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POPIS KRATICA I AKRONIMA

AA —engl. arachidonic acid, arahidonska kiselina

ALA —engl. alpha-linolenic acid, alfa-linolenska kiselina

CAT — katalaza

COX — ciklooksigenaze

CYP — citokrom P450

DHA — engl. docosahexaenoic acid, dokosaheksaenoi¢na kiselina
EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina

EPA — engl. eicosapentaenoic acid, eikosapentanoi¢na kiselina
GAPDH — gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza

GPx — glutation peroksidaza

GSH - glutation

GSSG — glutation disulfid

LA —engl. linoleic acid, linolna kiselina

LDL — engl. low-density lipoproteins, lipoproteini niske gustoce
LOX — lipooksigenaze

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat

OS — oksidativni stres

PBMC — engl. peripheral blood mononuclear cell, mononuklearne stanice periferne krvi
PUFAs — engl. polyunsaturated fatty acids, polinezasi¢ene masne kiseline
RNS — engl. reactive nitrogen species, slobodne dusikove vrste
ROS — engl. reactive oxygen species, slobodne kisikove vrste

SOD - superoksid dismutaza

II
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1.1.  Slobodne kisikove vrste

Kisik je potreban za razli¢ite metabolicke procese kao Sto je proizvodnja energije u
mitohondrijima gdje je kisik posljednji primatelj elektrona u oksidativnoj fosforilaciji.
Medutim, kisik moze biti toksican za organizam ako je njegova koncentracija ve¢a od 21%.
Toksicnost kisika uglavnom potjece od proizvodnje slobodnih kisikovih vrsta (1). Slobodne
kisikove vrste (engl. reactive oxygen species, ROS) su derivati kisika koji su reaktivniji od
njega samog (2). Mogu se svrstati u dvije skupine: ROS slobodni radikali u koje se ubrajaju
superoksidni ion (0, 7), hidroksilni radikal (*OH), duSikov oksid (NOe), duSikov dioksid
(NOy), karbonat (CO5 ™), peroksil (RO,) i aloksil (RO"), te neslobodni radikali kao §to su
ozon (03), vodikov peroksid (H,0,), hipoklorasta kiselina (HOCI) i dusSikasta kiselina
(HNO,). Slobodni radikal je derivat kisika koji posjeduje jedan ili viSe nesparenih elektrona u

vanjskoj orbitali (1).

1.1.1. Stvaranje slobodnih kisikovih vrsta

ROS mogu nastati iz endogenih i egzogenih izvora. Endogeni ROS nastaju kao produkti
metabolizma iz mitohondrija, mikrosoma, peroksisoma te ostalih enzimskih izvora (1). Kao
Sto je prethodno spomenuto, znafajno se stvaranje ROS-a odvija u mitohondriju u
elektronskom transportnom lancu, a pretezno otpustanjem elektrona iz kompleksa I, IT 1 III
koji posreduju redukciju kisika u superoksidni ion (3). Medutim, mitohondrij nije jedini izvor
ROS-a. Mikrosomi posjeduju NADPH oksidazu koja posreduje u reakciji oksidacije NADPH
kisikom gdje nastaju NAD™ i vodikov peroksid. Osim mikrosoma, peroksisomi imaju visoku
oksidacijsku aktivnost te takoder sadrze oksidaze koje reduciraju kisik u vodikov peroksid.
Fagociti, kao i mikrosomi, posjeduju NADPH oksidazu te stvaraju vodikov peroksid koji u
ovom sluc¢aju nije nusproizvod nego primarna funkcija enzimskog sustava (4). Suprotno od
endogenih izvora, egzogeni ROS ukljucuju okolisne ¢imbenike kao $to su teski metali, UV te

ionizirajuée zracenje (1).



1. UVOD

1.2. Oksidativni stres

Oksidativni stres (OS) predstavlja neuravnotezenost izmedu slobodnih radikala i
antioksidansa u korist radikala. Spojevi kao Sto su ROS i slobodne dusikove vrste (engl.
reactive nitrogen species, RNS) otklanjaju se pomocu antioksidativnih mehanizama. Kada se
pretjerano stvaraju takvi spojevi dolazi do oksidativnog stresa Sto moze uzrokovati ostecenje
stanice, stani¢nu smrt te razliCite bolesti kao $to su ateroskleroza, kroni¢na opstruktivna pluca
bolest, rak te Alzheimerova bolest (5, 6). Osim stvaranja ROS-a i RNS-a koji oksidiraju
makromolekule te tako dovode do oSte¢enja stanice, postoji jo$ jedan mehanizam kojim
oksidativni stres pridonosi razvitku bolesti. Naime, slobodne kisikove vrste, osobito H,0,,
mogu djelovati kao sekundarni glasnici u procesu redoks signalizacije. U oksidativnom stresu
dolazi do nefizioloSke proizvodnje H,0, Sto moze dovesti do poremecene signalizacije. Oba

mehanizma se mogu odvijati u jednoj bolesti kao Sto je dijabetes (6).

1.2.1. Oksidativni stres 1 tjelovjezba

Glavni izvor proizvodnje ROS-a tijekom tjelovjezbe su skeletni misici, to¢nije mitohondriji,
fosfolipaza A, 1 NADPH oksidaze miSi¢nih vlakana (7). Produzeno aerobno vjezbanje
visokog intenziteta moze dovesti do poveéanog oksidativnog stresa te do osteenja DNA.
Medutim takvo se oStecenje najCeSée popravlja unutar tri dana vjerojatno zbog povecane

aktivnosti mehanizama za popravak DNA koji su takoder potaknuti vjezbom (8).

1.3.  Antioksidansi

Antioksidansi su molekule koje sprjecavaju ili uklanjaju oksidativnu Stetu, odnosno smanjuju
oksidaciju 1 Stetne ucinke ROS-a (1,2). Postoji nekoliko klasifikacija antioksidansa kao $to su
podjela po liniji obrane te podjela po molekularnoj masi. Takoder se mogu dijeliti po

podrijetlu na endogene i egzogene antioksidanse (1).

1.3.1. Endogeni antioksidansi

Endogeni antioksidativni sustav sastoji se od enzimskih antioksidansa kao Sto su superoksid
dismutaza (SOD), glutation peroksidaza (GPx) 1 katalaza (CAT) te od neenzimskih
antioksidansa u koje pripadaju urati, bilirubin, glutation (GSH) i melatonin (9). Djelovanje

enzimskih antioksidansa temelji se na neutralizaciji ili stabilizaciji reaktivnih vrsta (1). SOD
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sudjeluje u prvoj liniji obrane protiv ROS-a. Postoje tri vrste ovog enzima ovisno o ionu
metala kojeg sadrzi: Cu/ZnSOD (nalaze se u citoplazmi i izvan stanice) i MnSOD (eksprimira
se samo u mitohondrijima) (10). SOD2 ili MnSOD vaZan je enzim u uklanjanju ROS-a, a
najvise superoksidnog radikala koji nastaje tijekom stani¢ne respiracije, te tako moze smanjiti
vaskularnu kalcifikaciju odnosno taloZzenje minerala u tunicu mediu ili tunicu intimu krvnih
zila (11, 12). Glutation peroksidaze (GPx) su skupina enzima koji se dijele na citosolne
(GPx1), gastrointestinalne (GPx2), plazmatske (GPx3), fosfolipid-hidroperoksidne (GPx4) te
GPx5 1 GPx6. Sve glutation peroksidaze mogu reducirati vodikov peroksid, ali neke mogu
reducirati 1 organske hidroperokside te time sprjeCavaju razgradnju proteina i lipida 1
oksidativno ostec¢enje. GPx takoder sudjeluju u stani¢noj signalizaciji i apoptozi neoplasti¢nih
stanica, te imaju ulogu u infekciji HIV-om (13). Katalaza (CAT) je takoder enzim koji
reducira vodikov peroksid na vodu i kisik. Nedostatak ovog enzima povezan je s razli¢itim
bolestima kao S§to su hipertenzija, vitiligo i dijabetes. Osim S$to uklanja Stetni vodikov
peroksid, katalaza se moze vezati na odredene proteine i zastiti ih od oksidativnog oStecenja te
sprijeciti proliferaciju tumorskih stanica (14). Neenzimski antioksidansi takoder smanjuju
oksidativnu Stetu prekidaju¢i lancane reakcije slobodnih radikala (1). Glutation (GSH) je
tripeptid koji se sastoji od aminokiselina cistein, glicin i glutamin. Ima mnogo uloga u
stanicama sisavaca kao $to su uklanjanje endogenih i egzogenih oksidansa te odrzavanje
stani¢ne signalizacije. Postoji u dva oblika: reducirani (GSH) i oksidirani (GSSG) oblik. GSH
sudjeluje u reakciji sa glutation peroksidazom gdje GPx reducira vodikov peroksid, a GHS se
oksidira u GSSG. Nakon toga, GSSG ponovno prelazi u GSH uz pomo¢ glutation reduktaze i
uz prisutnost NADPH (15). Melatonin je derivat triptofana koji takoder sudjeluje u uklanjanju
ROS-a i stabilizaciji staniéne membrane te moze povecati mRNA izrazaj antioksidativnih
enzima kao S§to su SOD i CAT (16). Melatonin ima moguénost neutralizacije i uklanjanja
nekoliko vrsta radikala te se moZze vezati za teske metale Sto ga Cini jakim represorom
oksidativnog stresa (17). Osim GSH i melatonina, bilirubin i urati mogu djelovati kao

antioksidansi.

1.3.2. Egzogeni antioksidansi

Egzogeni antioksidansi se u organizam unose prehranom, posebice konzumacijom povréa i
voca te pomocu dodataka prehrani (1). Polinezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated
fatty acids, PUFAs) se dijele u dvije skupine ovisno o poziciji dvostruke veze: n-3 i n-6. U n-3

skupinu pripadaju a-linolenska kiselina (engl. alpha-linolenic acid, ALA), eikosapentanoi¢na
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kiselina (engl. eicosapentaenoic acid, EPA) 1 dokosaheksaenoi¢na kiselina (engl.
docosahexaenoic acid, DHA), a u n-6 skupinu pripadaju linolna kiselina (engl. linoleic acid,
LA) i arahidonska kiselina (engl. arachidonic acid, AA). ALA i LA nije moguce sintetizirati u
organizmu pa se stoga nazivaju esencijalne masne kiseline, a optimalni omjer n-6 i n-3 je 1:1
do 1:4 jer je organizmu potrebno visSe n-3 PUFA (18). Ciklooksigenaze (COX),
lipooksigenaze (LOX) i citokrom P450 (CYP) oksidiraju PUFA u oksilipine koji sudjeluju u
upali. Kada se oksidiraju n-6 PUFA nastaju proupalni posrednici kao $to su prostaglandini,
leukotrieni 1 tromboksani, dok su derivati n-3 PUFA manje proupalni oksilipini (19). n-3
PUFA smanjuju sintezu triglicerida u jetri, imaju ulogu u sprjeCavanju nastanka
kardiovaskularnih bolesti i dijabetesa mellitusa te pozitivno djeluju na endotelnu funkciju
(18). Selen je esencijalni element u tragovima te nuzan dio strukture selenoproteina kao Sto je
GPx, stoga ima ulogu u imunoloskoj funkciji 1 antioksidativnoj zastiti. Za odrasle dnevni
preporuceni unos iznosi 55 - 70 ug, a moze se naci u plodovima mora, ribi i mesu, ali i
zitaricama 1 jajima (20, 21). Lutein je karotenoid prisutan u jajima i Stiti organizam od
oksidativnog stresa. Stovige, lutein &ini makularni pigment koji $titi makulu ili Zutu pjegu od
propadanja. Osim toga moze Stiti kosti od osteoporoze, sniziti upalne citokine i trigliceride u
serumu te tako imati ulogu u sprjecCavanju ateroskleroze. Takoder moze prevenirati
oksidativnu Stetu nastalu ultraljubicastim zraenjem, stoga je vazan za odrzavanje zdravlja i
funkcije koze (22). Vitamin E takoder ima ulogu u smanjenju razine oksidativnog stresa.
Dugotrajna se nadoknada vitaminom E zajedno s niskim udjelom masti i kolesterola u
prehrani pokazala korisnom u smanjenju aterosklerotskih lezija kod miSeva (23). Vitamin E je
topljiv u masti i jak antioksidans koji moze donirati vodikove atome slobodnim radikalima
koji zatim prelaze u stabilniji oblik $to posljediéno §titi stanicu od oiteéenja. Cesto se koristi
medu sportasima kao dodatak prehrani, a nerijetko 1 u kombinaciji s vitaminom C (24).
Pokazalo se kako navedeni nutrijenti pozitivno utjeCu na endotelnu funkciju i zastitu od
oksidativnog stresa kroz razli¢ite studije, pa mozemo pretpostaviti kako ¢e konzumacija
kokosjih jaja obogacenih istim nutrijentima takoder imati pozitivan ucinak na mRNA

ekspresiju antioksidativnih enzima kod populacije mladih zdravih sportasa.



2. HIPOTEZA

2. HIPOTEZA

Svakodnevna konzumacija kokosjih jaja obogacenih n-3 polinezasi¢enim masnim kiselinama,
luteinom, selenom i vitaminom E kroz tri tjedna povecat ¢e izrazaj mRNA antioksidativnih
enzima kod sportasa u eksperimentalnoj skupini u usporedbi sa sportaSima koji c¢e

konzumirati obi¢na kokosja jaja.
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3. CILJISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je ispitati hoc¢e li konzumacija kokosjih jaja obogacenih n-3 polinezasi¢enim
masnim kiselinama, luteinom, selenom i vitaminom E tijekom tri tjedna imati utjecaj na
izraza] mRNA antioksidativnih enzima Gpx1, Gpx4, SOD2 i CAT kod mladih zdravih

sportasa i usporediti sa sportaSima koji konzumiraju obi¢na kokosja jaja.
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4.1.  Ustroj studije

Studija je provedena kao randomizirana, dvostruko slijepa, kontrolirana intervencijska studija
(klini¢ki pokus ID: NCT04564690) (25). Za ukljucivanje u ovu studiju sudionici su morali
biti od 18 do 29 godina starosti te aktivno sudjelovati u sportu i pohadati najmanje 5 treninga
tjedno tijekom prethodnih 12 mjeseci s fokusom na osobe koje se bave treninzima
izdrZljivosti. Kriteriji isklju¢enja ukljucivali su pusenje, arterijsku hipertenziju ili hipotenziju,
koronarnu bolest, dijabetes, hiperlipidemiju, kroni¢nu bubreznu bolest, cerebrovaskularne
poremecaje, periferne vaskularne bolesti, koriStenje antihipertenzivnih lijekova, protuupalnih
nesteroidnih lijekova, steroida te lijekova i dodataka prehrani koji mogu utjecati na endotel.

Jednostavna randomizacija provedena je uz pomo¢ kocke za jamb (26).

4.2.  Ispitanici

U istrazivanju je sudjelovalo 14 zdravih sportaSa. Svi sudionici su potpisali obrazac
informiranog pristanka prije pocCetka studije nakon Sto su bili upoznati s metodama i

postupcima istrazivanja.
Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine:

1. eksperimentalnu ili NUTRI4 skupinu (N=8) koja konzumira koko§ja jaja obogacena n-
3 PUFA, vitaminom E, selenom i luteinom

2. kontrolnu skupinu (N=6) koja konzumira obi¢na kokosja jaja.

Sudionici su zamoljeni da konzumiraju 3 kuhana jaja svaki dan tijekom trajanja studije,
otprilike u isto vrijeme svaki dan, uz preporuku da se konzumiraju ujutro. Istrazivanje je
provedeno tijekom 21 dana 1 ukljucivalo je 2 mjerenja ispitanika koja su provedena prvog i

zadnjeg dana istraZivanja.

4.3. Metode
4.3.1. Izolacija RNA

Vakuumska epruveta koja sadrzi etilendiamintetraoctenu kiselinu (EDTA) koriStena je za

prikupljanje uzoraka venske krvi. KoriStenjem gradijenta gustoce (Ficoll - Paque TM PLUS),



4. ISPITANICI I METODE

mononuklearne stanice periferne krvi (engl. peripheral blood mononuclear cell, PBMC) su
odvojene od venske krvi. Prikupljanje i obrada RNA visoke Cistoce i integriteta preduvjet je
za analize ekspresije gena i veliCine transkripta (mRNA). Ekstrakcija fenol-kloroformom i
izolacija kiselog gvanidin-tiocijanata po Chomczynski i Sacchi konvencionalne su tehnike za
izolaciju mRNA iz PBMC (27). Centrifugiranjem su odvojene stanice, a supernatant je
odbacen. Nakon toga, u uzorak je dodan 1 mL trizola, smjese gvanidin-tiocijanata i fenola
koji sluzi za odvajanje DNA i RNA od ostalih stani¢nih elemenata. Za odvajanje slojeva
koristi se 1-brom-3-klor-propan, te je uzorak vorteksiran i inkubiran na sobnoj temperaturi
osam minuta nakon Cega je slijedilo centrifugiranje 15 minuta na 12 000 okretaja. Supernatant
je odvojen u sterilne Eppendorf tubice, u koje je dodan izopropanol i uzorci su tijekom osam
minuta inkubirani na sobnoj temperaturi. Ponovljeno je centrifugiranje i ispiranje 75%-tnim
etanolom 1 taj postupak je ucinjen jos dva puta. Naposljetku je dodana Cista voda (NFW, engl.

Nuclease-Free Water) i mjerena koncentracija RNA pomocu nanofotometra IMPLENA (Slika

).

o~

Slika 1. IMPLEN (izvor: original autorice rada)

4.3.2. PCR u stvarnom vremenu

Primjenom PCR-a u stvarnom vremenu (BioRad, CFX96 Real-Time System) (Slika 2)

identificiran je izrazaj mRNA antioksidativnih enzima glutation peroksidaze 1 (sekvenca:

8
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forward: 5’-TATCGAGAATGTGGCGTCCC-3";, 1 reverse 5°-
TCTTGGCGTTCTCCTGATGC-3’), glutation peroksidaze 4 (sekvenca: forward: 5’-
TTCCGGTGTAACCAGTTCGG-3', i reverse 5-GTGGAGAGACGGTGTCCAAA-3"),
superoksid dismutaze (sekvenca: forward: 5’-GGCCTACGTGAACCTGA-3', 1 reverse 5’-
CAGGTTTGATGGCTTCCAGC-3") 1 katalaze. Pomo¢u GAPDH housekeeping gena
postavljeni su rezultati u normalan raspon. Sredinom 1990-ih razvijen je PCR u stvarnom
vremenu, tehnika za umnozavanje relativno kratkih (100-5000 parova baza) segmenata DNA
u brojne kopije. Kombinira fluorescenciju s konvencionalnim PCR-om. Svaka smjesa PCR
reakcije sadrzi kalup (DNA, cDNA ili RNA), oligonukleotidne pocetnice, sva cetiri
deoksiribonukleotida (dATP, dGTP, dCTP i dTTP), Taq DNA polimerazu, Mg2+ ione, PCR
pufer, fluorescentnu boju ili fluorescentno oznaCene oligonukleotidne probe. Enzimsko
kopiranje omogucuje ciljanoj nukleinskoj kiselini da se eksponencijalno umnozi u
ponavljaju¢im ciklusima. U svakom ciklusu, roditeljska DNA se odvaja denaturacijom (na 95
°C tijekom 15 s), zatim se hladenjem na 55 °C omogucuje hibridizacija (vezanje pocetnica s
komplementarnim sekvencama), a zatim elongacijom dolazi do sinteze novonastale DNA.
Elongacija Taq DNA polimeraze se dogada na 72 °C, §to je idealna temperatura za taj enzim.
Svaki ciklus sada sadrzi dva puta visSe molekula DNA, a novi lanci DNA koji se formiraju u
svakom ciklusu nakon toga sluze kao predloSci za vezanje pocetnica i sintezu nove DNA.
PCR u stvarnom vremenu preferirani je pristup za umnazanje velikog broja kopija nukleotida
zbog svoje brzine (PCR amplifikacija i rezultati mogu se dobiti za samo priblizno 30 minuta) 1

to¢ne kvantifikacije proizvedenih PCR proizvoda tijekom umnazanja.

Slika 2. PCR BioRad, CFX96 Real-Time System (izvor: original autorice rada)



4. ISPITANICI I METODE

4.4.  Statisticke metode

Sigma Plot v.12 (Systat Software, Inc, Chicago, USA) koriSten je za statisticku analizu.
Rezultati su prikazani aritmetickom sredinom 1 standardnom devijacijom. Normalna
raspodjela varijabli testirana je Shapiro-Wilk testom normalnosti. Razlike normalno
raspodijeljenih varijabli unutar obje skupine ispitanika testirane su pomocu t-testa (engl.
paired t-test), a razlike izmedu skupina testirane su analizom kovarijance (ANCOVA).
Rezultati su normalizirani na GAPDH housekeeping gen i prikazani kao preklopna promjena

(2—AACT). Statisticka znacajnost postavljena je na p<0,05.
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5. REZULTATI

5. REZULTATI

Izolacija ukupne RNA iz mononuklearnih stanica sportaSa provedena je na pocetku
eksperimenta i nakon tri tjedna protokola. Nakon izolacije, genski je izrazaj antioksidativnih
enzima odreden RT-PCR-om. Rezultati su dobiveni 2724t metodom, a p<0,05 je razina

statisticke znacajnosti.

5.1.  mRNA izrazaj antioksidativnih enzima u kontrolnoj skupini
Kontrolna skupina nije pokazala statisticki znacajnu promjenu u mRNA izraZaju niti jednog
antioksidativnog enzima nakon trotjedne konzumacije obi¢nih kokosjih jaja u usporedbi s

pocetnim mjerenjem (Slika 3).

CTRL
210

2 0 L 1]

Logaritamska promjena (Iogz)

&

& .
S R R 2

Slika 3. mRNA izrazaj antioksidativnih enzima u kontrolnoj skupini

Genski se izrazaj antioksidativnih enzima glutation peroksidaze 1 (Gpx1), glutation
peroksidaze 4 (Gpx4), superoksid dismutaze 2 (SOD?2) i katalaze (CAT) nije se statisticki
znacajno promijenio u kontrolnoj skupini nakon trotjednog dijetetskog protokola p>0,05.
Vrijednosti su izraZzene kao aritmeticka sredina prikazana kao kutija i standardna

devijacija prikazana kao barovi.
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5. REZULTATI

5.2. mRNA izrazaj antioksidativnih enzima u NUTRI4 skupini

Eksperimentalna ili NUTRI4 skupina konzumirala je obogacena kokoSja jaja. Nakon
zavrSetka protokola, drugo mjerenje pokazalo je statisticki znacajan porast u mRNA izrazaju
superoksid dismutaze 2 dok ostali antioksidativni enzimi nisu pokazali znacajnu razliku (Slika

4).

NUTRI4 GROUP
210

Logaritamska promjena (Iogz)

& Fo 4 Q¥ v
& R R O ©

Slika 4. mRNA izrazZaj antioksidativnih enzima u NUTRI4 skupini

Genski se izrazaj antioksidativnih enzima glutation peroksidaze 1 (Gpx1), glutation
peroksidaze 4 (Gpx4) i katalaze (CAT) statisticki se znac¢ajno promijenio nakon trotjednog
dijetetskog protokola u eksperimentalnoj skupini (NUTRI4). Statistickom metodom
ANOVA utvrdena je znacajna razlika genskog izrazaja enzima superoksid dismutaze
(SOD) (p=0,0091), dok kod genskog izrazaja ostalih antioksidativnih enzima nije doslo
do statisticke promjene nakon trotjednog dijetetskog protokola u NUTRI4 skupini
ispitanika. Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina prikazana kao kutija i

standardna devijacija prikazana kao barovi.
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6. RASPRAVA

6. RASPRAVA

Antioksidansi kao §to su n-3 PUFA, selen, lutein i vitamin E mogu imati pozitivan utjecaj na
mikrocirkulaciju. Prijasnja istraZivanja pokazala su kako konzumacija hrane obogacene n-3
PUFA poboljsava perifernu mikrovaskularnu reaktivnost, ali smanjuje aktivnost
antioksidativnih enzima u serumu §to moze ukazati na nisku razinu oksidativnog stresa (28,
29). n-3 PUFA takoder povecavaju antioksidativni kapacitet kod pacijenata sa dijabetesom
tipa 2 (30). Svojim djelovanjem na endotel, n-3 PUFA mogu smanjiti rizik od nastanka
kardiovaskularnih bolesti (31). Pozitivno djelovanje na smanjenje rizika od kardiovaskularnih
bolesti ima 1 vitamin E koji ublazuje oksidativni stres Sto posljedi¢no dovodi do smanjene
oksidacije lipoproteinskih Cestica niske gustoce (engl. low-density lipoproteins, LDL) 1 samim
time sprjeCava nastanak ateroskleroze (32). Kao sto je ve¢ spomenuto u uvodnom dijelu, selen
je sastavni dio antioksidativnih enzima te ima veliku ulogu u smanjenju oksidativnog stresa
samim time 1 kardiovaskularnog rizika. Pokazalo se kako ispitanici koji imaju koncentraciju
selena u serumu manju od 45 pG/L imaju i dva do tri puta veéi rizik od nastanka
kardiovaskularnih bolesti (33). Nadalje, istrazivanje provedeno na misevima pokazalo je
kako oralna primjena luteina povecava ukupni antioksidativni kapacitet (engl. total
antioxidant capacity, TAC), glutation 1 aktivnost GPx 1 SOD u serumu. Osim toga povecao je
1 mRNA izrazaj Cu/Zn SOD, MnSOD i GPx (34). Rezultati dobiveni ovim istraZivanjem u
skladu su s dosadasnjim istrazivanjima. Ispitanici koji su tri tjedna konzumirali obi¢na
kokoS$ja jaja nisu imali znacajan statisticki porast mRNA antioksidativnih enzima Gpxl,
Gpx4, SOD2 i CAT u odnosu na prvo mjerenje prije konzumacije istih. Nadalje, ispitanici
koji su konzumirali NUTRI4 ili kokosja jaja obogacena n-3 PUFA, vitaminom E, selenom i1
luteinom imali su znacajan porast mRNA izrazaja SOD2 u usporedbi s pocetnim mjerenjem i
kontrolnom skupinom dok ostali enzimi nisu pokazali znacajan porast. Razlog tome moze biti
kratko vrijeme konzumacije obogacenih jaja. Sportasi su svakodnevno pod fizioloskim
stresom koji moze biti popracen upalom i povecanim oksidativnim stresom. Zapadnjacki
nacin prehrane nema dovoljan udio n-3 PUFA te ih je stoga potrebno koristiti kao dodatak
prehrani ili u obliku funkcionalne hrane. Pokazalo se kako dodatak n-3 PUFA prehrani moze
dovesti do boljih rezultata kod sportasa, pove¢anog oporavka i smanjenja rizika od bolesti
(35). Funkcionalna hrana sadrzi tvari koje pokazuju pozitivan ucinak na zdravlje i tjelesne
funkcije te smanjuju rizik od nastanka bolesti. Funkcionalna hrana je stvarna hrana koja se

moze preporuciti sportaSima za optimalni performans i poboljSanje zdravlja (18).
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7. ZAKLIJUCCI

7. ZAKLJUCCI

Y

2)

3)

Konzumacija obi¢nih koko§jih jaja nije dovela do statisticki znacajne promjene

mRNA izrazaja antioksidativnih enzima u odnosu na prvo mjerenje.

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

uzrokovala je znacajno povec¢anje mRNA izrazaja SOD2 u odnosu na prvo mjerenje.

Eksperimentalna skupina je imala ve¢i izrazaj SOD2 u odnosu na kontrolnu skupinu.
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8. SAZETAK

8. SAZETAK
CILJ ISTRAZIVANJA: Cilj je bio odrediti mRNA izrazaj antioksidativnih enzima GPxl,
GPx4, SOD2 i CAT kod sportasa koji su konzumirali obi¢na ili obogacena kokosja jaja.

NACRT STUDIE: Randomizirana, dvostruko slijepa, kontrolirana intervencijska studija
(Clinical Trials ID: NCT04564690).

ISPITANICI T METODE: Ispitanici su zdravi, mladi sportasi podijeljeni u dvije skupine:
kontrolna (N=6) 1 Nutri4 (N=8). Ispitanici u skupini "Nutri4" konzumirali su koko§ja jaja
obogacena n3-PUFA (1026 mg/dnevno), luteinom (616 mg/dnevno), selenom (0,191
mg/dnevno) i vitaminom E (1098 mg/dnevno), a kontrolna grupa je konzumirala obi¢na
kokos§ja jaja (438 mg n-3 PUFA, 110 mg luteina, 0,181 mg selena i 595 mg vitamina E
dnevno). Izraza) mRNA Gpx1, Gpx4, SOD2 i CAT odredena je PCR-om u stvarnom vremenu
(BioRad, CFX96 Real — Time System). Rezultati su normalizirani na GAPDH housekeeping
gen 1 kontrolu i prikazani kao preklopna promjena (2—AACT). Jednosmjerna ANOVA je
provedena za statisticku analizu s Tukey post hoc testom; p<0,05 smatra se statisticki
znacajnim.

REZULTATI: Konzumacija obogaéenih kokos§jih jaja dovela je do znacajnog povecanja
mRNA izrazaja SOD2, dok ostali enzimi nisu imali znacajnu razliku u kontrolnoj,
eksperimentalnoj niti izmedu dvije skupine.

ZAKLJUCAK: Dosada$nji rezultati podupiru hipotezu da funkcionalna hrana moze biti

prirodni antioksidans.

KLJUCNE RIJECI: Antioksidansi; Oksidativni Stres; RNA, Messenger; Sportasi
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9. SUMMARY

9. SUMMARY
mRNA EXPRESSION OF ANTIOXIDANT ENZYMES IN ATHLETES CONSUMING

ENRICHED HEN EGGS

OBJECTIVES: The aim of this study was to assess mRNA expression of antioxidant enzymes
Gpx1, Gpx4, SOD2 and CAT in athletes who consumed regular hen eggs or enriched eggs.
STUDY DESIGN: Randomized, double-blind, controlled interventional study (Clinical Trials
ID: NCT04564690).

PARTICIPANTS AND METHODS: This study was conducted in young, healthy athletes
divided to: control group (N=6) and Nutri4 group (N=8) who consumed 3 hen eggs per day
for 3 weeks. Subjects in the "Nutri4" group consumed hen eggs enriched with n3-PUFAs
(1026 mg/daily), lutein (616 mg/daily), selenium (0.191 mg/daily) and vitamin E (1098
mg/daily) and control subjects consumed regular hen eggs (438 mg of n-3 PUFAs, 110 mg of
lutein, 0.181 mg of selenium and 595 mg of vitamin E daily). mRNA expression of Gpxl,
Gpx4, SOD2 and CAT was determined with real time PCR (BioRad, CFX96 Real — Time
System). Results were normalized to GAPDH housekeeping gene and control and presented
as fold change (2-AACT). One way ANOVA was conducted for statistical analysis with
Tukey post hoc test; p<0.05 was considered statistically significant.

RESULTS: Consumption of enriched hen eggs caused a significant increase in SOD2 mRNA
expression, while other antioxidative enzymes’ mRNA expression did not exhibit significant
difference in control, NUTRI4 or between groups.

CONCLUSION: Current results support the hypothesis that functional food has a capacity to
act as natural antioxidant.

KEY WORDS: Athletes; Antioxidants; Oxidative Stress; RNA, Messenger
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