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1. Akutni koronarni sindrom (AKS)

Bolest koronarnih arterija, karakterizirana nakupljanjem aterosklerotskoga plaka u
epikardijalnim koronarnim arterijama, vodeci je uzrok smrtnosti u svijetu, unato¢ golemim
postignu¢ima u lijeCenju (1, 2). Ovisno o procesu zahvacanja epikardijalnih arterija,

razlikujemo bolesnike s akutnom i kroni¢énom koronarnom bolesc¢u (3, 4).

Akutni koronarni sindrom (AKS) odnosi se na skupinu stanja koja uklju¢uju iznenadni
poremecaj protoka krvi u sr¢anom misicu, ¢esto zbog blokade u koronarnoj arteriji. AKS
ukljucuje stanja kao $to su nestabilna angina, infarkt miokarda bez ST-elevacije (NSTEMI) i
infarkt miokarda s ST-elevacijom (STEMI). AKS mozZe biti stanje opasno po zivot i zahtijeva
hitno medicinsko lijecenje. Postoje dokazi koji sugeriraju da bolesnici s AKS-om mogu imati
oslabljenu mikrovaskularnu funkciju, §to moZe doprinijeti razvoju i progresiji AKS-a.
Mikrovaskularna disfunkcija karakterizirana je oStecenim protokom krvi i perfuzijom u malim

krvnim zilama, a povezana je s nepovoljnim ishodima u bolesnika s AKS-om.

Infarkt miokarda sa ST-elevacijom (STEMI) predstavlja akutnu ishemiju miokarda nastalu
potpunom okluzijom koronarnih krvnih Zila, te se zajedno s nestabilnom anginom pektoris i
infarktom miokarda bez ST-elevacije ubraja u akutni koronarni sindrom (AKS) (5). lako
prevalencija kardiovaskularnih bolesti (KVB) raste na globalnoj razini, regije u razvoju imaju

i viSu stopu incidencije i smrtnosti od kardiovaskularnih bolesti (6).

Prema istrazivanju Hrvatskoga zavoda za javno zdravstvo iz 2019., kardiovaskularne bolesti
vode¢i su uzrok smrti s 22.020 umrlih 1 42,5 % ukupne smrtnosti. Za muskarce je udio
kardiovaskularnih bolesti u ukupnoj smrtnosti bio 37 %, a za Zene 48 %. Najce$ca pojedinacna
dijagnoza smrtnosti od kardiovaskularnih bolesti za sve dobne skupine muskaraca i Zena je
kroni¢na ishemijska bolest srca, dok su prve Cetiri dijagnoze za oba spola akutni infarkt

miokarda, nespecificirani inzult i hipertenzivna bolest srca (7).

Etiopatogenezi akutnoga koronarnog sindroma najéeS¢e doprinose stanja kao S§to su
dislipidemija, arterijska hipertenzija i dijabetes melitus (8). Studijama je pokazano da
hiperkolesterolemija, posebice visoka razina kolesterola lipoproteina male gustoce (LDL),
povecava oksidativni stres i upalu, Sto rezultira u konacnici smanjenom bioraspolozivosti
dusikovoga oksida kao jednoga vaznog vazodilatatora endotela (9). Povecana razina
oksidativnoga stresa, kao i stvaranje visokih razina proupalnih citokina (IL-1, IL-6, TNF-a),

dovodi do razvoja endotelne disfunkcije (10).
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Studija koju su proveli Ma i suradnici (2019.) pokazala je da su ucestalost cirkuliraju¢ih Th17
stanica i razine IL-17, IL-6 i IL-23 znacajno vise u bolesnika s AKS-om u usporedbi s
bolesnicima sa stabilnom anginom pektoris, $to ukazuje na to da imunoloski odgovor
posredovan Th17 stanicama moze potaknuti upalnu progresiju destabilizacije plaka 1 razvoj
AKS-a (11). Osim toga, studija Gagera i suradnika (2020.) pokazala je da je IL-6 pouzdan
prediktor smrtnosti bolesnika s akutnim koronarnim sindromom (12). Medutim, iako je studija
koju su proveli Piccioni i suradnici (2020.) pokazala da je IL-17 u korelaciji s razvojem
koronarne arterijske bolesti, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se utvrdila povezanost

razine IL17 kao prediktora smrtnosti i razvoja arterijske bolesti u bolesnika s AKS-om (13).

1.1. Endotelna funkcija i disfunkcija

Funkcija endotela je regulacija vaskularnoga tonusa na nekoliko naé¢ina: inhibicijom agregacije
trombocita, modulacijom migracije leukocita, regulacijom proliferacije glatkih misi¢nih stanica
i kontrolom produkcije citokina. Endotel je zasluzan za regulaciju krvnoga protoka otpustanjem
tvari koje uzrokuju vazodilataciju: dusikova oksid (NO), prostaciklina (PGI2) i razli¢itih
metabolita citokroma P450 (CYP 450). Vazna je uloga dusikovoga oksida, osim $to uzrokuje
otpustanje glatkih miSiénih stanica, to §to inhibira agregaciju trombocita, adheziju monocita i
ekspresiju adhezijskin molekula (14). Ujedno, s ciljem zadovoljavajuega odrzavanja
vaskularnoga tonusa, endotel otpusta i vazokonstrikcijske ¢imbenike: endotelin 1, tromboksan
i prostaglandin F2a. AKo nastupe ostecenje endotela i poremecaj u ravnotezi vazodilatacijskih
i vazokonstrikcijskih ¢imbenika, nastaje stanje nazvano endotelna disfunkcija (15). U
patogenezi ateroskleroze, te samim time u razvoju Kkardiovaskularnih bolesti, endotelna

disfunkcija predstavlja inicijalni korak (15, 16).

Endotelna disfunkcija, osim S§to predstavlja poremeéenu vazodilataciju ovisnu o endotelu,
ujedno ukljucuje i specifi¢no stanje ,,endotelne aktivacije* koje je karakterizirano proupalnim,
proliferativnim i prokoagulacijskim miljeom koji pogoduje svim fazama aterogeneze (17). U
samom pocetku disfunkcionalni endotel izlaze adhezijske proteine (npr. selektin, medustani¢nu
adhezijsku molekulu (ICAM) i vaskularnu stani¢nu adhezijsku molekulu), $to olaksava
aktivaciju monocita i njihovo prianjanje na disfunkcionalno podrucje. Potom, pojacava
aktivaciju i agregaciju trombocita. Zatim, aktivirani trombociti sluze kao posrednici upale,
izrazavajuci razli¢ite receptore u interakciji s leukocitima 1 aktiviranim endotelom, odrzavajuci

patoloski proces.
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Ti proteini olakSavaju dovodenje i internalizaciju cirkuliraju¢ih monocita u subendotelni

prostor, gdje oni postaju makrofagi.

U konacnici dolazi do poja¢anoga prodiranja cirkulirajuéih lipida u sloj intime. LDL-kolesterol
veze se za proteoglikane subendotelnoga prostora, gdje prolazi kroz oksidativni proces.
Oksidirani kolesterol potom fagocitiraju makrofagi. Prisutnost oksidiranih lipida pokreée niz
proupalnih reakcija putem razli¢itih medijatora (npr. TNF-a, IL-1, monocitni kemoatraktantni
protein 1 (MCP-1)), odrzavaju¢i aktivaciju i regrutiranje monocita i makrofaga i upalnih
stanica. Makrofagi, fagocitiranjem lipidnoga materijala, postaju pjenaste stanice. Neuspjeh
makrofaga da uklone kolesterol sa stijenke krvne zile potice njihovu apoptoticku smrt,
otpustajuci kolesterol u stijenku krvne Zile, te upalne tvari kao $to je tkivni faktor i matriks

metaloproteaze, Cineci tako ateroskleroti¢ne lezije sklonijima pucanju (18).

1.2. Upala i citokini u aterosklerozi

Razvoju ateroskleroze, a samim time i akutnom koronarnom sindromu, doprinose razli¢iti
upalni procesi unutar arterijske stijenke. Citokini koji predstavljaju male proteinske molekule
producirani su iz stanica bitnih za njihovu medusobnu interakciju i komunikaciju. Oni sudjeluju

u svim fazama ateroskleroze i imaju vazan utjecaj na patogenezu ove bolesti (19).

Citokine stvaraju mnoge stani¢ne populacije, ali najéeS¢e Su to su pomocéne T-stanice i

makrofagi. Takoder ih mogu proizvesti dendriti¢ne stanice i mastociti.

Citokini djeluju kao signalne molekule i humoralni regulatori aktivnosti, diferencijacije,
proliferacije i proizvodnje stanica i drugih citokina (20). Ovisno o njihovom djelovanju i

stanicama u kojima su nastali, razlikujemo razli¢ite vrste citokina (19, 21, 22):

e limfokine,
e monokine,
e kemokine,

e interleukine,

e c(imbenike nekroze tumora (TNF), interferone (IFN) i transformirajuci ¢imbenici
rasta (TGF).
Citokini se mogu podijeliti na pro-upalne i protu-upalne na temelju njihove funkcije (19,22).

Pro-upalni citokini proizvode se uglavnom od aktiviranih makrofaga i sudjeluju u reguliranju
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upalnih reakcija, poput IFN-y, TNF-a, IL-17A, 1L-23, IL-6 i IL-9. Protu-upalni citokini su skup
molekula koje kontroliraju pro-upalne odgovore, poput I1L-22, IL-21 i IL-10.

Upalne stimulacije poput izlucivanja citokina i kemokina mogu aktivirati endotel 1 uzrokovati
adheziju monocita i drugih leukocita, $to je pocetni dogadaj u infiltraciji i ekstravazaciji na

mjestu ozljede (23).

Upala je slozeni patofizioloski proces i predstavlja odgovor imunoloskoga sustava (urodenoga
1 steCenog) na vanjske Stetne ¢imbenike, karakteriziran nakupljanjem upalnih stanica i
produkcijom citokina (24). Razvoj upalnoga procesa dolazi u nekoliko koraka i ukljucuje
regrutiranje stanica, oslobadanje upalnih medijatora i promjene propusnosti koje umanjuju

ostecenje i uspostavljaju homeostazu u tkivima i organima kroz procese ublazavanja (25).

Nesposobnost imunoloSkoga sustava da ucinkovito smanji i rijesi upalu, Sto dovodi do

neuspjeha u postizanju ravnoteze, moze rezultirati razvojem bolesti poput kardiovaskularnih

bolesti. (26).

Upala igra kljuénu ulogu u svim stadijima ateroskleroze: endotelnoj disfunkciji; regrutiranju
imunoloskih stanica; modifikaciji LDL-a; stvaranju pjenastih stanica; apoptozi pjenastih
stanica; rupturi plaka; i trombozi. Upalni odgovor kod ateroskleroze takoder je reguliran i

urodenim i ste¢enim imunoloskim sustavom putem djelovanja citokina (27).

Citokini moduliraju permeabilnost endotelnih stanica (19, 28) na nacin da IFN-y i TNF-a
uzrokuju reorganizaciju citoskeleta aktina i tubulina u endotelnim stanicama, ¢ime se otvaraju
praznine izmedu susjednih stanica (29). Aktivirane endotelne stanice oslobadaju niz kemokina
1 drugih citokina koji zatim uzrokuju regrutiranje cirkuliraju¢ih imunoloskih stanica, osobito
monocita i T-limfocita (28). Osim toga, endotelne stanice eksprimiraju adhezijske proteine, kao
§to su intercelularna adhezijska molekula-1 (ICAM-1) i vaskularna stani¢na adhezijska

molekula-1 (VCAM-1), koji sudjeluju u regrutiranju imunoloskih stanica (28).

Cvrsto prianjanje monocita na endotelne stanice zahtijeva vezanje adhezijskih molekula na
integrine na monocitima: VCAM-1 na integrin 041 i ICAM-1 na oLB2 (antigen 1 ili LFA1
povezan s funkcijom limfocita). Transmigracija monocita preko endotela posredovana je
kemokinima koje proizvode ne samo endotelne stanice nego i druge stanice prisutne u leziji,
kao §to su SMC i emigrirani leukociti zajedno s VCAM-1 i molekulom adhezije endotelnih
stanica trombocita-1 (30-32).

Smanjivanje upale izazvane citokinima i poticanje djelovanja protuupalnih citokina

predstavljaju potencijalne terapijske puteve. N-3 PUFA djeluju imunomodulacijski na proces
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ateroskleroze, smanjujuci stopu odgovora na citokine i upalu. Razumijevanje uloge razli¢itih
citokina u aterosklerozi i proucavanje patofizologije aterosklerotskoga procesa pomaze u

pristupu lijeCenja akutnoga koronarnog sindroma (33).

Statini i ateroprotektivni agonisti nuklearnih receptora smanjuju signalizaciju i ekspresiju gena
posredovanu odredenim citokinima (34, 35), i to bi moglo biti odgovorno, barem djelomicno,
za njihove korisne ucinke. Osim toga, ateroprotektivni uéinci odredenih tvari na aterosklerozu
u sustavima mis$jih modela pripisani su TGF-f (36). Trenutno se procjenjuje niz protuupalnih
terapija usmjerenih na manipuliranje djelovanjem citokina (28, 37). Terapijski pristupi ne
moraju biti ogranieni na same citokine. Na primjer, mnoga istrazivanja na sustavima misjih
modela pokazala su zastitnu ulogu regulatornih T-stanica i citokina koje oni proizvode (I1L-10
i TGF-B) (38, 39).

Mnoge studije istrazuju potencijal pristupa koji povecavaju razine/djelovanje regulatornih T-
stanica ili stimuliraju imunolosku toleranciju na antigene povezane s aterosklerozom (38).
Manipuliranje signalizacijom citokina predstavlja jos jedan pristup i moze ukljucivati inhibitore
malih molekula koji umanjuju djelovanje proupalnih komponenti ili pojacavaju one koje su
prirodno prisutne da priguse upalu. Nekodirajuéa RNA, osobito mikroRNA (miRNA),
pojavljuju se kao buduce potencijalne mete u prigusivanju upale posredovane citokinima kod
ateroskleroze (40). Na primjer, nedostatak mIR 155, ¢iju ekspresiju stimulira miR-342-5p (41),
smanjuje upalne odgovore u sustavima mi$jih modela (42). Buduéa istrazivanja pruzit ¢e
informacije o potencijalu terapije miRNA i poboljsati trenutne pristupe usmjerene na

manipuliranje djelovanjem citokina u aterosklerozi.

1.3. Oksidativni stres

Oksidacija je prirodni i neophodni proces u tijelu. Neravnoteza u omjeru slobodnih radikala i
antioksidanasa, kada slobodni radikali nedovoljno ili loSe neutraliziraju antioksidansi, moze
dovesti do stanja poznatog kao oksidativni stres (43). Poveéana proizvodnja slobodnih radikala,
koja premasuje sposobnost tijela da ih neutralizira, uzrokuje oksidativni stres (44), tj. stanje u

kojemu oksidacija dominira antioksidativnim sustavom u tijelu (45).

Slobodni radikali su atomi ili molekule koji u svojim vanjskim orbitalama sadrZe nesparene
elektrone (npr. superoksidni anion (O2") i hidroksilni radikal (HO)), a nastaju pucanjem
kemijskih veza unutar molekula uslijed djelovanja $tetnih ¢imbenika na organizam, kao §to su

ultraljubiCasto zracenje, ionizirajuce zracenje, konzumacija alkohola i cigareta i sl. (46).
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Slobodni radikali su vrlo aktivni zbog nesparenog elektrona u njihovoj vanjskoj ljusci (47) i
traze spajanje s drugim molekulama kako bi osigurali nespareni elektron i ponovno postali

stabilni (48). To rezultira nizom kemijskih reakcija oksidacije u tijelu (49).

Unutar tijela, procesi poput mitohondrijske oksidativne fosforilacije 1 stani¢nog odgovora na
strane tvari (npr. citokini, bakterije, ksenobiotici) dovode do nastanka reaktivnih spojeva kisika
(ROS), koji su jedan od vaznih slobodnih radikala. To su molekule kisika poput H20,, O%,
ozona, singlet kisika i organskih peroksida koje se razdvajaju u pojedina¢ne atome s nesparenim

elektronima, stvarajuci reaktivne molekule (50).

Mala koli¢ina ROS-a je normalna u aerobnom organizmu, ali visoka aktivnost koja prelazi
ravnotezu antioksidanasa moze dovesti do oste¢enja DNK, proteina, masnog tkiva i tkiva, $to
uzrokuje bolesti kao S§to su dijabetes, ateroskleroza, upalni procesi, hipertenzija, bolest srca,

neurodegeneracije i moze izazvati nastanak tumora (49).

Stvaranje ROS-a igra vaznu ulogu u obrambenom mehanizmu imunoloskog sustava. To dovodi
do unistenja Stetnih mikroorganizama, ali takoder moze dovesti do oste¢enja tkiva domacina.
Koli¢ina oSte¢enja ovisi o sposobnosti aktiviranja antioksidansa kao obrambenog mehanizma
(51). Ostecenje tkiva zbog kisikovih radikala naziva se oksidativnim o$tecenjem, a

antioksidansi $tite od Stetnog djelovanja ROS-a.

Proces starenja povezan je s oksidativnim stresom. Slobodni radikali uzrokuju oksidacijske
reakcije koje mogu biti Stetne ili korisne, a ispravno funkcioniranje slobodnih radikala pomaze
u borbi protiv patogena. Medutim, ROS u umjerenim koncentracijama su vazni za signalnu

regulaciju stani¢nih procesa.

Antioksidansi su obrambeni mehanizmi tijela koji neutraliziraju u¢inke ROS-a, §titeci stanice
od oStecenja 1 bolesti. Antioksidansi su molekule koje stabiliziraju slobodne radikale tako Sto

im doniraju elektrone.
Uklanjanje slobodnih radikala iz organizma vrsi se na razli€ite nacine, prema mehanizmu
djelovanja (52):

¢ inhibicija slobodnih radikala preventivnim antioksidansima (albumin, ceruloplazmin,

transferin, feritin 1 drugi proteini koji vezu metale),

e uklanjanje postoje¢ih slobodnih radikala pomocéu antioksidanasa (superoksid-
dismutaza, glutation-peroksidaza, katalaza zajedno s manjim molekulama, kao $to su

flavonoidi, karotenoidi, mokrac¢na kiselina, bilirubin i askorbat)
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e popravak oStecenih biomolekula pomocu reparativnih enzima.

Obrambeni antioksidativni mehanizmi mogu se definirati kao enzimski i neenzimski
antioksidansi. Najvazniji antioksidativni enzimi su superoksid-dismutaza (SOD), glutation-
peroksidaza (GPx), katalaza (CAT) i mijeloperoksidaza (MPO) koji imaju Stetne oksidativne
metabolicke intermedijere. Ovi enzimi za svoju katalitiCku aktivnost zahtijevaju kofaktore selen
(Se), cink, bakar, zeljezo i magnezij (53).

U organizam se unose neenzimski antioksidansi iz hrane (A, C, E, B-karoten, flavonoidi, selen,
cink, taurin, hipotaurin, glutation i lignani) i nastaju kao produkt metabolickih reakcija (Q,
glutation i lipoi¢na kiselina) (54).

Kako tijelo stari, razine antioksidansa se smanjuju, §to dovodi do neravnoteze s

prooksidativnim molekulama. Uc¢inkovitost antioksidansa s godinama opada pa ih je potrebno

unositi hranom (55).

1.3.1. Enzimski antioksidansi
1.3.1.1. Enzim superoksid-dismutaza

Superoksid-dismutaza (SOD) su enzimi koji Stite stanice od oSteCenja tako Sto kataliziraju

reakciju dismutacije superoksidnog aniona u Kisik i vodikov peroksid.

Postoje tri izoforme SOD-a: bakar-cink-SOD u citoplazmi, mangan-SOD u mitohondrijima i

izvnastani¢ni SOD u izvanstani¢nom prostoru (56, 57).

SOD je enzim koji Stiti tkiva od Stetnih ucinaka slobodnih radikala tako Sto katalizira
dismutaciju superoksidnog aniona u kisik i vodikov peroksid (58). Ova zastita temelji se na

pretvaranju Stetnih superoksidnih radikala u manje reaktivne (59).

1.3.1.2. Enzim katalaza

Katalaza (CAT) je enzim koji uklanja visoke koncentracije vodikovog peroksida u tijelu.
Djeluje u eritrocitima, hepatocitima i djelomice u bubrezima. Svaka molekula katalaze moze

razgraditi velik broj molekula H20; u sekundi (47).

Radi tako Sto reagira s H202 1 donorima vodika u obliku vode i kisika. Unato¢ nevaznosti u
nekim stanicama, igra klju¢nu ulogu u prilagodbi stanice na oksidativni stres. Odrzava

koncentraciju kisika za kemijske redukcije i zastitu od toksina (59, 60).
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1.3.1.3. Enzim glutation-peroksidaza

Enzima glutation-peroksidaza (GPx) reducira H202 i monomerni glutation na molekule vode i
glutation-disulfida, te takoder reducira lipidne hidroperokside (61). Ima vezno mjesto za Se,
koji oksidira u reakciji s H202 (62). GPx nalazi se u citoplazmi i mitohondrijima stanica.
Smanjuje se H202 u mitohondriju, proizvedenom iz reakcije dismutacije superoksida, pod
djelovanjem SOD?2. Glutation-peroksidaza je uklju¢ena u zastitu od oksidativnoga stresa
sudjelovanjem u prijenosu aminokiselina kroz stani¢nu membranu, uklanjajuéi hidroksilne
radikale 1 singletni kisik, ¢ime detoksificira H2O3 i lipidni peroksid kroz kataliticko djelovanje

GPx. Moze zamijeniti aktivne oblike najvaznijih vitamina, a to su vitamini C i E (63).

Glutation-peroksidaza 3 (GPx3) je jedini enzim iz skupine GPx koji djeluje u izvanstani¢cnom
prostoru. Supstrati za taj enzim su H2Oz i fosfolipidni hidroperoksidi, koji imaju znac¢ajnu ulogu
u antioksidativnim procesima u krvi (64) jer smanjuju oksidativni stres redukcijom H2O i
organskih hidroperoksida u odgovarajuce alkohole i kisik (65). Budu¢i da se povecana aktivnost
GPx3 javlja kod odredenih podtipova tumora, poput tumora jajnika (66), takoder se moze

koristiti kao biomarker.

1.3.2. Metode procjene oksidativnoga stresa i antioksidativnoga kapaciteta

Oksidativni stres odnosi se na neravnotezu izmedu proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS) i sposobnosti tijela da detoksificira ili popravi nastalu Stetu. ROS su visoko reaktivne
razine postanu previsoke. Antioksidativni kapacitet odnosi se na sposobnost tjelesnih
antioksidativnih sustava da neutraliziraju ili ¢iste ROS, $titeci stanice i tkiva od njihovih §tetnih

ufinaka.

Za procjenu oksidativnoga stresa i antioksidativnoga kapaciteta u bioloSkim uzorcima postoje

razlic¢ite metode, ukljucujuéi (67):

e Mijerenje ROS-a ili markera oksidativnoga stresa: nekoliko biomarkera, poput
malondialdehida  (MDA),  8-hidroksi-2'-deoksigvanozina  (8-OHdG) i 4-
hidroksinonenala (4-HNE), mogu se mjeriti u razli¢itim bioloskim uzorcima (npr. krv,
urin, tkiva) s ciljem procjene razine oste¢enja izazvanoga ROS-om. Na primjer, razine
ROS-a mogu se mjeriti u uzorcima krvi ili urina pomocu tehnika kao $to su

kemiluminiscencija ili fluorescentni testovi.
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e Testovi aktivnosti enzima: aktivnost enzima ukljucenih u antioksidacijsku obranu, kao
Sto su SOD, CAT i GPx, moze se mjeriti kako bi se procijenio antioksidativni kapacitet
tijela. Ti se enzimi mogu mjeriti u uzorcima krvi ili tkiva pomocu tehnika kao $to su

spektrofotometrija ili ELISA.

e Testovi peroksidacije lipida: razina peroksidacije lipida, koja je mjera oksidativhoga
oStecenja lipida, moze se procijeniti pomocu tehnika kao §to je TBARS test. Taj se test

moze provesti na uzorcima krvi ili tkiva.

e Testovi za ukupni antioksidativni kapacitet: nekoliko testova, kao $to su TEAC test (od
engl. Trolox equivalent antioxidant capacity), FRAP metoda (od engl. ferric reducing
ability of plasma), ili test kapaciteta apsorpcije kisikovih radikala (ORAC) koji se mogu
koristiti za mjerenje ukupnoga antioksidativnog kapaciteta uzorka. Ti se testovi mogu

provesti na uzorcima krvi ili tkiva.

e Testovi karbonilacije proteina: karbonilacija proteina, mjera oksidativne modifikacije
proteina, moze se procijeniti pomocu testa s 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH). Taj se

test moze provesti na uzorcima krvi ili tkiva.

e Ostecenje DNK-a izazvano oksidativnim stresom: razina oSte¢enja DNK-a izazvana
oksidativnim stresom moze se izmjeriti tehnikama kao §to su komet test ili jednostani¢ni

test elektroforeze u gelu.

1.3.3. Oksidativni stres pri koronarnoj arterijskoj bolesti

Dislipidemija, kao i neravnoteza izmedu proizvodnje ROS-a i enzimskih i neenzimskih
antioksidativnih zastitnih sustava, dovodi do endotelne disfunkcije i ateroskleroze koronarnih
arterija (68). Brojna istrazivanja pokazala su poremecenu ravnotezu prooksidansa i

antioksidansa u bolesnika s KB-om (69-72).

Oksidativni stres danas se smatra novim ¢imbenikom rizika odgovornim za razvoj AKS-a, koji
utjeCe na pocetak, prognozu, kvalitetu Zivota i prezivljenje bolesnika (73). Osim §to je povezan
s aterosklerozom, oksidativni stres moze izazvati oksidacijsku modifikaciju ili oStecenje
peroksidacijom lipida na razini deoksiribonukleinskih kiselina (DNK) i proteina s Stetnim
ucincima na strukturu i funkciju krvozilnoga sustava (74). Osim klasi¢nih slobodnih kisikovih
radikala (superoksidni radikal (O2), vodikov peroksid (H203), hidroksil (OH), peroksil (RO),
hidroperoksil (HRO")), pokazalo se da je reaktivni oksidativni stres uvjetovan i procesom
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oksidativnoga stresa dusikovih vrsta (RNS), posebice peroksinitrita (ONOO?)(75). Znamo da
ROS ostecuje kljucne molekule u signalnim putovima uklju¢enima u vaskularnu upalu, ostecuje
bitne biomolekule u stanicama i sudjeluje u oksidativnoj modifikaciji lipida $to ih ¢ini
aterogenima (76). Najvazniji izvori oksidativnoga stresa su fagocitni izoform NADPH oksidaze
(Nox2 i u manjoj mjeri Nox1) sa svojom regulatornom podjedinicom p47phox, ksantin
oksidaza (XO) i disregulirani eNOS (77).

Uobicajeni ¢imbenici rizika (hiperlipidemija, hiperglikemija, pusenje, hipoksija itd.) aktiviraju
NADPH oksidazu razli¢itim signalnim putovima. Sada je poznato da pojacano otpuStanje
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) pomo¢u NADPH oksidaza i mitohondrijskih enzima rezultira
hipertrofijom kardiomiocita, fibrozom i poveéanjem metaloproteinaza. Razlicite studijske
skupine izvijestile su o zna¢ajnom smanjenju antioksidativnih parametara u bolesnika s AKS-
om. Vazno je naglasiti da, prema dosada$njim podacima, bolesnici s viSezilnim stenozama
koronarnih arterija imaju znacajno visu razinu MDA-a i znacajno nizu razinu aktivnosti GSH-3,
TAC-a i GPx-a od bolesnika s dvostrukom i jednostrukom koronarnom boles$¢u, $to jasno
navodi na zakljucak da Sto je veéi broj stenoza koronarnih arterija, to je viSa razina

oksidativnoga stresa (76).

1.4. Polinezasi¢ene masne Kkiseline (PUFA)
1.4.1. Kemijska struktura, klasifikacija i metabolizam

Polinezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty acid, PUFA) su tip masnih kiselina
koje imaju vise od jedne nezasi¢ene ili dvostruke veze u ugljikovom lancu. To ih ¢ini
nestabilnima zbog rizika od pucanja dvostruke veze. Podijeljene su prema duzini lanca, broju

dvostrukih veza i poziciji prve dvostruke veze.

Tako razlikujemo omega-3 PUFA s prvom dvostrukom vezom na C3 (predstavnik a-linolenska
kiselina (ALA, C18:3, n-3)), i omega-6 PUFA s prvom dvostrukom vezom na C6 (predstavnik
je linolna kiselina (LA, C:182, n-6)). Te vrste masnih kiselina (LA i ALA) su esencijalne, $to

znaci da se moraju unijeti hranom jer ih organizam ne moze sintetizirati.

Nakon unosa, metaboli¢ki se razgraduju u organizmu, posebno u jetri, gdje procesima
elongacije i desaturacije iz ALA-e nastaju omega-3 PUFA, kao §to su dokosaheksaenoi¢na
(DHA) i eikosapentaenoic¢na kiselina (EPA). Metabolickom pretvorbom iz LA-e nastaju ostale
omega-6 PUFA, kao §to je arahidonska kiselina (ARA) (78-81). Shematski prikaz kemijskih
struktura n-3 i n-6 PUFA prikazan je na Slici 1.
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N-3 polinezasi¢cene masne kiseline N-6 polinezasi¢ene masne kiseline
" - N - j."k/\/\/\/j/ﬂ/\/'\
a-linolenska kiselina (ALA, 18:3, n-3) HO - o
linolna kiselina (LA, 18:2, n-6)
0
" — . — — —
eikosapaentaenoicna kiselina (EPA, 20:5, n-3) H o o o o

arahidonska kiselina (ARA, 20:4, n-6)

H — —_ — — — —

dokosaheksaenoictna kiselina (DHA, 22:6, n-3)

Slika 1. Kemijska struktura n-3 i n-6 polinezasi¢enih masnih kiselina (n-3, n-6 PUFA)

1.4.2. 1zvori PUFA-e u hrani

Izvori a-linolenske kiseline (ALA) su listovi zelenoga lisnatog povréa (u kloroplstima) te
lanenom, sojinom ili repi¢inom ulju. Dokosaheksaeni¢na Kiselina je omega-3 (n-3)
dugolanc¢ana polinezasi¢ena masna kiselina koja je bioloski aktivan krajnji proizvod esencijalne
masne Kiseline, ALA. Takoder, vazna je za razvoj ziv€anoga sustava jer je sastavni dio
fosfolipidne membrane stanica mozga i retine. DHA se primarno dobiva iz ribe, posebno masne

ribe poput haringe, tune i lososa, te i iz kokosjih n-3 jaja.

Takoder je ima u in¢unima, skus$i, sardinama (82). Eikosapentaenoi¢na Kiselina (EPA) je
prekursor DHA-a i metabolizira se u DHA-a u jetri. DHA i EPA igraju vaznu ulogu U
protuupalnoj sintezi eikosanoida/dokosanoida, signalnim dogadajima, ekspresiji gena i

ekspresiji citokina.

Arahidonska kiselina je omega- 6 (n-6) dugolancana polinezasi¢ena masna kiselina koja je
bioloski aktivan krajnji proizvod linolne kiseline. Glavna je komponenta mozdanih
fosfoglicerida (opéenito u ve¢im koncentracijama u usporedbi s DHA-om), a takoder ima

protupalnu ulogu u sintezi eikosanoida/dokosanoida.

ARA se moze dobiti izravno iz hrane Zivotinjskoga podrijetla ili suncokretovoga, kukuruznog

ili sojina ulja, koja su bogata n-6 linolnom kiselinom (83, 84).

11
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1.4.3. Kardioprotektivni u¢inci omega-3 masnih kiselina (n-3 PUFA)

S obzirom na to da je AKS stanje najvisega stupnja hitnosti, a uz to i vodeéi uzrok smrtnosti,
izuzetno je vazno prioritizirati prevenciju te bolesti. Naime, nekoliko velikih randomiziranih
klini¢kih ispitivanja pokazalo je da prehrambeni unos n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina
(engl. n-3 PUFA) poboljsava prognozu bolesnika s nedavno preboljelim infarktom miokarda
(85, 86). Snazan je potencijal potrosnje n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina, posebno
eikosapentaenoic¢ne Kiseline (EPA) i dokosaheksaenoi¢ne Kiseline (DHA), u smanjivanju razine
triglicerida u krvi, arterijskoga krvnog tlaka, u¢estalosti tromboze te rizika od iznenadnih smrti

zbog infarkta miokarda (87).

U studiji Stupina i sur. (2020.), istrazivan je utjecaj n-3 PUFA na funkciju endotela (88).
Pokazalo se da ugradnja n-3 PUFA u membranu endotelne stanice modulira njezinu funkciju
na nekoliko nacina: povecava proizvodnju dusikovoga oksida (NO), smanjuje izlu¢ivanje ROS-
a, smanjuje upalni odgovor i povecava ekspresiju drugih vazodilatatora (eikosanoida).
Eikosanoidi su hormoni u tkivima koji upravljaju upalnim procesima i odgovorima
imunoloskog sustava. Proizvedeni su iz razli¢itih vrsta PUFA, n-3 i n- 6, te se razlikuju po
strukturi i u¢inku. Omega-3 eikosanoidi djeluju antiagregacijski, protuupalno i vazodilatativno,
dok omega-6 eikosanoidi imaju obrnuti ucinak (pro-upalno, vazokonstriktivno i
protrombogeno). Koja vrsta eikosanoida ¢e se stvoriti, ovisi o konkurentnom mehanizmu
izmedu PUFA n-3 i n-6 i enzima koji sudjeluju u sintezi eikosanoida (78, 89-91). n-3 PUFA
(kao i n-6 PUFA, kao $to je arahidonska kiselina) prekursori su oksilipina i njihove podskupine
eikosanoida, ukljucujuéi prostaglandine (PG), tromboksane (TX) i leukotrijene (LT), koji su
vazni medijatori i regulatori upale (92, 93). Stoga bi se moglo pretpostaviti da pove¢an unos n-
3 PUFA hranom moZe promijeniti profil oksilipina u koronarnim arterijama i imati blagotvoran
uc¢inak na krvozilnu funkciju i upalu u bolesnika s koronarnom bole$¢u. Farmakoloski dodaci
obogaceni n-3 PUFA-om povecavaju antioksidativni kapacitet, te time 1 vaskularnu reaktivnost

kod bolesnika s koronarnom boles¢u (94).

Na Slici 2. shematski su prikazani u¢inci n-3 PUFA na kardiovaskularnu funkciju. Konzumacija
otprilike 1 g PUFA-e dnevno preporucena je bolesnicima s kardiovaskularnom boles¢u zbog
potencijalno korisnih kardiovaskularnih u¢inaka, osobito jer nema znacajnih interakcija izmedu

dodataka n-3 PUFA-e i niza lijekova koji ti bolesnici ¢esto uzimaju (95).

12
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ANTIOKSIDATIVNI UCINAK |

Smanjuju stvaranje ili povecavaju eliminaciju
slobodnih kisikovih radikala

Povecavaju razinu endotelnog dusikovog oksida;
vazodilatacija

PROTUUPALNI UCINAK |

Stvaranje leukotriena serije-5 (slabo protuupalno

Inhibiraju sintezu protuupalnih citokina djelovanje)

POBOLJSANJE LIPIDNOG PROFILA

Smanjuju razinu triglicerida, a povecavaju razinu

HLD kolesterola Inhibiraju lipogenezu i aktiviraju lipolizu

ANTIAGREGACIJSKI UCINAK

Poticu otpustanje tromboksana serije- 3
Smanjuju otpustanje tromhboksana serije- 2 (trombogeno neaktivan). Poticu stvaranje
(vazokontriktor, protrombogeno djelovanje) prostaglandina serije -3 (vazodilatacija,

| antiagregacija)

Slika 2. Kardioprotektivni uéinci n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina

n-3 PUFA masne kiseline imaju antioksidativha svojstva koja sprecavaju endotelnu
disfunkciju, tj. smanjenje sposobnosti krvnih Zila da se Sire zbog nedostatka dusikovoga oksida
(NO). NO je klju¢na molekula za Sirenje krvnih Zila i sprecavanje upale i nakupljanja plaka u
arterijama. Sintetaza dusikova oksida (engl. nitric oxide synthase, NOS) je enzim koji katalizira

proizvodnju NO-a iz aminokiseline L-arginina.
Postoje tri izoforme (ili oblika) NOS-a, svaka s razli¢itim svojstvima i funkcijama:

e Neuronski NOS (nNOS) nalazi se u ziv€anim stanicama i ukljucen je u regulaciju

neurotransmisije, protoka krvi i lu¢enja inzulina.

e Inducibilni NOS (iINOS) nalazi se u razli¢itim stanicama, uklju¢uju¢i makrofage i
stanice glatkih misica, a induciran je citokinima i drugim upalnim podrazajima. iNOS
proizvodi velike koli¢ine NO-a, za koji se pokazalo da igra ulogu u obrambenim

mehanizmima domacina i ozljedama tkiva.

e Endotelni NOS (eNOS) nalazi se u endotelnim stanicama koje oblazu krvne zile i
odgovoran je za bazalnu proizvodnju NO-a koji regulira vaskularni tonus i protok krvi.
eNOS je takoder ukljucen u regulaciju funkcije trombocita, adhezije leukocita i

proliferacije stanica glatkih misica.

13
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n-3 PUFA-e mogu povecati proizvodnju NO-a reguliranjem sastava kaveola u endotelnim

stanicama, a one su ukljucene u signalne putove koji kontroliraju dilataciju krvnih Zila.

Toc¢nije, EPA i DHA mogu aktivirati enzime Kkoji proizvode NO, kao $to je eNOS, a DHA
takoder moze aktivirati signalne putove koji dovode do povecane aktivnosti eNOS-a i

proizvodnje NO-a.

Sve u svemu, n-3 PUFA-e imaju blagotvorne u¢inke na zdravlje krvnih Zila jer poveéavaju
dostupnost NO-a i time poboljsavaju funkciju eNOS-a, §to moze ublaziti endotelnu disfunkciju
i smanjiti rizik od AKS-a. Postoji odredeno istrazivanje koje je pokazalo da konzumacija dva
n-3 PUFA-om obogacena kokosja jaja dnevno tijekom tri tjedna (~ 410 mg n-3 PUFA dnevno)
imaju imunomodulatorni ucinak, bez utjecaja na mikrovaskularnu reaktivnost koze mladih
zdravih osoba (96).

Medutim, povecanje koli¢ine n-3 PUFA-e u dnevnoj prehrani na 1053 g dnevno tijekom tri
tjedna povecalo je koncentraciju n-3 PUFA-e bez seruma i poboljsalo mikrovaskularnu
reaktivnost koze, uz smanjenje proupalnih citokina (npr. INF-y) i povecanje protuupalnih

citokina u serumu (IL-10) u mladih zdravih osoba (88).

Nadalje, bolesnici s metaboli¢kim sindromom koji su pet tjedana konzumirali dva kuhana jaja
obogacena n-3 PUFA-om dnevno, znacajno su smanjili ukupni kolesterol, LDL-kolesterol i
razinu krvnoga tlaka, dok su povecali HDL-kolesterol (97). Sve u svemu, to podupire
obrazlozenje istrazivanja potencijalno korisnoga uéinka unosa n-3 PUFA-e u obliku

funkcionalne hrane na vaskularnu reaktivnost ovisnu o endotelu (97, 98).

Prema studiji iz 2022. Peng An. i suradnika, koji su obuhvatili i sustavno kvantificirali 884
radomizirane kontrolirane intervencijske studije koje su ispitivale utjecaj 27 razli¢itih vrsta
mikronutrijenata na rizik od kardiovaskularnih bolesti, zaklju¢eno je da suplementacija s n-3
PUFA-om smanjuje rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti te infarkta miokarda, za razliku

od drugih mikronutrijenata (99).

Za smanjenje rizika od KVB u opc¢oj populaciji, Francuska agencija za sigurnost hrane
(ANSES) preporucuje dnevni unos od 500 mg kombiniranih EPA 1 DHA. Medutim, ova se
preporuka povecava do 750 mg/dan za osobe s povecanim profilom kardiovaskularnog rizika
(100). Americka agencija za hranu i lijekove (FDA) zakljucila je da je suplementacija n-3

PUFA-om sigurna sve dok njezin unos ne prelazi 2 g/dan (101).
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1.5. Lutein

Lutein i njegov stereoizmoer zeaksantin ¢lanovi su obitelji karotenoida (102). Zbog njihove
kemijske strukture i interakcije s bioloSkim membranama, smatra se da karotenoidi imaju

antioksidativna svojstva (103).

Lutein se ne moze samostalno sintetizirati u organizmu, stoga se unosi putem hrane ili
suplementima. Kristalni lutein (opcéeprihvaceno sigurni lutein) lako Se apsorbira iz hrane i
dodataka prehrani, dok, da bi usli u krvotok, esteri luteina zahtijevaju prethodnu deesterizaciju

intestinalnim enzimima (104).

Izvori luteina su zumanjak jajeta, povrce kao $to su Spinat, kelj, karfiol, crvena paprika i razno
voce. Od esencijalne je vaznosti za ocuvanje normalnoga vida, jer je koncentriran u sredi$njem
dijelu mreznice koji se naziva zuta pjega, a 0dgovorna je za ostrinu vida. Stoga, studije pokazuju
da suplementacija luteinom rezultira pove¢anjem makularnoga pigmenta i poboljSanjem vida

kod bolesnika sa senilnom makularnom degeneracijom i drugim o¢nim bolestima (102, 104).

Dosadasnja istrazivanja ukazuju na potencijalnu moguénost primjene antioksidanasa U
primarnoj i sekundarnoj prevenciji kardiovaskularnih bolesti. Oksidacija lipoproteina niske
gustoce (LDL) u krvnim zilama ima vaznu ulogu u razvoju aterosklerotskih lezija, a unos
antioksidanasa hranom povecava otpornost LDL-a na oksidaciju. Stoga karotenoidi iz prehrane
mogu imati blagotvorne ucinke na zdravlje kardiovaskularnoga sustava. Njihova sposobnost
apsorpcije lipidnih peroksida, reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i dusikovoga oksida (NO)

povezana je s njihovim antioksidativnim svojstvima (102).

Ostala svojstva karotenoida u prevenciji kardiovaskularnoga rizika uklju¢uju sniZavanje
krvnoga tlaka, smanjenje proupalnih citokina i upalnih markera (kao $to je C-reaktivni protein)

i poboljsanje inzulinske osjetljivosti mi§i¢nog, jetrenoga i masnog tkiva (105, 106).

Protuupalna svojstva lutein pokazuje inhibirajuci proizvodnju TNF-a, interleukina 6 (IL-6),
prostaglandina 2 (PGE-2), monocitnoga kemotaktickog proteina 1 (MCP-1) i makrofagnoga
upalnog proteina 2 (MIP-2) (107).

Istrazivanjima je dokazano da smanjivanjem peroksidacije i apoptoze miocita lutein sprecava
oste¢enje miokarda ishemijom (108). U studiji H. J. Chunga procjenjivali su odnose izmedu
plazmatskih razina interleukina (IL)-6 i pojedina¢nih karotenoida u plazmi bolesnika s
koronarnom arterijskom bolesti te potom procjenjivali protuupalne ucinke jednoga karotenoida,

luteina, u mononuklearnim stanicama periferne krvi (PBMC) bolesnika s koronarnom
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arterijskom bolesti. Zakljucak studije upucuje na to da lutein ima potencijalnu ulogu u

razrjeSenju kroni¢ne upale kod bolesnika s koronarnom arterijskom boles¢u (109).

1.6. Vitamin E
1.6.1. Kemijska struktura, metabolizam i u¢inci vitamina E

Vitamin E (tokoferol) je vitamin topljiv u mastima s antioksidativnim svojstvima, Stiti
polinezasi¢ene masne Kiseline u stani¢noj membrani od oksidacije i razaranja. Kao i drugi
vitamini, ne moZe se sintetizirati u organizmu, ve¢ ga je potrebno unositi prehranom u malim
koli¢inama kako bi se sprijecili poremecaji metabolizma. Postoji viSe oblika izomera tokoferola
(alfa, beta, gama, delta) i srodnih spojeva, kao $to su tokotrienoli. Primarni bioaktivni oblik koji

je najpoznatiji po svojoj ulozi u ljudskom zdravlju je a-tokoferol (110).

CH3

OH

H3C

Slika 3. Kemijska struktura molekule a-tokoferola

Metabolizam vitamina E odvija se u jetri koja je glavni regulator razine vitamina u tijelu. Nakon
Sto se vitamin E iz prehrane ili iz suplemenata apsorbira 1 transportira do jetre, od svih izomera
tokoferola, jedino se a-tokoferol veze za protein za prijenos a-tokoferola (a- TTP) i prenosi u
plazmu. Sam metabolizam vr§i se pomocu citokroma P450, prolaze¢i nekoliko krugova

[-oksidacije i potom se nakon konjugacije izlu¢uju putem zudi ili urina (111).

A-tokoferol djeluje kao antioksidans na nacin da hvata peroksilne radikale te tako sprecava
oksidaciju PUFA-e u membranama (112). Osim $to su n-3 PUFA-e pokazale kardioprotektivne
ucinke, obogacivanje jaja drugim elementima u tragovima koji imaju antioksidativne ucinke,
kao §to su vitamin E, selen i lutein moglo bi biti od dodatne koristi (113-117). n-PUFA su
osjetljive na ostecenje od slobodnih radikala kisika, a prekomjerna lipidna peroksidacija dovodi
do njihove razgradnje i povecava rizik od razvoja ateroskleroze. Vitamin E moze sprijeciti
pocetak lipidne peroksidacije hvataju¢i slobodne radikale i pretvarajuéi ih u nestetne oblike
(47). Nekoliko opservacijskih studija pokazalo je da je veci unos vitamina E iz prehrambenih

izvora ili dodataka povezan s manjim rizikom od kardiovaskularnih bolesti (114). Vitamin E
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pokazao je u¢inak u neurodegenerativnim procesima, isticuci svojstva poput antioksidativnoga
1 protuupalnog djelovanja. Takoder se pokazalo da utjece na stani¢nu signalizaciju i dovodi do
snizavanja razine kolesterola (118). Ujedno su neki od u¢inaka vitamina E, tj. a-tokoferola, da
inhibira stani¢nu proliferaciju, agregaciju trombocita, na nacin da inhibira protein kinazu C,
klju¢nu molekulu ukljuc¢ena u regulaciji profilaracije i diferencijacije stanica. Vitamin E ima

ulogu i u metabolizmu arahidonske kiseline (112).

Povoljan uc¢inak vitamin E na prevenciju kardiovaskularnih bolesti 1 ateroskleroze potkrepljuje
studija Haeri S. M. J. i suradnika na animalnim modelima. Oni su kroz Sest tjedana hranili
kunic¢e prehranom koja je sadrzavala vitamin E, i dokazali su znacajno snizenje kolesterola u
serumu nakon dijetetskoga protokola (119). lako su animalne studije pokazale da dodaci
vitaminom E ublazavaju aterosklerotske lezije 1 smanjuju razinu slobodnih kisikovih radikala,
kod ljudi dosadasnjim randomiziranim ili prospektivnim studijama nije pokazan atero-zastitni
ucinak. Medutim, S obzirom na to da mediteranska prehrana koja sadrzava antioksidanse ima
povoljan u¢inak na prevenciju kardiovaskularnih bolesti, o¢igledno su potrebne dodatne studije

koje ¢e biti provedene na ljudima i ispitati u¢inak vitamina E na prevenciju KV bolesti (120).

1.6.2. Izvor vitamina E u hrani i preporuceni dnevni unos

Prehrambeni izvori vitamina E su razne namirnice, ukljucujuéi orasaste plodove (bademi,
orasi), biljna ulja, zitarice, meso, zumanjak jajeta i lisnato zeleno povrée (110). Odbor za hranu
i prehranu Nacionalne akademije znanosti Sjedinjenih Americkih Drzava definirao je da je
preporuceni dnevni unos vitamina E (a-tokoferol) 15 mg za adolescente i odrasle osobe (121).
Sto se ti¢e toksi¢nosti vitamina E u vidu ometanja iskoristavanja drugih vitamina topljivih u
mastima, ona je rijetka, ali je moguca. Potrebno je naglasiti da se visoke, terapijske doze

vitamina E (iznad 100 1.U.) ne mogu nadoknaditi hranom (122).

1.7. Selen
1.7.1. Oblici selena, metabolizam i uéinci

Selen je mikroelement koji se u prirodi javlja kao kombinacija organskog (selenometionin ili
selenocistein) ili anorganskog (selenid, selenat, selenit) oblika (123). Anorganski oblici se
koriste za dodavanje u prehrambene dodatke (124). Glavna bioloSka uloga selena je
ukljucivanje u proteine (nazvane selenoproteini) u organizmu (123, 125). Poznato je da se

selenometionin apsorbira u tankom crijevu putem apsorpcijskoga puta metionina, dok se
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anorganski oblici pasivno apsorbiraju u dvanaesniku. Glavni put izlu¢ivanja selena je urin
(126). Zbog svoje sposobnosti da se ugradi u antioksidativne enzime, selen igra vaznu ulogu u
oksidativnoj obrani domacina (66, 127) Poznato je viSe od 25 vrsta selenoproteina, a najvazniji
predstavnici enzima koji sadrze selen u ljudi su glutation-peroksidaza (GPx) i tioredoksin-
reduktaza (128). Glutation-peroksidaza je enzim koji smanjuje H2O. i druge molekule s
oksidativnim potencijalnom (126). Kako selen i enzimi koji sadrze selen mogu biti izravno
ukljuceni u regulaciju vaskularnih upalnih procesa i aterogeneze (129), unos selena hranom
moze utjecati na razvoj raznih kardiovaskularnih bolesti (130-132). Najproucavanija skupina
medu selenoproteinima je glutation-peroksidaza, koja osigurava neutralizaciju aktivnih oblika

kisika i dusika, ¢ime se ograniCava oste¢enje miokarda nakon ishemije/reperfuzije (I/ R).

Cinjenicu da nedostatak selena dovodi do poveéanja peroksidacije lipida potvrdili su Tanguy i
suradnici koji su proveli studiju na animalnim modelima, i pokazali su da nedostatak selena
kod Stakora dovodi do znacajnijega oSte¢enja miokarda i odgada oporavak sréane funkcije

nakon ishemije (133).

Brojne studije istrazuju mogucu ulogu selena u razvoju i napredovanju kardiovaskularnih
bolesti (113, 134) Poznato je da unos selena doprinosi zastiti stanica vaskularnog endotela od
oksidativnog osStecenja (135). Jedan od glavnih ¢imbenika u razvoju i napredovanju razli¢itih
patoloskih stanja povezanih s KVB-om je poveéanje razine oksidativnog stresa (136, 137).
Studija Lorenzona dos Santosa i suradnika (2020.) pokazuje vaznu ulogu biomarkera
oksidativnog stresa u razvoju ateroskleroze i akutnog koronarnog sindroma (138). Endotelna
disfunkcija se smatra kljuénim ranim dogadajem u razvoju KVB-a (139, 140). Endotelne
stanice posebno su osjetljive na oksidativni stres kroz dva mehanizma - stani¢nu smrt
posredovanu reaktivnim kisikovim radikalima (ROS) i smanjenu bioraspolozivost NO-a kao
zastitnoga medijatora (139, 140). Osim antioksidativne uloge selena, postoji i dalje potreba za
dodatnim istrazivanjima i proucavanjima drugih ucinaka selena na funkcioniranje

kardiovaskularnoga sustava.

Istrazivanjima je dokazano da su kardioprotektivna svojstva selena povezana s njegovom
sposobnosc¢u suzbijanja kaskade nuklearnoga faktora kapa B (NF-B). Povecana aktivacija
transkripcije faktora NF-B obicno je povezana sa signalima prezivljavanja u kardiomiocitima.
Medutim, prekomjerno stvaranje ROS-a moze dovesti do aktivacije proupalnih i proapoptotskih
puteva kroz neravnotezu izmedu tirozin-Kinaze i tirozin-fosfataze, koje reguliraju translokaciju
NF-B-a. Stoga, pretjerana stimulacija NF-B-a u miokardu tijekom ishemijskih epizoda dovodi

do povecane proizvodnje citokina i faktora nekroze tumora o (TNF- o). Selen djeluje tako da
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smanjuje nuklearnu translokaciju NF-B-a tijekom infarkta miokarda i inhibira postishemijsku
proizvodnju TNF-a (141, 142).

Jedno od kardioprotektivnih svojstava selena je da ima sposobnost smanjenja defosforilacije

koneksina-43 (Cx-43) koji je odgovoran za medustani¢énu komunikaciju izmedu kardiomiocita.

Uslijed pretjeranoga stvaranja ROS-a i naknadne aktivacije tirozin-kinaze moze do¢i do
defosforilacije Cx-43 koji utjee na postinfarktnu remodelaciju lijeve klijetke. Stoga
odgovarajuca suplementacija selenom potiskuje defosforilaciju Cx-43, smanjuje incidenciju
postreperfuzijskih aritmija i inhibira remodeliranje srca (143). Takoder, postoji o selenu ovisna
jodotironin-dejodinaza koja sluzi kao katalizator te ima ulogu u metabolizmu S§titnjace. Stoga
se vaznost selena istiCe I u autoimunim bolestima Stitnjace, ali i malignim, upalnim i

neuroloSkim bolestima (npr. Parkinsonova, Alzherimerova bolest ili epilepsija) (123, 125, 144).

Preostali selenoproteini su Selenoprotein P i Selenoprotein sintetaza. Selenoprotein P se nalazi
u plazmi i veéinom se proizvodi u jetri, bubrezima, srcu i plu¢ima. On je izvanstaniéni
glikoprotein koji povezuje stanice vaskularnog endotela i smatra se skladistem selena. Djeluje
kao antioksidans i stiti stanice endotela od Stetnih u¢inaka reaktivnih vrsta dusikovih spojeva te
uklanja peroksinitrit. Ukoliko nije deaktiviran, peroksinitrit moze uzrokovati oStecenje DNA 1

lipidne peroksidacije (126).

1.7.2. 1zvori selena u hrani i preporuceni dnevni unos

vvvvv

za odrasle je 55 ug/dan, a za djecu 20 ug/dan (145-147). Organski oblici selena smatraju se
sigurniji od anorganskih.

Potrebno je dozirati selen u skladu s njegovim ucincima, a povecane koli¢ine mogu biti Stetne
za zdravlje. Trovanje selenom najcesce se javlja kod koriStenja dodataka prehrani. Prekomjerna
konzumacija (vise od 400 pg dnevno) moze dovesti do mucnine, povracanja, gubitka kose i

noktiju, karijesa i dermatoloskih lezija. (148, 149).

1.8. Funkcionalna hrana

Funkcionalna hrana je hrana koja je posebno razvijena ili modificirana kako bi pruzila
zdravstvene prednosti osim osnovnih hranjivih tvari koje pruza. Funkcionalna hrana pomaze u

prevenciji kroni¢nih bolesti. "Funkcionalna hrana" se kao pojam pocela koristiti u Japanu 1980-
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ih 1 oznacavala je hranu obogacenu nutrijentima koja posjeduje korisna fizioloSka svojstva
(150-152). Ministarstvo zdravstva Japana je 1991. godine objavilo pravila za odobrenje
specificne kategorije zdravstvene hrane. Medutim, funkcionalna hrana ne mora nuzno biti od
koristi svima u populaciji, a povezivanje individualnih potreba za hranjivim tvarima s
odredenim komponentama hrane moZze doprinijeti napretku u razumijevanju interakcija izmedu
genetike 1 prehrane. Vazno je razlikovati hranu od lijeka. Ako proizvod sadrzi indikacije za
lije¢enje ili prevenciju odredene bolesti, smatra se lijekom 1 podlozan je odredenim toksicnim
ucincima ako se ne koristi prema propisanim dozama. Ako proizvod ne sadrzi indikacije za
lijecenje ili prevenciju odredene bolesti, smatra se hranom i u normalnim koli¢inama za unos

ne bi trebao izazvati toksi¢ne ucinke.

DeFelice je koriStenjem termina "nutraceutik" opisao proizvode koje su dio hrane ili se koriste
kao hrana, a koji pruzaju medicinske i zdravstvene koristi, ukljucujuci prevenciju i lijeCenje
bolesti. Ovi proizvodi dolaze u razli¢itim oblicima, ukljucujuéi proc¢is¢ene nutrijente, dodatke
prehrani, biljne proizvode, prirodne sastojke biljaka i procesiranu hranu kao $to su zitarice, juhe
1 napitci. lako su definirani njihovi fizioloski u€inci, nutraceutici se ne mogu smatrati ni hranom
ni lijekovima i zauzimaju "sivu zonu" izmedu ta dva koncepta (153). Lijekovi se klasificiraju
prema zakonu o lijekovima i ve¢inu njih ne moze se kupiti bez lijecnickog recepta, dok biljni
lijekovi mogu biti klasificirani kao lijekovi u slu¢ajevima prevencije bolesti. Funkcionalna
hrana se ¢esto povezuje s nutraceuticima jer ¢esto sadrZi nutraceutike ili im dodaje probiotike
i/ili prebiotike. Vitamini se takoder mogu smatrati lijekovima, ali se ¢esto mogu kupiti bez

recepta.

Razlika izmedu nutraceutika i vitamina nije uvijek jasna, kao §to je na primjer p-karoten, koji
je prekursor vitamina A (154). Pravna kategorizacija nutraceutika u EU temelji se na njihovom
utjecaju na ljudsko tijelo. Ako proizvod samo pridonosi zdravlju, smatra se hranom, dok ako
pokazuje sposobnost mijenjanja funkcija tijela, sudjelujuéi u prevenciji i lijeCenju, smatra se

lijekom (153).

Sve veci interes proizvodaca 1 potrosaca za funkcionalne prehrambene 1 zdravstvene tvrdnje
potaknuo je Europsku uniju na formiranje programa "Funkcionalna znanost o hrani u Europi”
(engl. Functional Food Science in Europe, FUFOSE) ¢iji je cilj, prema izvorima iz FUFOSE-a,
dokazivanje zdravstvenih tvrdnji te podrZati razvoj prehrambenih proizvoda koji povoljno

utjeCu na odredene fizioloske funkcije u tijelu i smanjuju rizik od bolesti pojedinca (155).
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1.8.1. KokoSja jaja obogadena funkcionalnim sastojcima

Sastav jajeta Cine ljuska, bjelanjak i zumanjak, a prosjecna ucestalost ovih dijelova krece se od

60% bjelanjka, 30% Zumanjka, 10% ljuske (156).

Pravilnikom o kakvoci jaja (Narodne novine, br. 115/2006) uredena je kakvoca jaja koja se
stavljaju u promet, razvrstavaju¢i ih u kategoriju razreda "A" (svjeza jaja) i razred "B" (jaja
namijenjena industrijskoj preradi). Jaja klase "A" dalje se razvrstavaju prema tezini u cetiri
klase: XL (vrlo velika jaja od 73 g ili vise), L (velika jaja od 63 do 73 g), M (srednja jaja od 53
do 63 g) i S ( mala jaja manja od 53 g). Cilj je posti¢i koristenje jaja mase 55-60 g, s obzirom

na jednostavniji transport i visoku cijenu na trzistu (156).

Na ambalazi moraju biti jasno vidljive i Citljive oznake o klasi, tezinskoj kategoriji, zemlji
podrijetla, broju proizvodaca, nacinu uzgoja i broju ovlastenog pakirnog centra. Kvaliteta jaja
izravno je povezana s kvalitetom hrane kojom se nesilice hrane, §to utjece na debljinu i ¢vrstocu
ljuske, boju i miris Zumanjka, visinu bjelanjka, pH zZumanjka. i bijelog, HJ, kao i sadrzaj
hranjivih tvari, minerala i vitamina u jajima. Ukupna masa jaja takoder ovisi o koli¢ini energije
u obroku, sadrzaju masti, bjelancevina itd. Ako je energetska vrijednost ispod optimalne, dio
proteina se koristi za zadovoljenje energetskih potreba, §to dovodi do smanjenja mase jaja.
Kako bi se postigli zeljeni udinci na kvalitetu jaja, potrebno je u obroku nesilica primijeniti
precizne doze funkcionalnih sastojaka (156). Stoga se proizvodafima jaja preporucuje da
razmotre primjenu funkcionalnih sastojaka u svom proizvodnom procesu kako bi osigurali

visoku kvalitetu proizvoda koje stavljaju na trziste (156, 157).

Obogacivanje namirnica, poput jaja, funkcionalnim sastojcima, kao $to su selen, cink, omega-
3 masne kiseline, vitamin E, vitamin A, lutein 1 sli¢no, sve je ¢eS€a pojava u razvoju
funkcionalne hrane (156, 158). Cilj ovog trenda je poboljsati zdravlje srca i smanjiti
prekomjernu tjelesnu tezinu, koji se smatraju kljuénim zdravstvenim problemima suvremenog
nacina Zivota. IstraZivanja pokazuju da uporaba obogacenih Zitarica, ukljucujuci kalcij, fosfor

i vitamin D3, utjeCe na kvalitetu jaja i sadrzaj mikroelemenata u njima (156).

Istrazivanje ukljucuje utjecaj pSenice obogacene selenom u krmnoj smjesi za kokosi nesilice na
kvalitetu jaja i sadrzaj selena u jajetu. Obogacivanje jaja luteinom i zeaksantinom, kao i
vitaminima poput vitamina E (a-tokoferol), takoder se smatra vaznim za poboljSanje kvalitete
jaja. Krmna smjesa koja se koristi za hranidbu nesilica moze utjecati na kvalitetu jaja,
ukljucujuci debljinu 1 ¢vrstocu ljuske, boju 1 miris Zumanjka te sadrzaj odredenih tvari u jajetu

(156, 158, 159).
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Obogacena kokos§ja jaja su vrsta funkcionalne hrane koja je obogacena dodatnim nutrijentima
kao S$to su vitamini, minerali i omega-3 masne kiseline. Ova funkcionalna namirnica moze biti

posebno korisna onima koji tesko unose dovoljno hranjivih tvari redovnom prehranom.

Omega-3 PUFA su esencijalne masne kiseline koje se unose prehranom i imaju pozitivan
ucinak na zdravlje srca, rad mozga i zdravlje zglobova. Selen je mineral u tragovima koji
podrzava rad Stitnjace i imunoloskog sustava te ima antioksidativna svojstva. Vitamin E je
antioksidans koji Stiti stanice od oSte¢enja uzrokovanih oksidativnim stresom i podrzava zdrav
imunoloski sustav. Lutein je karotenoid koji je vazan za zdravlje o€iju i sprjeCava makularnu
degeneraciju. Cilj obogaéenih kokosjih jaja je pruziti potrosac¢ima izvor hranjivih tvari koje
pridonose zdravom nacinu zivota. Nutri 4 jaja, su kokosja jaja koja su dodatno obogacena

nutrijentima, ukljucujuéi n-3 PUFA, selen, vitamin E i lutein.

Ovim istrazivanjem istraZiti ¢e se u¢inak konzumacije kokosjih jaja obogacenih funkcionalnim
sastojcima, n-3 polinezasi¢enim masnim kiselinama (n-3 PUFA), luteinom, vitaminom E, i
selenom na mikrovaskularnu reaktivnost, lipidni profil i biomarkere upale i oksidativnog stresa

u bolesnika nakon akutnoga koronarnog sindroma (AKS).
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Prehrana koja ukljucuje kokoSja jaja obogacena omega-3 masnim kiselinama, luteinom,
vitaminom E i selenom (,,funkcionalno obogacena kokoS$ja jaja“) poboljsat ¢e funkciju
endotela, $to ¢e se o¢itovati promjenom mikrocirkulacijskoga protoka mjerenoga Laser Doppler
Flowmetrom u odnosu na isto mjerenje prije protokola studije u ispitanika oba spola, starijih
od 18 godina, koji boluju od akutnoga koronarnog sindroma. Osim toga, uzrokovat cée
poboljsanje lipidnoga profila i lipidograma, te pozitivno utjecati na smanjenje oksidativnoga

stresa i upalnoga odgovora kod osoba s akutnim koronarnim sindromom.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja bili su:

1) utvrditi utjecaj konzumacije kokosjih jaja obogaéenih omega-3 masnim kiselinama (n-3
PUFA), luteinom, vitaminom E i selenom (,,funkcionalno obogacena kokosja jaja“) tijekom
trotjednoga dijetetskog protokola na mikrovaskularnu reaktivnost koze laserskom Doppler

metodom (engl. laser Doppler flowmetry, LDF) kod ispitanika oba spola starijih od 18 godina

oboljelih od akutnoga koronarnog sindroma.

2) utvrditi utjecaj konzumacije "funkcionalno obogacenih kokosjih jaja" tijekom trotjednoga
dijetetskog protokola na serumski profil lipida i slobodnih masnih kiselina, arterijski tlak, pro-
I protuupalne citokine, te na oksidativni stres kod ispitanika oba spola starijih od 18 godina

oboljelih od akutnoga koronarnog sindroma.

3) ultrazvuénim kolor Dopplerom odrediti debljinu kompleksa intime medije vaskularne
stijenke karotidne arterije kao dobroga prognostickog ¢imbenika za razvoj restenoze u
ispitanika oba spola starijih od 18 godina oboljelih od akutnoga koronarnog sindroma.
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4. MATERIJAL | METODE
4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je dizajnirano kao prospektivno, intervencijsko, kontrolirano, dvostruko slijepo,
randomizirano istrazivanje, a provedeno je na Medicinskom fakultetu u Osijeku i u Klini¢kom
bolni¢kom centru Osijek, u razdoblju od rujna 2021. do ozujka 2022. Mjerenja su provedena
prije i poslije dijetetskoga protokola. U istrazivanje su ukljuc¢eni bolesnici oboljeli od akutnoga
koronarnog sindroma, lijeceni u KBC-u Osijek. Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo
Medicinskoga fakulteta Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku (Klasa: 602-04/22-
08/02, URBROJ: 2158-61-46-22-38) i Eticko povjerenstvo Klinickoga bolni¢kog centra Osijek
(Broj odobrenja: R2-8262/2020.).

Istrazivanje je prijavljeno na Clinical trail pod naslovom: "Effect of Enriched QUARTET® Hen
Eggs on Cardiovascular Function in Cardiovascular Patients and Healthy Individuals".
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04564690.

Pocetni odabir ispitanika obavljen je u Zavodu za bolesti srca i krvnih zila KBC-a Osijek. Ostale
analize provedene su u Laboratoriju za klini¢ku i sportsku fiziologiju Zavoda za fiziologiju i
imunologiju Medicinskoga fakulteta Osijek, Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku. Ispitanici
su pozvani na sudjelovanje u istrazivanju od strane istraZivaca. Svi ispitanici uklju¢eni u ovo
istrazivanje bili su detaljno upoznati sa svrhom i ciljevima istrazivanja | ocekivanim
znanstvenim doprinosom, a oni koji su pristali sudjelovati u njemu potpisali su informirani
pristanak. Podaci o ispitanicima su Sifrirani i nisu dostupni ni za jednu drugu svrhu osim za

potrebe ovoga istrazivanja. Nakon prikupljanja podataka izvrSena je njihova statisticka obrada.
Kriteriji za ukljucivanje u studiju:

o bolesnici oboljeli od akutnoga koronarnog sindroma u sto se ubrajaju bolesnici oboljeli
od infarkta miokarda sa ST-elevacijom (STEMI), infarkta miokarda bez ST-elevacije

(NSTEMI) i nestabilne angine pektoris.

Kriteriji za iskljuc¢ivanje iz studije:

(@]

nepristajanje na istrazivanje;

poznata maligna bolest;

o

nasljedne metabolicke bolesti i druge nasljedne sistemske bolesti;

o

o autoimune bolesti ili sistemske bolesti s imunopatologijom;
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o neregulirana hipertenzija;

o nedavni kirurski zahvati (3 mjeseca);

o nedavne znacajne traume (6 mjeseci);

o renalna insuficijencija (osim kod dijabeti¢nih bolesnika, ako KEK nije > 60 ml/min);

o aktivno krvarenje (hematurija, Gl trakt, menoragija);

o svjezi ICV (6 tjedana);

o neurodegenerativne bolesti i epilepsija;

o znacajna anemija (Hg < 110 (muskarci), < 100 (zene));

o stanje nakon reanimacije (3 mjeseca);

o terapija koja znacajno utjeCe na vaskularnu ili imunolosku funkciju (monoklonska
protutijela, imunosupresivi, sustavni kortikosteroidi, ...);

o kroni¢na respiratorna insuficijencija i stanja kroni¢ne hipoksemije;

o sepsa 1 kroni¢ne aktivne infekcije sa sustavnim upalnim odgovorom (aktivna
tuberkuloza itd.);

o nelijecena bolest Stitnjace;

o aktivna zlouporaba alkohola i droga;

o jetrena insuficijencija (uznapredovala bolest jetre uz poremecenu sintetsku i

metabolicku funkciju).

4.2. Ispitanici

Ispitanici su bili bolesnici oboljeli od akutnoga koronarnog sindroma, oba spola, stariji od 18
godina koji su lije¢eni na Zavodu za bolesti srca i krvnih zila u KliniCkom bolni¢kom centru

Osijek.

Po zavrSetku hospitalizacije ispitanici su dobrovoljno uklju¢eni u protokol istraZivanja i
regrutirani od strane glavnoga istrazivaca, uz prethodno potpisan informirani pristanak
(potpisan u dva primjerka) i detaljan pregled medicinske dokumentacije, ¢ime je osigurano
postivanje kriterije uklju¢ivanja i isklju¢ivanja studije. Ispitanik je prije ulaska u istrazivanje
obavijesten o istrazivanju, uz potpisivanje informiranoga pristanka. Ispitanik je imao pravo
odustati od istraZzivanja u bilo kojem trenutku zbog osobnih razloga. Nakon regrutacije
provedena je procedura jednostavne randomizacije ispitanika i prikrivanja Klasifikacije

ispitanika.
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Ispitanici su podijeljeni u dvije usporedne pokusne skupine, Nutri 4 i kontrolnu, s ciljem

objektivne provjere ucinka funkcionalno obogaéenih kokosjih jaja:

1. Nutri 4 skupinu ¢inili su ispitanici oboljeli od akutnoga koronarnog sindroma (AKS) koji
zadovoljavaju kriterije za dijagnozu AKS-a koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokoSja jaja (jaja obogacena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i
selenom));

2. kontrolnu skupinu ¢inili su ispitanici oboljeli od akutnoga koronarnog sindroma koji

zadovoljavaju kriterije za dijagnozu AKS, a konzumirali su obi¢na kokosja jaja.

U obje skupine ispitanika (kontrolnoj i Nutri 4) tijekom hospitalizacije je zapoceta terapija
maksimalnim dozama statina, uz ACE inhibitore, B-blokatore i antiagregacijsku terapiju.

S obzirom na postavljenu razinu znacajnosti 0,05 te snagu 0,8, pomocu programa G*Power
(inacica 3.1.9.2., Heinrich-Heine-Universitit, Diisseldorf, Njemacka) utvrdeno je da je 13
ispitanika po skupinama bio zadovoljavajuci broj za sve metode koje su koristene u ovom

istrazivanju (160), a u istrazivanje je uklju¢eno 28 ispitanika.

4.3. Protokol istraZivanja

Postupak randomizacije i prikrivanje razvrstavanja ispitanika

U ovoj su studiji ispitanici i procjenitelj ishoda (istrazivac) bili potpuno zaslijepljeni. Podaci
svih ispitanika kodirani su na nac¢in da im je istraZivac koji nije imao kontakta s ispitanicima
dodijelio jedinstvenu $ifru ispitanika neposredno nakon regrutacije, te su pod tim brojem vodeni

tijekom provedbe istrazivanja.

Kako bi se postiglo objektivno (nepristrano) razvrstavanje u razliite pokusne skupine,
postupak jednostavne randomizacije provodi se pomocu novc€i¢a od strane nepristranoga
istrazivaca (161). Ovisno o strani nov¢ica (glava - 1, pismo - 2) ispitanik pripada skupini 1
(kontrolna skupina) ili 2 (Nutri 4 skupina). Nitko od sudionika ove studije (ni ispitanici ni

istrazivaci) nisu znali kojoj skupini ispitanici pripadaju sve do zavrsetka protokola.

Postupak randomizacije i prikrivanje razvrstavanja ispitanika osiguran je na sljede¢i nacin:
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o Istraziva¢ 1 —generira redoslijed dodijele, tj. za svakoga ispitanika baca nov¢ié i ovisno
o strani nov¢ica dodjeljuje broj skupine;

o Istraziva¢ 2 — upisuje ispitanike ukljucene u studiju;

o Istraziva¢ 3 — doprema i numerira kokosja jaja;

o Istraziva¢ 4 — raspodjeljuje sudionike na intervenciju te dijeli kokosja jaja.

Ulazna mjerenja ispitanika dogovorena su unaprijed kako ne bi doslo do preklapanja termina.
Kokosja jaja dostavljana su jednom tjedno glavnom istrazivacu, ovisno o proizvodnji farme, te

su sukladno tome rasporedena na ispitanike koji su taj tjedan usli u istrazivanje.
Pojasnjenje jedinstvene Sifre ispitanika:

o ,,ZCI-Q“ - oznacava naziv projekta u sklopu kojeg se studija izvodi (,,Znanstveni centar
izvrsnosti®), u kojemu se ispituju kokosja jaja obogacena s Cetiri nutrijenta: n-3 PUFA,
lutein, vitamin E i selen;

o Broj,,1*1li broj ,,2° ¢e oznacavati pokusnu skupinu ovisno o jajima koje ¢e konzumirati

o Broj 1 —kontrolna skupina ispitanika;
o Broj 2 — Nutri 4 skupina ispitanika;
o No - je redni broj ispitanika (1, 2, 3, ...).

Rezultat takve randomizacije razlika je u broju ispitanika koja postoji izmedu kontrolne i
Nutri 4 skupine, ali ¢e broj ispitanika u obje skupine zadovoljiti veli¢inu uzorka potrebnu za

odgovarajucu statisticku analizu.

Dijetetski protokol istraZivanja trajao je tri tjedna, tijekom kojih su ispitanici imali dvije

studijske posjete:

o | posjeta - prilikom ulaska u protokol svaki ispitanik dobio je obrasce dnevnika
prehrane za pracenje konzumacije namirnica, tada su napravljena poc¢etna mjerenja;

o |l posjeta - nakon tri tjedna konzumacije odredene vrste kokosjih jaja (funkcionalno
obogacenih ili obi¢nih kokosjih jaja) kada su ponovljena mjerenja te je predan dnevnik

prehrane.

Tijekom trajanja dijetetskoga protokola ispitanici su svakoga jutra konzumirali tri tvrdo kuhana
kokosja jaja odjednom. Funkcionalno obogacena kokosja jaja, ,,Nutri 4 jaja“ (obogacena n-3
PUFA-om, luteinom, vitaminom E i selenom), bila su iste veli¢ine kao i obi¢na kokosja jaja (L

komercijalna veli¢ina), kako se ne bi uocila razlika medu njima. Jaja su proizvedena na
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peradarskoj farmi Marijan¢anka d.o.0. Marijanci (u suradnji s partnerima ZCI-a s FAZOS-a).

Sastav jestivoga dijela kokosjih jaja koristenih u ovom istrazivanju prikazan je Tablicom 1.

Tablica 1. Rezultati odredivanja profila masnih kiselina i udjela luteina, vitamina E i selena u kokosjim
jajima

Sastav

(mg/60 g jaja (jestivoga dijela) Obicna jaja  Nutri 4 jaja

Lutein 0,110 0,616
Vitamin E 0,595 1,098
Selen 0,018 0,023

Masne kiseline®
YSFA 1566 (346) 1442 (185)

YMUFA 1976 (189) 2419 (139)
Y'n-3 PUFA 146 (20) 342 (25)
ALA 71 (11) 189 (16)
EPA! n.d.’ 19 (2)
DHA 75 (11) 135 (11)
Yn-6 PUFA 1263 (148) 747 (46)
LA 1165 (140) 702 (43)
AA 89 (9) 44 (4)
Sn-6/ Yn-3 PUFA 8,71 2,18

*SFA - zasi¢ene masne Kiseline, MUFA - mononezasi¢ene masne kiseline, PUFA -
polinezasi¢ene masne kiseline, ALA - a-linolenska kiselina, EPA - eikosapentaenska
kiselina, DHA - dokosaheksaenska kiselina, LA - linolna kiselina, AA - arahidonska
kiselina.

nije detektirano.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost (standardna devijacija). p vrijednosti
istaknute masno (bold) oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku (p < 0,05).

Svaki ispitanik je na prvom mjerenju dobio obrasce dnevnika prehrane za pracenje konzumacije
namirnica tijekom zadanoga dijetetskog protokola, a ispunjene obrasce je predao istrazivacu na
zadnjem mjerenju. Prethodno je ispitaniku naglaseno da tijekom trajanja dijetetskoga protokola
od tri tjedna ne konzumira hranu bogatu omega-3 masnim kiselinama (orasasti plodovi,
maslinovo ulje, riba i sl.) niti dodatke prehrane koji bi imali utjecaj na rezultate. Osim toga,
bolesnici tijekom dijetetskoga protokola nece uzimati Dualtis tablete s obzirom na to da

sadrzavaju omega-3 masne kiseline. Tijekom dijetetskoga protokola od tri tjedna glavni
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istraziva¢ je kontaktirao ispitanike u viSe navrata radi provjere o pridrzavanju uputa

konzumacije jaja te pravovaljanoga ispunjavanja obrazaca prehrane.

Dnevnik prehrane je svojevrstan korektiv za pra¢enje prehrambenih navika ispitanika oboljelih
od AKS-a, te sluzi kao odredeni mehanizam kontrole nad time sto su i kako ispitanici jeli
tijekom istrazivanja i je li bilo znacajnoga odstupanja od dijetetski preporucenoga rezima

prehrane.

Dnevnici prehrane temeljeni su na istrazivanju Kolobari¢ i sur. (2020.) (162). Unos nutrijenata
i potrosnja energije analizirani su pomocu specijaliziranoga programskog paketa za
nutricioniste i dijeteti¢are Nutri Prog na Klinici za endokrinologiju Klinickoga bolni¢kog centra
Osijek. Dnevnik prehrane napisan je u obliku tablice radi jednostavnosti i transparentnosti.
Tablica je podijeljena na cetiri glavna dijela: dorucak, rucak, vecera i uZina. Svaki obrok
ukljucuje hranu 1 pi¢e. Obroci su podijeljeni na: voce, povrée, mlije¢ne proizvode, meso,
ugljikohidrate, Zitarice, napitke, slatkiSe i oraSaste plodove. U obzir je uzet nadin pripreme i
veli¢ina porcija (ovisno o vrsti hrane). Ispitanik popunjava tablicu stavljajuci znak plus/kvacica
na predvidena mjesta, prema potro$nji i pripremi hrane toga dana. Ispod svakoga obroka postoji
dio pod nazivom “Komentari” gdje ispitanik navodi je 1i konzumirao neki dodatak prehrani koji
bi mogao znacajno utjecati ili promijeniti unos nutrijenata toga dana. Veli¢ine porcija
pojedinoga obroka opisane su kao: male (1/2 Salice/krisSke/komada); srednja/normalna porcija
(3alica /kriska /komad); veliki (2 salice/kriske/komadi).

U navedenome se istrazivanju ne ocekuje Stetan ucinak konzumacije koko$jih jaja na
zdravstveno stanje ispitanika, Sto se moZe potkrijepiti ucinjenim analizama (npr.
biokemijskom). Svi prikupljeni podaci dostupni su samo glavnom istraziva¢ima i niti u jednom
javnom dokumentu, radu ili na bilo koji drugi nain nece biti otkriven identitet ispitanika.
Istrazivanje je financirano iz sredstava Hrvatskoga nacionalnoga znanstvenog centra izvrsnosti
za personaliziranu brigu o zdravlju, Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera Osijek

#KK.01.1.1.01.0010.
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4.3. Preliminarno istraZivanje s jajima obogacenim samo polinezasicenim masnim

kiselinama (n-3 PUFA)

Preliminarno istrazivanje (engl. Proof of Concept, PoC) provedeno je koristenjem kokosjih jaja
koja su obogacena S n-3 polinezasi¢enim masnim kiselinama (n-3 PUFA) (98). Dizajn i
protokol PoC istrazivanja su bili identi¢ni onima iz glavnoga istrazivanja (s nutri-4 jajima),
osim $§to je koriStena druga vrsta jaja (jaja obogacena samo s n-3 PUFA) u skupini pacijenata
koja ukljucuje one s akutnim i1 kroni¢nim koronarnim sindromom. Svi ostali kriteriji za

ukljucivanje 1 isklju¢ivanje iz PoC istrazivanja bili su isti kao 1 u glavnom istrazivanju.

Cilj PoC istrazivanja bio je utvrditi imaju li jaja obogacena n-3 PUFA-om sli¢ne ili razlicite
ucinke na zdravstvene ishode kod bolesnika s koronarnom arterijskom boles¢u u usporedbi s
glavnom studijom koja je koristila Nutri 4 jaja (obogacena n-3 PUFA-om, luteinom, vitaminom
E i selenom). PoC studija opisana u odlomku ima za cilj istraziti u¢inak konzumiranja kokosjih
jaja obogacenih n-3 PUFA-o0m na mikrovaskularnu reaktivnost koze kod pacijenata s K\VB-om,
tj. mogu li n-3 PUFA smanjiti rizik od kardiovaskularnih bolesti, barem djelomicno,

poboljSanjem vaskularne funkcije.

Mikrovaskularna funkcija koze u PoC studiji procijenjena je mjerenjem PORH-a (perfuzijsko-
reaktivna hiperemija), koja se smatra reprezentativnim vaskularnim slojem za ispitivanje

mikrovaskularne funkcije kod raznih KVB-a.

Nadalje, cilj PoC istrazivanja bio je ispitati u¢inak konzumacije kokosjih jaja obogacenih samo
n-3 PUFA-om na profile lipida i slobodnih masnih kiselina u serumu, biomarkere upalnoga i

oksidativnoga stresa te mikrovaskularnu reaktivnost koze kod pacijenata s KVB-om.

Ovo istrazivanje jasno je pokazalo da konzumacija i obi¢nih i jaja bogatih n-3 PUFA-om nema
negativan utjecaj na bilo koji od mjerenih bioloskih i funkcionalnih vaskularnih parametara kod
pacijenata s KVB-om, $to ukazuje na to da se jaja mogu sigurno konzumirati u svakodnevnoj
prehrani pacijenata s KVB-om. Zbog ograni¢enoga broja pacijenata s KVB-om ukljuéenih u

ovom istrazivanju, potrebno je buduce vece istrazivanje kako bi se potvrdili opazeni ucinci.

Na temelju rezultata dobivenih PoC istrazivanjem stvoreni su temelji za izradu i interpretaciju

glavnoga istrazivanja (s Nutri 4 jajima) kao potpora daljnjim istrazivanjima u ovom podrucju.

31



4. ISPITANICI | METODE

4.4. Odredivanje antropometrijskih mjera, sastav tijela i tjelesnih tekucina bolesnika s

akutnim koronarnim sindromom

Tijekom istrazivanja ispitanicima je prilikom prve posjete izmjeren krvni tlak automatskim
oscilometrom (OMRON, Osaka, Japan) u tri navrata, te je izracunata srednja vrijednost krvnoga

tlaka (radi bolje procjene krvnoga tlaka). Isto je u¢injeno nakon tri tjedna (u drugoj posjeti).

U prvoj studijskoj posjeti, prije dijetetskoga protokola, ispitanicima su izmjerene visina i tezina
te je na temelju navedenih stavki izra¢unat BMI (engl. body mass index). U drugoj studijskoj
posjeti (nakon proteka tri tjedna dijetetskoga protokola) iznova su izmjerena visina i tezina, te
je natemelju toga izracunat BMI. Sveukupno je BMI procijenjen u dva navrata, u svrhu potpune
kontrole mogucéega odstupanja u mjerenju. BMI se izra¢unava iz omjera mase u kilogramima i

visine u metrima na kvadrat.

U prvoj studijskoj posjeti odreden je omjer struka i bokova (engl. waist to hip ratio, WHR).
Isto mjerenje ponovljeno je pri drugoj studijskoj posjeti. WHR se izraCunava iz omjera opsega
struka i bokova (88).

Odredivan je sastav tijela i tjelesnih teku¢ina pomocu Cetverokanalnoga prijenosnog mjeraca
impedancije (Maltron Bioscan 920-1I) tijekom prve i druge studijske posjete. Pomocu programa
za analizu izvrSeno je mjerenje iducih stavki: BMI (indeks tjelesne mase), udio nemasnoga
tkiva (%) (engl. fat free mass %, FFM %), masno tkivo (%) (engl. fat mass %, FM %,), gustoca
tijela (engl. body density, BD), volumen plazme (engl. plasma fluid, PF), volumen intersticijske
tekuc¢ine (engl. interstitial fluid, IF), udio svih tjelesnih teku¢ina (engl. total body water %,
TBW %,), udio izvanstani¢ne tekucine (engl. extracellular water %, ECW %,), udio
unutarstani¢ne tekucine (engl. intracellular water %, ICW %,) i omjer ECW / ICW.

4.5. Odredivanje hemodinamskih parametara (promjene arterijskoga krvnoga tlaka) u

bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

Nepravilnosti u otkucaju srca Cesto se zanemaruju pri izracunu srednje vrijednosti, ali se lako
uocavaju prema razmaku izmedu dva otkucaja. Ti promjeni u sr€anom ritmu rezultat su
interakcija izmedu srca i drugih fizioloskih sustava. Varijabilnost sr€anoga ritma (HRV) se
smatra mjera neurokardijalne funkcije za procjenu interakcije srca i mozga i aktivnosti
autonomnoga ziv¢anog sustava. Detaljna analiza HRV-a sastoji se od vremenske, frekvencijske
1 nelinearne analize. Vremenska analiza daje podatke o prosjecnim vrijednostima varijacija u

razli¢itim vremenskim razdobljima. Glavni parametri su SDNN (standard deviation of NN
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interval) i RMS-SD (root mean square successive differences). SDNN pokazuje ukupnu
aktivnost autonomnoga ziv€anog sustava, dok RMSSD odrazava aktivnost parasimpatikusa. Za
mjerenje HRV-a koristen je uredaj Heart Rhythm Scanner (Biocom 4000) koji biljezi EKG
signale u leze¢em polozaju tijekom 5 minuta. Mjerenje se obavlja u prostoriji s konstantnom
temperaturom od 23,5 °C sa standardnom devijacijom od 0,5 °C, izmedu 8:30 i 12:00 h.
Ispitanici su zamoljeni da izbjegavaju alkohol, kavu, ¢aj, kolu i pusenje prije mjerenja, te da

mire 10 minuta prije mjerenja.

4.6. Odredivanje slobodnih masnih Kkiselina, lipidograma i biokemijskih parametara u

serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

Profil slobodnih masnih kiselina odreden je u serumu ispitanika pri ¢emu su uzeti uzorci venske
krvi u obje studijske posjete, te pohranjeni na -80 °C sve do provodenja analize. Koncentracija
slobodnih masnih kiselina u serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom odredena je u
Bioanalitickom laboratoriju BIOcentra Zagreb metodom plinske kromatografije-tandem
masene spektrometrije (GC-MS/MS) prema Stupin i sur. (2020.) te Wang i sur. (2013.) (88,
153).

Analize su provedene pomoc¢u masenoga spektrometra (Thermo Fisher GC Trace 1300 u sprezi
s TSQ 9000 Triple Quadrupole) i standardne mjesavine metilnih estera masnih kiselina (FAME
MIX) otopljenih u metilen-kloridu (Supelco Inc., Bellefonte, PA, SAD) koriStenoj u

koncentraciji od 30 mg/mL.

U obje studijske posjete ispitanicima je uzet uzorak venske krvi pomoc¢u braunile nakon pola
sata mirovanja u mirnoj i tihoj prostoriji. Odredivane su vrijednosti leukocita (LKC), eritrocita
(ERC), hemoglobina (HB), hematokrita (HCT), eritrocitnih konstanti (MCV, MCH, MCHC,
RDW-CV, MBV) trombocita (TRC), aspartat aminotransferaze (AST), alanin aminotransferaze
(ALT), gama glutamil transpeptidaze (GGT), alkalne fosfataze (ALP), triglicerida, kolesterola,
lipoproteina male gusto¢e (LDL), lipoproteina velike gustoce (HDL), C-reaktivni protein
(CRP) te koncentraciju glukoze u krvi nataste (GUK), ureje, kreatinina, urata, natrija, kalija,

kalcija, ukupnoga zeljeza, feritina, transferina.

Navedene biokemijske analize u¢injene su u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku
KBC-a Osijek, standardnim laboratorijskim metodama. Krvna slika odredivana je pomodéu
hematoloskoga brojaca Sysmex XN-1000 (164), a biokemijski parametri na uredaju Oympus
AUG680, Beckman Coulter (165).
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4.7. Odredivanje koncentracije luteina, vitamina E, selena u serumu bolesnika s akutnim

koronarnim sindromom

Koncentracije luteina u uzorcima seruma odredene su prema protokolu Tzenga i sur. (2004.).
(156, 157). Uzorcima seruma dodana je deionizirana voda i 0,01 % askorbinska kiselina
(Grammol, GRAM-MOL d.o0.0., Zagreb, Hrvatska) otopljena u apsolutnom etanolu (Gram-mol
GRAM-MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska) i temeljito promijesana. Heksan (Carlo Erba, CARLO
ERBA Reagents GmbH, Milano, Italija) je dodan u smjesu, mijesan i centrifugiran na 2500
okretaja/20 min. Supernatant je odvojen i uparen, nakon Cega je uslijedilo odredivanje
koncentracije luteina pomocu tekudinske kromatografije visoke ucinkovitosti (HPLC).
Kupljena je end-caped HPLC kolona visoke rezolucije (Hypersil; veli¢ina Cestica 5 pm; 4,6 %
250 mm) i C18 analiticka kolona (Shim-pack GIST; veli¢ina Cestica 5 pm; 250 % 4,6 mm). Za
odredivanje koncentracija koristen je HPLC LC-30 NEXERA (Shimadzu, Japan, 2018.). Svi

uzorci su analizirani u tri ponavljanja.

Koncentracija vitamina E odredivana je prema protokolu Jagar i suradnici (2012.) (168).
Postupak pocinje pripremom smjese seruma subjekta kojoj su dodani apsolutni etanol (za
denaturaciju serumskih proteina) i ksilen (za odvajanje supernatanta od proteina). Nakon
pripreme smjese slijedi centrifugiranje (3000 okretaja/10 min). Dobiveni supernatant se
pomijesa s 2,2-bipiridilom i FeCls, §to rezultira ruzicastom bojom smjese. Smjesa se inkubira
2 minute. Nakon inkubacije apsorbancija je izmjerena spektrofotometrom (PR 3100 TSC
Microplate Reader, BioRad Laboratories, Hercules, California,USA) na 492 nm. Ocitane
vrijednosti apsorbancije odgovaraju koncentraciji vitamina E. Svi uzorci su analizirani u tri

ponavljanja.

Koncentracije selena u uzorcima seruma odredene su spektrometrijom masa induktivno
spregnute plazme (ICP-MS) (ICP-MS, Agilent 7500a, Agilent Technologies Inc., Kalifornija,
SAD) nakon odgovaraju¢e pripreme uzorka. Svaki uzorak seruma na ICP-u analiziran je
internom kontrolom objedinjene plazme, a za kontrolu analiti¢ke metode koristen je referentni
materijal NIST 1567b (pSeni¢no brasno, Nacionalni institut za standarde i tehnologiju,

Gaithersburg, MD, SAD) (169). Svi uzorci su analizirani u tri ponavljanja.
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4.8. Mjerenje oksidativnoga stresa i pokazatelja antioksidativnoga kapaciteta u serumu

bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

Razine oksidativnoga stresa i antioksidativnoga kapaciteta u serumu ispitanika oboljelih od
akutnoga koronarnog sindroma odredivane su prije i nakon dijetetskoga protokola pomocu

standardiziranih protokola spektrofotometrijskom metodom (170).

Mjerenje oksidativnoga stresa u serumu provedeno je mjerenjem markera lipidne peroksidacije
koji uklju¢uju reaktivne tvari tiobarbiturne kiseline (TBARS, engl. thiobarbituric acid reactive
substances) i malondialdehid (MDA). Ti markeri mjere razinu oSte¢enja lipida (masti) u tijelu
uslijed oksidativnoga stresa. Buduci da je metoda nespecifi¢na, zbog drugih tvari koje se vezu
na tiobarbiturnu kiselinu (ukljucujuéi proteine), u uzorak je dodana trikloroctena kiselina za

taloZenje proteina, a potom je supernatant koriSten za analizu.

Apsorbancija uzoraka mjerena je nanofotometrom (P300 UV/VIS, IMPLEN) na valnim
duljinama 572 - 532 nm s malondialdehidom (MDA) kao standardom, i izrazeni su kao
mikromolarni MDA ekvivalenti (uM MDA) (171).

Antioksidativni kapacitet mjeren je FRAP testom (engl. ferric reducing ability of plasma),
odredivanjem antioksidativnoga kapaciteta plazme u uzorcima seruma ispitanika prema
standardnom protokolu (172). FRAP test mjeri sposobnost antioksidanasa u uzorku da
reduciraju ione Zeljeza iz Fe** u Fe?*. Redukcija Fe* u Fe?" praéena je prijenosom elektrona, a
koli¢ina prenesenih elektrona proporcionalna je koncentraciji antioksidanasa u uzorku.

Za provodenje FRAP testa priprema se FRAP reagens, tj. otopina zeljezovoga klorida i mijesa
se s uzorkom (2,25 ml reagensa dodaje se u 75 pl plazme).

FRAP reagens sastoji se od 388 mM acetatnoga pufera (pH vrijednost 3,6), 10 mM TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazin) otopljenoga u 40 mM HCI i 20 mM FeCls (Zeljezov(Ill) klorid)
otopljenoga u vodi. Smjesa se zatim inkubira 4 min, nakon ¢ega se mjeri apsorbancija otopine
na valnoj duljini od 593 nm pomoc¢u nanofotometra (P300 UV/VIS, IMPLEN) s Troloxom (TE)
kao standardom.

Rezultati su usporedeni sa standardnom krivuljom dobivenom pomocu Troloxa 1 izrazeni su
kao mikromolarni TE ekvivalenti (uM/L TE). Apsorbancija se koristi za izracunavanje

koncentracije antioksidansa u uzorku, pomocu standardne krivulje.
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4.9. Mjerenje aktivnosti antioksidativnih enzima u serumu bolesnika s akutnim

koronarnim sindromom

Aktivnost antioksidativnih enzima: glutation-peroksidaze (GPx), superoksid-dismutaze (SOD)
i katalaze (CAT) iz seruma ispitanika mjerena je spektrofotometrijski prije i nakon dijetetskoga
protokola, tj. tijekom prve i druge studijske posjete. Mjerenja su izvrSena pomocu
spektrofotometra Lambda 25 UV/Vis uz programsku podrsku UV WinLab 6.0 (PerkinElmer,
Waltham, MA, SAD) i izrazena kao U (mg proteina)"! (160, 163, 164). Za odredivanje
aktivnosti katalaze (CAT) koriStena je spektrofotometrijska metoda (175). Aktivnost glutation-
peroksidaze (GPx) mjerena je spektrofotometrijski na 340 nm metodom po Wendelu (1981.)
(176), a aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) mjerena je metodom Flohe i Ottinga (1984.)
(177).

4.10. Mjerenje proteinskoga izrazaja enzima vaZznih u mehanizmima mikrovaskularne

reaktivnosti (eNOS, iNOS, i nNOS) u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

Odredivanje proteinskoga izrazaja enzima vaznih u mehanizmima mikrovaskularne
reaktivnosti tj. koncentracija enzima nNOS, eNOS i iINOS, odredena je iz seruma ispitanika
metodom imunoenzimskoga testa (ELISA) u Laboratoriju za molekularnu i klinicku
imunologiju. Enzimi nNOS, eNQOS, i iNOS uklju¢eni su u proizvodnju dusikovoga oksida,
signalne molekule koja ima kljuénu ulogu u raznim fizioloskim procesima, ukljucujuéi

kardiovaskularnu funkciju.

Kvantifikacija nNOS-a, eNOS-a i iINOS-a provedena je s tvornickim kompletom humanoga
nNOS-a (CSB-E13872h, CUSABIO, Wuhan, provincija Hubel, Kina), eNOS-a (CSB-
E08322h, CUSABIO, Wuhan, provincija Hubel, Kina) i iNOS-a (CSB-E08148h, CUSABIO,
Wuhan, Hubel Province, Kina) prema uputama proizvodaca. Kompleti koji se sluze iskljucivo
u istraZivacke svrhe, a ne za dijagnosticku kvantifikaciju. Intenzitet bojenja, ili apsorbancija,
mjeren je spektrofotometrom pomocu standardne krivulje (PR 3100 TSC Microplate Reader,
BioRad Laboratories, Hercules, Kalifornija) na 490 nm, a pomocu kalibracijske krivulje u pet
toc¢aka izracunata je koncentracija analita. Konac¢ni intenzitet boje obrnuto je proporcionalan

koncentraciji analiziranoga analita u uzorku (170).
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4.11. Odredivanje koncentracije proteina pro- i protuupalnih citokina i kemokina u

serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

U uzorcima venske krvi ispitanika odredivana je serumska koncentracija proupalnih i
protuupalnih citokina, i to mjerenjem koncentracije transformiraju¢ega faktora rasta-p (TGF-p),
faktora tumorske nekroze-o. (TNF-a ), komponente komplementa (C3a), interferona-y (IFN-y),
interleukina 6 (IL-6), interleukina 10 (IL-10), interleukina 17A (IL-17A), interleukina 23
(IL-23) i kemokina monocitnoga kemoatraktantnog proteina-1 (MCP-1). Za analizu su koristeni
ProcartaPlex Multiplex Immunoassay testovi (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD) i metode temeljene na LuminexxMAP tehnologiji (Luminex Corp.,
Austin, TX, SAD). Invitrogen ProcartaPlex Multiplex imunotestovi temelje se na
LuminexxMAP tehnologiji koja omogucuje istodobnu kvantifikaciju i detekciju velikoga broja
proteina u jednom wuzorku seruma. Karakteristika navedene metode kombinacija je
ucinkovitosti viSestruke kvantifikacije i preciznosti, osjetljivosti, ponovljivosti i jednostavnosti
ELISA testa (engl. the enzyme-linked immunosorbent assay). Kvantifikacija je provedena
koristenjem besplatnoga programa ProcartaPlex Analyst (eBioscience, Affymetrix tvrtke
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) 1 izrazena kao koncentracija u pikogramima po
mililitru. Mjerenja su obavljena u Laboratoriju Zavoda za fiziologiju i imunologiju

Medicinskoga fakulteta u Osijeku.

4.12. Mjerenje protoka Kkrvi i vaskularne reaktivnosti u mikrocirkulaciji koZe bolesnika s

akutnim koronarnim sindromom

Ispitivanje endotelne funkcije u mikrocirkulaciji koze provedeno je neinvazivnom metodom
LDF-a (engl. laser Doppler flowmetry) (MoorVMS-LDF, Axminister, UK) (178). LDF je
mjeren u dva navrata: prilikom prve posjete, tj. prije provodenja dijete, i tijekom druge posjete,
odnosno 3 tjedna nakon provedenoga dijetetskog protokola. Mjerenje tkivnoga protoka LDF-
om pocinje nakon $to je pacijent prethodno proveo 30 minuta u toploj prostoriji (23,5 + 0,5 °C)
kako bi se izbjegao utjecaj temperature na protok krvi. Pritom su pacijenti prethodno odmarali
u leZze¢em poloZaju s laserskom sondom pri¢vr§¢enom na prikladno mjesto na kozi volarne
strane podlaktice, 13 - 15 cm od zapesca, kako bi se izbjegli artefakti. Protokol zapoCinje
induciranjem post-okluzivne reaktivne hiperemije (PORH). Nakon 5 minuta mjerenja
bazalnoga protoka krvi izaziva se okluzija pomo¢u mansete tlakomjera postavljene oko
nadlaktice mjerene ruke. Okluziju uzrokuje tlak koji je 20 - 30 mmHg visi od sistolickoga tlaka

ispitanika. Okluzija traje 1 minutu, nakon Cega se otpuSta manSeta i izaziva reaktivna
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hiperemija, a mjerenje se nastavlja jos 1 - 2 minute. Nekoliko medijatora posreduje tome
mikrovaskularnom odgovoru, a to su senzorni zivci i vazodilatatori ovisni 0 endotelu,
ukljucujuci ¢imbenike hiperpolarizacije endotelnoga podrijetla i prostaglandine, Sto sugerira da
je PORH koristan alat za procjenu ukupnih promjena u mikrovaskularnoj funkciji i njegovom
endotelu. Na kraju, rezultati su predstavljeni kao razlika u postotku promjene protoka tijekom
reperfuzije i okluzije u usporedbi s bazalnim vrijednostima (R-O %) (168, 169). Nakon PORH-
a slijedi mjerenje mikrovaskularnoga protoka koze kao odgovor na iontoforezu s acetilkolinom
(ACh), koji se smatra vazodilatatorom ovisnim o endotelu. Tre¢i protokol je mjerenje
mikrovaskularnoga protoka kroz kozu kao odgovor na iontoforezu s natrijevim nitroprusidom
(SNP), koji se smatra vazodilatatorom neovisnim o endotelu. lontoforeza je neinvazivna
metoda za transdermalnu primjenu acetilkolina i natrijeva nitroprusida pomoc¢u vanjske
elektri¢ne struje. Acetilkolin i natrijev nitroprusid stavljaju se u iontoforetsku elektrodu koja je
pri¢vrSéena na isto mjesto gdje je bila laserska sonda. Acetilkolin se primjenjuje iontoforezom
kroz sedam intervala primjene od 0,1 mA u trajanju od 30 s pauzom od 30 s izmedu pojedinih
intervala primjene; i natrijev nitroprusid kroz tri intervala primjene 0,1 mA u trajanju od 30 s i
4 intervala primjene 0,2 mA u trajanju od 30 s s pauzom od 90 s izmedu pojedinih intervala
primjene. Mikrocirkulacijski protok krvi izrazen je u proizvoljnim perfuzijskim jedinicama i
opisan kao povrsina ispod krivulje tijekom pocetnoga protoka i tijekom primjene ACh-a ili
SNP-a. Konac¢ni rezultat izrazava se povecanjem protoka krvi nakon primjene ACh-a ili SNP-
a U usporedbi s pocetnim protokom. Rezultati su izrazeni kao postotak promjene izmedu
razdoblja okluzije i bazalnoga protoka te izmedu reaktivne hiperemije i bazalnoga protoka.
Odreduje se i vrijeme do najvise toc¢ke perfuzije (engl. time to peak, TtP) kao i vrijeme latencije
(engl. time of latency, TL), odnosno vrijeme od najvise tocke perfuzije do trenutaka kada se
protok vraca na bazalne uvjete. Opisana mjerenja provedena su u skladu s istraZivanjima autora

Cavka i suradnika (2013, 2015) (170, 171).

4.13. Mjerenje debljine kompleksa intime medije karotidne arterije u bolesnika s akutnim

koronarnim sindromom

Ultrazvucna dijagnostika ili ultrasonografija (UZV) za mjerenje debljine intime medije
karotidne arterije radioloska je metoda oslikavanja koja koristi ultrazvucne valove visoke
frekvencije za dobivanje slike unutrasnjih struktura tijela (172, 173). Mjerenje debljine intime
medije karotidne arterije je neinvazivna i ponovljiva tehnika za identifikaciju i kvantificiranje

subklinicke vaskularne bolesti i za procjenu rizika od kardiovaskularnih bolesti. Mjerenje
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debljine intime medije ima svoj znacaj u procjeni aterosklerotskoga rizika (184). Koristenje ove
metode u klini¢kim ispitivanjima i praksi ukljucuje primjenu ultrazvuka, tehnicke principe i
principe povezane s boles¢u, kao i najbolju praksu u provodenju, tumacenju i dokumentiranju
rezultata studija (185). Prednosti ove metode su u tome $to je neinvazivna, relativno jeftina i
moze se ponavljati bez Stetnih u¢inaka za bolesnika (186). Debljina intime medije karotidne
arterije izmjerena je od strane jednoga sonografa pomocu linearne vaskularne ultrazvucne
sonde (GE Vivid E9 ultrazvuk) za vizualizaciju zajedni¢ke karotidne arterije na bifurkaciji. S
uredajem je koriStena EKG detekcija. Softver uredaja upotrijebljen je za objektivno mjerenje
odredenih segmenata straznje i prednje Stijenke zajedniCke karotidne arterije proksimalno od
karotidne bifurkacije, kao $to je prethodno opisano standardnim protokolima (177, 178)
Prikupljeni su podaci o maksimalnoj, prosje¢noj i minimalnoj intimi mediji kompleksa na

lijevoj i desnoj strani vrata, na dijelovima stijenke duljine priblizno 10 mm (184).

4.14. Statisti¢ka analiza

Izmjerene numericke varijable prikazane su aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom
ili medijanom i interkvartilnim rasponom, ovisno o normalnosti distribucije. Normalnost
raspodjele numerickih varijabli ispitana je Shapiro - Wilks testom. Procjena utjecaja
dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika unutar kontrolne i Nutri 4
skupine prije i nakon konzumacije jaja primjenom t-testa za zavisne uzorke u slu¢ajnu kada su
podaci pratili normalnu distribuciju; odnosno Wilcoxonovim testom rangova s predznakom
(engl. Wilcoxon signed-rank test) u sluc¢aju kada podaci nisu pratili normalnu distribuciju.
Usporedbom apsolutnih promjena ispitane su eventualne razlike utjecaja dijetalnoga protokola
za kontrolnu i Nutri 4 skupinu. Razlike u apsolutnim promjenama izmedu ispitivanih skupina
analizirane su pomocu t-testa za nezavisne uzorke (u slu¢ajnu kada su podaci pratili normalnu
distribuciju), odnosno Mann-Wtihney U testom (u slucaju kada podaci nisu pratili normalnu
distribuciju). Sve P vrijednosti bile su dvostrane uz razinu znacajnosti a = 0,05 i statisticku
snagu 80 %. Statisticka analiza podataka provedena je pomocu programa XLSTAT inacica

2019.2.2. (Addinsoft, New York, NY, USA).
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati preliminarnoga istraZzivanja - uloga jaja obogacenih n-3 PUFA-om na
lipidni profil, razinu upalnih medijatora i mikrovaskularnu funkciju bolesnika s

koronarnom boleséu srca

Potencijalno, kokosja jaja obogacena n-3 PUFA-om mogu promijeniti profil slobodnih masnih

kiselina u povoljniji omjer n-6/n-3, te povecati koncentraciju n-3 PUFA u serumu (Tablica 2).

Kod pacijenata s akutnim koronarnim sindromom u kontrolnoj skupini vrijednosti ukupnog
kolesterola 1 triglicerida, zna¢ajno su smanjene (Tablica 3), kao i vrijednosti TNF-a ali ne
statisticki znacajno (Tablica 4). Nadalje, kod iste skupine pacijenata ali u n-3 PUFA skupini
vrijednosti ukupnog kolesterola i LDL kolesterola znac¢ajno su smanjene (Tablica 3), kao i

vrijednosti IL-1a i TNF-q, ali ne statisticki znacajno (Tablica 4).

Kod pacijenata s kroni¢nim koronarnim sindromom u n-3 PUFA skupini vrijednosti ukupnog
kolesterola su znac¢ajno smanjene (Tablica 3), a vrijednosti IL-1a su smanjene, ali ne statisticki

znacajno (Tablica 4).

Usporedujuci vrijednosti post-okluzivne reaktivne hiperemije (PORH) u bolesnika s akutnim
koronarnim sindromom (Ac - CAD), one se nisu statisticki znafajno mijenjale izmedu
ispitivanih skupina (kontrolnoj i n-3 PUFA). Nakon dijetetskog protokola vrijednosti PORH-a
su se smanjile u kontrolnoj skupini (sa 132,7 % na 107,6 %), ali ne statisti¢ki znacajno. U
n-3 PUFA skupini dosli je porasta vrijednosti PORH-a nakon dijetetskog protokola (sa 105,7 %
na 117,7 %), ali taj porast nije bio statisti¢ki znacajan (Tablica 5). Usporedujuéi vrijednosti
post-okluzivne reaktivne hiperemije (PORH) u bolesnika s kroni¢énim koronarnim sindromom
(Ch - CAD), one se nisu statisti¢ki znac¢ajno mijenjale izmedu ispitivanih skupina (kontrolnoj i
n-3 PUFA). Nakon dijetetskog protokola vrijednosti PORH-a su se smanjile u kontrolnoj
skupini (sa 109,3 % na 108,4 %), kao i u n-3 PUFA skupini (sa 138,5 % na 136,1 %), ali ne
statisticki znacajno (Tablica 5).

Usporedujuci promjene TBARS-a u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom (Ac - CAD),
prije i nakon dijetetskog protokola, vidljivo je da medu njima ne postoji statisticki znacajna
razlika. U obje skupine vidljivo je smanjenje TBARS-a (u kontrolnoj skupini sa 2,603 na 2,558
umol MDA/L, a u n3-PUFA sa 0,790 na 0,626 umol MDA/L) nakon dijetetskog protokola, ali

ne statisticki znacajno (Tablica 5). Usporedujuci promjene TBARS-a u bolesnika s kroni¢nim
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koronarnim sindromom (Ch - CAD), prije i nakon dijetetskog protokola, vidljivo je da medu
njima ne postoji statisticki zna¢ajna razlika. U kontrolnoj skupini vidljivo je blago poveéanje
TBARS-a (sa 0,222 na 0,268 pmol MDA/L), u odnosu na n-3 PUFA skupinu gdje je zabiljeZzeno
smanjenje TBARS-a (sa 0,291 na 0,277 umol MDA/L) nakon dijetetskog protokola, ali ne

statisti¢ki znacajno (Tablica 5).

Usporedujuci promjene FRAP u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom (Ac - CAD), prije
1 nakon dijetetskog protokola, u kontrolnoj skupini doslo je do statisticki znacajnog smanjenja
FRAP-a (sa 0,628 na 0,554 mmol Trolox/L). U n-3PUFA skupini zabiljeZeno je smanjenje
FRAP vrijednosti nakon dijetetskog protokola, ali ne statisticki znacajno (sa 0,608 mmol
Trolox/L na 0,594 mmol Trolox/L). Usporedujuci promjene FRAP-a u obje ispitivane skupine
prije i nakon dijetetskog protokola, vidljivo je da medu njima nema statisticki znacajne razlike
(Tablica 5). Usporedujué¢i promjene FRAP u bolesnika s kroni¢nim koronarnim sindromom
(Ch - CAD), prije i nakon dijetetskog protokola, u kontrolnoj skupini doslo je do porasta
FRAP-a ali ne statisti¢ki znacajno (sa 0,465 na 0,490 mmol Trolox/L). U n-3PUFA skupini
zabiljeZzeno je smanjenje FRAP vrijednosti nakon dijetetskog protokola, ali ne statisti¢ki
znacajno (sa 0,536 na 0,482 mmol Trolox/L). Usporeduju¢i promjene FRAP-a u obje ispitivane
skupine prije i nakon dijetetskog protokola, vidljivo je da medu njima nema statisticki znacajne

razlike (Tablica 5).

Izmjerene aktivnost enzima glutation-peroksidaze (GPx) u bolesnika s akutnim koronarnim
sindromom (Ac - CAD) smanjivala se statisticki zna¢ajno nakon provedbe dijetetskog
protokola (u kontrolnoj skupini sa 0,029 na 0,006 U/mg proteina, a u n-3PUFA skupini sa 0,029
na 0,006 U/mg proteina). Usporedujuci promjene aktivnosti glutation-peroksidaze izmedu
ispitivanih skupina, vidljivo je da medu njima ne postoji statisticki znacajna razlika (Tablica 5).
Izmjerene aktivnost enzima glutation-peroksidaze (GPx) u bolesnika s kroni¢nim koronarnim
sindromom (Ch-CAD) blago se povecavala nakon provedbe dijetetskog protokola u
kontrolnoj skupini (sa 0,008 na 0,009 U/mg proteina), ali ne statisti¢ki znacajno. U n-3PUFA
skupini, aktivnost enzima glutation-peroksidaze smanjivala se statisti¢ki znacajno nakon
provedbe dijetetskog protokola (sa 0,014 na 0,009 U/mg proteina). Usporedujuéi promjene
aktivnosti glutation-peroksidaze izmedu ispitivanih skupina, vidljivo je da medu njima ne

postoji statisticki znacajna razlika (Tablica 5).
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Tablica 2. U¢inak konzumacije obi¢nih (kontrolna skupina) i kokos§jih jaja obogac¢enih n-3 PUFA (n-3 PUFA) na profil slobodnih masnih kiselina u serumu

kardiovaskularnih bolesnika

Ucinak izmedu

Kontrola n-3 PUFA skupina
Masna kiselina* Prije Poslije p? Prije Poslije p? p®
SFA (umol/L)
C14:0 Miristinska kiselina 31,2 (10,5) 26,9 N/D 29,0 (3,3) 28,0(1,0) 0,982 N/D
C16:0 Palmitinska kiselina 369 (156) 250 (43) 0,268 348 (49) 262 (59) 0,003 0,058
C18:0 Stearinska kiselina 111 (52) 75 (7) 0,281 95 (11) 91 (13) 0,421 0,087
PUFA (umol/L)
n-7  C16:1 [cis-9] Palmitoleinska kiselina 39,4 (19,2) 26,1 (11,1) 0,305 48,7 (13,4) 33,4 (11,8) <0,001 0,173
n-9  C18:1 [cis-9] Oleinska kiselina 381 (279) 225 (44) 0,374 250 (75) 194 (55) 0,012 0,045
n-6  C18:2[cis-9,12] Linolna kiselina 416 (252) 297 (30) 0,388 371 (83) 309 (91) 0,191 0,251
C18:3]cis-6,9,12] y-linolenska kiselina 11,6 (1,9) 11,6 (2,5) 0,944 13,4 (1,4) 11,7 (0,2) 0,195 0,417
C20:3][cis-8,11,14] dihomo-y-linolenska kiselina 24,1 (10,1) 15,0 (1,6) 0,165 29,9 (7,8) 21,2 (3,3) 0,034 0,059
C20:4 [cis-5,8,11,14] Arahidonska kiselina 138 (17) 123 (11) 0,333 168 (44) 118 (17) 0,050 0,066
n-3 C18:3[cis-9,12,15] a-linolenska kiselina 35,9 <LOQ N/D <LOQ 15,3 N/D N/D
C20:4][cis-5,8,11,14] Eicosa-5,8,11,14,17-pentaenska kiselina <LOQ <LOQ N/D 11,7 (3,0) 14,4 (3,0) N/D
dcffogg‘;]'esk‘;azr}fkfkllsiﬁr?; cis-4,7,10,13,16,19- 249(162)  199(39) 0537  222(53)  29,7(96) 0,148 0,324
n-6/n-3 PUFAs 538 6,3 8,3 5,5

*SFA — zasi¢ene masne kiseline. PUFA — polinezasi¢ene masne kisline. n-3PUFA — kokos§ja jaja obogacena s n-3 PUFA. <LOQ - ispod granice kvantifikacije, N/D — nije detektirano (engl. Not

Found).

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost i (Standardna devijacija). p vrijednosti istaknute masno (bold) oznacavaju statisticki znacajnu razliku (p<0,05), pri ¢emu p? predstavlja razliku unutar

skupine (t-testa za zavisne uzorke); p° - razlika izmedu skupina (t-testa za nezavisne uzorke).
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Tablica 3. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na lipidni profil u serumu bolesnika oboljelih od akutnog (Ac - CAD) i
kroni¢nog koronarnog sindroma (Ch - CAD)

Kontrola n-3 PUFA U¢inak izmedu skupina

Prije Poslije p? Prije Poslije p? p°

Bolesnici s akutnim koronarnim sindromom (Ac - CAD)

Kolesterol (mmol/L) 46 (1,1) 3,7 (0,6) 0,037 4,9 (0,9) 3,9 (0,6) <0,001 0,613
Trigliceridi (mmol/L) 2,1(0,9) 1,5 (0,5) 0048 20[14-27]  16[1125 0557 0,455
HDL kolesterol (mmol/L) 0,9 (0,29 0,9 (0,2) 0,875 0,9 (0,1) 0,9 (0,2) 0,491 0,613
LDL kolesterol (mmol/L) 28[24-37]  22[20-26] 0,129 3,1(0,8) 2,3(0,4) 0,002 0,335

Bolesnici s kroni¢nim koronarnim sindromom (Ch - CAD)

Kolesterol (mmol/L) 3,9 (1,1) 4,0 (1,1) 0,471 4,2 (0,6) 4,4 (0,9) 0,415 0,217
Trigliceridi (mmol/L) 1,6 (0,8) 1,4 (0,7) 0,510 1,3[0,9-2,0] 1,2[1,0-1,7] 1,000 0,428
HDL kolesterol (mmol/L) 1,1(0,3) 1,1(0,3) 0,688 1,3[1,1-1,4] 1,3[1,1-1,6] 0,240 0,557
LDL kolesterol (mmol/L) 2,3(0,7) 2,4(0,7) 0,521 2,5(0,6) 2,4(0,7) 0,641 0,821

n-3PUFA — kokosja jaja obogacena n-3 PUFA.

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija) normalno raspodijeljeni podaci ili kao medijan i [interkvartilni raspon] podaci koji ne prate normalnu distribuciju. p vrijednosti
istaknute masno (bold) oznagavaju statisticki zna¢ajnu razliku (p<0,05), pri ¢emu p? predstavlja razliku unutar skupine (t-test za zavisne uzorke ili Wilcoxonov test rangova s predznakom); p® -
razlika izmedu skupina (t-testa za nezavisne uzorke ili Mann-Wtihney U test).
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Tablica 4. Ucinak konzumacije obi¢nih (kontrolna skupina) i kokosjih jaja obogacenih n-3 PUFA (n-3 PUFA) na koncentraciju proteina pro- i protuupalnih
citokina i kemokina u serumu bolesnika oboljelih od akutnog (Ac - CAD) i kroni¢nog koronarnog sindroma (Ch - CAD)

Kontrola n-3 PUFA Ucinak izmedu skupina

Prije Poslije p? Prije Poslije p? p°

Bolesnici s akutnim koronarnim sindromom (Ac - CAD)

IL-1a 0,35 (0,07) 0,38 (0,07) 0111 0,41 (0,10) 028(022) 0,122 0,966
TNF-a 1,80 (1,00) 151 (1,07) 0,490 1,98 (0,86) 1,69(1,07) 0544 0,700
IL-6 2,48 (1,09) 2,57 (0,59) 0,835 3,00 [2,75-4,00] 3,00 [2,50-3,00] 0,047 0,132
IL-10 5,20 (11,20) 559 (11,10) 0,332 2,09 (1,30) 228(1,36) 0,543 0,576
MCP-1 0,33 (0,36) 0,57 (0,44) 0285 0,60 (0,81) 073(1,13) 0,585 0,052

Bolesnici s kroni¢nim koronarnim sindromom (Ch - CAD)

IL-1a 0,37 (0,10) 0,41 (0,13) 0111  0,33(0,13) 029 (0,13) 0,121 0,291
TNF-o 2,08 (1,05) 2,59 (2,10) 0476 1,56 (0,60) 2,00(061) 0,176 0,418
IL-6 2,47 (1,04) 2,72 (1,40) 0,727 2,75[0,90-3,00] 2,50 [1,88-2,50] 0,844 0,707
IL-10 1,9[0,6-2,2] 19[0,0-25 1,000  1,31(087) 197(165) 0,256 0,291
MCP-1 0,18[0,06-0,82] 0,18 [0,09-0,559] 0,547 0,43 (0,52) 0,92 (0,85) 0,083 0,298

n-3PUFA — kokosja jaja obogacena s n-3 PUFA. TNF-a (faktor tumorske nekroze a), IL-6 (interleukin 6), IL-10 (interleukin 10), IL1a (interleukin 1a), MCP-1(monocitni kemoatraktantni protein 1).

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija) normalno raspodijeljeni podaci ili kao medijan i [interkvartilni raspon] podaci koji ne prate normalnu distribuciju. p vrijednosti istaknute masno (bold)
oznadavaju statisticki zna¢ajnu razliku (p<0,05), pri ¢emu p? predstavlja razliku unutar skupine (t-test za zavisne uzorke ili Wilcoxonov test rangova s predznakom); p® - razlika izmedu skupina (t-testa za nezavisne uzorke
ili Mann-Wtihney U test).
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Tablica 5. Uc¢inak konzumacije obi¢nih (kontrolna skupina) i n-3 PUFA obogacenih kokosjih jaja (n-3 PUFA) na mikrovaskularni odgovor koze na vaskularnu
okluziju (postokluzivna reaktivna hiperemija, PORH), razinu oksidativnog stresa (TBARS), antioksidativni kapacitet (FRAP) i aktivnost antioksidativnog
enzima (GPx) u serumu bolesnika oboljelih od akutnog (Ac - CAD) i kroni¢nog koronarnog sindroma (Ch - CAD)

Kontrola n-3 PUFA Uc¢inak izmedu skupina
Prije Poslije p? Prije Poslije p? p°
Bolesnici s akutnim koronarnim sindromom (Ac - CAD)
PORH R-O (%) 132,7 (42,3)  107,6(66,2) 0,703 105,7 (23,5) 117,7 (25,2) 0,652 0,423
TBARS (uM MDA) 2,603 (2,171) 2,558 (1,609) 0,963  0,790[0,370-2,615] 0,626 [0,370-3,3062] 1,000 0,167
FRAP (mM/L Trolox) 0,628 (0,103) 0,554 (0,083) 0,034 0,608 (0,135) 0,594 (0,157) 0,842 0,366
GPx (U/mg protein) 0,029 (0,004) 0,006 (0,003) <0,001 0,029 [0,028-0,032] 0,006 [0,004-0,012] 0,016 0,351
Bolesnici s kroni¢nim koronarnim sindromom (Ch - CAD)
PORH R-O (%) 109,3 (31,8) 108,4 (51,2) 0,663 138,5 (98,2) 136,1 (71,6) 0,723 0,324
TBARS (UM MDA) 0,222 (0,128) 0,268 (0,130) 0,436 0,291 (0,118) 0,277 (0,091) 0,399 0,280
FRAP (mM/L Trolox) 0,465 (0,139) 0,490 (0,171) 0,727 0,536 (0,116) 0,482 (0,166) 0,185 0,258
GPx (U/mg protein) 0,008 (0,004) 0,009 (0,003) 0,858 0,014 (0,004) 0,009 (0,006) 0,030 0,561

n-3PUFA — kokosja jaja obogacéena s n-3 PUFA.
Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija) normalno raspodijeljeni podaci ili kao medijan i [interkvartilni raspon] podaci koji ne prate normalnu distribuciju. p vrijednosti
istaknute masno (bold) oznacavaju statisticki znacajnu razliku (p<0,05), pri ¢emu p? predstavlja razliku unutar skupine (t-test za zavisne uzorke ili Wilcoxonov test rangova s predznakom);
p°- razlika izmedu skupina (t-testa za nezavisne uzorke ili Mann-Wtihney U test).
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5.2. Karakteristike ispitanika

U istrazivanju su sudjelovali bolesnici oba spola, stariji od 18 godina, koji su lijeeni na Zavodu
za bolesti srca i krvnih zila KBC-a Osijek, a koji su nakon hospitalizacije dobrovoljno ukljuceni
u protokol istrazivanja. Ispitanici ukljuceni u istrazivanje su bolesnici s akutnim koronarnim
sindromom, §to ukljucuje bolesnike s infarktom miokarda s ST-elevacijom (STEMI), infarktom

miokarda bez ST-elevacije (NSTEMI) i nestabilnom anginom pektoris.

Kako bi se objektivno provjerila u¢inkovitost funkcionalno obogacenih kokosjih jaja, ispitanici

su podijeljeni u dvije usporedne ispitne skupine, kontrolnu i Nutri 4 skupinu.

Kontrolnu skupinu ¢inili su bolesnici u dobi 56,8 = 9,6 godina, koji su udovoljavali kriterijima
za dijagnozu AKS-ga; a tijekom dijetetskoga protokola konzumirali su obi¢na kokosja jaja.
Nutri 4 skupinu ¢inili su bolesnici u dobi 57,2 + 9,2 godina, koji su udovoljavali kriterijima za
dijagnozu AKS-a, a tijekom dijetetskoga protokola konzumirali su nutritivno obogacéena
kokosja jaja (jaja obogacena omega-3 masnim Kkiselinama, vitaminom E, luteinom i selenom).
Medu ispitanicima uklju¢enim u studiju nije bilo razlike u dobi izmedu kontrolne i Nutri 4

skupine.
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5.3. Antropometrijskih parametri, sastav tijela i tjelesnih tekuéina bolesnika s akutnim

koronarnim sindromom

Antropometrijski parametri i sastav tjelesnih tekucina, kao i tjelesni sastav ispitanika, opisani
su u Tablici 6. Ispitanici obiju ispitivanih skupina imali su sli¢ne antropometrijske mjere i sastav
tijela, bez znacajnih razlika u BMI-u, WHR-u, FFM%, FAT%, TBW%, ECW% i ICW%
(Tablica 6).

Tablica 6. Utjecaj konzumacije obic¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na antropometrijske
parametre, sastav tijela i tjelesnih tekucina bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

Kontrola Nutri 4 p

Dob (godine) 56,8 (9,6) 57,2 (9,2) 0,924
Visina (cm) 173,3 (7,9) 173,7 (6,0) 0,896
BMI (kg/m?) 30,0 (5,7) 28,3 (3,6) 0,377
WHR 0,97 (0,07) 0,98 (0,06) 0,947
FFM% 67,7 (10,6) 68,3 (9,0) 0,887
FAT% 32,3 (10,6) 31,7 (9,0) 0,887
TBW% 50,3 (7,9) 50,1 (7,5) 0,936
ECW% 43,7 (2,7) 43,4 (1,8) 0,740
ICW% 56,3 (2,7) 56,6 (1,8) 0,740

Nutri 4 — kokos§ja jaja obogacena n-3 PUFA, selenom, vitaminom E i luteinom.

BMI - indeks tjelesne mase; WHR - omjer struk-bokovi; FFM% - udio masnoga tkiva; TBW% - udio ukupne tjelesne tekucine;
ECW% - udio izvanstani¢ne tekucine; ICW% - udio unutarstani¢ne tekuéine. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost
(standardna devijacija). p vrijednosti istaknute masno (bold) oznacavaju statisticki zna¢ajnu razliku (p < 0,05).

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija). p vrijednosti istaknute masno (bold) oznacavaju statisticki
znadajnu razliku (p<0,05) prema Mann-Wtihney U testu.
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5.4. Debljina intime medije vaskularne stijenke karotidne arterije bolesnika s akutnim

koronarnim sindromom

Nakon provedenoga mjerenja debljine intime medije vaskularne stijenke karotidne arterije
ispitanika, iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da nije bilo statistickih znac¢ajnih razlika
izmedu kontrolne 1 Nutri 4 skupine u mjerenjima kompleksa intime medije karotidnih arterija
(Tablica 7).

Tablica 7. Mjerenje debljine intime medije karotidnih arterija bolesnika s akutnim koronarnim

sindromom

Kontrola Nutri 4 p
IMT - prosjena 0,66 (0,09) 0,63 (0,12) 0,379
(desno posteriorno, mm)
IMT - prosjecna
(desno anteriorno, mm) 1,02 (0.15) 0,92 (0.17) 0,115
interadventicijski promjer CCA
(desno anteriorno, mm) 1,05(0.13) 1,02 (0.18) 0,555
intraluminalni promjer CCA 0,55[0,52-0,64]  0,58[0,54-0,66] 0,883
(desno anteriorno, mm)
IMT - prosjecna 0,83 (0,08) 0,75 (0,17) 0,136
(lijevo posteriorno, mm)
IMT - prosjecna 0,96 (0,21) 0,82 (0,15) 0,062
(lijevo anteriorno, mm)
interadventicijski promjer CCA 1,13 [1,03-1,23] 1,03 [1,00-1,19] 0221
(lijevo anteriorno, mm) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
intraluminalni promjer CCA 0,59 (0,11) 0,59 (0,09) 0936

(lijevo anteriorno, mm)

Nutri 4 — koko§ja jaja obogacena n-3 PUFA, selenom, vitaminom E i luteinom. .IMT, intima-media thickness); CCA-
zajednicka karotidna arterija (engl. CCA; common carotid artery).

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija) normalno raspodijeljeni podaci ili kao medijan i
[interkvartilni raspon] podaci koji ne prate normalnu distribuciju. p vrijednosti istaknute masno (bold) oznacavaju statisticki
znacajnu razliku (p<0,05) prema t-testu za nezavisne uzorke ili Mann-Wtihney U testu.
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5.5. Krvna slika, biokemijski parametri te udio slobodnih masnih kiselina u serumu

bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

Parametri krvne slike (leukociti, eritrociti, hemoglobin, hematokrit, MCV, MCH, MCHC,
RDW-CV, trombociti, MPV) ispitani u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom prikazani
su u Tablici 8. Dobivene vrijednosti parametara krvne slike u obje ispitivane skupine bolesnika
s akutnim koronarnim sindromom bile su unutar referentnih vrijednosti. Nakon dijetetskoga
protokola nije bilo statisticki znacajne razlike unutar ispitivanih skupina u izmjerenim
parametrima krvne slike, osim u vrijednostima prosje¢na koli¢ina hemoglobina u eritrocitu te
prosjecne koncentracije hemoglobina na litru eritrocita (koje su se znacajno smanjile u Nutri4
skupini). Apsolutne promjene vrijednosti hemoglobina izmedu ispitivanih skupina nakon
provedenog dijetetskog protokola znacajno se razlikuju (smanjile su se u Nutri 4 skupini, a
povecale u kontrolnoj skupini). Unato¢ tome, vrijednosti hemoglobina u obje skupine su i dalje

unutar referentnih vrijednosti nakon dijetetskoga protokola (Tablica 8).

Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu vrijednosti biokemijskih parametara (urea,
kreatinin, kalij, glukoza, kalcij) u kontrolnoj i Nutri 4 skupini nakon dijetetskoga protokola.
Koncentracija natrija porasla je u obje ispitivane skupine, pri ¢emu je taj porast statisticki
znacajan u Nutri 4 skupini. Koncentracija zeljeza takoder je porasla u obje ispitivane skupine,
medutim statisticki znacajan porast izmjeren je u Nutri 4 skupini nakon dijetetskoga protokola.
Vrijednosti transferina rasle su u kontrolnoj skupini statisticki znacajno, te je izmjerena
statisti¢ki znacajna razlika izmedu ispitivanih skupina (kontrolne i Nutri 4) nakon provedbe
dijetetskog protokola. Vrijednosti koncentracije feritina smanjile su se u obje ispitivane
skupine, pri ¢emu znacajno u kontrolnoj skupini nakon dijetetskoga protokola. Vrijednosti
koncentracije fibrinogena smanjile su se u obje ispitivane skupine, pri ¢emu znacajno u Nutri 4
skupini nakon dijetetskoga protokola. Vrijednost hsCRP-a se statisti¢ki znacajno smanjila u

obje ispitivane skupine nakon provedenoga dijetetskog protokola (Tablica 9).

Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogaéenih kokosjih jaja na ukupni kolesterol,
trigliceride, LDL i HDL-kolesterol u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom prikazan je
na Slikama 4 - 7.

Vrijednosti ukupnoga kolesterola snizene su u obje ispitivane skupine nakon dijetetskoga
protokola, ali nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u razinama kolesterola ni unutar ni
izmedu skupina (Slika 4). Vrijednosti triglicerida ostale su gotovo nepromijenjene u kontrolnoj

skupini, dok su u Nutri 4 skupini blago porasle, ali navedeni porast nije bio statisticki znacajan.
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Takoder, nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih skupina nakon

primijenjenoga dijetetskog protokola (Slika 5).

Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u razini HDL-kolesterola unutar Nutri 4 skupine
nakon dijetetskog protokola, dok je u kontrolnoj skupini doslo je do statisticki znacajnog
povecanja HDL kolesterola nakon dijetetskog protokola (Slika 6). Razina LDL-kolesterola
statisti¢ki se znacajno smanjila u skupini Nutri 4 nakon dijetetskoga protokola (s 2,7 mmol/L
prije na 2,1 mmol/L). Razina LDL-kolesterola takoder se smanjila u kontrolnoj skupini, ali ne

statisti¢ki znacajno (Slika 7).

Prema rezultatima moze se re¢i da se koncentracija jetrenih enzima (AST, ALT, GGT)
smanjila u obje skupine nakon dijetetskoga protokola, ali je znacajan pad utvrden za AST i

GGT u kontrolnoj skupini (Tablica 10).

Profil masnih Kiselina u serumu u bolesnika s AKS-om, s obzirom na prehrambene protokole,
prikazan je u tablici 11. Koncentracija izmjerenih masnih kiselina u serumu bila je sli¢na prije
i nakon dijetetskog protokola s jajima obogacenim n-3 PUFA, selenom, vitaminom E i luteinom
(Nutri 4 jaja). Serumska koncentracija C17:1 [cis-10] cis-10-heptadecenske kiseline znac¢ajno
se smanjila u kontrolnoj skupini nakon dijetetskog protokola (sa 17,4 na 5,4 umol/L) u
usporedbi s Nutri 4 skupinom gdje je njena koncentracija porasla ali ne znacajno (sa 10,9 na

20,6 umol/L) (Tablica 11).

Kao rezultat konzumacije Nutri 4 kokosjih jaja, omjer n-6 / n-3 u serumu se znacajno smanjio
u Nutri 4 skupini (sa 17,8 na 11,5). Profil masnih kiselina u serumu AKS-bolesnika nakon
dijetetskog protokola s obi¢nim jajima u usporedbi s osnovnim mjerenjem u kontrolnoj skupini

nije se znacajno promijenio, a omjer n-6/n-3 se smanjio, ali ne znacajno (sa 17,1 na 15,7).
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Tablica 8. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na parametre krvne slike bolesnika oboljelih od akutnoga koronarnog sindroma

Apsolutna promjena

Kontrola Nutri 4 nakon dijetetskoga protokola
Prije Poslije p? Prije Poslije p? Kontrola Nutri 4 pP
Leukociti (x10%L) 9,4 (2,7) 8,5 (1,8) 0,050 8,2 [7,6-10,7] 8,5 (2,3) 0,459 -0,9 (1,4) -0,5(1,8) 0,534
Eeritrociti (x10'2/L) 4,6 (0,5) 4,8 (0,4) 0,140 4,9 (0,3) 4,9 (0,3) 0,370 0,2 (0,3) -0,1(0,2) 0,070
Hemoglobin (g/L) 139,7 (13,3) 1425(8,7) 0,263 1455 (8,2) 1419 (11,1) 0,069 2,8 (8,4) -3,6 (6,8) 0,041
Hematokrit (%) 0,4 (0,0) 0,4 (0,0) 0,121 0,4 (0,0) 0,4 (0,0) 0,312 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,055
MCV (fL) 87,5 (5,6) 87,4 (4,7) 0,849 87,0 (4,9) 86,7 (5,0) 0,405 -0,2[-0,4-1,3] -0,3(1,2) 0,258
MCH (pg) 30,2 (1,8) 29,9(1,8) 0,065 29,8 (2,0) 29,3 (2,0) 0,003 -0,3(0,6) -0,5(0,5) 0,614
MCHC (g/L) 346,0 [344,0-348,0] 342,1(6,7) 0,069 342,1(9,5) 338,0 (9,0) 0,022 -3,5(5,7) -4,1(5,9) 0,793
RDW-CV (%) 13,1 (0,6) 13,1(0,7) 0,809 13,1 (0,3) 13,3 (0,5) 0,213 0,0 (0,5) 0,2 (0,5) 0,501
Trombociti (x10%/L) 255,0 (57,0) 232,2(53,7) 0,125  253,1(56,9) 246,0 (57,6) 0,720 -22,8 (47,9)  -26,0[-52,5-13,0] 0,955
MPV (fL) 8,5 (1,4) 8,9 (1,9) 0,537 10,3 (1,6) 9,4 (1,9) 0,160 0,4 (2,3) -0,9 (2,3) 0,152

Nutri 4 — koko$ja jaja obogacena n-3 PUFA, selenom, vitaminom E i luteinom. MCV — prosjeéni volumen eritrocita; MCH — prosje¢na koli¢ina hemoglobina u eritrocitu; MCHC — prosje¢na
koncentracija hemoglobina na litru eritrocita; RDW-CV — mjera varijabilnosti veli¢ine eritrocita; MPV — prosjeéni volumen trombocita u krvi.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija) normalno raspodijeljeni podaci ili kao medijan i [interkvartilni raspon] podaci koji ne prate normalnu distribuciju. p vrijednosti
istaknute masno (bold) oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku (p<0,05), pri ¢emu p? predstavlja razliku unutar skupine (t-test za zavisne uzorke ili Wilcoxonov test rangova s predznakom); p® -
razlika izmedu skupina (t-testa za nezavisne uzorke ili Mann-Wtihney U test).

51



5. REZULTATI

Tablica 9. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na biokemijske parametre u serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom
Apsolutna promjena

Kontrola Nutri 4 nakon dijetetskoga protokola
Prije Poslije p? Prije Poslije p? Kontrola Nutri 4 p°
Urea (mmol/L) 5,7 (2,7) 6,1 (1,8) 0,499 6,0 (1,6) 54 (1,3) 0,139 0,4 (2,3) -0,5(1,3) 0,168
Kreatinin (umol/l) 84,6 (18,1) 851(165) 0,851 77,7 (14,1) 80,0 (15,7) 0,302 0,5 (8,7) 2,3 (8,4) 0,568
Natrij (mmol/l) 138,7 (4,7) 141,0(2,9) 0,060  139,2 (2,6) 141,1(1,8) 0,017 2,3 (4,0 1,9 (2,8) 0,773
Kalij (mmol/l) 4,1(0,3) 4,3 (0,3) 0,120 4,0 (0,3) 4,1(0,2) 0,761 0,1 (0,3) 0,0 (0,4) 0,432
Glukoza (mmol/L) 6,6 (2,1) 5,7 (0,8) 0,094 6,0 (1,0) 5,6 (1,0) 0,192 -0,9 (1,8) -0,3 (1,0) 0,307
hsCRP (mg/L) 14,6 (13,0) 4,0 (4,6) 0,017  18,3(18,5) 5,6 (5,9) 0,023  -10,6 (13,8) -12,7(19,2) 0,752
Kalcij (mmol/L) 2,5 (0,5) 2,4 (0,1) 0,713 2,3(0,1) 2,4 (0,1) 0,166 -0,1 (0,5) 0,0 (0,1) 0,510
Zeljezo (mmol/L) 10,3 (4,4) 12,6 (3,0) 0,183 11,0 (5,7) 14,8 (5,8) 0,035 2,3(5,9) 3,8 (6,3) 0,530
Transferin (g/L) 2,2 (0,4) 2,4 (0,4) 0,015 2,4(0,4) 2,4(0,4) 0,691 0,1(0,2) 0,0 (0,2) 0,049
Feritin (ug/l) 236,1 (106,2)  200,6 (118,2) 0,039 238,5(269,7) 204,4(1957) 0,265  -355 (55,4) -34,1(113,8) 0,967
Fibrinogen (g/L) 4,0 (0,7) 3,6[3,3-3,6] 0,129 4,2 (1,0) 35[3,4-3,8] 0,049 -0,3 (0,5) -0,1[-0,9-0,1] 0,900

Nutri 4 — kokosja jaja obogacena n-3 PUFA, selenom, vitaminom E i luteinom. hsCRP - visoko osjetljiv C-reaktivni protein.

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija) normalno raspodijeljeni podaci ili kao medijan i [interkvartilni raspon] podaci koji ne prate normalnu distribuciju. p vrijednosti
istaknute masno (bold) oznacavaju statisti¢ki znac¢ajnu razliku (p<0,05), pri ¢emu p? predstavlja razliku unutar skupine (t-test za zavisne uzorke ili Wilcoxonov test rangova s predznakom); p® -
razlika izmedu skupina (t-testa za nezavisne uzorke ili Mann-Wtihney U test).
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Slika 4. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacéenih kokosjih jaja na ukupni kolesterol u
bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

(Nutri 4-oznaCava skupinu ispitanika oboljeli od akutnog koronarnog sindroma koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokogja jaja (jaja obogacena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom). Rezultati su izraZeni kao srednja
vrijednost i (standardna devijacija). Procjena utjecaja dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika prije
i nakon konzumacije jaja Wilcoxonovim testom rangova s predznakom unutar kontrolne i Nutri 4 skupine. Razlike u apsolutnim
promjenama izmedu ispitivanih skupina analizirane su pomocu t-testa za nezavisne uzorke. p* vrijednosti oznacavaju statisticki
znacajnu razliku (p<0,05).
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Slika 5. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na vrijednost triglicerida
u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

(Nutri 4-oznacava skupinu ispitanika oboljeli od akutnog koronarnog sindroma koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokosja jaja (jaja obogacena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom). Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost i (standardna devijacija). Procjena utjecaja dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika prije
i nakon konzumacije jaja primjenom t-testa za zavisne uzorke unutar kontrolne skupine, odnosno Wilcoxonovim testom
rangova s predznakom unutar Nutri 4 skupine. Razlike u apsolutnim promjenama izmedu ispitivanih skupina analizirane su
Mann-Wtihney U testom. p* vrijednosti oznaCavaju statisticki zna¢ajnu razliku (p<0,05).
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Slika 6. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na vrijednost HDL-
kolesterola (kolesterol lipoprotein velike gustoce) u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

(Nutri 4-oznacava skupinu ispitanika oboljeli od akutnog koronarnog sindroma koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokosja jaja (jaja obogac¢ena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom) Rezultati su izraZeni kao srednja
vrijednost i (standardna devijacija). Procjena utjecaja dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika prije
i nakon konzumacije jaja primjenom t-testa za zavisne uzorke unutar obje skupine. Razlike u apsolutnim promjenama izmedu
ispitivanih skupina analizirane su pomocu t-testa za nezavisne uzorke. p* vrijednosti oznacavaju statisticki znacajnu razliku
(p<0,05).
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Slika 7. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na vrijednost LDL-
kolesterola (kolesterol lipoprotein male gustoce) u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

(Nutri 4-oznacava skupinu ispitanika oboljeli od akutnog koronarnog sindroma koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokosja jaja (jaja obogacena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom). Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost i (standardna devijacija). Procjena utjecaja dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika prije
i nakon konzumacije jaja Wilcoxonovim testom rangova s predznakom unutar obje skupine. Razlike u apsolutnim promjenama
izmedu ispitivanih skupina analizirane su pomocu t-testa za nezavisne uzorke. p* vrijednosti oznacavaju statisti¢ki znacajnu
razliku (p<0,05).
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Tablica 10. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na jetrene enzime u serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

. Apsolutna promjena
Kontrola Nutri 4 nakon dijetetskoga protokola

Prije Poslije p? Prije Poslije p? Kontrola Nutri 4 p°

AST (U/L) 40,0 [22,0-70,0] 29,3 (9,4) 0,027 29,0[23,0-91,0] 27,0[225-32,0] 0,108  -282(408)  -1,0[-53,0-20] 0,518
ALT (U/L) 50,9 (27,8) 40,8 (24,1) 0,338 350[24,0-50,5] 31,0[27,5-440] 0470  -10,1(29,3) 42 (154) 0,504

GGT (U/L) 33,0[23,0-550] 32,0[21,0-44,0] 0,037 32,0[24,0-430] 32,0[250-430] 0850 -3,0[-0,8-0,00] 0,0[5550] 0,212

Nutri 4 — kokosja jaja obogacena n-3 PUFA, selenom, vitaminom E i luteinom. AST — aspartat aminotransferaza; ALT — alanin-aminotransferaza; GGT — y-glutamiltransferaza.
Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija) normalno raspodijeljeni podaci ili kao medijan i [interkvartilni raspon] podaci koji ne prate normalnu distribuciju. p vrijednosti
istaknute masno (bold) oznagavaju statisticki znacajnu razliku (p<0,05), pri éemu p? predstavlja razliku unutar skupine (t-test za zavisne uzorke ili Wilcoxonov test rangova s predznakom); pP -

razlika izmedu skupina (t-testa za nezavisne uzorke ili Mann-Wtihney U test).
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Tablica 11. U¢inak konzumacije obi¢nih (kontrolna skupina) i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja (Nutri 4) na profil slobodnih masnih kiselina u serumu
bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

Apsolutna promjena nakon

Parametar Kontrola Nuti4 dijetetskoga protokola
Prije Poslije p Prije Poslije p Prije Poslije p
SFA (umol/L)

C4:0 Maslacna kiselina N/D N/D - N/D N/D - N/D N/D -
C6:0 Kapronska kiselina N/D N/D - N/D N/D - N/D N/D -
C8:0 Kaprilna kiselina N/D N/D - N/D N/D - N/D N/D -
C10:0 Dekanska kiselina 8,3 (18,6) 11,8 (26,3) 0,374 0,317 [0,00-] 18,7 (28,1) 0,788 3,5(7,8) 2,4 (18,3) 0,903
C11:0 Undecilenska kiselina N/D N/D - N/D N/D - N/D N/D -
C12:0 Laurinska kiselina 37,1[0,0-38,4] 17,5 (27,8) 0,625 17,9 (25,6) 27,1 (39,4) 0,556 -18,9 (65,3) 9,2(321) 0,412
C13:0 Tridecilna kiselina N/D N/D - N/D N/D - N/D N/D -
C14:0 Miristinska kiselina 101,1 (73,0) 73,9 (11,5) 0,454 118,9 (85,9) 114,9 (84,2) 0,904 -27,2 (73,3) -4,0 (70,0) 0,624
C15:0 Pentadecilna kiselina 21,4 (7,7) 17,9 (5,1) 0,141 235 (11,3) 20,5 (9,3) 0,167 -3,5(4,3) -3,0 (4,0) 0,857
C16:0 Palmitinska kiselina 2069,4 (297,5) 1780,2 (277,7) 0,274  2087,0 (346,2) 18886 (313,1) 0,123 -289,2(510,6) -198,4 (227,3) 0,726
C17:0 Margarinska kiselina 26,0 (7,2) 21,7 (5,0) 0,081 26,5 (9,2) 24,0 (6,6) 0,172 -4.3(4,2) -2,5(3,4) 0,472
C18:0 Stearinska kiselina 813,0 (155,3) 764,0 (59,0) 0,456 767,8 (98,9) 757,3 (72,2) 0,767  -48,9(132,9) -10,5(74,0) 0,587
C20:0 Arahidonska kiselina N/D N/D - N/D N/D - N/D N/D -
C21:0 Heneikozanska kiselina N/D N/D - N/D N/D - N/D N/D -
C22:0 Behenska kiselina 6,7 (9,2) 3,2(7,2) 0,384 6,6 (9,1) 6,4 (8,8) 0,582 -3,5(7,9) -0,2(0,7) 0,385
C23:0 Trikozanska kiselina N/D N/D - N/D N/D - N/D N/D -
C24:0 Kerotinska kiselina N/D N/D - N/D N/D - N/D N/D -

Nutri 4 — kokosja jaja obogacena n-3 PUFA, selenom, vitaminom E i luteinom. SFA — zasi¢ene masne kiseline. PUFA — polinezasi¢ene masne kisline. < LOQ — ispod limita kvantifikacije; N/D — nije detektirano (engl.
Not Found). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija). p vrijednosti istaknute masno (bold) oznacavaju statisticki znacajnu razliku (p<0,05), pri c¢emu p? predstavlja razliku unutar skupine (t-
test za zavisne uzorke ili Wilcoxonov test rangova s predznakom); p° - razlika izmedu skupina (t-testa za nezavisne uzorke ili Mann-Wtihney U test).
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Nastavak tablice 11

Apsolutna promjena nakon

Parametar Kontrola Nutri 4 dijetetskoga protokola
Prije Poslije p* Prije Poslije p* Prije Poslije p°
PUFA (pmol/L)
n-5 C14:1[cis-9] Miristoleinska kiselina 5,6 (8,2) 0,0 (0,0) 0,199 5,4 (12,1) 8,3 (11,5) 0,504 -5,6 (8,2) 2,8 (8,7) 0,151
Eiiglziln £CIS-10] cis-10-pentadecenska N/D N/D i N/D N/D ) N/D N/D i
n-7 C16:1[cis-9] Palmitoleinska kiselina 224,0 (121,1) 97,8 (21,6) 0,084 230,4 (76,2) 168,5 (59,1) 0,121 -126,1 (123,1) -61,8 (70,5) 0,340
(k:igl:iln gc's'lo] cis-10-heptadecenska 17,4 (1,0) 54 (7,5) 0,022 10,9 (11,8) 17,2[11,5-18,8] 0,313 -12,0 (7,4) 15[-15-17,2] 0,008
n-9 C18:1 [trans-9] Elaidinska kiselina N/D N/D - N/D N/D - N/D N/D -
C18:1[cis-9] Oleinska kiselina 1452,0 (444,8)  1066,7 (194,2) 0,091 1280,9 (278,2) 1158,5 (131,1) 0,181  -3853(388,2) -122,4(169,1) 0,202
C20:1[cis-11]11-eikosenska kiselina 16,7 (4,3) 13,8 (2,4) 0,158 14,3 (4,4) 14,7 (3,7) 0,654 -2,9(3,8) 0,4 (1,8) 0,114
C22:1[cis-13] Erui¢na kiselina N/D N/D - N/D N/D - N/D N/D -
C24:1 [cis-15] Nervonska kiselina 7,0 [6,7-7,0] 5,8 (5,6) 0,813 7,8 (4,9) 6,7 (4,6) 0,106 -2,0 (4,4) -0,6 [-2,1- -0,2] 0,690
n-6 C18:2[trans-9,12] Linoelaidna kiselina N/D N/D - N/D N/D - N/D N/D -
C18:2[cis-9,12] Linolna kiselina 1848,7 (541,4) 16695 (356,8) 0,620 16012'f2[§i§38'8' 1722,8(653,9) 0,188  -1792(747,8)  -436,5(536,8) 0,549
C18:3[cis-6,9,12] y-linolenska kiselina 65,4 (48,9) 34,1 (3,5) 0,209 62,0 (32,1) 47,6 (17,8) 0,448 -31,3 (46,8) -14.4 (38,3) 0,550
C21:2 [cis-11,14] Eikosadienska kiselina 18,2 (2,7) 17,5(1,1) 0,502 21,3 (8,6) 19,6 (5,1) 0,353 -0,7 (2,2) -0,3[-0,4-0,2] 1,000
C20:3[cis-8,11,14] dihomo-y-linolenska ) -19,7
Kiselina 166,6 (87,9) 149,1 (82,1) 0,289 187,1 (76,9) 142,5 (56,4) 0,198 17,6 (32,1) [35.2- 155] 1,000
. . . 521,2 [511,9- -76,5 [- -36,6 [-
C20:4][cis-5,8,11,14] Arahidonska kiselina 645,7 (151,1) 605,8 (139,3) 0,510 579,1[548,5-6252] 594.0] 0,063 93,9- -69,7] 79,2--31,2] 0,841
(kliigl:iZn[gls-B,lG] 13,16-dokozadienska N/D N/D ) N/D N/D ) N/D N/D )
n-3 C18:3[cis-9,12,15]a-linolenska kiselina 21,0 (5,9) 22,8 (5,0) 0,706 21,9 (5,5) 31,9 (15,8) 0,160 1,8 (9,9) 10,0 (12,9) 0,294
C20:3[cis-11,14,17] 11,14,17- N/D N/D - N/D N/D - N/D N/D -
eikosatrienska kiselina
C20:4[cis-5.8,11,14] Eicosa-5,8,11,14,17- 21,9 (4.1) 225(9,8) 0867  244[18.2-27,6] 31,6 (12,4) 0,813 0,6 (7.8) 05 (145 0,884
pentaenska kiselina
C22:6[cis-4,7,10,13,16,19] cis- 105,1 [104,7-
4.710,13,16,19-dokosaheksenska kiselina 123.8] 135,9 (84,4) 0,813 136,2 (67,4) 188,9 (77,5) 0,180 3,0 (26,8) 52,7 (72,7) 0,189
n-6 / n-3 PUFAs 17,1 (6,61) 15,7 (6,61) 0,692 17,8 (7,638) 11,5 (5,93) 0,032 -1,4 (6,5) -6,3(3,9) 0,230

Nutri 4 — kokosja jaja obogacena n-3 PUFA, selenom, vitaminom E i luteinom. SFA — zasi¢ene masne kiseline. PUFA — polinezasi¢ene masne kisline. < LOQ — ispod limita kvantifikacije; N/D — nije pronadeno (engl. Not Found).
Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija) normalno raspodijeljeni podaci ili kao medijan i [interkvartilni raspon] podaci koji ne prate normalnu distribuciju. p vrijednosti istaknute masno (bold) oznacavaju
statisti¢ki znagajnu razliku (p<0,05), pri ¢emu p? predstavlja razliku unutar skupine (t-test za zavisne uzorke ili Wilcoxonov test rangova s predznakom); p® - razlika izmedu skupina (t-testa za nezavisne uzorke ili Mann-Wtihney

U test).
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5.6. Hemodinamski parametri i procjena varijabilnosti sréanoga ritma bolesnika s

akutnim koronarnim sindromom

Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na hemodinamske
parametre bolesnika s akutnim koronarnim sindromom opisan je u Tablici 12. Svi su ispitanici
bili normotenzivni u mjerenjima prije provedbe dijetetskoga protokola. Hemodinamske
vrijednosti sistolickoga arterijskog tlaka (SBP), dijastolickoga arterijskog tlaka (DBP), te
srednjega arterijskog tlaka (MAP) nisu se statisticki zna¢ajno mijenjale niti u Nutri 4 niti u

kontrolnoj skupini nakon provedenoga dijetetskog protokola.

Vrijednosti pulsa (HR) bile su vise prije provodenja dijetetskoga protokola u ispitanika obje
ispitivane skupine, ali se nisu statisti¢ki znac¢ajno promijenile nakon provedenoga dijetetskog
protokola u Nutri 4 skupini, dok je ta promjena statisticki znacajna u kontrolnoj skupini
(Tablica 12).

Utjecaj konzumacije obi¢nih 1 funkcionalno obogacenih kokoSjih jaja na procjenu
varijabilnosti sréanoga ritma (HRV) bolesnika s akutnim koronarnim sindromom opisan je u
Tablici 13. Vrijednosti varijabilnosti parametara sr¢anoga ritma (Mean RR, SDNN, RMS-SD,
pNNS50, TI, LF norm, HF norm, LF/HF) nisu se statisti¢ki zna¢ajno mijenjale niti u Nutri 4 niti

u kontrolnoj skupini nakon provedenoga dijetetskog protokola (Tablica 13).
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Tablica 12. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na hemodinamske parametre bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

Apsolutna promjena

Kontrola Nutri 4 nakon dijetetskog protokola

Prije Poslije p Prije Poslije p Kontrola Nutri 4 pP

SBP (mmHg)  117,3(144) 114,5(115) 0283 1265(162) 126,0(17,2) 0920 -40[-0,8-10] -05(17,7) 0,368
DBP (mmHg)  76,5(116)  755(11,8) 0,666 78,9 (9,9) 81,1(84) 0538 -10[-50-20] 22(135) 0,337
MAP (mmHg)  90,1(11,8)  885(11,2) 0462 948(10,8)  961(105) 0715 -1,7[57--03] 13(136) 0,345
HR (/min) 76,5 (13,6)  68,7(10,2) 0048 71,2(10,7)  69,1(83) 0373  -7,8(12,9) 21(7) 0171

Nutri 4 — kokosja jaja obogacena n-3 PUFA, selenom, vitaminom E i luteinom. SBP- sistolicki arterijski tlak; DBP- dijastoli¢ki arterijski tlak; MAP- srednji arterijski tlak; HR- broj otkucaja srca.
Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija) normalno raspodijeljeni podaci ili kao medijan i [interkvartilni raspon] podaci koji ne prate normalnu distribuciju. p vrijednosti
istaknute masno (bold) oznadavaju statisti¢ki znacajnu razliku (p<0,05), pri éemu p? predstavlja razliku unutar skupine prema t-testu za zavisne uzorke; p® - razlika izmedu skupina (t-testa za
nezavisne uzorke ili Mann-Wtihney U test).
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Tablica 13. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na procjenu varijabilnosti sr¢anog ritma (HRV) bolesnika s akutnim
koronarnim sindromom

Apsolutna promjena

Kontrola Nutri 4 nakon dijetetskog protokola
Prije Poslije p? Prije Poslije p? Kontrola Nutri 4 pP
Mean RR (ms) 926,3(103,5)  911,5[876,8-987,1] 0,839 853,5 (124,6) 861,2 (202,9) 0,900 -16,9[-55,7-59,1] 58,0[-29,1-145:8] 0,542
SDNN (ms) 51,9[34,7-85,7]  71,7[44,2-228,3] 0,685 33,1[22,4-102,6] 94,3[51,25-142,6] 0,277 23,3 (149,9) 34,1 (145,9) 0,855
RMS-SD (ms) 32,3[23,5-945]  51,0[31,6-298,1] 0,685 28,6 [21,75-75,2] 88,6 [39,75-150,0] 0,330 20,9 (196,7) 47,4 (183,7) 0,726
PNN50 (n.u.) 9,4 [4,1-37,0] 17,1[6,4-59,1] 0,532  7,9[2,85-30,6] 21,8[13,7-62,1] 0,303 5,5 (29,6) 15,2 (36,4) 0,469
TI (n.u.) 102,2 [61,2-217,5] 79,4 [22,5-140,2] 0,244 251,3 [42,05-356,3] 79,2 [27,55-256,1] 0,524 -48,6[33,3-15,3] -2,2[-256,6-77,4] 0,751
LF norm (n.u.) 63,1 (17,3) 61,5 (20,6) 0,743 58,7 (20,3) 55,9 (17,2) 0,691 -1,7 (17,2) -2,9 (26,4) 0,893
HF norm (n.u.) 36,9 (17,3) 38,5 (20,6) 0,560 41,3 (20,3) 44,1 (17,2) 0,779 1,7 (17,2) 2,9 (26,4) 0,893
LF/HF 1,8 [1,0-2,2] 1,0 [0,7-2,1] 0,756 1,6 [0,6-2,1] 1,4 [0,7-1,6] 0,637 0,4 (3,4) -1,2 (4,2) 0,277

Nutri 4 — kokosja jaja obogacena n-3 PUFA, selenom, vitaminom E i luteinom. Mean RR — prosje¢na vrijednost udaljenosti dva uzastopna R vala; SDNN — standardna devijacija NN intervala
(engl. standard deviation of normalto-normal interbeat interval); RMS-SD — srednja vrijednost kvadrata uzastopnih otkucaja srca (engl. root mean square of successive RR interval difference);
PNN50 — postotak RR intervala koji su medusobno razliéiti vi§e od 50 ms; LF — ,,Low frecquency* ili NF kao niska frekvencija; HF — ,,High Frequency* ili VF kao visoka frekvencija; LF/HF —
omjer izmedu snage niskih frekvencija i snage visokih frekvencija.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija) normalno raspodijeljeni podaci ili kao medijan i [interkvartilni raspon] podaci koji ne prate normalnu distribuciju. p vrijednosti
istaknute masno (bold) oznacavaju statisticki zna€ajnu razliku (p<0,05), pri ¢emu p? predstavlja razliku unutar skupine (t-test za zavisne uzorke ili Wilcoxonov test rangova s predznakom);
p° - razlika izmedu skupina (t-testa za nezavisne uzorke ili Mann-Wtihney U test).
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5.7. Vrijednosti koncentracije luteina, vitamina E i selena u serumu bolesnika s akutnim

koronarnim sindromom

Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacéenih kokosjih jaja na koncentraciju luteina,
vitamina E i selena u serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom prikazani su na
slikama 8 - 10.

Izmjerene vrijednosti koncentracije luteina povecale su se nakon provedbe dijetetskoga
protokola u kontrolnoj (s 0,07 na 0,11 umol/L) i Nutri 4 skupini (s 0,13 na 0,14 pumol/L).
Medutim, konzumacija kokos$jih jaja nije imala statisticki znaCajan utjecaj na porast

koncentracije luteina u serumu ispitanika.

Usporedujuci apsolutne promjene koncentracije luteina u obje ispitivane skupine prije i nakon
dijetetskoga protokola, vidljivo je da medu njima ne postoji statisticki znacajna razlika. U obje
ispitivane skupine vidljivo je povecanje koncentracije luteina, pri ¢emu je vece povecanje
koncentracije luteina izmjereno je u kontrolnoj skupini (0,035 umol/L), a manje u Nutri 4
skupini (0,008,1 pol/L) nakon dijetetskoga protokola (Slika 8).
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Slika 8. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na koncentraciju luteina
u serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom.

(Nutri 4-oznacava skupinu ispitanika oboljeli od akutnog koronarnog sindroma koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokosja jaja (jaja obogacena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom). Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost i (standardna devijacija). Procjena utjecaja dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika prije
i nakon konzumacije jaja primjenom t-testa za zavisne uzorke unutar obje skupine. Razlike u apsolutnim promjenama izmedu
ispitivanih skupina analizirane su pomocu t-testa za nezavisne uzorke. p* vrijednosti oznacavaju statisticki znacajnu razliku
(p<0,05).
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Izmjerene vrijednosti koncentracije vitamina E povecale su se nakon provedbe dijetetskoga
protokola i to statisti¢ki znac¢ajno u Nutri 4 skupini (s 10,2 na 11,5 pg/mL), dok su se kod
kontrolne skupine blago smanjile (s 9,7 na 9,5 ug/mL), ali ne znac¢ajno (Slika 9). Usporedujuci
apsolutne promjene koncentracije vitamina E u obje ispitivane skupine prije i nakon
dijetetskoga protokola, vidljivo je da medu njima postoji statisticki znacajna razlika. U
kontrolnoj skupini vidljivo je smanjenje koncentracije vitamina E (-0,1 pg/mL), dok je u Nutri 4

skupini vidljivo povecanje koncentracije vitamina E (1,2 ng/mL) nakon dijetetskoga protokola

(Slika 9).
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Slika 9. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na koncentraciju vitamina
E u serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

(Nutri 4-oznacava skupinu ispitanika oboljeli od akutnog koronarnog sindroma koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokosja jaja (jaja obogacena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom). Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost i (standardna devijacija). Procjena utjecaja dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika prije
i nakon konzumacije jaja primjenom t-testa za zavisne uzorke unutar obje skupine. Razlike u apsolutnim promjenama izmedu
ispitivanih skupina analizirane su Mann-Wtihney U testom. p* vrijednosti oznagavaju statisti¢ki znacajnu razliku (p<0,05).
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Izmjerene vrijednosti koncentracije selena u serumu ispitanika su se povecale statisticki
znacajno nakon provedbe dijetetskoga protokola u kontrolnoj (sa 66,6 na 75,3 pg/L uz) i Nutri 4
skupini (s 71,2 na 77,2 ug/L) (Slika 10). Usporedujuci apsolutne promjene koncentracije selena
u obje ispitivane skupine prije i nakon dijetetskoga protokola, vidljivo je da medu njima ne
postoji statisticki znacajna razlika. U obje ispitivane skupine vidljivo je povecanje
koncentracije selena u serumu ispitanika, pri ¢emu je vece povecanje izmjereno u kontrolnoj
skupini (8,8 pg/L), a manje u Nutri 4 skupini (6,1 pg/L) nakon dijetetskoga protokola, ali ne
statisti¢ki znacajno (Slika 10).
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Slika 10. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na koncentraciju selena
u serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

(Nutri 4-oznaCava skupinu ispitanika oboljeli od akutnog koronarnog sindroma koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokosja jaja (jaja obogac¢ena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom). Rezultati su izraZeni kao srednja
vrijednost i (standardna devijacija). Procjena utjecaja dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika prije
i nakon konzumacije jaja primjenom t-testa za zavisne uzorke unutar obje skupine. Razlike u apsolutnim promjenama izmedu
ispitivanih skupina analizirane su pomocu t-testa za nezavisne uzorke. p* vrijednosti oznacavaju statisticki znacajnu razliku
(p<0,05).
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5.8. Aktivnosti antioksidativnih enzima u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na aktivnost
antioksidativnih enzima katalaze (CAT), glutation-peroksidaze (GPx) i superoksid-dismutaze

(SOD) u serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom prikazan je na slikama 11 - 13.

Izmjerene vrijednosti aktivnosti enzima katalaze smanjivale su se nakon provedbe dijetetskoga
protokola u kontrolnoj skupini (s 4,7 na 3,7 U/mg proteina) i u Nutri 4 skupini (s 7,5 na 6,7

U/mg proteina), ali ne statisticki znacajno (Slika 11).

Usporedujuci apsolutne promjene aktivnosti katalaze u obje ispitivane skupine prije i nakon
dijetetskoga protokola, vidljivo je da medu njima ne postoji statisticki znacajna razlika, tj. u
obje ispitivane skupine vidljivo je smanjenje aktivnosti katalaze. Vece smanjenje aktivnosti
katalaze izmjereno je u kontrolnoj skupini (-0,8 U/mg proteina), a manje u Nutri 4 skupini (-2,0

U/mg proteina) nakon dijetetskoga protokola (Slika 11).
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Slika 11. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na aktivnost enzima
katalaze (CAT) u serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

(Nutri 4-oznacava skupinu ispitanika oboljeli od akutnog koronarnog sindroma koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokosja jaja (jaja obogacena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom). Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost i (standardna devijacija). Procjena utjecaja dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika prije
i nakon konzumacije jaja Wilcoxonovim testom rangova s predznakom unutar obje skupine. Razlike u apsolutnim promjenama
izmedu ispitivanih skupina analizirane su pomo¢u Mann-Wtihney U testom. p* vrijednosti ozna¢avaju statisti¢ki znacajnu

razliku (p<0,05).
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Izmjerena aktivnost enzima glutation-peroksidaze smanjivala se statisticki zna¢ajno nakon
provedbe dijetetskoga protokola u kontrolnoj skupini (s 0,0121 na 0,0110 U/mg proteina). U
Nutri 4 skupini, aktivnost enzima glutation-peroksidaze povecavala se nakon provedbe
dijetetskoga protokola (s 0,0109 na 0,0112 U/mg proteina), ali ne statisticki znacajno (Slika 12).
Usporedujuci apsolutne promjene aktivnosti glutation-peroksidaze u obje ispitivane skupine
prije i nakon dijetetskoga protokola, vidljivo je da medu njima postoji statistiCki znacajna
razlika. U kontrolnoj skupini vidljivo je zna¢ajno smanjenje aktivnosti glutation-peroksidaze,

a znacCajan porast u Nutri 4 skupini (Slika 12).
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Slika 12. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na aktivnost enzima
glutation-peroksidaze (GPx) u serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

(Nutri 4-oznaCava skupinu ispitanika oboljeli od akutnog koronarnog sindroma koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokosja jaja (jaja obogac¢ena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom). Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost i (standardna devijacija). Procjena utjecaja dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika prije
i nakon konzumacije jaja primjenom t-testa za zavisne uzorke unutar kontrolne skupine, odnosno Wilcoxonovim testom
rangova s predznakom unutar Nutri 4 skupine. Razlike u apsolutnim promjenama izmedu ispitivanih skupina analizirane su
Mann-Wtihney U testom. p* vrijednosti oznacavaju statisticki zna¢ajnu razliku (p<0,05).
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Izmjerena aktivnost enzima superoksid-dismutaze smanjivala se nakon provedbe dijetetskoga
protokola u kontrolnoj skupini (sa 6,3 na 5,6 U/mg proteina), ali ne statisti¢ki znacajno. U
Nutri 4 skupini, aktivnost enzima superoksid-dismutaze znacajno je rasla nakon provedbe
dijetetskoga protokola (sa 6,1 na 6,5 U/mg proteina). Usporedujuéi apsolutne promjene
aktivnosti superoksid-dismutaze u obje ispitivane skupine prije i nakon dijetetskoga protokola,
vidljivo je da medu njima postoji statisticki znacajna razlika. U kontrolnoj skupini vidljivo je
smanjenje aktivnosti superoksid-dismutaze (-0,7 U/mg proteina), u odnosu na Nutri 4 skupini
gdje je zabiljezeno povecanje njezine aktivnosti (0,4 U/mg proteina) nakon dijetetskoga

protokola (Slika 13).
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Slika 13. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na aktivnost enzima
superoksid-dismutaze (SOD) u serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

(Nutri 4-oznaCava skupinu ispitanika oboljeli od akutnog koronarnog sindroma koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokosja jaja (jaja obogac¢ena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom). Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost i (standardna devijacija). Procjena utjecaja dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika prije
i nakon konzumacije jaja primjenom t-testa za zavisne uzorke unutar obje skupine. Razlike u apsolutnim promjenama izmedu
ispitivanih skupina analizirane su pomocu t-testa za nezavisne uzorke. p* vrijednosti oznacavaju statisticki znacajnu razliku

(p<0,05).
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5.9. Promjena biomarkera oksidativnoga stresa (TBARS) i antioksidativnoga kapaciteta

(FRAP) u pacijenata s akutnim koronarnim sindromom

Utjecaj konzumacije obic¢nih i funkcionalno obogacéenih kokosjih jaja na promjena biomarkera
oksidativnoga stresa (TBARS) i antioksidativhoga kapaciteta (FRAP) u pacijenata s
akutnim koronarnim sindromom prikazane su slikama 14 - 15. Nakon provedbe dijetetskoga
protokola u kontrolnoj skupini nije uocena statisticki znacajna razlika u mjerenju vrijednosti

TBARS-a, tj. vrijednosti TBARS-a ostale nepromijenjene (0,36 umol MDA/L) (Slika 14).

U Nutri 4 skupini zabiljeZeno je blago povecanje TBARS vrijednosti nakon provedbe
dijetetskoga protokola, ali to poveéanje nije bilo statisticki znacajno (s 0,20 pumol MDA/L na
0,21 umol MDA/L) (Slika 14).

Usporedujuci apsolutne promjene TBARS-a u obje ispitivane skupine prije i nakon dijetetskoga
protokola, vidljivo je da medu njima ne postoji statisticki znacajna razlika. U kontrolnoj skupini
vidljivo je da nema promjene TBARS-a (0,00 umol MDA/L), u odnosu na Nutri 4 skupini gdje
je zabiljeZzeno blago povecanje TBARS-a (0,01 umol MDA/L) nakon dijetetskoga protokola
(Slika 14).
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Slika 14. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na biomarkere
oksidativnoga stresa (TBARS) u serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

(Nutri 4-oznacava skupinu ispitanika oboljeli od akutnog koronarnog sindroma koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokosja jaja (jaja obogacena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom). Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost i (standardna devijacija). Procjena utjecaja dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika prije
i nakon konzumacije jaja primjenom t-testa za zavisne uzorke unutar obje skupine. Razlike u apsolutnim promjenama izmedu
ispitivanih skupina analizirane su pomocu t-testa za nezavisne uzorke. p* vrijednosti oznacavaju statisticki znacajnu razliku
(p<0,05).
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Nakon provedbe dijetetskoga protokola u kontrolnoj skupini doslo je do porasta FRAP-g, ali
ne statisticki znacajno (sa 0,33 na 0,35 mmol Trolox/L). U Nutri 4 skupini zabiljezen je porast
FRAP vrijednosti nakon dijetetskoga protokola, ali taj porast nije bio statisticki zna¢ajan (s 0,28
na 0,30 mmol Trolox/L) (Slika 15). Usporedujuci apsolutne promjene FRAP-a u obje ispitivane
skupine prije i nakon dijetetskoga protokola, vidljivo je da medu njima nema statisticki znacajne
razlike. U kontrolnoj skupini vidljivo je poveéanje FRAP- a (0,02 mmol Trolox/L), u odnosu
na Nutri 4 skupini (0,01 mmol Trolox/L) nakon dijetetskoga protokola (Slika 15).
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Slika 15. Utjecaj konzumacije obic¢nih i funkcionalno obogaéenih kokosjih jaja na antioksidativni
kapacitet (FRAP) u serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

(Nutri 4-oznaCava skupinu ispitanika oboljeli od akutnog koronarnog sindroma koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokosja jaja (jaja obogac¢ena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom). Rezultati su izraZeni kao srednja
vrijednost i (standardna devijacija). Procjena utjecaja dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika prije
i nakon konzumacije jaja primjenom t-testa za zavisne uzorke unutar obje skupine. Razlike u apsolutnim promjenama izmedu

ispitivanih skupina analizirane su pomocu t-testa za nezavisne uzorke. p* vrijednosti oznacavaju statisticki znacajnu razliku
(p<0,05).
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5.10. Promjena pro- i protuupalnih citokina i kemokina u serumu bolesnika s akutnim

koronarnim sindromom

Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogaéenih kokosjih jaja na pro- i protuupalne
citokine i kemokine u serumu bolesnika s akutnim koronarnim sindromom prikazan je u
Tablici 14.

Ispitani su sljedeci citokini i kemokini: TNF-alpha (faktor tumorske nekroze alpha), TGF-13
(transformiraju¢i ¢imbenik rasta f 1), C3a (C3 a komponenta komplementa), IFN-gamma
(interferon vy), IL-6 (interleukin 6), IL-10 (interleukin 10), IL-17A (interleukin 17A), IL-23
(interleukin 23) te MCP-1(monocitni kemoatraktantni protein 1).

Nije bilo znaéajnih promjena u TNF-alpha, TGF-1p, C3a, IFN-gamma, IL-6, IL-10, IL-17A,
IL-23 te MCP-1 uocenih ni u jednoj eksperimentalnoj skupini nakon odgovarajuc¢ih protokola

prehrane (Tablica 14).

U kontrolnoj skupini nakon provedbe dijetetskoga protokola vrijednosti TNF-alpha, C3a, IFN-
gamma, IL-10 i IL-23 rastu, ali ne statisti¢ki znacajno, dok vrijednosti TGF-1p, IL-6, IL-17A,
te MCP-1 padaju, ali ne statisticki znacajno (Tablica 14).

U Nutri 4 skupini nakon provedbe dijetetskoga protokola vrijednosti, IFN-gamma, IL-17A,
MCP-1 padaju, ali ne statisticki znacajno, dok vrijednosti TGF-1p, C3a, IL-6, i IL-23 rastu, ali

ne statisticki znacajno (Tablica 14).

Usporedujuci apsolutne promjene citokina i kemokina u obje ispitivane skupine prije i nakon
dijetetskoga protokola, vidljivo je da medu njima nema statisticki znacajne razlike. Apsolutne
vrijednosti TGF-1f i IL-6 i MCP-1 smanjuju se u kontrolnoj skupini. U Nutri 4 skupini
vrijednosti TNF-alpha, IL-6 i IL-17A smanjuju se medutim ne statisticki zna¢ajno (Tablica 14).
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Tablica 14. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogaéenih kokosjih jaja na pro- i protuupalne citokine i kemokine u serumu bolesnika s akutnim
koronarnim sindromom

Apsolutna promjena

Kontrola Nutri 4 nakon dijetetskog protokola
Prije Poslije p? Prije Poslije p? Kontrola Nutri 4 pb
&/Frﬁa:?ha 3,4 (04) 4,0 08) 0108  3,6[3,1-38] 3,6 [3,0-3,6] 0,442 0,6 (0.9) 01(05 0,067
&(;/lel_f’) 21468 (828,0) 2077,5(936,5) 0896  2274,4 (888.9) 24057 (4738) 0779  -692(11217)  131,3(9935) 0,771
&Z"’}ml_) 30789 (1643,3) 34970 (1689,1) 0,232 42458 (9697) 49419 (1931,6) 0150  4180(769,3) 6961 (1139,1) 0,620
Eggrgir)nma 9,12 [9,12-11,24] 11,24 (912) 0168 11,24[9,39-11,24]  9,12[9,12-11,24] 0,753 1,06 [0,00-2,12] 0,00 [-1,59-0,80] 0,211
IL-6 (pg/mL) 20,32 (2,39) 19,52 (1,84) 0534 18,32[17,80-19,86] 18,83 [17,80-1986] 0482  -0,80 (3,58) 0,62 (249) 0903
IL-10 (pg/mL) 0,85 [0,85-0,85] 087(023) 1000 078[0,71-096]  078[071-1,08] 0399 0,02 (0,24) 007(025 0,695
E;g}r;ﬁ) 9,14 (0,18) 9,10(0,15) 0665  9,15(0,25) 9,14[9,00-926] 0541 0,12[-0,27-0,15] -0,10[-0,28-0,22] 0,888
IL-23 (pg/mL)  1022(075)  10,49[9,99-10,49] 0,396 9,50 [9,50-10,49]  10,49[950-11,24] 0,107 050[0,00-0,99] 050[0,00-1,99] 0,887
'(\sg/fni) 21,25 [1452-27,82] 1667 [11,37-24,80] 0,734  22,66(11,74)  21,64[17,78-2597] 0557  -273(1502)  348(20,18) 0,485

Nutri 4 — kokosja jaja obogacena n-3 PUFA, selenom, vitaminom E i luteinom. TNF-alpha - faktor tumorske nekroze alpha; TGF-1p — transformirajuéi ¢imbenik rasta § 1; C3a — C3 a komponenta
komplementa; IFN-gamma — interferon vy; IL-6 — interleukin 6; IL-10 — interleukin 10; IL-17A — interleukin 17A; 1L-23 — interleukin 23; MCP-1 - monocitni kemoatraktantni protein 1.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija) normalno raspodijeljeni podaci ili kao medijan i [interkvartilni raspon] podaci koji ne prate normalnu distribuciju. p vrijednosti
istaknute masno (bold) ozna¢avaju statisticki zna¢ajnu razliku (p<0,05), pri ¢emu p? predstavlja razliku unutar skupine (t-test za zavisne uzorke ili Wilcoxonov test rangova s predznakom); p®° -
razlika izmedu skupina (t-testa za nezavisne uzorke ili Mann-Wtihney U test).
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5.11. Mjerenja krvnoga protoka i vaskularne reaktivnosti u mikrocirkulaciji koze

pacijenata s AKS-om

Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na promjene vrijednosti
post-okluzivne reaktivne hiperemije (PORH), acetilkolin inducirane dilatacije (Ach ID) i
natrijevim nitroprusidom inducirane dilatacije (SNP ID) bolesnika s AKS-om prikazan je na
slikama 16 - 18.

Vrijednosti post-okluzivne reaktivne hiperemije (PORH) nisu se statistiCki znacajno

mijenjale unutar kontrolne skupine, ali su one zna¢ajno promijenjene u Nutri 4 skupini.

Nakon dijetetskoga protokola vrijednosti PORH-a su se smanjile u kontrolnoj skupini (sa
122,3 %mna 100,0 %), ali ne statisti¢ki znacajno (Slika 16). U Nutri 4 skupini doslo je znacajnog
porasta vrijednosti PORH-a nakon dijetetskoga protokola (s 94,7 % na 126,7 %) (Slika 16).
Usporedujuci apsolutne promjene PORH-a u obje ispitivane skupine prije i nakon dijetetskoga
protokola, vidljivo je da medu njima postoji statisticki znacajna razlika. U kontrolnoj skupini
vidljivo je smanjenje PORH-a (-0,8 %), u odnosu na Nutri 4 skupinu gdje se PORH povecao
(32,0 %) nakon dijetetskoga protokola (Slika 16).

76



5. REZULTATI

250
OPrije @Poslije
200 —
£ 150
Q
04
x
O 100
o
50
126,7 118,6 94,7 126,7
0
Kontrola Nutri4
140
~ 2007 p=0,018*
S 20 \\ 8\0/ 150 -
o S 100
[
- = 50 |
o 2 1
& 100 S 0
o g -50 +
= -100 +
n
80 - - $-150 + A Poslije-Prije A Poslije - Prije
Prije Poslije 200 - (Kontrola) (Nutri4)
) -8,0 % 32,0%

— Kontrola Nutri4 *p < 0,05

Slika 16. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na vrijednosti post-
okluzivne reaktivne hiperemije (PORH) u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

(Nutri 4-oznacava skupinu ispitanika oboljeli od akutnog koronarnog sindroma koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokosja jaja (jaja obogacena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom). Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost i (standardna devijacija). Procjena utjecaja dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika prije
i nakon konzumacije jaja primjenom t-testa za zavisne uzorke unutar Nutri 4 skupine, odnosno Wilcoxonovim testom rangova
s predznakom unutar kontrolne skupine. Razlike u apsolutnim promjenama izmedu ispitivanih skupina analizirane su pomoc¢u
t-testa za nezavisne uzorke. p* vrijednosti oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku (p<0,05).
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5. REZULTATI

Vrijednosti acetilkolinom inducirane dilatacije (Ach ID) su se znacajno mijenjale unutar
Nutri 4 skupine, medutim ta promjena nije bila znacajna unutar kontrolne skupine. Nakon
dijetetskoga protokola vrijednosti ACh ID-a su se smanjile u kontrolnoj kupini (sa 12,3 % na
11,1 %) (Slika 17). U Nutri 4 skupini doslo je do porasta vrijednosti ACh ID-a nakon
dijetetskoga protokola (s 10,4 % na 13,2 %), te je taj porast bio statisticki znacajan (Slika 17).
Usporedujuci apsolutne promjene ACh ID-a u obje ispitivane skupine prije i nakon dijetetskoga
protokola, vidljivo je da medu njima ima statisticki znacajne razlike. U kontrolnoj skupini
vidljivo je smanjenje ACH ID-a (-1,6 %), u odnosu na Nutri 4 skupinu gdje se ACH ID povecao
(3,8 %) nakon dijetetskoga protokola (Slika 17).
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Slika 17. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na vrijednosti
acetilkolinom inducirane dilatacije (Ach ID) u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

(Nutri 4-oznacava skupinu ispitanika oboljeli od akutnog koronarnog sindroma koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokosja jaja (jaja obogacena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom). Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost i (standardna devijacija). Procjena utjecaja dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika prije
i nakon konzumacije jaja primjenom t-testa za zavisne uzorke unutar obje skupine. Razlike u apsolutnim promjenama izmedu
ispitivanih skupina analizirane su Mann-Wtihney U testom. p* vrijednosti oznagavaju statistic¢ki znacajnu razliku (p<0,05).
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Vrijednosti natrijevim nitroprusidom inducirane dilatacije (SNP ID) su se statisticki
znacajno mijenjale unutar Nutri 4 skupine, ali ne i unutar kontrolne skupine, nakon provedenog
dijetetskog protokola. Nakon dijetetskoga protokola vrijednosti SNP ID-a su se smanjile u
kontrolnoj kupini (s 12,7 % na 12,1 %), ali ne statisticki znacajno (Slika 18). U Nutri 4 skupini
doslo je do statisticki znacajnog porasta vrijednosti SNP ID-a nakon dijetetskoga protokola (s
11,2 % na 13,2 %) (Slika 18). Usporedivanjem apsolutne promjene SNP ID-a u obje ispitivane
skupine prije 1 nakon dijetetskoga protokola, vidljivo je da medu njima nema statisticki znacajne
razlike. U kontrolnoj skupini vidljivo je smanjenje SNP ID-a (-0,7 %), u odnosu na Nutri 4

skupinu gdje se SNP ID povecéao (2,0 %) nakon dijetetskoga protokola (Slika 18).
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Slika 18. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacéenih kokosjih jaja na vrijednosti natrijevim
nitroprusidom inducirane dilatacije (SNP 1D) u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

(Nutri 4-oznaCava skupinu ispitanika oboljeli od akutnog koronarnog sindroma koji su konzumirali nutritivno obogacena
kokosja jaja (jaja obogac¢ena omega-3 masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom). Rezultati su izraZeni kao srednja
vrijednost i (standardna devijacija). Procjena utjecaja dijetalnoga protokola provedena je utvrdivanjem eventualnih razlika prije
i nakon konzumacije jaja primjenom t-testa za zavisne uzorke unutar obje skupine. Razlike u apsolutnim promjenama izmedu

ispitivanih skupina analizirane su pomoc¢u t-testa za nezavisne uzorke. p* vrijednosti oznacavaju statisti¢ki znac¢ajnu razliku
(p<0,05).
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5.12. Mjerenje proteinskoga izraZaja enzima vaZnih u mehanizmima mikrovaskularne

reaktivnosti (eNOS, iNOS, i nNOS) u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na proteinski izrazaj
enzima (eNOS, INOS, i nNOS) vaznih u mehanizmima mikrovaskularne reaktivnosti u

bolesnika s akutnim koronarnim sindromom prikazani su u Tablici 15.

Vrijednosti proteinskoga izrazaj enzima (eNOS, iNOS, i nNOS) vaznih u mehanizmima
mikrovaskularne reaktivnosti u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom nisu se statisti¢ki

znacajno razlikovale medu ispitivanim skupinama (Tablica 15).

Nakon provedbe dijetetskoga protokola u kontrolnoj skupini doslo je do smanjenja vrijednosti
nNOS-a (s 0,38 1U/ml na 0,37 1U/ml), iINOS (s 3,79 IU/ml na 3,15 IU/ml) i eNOS (s 22,53

IU/ml na 22,4 IU/ml), ali ne statisticki znacajno.

Nakon provedbe dijetetskoga protokola u Nutri 4 skupini doslo je do smanjenja vrijednosti
nNOS-a (s 0,37 IU/ml na 0,32 IU/ml) i iNOS-a (s 3,91 IU/ml na 3,76 1U/ml), dok su se
vrijednosti eNOS-a povecale (s 22,57 IU/ml na 23,08 IU/ml), ali ne statisticki znacajno.
Usporedujuci apsolutne promjene proteinskoga izrazaja enzima (eNOS, iNOS, i nNOS) u obje
ispitivane skupine prije 1 nakon dijetetskoga protokola, vidljivo je da medu njima nema
statistiCki znacajne razlike.

U kontrolnoj skupini vidljivo je smanjenje vrijednosti iINOS-a (-0,42 1U/ml) i eNOS-a (-0,12
IU/ml), dok su vrijednosti NNOS-a ostale nepromijenjene. U Nutri 4 skupini vidljivo je

smanjenje vrijednosti nNOS-a (-0,02 1U/ml) i iNOS-a (-0,05 1U/ml), dok su vrijednosti eNOS-
arasle (0,51 IU/ml) (Tablica 15).
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Tablica 15. Utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na proteinski izrazaj enzima vaznih u mehanizmima mikrovaskularne

reaktivnosti (eNOS, iNOS, i nNOS) u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom

Apsolutna promjena

Kontrola Nutri 4 nakon dijetetskog protokola
Prije Poslije p Prije Poslije p Kontrola Nutri 4 pP
nNOS (1U/ml) 0,38 (0,18) 0,37 (0,14) 0,885 0,37 (0,16) 0,32 [0,21-0,40] 0,421 0,00 (0,12) -0,02 (0,18) 0,791

iNOS (IU/ml)  3,79[3,69-4,17] 3,15[3,00-3,79] 0,168 3,91[3,72-4,58] 3,76 [3,36-5,37] 0,808 -0,42[-0,76-0,01] -0,05(1,42) 0,519
eNOS (1U/ml) 2253 (13,20) 22,40 (13,64) 0,975 22,57 (14,93)  23,08(1048) 0913  -0,12 (14,53) 0,51 (15,78) 0,916

Nutri 4 — kokosja jaja obogacena n-3 PUFA, selenom, vitaminom E i luteinom. nNOS — neuronalna dusik-oksid sintetaza; iNOS — inducibilna dusik-oksid sintetaza; eNOS — endotelna dusik-oksid

sintetaza.
Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija) normalno raspodijeljeni podaci ili kao medijan i [interkvartilni raspon] podaci koji ne prate normalnu distribuciju. p vrijednosti

istaknute masno (bold) oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku (p<0,05), pri ¢emu p? predstavlja razliku unutar skupine (t-test za zavisne uzorke ili Wilcoxonov test rangova s predznakom); p®
razlika izmedu skupina (t-testa za nezavisne uzorke ili Mann-Wtihney U test).
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6. RASPRAVA

Prije samog istrazivanja provedeno je preliminaro istrazivanje (PoC studija) koja je koristila

kontroliran, randomiziran dizajn.

Rezultati PoC istrazivanja pokazali su protuupalni potencijal konzumacije jaja bogatih n-3
PUFA-om kod pacijenata s KVB-om. Potencijalno, kokos$ja jaja obogacena n-3 PUFA-om
mogu promijeniti profil slobodnih masnih kiselina u povoljniji omjer n-6/n-3, te povecati
koncentraciju n-3 PUFA u serumu. Nadalje, rezultati su pokazali da konzumacija 1053 mg
PUFA dnevno u obliku obogacenih kokosjih jaja tijekom tri tjedna nije izazvala znacajne
promjene u PORH-u kozne mikrocirkulacije pacijenata s KVB-om, bez obzira na trajanje
bolesti. Rezultati upucuju na nedovoljno visoku dozu ili relativno kratko razdoblje
suplementacije PUFA-om u ovoj studiji, $to je vjerojatno nedovoljno za induciranje
funkcionalnih vaskularnih u¢inaka u promijenjenoj mikrocirkulaciji bolesnika s KVB-om.
Stoga su zakljucci provedene PoC studije da je potrebno nastaviti istrazivanje suplementacije s
n-3 PUFA-om (doza, trajanje, dodatni suplementi poput selena, luteina i vitamina E) kako bi se
postigli jasniji rezultati o u¢inku konzumacije n-3 PUFA-e, posebno u obliku funkcionalne

hrane, u bolesnika s K\VVB-om.

U ovoj prospektivnoj, randomiziranoj, intervencijskoj, dvostruko slijepoj studiji, istrazivani su
korisni ucinci prehrane obogacene n-3 PUFA-om, luteinom, vitaminom E i selenom na

mikrovaskularnu funkciju u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom.

U istrazivanju su sudjelovali bolesnici oba spola, stariji od 18 godina, koji su lijeceni na Zavodu
za bolesti srca 1 krvnih Zila KBC-a Osijek, a koji su nakon hospitalizacije dobrovoljno ukljuceni
u protokol istraZivanja. Ispitanici ukljuceni u istrazivanje su bolesnici s akutnim koronarnim
sindromom, §to ukljucuje bolesnike s infarktom miokarda s ST-elevacijom (STEMI), infarktom
miokarda bez ST-elevacije (NSTEMI) i nestabilnom anginom pektoris. Kako bi se objektivno
provjerila uc¢inkovitost funkcionalno obogacenih kokosjih jaja, ispitanici su podijeljeni u dvije

usporedne ispitne skupine, kontrolnu i Nutri 4 skupinu.

U ovom istrazivanju pracene su prehrambene navike ispitanika tijekom dijetetskog protokola
pomocu dnevnika prehrane. Dnevnik prehrane pomaZze ispitanicima da se sjetno sjecaju $to su
konzumirali tijekom dana i omogucuje istrazivacu da provjeri jesu li se ispitanici u potpunosti
pridrzavali dijetetskih uputa i time omogucditi istrazivacima da pruze individualne preporuke za
izmjenu prehrane. Dnevnik prehrane igra klju¢nu ulogu u pracenju uspjeSnosti dijetetskog

protokola i u dobivanju preciznih rezultata istraZivanja. Osim toga, moZe biti koristan i u
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individualnom kontekstu, omogucujuci ispitanicima da shvate svoje prehrambene navike i

razviju zdrave prehrambene navike u buduénosti.

Na pocetku protokola, tj. prilikom prvog mjerenja, svaki je ispitanik dobio obrasce dnevnika
prehrane za pracenje konzumirane hrane. Radi kontrole, glavni istraziva¢ je redovito
kontaktirao ispitanike da provjeri da li se pridrzavaju uputa i da li vode ispravan dnevnik
prehrane. Ovaj dnevnik sluzi kao nacin za korekciju prehrambenih navika ispitanika te za
kontrolu njihove prehrane tijekom istrazivanja. Ispitanici iz kontrolne skupine su tijekom
trotjednoga dijetetskog protokola konzumirali obi¢na kokosja jaja. Ispitanici iz skupine Nutri 4
konzumirali su funkcionalno obogaéena kokosja jaja (obogaéena n-3 PUFA-om, vitaminom E,

selenom i luteinom).

Prosjecna dob ispitanika koji su bili dio kontrolne skupine bila je 56,8 godina, dok je prosje¢na
dob ispitanika Nutri 4 skupine bila 57,2 godine. Medu ispitanicima uklju¢enim u studiju nije

bilo razlike u dobi izmedu kontrolne i Nutri 4 skupine.

U ovome istrazivanju ispitan je utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogaéenih
kokos§jih jaja na antropometrijske 1 parametre i sastav tjelesnih tekucina, tjelesni sastav
ispitanika (BMI, WHR, FFM%, FAT%, TBW%, ECW% i ICW%), hemodinamske parametre,
debljinu intime medije (IMT), parametre krvne slike (leukociti, eritrociti, hemoglobin,
hematokrit, MCV, MCH, MCHC, RDW-CV, trombociti, MPV), biokemijske parametre (urea,
kreatinin, natrij, kalij, glukoza, hsCRP, kalcij, Zeljezo, transferin, feritin, fibrinogen), promjena
koncentracije luteina, vitamina E i selena kao i profil masnih kiselina u serumu bolesnika s
AKS-om.

Nadalje, odreden je utjecaj konzumacije obi¢nih 1 funkcionalno obogacenih kokosjih jaja na
ukupni kolesterol, trigliceride, LDL i HDL-kolesterol, kao i koncentraciju jetrenih enzima
(AST, ALT, GGT) bolesnika s AKS-om.

Utvrden je utjecaj konzumacije obi¢nih i funkcionalno obogacenih kokos§jih jaja na procjenu
varijabilnosti sréanoga ritma (HRV), utjecaj na aktivnost antioksidativnih enzima katalaze
(CAT), glutation-peroksidaze (GPx) i superoksid-dismutaze (SOD), promjena biomarkera
oksidativnoga stresa (TBARS) i antioksidativnoga kapaciteta (FRAP), pro- i protuupalne
citokine i kemokine, promjene vrijednosti post-okluzivne reaktivne hiperemije (PORH),
acetilkolinom inducirane dilatacije (Ach ID) i natrijevim nitroprusidom inducirane dilatacije
(SNP ID) te proteinski izrazaj enzima (eNOS, iNOS, i nNOS) vaznih u mehanizmima

mikrovaskularne reaktivnosti u bolesnika s AKS-om.
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6.1. Promjena antropometrijskih i hemodinamskih parametara u bolesnika s AKS-om
nakon konzumacije kokosjih jaja obogaéenih n-3PUFA-om, luteinom, vitaminom E i

selenom

Antropometrijski parametri odnose se na mjerenja tijela, kao Sto su visina, tezina i indeks
tjelesne mase (BMI), opseg struka i bokova. Promjene tih parametara mogu biti povezane s

promjenama u sastavu tijela ili cjelokupnom zdravlju.

Hemodinamski parametri odnose se na mjerenje protoka krvi i tlaka unutar tijela. Na te
parametre mogu utjecati ¢imbenici kao Sto su stanje krvnih zila, u€inkovitost srca i prisutnost
bilo kakvih prepreka ili abnormalnosti. Primjeri hemodinamskih parametara ukljucuju krvni
tlak, broj otkucaja srca, minutni volumen srca i udarni volumen. AKS je vrsta sr¢ane bolesti
koju karakterizira naglo smanjenje dotoka krvi u srce. Neki moguci tretmani AKS-a ukljucuju
lijekove, promjene nacina zivota i operaciju. Mogucée je da konzumacija koko§jih jaja
obogacenih odredenim hranjivim tvarima kao §to su n-3 polinezasi¢ene masne kiseline (n-
3PUFA), lutein, vitamin E i selen moZe imati neke ucinke na antropometrijske i hemodinamske

parametre u bolesnika s AKS-om.

Ispitanici obiju ispitivanih skupina imali su sli¢ne antropometrijske mjere 1 sastav tijela, bez
znacajnih razlika u BMI-u, WHR-u, FFM%, FAT%, TBW%, ECW% i ICW%. Nisu otkrivene
znacajne razlike u antropometrijskim parametrima izmedu ispitivanih skupina nakon

provedenoga dijetetskog protokola.

Svi su ispitanici bili normotenzivni u mjerenjima prije provedbe dijetetskoga protokola.
Hemodinamske vrijednosti sistoli¢koga arterijskog tlaka (SBP), dijastolickoga arterijskog tlaka
(DBP) i srednjega arterijskog tlaka (MAP) nisu se statisti¢ki znacajno mijenjale niti u Nutri 4
niti u kontrolnoj skupini nakon provedenoga dijetetskog protokola. Vrijednosti pulsa (HR) bile
su viSe prije provodenja dijetetskoga protokola u ispitanika iz obje ispitivane skupine, ali se
nisu statisticki znacajno promijenile nakon provedenoga dijetetskog protokola u Nutri 4

skupini, dok je ta promjena statisti¢ki zna¢ajna u kontrolnoj skupini.

Varijabilnost sr¢anoga ritma (HRV) fizioloski je fenomen koji odrazava utjecaj autonomnoga
ziv€anog sustava na funkciju srca. U klini¢koj praksi uglavnom se koristi kao prediktor
postinfarktne aritmi¢ne smrtnosti. Do danas nije utvrdeno studija objavljena u relevantnoj
literaturi koja bi utvrdila razlike u parametrima HRV-a nakon infarkta miokarda (IM) ovisno o

nacinu lijecenja u akutnoj fazi.
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Vrijednosti varijabilnosti parametara sr¢anoga ritma (Mean RR, SDNN, RMS-SD, pNN50, Tl,
LF norm, HF norm, LF/HF) nisu se statisticki znacajno mijenjale niti u Nutri 4 niti u kontrolnoj

skupini nakon provedenoga dijetetskog protokola.

Takoder, studije koje su ukljucivale konzumaciju samo n-3 PUFA-e nisu rezultirale znacajnim
smanjenjem SBP-a, DBP-a i MAP-a u Nutri 4 skupini nakon konzumacije jaja, iako su
ispitanici konzumirali priblizno istu koli¢inu n-3 PUFA-e tijekom studije (189). Istrazivanje od
Bucher i sur. (2002) daje pregled literature o ucincima n-3 PUFA-e na bolest koronarnih
arterija, te su utvrdili da n-3 PUFA moze poboljsati krvni tlak, otkucaje srca i profile lipida te

smanjiti rizik od bolesti koronarnih arterija.

Saremi i sur. (2010) bave se u¢incima vitamina E na zdravlje kardiovaskularnoga sustava i
utvrduju da vitamin E moZe imati blagotvorne uc¢inke na krvni tlak, broj otkucaja srca i profile
lipida i moze smanyjiti rizik od bolesti koronarnih arterija i mozdanoga udara (190). Studija
Oster i sur. (1990) pokazala je da suplementacija vitaminom E zna¢ajno smanjuje rizik od
sr¢anoga udara kod muskih pusaca, ali nije imala znac¢ajan ucinak na ukupnu smrtnost ili
ucestalost mozdanoga udara. Autori su zakljucili da vitamin E moze imati zastitni u¢inak protiv
sr¢anoga udara kod muskih pusaca, ali potrebno je vise istrazivanja kako bi se potvrdili ti nalazi
I odredila optimalna doza i trajanje suplementacije vitaminom E za prevenciju
kardiovaskularnih bolesti (191). Gammone i sur. (2015) analiziraju potencijalne zdravstvene
dobrobiti karotenoida, ukljucujuci lutein, likopen i B-karoten, za zdravlje kardiovaskularnoga
sustava. Autori napominju da karotenoidi mogu imati korisne uc¢inke na krvni tlak, broj otkucaja
srca i profile lipida te mogu smanyjiti rizik od bolesti koronarnih arterija i mozdanoga udara
(105).

6.2. Krvna slika i promjena biokemijskih parametara seruma u bolesnika s AKS-om
nakon konzumacije kokos$jih jaja obogacenih n-3PUFA-om, luteinom, vitaminom E i

selenom

Dobivene vrijednosti parametara krvne slike (leukociti, eritrociti, hemoglobin, hematokrit,
MCV, MCH, MCHC, RDW-CV, trombociti, MPV) u obje ispitivane skupine bolesnika s
akutnim koronarnim sindromom bile su unutar referentnih vrijednosti. Nakon dijetetskoga
protokola nije bilo statisticki zna€ajne razlike izmedu ispitivanih skupina u izmjerenim

parametrima krvne slike. Osim toga, vrijednosti hemoglobina su se smanjile u Nutri 4 skupini,
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a povecale u kontrolnoj skupini. Unato¢ tome, vrijednosti hemoglobina u obje skupine su i dalje

unutar referentnih vrijednosti nakon dijetetskoga protokola.

Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu vrijednosti biokemijskih parametara (urea,
kreatinin, kalij, glukoza, kalcij, fibrinogen) u kontrolnoj i Nutri 4 skupini nakon dijetetskoga
protokola. Medutim, uocena je statisti¢ki znacajna razlika u koncentraciji natrija koja je porasla
u obje ispitivane skupine i to statisticki znac¢ajno u Nutri 4 skupini. Koncentracija zeljeza
takoder je porasla u obje ispitivane skupine, medutim statisticki znacajan porast izmjeren je u
Nutri 4 skupini nakon dijetetskoga protokola. Vrijednosti transferina rasle su u kontrolnoj
skupini statisticki znacajno, te je izmjerena statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih
skupina (kontrolne i Nutri 4) nakon provedbe dijetetskog protokola. Vrijednosti koncentracije
feritina smanjile su se u obje ispitivane skupine, pri ¢emu znacajno u kontrolnoj skupini nakon
dijetetskoga protokola. Vrijednost hsCRP-a se statisticki zna¢ajno smanjila u obje ispitivane

skupine nakon provedenoga dijetetskog protokola.

AKS je vrsta sr¢ane bolesti koju karakterizira naglo smanjenje dotoka krvi u srce. Moze biti
uzrokovano zacepljenjem jedne ili viSe koronarnih arterija koje opskrbljuju srce krvlju bogatom
Kisikom. AKS moze uzrokovati simptome kao $to su bol u prsima, otezano disanje i muc¢nina.
Profil masnih kiselina u serumu bolesnika s AKS-om nakon provedbe dijetetskog protokola

nije se znacajno promijenio.

Kao rezultat konzumacije Nutri 4 kokosjih jaja, omjer n-6/n-3 u serumu bolesnika s AKs-om
se zna¢ajno smanjio u Nutri 4 skupini (sa 17,8 na 11,5), kao i u kontrolnoj skupini (sa 17,1 na

15,7), ali to smanjenje nije znacajno.

Postoje neki dokazi koji ukazuju na to da konzumacija kokosjih jaja obogaéenih n-3
polinezasi¢enim masnim kiselinama (n-3 PUFA), vitaminom E, selenom i luteinom moze imati
pozitivan ucinak na biokemijske parametre seruma u pacijenata s AKS-om. n-3 PUFA su vrsta
zdrave masti za koju se pokazalo da smanjuje upalu i smanjuje rizik od sr¢anih bolesti. Vitamin
E je antioksidans koji moze pomoci u zastiti srca i smanjiti rizik od AKS-a. Selen je mineral u
tragovima koji moze pomoci u zastiti srca i poboljSati protok krvi. Lutein je pigment koji se
nalazi u voc¢u i povréu, a moze pomoci u poboljSanju zdravlja o€iju 1 smanyjiti rizik od odredenih

vrsta raka.

86



6. RASPRAVA

6.3. Promjene u lipidnom profilu seruma i koncentracije jetrenih enzima u bolesnika s
AKS-om nakon konzumacije kokoS$jih jaja obogacenih n-3PUFA-om, luteinom,

vitaminom E i selenom

Vrijednosti ukupnoga kolesterola sniZzene su u obje ispitivane skupine nakon dijetetskoga
protokola, ali nisu utvrdene statisti¢ki znacCajne razlike u razinama kolesterola ni unutar ni
izmedu skupina. Vrijednosti triglicerida ostale su gotovo nepromijenjene u kontrolnoj skupini,
dok su u Nutri 4 skupini blago porasle, ali navedeni porast nije bio statisticki znacajan. Takoder,
nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika u vrijednostima ukupnog kolesterola izmedu

ispitivanih skupina nakon dijetetskoga protokola.

Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u razini HDL-Kolesterola unutar Nutri 4 skupine
nakon dijetetskog protokola, dok je u kontrolnoj skupini doslo je do statisti¢ki znacajnog
povecanja HDL kolesterola nakon dijetetskog protokola. Razina LDL-kolesterola statisti¢ki se
znacajno smanjila u skupini Nutri 4 nakon dijetetskoga protokola kao i u kontrolnoj skupini, ali

ne statisti¢ki znacajno.

Razine ukupnoga kolesterola i triglicerida ostale su unutar referentnih vrijednosti u obje
skupine ispitivanih pacijenata s AKS-om. Vazan nalaz ove studije je da konzumacija Nutri 4

jaja ima pozitivan uc¢inak na lipidni profil.

Suplementacija n-3 PUFA-e ima potencijal za smanjenje serumskih lipida (osobito triglicerida)
kod osoba s hiperlipidemijom (182,183) i poboljsanja endotelne funkcije i krutosti arterija kod
hipertenzivnih bolesnika s hipertrigliceridemijom i visokim kardiovaskularnim rizikom (194).
Medutim, doze potrebne za postizanje promatranih u¢inaka su visoke; tj. unos > 4 g/dan izvora
hrane oboga¢enih EPA-om i/ili DHA-om smanjio je trigliceride u serumu (za 9 — 26 %) kod

normolipidemi¢nih do grani¢nih hiperlipidemi¢nih, ali inace zdravih ispitanika (195).

Nedavno klinicko ispitivanje Stupin i sur. (2020) pokazalo je da konzumacija 1053 g
n-3 PUFA/dan tijekom tri tjedna u obogacenim kokosjim jajima nije uzrokovala znacajne
promjene u profilu lipida u serumu u usporedbi s osnovnim mjerenjima kod zdravih pojedinaca
(npr. smanjene su razine triglicerida za priblizno 8 %,) (88). Ova je studija pokazala da su
kokosja jaja obogacena n-3 PUFA-om znacajno smanjila ukupni i LDL-Kolesterol svih
bolesnika s AKS-om. To se pripisuje znacajnom smanjenju razine ukupnoga i LDL-kolesterola

nakon konzumacije n-3 PUFA-e samo u pacijenata s AKS-om.

Studija Curi¢ i sur. (2021) pokazala je da su kokosja jaja obogaéena n-3 PUFA-om znadajno

smanjila ukupni i LDL-kolesterol svih bolesnika s kardiovaskularnim bolestima. To se pripisuje
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znac¢ajnom smanjenju razine ukupnoga i LDL-kolesterola nakon konzumacije n-3 PUFA-e
samo kod pacijenata s AKS-om. Medutim, u podskupini s AKS-om razine ukupnoga
kolesterola i triglicerida znacajno su se smanjile, sli¢cno kao kod pacijenata koji su konzumirali
obi¢na kokosja jaja (kontrolne skupine). Vazno je naglasiti da su razine ukupnoga kolesterola,
triglicerida i LDL-kolesterola svih bolesnika s AKS-om bile unutar referentnih vrijednosti,
osobito u podpopulaciji bolesnika s kroni¢nim kardiovaskularnim sindromom (KKS),
najvjerojatnije zato Sto su uzimali statine prije i tijekom ukljucivanja u sadaSnja studija. Statini
su inicirani de novo bolesnicima s AKS-om (98). Prema tome, moguce je da se sniZzavanje
razine ukupnoga i LDL-kolesterola u pacijenata s AKS-om i kod n-3 PUFA-e i kod kontrolne
skupine moze pripisati terapiji statinima, a ne specificnom prehrambenom protokolu kojem su
bili podvrgnuti. Stoga ovi rezultati pokazuju da konzumacija n-3 PUFA nije izazvala znacajno
dodatno smanjenje razine ukupnoga kolesterola, triglicerida i LDL-kolesterola u pacijenata s
KKS-om. Medutim, vazan nalaz ove studije je da konzumacija koko§jih jaja nije imala
negativan ucinak na lipidni profil i pokazalo se da je potpuno sigurna u populaciji pacijenata s

kardiovaskularnim bolestima.

Koncentracija jetrenih enzima (AST, ALT, GGT) smanjila se u obje skupine nakon
dijetetskoga protokola, ali je znacajan pad utvrden samo za AST i GGT u kontrolnoj skupini.
Specifi¢ni ucinci konzumacije n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA), vitamina E, selena
1 kokosjih jaja obogacenih luteinom na razine jetrenih enzima kod osoba s akutnim koronarnim

sindromom, nedovoljno su istrazeni.

Medutim, neke su studije pokazale da te hranjive tvari mogu imati pozitivan u¢inak na zdravlje
jetre. Pokazalo se da n-3 PUFA, koja se nalazi u odredenim vrstama masne ribe, ima

protuupalna svojstva i moze biti korisna za zdravlje jetre (196).

Vitamin E je antioksidans koji moZe pomoc¢i u zastiti jetre od oSte¢enja, a selen je element u
tragovima koji je vaZzan za pravilan rad jetre. Pokazalo se da lutein, pigment koji se nalazi u
odredenom vocu 1 povréu, ima antioksidativna svojstva 1 takoder moze biti koristan za zdravlje
jetre.Vazno je napomenuti da se ove hranjive tvari trebaju konzumirati kao dio zdrave,
uravnotezene prehrane i da se osobe s akutnim koronarnim sindromom trebaju posavjetovati sa

zdravstvenim djelatnikom prije bilo kakvih promjena u svojoj prehrani.
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6.4. Promjena koncentracije luteina, vitamina E i selena u serumu bolesnika s AKS-om

nakon dijetetskoga protokola

Ispitivanjem sastava obi¢nih i obogacenih jaja u okviru ovoga istrazivanja utvrdeni su znacajno
visi udjeli n-3 PUFA-e (134,2 %), vitamina E (84,5 %), selena (27,8 %) i luteina (460 %) u

obogacenim jajima u odnosu na obi¢na jaja (Tablica 1).

Vitamin E poznat je po svojim znacajnim antioksidativnim i protuupalnim svojstvima te je
proucavan u odnosu na prevenciju kardiovaskularnih bolesti. To je potkrijepljeno nalazima da
je nedostatak vitamina E povezan s povecanim rizikom od kardiovaskularnih dogadaja.
Bolesnici koji boluju od upalnih bolesti ¢esto imaju smanjenu razinu antioksidanasa, bilo zbog
neodgovarajuc¢ega unosa hranom bilo zbog povecane potrebe za antioksidansima (197). Studija
dos Santosa i sur. (2020) pokazala je da ukljucivanje orasastih plodova i srodnih prehrambenih
antioksidanasa (poput polifenola i vitamina E) u prehranu pomaze u prevenciji primarnih

kardiovaskularnih bolesti.

U naSemu je istrazivanju nakon trotjednoga dijetetskog protokola koncentracija vitamina E u
serumu ispitanika koji su konzumirali obogacena jaja statisti¢ki znacajno porasla prosjecno za
12,7 %, dok se u kontrolnoj skupini ¢ak i neznatno smanjila, ali ne statisticki znac¢ajno (2 %)
nakon konzumacije obi¢nih jaja. S obzirom na znacajnu razliku izmedu skupina, moze se
zakljuciti da se konzumacijom jaja obogacenih vitaminom E moze uspje$no povisiti njegova
razina u serumu. Ovi rezultati bili su o¢ekivani, S 0bzirom na to da je udio vitamina E u Nutri 4
jajima bio gotovo dvostruko ve¢i nego u obi¢nim jajima. Konzumacijom obicnih jaja ispitanici
u kontrolnoj skupini pokrili su 11,9 % dnevnih potreba, dok su ispitanici Nutri 4 skupine unosili
22,9 % dnevnih potreba organizma za vitaminom E. Statisticki znacajno povecanje
koncentracije vitamina E u serumu ispitanika koji su takoder tri tjedna konzumirali jaja
obogacena n-3 PUFA-om, vitaminom E, selenom 1 luteinom utvrdeno je i u istraZivanju
Susnjare i sur. (2022.), s tim da su u njihovom ispitivanju sudjelovali mladi zdravi ispitanici
(198). Povecanje koncentracije vitamina E u serumu ispitanika koji su konzumirali hranu
bogatom vitaminom E ili suplemente s vitaminom E utvrdeno je 1 u istraZivanjima Zhao 1 sur.
(2014.) i Hodisa i sur. (2002.) (189, 190). Trenutna istrazivanja potvrduju obecavajuce
pretklini¢ke ucinke vitamina E na veli¢inu infarkta i ocuvanje src¢ane funkcije, ali u uvjetima u
kojima su razine vitamina E u plazmi niske (akutni sréani ishemijski dogadaj i tijekom
reperfuzije). Uspjeh terapije vitaminom E potencijalno bi se mogao znacajno poboljsati

lijeCenjem bolesnika u akutnoj situaciji s nedostatakom vitamina E (197).
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Selen je vazan nutritivni element koji modulira ekspresiju adhezijskih molekula na endotelnim
stanicama izazvanu citokinima. Stoga nedostatak selena povecava adheziju neutrofila na
endotelne stanice i poti¢e razvoj upalnoga procesa (191, 192). Takoder pokazuje zastitne u¢inke
protiv ishemije, tj. reperfuzijske ozljede (193-196), smanjenjem razine slobodnih radikala
kisika (206). U studiji Bayira i sur. (2013.), koncentracije selena bile su nize u bolesnika s AKS-
om nego u zdravih ispitanika, §to ukazuje na to da niske razine selena mogu biti jedan od
¢imbenika rizika za razvoj AKS-a (207). S obzirom na preporuceni dnevni unos selena od 55 ug
za odrasle osobe, konzumacijom tri obi¢na jaja dnevno u naSem istraZivanju pokriveno je

98,2 %, a konzumacijom Nutri 4 obogacenih jaja 125,5 % dnevnih potreba.

Buduéi da se dijetetski protokol provodio kroz samo tri tjedna, smatra se da tako kratkotrajni
unos povecanih koli¢ina selena putem obogacenih jaja nije mogao negativno utjecati na
zdravlje ispitanika. Konzumacija jaja, bilo obi¢nih bilo obogacenih, je statisticki znacajno
utjecala na koncentraciju selena u serumu ispitanika, iako je primjetan odredeni porast nakon
dijetetskoga protokola u obje skupine. Izmjereno je povecanje koncentracije selena u kontrolnoj
skupini (sa 66,6 na 75,3 pg/L uz), kao i u Nutri 4 skupini (s 71,2 na 77,2 pg/L). 1z dobivenih
rezultata vidljivo je da se konzumacijom hrane bogatom selenom mozZe povecati njegova
koncentracija u serumu. Sliéne rezultate u svom istrazivanju dobili su Susnjara i sur. (2022.)
kod kojih se koncentracija selena u serumu ispitanika koji su konzumirali selenom obogacena
jaja takoder povecala nakon tri tjedna dijetetskoga protokola, ali to povecanje nije bilo
statisticki znacajno i iznosilo je priblizno 6,2 % i u kontrolnoj i u Nutri 4 skupini (198).
Takoder, Hustad 1 sur. (2022.) ispitivali su utjecaj konzumacije selenom obogacenih proteina
lososa u kapsulama i utvrdili 10 %-tno poveéanje koncentracije selena u serumu ispitanika, s
tom razlikom da je dnevni unos selena u njihovom istrazivanju iznosio 29 % dnevnih potreba,

ali je dijetetski protokol proveden kroz osam tjedana (208).

Nije bilo statisticki znac¢ajne promjene u koncentraciji luteina u serumu ispitanika obje skupine
nakon konzumacije jaja, iako je primjetno njegovo povecanje koje je ¢ak bilo vece u kontrolnoj
skupini u odnosu na Nutri 4 skupinu, bez obzira na ¢injenicu da je udio luteina u oboga¢enim
jajima bio gotovo Sest puta ve¢i nego u obi¢nim jajima. Izostanak zna¢ajnijega povecanja moze
se objasniti relativno malim dnevnim unosom luteina u nasem istrazivanju, u kojemu je dnevni
unos luteina putem konzumacije obogacenih jaja bio 1,8 mg. Naime, prema nekim podacima
prosjecan dnevni unos luteina u odraslih osoba iznosi priblizno 1 - 2 mg, a pozitivan utjecaj

moze se ocekivati tek pri unosima ve¢im od 5 mg (199, 200).
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6.5. Promjena aktivnosti antioksidativnih enzima, oksidativhoga stresa |
antioksidativnoga kapaciteta bolesnika s AKS-om nakon konzumacije kokosjih jaja

obogacenih n-3PUFA-om, luteinom, vitaminom E i selenom

Glavni antioksidativni enzimi ukljucuju katalazu (CAT), glutation-peroksidazu (GxP) i
superoksid-dismutazu (SOD). Antioksidansi su tvari koje usporavaju ili spre¢avaju oksidaciju
supstrata. Za zastitu od oksidativnoga stresa, dobro organiziran sustav antioksidanasa djeluje

koordinirano kako bi se odupro redoks-poremecajima u stanici (211).

SOD, GPx i CAT redom su enzimi koji igraju ulogu u neutralizaciji reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS) u tijelu. ROS su visoko reaktivne molekule koje mogu ostetiti stanice i tkiva, a proizvode

se kao nusprodukt normalnoga stani¢nog metabolizma.

Aktivnost ovih antioksidativnih enzima vazna je za odrzavanje ravnoteze ROS-a u tijelu. Kada
su razine ROS-a previsoke, to moze dovesti do oksidativnoga stresa, koji moze ostetiti stanice
i tkiva. S druge strane, kada su razine ROS-a preniske, to moze utjecati na normalne stani¢ne
procese. Takoder je vrijedno napomenuti da, iako antioksidativni enzimi igraju vaznu ulogu u
neutralizaciji ROS-a, oni nisu jedini obrambeni mehanizam koji tijelo ima protiv oksidativnoga
stresa. Tijelo takoder ima neenzimske antioksidanse, poput vitamina C i E, koji mogu pomo¢i
neutralizirati ROS. Osim toga, stanice imaju mehanizme popravka koji mogu popraviti Stetu

uzrokovanu ROS-om.

Aktivnost sva tri ispitivana antioksidativha enzima u nasemu Se istraZivanju smanjila u
kontrolnoj skupini nakon tri tjedna konzumacije obi¢nih kokosjih jaja, iako je jedino statisticki
znacajno smanjenje utvrdeno za GPx. Opadanje razina enzima povezano je s pojacanim
oksidativnim stresom uzrokovanim AKS-om. Aladag i sur. (2021.) objasnili su smanjenje
aktivnosti antioksidativnih enzima utjecajem akutne ishemije koja bi mogla biti povezana s
povecanjem proizvodnje slobodnih radikala 1 odgovarajuéim smanjenjem koli¢ine
antioksidanasa (212). Nadalje, djelomi¢na ili potpuna obnova protoka krvi tijekom reperfuzije
dovodi do iznenadnoga masivnog povecanja koncentracije kisika $to rezultira neravnotezom
oksidativnih/antioksidativnih procesa s pretjeranom proizvodnjom ROS-a uzrokujuéi opsezna
ostec¢enja koja mogu rezultirati ¢ak 1 gubitkom kontraktilne funkcije srca i ozbiljnim oSte¢enjem
stanica miokarda i krvarenjem miokarda (203-205). Tijekom ishemijsko-reperfuzijske ozljede
endogena aktivnost SOD-a, GPx-a i CAT-e moze biti nedostatna za neutralizaciju prekomjerne

proizvodnje ROS-a. Smanjenje aktivnosti SOD-a moze biti posljedica inhibicije enzima viskom
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od oksidativnih ostecenja zbog nakupljanja slobodnih radikala i njihovoga potencijala za
pokretanje lancane reakcije. Smanjena aktivnost tih enzima moze biti rezultat ostecenja nastalih
tijekom stanja ishemije i reperfuzije, $to pridonosi smanjenju ukupnoga antioksidativnoga
obrambenog sustava (213). Pretpostavka je da se isto objasnjenje moze primijeniti i na rezultate
naSeg istrazivanja, tj. da bi akutna ishemija mogla biti povezana s poveéanjem proizvodnje
slobodnih radikala i odgovarajuéim smanjenjem antioksidativne obrane kod ispitanika u
kontrolnoj skupini, odnosno da bi smanjene aktivnosti antioksidativnih enzima mogla biti
posljedica njihovoga povecanog trosenja pri neutralizaciji slobodnih radikala. Takoder je vazno
napomenuti da je smanjenje aktivnosti antioksidativnin enzima u prethodno navedenim
istrazivanjima uglavnom utvrdeno u razdoblju od nekoliko sati nakon prijema pacijenta s
AKS-om ili nakon provedene angiografije. Szewczyk-Golec i sur. (2017.) su utvrdili povecanje
aktivnosti antioksidativnih enzima dva tjedna nakon provedene angiografije bolesnika s
ishemijom miokarda, a to povecanje su pripisali kompenzacijskim mehanizmima odgovora na
oksidativni stres (216).

U nasem istrazivanju, nasuprot rezultatima ispitivanja u kontrolnoj skupini, aktivnost GPx-a i
SOD-a u Nutri 4 skupini nije zna¢ajno pala nakon tri tjedna konzumacije obogaéenih nego se
cak statisticki znacajno povecala te su utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu skupina
ispitanika. Aktivnost CAT-a u Nutri 4 skupini smanjila se nakon dijetetskoga protokola, ali ne
statisti¢ki znacajno. Znacajno veca aktivnost GPx-a i SOD-a u Nutri 4 skupini moze se pripisati
poveéanim koncentracijama vitamina E, selena i luteina u Nutri 4 jajima, dok n-3 PUFA
vjerojatno nemaju direktan utjecaj na aktivnost antioksidativnih enzima, $to je potvrdeno i u
istrazivanju Tooranga i sur. (2016.) u kojemu se utvrdilo da se nakon konzumacije 2.7 g
omega-3 kiselina dnevno kroz dva mjeseca aktivnost CAT-a, GPx-a i SOD-a nije promijenila
kod ispitanika s dijagnozom dijabetesa tipa 2 (217). S druge strane, poznat je sinergijski ué¢inak
vitamina E i selena u eliminaciji lipidnih peroksida koji nastaju kao rezultat interakcije
prekomjernoga ROS-a s PUFA-om. Vitamin E djeluje izravno kao antioksidans, dok je selen
kofaktor enzima GPx (218). Stoga se moze zakljuciti da vitamin E i selen ne samo da mogu
djelovati kao egzogeni antioksidansi za spreavanje oksidativnoga oSte¢enja uklanjanjem
slobodnih radikala i superoksida, ve¢ takoder mogu djelovati kao genski regulatori ekspresije

endogenih antioksidativnih enzima (219).

Lutein se u razliCitim istrazivanjima takoder pokazao kao dobar regulator oksidativnoga stresa

jer, osim $to ima antioksidativno djelovanje, povecava i ekspresiju mRNA i aktivnost SOD-a i
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GPx-a, §to sugerira da lutein moZze poboljsati aktivnost antioksidativnih enzima na razini gena
(210-212).

Oksidativni stres odnosi se na neravnotezu izmedu proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS) i sposobnosti tijela da detoksificira te molekule ili popravi Stetu koju uzrokuju. U

bolesnika s AKS-om postoje dokazi koji ukazuju na promjene u oksidativnom stresu.

Pacijenti s AKS-om imaju tendenciju imati povisene razine ROS-a i markera oksidativnoga
stresa, kao $to su produkti lipidne peroksidacije i oste¢enje DNA. Smatra se da taj povecani
oksidativni stres igra ulogu u razvoju arterijskoga plaka i napredovanju AKS-a. Smanjenje
oksidativnoga stresa moze biti potencijalna strategija za upravljanje AKS-om i smanjenje rizika
od daljnjih sréanih dogadaja. To se moze posti¢i intervencijama u nacinu zivota, kao §to su

zdrava prehrana i redovita tjelovjezba, kao 1 koriStenjem antioksidansa i drugih lijekova.

TBARS (oksidativni stres) i FRAP (antioksidativni kapacitet) dva su biomarkera koji se obi¢no
koriste za mjerenje oksidativnoga stresa u bolesnika s AKS-om. Mjerenje razina TBARS-a i
FRAP-a u pacijenata s AKS-om moze biti korisno za procjenu razine oksidativnoga stresa i
usmjeravanje odluka o lijjeCenju. Smanjenje oksidativnoga stresa kroz intervencije u nacinu
zivota 1 koriStenje antioksidansa 1 drugih lijekova moze biti potencijalna strategija za

upravljanje AKS-om i smanjenje rizika od daljnjih sréanih dogadaja.

TBARS su skupina spojeva koji nastaju kada u tijelu dode do peroksidacije lipida. Peroksidacija
lipida je proces u kojem reaktivne kisikove vrste (ROS) napadaju i oSteuju molekule lipida,
Sto dovodi do stvaranja ovih spojeva. Razina TBARS-a u tijelu koristi se kao pokazatelj stupnja
peroksidacije lipida i oksidativnoga stresa. FRAP je mjera sposobnosti plazme (tekucega dijela
krvi) da reducira feri Zeljezo (Fe®*") u fero Zeljezo (Fe?*). To smanjenje posredovano je
antioksidansima u plazmi, a FRAP vrijednost odrazava ukupan antioksidativni kapacitet
plazme. Niza vrijednost FRAP-a ukazuje na manji antioksidativni kapacitet i viSu razinu
oksidativnoga stresa. Bolesnici s AKS-om imaju tendenciju imati povisene razine TBARS-a i
snizene vrijednosti FRAP-a, $to ukazuje na povecanje oksidativnoga stresa. Smatra se da to

povecanje oksidativnoga stresa igra ulogu u razvoju arterijskoga plaka i napredovanju AKS-a.

Suprotno ocekivanju, rezultati naSega istrazivanja pokazali su da nije bilo statisticki znacajnih
razlika niti unutar, niti izmedu skupina ispitanika u pogledu TBARS-a (mjera oksidativnoga
stresa) i FRAP-a (mjera antioksidativnoga kapaciteta) u bolesnika s AKS-om. Medutim, iako
nije bilo statisticki znacajnih promjena u kontrolnoj skupini vidljivo je povecanje FRAP- a

(0,02 mmol Trolox/L), u odnosu na Nutri 4 skupini (0,01 mmol Trolox/L) nakon dijetetskoga
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protokola. Povecanje oksidativnoga stresa pogoduje progresiji ateroskleroze i pozitivno je
povezano s AKS-om. Smatra se da konzumacija antioksidativnih dodataka doprinosi prevenciji
1 lijeCenju bolesti putem ve¢ poznatih mehanizama. Ucinci konzumacije funkcionalno
obogacenih kokos$jih jaja na parametre oksidativnoga stresa u primarnoj i sekundarnoj
kardiovaskularnoj prevenciji su obecavajuci, ali ostaju nejasni, posebice u sekundarnoj
prevenciji. Rezultati dobiveni u ovoj studiji bili su u skladu s istraZivanjem Susnjare i sur.
(2022.) u kojem takoder nije bilo promjena u parametrima TBAR-a i FRAP-a niti u kontrolnoj,
niti u skupini koja je konzumirala jaja obogacena n-3 PUFA-om, vitaminom E, selenom i
luteinom (198). Ovi rezultati upucuju na potrebu daljnjih istrazivanja u kojima bi se trebao
ispitati utjecaj koncentracije antioksidanasa u obogacenim jajima, koriStene doze, trajanja

intervencije i karakteristika ispitivane populacije.

6.6. Promjene citokina i kemokina u bolesnika s AKS-om nakon konzumacije kokosjih

jaja obogaéenih n-3PUFA-om, luteinom, vitaminom E i selenom

Studije su pokazale da pacijenti s AKS-om imaju tendenciju imati poviSene razine proupalnih
citokina i smanjene razine protuupalnih citokina u serumu. Smatra se da ta neravnoteza izmedu
pro- i protuupalnih citokina doprinosi upali i oksidativnom stresu koji se javlja tijekom AKS-a
i moze igrati ulogu u razvoju arterijskoga plaka i progresiji AKS-a. Usmjeravanje te
neravnoteze koriStenjem lijekova koji moduliraju razine citokina ili intervencijama u nacinu
Zivota poput tjelovjezbe i zdrave prehrane moze biti potencijalna strategija za upravljanje AKS-
om 1 smanjenje rizika od daljnjih sr€anih dogadaja. Neki primjeri proupalnih citokina ukljuc¢uju
interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) i faktor nekroze tumora o (TNF-a). Ti citokini pomazu
regrutirati imunoloSke stanice na mjesto upale i stimuliraju proizvodnju drugih imunoloskih
molekula, poput enzima i oksidativnih radikala. S druge strane, protuupalni citokini su
molekule koje pomazu u inhibiciji ili smanjenju upale. Neki primjeri protuupalnih citokina
ukljucuju interleukin-4 (IL-4), interleukin-10 (IL-10) i interleukin-13 (IL-13). Ti citokini
pomazu u smanjenju imunoloskoga odgovora i poticu rjeSavanje upale. I proupalni i protuupalni
citokini vazni su za odrzavanje imunoloske homeostaze i zastitu tijela od infekcija i drugih
prijetnji. Medutim, neravnoteza izmedu pro- i protuupalnih citokina moze pridonijeti razvoju

kroni¢ne upale i drugih bolesti.

Nije bilo znacajne razlike u izmjerenim koncentracijama citokina i kemokina u bolesnika s

AKS-om nakon konzumiranja obogacenih kokosjih jaja (obogacenih n3-PUFA-om, vitaminom
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E, selenom i luteinom), u usporedbi s poc¢etnim mjerenjima. Koncentracije citokina i kemokina
nisu se znacajno razlikovale izmedu kontrolne i Nutri 4 skupine nakon tri tjedna dijetetskoga

protokola.

S obzirom na dobivene rezultate, moze se smatrati da konzumacija funkcionalne hrane (kao $to
su kokosja jaja obogacena n-3 PUFA-om, vitaminom E, selenom i luteinom u ovoj studiji) u
bolesnika s AKS-om nije prikladna kao zamjena za farmakolosku terapiju, ali moze imati
dodatan povoljan utjecaj na kardiovaskularni sustav. Povoljan utjecaj n-3 PUFA-e nha smanjenje
proupalnih citokina potvrdilo je istrazivanje Breski¢-Curi¢ i sur. (2021.) koje je ispitivalo
ucinak konzumacije kokosjih jaja obogacenih n-3 PUFA-om na pro- i protuupalne citokine u
bolesnika s koronarnom arterijskom boleséu, tj. u bolesnika s akutnim i kroni¢nim koronarnim
sindromom. IstraZivanjem je dokazano da se koncentracija IL-6 u serumu znacajno smanjila u
podskupini bolesnika s akutnim koronarnim sindromom, dok u podskupini ispitanika s
kroni¢nom koronarnom bole$¢u nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u koncentracijama pro- niti
protuupalnih citokina nakon dijetetskoga protokola. Gledaju¢i ukupnu ispitivanu populaciju
(ispitanici s akutnim i kroni¢nim koronarnim sindromom), koncentracija IL-1a u serumu
znacajno se smanjila nakon konzumacije jaja obogac¢enih n-3 PUFA-om u usporedbi s pocetnim

mjerenjima (98).

Ujedno, prema studiji Stupin i sur. (2020.) koja je istrazivala utjecaj konzumacije kokosjih jaja
obogacenih n-3 PUFA-om na upalni odgovor kod mladih zdravih osoba, pokazalo se da se
koncentracija interferona-y (proupalni citokin) znacajno smanjila, a koncentracija interleukina-
10 (protuupalni citokin) znacajno porasla nakon dijetetskoga protokola u n-3 PUFA skupini
(88).

Prema Susnjara i sur. (2022.) provedena su daljnja istraZivanja koja su ukljuéivala, osim n-3
PUFA-e, dodatno i selen, vitamin E i lutein u koko§jim jajima i ispitivan je njihovoj utjecaj na
upalni odgovor kod mladih zdravih ispitanika, koji nisu imali prate¢e komorbiditete.
Istrazivanjem je dokazano da ispitanici koji su konzumirali jaja obogacena s navedena Cetiri
mikronutrijenta imaju sniZzene razine proupalnoga interleukina 17A (IL-17A) u serumu nakon
3. tjedna konzumacije navedenih funkcionalno obogacenih jaja, dok takve promjene nisu

pokazane u kontrolnoj skupini (198).

Nekoliko je studija pokazalo da suplementacija omega-3 masnim kiselinama moze smanjiti
upalu i proizvodnju citokina u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom. Na primjer,

sustavni pregled i meta-analiza 17 randomiziranih kontroliranih ispitivanja otkrili su da je
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dodatak omega-3 masnih kiselina povezan sa znacajnim smanjenjem razina nekoliko
proupalnih citokina, ukljucujuéi interleukin (IL)-1B, IL-6 i tumor faktor nekroze (TNF)-a, u
bolesnika s akutnim koronarnim sindromom. Druge studije su takoder otkrile da dodatak
omega-3 moze poboljsati klinicke ishode kod bolesnika s akutnim koronarnim sindromom,

ukljucujuéi smanjenje rizika od ponovnoga infarkta miokarda i smrti.

Iako su istrazivanja pokazala znacajan uc¢inak n-3 PUFA-e na smanjenje upalnoga odgovora i
promjenu protuupalnih citokina, razlog tomu je $to su istrazivanja trajala puno duze u odnosu

na tri tjedna i konzumiran je veéi udio n-3 PUFA-e u odnosu na nase istrazivanje (223).

Vazno je napomenuti da iako se pokazalo da n-3PUFA-e imaju protuupalne u¢inke, one mozda
nece biti uc¢inkovite kod svih pojedinaca i ne smiju se koristiti kao zamjena za druge tretmane
koje je propisao lije¢nik. S obzirom na to, dosadasnja su istrazivanja pokazala da je lijeCenje
atorvastatinom u usporedbi sa samom preporukom prehrane rezultiralo znaajnim smanjenjem
TNFa, IL-1, IL-6 i CRP-a bolesnika s hiperkolesterolemijom (224). Stoga, bilo koja dobrobit
od prehrane, ukljucujuéi unos funkcionalne hrane (npr. kokosja jaja obogacena n-3 PUFA-om,
vitaminom E, selenom i luteinom u ovoj studiji), nije zamisljena kao zamjena za farmakolosku
terapiju, ve¢ kao sredstvo izazivanja dodatnoga blagotvornog ucinka na kardiovaskularni

sustav.

Dodatno, brojnim istrazivanjima pokazano je da n-3 PUFA smanjuju upalni odgovor i u
autoimunim bolestima, kao $to je reumatoidni artritis, ali naravno sama prehrana obogacéena
n-3 PUFA-om nije dovoljna za lijeCenje navedene bolesti te ne moze zamijeniti ulogu bioloske

terapije u lijeCenju autoimunih bolesti (215-217).

Vitamin E je vrsta vitamina topljivih u mastima koji imaju antioksidativna svojstva i mogu
pomoci u zastiti stanica od oksidativnoga stresa. Neka su istrazivanja pokazala da vitamin E
moze imati protuupalne ucinke i smanjiti proizvodnju proupalnih citokina. Na primjer, studija
objavljena u ¢asopisu Journal of Research in Medical Sciences otkrila je da je suplementacija
vitaminom E smanjila proizvodnju faktora nekroze tumora alfa (TNF-a) i interleukina-6 (IL-6)

izazvanu intervalnim treningom visokoga intenziteta (HIIT) (228).

Medutim, ucinci vitamina E na proizvodnju citokina mogu varirati ovisno o nizu ¢imbenika,
ukljucujuéi specificnu vrstu i dozu vitamina E koja se koristi, specificne citokine koji se mjere
te cjelokupno zdravlje i prehranu sudionika studije. Potrebno je vise istrazivanja kako bi se u

potpunosti razumjeli potencijalni uinci vitamina E na proizvodnju citokina.
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Ono $to je posebno vazno istaknuti, i $to je potkrijepila studija Meydani i sur. (1994.), to je da
kratkorocna primjena prehrane obogacene vitaminom E (800 mg/dan) nema neZeljene
nuspojave na zdravlje kod starijih osoba (229). Sli¢no tome, Hodis i sur. (2002.) pokazali su da
dodatak a-tokoferola znacajno povecava razinu vitamina E u plazmi u zdravih odraslih osoba s

umjereno povisenim razinama LDL-kolesterola (200).

Prema rezultatima ovog istrazivanja, nije pokazan Stetan ucinak vitamina E na zdravlje

bolesnika koji su preboljeli akutni koronarni sindrom.

Selen je element u tragovima koji je neophodan za pravilno funkcioniranje imunoloskoga
sustava. Potreban je za sintezu selenoproteina, koji imaju niz vaznih uloga u tijelu, ukljucujuci
njihovo djelovanje kao antioksidansa i pomoc¢ u regulaciji imunolo§koga odgovora. Neka su
istrazivanja pokazala da selen moZze utjecati na proizvodnju citokina, signalnih molekula koje
igraju klju¢nu ulogu u imunoloskom odgovoru (230). Na primjer, jedna je studija istrazivala
utjecaj koncentracije selena u serumu u bolesnika sa stabilnom anginom pektoris i akutnim
koronarnim sindromom. Istrazivanjem je potvrdeno da suplementacija selenom ima zastitnu

ulogu u borbi protiv kardiovaskularnih bolesti (KVB) (207).

Druge su studije otkrile da populacije s niskim unosom selena imaju 2 - 3 puta veci rizik od
ishemijske sré¢ane bolesti. Istrazivanjem se odredivala cirkuliraju¢a razina IL-6, TNF-a i selena
u bolesnika s kronicnom koronarnom arterijskom boles¢u (CCAD), akutnim infarktom
miokarda (AMI) i kod zdravih osoba. Zakljucak studije je da bolesnici koji boluju od AMI-a
pokazuju niZe koncentracije selena u plazmi i viSe koncentracije proupalnih citokina TNF-a i
IL-6 (231). Medutim, potrebno je vise istrazivanja kako bi se u potpunosti razumio odnos

izmedu selena 1 citokina.

Prema studiji Xu i sur. (2013.) dokazano je da povecanje luteina u serumu nakon suplementacije
moze smanjiti upalne citokine i regulirati serumske lipide, koji mogu igrati vaznu ulogu u ranoj

aterosklerozi (232).

6.7. Promjene u proteinskom izraZzaju enzima vaznih u mehanizmima mikrovaskularne
reaktivnosti (eNOS, iNOS, nNOS) u bolesnika s AKS-om nakon konzumacije kokosjih

jaja obogacéenih n-3PUFA-om, luteinom, vitaminom E i selenom

n-3 PUFA masne kiseline imaju antioksidativna svojstva koja spre¢avaju endotelnu disfunkciju,
tj. smanjenje sposobnosti krvnih Zila da se Sire zbog nedostatka dusikovoga oksida (NO). NO

nije samo vazodilatator, ve¢ ima i inhibitorne ucinke na agregaciju trombocita, adheziju
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leukocita i proliferaciju/migraciju glatkih misiénih stanica. Ta ga svojstva ¢ine vaznim u
patofiziologiji kardiovaskularnih poremecaja. NO proizvodi enzim duSikov oksid sintaza
(NOS) iz metabolizma L-arginina. Postoje tri izoforme NOS-a: neuronski NOS (nNOS),
inducibilni NOS (iNOS) i endotelni NOS (eNOS). eNOS se nalazi iskljuc¢ivo u endotelu, dok
se iNOS moze eksprimirati u razli¢itim stanicama, ukljuc¢ujuéi stanice glatkih misi¢a, kada je

stimuliran citokinima kao §to je interleukin-1 (233).

Uslijed endotelne disfunkcije dolazi do povecanoga rizika od kardiovaskularnih bolesti. Jedan
od klju¢nih mehanizama kojima endotel regulira protok krvi je proizvodnja dusikovoga oksida
(NO) pomocu enzima eNOS (endotelna sintaza dusikovoga oksida). U AKS-u i drugim
kardiovaskularnim bolestima, sposobnost endotela za proizvodnju NO-a je smanjena, $to
rezultira smanjenim protokom krvi i pove¢anom agregacijom trombocita, adhezijom leukocita
i proliferacijom glatkih misi¢nih stanica. Ova disfunkcija eNOS-a jedan je od glavnih razloga
za AKS, koji moze dovesti do infarkta miokarda i smrti. Studije su pokazale da suplementacija
n-3 PUFA moze poboljsati funkciju eNOS-a i ublaziti endotelnu disfunkciju, $to moze smanjiti

rizik od AKS-a (234).

NO je kljuéna molekula za Sirenje krvnih Zila i1 sprecavanje upale 1 nakupljanja plaka u
arterijama. n-3 PUFA mogu povecati proizvodnju NO-a reguliranjem sastava kaveola u
endotelnim stanicama, koje su ukljucene u signalne putove koji kontroliraju dilataciju krvnih
zila. Toc¢nije, omega-3 masne Kiseline EPA (eikosapentaenoi¢na kiselina) i DHA
(dokosaheksaenoi¢na kiselina) mogu aktivirati enzime, kao $to je eNOS, koji proizvode NO, a
DHA takoder moze aktivirati signalne putove koji dovode do povecane aktivnosti eNOS-a i
proizvodnje NO-a. Sve u svemu, n-3 PUFA imaju blagotvorne u¢inke na zdravlje krvnih zila

povecavajuci dostupnost NO-a (235).

Nije bilo znacajne razlike u izmjerenim koncentracijama enzima (eNOS, iNOS, nNOS) u
bolesnika s AKS-om nakon konzumiranja obogacenih kokosjih jaja (obogacenih n-3 PUFA-
om, vitaminom E, selenom 1 luteinom), u usporedbi s po€etnim mjerenjima. Koncentracije
enzima nisu se znacajno razlikovale izmedu kontrolne i Nutri 4 skupine nakon tri tjedna
dijetetskoga protokola. S obzirom na dobivene rezultate, moze se smatrati da konzumacija
funkcionalne hrane (kao $to su kokosja jaja obogacena n-3 PUFA-om, vitaminom E, selenom i
luteinom u ovoj studiji) u bolesnika s AKS-om nije namijenjena biti zamjena za farmakolosku

terapiju, ali moze imati dodatni povoljan utjecaj na kardiovaskularni sustav.
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Prema istrazivanjima dokazano je da n-3 PUFA mogu utjecati na organizam djeluju¢i na
aktivnost enzima endotelne sintaze dusikovoga oksida (eNOS). eNOS je odgovoran za sintezu
dusikovoga oksida (NO), koji ima klju¢nu ulogu u regulaciji krvnoga tlaka i krvozilnoga
sustava. Neka su istrazivanja pokazala da n-3 PUFA mogu povecati aktivnost eNOS-a, §to
dovodi do povecane proizvodnje NO-a i poboljsane vaskularne funkcije, s obzirom na to da je
NO glavni ¢imbenik endotela odgovoran za vazodilataciju krvnih zila. Na primjer, studija
Zanetti i suradnika otkrila je da suplementacija n-3 PUFA-e povecava aktivnost eNOS-a i
poboljsava funkciju endotela kod ljudi s hipertenzijom i kroni¢nom bubreznom bolesti (236).

Medutim, potrebno je viSe istrazivanja kako bi se u potpunosti razumio odnos izmedu n-3

PUFA-e i eNOS-a.

Neka su istrazivanja pokazala da n-3 polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA), takoder poznate
kao omega-3 masne kiseline, mogu utjecati na aktivnost inducibilne sintaze dusikovoga oksida
(iNOS). iNOS je enzim koji sintetizira dusikov oksid (NO), koji ima niz vaznih uloga u tijelu,
ukljucujuéi djelovanje kao signalne molekule uz pomo¢ u regulaciji krvnoga tlaka i imunoloske
funkcije. Neka su istrazivanja pokazala da n-3 PUFA mogu povecati aktivnost iNOS-a i
proizvodnju NO-a, dok druge studije nisu otkrile nikakav u¢inak. Na primjer, studija Barger i
sur. (2003.) sugerira da suplementacija n-3 PUFA povecéava aktivnost iNOS-a i proizvodnju
NO-a u aorti Stakora (237). Studija Karatas i sur. (2011.) sugerira da n-3 PUFA povecavaju

ekspresiju INOS-a i proizvodnju NO-a u endotelnim stanicama ljudske aorte (228, 229).

Postoje neki dokazi koji upucuju na to da n-3 PUFA moze utjecati na aktivnost neuronske
sintaze dusikovoga oksida (nNOS). nNOS je enzim koji sintetizira dusikov oksid (NO), koji
ima niz vaznih uloga u tijelu, ukljucujuci njegovo djelovanje kao signalne molekule i pomo¢ u
regulaciji krvnoga tlaka i imunoloske funkcije. Duan i sur. (2006.) studija otkrila je da
suplementacija n-3 PUFA-e poveéava aktivnost nNOS-a i proizvodnju NO-a u mozgu miseva
(240). Studija Chirumbolo i Bjelakovi¢ (2008.) otkrila je da n-3 PUFA-e povecavaju ekspresiju

nNOS-a i proizvodnju NO-a u uzgojenim neuronima hipokampusa $takora (241).

6.8. Promjene u PORH-u, ACh-u i SNP-u u bolesnika s AKS-om nakon konzumacije

kokosjih jaja obogacenih n-3PUFA-om, luteinom, vitaminom E i selenom

U bolesnika s AKS-om mikrovaskularna reaktivnost odnosi se na sposobnost malih krvnih zila
unutar sréanoga misica (mikrozila) da se prosire ili suze kao odgovor na promjene u protoku

krvi. To je vazan aspekt odrZzavanja pravilnoga protoka krvi u sréanom misicu i osiguravanja
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odgovarajuc¢e opskrbe kisikom i hranjivim tvarima. Postoji nekoliko ¢imbenika koji mogu
utjecati na mikrovaskularnu reaktivnost u bolesnika s AKS-om, ukljucujuci prisutnost upale,
oksidativni stres i oStec¢enje samih mikrozila. U nekim sluc¢ajevima mikrovaskularna disfunkcija
moze pridonijeti razvoju AKS-a, jer moZe dovesti do smanjenoga protoka krvi u sréani misic i
potencijalno potaknuti stvaranje krvnoga ugruska. Postoje razlicite moguénosti lijecenja koje
se mogu koristiti za poboljsanje mikrovaskularne reaktivnosti u bolesnika s AKS-om,
ukljucujuéi lijekove koji pomazu smanjiti upalu, pospjesiti protok krvi i zastititi mikrozile.
Osim toga, modifikacije nadina zivota, kao Sto su prestanak pusenja, redovito vjezbanje i
odrzavanje zdrave prehrane takoder mogu pomoc¢i u poboljsanju mikrovaskularne funkcije i

smanjiti rizik od AKS-a.

LDF je neinvazivna tehnika koja se koristi za mjerenje protoka krvi u malim zilama kao $to su
mikrozile. Parametri PORH, ACh ID, i SNP ID cesto se koriste u studijama LDF-a za procjenu
mikrovaskularne funkcije (179). PORH je mjera povecanja protoka krvi do kojega dolazi nakon
privremene okluzije protoka krvi, ACh je kemikalija koja uzrokuje vazodilataciju (Sirenje
krvnih zila) i koristi se za stimulaciju protoka krvi u studijama LDF-a, a SNP je lijek koji se

koristi u LDF studijama za stimulaciju vazodilatacije i poveéanje protoka krvi.

Buduéi da je mikrovaskularna funkcija koze oSteena kod vecine bolesnika s AKS-om,
ispitivanjem post-okluzivne reaktivne hiperemije (PORH) i lokalne toplinske hiperemije mogu
se dobiti reprezentativni podaci o stanju mikrovaskularne funkcije u bolesnika s AKS-om (242).
Stoga je LDF koristan alat za procjenu mikrovaskularne reaktivnosti kada se istraZzuju nove
strategije lijeCenja koje bi mogle utjecati na vaskularnu funkciju u bolesnika nakon akutnoga

koronarnog sindroma.

Rezultati ovoga istrazivanja pokazali su da konzumacija funkcionalno obogacenih kokosjih jaja
znacajno poboljsava vazodilataciju kao odgovor na PORH, ACh ID i SNP ID izmedu prvoga i
drugog mjerenja u bolesnika s AKS-om, te je u¢inak n-3 PUFA-e, selena, vitamina E i luteina

na mikrocirkulaciju ispitanika vidljiv u Nutri 4 skupini.

Nakon dijetetskoga protokola vrijednosti okluzivne reaktivne hiperemije (PORH) su se
smanjile u kontrolnoj skupini, ali ne statisticki znacajno. Dok je u Nutri 4 skupini doslo je
znacajnog porasta vrijednosti PORH-a nakon dijetetskoga protokola. Medutim postoji
statisticki znacajna razlika u trendu PORH vrijednosti medu ispitivanim skupinama. Dijetetski
protokol smanjio je vrijednosti PORH-a u kontrolnoj skupini, a povecao Nutri 4 skupini.

Usporedujuci apsolutne promjene PORH-a ispitivanih skupina prije i nakon dijetetskoga
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protokola, vidljivo je da medu njima ima statisticki znacajne razlike. U kontrolnoj skupini

vrijednosti PORH-a padaju, a u Nutri 4 skupini rastu nakon dijetetskoga protokola.

Vrijednosti acetilkolinom inducirane dilatacije (Ach ID) su se statisticki zna¢ajno mijenjale
unutar Nutri 4 skupine, ali ne i unutar kontrolne skupine. Takoder postoji razlika u trendu ACh
ID vrijednosti medu skupinama. Dijetetski protokol smanjio je vrijednosti ACh ID-a u
kontrolnoj skupini, a povecao ih u Nutri 4 skupini. Usporedujuci apsolutne promjene ACh ID-
a ispitivanih skupina prije i nakon dijetetskoga protokola, vidljivo je da medu njima postoji
statisti¢ki znacajna razlika. U kontrolnoj skupini vrijednosti ACh ID-a padaju, a u Nutri 4

skupini rastu nakon dijetetskoga protokola.

Vrijednosti natrijevim nitroprusidom inducirane dilatacije (SNP ID) nisu se statisticki znac¢ajno
mijenjale unutar kontrolne skupine, ali jesu unutar Nutri4 skupine. Postoji razlika u trendu SNP
ID vrijednosti medu skupinama, pri ¢emu je dijetetski protokol smanjio vrijednosti SNP I1D-a u
kontrolnoj skupini, a pove¢ao U Nutri 4 skupini. Usporedujuci apsolutne promjene SNP ID-a
ispitivanih skupina prije i nakon dijetetskoga protokola, vidljivo je da medu njima nema

statisticki znacajne razlike.

Poboljsanje mikrovaskularne funkcije u Nutri 4 skupini moze se pripisati konzumaciji
obogacenih Nutri 4 jaja. Jedno od mogucih obja$njenja temelji se na znacajno vecoj aktivnosti
SOD-a i GPx-a u skupini koja je konzumirala obogaéena jaja u odnosu na kontrolnu skupinu
jer je poznat njihov pozitivan uinak na oksidativni stres, ali 1 na ublaZavanje posljedica
uzrokovanih akutnim koronarnim sindromom. Nadalje, mogu¢ je i direktan utjecaj
antioksidanasa vitamina E 1 luteina. Tako je u istraZzivanju Bari¢ 1 sur. (2020.) utvrdeno da unos
suplemenata vitamina E moZe sprije€iti negativan utjecaj dijetetskoga protokola s pove¢anim
unosom soli na mikrovaskularnu funkciju koji se o€itovao u nepromijenjenim vrijednostima
PORH-a i ACH-om inducirane dilatacije kod ispitanika koji su uz povecanu koli¢inu soli
konzumirali i suplemente vitamina E i C, dok su se u kontrolnoj ispitanika, koji su bili samo na
dijeti s povecanom koli¢inom soli, izmjerene vrijednosti PORH-a i ACH-om inducirane
dilatacije znacajno smanjile nakon dijetalnoga protokola (243). Poboljsanje mikrovaskularne
funkcije u ispitanika koji su konzumirali obogacena kokosja jaja moZe se objasniti i pove¢anom
koncentracijom n-3 PUFA u Nutri4 jajima. Stupin i sur. (2018. i 2020.) su u svojim
istrazivanjima dobili sli¢ne rezultatime, gdje su izmjerene vrijednosti PORH-a i ACh-om
inducirane dilatacije kod mladih zdravih pojedinaca bile znac¢ajno poveéane nakon konzumacije
kokosjih jaja obogacenih n-3 PUFA (88, 234). Istrazivanje Stirban i sur. (2010.) pokazalo je da

povecan unos suplemenata n-3 PUFA (eikosapentaenske kiseline (EPA) i dokozaheksaenske
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kiseline (DHA)) poboljSava postprandijalnu reaktivnu hiperemiju u mikrocirkulaciji Sake kod
osoba s dijabetesom tipa 2 (245), a istrazivanje Vasileva i sur. (2009.) pokazalo je da se
dnevnom konzumacijom 1,5 mg n-3 PUFA tijekom jednoga mjeseca poboljsava endotelna

funkcija i mikrocirkulacija (mjereno LDF-om) (246).

S obzirom na rezultate dobivene u ovom istrazivanju moze se zakljuciti da konzumacija
obogacenih kokosjih Nutri 4 jaja znacajno pobolj$ava vazodilataciju kao odgovor na PORH,
natrijevim nitroprusidom induciranu dilataciju i ACh-om induciranu dilataciju u bolesnika s
AKS-om, odnosno da unos n-3 PUFA, selena i luteina i vitamina E putem obogacenih kokosjih

jaja ima znacajan utjecaj na poboljsanje mikrocirkulacije ispitanika.
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Na temelju provedenog istrazivanja moguce je zakljuciti sljedece:

v

Dijeta koja ukljuCuje konzumaciju koko§jih jaja obogacenih omega-3 masnim
kiselinama (n-3 PUFA), luteinom, vitaminom E i selenom tijekom trotjednog
dijetetskog protokola povecava koncentraciju vitamina E i selena u serumu ispitanika
za 12,7 % odnosno 8,6 %.

Nije zabiljezen negativan utjecaj ove dijete na biokemijske vrijednosti u krvi,
ukljucujuéi jetrene enzime, glukozu, ureu, kreatinin, kalij, kalcij i fibrinogen.

Ova dijeta ima pozitivan uc¢inak na mikrovaskularnu reaktivnost (endotelnu funkciju)
kroz poboljsanje post-okluzivne reaktivne hiperemije (PORH) i dilatacije izazvane
acetilkolinom (Ach ID).

Ucinak ove dijete takoder ukljucuje poboljsanje lipidnog profila, bez negativnog u¢inka
na oksidativni stres te upalni odgovor u bolesnika s AKS-om.

Ovakav nacin prehrane takoder pozitivno utje¢e na vrijednosti nNOS i iINOS kod

bolesnika s AKS-om (smanjujuci ih).
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CILJ ISTRAZIVANJA: Ispitati utjecaj konzumacije kokogjih jaja obogadenih omega-3
masnim kiselinama, luteinom, vitaminom E i selenom na pokazatelje mikrovaskularne funkcije,
oksidativnog stresa i razinu upalnih medijatora u bolesnika nakon akutnog koronarnog

sindroma (AKS) — randomizirani kontrolirani pokus.

ISPITANICI | METODE: Odrasli ispitanici oba spola s AKS-om randomizirani su u
kontrolnu skupinu (obi¢na kokoSja jaja) i Nutri4 skupinu (funkcionalno obogacena jaja) i
podvrgnuti trotjednom nadziranom dijetetskom protokolu. Prije i nakon provedene dijete,
pomocu laser doppler metode mjerenja krvnog protoka u mikrocirkulaciji koze odredene su
promjene vrijednosti post-okluzivne reaktivne hiperemije (PORH), acetilkolinom inducirane
dilatacije (Ach ID) i natrijevim nitroprusidom inducirane dilatacije (SNP ID), $to su pokazatelji
mikrovaskularne funkcije. Nadalje, utvrdena je aktivnost antioksidativnih enzima CAT, GPx 1
SOD, promjena biomarkera oksidativnoga stresa i antioksidativnoga kapaciteta, razina pro- i
protuupalnih citokina i kemokina, lipidni profil te proteinski izrazaj enzima eNOS, iNOS, i

NNOS, koji su vazni u mehanizmima mikrovaskularne reaktivnosti u bolesnika s AKS-om.

REZULTATI: Nakon protokola konzumacije Nutri 4 jaja zabiljeZene su znacajno nize razine
LDL kolesterola u krvi i poviSene razine triglicerida, dok su razine ukupnog kolesterola ostale
unutar referentnih vrijednosti. Dijetetski protokol takoder je povecao razinu vitamina E u
serumu za 12,7 % i razinu selena za 8,6 %, te je imao pozitivan u¢inak na mikrovaskularnu
reaktivnost (endotelnu funkciju), $to je prikazano znacajno poboljsanom post-okluzivnom
reaktivnom hiperemijom 1 dilatacijom izazvanom acetilkolinom, uz znacajno nize razine
arterijskog tlaka i pulsa. Dijetetski protokol nije znacajno utjecao na aktivnost CAT-a, GPx-a i
SOD-a, niti je povecao vrijednosti TBARS-a ili FRAP-a. Takoder, nije znac¢ajno utjecao na
razine TNF-a, TGF-1p, C3a, IFN-y, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-23 ili MCP-1. Medutim,
konzumacija Nutri 4 jaja dovela je do smanjenja razina nNOS-a i iNOS-a, dok su se razine

eNOS-a povecale, iako ne znacajno, u bolesnika s AKS-om.

ZAKLJUCAK: Prehrambeni protokol koji ukljuéuje konzumaciju Nutri 4 jaja obogacenih n-
3 PUFA, luteinom, vitaminom E i selenom imao je pozitivan ucinak na mikrovaskularnu
funkciju, bez negativnog utjecaja na oksidativni stres i neznacajno snizenje razine proupalnih

medijatora u bolesnika s AKS-om.

Kljué¢ne rije¢i: akutni koronarni sindrom (AKS), mikrovaskularna funkcija, Nutri 4 kokosja

jaja (obogacena s n-3 PUFA, luteinom, vitaminom E i selenom).
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OBJECTIVE OF THE RESEARCH: To examine the influence of hen eggs consumption,
enriched with omega-3 fatty acids, lutein, vitamin E and selenium on indicators of
microvascular function, oxidative stress and the level of inflammatory mediators in patients
after acute coronary syndrome (ACS) - a randomized controlled trial.

SUBJECTS AND METHODS: Adult subjects of both sexes with ACS were randomized into
a control group (regular hen eggs) and a Nutri4 group (functionally enriched eggs) and
underwent a three-week supervised dietary protocol. Before and after the diet, changes in the
values of post-occlusive reactive hyperemia (PORH), acetylcholine-induced dilation (Ach ID)
and sodium nitroprusside-induced dilation (SNP 1D) were determined using the laser doppler
blood flow measurement method in the skin microcirculation, which are indicators of
microvascular functions. Furthermore, the activity of the antioxidant enzymes CAT, GPx and
SOD, changes in biomarkers of oxidative stress and antioxidant capacity, levels of pro- and
anti-inflammatory cytokines and chemokines, lipid profile and protein expression of the
enzymes eNOS, iNOS, and nNOS were assessed, which are important in the mechanisms of
microvascular reactivity in patients with ACS.

RESULTS: After the Nutri4 consumption protocol, significantly lower blood cholesterol and
higher triglyceride levels were recorded, while the levels of total cholesterol remained within
the reference values. The dietary protocol also increased serum vitamin E levels by 12.7% and
selenium levels by 8.6%, and had a positive effect on microvascular reactivity, as shown by
significantly PORH and AcH ID, with significantly lower levels of arterial pressure and heart
rate. The dietary protocol did not significantly affect the activity of CAT, GPx and SOD, nor
did it increase the values of TBARS or FRAP. Also, it did not significantly affect the levels of
TNF-alpha, TGF-1p, C3a, IFN-gamma, IL-6, IL-10, IL-17A, 1L-23 or MCP-1. However,
Nutri4 eggs consumption led to a decrease in the levels of nNOS and iNOS, while the levels of
eNOS increased, although not significantly, in patients with ACS.

CONCLUSION: In patients with ACS, consuming Nutri 4 eggs enriched with n-3 PUFA,
lutein, vitamin E, and selenium as part of their dietary protocol had a positive impact on
microvascular function while not causing any negative effects on oxidative stress. Additionally,
there was a non-significant reduction in the level of pro-inflammatory mediators.

Keywords: acute coronary syndrome (ACS), microvascular function, Nutri 4 chicken eggs

(enriched with n-3 PUFA, lutein, vitamin E, and selenium).
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