kiselina u peroksisomima, stimulacijom fagocita, mikrosomalnim
citokrom P450 metabolizmom ksenobiotika, metabolizmom tkivno specifi¢cnih enzima i
arginina. Takoder, koncentracija ROS-a se poveéava prilikom uobi¢ajenih procesa poput
vjezbanja, izlaganja razliCitim oneciSCenjima, apsorpcijom ultraljubicastog (UV, engl.
ultraviolet) ili ionizacijskog zracenja, kod razli¢itih infekcija i dr. (2). U svakoj stanici dolazi
do kemijske reakcije oksidacije i redukcije molekula tj. izmjene elektrona. Npr. u slu¢aju kada
se stvaraju slobodni radikali zbog proizvodnje energije u mitohondrijima gdje stanice koriste

O- za proizvodnju ATP-a.
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Fina ravnoteza izmedu prisutnosti reaktivnih kisikovih radikala i antioksidansa bitna je za
pravilno i normalno funkcioniranje stanice. Bazalna koncentracija ROS-a neophodna je za
provodenje stani¢nih funkcija, dok prekomjerna razina ROS-a uzrokuje stani¢na osteéenja, Sto
na kraju dovodi do nekroze i apopotske stani¢ne smrti. Kardiovaskularne bolesti (KVB, engl.
cardiovascular diseases) su glavni uzrok smrti u svijetu, a oksidativni stres uvelike utjece na
njihov nastanak. Poveéani ROS dovode do smanjene dostupnosti dusSikovog oksida i
vazokonstrikcije, uzrokujuci arterijsku hipertenziju i1 o$tecenje endotela. ROS takoder
negativno utjeCu na vezanje kalcija u miokardu te uzrokuje aritmiju, hipertfofiju i apoptozu.

Isto tako, pokazalo se da ROS poti¢u stvaranje aterosklerotskih plakova (1).

Takoder, jo$ jedna posljedica oksidativnog stresa je i starenje. Ono je u ve¢oj mjeri definirano
kao rezultat djelovanja oksidativnog stresa na stanice. Stani¢ni mehanizmi u takvom stanju ne
funkcioniraju ispravno zbog posljedica osteéenja te pocinju slabjeti zbog vlastite nekroze.
Usporavanje procesa starenja stvar je kumulativnog smanjenja brzine oksidativnog oStecenja
stani¢nih mehanizama. Zajedno s genetskim razlozima, smanjenje oksidativnog stresa odreduje

i nacin Zivota te prehrana (6, 7).
1.2. Antioksidativni mehanizmi

Kao $to je ranije spomenuto, antioksidansi su neophodni u odrzavanju ravnoteze oksidacijsko
redukcijskih reakcija unutar organizma. Oni su molekule koje predaju ili primaju elektron
slobodnog radikala i tako Stite stanicu od oStecenja. Neki od antioksidanata su vitamini A i C,
hem vezani proteini 1 -karoten, a isto tako tu su i enzimi koji djeluju na uniStenju kisikovih
radikala poput katalaze (CAT, engl. catalase), glutation peroksidaze (GPx, engl. glutathione
peroxidase) i superoksid dismutaze (SOD, engl. superoxide dismutase) (8). Kvalitetan izvor
antioksidansa su Zitarice, vo¢e i povrée, ali takoder se nalaze i u namirnicama kao §to su
mlijeko, meso, riba te morski plodovi. Antioksidansi neutraliziraju slobodne radikale kroz

nekoliko razli¢itih procesa:

1. inhibicijom slobodnih radikala;
2. uklanjanjem postojecih slobodnih radikala, gdje sudjeluju SOD, GPx, CAT,;
3. popravkom ostecenih biomolekula pomocu reparativnih enzima, gdje se ponajprije

misli na popravak DNA molekula (9).
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1.3. Enzimski antioksidansi
1.3.1. Katalaza

Katalaza je klju¢ni unutarstani¢ni enzim u metabolizmu vodikovog peroksida (H20-, engl.
hydrogen peroxide) i reaktivnih dusikovih spojeva, a njezina ekspresija i lokalizacija znatno je
promijenjena u ostecenim i tumorskim stanicama (10). Ona je gradena od Cetiri podjedinice
koje unutar aktivnog mjesta sadrze hem prosteti¢ku skupinu. Ovakvo aktivno mjesto osigurava
regeneraciju brojnih molekula unutar organizma, a primarna uloga mu je razgradnja H.O2 kroz

dva oblika reakcije:

1. katalazni oblik reakcije 2H202 —> 2H,0 + Oo;
2. peroksidazni oblik reakcije H.02 + RH2 —> 2H20 + R.

Aktivnost katalaze naglasena je kod povisenih koncentracija H.O> pa dokazuje da je CAT
zasluzna za odstranjenje peroksida kod oksidacijskog stresa, dok manje koncentracije H2O>
razgraduje GPx. U jetri i eritrocitima se nalaze najvece koncentracije katalaze, a suprotno tome,
najmanje koncentracije nalaze se u srcu, mozgu, skeletnim misi¢ima i slezeni (10). Postoje tri
razli¢ite vrste CAT-a, a to su monofunkcionalna katalaza, bifunkcionalna katalaza, katalaza-

peroksidaza te katalaza koja u svojoj strukturi sadrzi mangan umjesto hem skupine (2).
1.3.2. Superoksid-dismutaza

Otkrice superoksid dismutaze mnogi smatraju dogadajem koji je najodgovorniji za brzi rast i
razvoj podrucja biologije i medicine slobodnih radikala. VaZzne dokaze o njihovoj vaZznosti
pruzaju sistematski ucinci na metabolizam energije uoc¢eni kod mutirane SOD, gdje se javlja
amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS, engl. amyotrophic lateral sclerosis). SOD katalizira
dismutaciju superoksidnog aniona (O2’, engl. superoxide anion) u H20- i kisik (O2, engl.
oxygen) te je zbog toga jako znacajan antioksidans koji sudjeluje u zastiti svih stanica koje
koriste kisik i aerobni metabolizam. Dismutacija superoksida uz pomo¢ superoksid-dismutaze

prikazana je reakcijama (a) i (b) (11).
(@) M™V*-SOD + O = M™-SOD + O,

(b) M™L-SOD + 0y > M™D* - SOD + H,0;
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Postoje tri izoforme:

1. bakar-cink SOD (Cu/Zn SOD, engl. copper/zinc superoxide dismutase) oznacen kao
SOD1;

2. mangan SOD (Mn SOD, engl. manganese superoxide dismutase) oznac¢en kao SOD2;

3. izvanstani¢ni SOD (ECSOD, engl. extracellular superoxide dismutase) ozna¢en kao
SOD3.

SODL1 je smjestena citosolu i medumembranskom prostoru, a za njegovu aktivnost vazni su
bakar i cink. SOD2 izoforma enzima nalazi se u mitohondrijima, a SOD3 u izvanstani¢nom
prostoru. To su bjelancevine, koje se aktiviraju metalnim kofaktorima poput cinka, bakra,
mangana, Zeljeza ili nikala te imaju vaznu ulogu u inhibiciji stvaranja aniona peroksinitrita
(ONQOO:, engl. peroxynitrite anion), koji moze biti uzrok mitohondrijske i endotelne

disfunkcije, dijabetesa, hipertenzije te starenja (2).
1.3.3. Glutation-peroksidaza

Glutation-peroksidaza je antioksidativni enzim, koji stiti stanice od oksidativnog stresa na na¢in
da koristi glutation (GSH, engl. glutathione) kao supstrat. Graden je kao tetramer, kod kojeg
svaka podjedinica ima atom selena kao selenocistein i tako ¢ini aktivno mjesto. Mehanizam
gjelovanja GPx zasluzan je za neutralizaciju najvece koli¢ine H2O2 unutar stanice. GPx u
prisutnosti reduciranog GSH ubrzava reakciju redukcije H2O2 ukljucuju¢i i lipidni

hidroperoksid:

2GSH + H202 — GS-SG + 2H20

GSH - reducirani monomerni glutation; GS-SG — glutation disulfid

Mnoga dosadasnja istrazivanja pokazuju povezanost abnormalnosti u ekspresiji GPx s
kardiovaskularnim bolestima, etiologijom nastanka raka, zatim s pojavom neurodegnerativnih
i autoimunih bolesti te dijabetesa. Do sada je poznato sedam podvrsta glutation-peroksidaza, a
to su: citosolna GPx (GPx1 ili cGPx), gastrointestinalna GPx (GPx2 ili GI-GPx), izvanstani¢na,
odnosno, plazmatska GPx (GPx3 ili pGPx), fosfolipidna hidroperoksidna GPx (GPx4 ili
PHGPXx), epididimis sekrecijska GPx (GPx-5), GPx6 i GPx7 (12). Sve ove izoforme

nejednoliko su rasporedene unutar organizma, §to je vjerojatno posljedica hidroperoksidne
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aktivnosti. Naime, hidroperoksidi osim toksi¢ne uloge imaju i vaznu ulogu u prijenosu
unutarstani¢nih poruka pa GPx vjerojatno sluzi u odrzavanju njihove ravnoteze, kako bi stanice

nesmetano obavljale svoju funkciju (2).
1.4. Neenzimski antioksidansi
1.4.1. Minerali

Minerali su kemijski elementi neophodni za Zivot, a postoje kao slobodni ioni ili kao gradivni
elementi nekog organskog spoja (hormoni, enzimi). Oni su esencijalni elementi, prijeko
potrebni za normalna rad i funkcioniranje svih stanica, koje se putem hrane, vode ili lijekova
unosi u organizam. Kod obrane organizma od antioksidativnog stresa, izmedu mnogih
mineralima, najéeS¢e se spominju Selen, cink i bakar (13). Selen u stanicama ima
antioksidativnu ulogu. Sastavni je dio GPx-a i izravno pogoduje razgradnji nastalih peroksida
unutar stanice te na taj nadin inhibira njihov Stetan utjecaj. Takoder, i cink se u manjim
koncentracijama nalazi u stanicama, a naj¢eSce je vezan za proteine, zatim u jetri i kostima te
je neophodan u nastanku razli¢itih enzimskih sustava. Isto tako, bakar je neophodan element u
nasem organizmu. Bakar i Zeljezo djeluju na sintezu hemoglobina te sudjeluju kao katalizatori.
Bakar pokrece razne enzime, a ponajprije enzime poput citokrom-C-oksidaze i katalaze te

djeluje kao kofaktor proteina (2).
1.4.2. Vitamini

Vitamini su organski spojevi koji se u organizmu javljaju u vrlo niskim koncentracijama,

medutim neophodni su za normalno funkcioniranje organizma. Dijele se u dvije skupine:

1. vitamini topivi u mastima, u koje svrstavamo vitamine A, D, E, K;

2. vitamini topivi u vodi, u koje svrstavamo vitamin C i vitamine B kompleksa.

Neizostavni su bioloski katalizatori, odrzavaju fizioloske mehanizme vazne za normalan
metabolizam svih stanica i tkiva u organizmu. Djeluju na stvaranje kostanog tkiva i kolagena,
metabolizmu ugljikohidrata, proteina i masti, procesu zgrusavanja krvi i sl. Najvazniji vitamini

i provitamini s antioksidativnim djelovanjem su p-karoten te vitamini C i E.
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Vitamin C, nazvan jo§ i askorbinska kiselina, stiti stanice od negativnog djelovanja slobodnih
kisikovih radikala pa tako smanjuje incidenciju pojave karcinoma. On u organizmu Snizava
koncentraciju zeljeza i bakra koji prenose slobodne radikale te pospjesuje normalan rad
imunoloskog sustava (14). Svrstavamo ga u skupinu vitamina topivih u vodi, a djeluje kao
kofaktor u reakcijama biosinteze neurotransmitera kateholamina i kolagena (15). Takoder,
sudjeluje i u borbi od infekcija i zacjeljivanju rana, na nacin da stimulira proizvodnju leukocita
(15). Organizam ga ne moze Sintetizirati pa je njegove koncentracije neophodno odrzavati
pravilnom i uravnoteZenom prehranom. Hrana bogata vitaminom C je bobi¢asto voce (npr.
brusnice, borovnice), zatim karfiol, brokula, agrumi i sl. Preporucena doza vitamina C je oko
90 miligrama dnevno za muskarce te 75 miligrama dnevno za Zene (16). Kod nedostatka
vitamina C dolazi do razvoja skorbuta, tj. bolesti koju karakteriziraju otezano zarastanje rana,
modrice, krvarenje desni i anemija (16). Vitamin C smanjuje pojavu oksidativnog stresa i tako
Sto u stanicama neurona uzrokuje vracanje oksidiranog vitamina E u reducirani oblik.
Namirnice bogate vitaminom E vezu se uz ulja poput maslinovog, suncokretovog, sojinog ili
kukuruznog, zatim uz orahe, bademe i pistacije te uz zeleno lisnato povrce poput blitve i kelja.
Otapa se u mastima i javlja se u osam kemijskih oblika: alfa-tokoferol, beta-tokoferol, gama-
tokoferol, delta-tokoferol i alfa-tokotrienol, beta-tokotrienol, gama-tokotrienol, delta-
tokotrienol (17). Suzbija slobodne radikale koji se stvaraju kao posljedica oksidacije masti,
suprimira oksidaciju lipoproteina i onemogucuje adheziju trombocita te na taj nacin sprje¢ava
nastanak ateroskleroze i sréanih poremecaja (18). B-karoten organski je biljni pigment,
prekursor vitamina A Kkojega karakterizira intenzivna narancasto-crvena boja. Pogoduje
normalnoj funkciji imuniteta, odrzavanju vida i zdravoj kozi. Brojni rezultati istrazivanja su
potvrdili da hrana obogaéena B-karotenom umanjuje vjerojatnost pojave sréanih bolesti i
karcinoma (19). Takoder, jo$ jedan od vaznih biljnih pigmenata je i lutein, koji, za razliku od
B-karotena nema provitaminsku aktivnost. Osim pozitivnog u¢inka na poboljsalje vida, lutein
blagotvorno djeluje i na druga stanja pa tako povecava kognitivne funkcije, ublazuje
kardiovaskularne bolesti te smanjuje rizik od pojave raka. Dokazana je njegova uloga u zastiti

u napredovanju aterskleroze te u smanjenju aterosklerotskih lezija (20).
1.5. n-3 polinezasi¢ene masne Kiseline

Lipidi su vazni sastojci prehrane i sluze kao ucinkoviti izvori energije, koji se pohranjuju u

masnom tkivu. Tijelo ih takoder treba za stani¢nu strukturu i funkciju membrane te kao izvor
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prekursora za sintezu eikozanoida. Sastavni dijelovi lipida reguliraju funkcije povezane s
membranom poput aktivnosti membranski vezanih enzima, receptora, ionskih kanala itd.
Sastoje se od razlicitih stupnjeva zasi¢enja i duljina lanaca masnih kiselina, kao i razli¢itih
konfiguracija. Najznacajnija karakteristika lipida je grada razlicitih vrsta masnih kiselina, a one
se klasificiraju u tri obitelji: zasicene, mononezasic¢ene i polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA,
engl. polyunsaturated fatty acids). Grada masnih kiselina sastoji se od dugih lanaca medusobno
povezanih atoma ugljika, koji s jedne strane imaju metilnu, a s druge karboksilnu skupinu.
Polinezasi¢ene od zasi¢enih masnih kiselina razlikuje to $to imaju dvije ili vise dvostruke veze
unutar lanca ugljikovih atoma. n-3 PUFA imaju dvostruku vezu nakon treéeg po redu
ugljikovog atoma kada se gleda metilni kraj lanca (21). Svi sisavci mogu sintetizirati zasi¢ene
1 mononezasi¢ene masne kiseline iz jednostavnih prekursora, poput glukoze ili aminokiselina,
koriste¢i temeljne biokemijske puteve, dok su s druge strane n-3 i n-6 PUFA Kiseline
esencijalne te se moraju putem prehrane unijeti u organizam. Postoji nekoliko vrsta n-3 PUFA,
ali pretezno se javljaju su eikosapentaenska kiselina (EPA, engl. eicosapentaenoic acid), a-
linolenska kiselina (ALA, engl. alpha-linolenic acid), te dokosaheksaenoi¢na kiselina (DHA,
engl. docosahexaenoic acid). Znacajne koli¢ine ALA nalaze se u zelenom povrcu i biljnim
uljima poput lanenog ulja, ulja repice i sojinog ulja, a ona ima lanac od 18 atoma ugljima.
Eikozapentaenska kiselina i dokozaheksaenska Kkiselina se sintetiziraju desaturacijom i
produljenjem lanca ALA, a takoder se nalaze u visokim koncentracijama u ribi i ribljim uljima

(22). U svom lancu imaju 20 i 22 atoma ugljika pa se svrstavaju u grupu dugolancanih kiselina.
1.5.1. Uloga n-3 polinezasi¢enih masnih Kiselina

Brojni su doprinosi n-3 PUFA u organizmu. Naime, njihov deficit u ¢ovjeku tijelu uzrokuje
poremecaj rasta i kozne promjene (23). One sudjeluju u modifikacijama fosfolipida u stani¢nim
membranama 1 pomazu u stvaranju eikozanoida, spre¢avaju upalne reakcije, takoder jacaju
imunitet, a pomazu i kod autoimunih bolesti (22). Epidemioloska istrazivanja pokazala su vezu
izmedu konzumacije n-3 PUFA i smanjenog rizika od KVB (24). Dokazalo se da n-3 PUFA
reduciraju koli¢inu ROS-a i stimuliraju endotelnu sintezu NO koji oni razgraduju i na taj nacin
odrzavaju antiaterogenu i vazoprotektivnu ulogu endotela (25, 26). Isto tako, smanjuju
koncentracije IL-6 (interleukin, engl. interleukin 6) i C reaktivnog proteina (CRP, engl. C-
reactive protein), umanjujuéi stani¢nu te sustavnu upalnu reakciju krvnih zila, aterosklerozu i

poviSen krvni tlak.



2. Hipoteza

2. HIPOTEZA

Konzumacija kokosjih jaja obogacenih n-3 PUFA, luteinom, vitaminom E i selenom ima
pozitivan utjecaj na aktivnost antioksidativnih enzima $to pridonosi smanjenju oksidativnog

stresa.
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3. CILJ

Cilj istrazivanja je ispitati aktivnost antioksidativnih enzima u uzorcima seruma kod mladih
zdravih ispitanika i kardiovaskularnih, bolesnika koji su konzumirali obi¢na ili obogac¢ena

kokosja jaja.
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4. ISPITANICI | METODE
4.1. Ustroj studije

Studija je ustrojena kao intervencijska randomizirana, dvostruko slijepa, placebo kontrolirana
na humanom modelu. Prakti¢ni dio istrazivanja proveden je na Medicinskom fakultetu u
Osijeku, na Katedri za fiziologiju i imunologiju, u Laboratoriju za molekularnu i klinicku
imunologiju. Istrazivanje je financirano iz sredstava Hrvatskog nacionalnog znanstvenog centra
1zvrsnosti za personaliziranu brigu o zdravlju, SveuciliSte Josipa Jurja Strossmayera Osijek EU
strukturni 1 investicijski fond # KK.01.1.1.01.0010. Protokol 1 postupak istrazivanja
zadovoljava standard najnovijeg izdanja Helsinske deklaracije, a istrazivanje je odobrilo Eticko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Osijeku (klasa: 602-04/19-09/7, broj: 383-60-01-19-13).

4.2. Ispitanici

U ovom istrazivanju sudjelovalo je dvadeset i troje mladih zdravih ispitanika te Cetrdeset

kardiovaskularnih bolesnika oba spola. Ispitanici su bili podijeljeni u dvije skupine:

1. kontrolna skupina, u kojoj su ispitanici konzumirali uobicajena kokosja jaja;
2. eksperimentalna ,,quattro skupina, u kojoj su ispitanici konzumirali jaja obogaéena n-

3 PUFA, luteinom, vitaminom E i selenom.

Tijekom trotjednog protokola obje skupine ispitanika su konzumirale tri kokosja jaja na dan.
Obi¢na jaja i jaja obogacena omega-3 PUFA, luteinom, vitaminom E i selenom su se
proizvodila na farmi Marijan¢anka d.o.o. Marijanci. Jaja obje skupine su bila iste veli¢ine (L
komercijalna veli¢ina) kako ispitanici ne bi mogli uociti razliku. U Tablici 1 prikazana je
koli¢ina n-3 PUFA, selena, luteina te vitamina E u obje skupine jaja gdje su dobivene
vrijednosti prikazane kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (27). Ispitanici su dobili
dnevnik prehrane u kojem su vodili evidenciju konzumirane hrane tijekom dana. Prvog i
posljednjeg dana protokola obavljeno je uzorkovanje venske krvi kako bi se dobio serum,

plazma i puna krv.
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Tablica 1. Sastojci uobicajenih i quattro obogacéenih jaja.

4. Materijali i metode

kontrola quattro
mg/60 g jaje (jestivi dio) mg/60 g jaje (jestivi dio)
Vitamin E (mg) 0,595 1,098
Lutein (mg) 0,11 0,616
Selen (mg) 0,0183 0,0191
Masne kiseline
YSFA 1566 (346) 1442 (185)
YMUFA 1976 (189) 2419 (139)
>n-6 PUFA 1263 (148) 747 (46)
LA 1165 (140) 702 (43)
AA 89 (9) 44 (4)
¥n-3 PUFA 146 (20) 342 (25)
ALA 71 (11) 189 (16)
EPA n.d. 19 (2)
DHA 75 (11) 135 (1)
>n-6 / Zn-3 PUFA 8,71 2,18

Podatci su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD).

> SFA - zasi¢ene masne kiseline; ) MUFA - mononezasi¢ene masne kiseline; > n-6 PUFA -
polinezasi¢ene masne kiseline; LA - linolna kiselina; AA - arahidonska kiselina; > n-3 PUFA -
polinezasi¢ene masne kiseline; ALA - alfa-linolenska kiselina; EPA - eikosapentaenoi¢na

kiselina; DHA - dokosaheksaenoi¢na kiselina; n.d. - nije detektabilno.
4.2.1. Kardiovaskularni bolesnici

Ukljucni kriteriji za kardiovaskularne bolesnike bili su: akutni koronarni sindrom ili kroni¢ni

koronarni sindrom u povijesti bolesti.

Iskljuéni kriteriji za kardiovaskularne bolesnike bili su: zlo¢udne bolesti, nasljedne metabolicke
bolesti i druge nasljedne sistemske bolesti, autoimune bolesti ili sistemske bolesti s
imunopatologijom, nedavna operacija (posljednja 3 mjeseca), nedavna teSka trauma
(posljednjih 6 mjeseci), bubrezna insuficijencija, aktivno krvarenje, nedavni mozdani udar (6
tjedana), neurodegenerativne bolesti i epilepsija, znacajna anemija (Hg < 110 (muskarci), < 100
(Zene)), stanje nakon reanimacije (3 mjeseca), terapija koja zna€ajno utjece na krvozilnu ili
imunolosku funkciju (poput monoklonskih antitijela, imunosupresivnih lijekova, sistemskih
kortikosteroida), kroni¢no zatajenje diSnog sustava i stanja kroni¢ne hipoksemije, sepse i

kroni¢nih aktivnih infekcija sa sistemskim upalnim odgovorom (aktivna tuberkuloza itd.),

11
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nelijecena bolest Stitnjace, zlouporaba alkohola 1 droga, zatajenje jetre (uznapredovala bolest
jetre s oSte¢enom sintetskom i metabolickom funkcijom). Takoder, dodatni iskljucni kriterij bio
je konzumacija n-3 PUFA obogacene funkcionalne hrane i n-3 PUFA u obliku kapsula prije

nego Sto se ispitanik ukljucio u ovo istrazivanje.

Svi sudionici koristili su statine i druge standardne terapije lijekovima za koronarnu bolest srca
poput ACE inhibitora, beta blokatora ili antitrombocitnih lijekova.

4.2.2. Zdravi ispitanici

U istrazivanju je bilo ukljuceno dvadeset i troje zdravih mladih ispitanika oba spola, starosti
19-28 godina. Isklju¢ni kriteriji za zdrave mlade ispitanike bili su povijest bolovanja od
koronarne arterijske bolesti srca, hipertenzije, dijabetesa, bolesti bubrega, hiperlipidemije i

bolesti perifernih krvnih zila.
4.3. Metode
4.3.1. Uzorkovanje venske Krvi

Uzimanje krvi obavljeno je pod asepti¢nim mjerama predostroznosti na Katedri za fiziologiju i
imunologiju, Medicinskog fakulteta u Osijeku, prvog i posljednjeg dana trotjednoga protokola.
Uzorkovala se venska krv iz srediSnje kubitalne vene, a za potrebe istrazivanja uzorkovali smo
serum u crvene vakutajnere bez antikoagulansa. Svi uzorci su centrifugirani 10 minuta na 3600
g kako bi se odvojio serum, koji smo izdvojili u naznaéene epice te pohranili na -80 °C do

provodenja pokusa.

=9 :
%
A
A
]

Slika 1. Uzorak seruma pohranjen na -80 °C (izvor: original autorice rada).
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4.3.2. Spektrofotometrijske metode

Spektrofotometrijske metode instrumentalne su metode. koje daju uvid u molekulsku strukturu
tvari te se koriste za kvantitativno odredivanje organskih komponenta i prijelaznih metala u
otopini (28). Temelje se na analizama emisije i apsorpcije elektromagnetskog zraCenja na
atomima i spojevima u analiziranim uzorcima. Elektromagnetsko zracenje dvojne je prirode,

Sto znaci da se takve karakteristike tumace preko valne 1 esticne prirode.

U osnovi, spektoforometar je graden od: izvora zra¢enja, monokromatora i detektora. Glavna
uloga mu je usporedba intenziteta upadnog i propustenog svjetla koje prolazi kroz uzorak. UV-
Vis spektrofotometar koristi ultraljubicasti i vidljivi dio spektra, zra¢enja valnih duljina od 100
do 800 nm. Kod takvih analiza ispitivane tvari apsorbiraju svjetlost u vidljivom i UV dijelu
spektra. Smanjenje intenziteta ovisi 0 veli¢ini sloja, koncentraciji razli¢itih tvari u uzorku,
svjetlosnom putu kroz kivetu te 0 molarnom apsorpcijskom koeficijentu. Odnos intenziteta

upadnog i propustenog zracenja odreduje se preko Beer-Lambertovog zakona:
=-log(I/lo)=¢bc
A- apsorbancija na odredenoj valnoj duljini svjetlosti
g- molarni apsorpcijski koeficijent, mjerna jedinica L mol™* cm™*
b- duljina puta svjetlosti kroz uzorak, mjerna jedinica cm
c- koncentracija tvari u otopini, mjerna jedinica mol L™ (28)

Aktivnost antioksidativnih enzima u serumu mjerila se pomocu standardiziranih protokola
spektrofotometrijskim metodama, pomo¢u Lambda 25UV-Vis spektrofotometra, UV WinLab
6.0 software (PerkinElmer For the Better, Waltham, MA, USA).

13
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Slika 2. Spektrofotometar (izvor: original autorice rada).
4.3.3. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Aktivnost CAT odredivala se spektrofotometrijskim metodama gdje se H>O> koristio kao
supstrat. Primjenjivala se metoda po Aebiju u kojoj se aktivnost katalaze odreduje kao koli¢ina
potroSenog H»0,. Reakcijska smjesa je sadrzavala 0,036 % otopine H20. i 50 mM
natrijfosfatnog pufera (pH = 7,0). Uslijed razgradnje H>O> pratio se pad apsorbancije tijekom
2 minute svakih 10 sekundi pri valnoj duljini od 240 nm u UV-Kkiveti. Jedna jedinica aktivnosti
bila je definirana kao koli¢ina razgradenog H2O (umol) po minuti po miligramu proteina.
Aktivnost CAT izrazavala se u enzimskim jedinicama (U) po miligramu proteina (U x mg*

proteina).
4.3.4. Odredivanje aktivnosti glutation-peroksidaze (GPx)

Aktivnosti GPx mjerila se metodom koju je definirao Wendel gdje se H20. koristio kao
supstrat. Aktivnost GPx odredivala se mjere¢i stopu oksidacije NADPH u NADP™" pri 340 nm
koju prati smanjenje apsorbancije. Reakcijska smjesa sastojala se od 0,0007 % H.0,, 1 mM
GSH, 3,2 jedinice GR-a, 0,12 mM NADPH i pufera (1 mM NaN3z, 0,4 mM EDTA, 50 mM
natrij-fosfatni pufer (pH = 7)). Enzimska aktivnost mjerila se spektrofotometrijski pri 340 nm,
svakih 30 sekundi tijekom 5 minuta. Jedna jedinica GPx-a katalizirala je oksidaciju 1 pmol-a
GSH u GSSG u jednoj minuti pomoc¢u H202 pri pH 7,0 1 25 °C. Aktivnost GPx izrazavala se u

enzimskim jedinicama (U) po miligramu proteina (U x mg™ proteina).

14
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4.3.5. Odredivanje aktivnosti superoksid-dismuzate (SOD)

Aktivnost SOD odredivala se metodom koju su definirali Flohe i Otiing. Mjerila se aktivnost
kao stupanj inhibicije redukcije citokroma C superoksidnim radikalom, a stopa redukcije pratila
se pri 550 nm. Jedna jedinica SOD-a inhibirala je stopu redukcije citokroma C za 50 % u
povezanom sustavu pomocu ksantin-oksidaze (XOD) i ksantina. Aktivnost SOD izrazavala se

kao U x mg™? proteina.
4.4, Statisticke metode

Normalnost raspodjele numeri¢kih varijabli bila je testirana Kolmogorov-Smirnovljevim
testom. Razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu tri nezavisne skupine
bile su testirane jednosmjernom analizom varijanci (One-way ANOVA), a u slu¢aju odstupanja
od normalne raspodjele Kruskal Wallis testom. Razlike izmedu skupina dodatno su testirane
Holm Sidak ili Tukey post hoc testom. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i
standardne devijacije, a razina znacajnosti bila je postavljena na P <0,05. Za statisticku analizu

koriSten je statisticki program Stigma stat 11.0 (Systat Software, Inc. Chicago, IL, SAD).
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5. REZULTATI
KATALAZA
Zdravi mladi ispitanici
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Slika 3. Koncentracija (U/mg) antioksidativnog enzima katalaze u uzorcima seruma
mladih zdravih ispitanika. Rezultati su izrazeni kao aritmetiCka sredina i standardna

devijacija (SD).

Skupina mladih zdravih ispitanika, koji su konzumirali jaja obogac¢ena n-3 PUFA, luteinom,
vitaminom E i selenom ima vecu tendenciju povecanja koncentracije katalaze gdje je
aritmeticka sredina 6,477 (SD = 3,139) u odnosu na skupinu mladih zdravih ispitanika, koji su
konzumirali uobiCajena kokoSja jaja gdje je aritmeticka sredina 4,946 (SD = 2,949), ali ta

razlika i dalje nije statisti¢ki znacajna P = 0,06; analiza varijance (ANOVA).
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GpX
Zdravi mladi ispitanici
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Slika 4. Koncentracija (U/mg) antioksidativnog enzima GpX u uzorcima seruma mladih
zdravih ispitanika. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD).

T statisticki znacajna razlika izmedu skupina, P < 0,05.

Skupina mladih zdravih ispitanika, koji su konzumirali jaja obogac¢ena n-3 PUFA, luteinom,
vitaminom E i selenom ima znacajno povec¢anu koncentraciju GPx enzima gdje je aritmeti¢ka
sredina 0,022 (SD = 0,002) u odnosu na skupinu mladih zdravih ispitanika, koji su konzumirali
uobi¢ajena kokoS§ja jaja gdje je aritmetiCka sredina 0,020 (SD = 0,0006), P = 0,04; analiza
varijance (ANOVA).
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Slika 5. Koncentracija (U/mg) antioksidativnog enzima SOD u uzorcima seruma mladih

zdravih ispitanika. Rezultati su izraZeni kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD).

Obje skupine mladih zdravih ispitanika neo¢ekivano su pokazale da konzumacija uobicajenih i
obogacenih jaja ima tendenciju smanjenja koncentracije SOD u serumu, ali ne do razine
statistiCke znaCajnosti u odnosu na pocetne vrijednosti koncentracija enzima: P = 0,45 za

kontrolnu skupinu, P = 0,07 za eksperimentalnu skupinu; analiza varijance (ANOVA).
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KATALAZA
Akutni kardiovaskularni bolesnici
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Slika 6. Koncentracija (U/mg) antioksidativnog enzima katalaze u uzorcima seruma
akutnih kardiovaskularnih bolesnika. Rezultati su izrazeni kao aritmeti¢ka sredina i

standardna devijacija (SD). T statisticki znacajna razlika izmedu skupina, P < 0,05.

Obje skupine akutnih kardiovaskularnih bolesnika su pokazale da konzumacija uobicajenih i
obogacenih jaja ima tendenciju smanjenja koncentracije katalaze u serumu, ali ne do razine
statistiCke znaCajnosti u odnosu na pocetne vrijednosti koncentracija enzima unutar grupe: P =
0,23 za kontrolnu skupinu, P = 0,18 za eksperimentalnu skupinu; analiza varijance (ANOVA),
ali dobiveni rezultati pokazuju statisticki znacaju razliku koncentracija izmedu grupa nakon

konzumacije jaja: P = 0,007; analiza varijance (ANOVA).
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Slika 7. Koncentracija (U/mg) antioksidativnhog enzima SOD u uzorcima seruma akutnih
kardiovaskularnih bolesnika. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina i standardna

devijacija (SD). { statisticki znac¢ajna razlika izmedu skupina, P < 0,05.

Skupina akutnih kardiovaskularnih bolesnika koji su konzumirali jaja obogacena n-3 PUFA,
luteinom, vitaminom E i selenom ima znacajno vecu koncentraciju SOD enzima gdje je
aritmetic¢ka sredina 6,511 (SD = 0,591) u odnosu na skupinu mladih zdravih ispitanika koji su
konzumirali uobicajena kokosja jaja gdje je aritmeticka sredina 5,617 (SD = 1,144), P = 0,04;
analiza varijance (ANOVA). Takoder, eksperimentalna skupina pokazuje tendenciju povecanja
koncentracije SOD enzima, dok s druge strane kontrolna skupina pokazuje pad koncentracije

SOD enzima u serumu akutnih kardiovaskularnih bolesnika.
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Slika 8. Koncentracija (U/mg) antioksidativnog enzima GpX u uzorcima seruma akutnih
kardiovaskularnih bolesnika. Rezultati su izrazeni kao aritmeti¢ka sredina i standardna
devijacija (SD).

Skupina akutnih kardiovaskularnih bolesnika koji su konzumirali jaja obogacena n-3 PUFA,
luteinom, vitaminom E 1 selenom pokazuje blago povecanja koncentracije GpX enzima u
serumu, ali dobivena razlika nije statisticki znacajna: P = 0,57; analiza varijance (ANOVA). S
druge strane kontrolna skupina pokazuje suprotne rezultate, gdje dolazi do smanjena
koncentracije GpX enzima u serumu bolesnika, ali ni ta razlika nije statisticki znacajna: P =

0,08; analiza varijance (ANOVA).
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KATALAZA
Kroniéni kardiovaskularni bolesnici
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Slika 9. Koncentracija (U/mg) antioksidativnog enzima katalaze u uzorcima seruma
kroni¢nih kardiovaskularnih bolesnika. Rezultati su izrazeni kao aritmeti¢ka sredina i

standardna devijacija (SD).

Obje su skupine kroni¢nih kardiovaskularnih bolesnika pokazale da konzumacija uobicajenih i
obogacenih jaja ima tendenciju smanjenja koncentracije katalaze u serumu, ali ne do razine
statisticke znaCajnosti u odnosu na pocetne vrijednosti koncentracija enzima: P = 0,19 za

kontrolnu skupinu, P = 0,13 za eksperimentalnu skupinu; analiza varijance (ANOVA).
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Slika 10. Koncentracija (U/mg) antioksidativnog enzima GpX u uzorcima seruma
kroni¢nih kardiovaskularnih bolesnika. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina i

standardna devijacija (SD). T statisticki znacajna razlika izmedu skupina, P < 0,05.

Obje su skupine kroni¢nih kardiovaskularnih bolesnika pokazale da konzumacija uobicajenih i
obogacenih jaja ima tendenciju blagog povecanja koncentracije GpX enzima u serumu, ali ne
do razine statisticke znacajnosti u odnosu na pocetne vrijednosti koncentracija enzima unutar
grupe: P = 0,06 za kontrolnu skupinu, P = 0,13 za eksperimentalnu skupinu; analiza varijance
(ANOVA), a dobiveni rezultati pokazuju statisticki znacaju razliku koncentracija izmedu grupa

nakon konzumacije jaja u korist kontrolne skupine: P = 0,001; analiza varijance (ANOVA).
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Slika 11. Koncentracija (U/mg) antioksidativhog enzima SOD u uzorcima seruma
kroni¢nih kardiovaskularnih bolesnika. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina i

standardna devijacija (SD).

Skupina kroni¢nih kardiovaskularnih bolesnika, koji su konzumirali jaja obogacena n-3 PUFA,
luteinom, vitaminom E i selenom pokazuje blago smanjenje koncentracije SOD enzima u
serumu, ali dobivena razlika nije statisticki znacajna: P = 0,94; analiza varijance (ANOVA). S
druge strane, kontrolna skupina pokazuje suprotne rezultate, gdje dolazi do povecanja
koncentracije SOD enzima u serumu bolesnika, ali ni ta razlika nije statisticki znacajna: P =

0,22; analiza varijance (ANOVA).
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Kokosja su jaja vazan izvor brojnih mikroelemenata, masti i bjelancevina te imaju bitnu ulogu
u ljudskoj prehrani. Potro$nja, ali i sama proizvodnja jaja u zadnjih je nekoliko desetlje¢a znatno
porasla. Zbog sadrzaja kolesterola, konzumacija jaja je duze vrijeme bila usporedivana sa
Stetnim utjecajem na ljudski organizam i ljudsko zdravlje u cjelini. Medutim, brojna istrazivanja
su pokazala da, za razliku od kolesterola iz jaja, drugi ¢imbenici poput hormonskog statusa,
genetske predispozicije 1 nacina prehrane imaju znatno veci utjecaj na razinu kolesterola u
serumu (29). Upravo su zato Hu i suradnici, Qureshi i suradnici te Zazpe i suradnici provodili
svoja istrazivanja na temelju kojih su donijeli zajednicki zaklju¢ak da konzumacija kokos§jih
jaja ne povecava vjerojatnost pojave razlicitih kardiovaskularnih bolesti poput mozdanog udara,
bolesti srca ili krvnih zila kod zdravih ljudi (30, 31, 32). Danas namirnice, osim osnovne uloge
zadovoljenja opskrbe organizma s neophodnim hranjivim tvarima, imaju ulogu u pomoc¢i kod
prevencije raznih klinickih stanja povezanih s prehranom na nacin da smanjuju rizik od
kardiovaskularnih bolesti, jacaju imunoloski sustav, sudjeluju u o¢uvanju vida i sli¢no. Upravo
zato, opisane su specijalne metode u proizvodnji obogacenih jaja u kojima je moguce povecati
koli¢ine nekih funkcionalnih sastojaka poput selena, n-3 PUFA, luteina te vitamina A i E (29).
Veliku pozornost su privukla istrazivanja koja su dokazala kako povecani unos n-3 PUFA ima
utjecaj na smanjenje pojave oksidativnog stresa, a samim time i na pojavu te nastanak
kardiovaskularnih bolesti (19). Djeluju povoljno, jer uzrokuju redukciju Kisikovih radikala i
stimuliraju sintezu endotelnog protuupalnog spoja, ugljikova monoksida, kojeg ROS razgraduje
(33). Isto tako, uzrokuju pad koncentracije IL-6 i CRP-a i na taj na¢in smanjuju upalnu reakciju
krvnih zila, smanjuju vjerojatnost nastanka zadebljanja krvnih Zila te nakupljanja triglicerida u
stijenkama tako Sto inhibiraju rad jetrenih enzima koji djeluju na njihovu sintezu (34). Osim n-
3 PUFA, pojavu kardiovaskularnih bolesti te oksidativnog stresa sprjecavaj i antioksidativni

enzimi.

Surai i suradnici su u istrazivanju konzumacije obogacenih jaja kod zdravih ljudi dokazali da
su ispitanici koji su tijekom 8 tjedana koristili jedno obogaceno jaje dnevno u odnosu na
ispitanike koji su konzumirali uobicajena jaja, imali u krvnoj plazmi vise koncentracije luteina,
vitamina E (P = 0,0012) i n-3 PUFA (P < 0,001) (35). Takoder, autori navode da su obogacena
jaja u odnosu na uobicajena imala 6 puta veci sadrzaj DHA, 8 puta veéi sadrzaj selena, 16 puta

veci sadrzaj karotenoida i 26 puta veci sadrzaj vitamina E (35). Isto su tako Surai i Sparks dosli
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do pozitivnih rezultata. Navode da konzumacija dva jaja obogacena selenom omogucéava
konzumaciju 55 do 65 pg selena, $to odgovara preporuc¢enoj dnevnoj dozi. Takoder, dokazali
su da prednosti obogacivanja jaja karotenoidima, vitaminom E, selenom i
dokosaheksaenoi¢nom Kiselinom omoguéuje vecu stabilnost polinezasi¢enih masnih kiselina
tijekom kuhanja i skladistenja jaja, visu koncentraciju hranjivih sastojaka kao §to su vitamin E
i karotenoidi te poboljSani antioksidativni i n-3 status ljudi koji konzumiraju ova jaja (36). U
istrazivanju koncentracije luteina i zeaksantionina te konzumiranja jednog obogacenoj jajeta
tijekom pet tjedana, Goodrow i suradnici su zakljuéili da u serumu ispitanika dolazi do
povecéanja koncentracije luteina za 26% i zeaksantionina za 38% s time da se ne povecava
koncentracija ukupnog HDL i LDL kolesterola. Navedeno je istrazivanje provedeno na zdravim
muskarcima, koji su svakodnevno kroz pet tjedana konzumirali jaja dobivena od posebno

hranjenih nesilica, ¢iji je obrok uklju¢ivao 6 miligrama luteina. Dobiveni rezultati su dokazali

da uz konzumaciju luteinom obogacenih jaja dolazi do rasta koli¢ine luteina u serumu ispitanika
(37).

S druge strane, postoje istrazivanja koja povezuju konzumaciju obogacenih jaja i genski izrazaj
antioksidativnih enzima u organizmu. Upravo takvo istraZivanje su proveli Safar i suradnici, a
istrazivanje je ukljucivalo mlade sedentarne ispitanike, oba spola. Medutim, genski izrazaj
CAT, SOD, MPO i GPx nakon konzumacije obogacenih jaja nije pokazao razlike do razine

statistiCke znacajnosti (21).

Slicno tome, rezultati ovog istrazivanja pokazali su blage promjene koncentracije
antioksidativnih enzima CAT, GPx i SOD u serumu ispitanika, ali ne do razine statisticke
znacajnosti unutar grupe. Jaja obogacena n-3 PUFA, luteinom, vitaminom E i selenom uzrokuju
blagi porast koncentracije GPx kod mladih zdravih ispitanika i kardiovaskularnih bolesnika
iako dobiveni rezultati nisu statisticki znacajni unutar grupa. Skupina mladih zdravih ispitanika,
koja je konzumirala obogacena jaja, pokazala je lagani porast koncentracije CAT enzima nakon
provedbe istrazivanja, dok su obje skupine kardiovaskularnih bolesnika, koje su konzumirale
obogacena jaja, imale blago snizene vrijednosti CAT enzima. Ovakvi rezultati mogu biti
posljedica neizlaganja stresoru kod mladih zdravih ispitanika, jer postoji vjerojatnost da se
stanice moraju izloZiti stresoru koji bi uzrokovao intenzivnije djelovanje n-3 PUFA, luteina,
vitamina E i selena na organizam. S druge strane, ovakvi rezultati kod kardiovaskularnih

bolesnika vjerojatno su posljedica trajno prisutnih ¢initelja koji uzrokuju ostecenje endotela
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krvnih zila | na taj nacin povecavaju oksidativni stres u organizmu. Usporedbom rezultata
unutar kontrolne i unutar eksperimentalne skupine nakon provedbe istrazivanja, nisu uoc¢ene
znaCajne promjene koncentracije SOD enzima kod mladih zdravih ispitanika i
kardiovaskularnih bolesnika unutar grupa. Te su upravo takvi rezultati pokazali da
koncentracija SOD nije reprezentativan primjer da povecane koncentracije antioksidativnih
enzima, znace i smanjene vrijednosti slobodnih radikala, jer se tijekom upale stvaraju vece
koli¢ine O pa je samim time i u takvim tkivima potrebno vise SOD. Upravo se zato moze
zakljuciti da porast, kao i pad aktivnosti SOD enzima moze upozoriti na odredene promjene i

patoloske procese.

Rezultati ovog istrazivanja ne pokazuju statisticki znacajne razlike unutar pripadajucih grupa
ispitanika, ali usporedbom rezultata kontrolnih i eksperimentalnih grupa nakon provedbe
istrazivanja ipak su dobivene statisticki znacajne razlike. Mladi zdravi ispitanici imaju znac¢ajno
vecu koncentraciju GPx enzima nakon konzumacije obogacenih jaja u usporedbi s kontrolnom
grupom mladih zdravih ispitanika. S obzirom da GPx razgraduje H202 na H20 i O, njezina
povecéa aktivnost moze uzrokovati snizenu koncentraciju H>O,. Na temelju toga mozemo
povezati rezultate aktivnosti katalaze koji nisu pokazali statisticki znacajne razlike izmedu
skupine mladih zdravih ispitanika koji su konzumirali obogacena jaja i kontrolne skupine. H.O>
moze uzrokovati postepenu inhibiciju SOD enzima. Razgradnjom H202, GPX je sprijecio vecu
inhibiciju SOD enzima, $to je vjerojatno uzrokovalo blago snizene koncentracije SOD enzima
kod mladih zdravih ispitanika koji su konzumirali obogaéena jaja. Akutni kardiovaskularni
bolesnici imaju znacajno vecéu aktivnost katalaze i SOD nakon konzumacije obogacenih jaja u
usporedbi s kontrolnom grupom akutnih kardiovaskularnih bolesnika, sto ukazuje na pozitivno
djelovanje n-3 PUFA, luteina, vitamina E i selena na zastitu organizma od slobodnih radikala i
snizenje oksidativnog stresa. Kroni¢ni kardiovaskularni bolesnici imaju zna¢ajno nizu aktivnost
GPx enzima nakon konzumacije obogacenih jaja u usporedbi s kontrolnom grupom kroni¢nih
kardiovaskularnih bolesnika, sto je moguca posljedica pada koncentracije selena o kojem
aktivnost GPx enzima najvise ovisi. Naime, prilikom konzumacije anorganskog i organskog
selena, prvotne koncentracije selena naglo rastu i neko vrijeme ostaju povisene. Tijekom dulje
konzumacije dolazi do uravnotezenja koncentracije zbog koje vrijednosti selena padaju i

snizavaju se do primarne razine.
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Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuditi:

1)

2)

3)

4)

5)

Jaja obogacena n-3 PUFA, luteinom, vitaminom E i selenom uzrokuju blagi porast
koncentracije CAT kod mladih zdravih ispitanika, iako dobiveni rezultati nisu statisticki
znacajni unutar grupe;

Jaja obogacena n-3 PUFA, luteinom, vitaminom E i selenom, kao i uobicajena jaja
uzrokuju neznatan pad koncentracije CAT kod kardiovaskularnih bolesnika, iako
dobiveni rezultati nisu statisti¢ki znacajni unutar grupe;

Jaja obogacena n-3 PUFA, luteinom, vitaminom E i selenom uzrokuju blagi porast
koncentracije GPx kod mladih zdravih ispitanika i kardiovaskularnih bolesnika, iako
dobiveni rezultati nisu statisti¢ki znacajni unutar grupa;

Jaja obogacéena n-3 PUFA, luteinom, vitaminom E i selenom ne uzrokuju znacajnu
promjenu koncentracije SOD kod mladih zdravih ispitanika i kardiovaskularnih
bolesnika unutar grupa;

Rezultati upucuju da konzumacija jaja obogac¢enih n-3 PUFA, luteinom, vitaminom E i
selenom ima pozitivan utjecaj na aktivnost antioksidativnih enzima i pridonosi

smanjenju oksidativnog stresa.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Ispitati aktivnost antioksidativnih enzima u uzorcima seruma kod mladih
zdravih ispitanika i kardiovaskularnih bolesnika, koji su konzumirali obi¢na ili obogac¢ena

kokosja jaja.
Nacrt studije: Pokusno (eksperimentalno) istrazivanje

Materijali i metode: Istrazivanje je provodeno na zdravim ispitanicima i kardiovaskularnim
bolesnicima, koji su konzumirali obogacena ili uobiCajena kokos$ja jaja. Ispitanici su bili
podijeljene u 2 skupine: (1) kontrolna skupina, u kojoj su ispitanici konzumirali uobicajena
kokosja jaja; (2) eksperimentalna ,,quattro* skupina, u kojoj su ispitanici konzumirali jaja
obogacena n-3 masnim Kkiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom). Aktivnost
antioksidativnih enzima u serumu mjerila se pomocu standardiziranih protokola

spektrofotometrijskim metodama, pomo¢u Lambda 25UV-Vis spektrofotometra

Rezultati: Aktivnost antioksidativnih enzima CAT, GPx i SOD nije se zna¢ajno promijenila

unutar ispitivanih skupina (P > 0,05)

Zakljucak: Aktivnost antioksidativnih enzima enzima CAT, GPx i SOD nije statisticki

znacajno ovisna o udjelu n-3 PUFA, luteina, vitamina E i selena u hrani

Kljuéne rijeéi: antioksidativni, enzimi; obogacena, kokosja, jaja; spektrofotometrija
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9. SUMMARY

Title: Anitoxidative enzymes' activity in young healthy persons and cardiovascular
patients on a enriched hen eggs diet

Objectives: The activity of antioxidantive enzymes in serum samples in young healthy persons
and cardiovascular patients on a enriched hen eggs diet

Study draft: Experimental research

Materials and methods: Healthy persons and cardiovascular patients were diveded into 2
groups: (1) control group (consumed common chicken eggs); (2) experimental "quattro” group
(consumed eggs enriched with n-3 fatty acids, lutein, vitamin E and selenium). Antioxidant
enzymes activity were analysed using standardized protocols by spectrophotometric methods,

using a Lambda 25UV - Vis spectrophotometer

Results: The activity of the antioxidant enzymes CAT, GPx and SOD was not significantly
altered within the study groups (P > 0,05)

Conclusion: The activity of antioxidant enzymes CAT, GPx and SOD is not statistically

significantly dependent on the content of n-3 PUFA, lutein, vitamin E and selenium in food

Key words: antioxidative, enzymes; enriched, hen, eggs; spectrophotometry
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