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1. UvoD

1.1. Fizicka aktivnost i kardiovaskularno zdravlje

O pozitivnom utjecaju fizicke aktivnosti na zdravlje pisali su jo$ anticki mislioci, ali sustavna
istrazivanja na tu temu zapocela su tek sredinom proslog stoljeca. Medu prvim znacajnim
studijama o utjecaju fiziCcke aktivnosti na kardiovaskularni (CV) mortalitet bila je na
zaposlenicima londonskog javnog prijevoza 1950-ih godina, kada su Morris i njegovi suradnici
demonstrirali znatno nize stope kardiovaskularnih bolesti bile kod kontrolora autobusa koji su
tjelesno aktivni nego kod vozaca koji su sedentarni. Sljedeca studija iste istrazivacke skupine
pokazala je slicne rezultate izmedu postara koji su fizicki aktivni naspram sedentarnih
sluzbenika u drzavnim sluzbama (1). Veliki napredak u ovome podruéju ostvario je i britanski
profesor Ralph Paffenbarger sa svojim studijama na lu¢kim radnicima te biv§im studentima
Harvarda gdje je pokazao veliku korist redovite fizicke aktivnosti u smanjivanju rizika od
sr¢anog udara. Iz tih studija, doSao je do zakljucka kako bi cilj tjedne fizicke aktivnosti koja
ima protektivni u¢inak na CV bolesti trebao biti oko 2000 kcal (2,3). Nakon pocetnih studija,
velik broj drugih istrazivanja takoder je pokazao da fizicka aktivnost vezana uz profesiju ili
redovito vjezbanje imaju utjecaj na smanjenje CV rizika i do 50 %, a redovita i intenzivna
fizicka aktivnost mogu smanjiti CV rizik ¢ak za 60 — 70 %. Ukoliko se uz ovakve ucinke
tjelesne aktivnosti prate smjernice vezane za pusenje, pretilost te prehranu, postize se snazan

uc¢inak na dugovje¢nost te kvalitetu zivota pojedinca (4).

1.2. Redovita fizicka aktivnost

Nakon provedenih brojnih studija, Cinjenica koja je danas opéeprihvacena je da redovita
tjelesna aktivnost ima blagotvoran u¢inak na osjetljivost na inzulin, lipidni profil, sastav tijela,
ali i krvozilni sustav zdravih pojedinaca, ali i CV-ih bolesnika. Takoder, dokazano je i da
redovita tjelesna aktivnost znacajno reducira rizik od razvitka CV-ih bolesti te da je fizicka
sprema pojedinca barem jednako vazna kao i preostali tradicionalni riziéni faktori (pusenje,
dijabetes, pretilost, arterijska hipretenzija) za kardiovaskularnih bolesti, ali i smanjenje
smrtnosti od istih. (5). Navedeno potvrduje i ¢injenica da su U SvVOje sSmjernice za prevenciju

CV-ih bolesti sva kardioloska i kardiovaskularna drustva, pa tako i Europsko kardiolosko



drustvo ukljucilo i tjelesnu aktivnost odnosno tjelovjezbu kao klasa I preporuka. Preporuka je
teziti barem 150-300 minuta umjerene tjelesne aktivnosti tjedno ili 75-150 minuta intenzivne
aerobne tjelesne aktivnosti tjedno ili kombinacija prethodno navedenih vrsta aktivnosti kako bi
se smanjila ukupna smrtnost pa i smrtnost od kardiovaskularnih rizika. Pod umjerenu tjelesnu
aktivnost smatra se npr. hodanje brzim tempom (4.1-6.5 km/h), lagana voznja biciklom,
usisavanje, kosnja travnjaka, tenis, odnosno odrzavanje pulsa izmedu 64-76% od maksimalnog.
Dok bi se pod intenzivno vjezbanje moglo svrstati tr¢anje, brza voznja biciklom, kopanje u vrtu,

plivanje, odnosno odrzavanje pulsa izmedu 77-95% od maksimalnog (6).

Primarni cilj organizma povecanje je maksimalnog aerobnog kapaciteta (VO2 max) kao
prilagodba na redovitu aerobnu tjelesnu aktivnost. Promjena brojnih drugih fizioloskih varijabli
podrzava i potpomaZze ovoj prilagodbi. Ucestalost, intenzitet i trajanje vjeZbanja imaju velik
utjecaj na razinu prilagodbe organizma na istu, pa tako redovito izlaganje akutnoj aerobnoj

vjezbi ima velik utjecaj na hemodinamske parametre organizma.

Masa i dimenzija sréanog misica, a posljedi¢no tome i sréani udarni volumen (SV, eng. stroke
volume) su povecani kod osoba koje redovito vjezbaju primarno aerobne treninge (7). Ovakva
prilagodba nastaje kroni¢nim optere¢enjem srca povecanim volumenom uzrokovanim takoder
velikim venskim priljevom (velik zavr$ni dijastoli¢ki volumen, engl. end-diastolic volume,
EDV) sto dovodi do poveéanja zavrSnog dijastolickog promjera lijeve klijetke, a time i
kona¢nim povecanjem mase lijevog vertikala (8). Scharhag i suradnici su u svojoj studiji
usporedivali veli€¢inu lijeve 1 desne klijetke kod sportasa 1 sedentarnih pojedinaca slicne dobi 1
grade. Koriste¢i magnetnu rezonancu dosli su do zakljucka kako sportaSi imaju balansirano
znacajno vecu masu lijeve, ali i desne klijetke, kao i povecan lijevi i desni EDV usporedno sa
sedentarnim ispitanicima (9). Osim povecanja sréanog miSi¢a, U brojnim presjeéenim ali i
longitudinalnim studijama pokazano je da redovita aerobna vjezba izaziva i poveéanje
volumena krvi. Navedene studije su pokazale da sportasi u prosjeku imaju 20 - 25 % vecu
koli¢inu krvi usporedno sa sedentarnim kontrolama. Takav porast koli¢ine krvi prvenstveno je
rezultat povecanja volumena plazme, a neovisno je o spolu i dobi (10). Do takve prilagodbe
dolazi vrlo brzo, u samo desetak dana redovitog vjezbanja, a smatra se pozeljnim jer niZi
hematokrit zna¢i manju viskoznost krvi $to ubrzava njen protok pa tako i dopremu kisika i

hranjivih tvari u ciljna tkiva (11).

Sportasi u prosjeku dokazano imaju nize vrijednosti pulsa u mirovanju usporedno sa

sedentarnim pojedincima, a jedan od najlakse prepoznatljivih indikatora uvjezbanosti sportasa



upravo je bradikardija. Sr¢ani minutni volumen (engl. cardiac output, CO) kod sportasa jednak
je onome kod sedentarnih ispitanika, ali pove¢an udarni volumen omogucava nizi broj otkucaja
u mirovanju (12). Povecan SV sportasa doprinosi znac¢ajnom povecanju CO-a kod sportasa u
maksimalnom naporu, tako je demonstrirano da pojedini sportasi mogu povecati vrijednosti
CO-a ¢ak do 35 L/min. Takav povecan SV sportasa objasnjen je putem povecanih sréanih
dimenzija, pove¢anog volumena plazme te povec¢anog venskog priljeva i posljedi¢no povezane
sposobnosti ventrikula za istezanje te prilagodbu pove¢anom venskom priljevu (13). Kada je u
pitanju arterijski tlak (BP) (dijastoli¢ki krvni tlak, DBP; sistoli¢ki krvni tlak, SBP; srednji
arterijski krvni tlak, MAP) usporedno sa sedentarnim pojedincima, sportasi su imali vrlo malu
ili nikakvu razliku u vrijednostima istog pri mirovanju, ali i za vrijeme submaksimalne vjezbe

ili maksimalnog opterecenja (12).

Osim studija o redovitoj fizickoj aktivnosti te njegovom utjecaju na razvoj kardiovaskularnih
bolest, brojne studije su provedene na drugim ¢imbenicima rizika za razvoj istih. Pa je tako
provedena studija od strane Ridkera i suradnika o utjecaju visokih doza statina na progresiju
CV-ih bolesti kod visokorizi¢nih pacijenata te komplikacija vezanih uz iste. Rezultati studije
demonstrirali su da su razine LDL-a (lipoproteina male gustoce, eng. low-density lipoprotein)
nakon intervencije bile nize 50-ak %, a za razvoj CV-ih incidenata rizik se smanjio za 30 -
50 % (14). Iz navedenog rada mozemo vidjeti da je smanjenje CV-0g rizika priblizno onome 0
kojem su izvijestile studije o efektu fizicke aktivnosti i redovitog vjezbanja na CV zdravlje,
odnosno moglo bi se zakljuciti kako umjerena do intenzivna redovita tjelesna aktivnost reducira
CV-i rizik priblizno jednako kao i veliko smanjenje vrijednosti kolesterola (15). Ali,
interesantno je napomenuti kako su provedene studije o utjecaju tjelesne aktivnosti na snizenje
vrijednosti LDL-a ili povisenje HDL-a (HDL kolesterol, eng. high-density lipoprotein)

pokazale skroman ucinak (16).



Redovita fizicka
aktivnost

Slika 1.1. Utjecaj redovite fizicke aktivnosti na kardiovaskularni sustav. LDL, lipoprotein
niske gustoce (izvor: izradio autor disertacije)

Takoder, brojne studije istrazivale su utjecaj vjezbanja na krvni tlak i iako se pokazalo da
vjeZzbanje ima znacajan utjecaj na prevenciju razvoja hipertenzije, ucinak na vrijednosti
krvnoga tlaka u odnosu na antihipertezivne lijekove relativno je skroman (17,18). Nesto bolji
uc¢inak vjeZbanje je imalo na pojavu dijabetesa tipa 2, odnosno neke od studija pokazale su
smanjenje relativnog rizika za razvoj dijabetesa tipa 2 za oko 40 % kod ljudi sa pojatanom
fizickom aktivnosti (19). Studija provedena od strane Knowlera i suradnika demonstrirala je da
promjene u Zivotnim navikama, odnosno pojacana fizi¢ka aktivnost bolje smanjuje incidenciju
dijabetesa kod visokorizi¢nih osoba od metformina, i to za ¢ak 58 %, usporedno sa

metfrominom koji tu incidenciju smanjuje za 30-ak % (20).

Gore navedeni podatci govore o uéinku fizi¢ke aktivnosti na CV-o zdravlje ovisnom o ucinku
na uobicajene CV-e rizicne ¢imbenike (dijabetes, lipidi u krvi, arterijski tlak), ali osim tog
posrednog ucinka, fizi¢ka aktivnost djeluje na CV zdravlje i drugim mehanizmima. Studija na
27000 zena koju su proveli More i suradnici demonstrirala je 40 % smanjenje CV-og rizika kod
ispitanica c¢ija je procijenjena tjedna tjelesna aktivnost >1500 kalorija u usporedbi sa
ispitanicama Cija tjedna aktivnost nije prelazila 200 kalorija (21). Ukupno gledajuéi, u¢incima

vjezbanja na tradicionalne ¢imbenike rizika mogli bi se pripisati 0ko 60 % tog smanjenja rizika



za sve oblike CV-ih bolesti. Preostalin 40 % kardioprotektivnih u¢inaka redovite tjelesne
aktivnosti nije u potpunosti razjasnjen i naziva se razlika u faktorima rizika (engl. risk factor
gap) (22). Brojna istrazivanja posljednjih godina usmjerena je upravo na bolje razumijevanje
,.Iisk factor gapa“, odnosno efekta redovite tjelesne aktivnosti na preostale ¢imbenike rizika.
Jedan od vaznijih preostalih ¢imbenika, prema velikom broju istrazivanja, svakako bi bio i
izravan ucinak vjezbanja na vaskularno zdravlje i endotelnu funkciju (22). Tako su DeSouza i
suradnici u svojoj studiji pokazali kako su sedentarni mladi ispitanici imali znacajno bolju
endotelnu funkciju, mjerenu acetilkolin-induciranom dilatacijom na kozi podlaktice, od
sedentarnih starijih ispitanika. Nasuprot tome, nije bilo razlike u u¢inku izmedu mladih i starih

ispitanika koji su bili fizicki aktivni (23).

1.3. Akutna fizi¢ka aktivnost

Akutna aerobna fizicka aktivnost ima kompleksan ucdinak na razne sustave u ljudskom
organizmu od kojih je najopsezniji onaj na respiratorni, miSi¢ni te kardiovaskularni. Velik
ucinak na fiziolo$ki odgovor, a time i na izvedbu tijekom aerobnog napora, takoder imaju dob,
spol te genetske predispozicije. Pa tako genetske predispozicije uzrokuju 20 - 40 %
varijabilnosti maksimalnog aerobnog kapaciteta, dok dob uzrokuje progresivno opadanje istog,
a vrijednosti kod Zena su u prosjeku manje za 25 % nego kod muskaraca (24). lako su svi
navedeni sustavi (pluéni, respiratorni, misi¢ni te CV) ukljuceni u orkestriranje odgovarajuceg
odgovora na aerobnu vjezbu iznimno vazni, najvecu ulogu u istom ima CV sustav, posebno

sistoli¢ka i dijastolicka funkcija srca (25).

PotroSnja energije 1 kisika znatno je veca u akutnom aerobnom treningu nego statickom ili
dinami¢kom treningu, a to¢na koli¢ina ovisi o trajanju aktivnosti, te 0 njegovom intenzitetu.
Postoji nekoliko vrsta akutnih aerobnih treninga, a kategoriziraju se prema potrosnji kisika i to
u slijede¢e vrste: dugotrajni (>30 min), submaksimalni trening ili trening s progresivnim
povisenjem intenziteta do maksimuma (povecanje od ~30 % do 100 % VO2 max), umjereni do
teski (60 - 85 % VO2 max) te kratkotrajni (5 - 10 min), lagani (30 - 49 % maksimalne potroSnje
kisika, VO, max) do umjereni (50 - 74 % VO max) submaksimalni trening (26). Trening s
progresivnim povisenjem intenziteta do maksimuma sastoji se od slijeda stadija od nekoliko
minuta kako bi se postiglo stabilno stanje (tzv. steady state), od koji svaki progresivno postaje
tezi, a nastavljaju se do postizanja potpune iscrpljenosti. Cilj ovakvih testova je kvantificiranje

fizioloske reakcije na rad i iscrpljenje te maksimalno optereéenje organizma koji pojedinac
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moze obavljati (26). U mirovanju, CO je konstantan te prosje¢no kod odraslih ljudi iznosi 5
L/min. Nasuprot tome CO tijekom maksimalnog optere¢enja u vjezbi moze narasti viSestruke
te varira od 20 L/min kod mladih zdravih sedentarnih pojedinaca pa sve do 40 L/min kod elitnih
sportasa koji se bave aerobnom vrstom sporta. Porast CO tijekom treninga pod u¢inkom je
porasta SV te pulsa koji oba znacajno rastu tijekom aerobne vjezbe. CO se tijekom treninga s
postupnim povisenjem intenziteta povecava linearno te dostize plato pri maksimalnom
iscrpljenju. Smatra se da se pocCetno povecanje CO kod sedentarnih pojedinaca postize
povecanjem 1 SV i pulsa, a nakon opterecenja vec¢eg od 50 % VO, max, daljnje povecanje CO
se postize jedino na racun povecanja pulsa (27, 28), dok se kod sportaSa smatra da SV raste ¢ak
i pri maksimalnom opterecenju (29). Tocan odgovor SV na trening s postupnim povisenjem
intenziteta jo$§ uvijek je tema rasprave; neke od studija demonstrirale su da do smanjenja SV-a
dolazi pri maksimalnom optere¢enju (30). Veéina proturje¢nih podataka vrlo vjerojatno
proizlazi iz primjene razli¢itih protokola, tehniCke zahtjevnosti mjerenja UV-a tijekom
maksimalnog opterecenja, primjene razlicitih protokola te same varijabilnosti medu ispitivanim
pojedincima. Puls se za vrijeme najveeg dijela submaksimalnog povecanja intenziteta
povecava linearno, a pri maksimalnoj vjezbi se postize plato. Prema istrazivanjima, stanice
sr¢anog misi¢a se teoretski mogu kontrahirati gotovo 300 puta u minuti, ali toliki broj
kontrakcija srca u minuti onemogucilo bi adekvatno punjenje srca, Sto bi dovelo do smanjenja
SV-ai CO-a, tako da maksimalan puls rijetko prelazi 210/min (31,32). SBP se tijekom treninga
S postupnim poviSenjem intenziteta povecava linearno i u maksimalnom optereéenju postize
plato, Cesto dostizu¢i vrijednosti 1 do 200 mmHg u treniranih pojedinaca. Unato¢ smanjenom
ukupnom perifernom otporu (engl. total peripheral resistance, TPR), porast SV znacajno je
veci te uzrokuje takvo povisenje SBP. Za razliku od SBP, DBP ostaje razmjerno konstantan
tijekom akutnog treninga jer je u vaskulaturi aktivnog miSica vazodilatacija izbalansirana
vazokonstrikcijom u drugim krvnim zilama. Ukoliko kod pojedinaca dode do pretjeranog ili
prebrzog porasta SBP istrazivanja su pokazala da isti imaju veéi rizik za razvoj mozdanog
udara, hipertenzije te CV-og mortaliteta opCenito naspram pojedinaca s primjerenim porastom
SBP-a tijekom ovakvog treninga (33—-35). Zbog izrazene vazodilatacije u aktivnim tkivima pri
intenzivnom treningu kao odgovor na tkivne potrebe TPR se smanjuje po negativno
zakrivljenom uzorku. Takoder, tijekom treninga dolazi do znac¢ajne redistribucije krvotoka te
je najveci postotak CO-a usmjeren u aktivne misic¢e dok je protok kroz bubrege, probavni sustav

i kozu smanjen (26).



1.4. Endotel, endotelna funkcija i disfunkcija

Dinami¢na priroda endotela, unato¢ njegovoj osnovnoj strukturi, ¢ini ga izuzetno kompleksnim
organom koji oblaze cijeli vaskularni sustav (36, 37). Vaskularni endotel sastoji se od
jednostani¢nog sloja endotelnih stanica prekrivenih endotelnim glikokalisksom, slojem koji se
sastoji od glikoproteina, proteoglikana te glikozaminoglikanskih lanaca (38). S obzirom na
mjesto i organ u kojem se nalaze, endotelne stanice pokazale su znacajne razlicitosti U Svom
izgledu i povrSinskim sastojcima. Paracelularna propusnost koja je se takoder razlikuje ovisno
0 organskom sustavu u kojem se¢ endotelne stanice nalaze najviSe ovisi o medu-endotelnim
spojevima, strukturama koje posreduju u adheziji izmedu endotelnih stanica. Identificirane su
dvije vrste endotelnih spojeva obzirom na propusnost: adhezijski spojevi i ¢vrsti spojevi. Cvrsti
spojevi formiraju se na temelju homofilnih interakcija izmedu okludina, kladina i molekule
adhezije spoja izmedu susjednih stanica, dok su adhezijski spojevi uglavnom gradeni od VE-
kaderina. Osim toga, endotelna obloga povezana je s izvanstraniénim matriksom putem
fokalnih adhezija, koje se sastoje od transmembranskih integrina te obitelji proteina koji
povezuju aktin. Navedene strukture adhezije odrzavaju integritet vaskularnog endotelia
djelujuci protiv kontraktilne sile aktomiozina, a neravnoteza izmeZzu kontraktilne 1 adhezivne
sile rezultira disfunkcijom barijere. (39, 40). Upravo te varijacije endotelu omoguéuju da u
provodnim zilama velikog promjera (vene, arterije, venule i arteriole) provode krv od srca do
ciljnog organa te natrag bez znacajnog gubitka krvne tekucine ili tvari u fizioloskim uvjetima.
Za razliku od njih, u kapilarama endotel omoguéava izmjenu otopljenih tvari i tekucina izmedu
intra- i ekstra- vaskularnih odjeljaka (41). Osim toga, ova varijabilnost endotelnih stanica

omogucuje niz funkcija specifi¢no prilagodenih organima u kojima se nalaze (42).

Neke od najvaznijih funkcija endotela su kontrola vaskularnog tonusa, regulacija proliferacije
glatkih misi¢nih stanica, inhibicija agregacije trombocita, modulacija migracije leukocita te
moduliranje propusnosti vaskularne stijenke, a imaju i sposobnost identifikacije te adaptacije
na razli¢ite mehanicke, humoralne i hemodinamske podrazaje, shematski prikazano na Slici 1.2
(43,44).
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Slika 1.2. Shematski prikaz funkcija endotelne stanice i njenih osnovnih funkcija. (izvor:
izradio autor disertacije)

Ipak, isti¢e se uloga endotela u odrzavanju vaskularnog tonusa, gdje je ta uloga kljucna, a
promjene vaskularnog protoka u slozenom su medudjelovanju s endotelom. Zdrav endotel je
sposoban izazvati vazodilataciju u odgovoru na nagle promjene u protoku krvi, Sto se Cesto
naziva "zilni stres". Krv utjeCe na stijenku krvnih zila putem dviju klju¢nih sila. Prva je sila
smicanja (engl. shear stress), koja je usko povezana s protokom Kkrvi, usmjerena na jedinicu
povrsine. Druga je sila izravna sila istezanja, koja djeluje okomito na stijenku i jednaka je

krvnom tlaku (engl. cyclic strain). Znac¢ajno svojstvo endotelnih stanica je njihova mogucnost
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pretvaranja mehanickih sila u bioloske reakcije. Mehanoreceptori na stani¢noj povrsini biljeze
rastezanje stijenke krvnih zila, §to pokreé¢e niz molekularnih dogadaja. Ovi dogadaji mogu
ukljucivati dugoro¢ne mehanizme, kao $to je regulacija gena koja dovodi do restrukturiranja
krvnih zila, ali 1 brze reakcije, uklju¢uju¢i naglu promjenu zilnog tonusa. Ovi medusobno
povezani procesi ¢ine dio slozenog i nespecificnog odgovora endotela na razli¢ite mehanicke

podrazaje, $to ¢esto pokrece niz adaptacijskih odgovora, kako akutnih tako i kroni¢nih (45).

U posljednjih nekoliko desetlje¢a otkriveno je i definirano viSe endotelnih ¢imbenika
relaksacije (engl. endothelium-derived relaxing factors, EDRF). Prvim definiranim i
najtemeljitije istrazivanim EDRF-om smatra se dusikov oksid (NO), a njega slijede endotelni
hiperpolariziraju¢i faktor (engl. endothelial-derived hyperpolarization factor, EDHF) i
prostaciklin (prostaglandin 12; PGI2). Dusikov oksid prvi je EDRF za koji je potvrdeno da ima
sposobnost opustanja glatkih miSiénih stanica krvnih Zila (46,47). U endotelnim stanicama, NO
se sintetizira iz L-arginina pomoc¢u enzima poznatog kao endotelna NO sintetaza (eNOS), i
oslobada se iz stanica kao odgovor na Zilni stres (engl. shear stress) ili razli¢ite spojeve poput
acetilkolina ili bradikinina. Konac¢ni rezultat oslobadanja NO-a je opuStanje glatko-miSi¢nih
stanica krvnih zila i posljedi¢na vazodilatacija (46,48,49). Drugi bitan EDRF, prostaciklin, koji
se jednim dijelom otpusta u odgovoru na Zilni stres pripada obitelji vazoaktivnih metabolita
enzima ciklooksigenaze (COX-1 i COX-2), a sintetizira se iz arahidonske kiseline (50). PGI>
prema istrazivanjima ne doprinosi odrzavanju bazalnog vaskularnog tonusa velikih provodnih
krvnih zila nego se otpusta na poticaj razlicitih agonista, za razliku od NO-a (51,52). Molekule
koje dovode do hiperpolarizacije glatkih miSi¢nih stanica krvnih Zila te posljedi¢ne
vazokonstrikcije krvne zile skupno se nazivaju EDHF, a do danas je otkriven velik broj koji
svoje djelovanje ostvaruju u razli¢itim tkivima i vrstama. Veéi broj njih sa vaznijim
djelovanjem su prikazani u Tablici 1.1., a dobro istrazeni su: K+ (53), metaboliti citokroma
P450 (kao sto je EETs, eng. epoxyeicosatrienoic acids) (54-56), produkti lipooksigenaze (57),
vodikov peroksid (H202) (58), cikli¢ni adenozin monofosfat (cAMP) (59), te natriuretski peptid
tip C (60). Kao protuteza brojnim vazodilatacijskim ¢imbenicima, endotel je takoder mjesto
sinteze vaznih endotelnih ¢imbenika kontrakcije (eng. endothelial-derived constricting factors,
EDCF), dva najznacajnija od njih su tromboksan (TXAZ2) i endotelin-1 (ET-1). ET-1 djeluje
kao fizioloski antagonist NO-a i podlijeZe regulaciji razli¢itim ¢imbenicima, ukljucujuéi Zilni
stres, adrenalin, oksidirani LDL, angiotenzin I, i upalne citokine (61-64). ET-1 moze povisiti
krvni tlak 1 izazvati vaskularnu i miokardijalnu hipertrofiju, §to predstavlja znacajne rizi¢ne

¢imbenike za kardiovaskularne bolesti (65,66). Drugi vazan EDCF je TXA2, koji se sintetizira



putem enzima COX i tromboksan sintetaze iz arahidonske kiseline. Odrzavanje ravnoteze
izmedu proizvodnje PGI2 i TXA:2 od sustinskog je znacaja za homeostazu u zdravim krvnim
zilama. Povecana proizvodnja TXA2 moze rezultirati vazokonstrikcijom i agregacijom
trombocita, $to povecava rizik od kardiovaskularnih incidenata (67,68). Ovaj slozeni sustav
vazoaktivnih ¢imbenika koji potjecu iz endotela ima klju¢nu ulogu u odrzavanju normalne
funkcije krvnih Zzila te fizioloSke ravnoteze. Unato¢ mnogim neodgovorenim pitanjima o

njihovoj preciznoj ulozi u vaskularnom zdravlju i bolesti, njihova vaznost je neosporna.

Tablica 1.1. Cimbenici s vazokonstrikcijskim i/ili vazodilatacijskim djelovanjem u
krvnim Zilama

Vazodilatatori

Vazokonstriktori

Lokalni mehanizmi:
1 NO

1 pO2

Adenozin

1 K*, 1 HY, 1 HoS
PoviSena temperatura

Lokalni mehanizmi:
7 p0O2

Adrenalin
Noradrenalin

Niska temperatura

Sistemski mehanizmi:

PGl;

PGE;3
Endotelin B
Bradikinin
Kalikrein
Histamin
Serotonin

Sistemski mehanizmi:

Angiotenzin Il
Serotonin
Vazopresin
Endotelin A
Tromboksan Az
PGA:, PGFy,
Kisikovi radikali

Endotelna disfunkcija (ED) je poremecaj endotela i njegove funkcije koja obuhvaca niz
patoloskih stanja, a u najuzem smislu se podrazumijeva pocetna lokalizirana mehanicka ozljeda
Zilne intime. Daljnjom progresijom endotelne disfunkcije dolazi do neadekvatne, kontinuirane
I ukupne endotelne aktivacije, vazne za razvoj brojnih klinicki manifesnih patoloskih stanja
(37). ED se razvija uslijed izlozenosti mehanickim podrazajima i djelovanja raznih bioloskih
medijatora, ukljucuju¢i endotoksine, histamin, leukotriene, interlukin 1 (IL-1), interleukin 2
(IL-2), tumor-nekrotizirajuci faktor-o. (TNF-a), prostaglandin 12 i E2, PAF, te angiotenzina Il

(ANG II). Takoder ED se moze razviti kao rezultat izravne reakcije na veéinu poznatih
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¢imbenika rizika za kardiovaskularne bolesti (69). Endotelna stanica u svom ,,mirnom‘ stanju
ima antikoagulantni i vazodilatacijski u¢inak, a osnovu ED ¢ini njegova neprimjerena
aktivacija, koja je povezana s istodobnim izrazavanjem upalnih, prokoagulatnih i
vazokonstrikcijskih svojstava (70). Jedno od bitnih obiljezja ED-e je nedovoljna raspoloZivost
NO-a, suprotno od klju¢nih osobina zdravog endotela, sposobnosti otpustanja vazoaktivnih
tvari te reguliranje krvnog protoka. Potencijalni uzroci reducirane biodostupnosti NO-a mogu
biti manjak enzimatskog kofaktora tetrahidrobiopterina s prate¢com nekompetentnos¢u eNOS-
a, nedostatak L-arginina, genetske razlike u izrazaju, aktivnosti i/ili posttranslacijskim
modifikacijama eNOS-a (71) te kemijskim reakcijama uzrokovano blokiranje NO-a, u ¢emu
glavnu ulogu vjerojatno imaju radikali kisika. Ravnoteza izmedu dostupnosti NO i djelovanja

vazokonstrikcijskih ¢imbenika klju¢na je za vazokonstrikcijski fenotip endotelnih stanica u ED.

Osim smanjenja vazodilatacije krvnih zila ovisne o endotelu, razvoj endotelne disfunkcije (ED)
ima niz drugih patofizioloskih posljedica: 1) abnormalna reaktivnost krvnih zila i njihova
sklonost spazmu (ukljucuju¢i paradoksalnu vazokonstrikciju na acetilkolin); 2) povecéana
permeabilnost endotela za velike molekule poput lipoproteina, $to dovodi do deformacije
endotelnih stanica i nastanka patoloSkih medustani¢nih pukotina; 3) povecana ekspresija
topljivih stani¢nih adhezijskih molekula (sCAMs); 4) novacenje i nakupljanje monocita i
makrofaga u unutra$njem sloju krvnih zila, poznatom kao intima; 5) povecana proliferacija i
migracija glatkih miSi¢nih stanica kao i Smanjena regeneracija endotelnih stanica i 6) poremecaj
hemostatske ravnoteze okarakterizirane stvarenjem trombina, ekspresijom prokoagulacijskih

molekula, odlaganjem fibrina te agregacijom i adhezijom trombocita (72—74).

Dio patofizioloskih ¢imbenika koji promicu razvoj endotelne disfunkcije i predstavljaju
znacajne rizi¢ne ¢imbenike za kardiovaskularne bolesti uklju€uju aktivaciju citokina u upalnim
procesima, prisutnost slobodnih radikala kisika (engl. reactive oxygen species, ROS) i
oksidativni stres, glikozilaciju metabolita u dijabetesu i procesu starenja, puSenje, hipertenziju,
kroni¢nu hiperkolesterolemiju, poviSenu koncentraciju oksidiranog LDL kolesterola u plazmi
kao i njegova akumulacija u stijenkama krvnih zila te infekcije uzrokovane virusima,

bakterijama ili drugim patogenima (75,76).
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1.5. Utjecaj fiziCke aktivnosti na mikrocirkulaciju

1.5.1. Utjecaj redovite fizicke aktivnosti na mikrocirkulaciju

Neke od ranije provedenih studija na mikrocirkulaciji pokazale su da do poboljsane
vazodilatacije mikrozilja koze moze do¢i ve¢ nakon nekoliko tjedana do nekoliko mjeseci
redovite tjelesne aktivnosti. Vecina tih studija proucavala je reakciju mikrocirkulacije na izvana
primijenjeni o endotelu ovisni (acetilkolin, ACh) i/ili o endotelu neovisni (natrijev nitroprusid,
SNP) vazodilatator. Jedna od prvih takvih studija bila je studija koju su proveli Kvernmo i
suradnici, a usporedivali su reakciju mikrovaskularnog protoka u kozi podlaktice profesionalnih
sportaSa i kontrolnih ispitanika sa umjerenom tjelesnom aktivnosti na aplikaciju acetilkolina i
natrijevog nitroprusida kroz kozu pomocu perfuzije koriste¢i LDF. U studiji jesudjelovao
ukupno 9 trkaca te 9 kontrolnih ispitanika. Prije i nakon odradenog treninga na pokretnoj traci
ucinjena su mjerenja. Rezultati studije pokazali su bolji odgovor na aplikaciju ACh-a kod
profesionalnih sportasa, dok je razlika izostala u odgovoru na SNP izmedu dvije navedene
skupine (77). Osim na sportaS§ima, brojne studije su provedene i na sedentarnim pojedincima,
pa su tako Wang i suradnici istrazivali vaskularnu reakciju u mikrocirkulaciji koze prije i nakon
osam tjedana tjelovjezbe u populaciji zdravih sedentarnih pojedinaca. Tjelovjezba je izazvala
znacajno unaprijeden 0 endotelu ovisan vaskularni odgovor, ali bez promjena endotel-
neovisnog odgovora mikrocirkulacije koze, a nakon dodatnih 8 tjedana bez tjelovjezbe, taj
poboljsani odgovor je izostao (78). Nadalje, Stupin i suradnici usporedivali su razliku endotelne
funkcije izmedu sportasa i sedentarnih pojedinaca te utjecaj akutnog iscrpljujuceg treninga na
istu. Pokazalo se da sportasi imaju znacajno bolju endotelnu funkciju u usporedbi sa
sedentarnim pojedincima u mirovanju. Dok su rezultati nakon akutnog iscrpljujuceg trening
treninga nesto drugaciji, naime sam trening je narusio reaktivnost mikrocirkulacije sportasa,
odnosno izazvao pogorSanje vaskularne reaktivnosti na podrazaj, dok je taj u¢inak narusavanja
vaskularne reaktivnosti u populaciji sedentarnih pojedinaca izostao (79). 1z navedenih
istrazivanja, ali 1 brojnih drugih, koja proucavaju ucinak smanjene ili povecane tjelesne
aktivnosti na endotelnu funkciju podupiru ideju da se ovisno o promjeni tjelesne aktivnosti
mijenja i kutani mikrovaskularni odgovor, posebno endotel-ovisni. Zbog toga mozemo
zakljuciti da povecana tjelesna aktivnost ima pozitivan ucinak i poboljSava endotelnu funkciju
u mikrocirkulaciji koze, ali takoder je i pokazano kako redovita tjelovjezba moZze zaustaviti
progresiju mikrocirkulacijske disfunkcije koja se povezuje sa starenjem i bolestima. Upravo taj

ucinak pokazao je Black sa suradnicima u studiji na mladim sedentarnim, starim sedentarnim i
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starim fizicki aktivnim pojedincima gdje je endotelna funkcija bila znacajno bolja kod starih

fizicki aktivnih pojedinaca od njihovih sedentarnih pojedinaca (80).

Potencijalni mehanizmi zasluzni za poboljsanje funkcije mikrovaskularnog endotela pod
utjecajem redovite tjelesne aktivnosti jo$ nisu do kraja istrazeni. Jedan od potencijalnih
mehanizama je poboljSanje odnosno veca biodostupnost vazoaktivnih supstanci ukljuc¢enih u
regulaciju vaskularnog tonusa i funkcije. Tako su Beck i suradnici pokazali otprilike 25 % vece
bazalne vrijednosti NO-a nakon samo osam tjedana programa vjezbanja. Tinker i suradnici su
predlozili silu smicanja (engl. shear stress) koja utje¢e na krvni zilu, kao odgovornu za
poboljsanje endotelne funkcije. Naime, repetitivno povecanje sile smicanja tijekom tjelovjezbe
mogao bi biti glavni signal za endotelnu prilagodbu (81). Takoder, poznato je kako koZna
mikrocirkulacija ima klju¢nu ulogu u izdavanju topline nastale tijekom povecane tjelesne
aktivnosti kao nusprodukt povecanog metabolizma. Upravo obzirom na koznu hiperemiju
uzrokovanu fizickom aktivnosti, promjene hemodinamskih sila jedan su od kandidata za
mehanizme koji posreduju prilagodbi mikrocirkulacije redovitoj fizickoj aktivnosti. Green i
suradnici su u svojoj studiji pokazali su da kroni¢no zagrijavanje podlaktice, stvarajuci sli¢ne
hiperemicke poticaje kao i tjelovjezba, poboljsava funkciju kutane mikrovaskularne
vazodilatacije. Kako bi istrazili mehanizme prilagodbe, protok krvi je prekinut u jednoj ruci (ali
ne 1 drugoj) postavljanjem manzete na proksimalni dio podlaktice, §to je rezultiralo smanjenjem
hiperemije tijekom zagrijavanja. Ruka na kojoj je manZetom sprijeCena hiperemija nije
pokazala prilagodbu na dugotrajno zagrijavanje, Sto sugerira da je upravo ponavljajuci porast
perfuzije tkiva odgovoran za koznu vaskularnu prilagodbu u ovim uvjetima (82). Medutim, niti
jedan od mehanizama nije u potpunosti razjasnjen te su potrebna dodatna istrazivanja kako bi

objasnili ulogu hemodinamskih sila u vaskularnoj prilagodbi na tjelesnu aktivnost.

1.5.2. Utjecaj akutne fiziCke aktivnosti na mikrocirkulaciju

Provedene su brojne studije o utjecaju akutne vjezbe na vaskularnu, ali i endotelnu funkciju u
velikim provodnim krvnim zilama, ali njihovi rezultati su nedosljedni (83,84). Vjerojatni uzrok
tako nedosljednih rezultata je izrazita heterogenost u ustroju studija (izbor populacije, dob, spol,
zdravstveni status, program vjezbanja, itd.). Suprotno tome, studije o utjecaju akutne vjezbe na
mikrocirkulaciju nisu toliko brojne te postoji mali broj podataka i zakljucaka o tom utjecaju
kod zdravih pojedinaca. Durand i suradnici prou¢avali su u¢inak akutnog iscrpljujuceg dizanja

utega na mikrovaskularnu endotelnu funkciju u populaciji treniranih pojedinaca sa otprilike
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podjednakim VO2max te sedentarnih zdravih ispitanika. Procjena endotelne funkcije vrsena je
pomocu LDF-a na dva mjesta, na $aci i na podlaktici istovremeno. Rezultati su pokazali kako
akutni iscrpljujuéi trening nije imao utjecaj na endotelnu funkciju kod sportasa dok je kod
sedentarnih ispitanika uzrokovao smanjenje endotelne funkcije (85). Takoder ucinak akutnog
treninga na mikrovaskularnu funkciju u kozi podlaktice i prsta ruke, ali na bicikl ergometru
ispitivali su Poto¢nik i Lenasi i demonstrirali sniZzen protok odmah po zavrSetku vjezbe u
mikrocirkulaciji koZe prsta, dok je isti mikrovaskularni protok, ali u kozi podlaktice bio povisen
po zavrSetku akutne vjeZbe u odnosu na vrijednost prije pocetka vjezbanja (86). Stupin i
suradnici su u svojoj studiji istrazivali utjecaj akutnog iscrpljujuceg treninga na veslackom
ergometru na reaktivnost mikrocirkulacije koze kod profesionalnih veslaca i sedentarnih
pojedinaca. Rezultati su demonstrirali da je akutna vjezba smanjila endotelnu funkciju i
mikrovaskularnu reaktivnost kod veslaca, ali ne i kod sedentarnih ispitanika, $to je vjerojatno
posljedica razlika u intenzitetu vjezbanja, promjenama krvnog tlaka i razini antioksidativnog
kapaciteta izmedu ove dvije skupine (79). Iz navedenih studija vidimo da utjecaj akutne fizicke
aktivnosti na mikrocirkulaciju takoder jo$ nije u potpunosti razjasnjen te su potrebne dodatne

studije kako bi poboljsali razumijevanje tog utjecaja.

1.6. Prehrambene navike sportasa

Prehrana se smatra jednim od danas nezaobilaznih temelja sportske izvedbe, ali isto tako
prehrambene preporuke nakon treninga kljucne su za u¢inkovitost oporavka. Upravo zbog toga,
pravilna i1 ucinkovita strategija oporavka izmedu treninga ili natjecanja moZe poboljSati
adaptivni odgovor na razli¢ite mehanizme umora te na taj nacin poboljSati funkciju misica 1
povecati toleranciju fizickog napora. Osim same vrste namirnica odnosno makronutrijenata,
sve veca vaznost pridaje se vremenu konzumacije pojedinih makronutrijenata tijekom dana
kako bi se Sto povoljnije utjecalo na adaptivni odgovor organizma na akutnu 1 kroni¢nu
tjelovjezbu (misSi¢nu snagu, sastav tijela, fizicku izvedbu, itd.) te poboljSanje oporavka od iste.
lako velik broj studija o vremenskom rasporedu hranjivih tvari i dalje ne zadovoljava statisticke
pragove znacajnosti, rezultati sugeriraju potencijalnu vaznost te se ovisno u prakti¢nosti
preporuka iste sve viSe inkorporiraju u formiranje prehrane za sportaSe. Zbog toga je stav da
kada strategija moze pridonijeti ili imati neutralan ucinak te se uklapa u dnevni raspored
sportasa uz veliku mogué¢nost adherencije istom, strategiju tempiranja obroka vrijedi

primijeniti. Razlog tome je da su razlike u sportskim izvedbama ponekad toliko male da ¢ak 1
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strategije sa minimalnom koristi mogu imati dovoljan benefit za poboljSanje rezultata. 1z
navedenih razloga najucinkovitija prehrana sportasa mora obuhvacati poseban rezim prehrane
s definiranim vremenima obroka te specificnom vrstom i koli¢inom hrane kako bi isporuka
vitalnih hranjivih tvari u koli¢inama i vrijeme koje ¢e podrzati fizioloSki odgovor na vjezbu bila

idealna. (87).

Danas se formiraju novi smjerovi u dijetetici koji se fokusiraju na kreiranje personaliziranih
dijetetskih rezima za pojedine sportase. Razvoj personalizirane prehrane ukljucuje daljnje
provodenje genetskih studija koje sluze za odredivanje predispozicija ljudi za odredenu vrstu
hrane te stupanj rizika od bolesti povezanih s hranom, kao i studije o raznolikosti ljudske
mikroflore, karakteristika probave te stanju crijevne barijere, ali takoder 1 studije pojedinacnih
odgovora imunoloskog sustava na antigene hrane koji mogu uzrokovati promjene u toleranciji
na hranu (88).

Osim istrazivanja o napretku personaliziranih prehrana sportasa, brojna istraZivanja provedena
su kako bi se razumjele posljedice relativnog manjka energije u sportu na zdravlje i izvedbu.
Stanje relativnog manjka energije ¢eSto se opaza medu sportaSima i sportaSicama na najvisoj
razini (89). Kao glavni uzrok relativnog manjka energije smatra se niska energetska dostupnost,
opisana kao neadekvatan unos energije u odnosu na potrosnju energije tijekom tjelovjezbe, a
medu glavnim ¢imbenicima je koji pokrecu nepovoljne zdravstvene i izvedene posljedice (90).
Studija na australskim nogometaSicama pokazala je da vecina njih ima neadekvatan unos
ugljikohidrata te kalcija kao 1 slabo znanje o sportskoj prehrani. Takoder procjenom putem
upitnika zakljueno je kako ih je oko 30 % u riziku za nisku energetsku dostupnost (91).
Nadalje, intervencijska studija na sportasima koji su bili u opasnosti od relativnog manjka
energije istraZivala je utjecaj Sestomjesecnog programa edukacije o prehrani. Rezultati su se
pokazali pozitivnima na zdravlje kostiju i izvedbu na natjecanjima, a oni upucuju na to da
obrazovni programi o prehrani, ukljuCujuéi specificne informacije o niskoj energetskoj

dostupnosti mogu poboljsati zdravlje sportasa i rezultate izvedbe (92).

Zbog sve zahtjevnijih dijetetskih potreba sportaSa nerijetko se dogada da konvencionalna hrana
1 namirnice nisu dostatne ili nisu dovoljno dobre za pravilnu prehranu vrhunskih sportasa te se

upravo zbog tih razloga sve vise u njihovu prehranu uvodi funkcionalna hrana.
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1.7. Funkcionalna hrana

Zbog promjena u zivotnom stilu, najvise u smislu nepravilne prehrane i neadekvatne fizicke
aktivnosti epidemija neinfektivnih bolesti poprima sve vece razmjere dovode¢i do ozbiljnih
oboljenja pa ¢ak i smrti. U svijetu svake godine umire otprilike 41 milijun ljudi od nezaraznih
bolesti, $to ¢ini preko 70% svih uzroka smrti, od tog broja ¢ak 15 milijuna spada u mlade dobne
skupine od 30 do 69 godina. Prema skupinama, naj¢es¢i uzrok smrti su kardiovaskularne bolesti
sa preko 17 milijuna smrti, zatim ih slijede karcinomi sa preko 9 milijuna smrti godi$nje, a velik
broj smrti izazivaju i respiratorne bolesti (3,9 milijuna) 1 Secerna bolest (1,6 milijuna).
Tradicionalno i klasi¢no rjeSenje sa najboljim dokazima u lijecenju bolesti pruzaju lijekovi. U
zadnje vrijeme pojavljuje se sve vise lijekova koji su dostupni potrosacima obzirom da su
proizvodi bez recepta te ih se sve viSe koristi za samolijeCenje. Medu njih spadaju 1 brojni
dodatci prehrani tj. suplementi koji se danas Siroko koriste u prevenciji raznih bolesti. Neka od
istrazivanja pokazala su kako stariji potrosaci smatraju kako su dodaci prehrani barem jednako
vazni kao i lijekovi na recept, a najc¢es¢i razlozi uzimanja prehrambenih dodataka zastita je
zdravlja, prevencija bolesti te savjet zdravstvenih struénjaka. Sukladno tome koli¢ina prodanih
suplemenata iz godine u godinu raste. Osim konzumacije prehrambenih dodataka, konzumacija
funkcionalnih namirnica takoder moze smanjiti rizik od razvoja bolesti. U vidu poboljsanja
prehrambenih navika opcée populacije funkcionalna hrana sve viSe pronalazi svoje mjesto na
trzistu medu op¢om populacijom (93). Funkcionalna hrana je definirana kao hrana koja izgleda
kao tradicionalna hrana koja je uklju¢ena u svakodnevnu prehranu opce populacije, ali osim
svoje osnovne nutritivne vrijednosti ima dodatnu zdravstvenu korist (94). Prema pravilima
Europske unije, ukoliko se dokaze da prehrambeni proizvod pozitivno utjeCe na minimalno
jednu ili vise ciljanih funkcija u ljudskom organizmu smatra se da je isti funkcionalna hrana.
Brojni su do sada dokazani pozitivni ucinci povezani sa zdravljem koje ova vrsta hrane nudi,
ukljucujucéi smanjenje pretilosti, rizika od razvoja kardiovaskularnih bolesti, osteoporoze kao i

jacanje imunoloskog sustava (95,96).

Kardiovaskularne bolesti su jedan od glavnih uzroka smrti diljem svijeta, pa tako i u Europi
gdje su odgovorne za 46 % ukupnih smrti (97,98). Brojni su ¢imbenici rizika za razvoj
kardiovaskularnih bolesti te u sve vec¢i fokus ulaze oni promjenjivi, a to su pusenje, prehrana i
tjelovjezba (99). Iz navedenog razloga sve je veci broj namirnica koje sadrze fizioloski aktivne
komponentne iz biljnih ili Zivotinjskih izvora, a koje imaju sposobnost smanjivanja rizika od
bolesti srca. Vjeruje se kako se ti kardioprotektivni ucinci funkcionalne hrane ispoljavaju kroz

antioksidativno djelovanje te snizavanje razine lipida u krvi (100). Biljna i voéna vlakna (s
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pektinom), orasi, mahunarke, cjelovite zitarice, kava i ¢aj, riblje ulje imaju ucinak snizavanja
razine lipida u krvi kod ljudi kroz inhibiciju apsorpcije masti te suzbijanje sinteze kolesterola
(101). Kulkarni i sur. pokazali su da poveéan unos folata, antioksidativnih enzima, cjelovitih
zitarica i fitokemikalija mogu smanjiti Stetne vaskularne ucinke u srcu (102). Takoder,
konzumacija vitamina (askorbat, tokoferol) i minerala (magnezij, selen) hranom pokazala se
korisna za kardiovaskularni sustav. Smatra se da taj u¢inak nastaje njihovom sposobnoséu
¢iSc¢enja slobodnih radikala nastalih tijekom aterogeneze (103,104). Breskic i sur. su ispitivali
efekt konzumacije n-3 PUFA-ma obogaéenim kokosjih jaja na lipidni profil i profil slobodnih
masnih kiselina u serumu kao i biljega oksidativnog stresa i upale kod bolesnika sa koronarnom
arterijskom boles¢u. Konzumacija tri kokosja jaja dnevno obogaéena polinezasi¢enim masnim
kiselinama pokazala je blagotvoran uc¢inak na profil slobodnih masnih kiselina u serumu,
odnosno dovela je do sniZzenja omjera n-6/n-3 PUFA te minimalne protuupalne ucinke §to
dovodi do zaklju¢ka da navedena jaja smanjuju sklonost upali, a posljedi¢no tome mogu imati
ucinak na smanjenje kardiovaskularnog rizika (105). Kolobari¢ i sur. pokazali su da
konzumacija kokosjih jaja obogacenih n-3 PUFA-ma mijenja imunoloski odgovor u ljudskom
organizmu prema uvjetima rjeSavanja upale kroz ucinke na lipidne medijatore i izlu€ivanje

citokina od strane limfocita T bez prate¢ih komorbiditeta (106).

Osim navedenih skupina ljudi, sportasi i sportski nutricionisti sve veci interes pridaju posebno
modificiranim namirnicama kao alternativi uobicajenima kako bi se podmirili visoki
metaboli¢ki troskovi raznih sportova. Naime, u proslosti se smatralo kako su bjelancevine
glavni izvor energije za miSice, ali ve¢ 60-ih godina proslog stoljeca studije su pokazale da
ugljikohidrati ipak imaju znacajniju ulogu u opskrbljivanju misica energijom te se velika
pozornost od tada obrac¢a na njih. Smatra se da upravo smanjenje glikogena u miSi¢ima
uzrokovano vjezbanjem dovodi do zamora miSica, te optimizacija zaliha glikogena uz
nadoknadu ugljikohidrata tijekom produZzenog vjezbanja dovodi do poboljsanja fizicke izvedbe.
Od tada se velika pozornost obra¢a na konzumaciju ugljikohidratnih napitaka i gelova tijekom
vjezbanja, $to je postala uobicajena praksa kod profesionalnih sportasa. Upravo razvoj takvih
napitaka novi je izazov industriji hrane kako bi razvili proizvode koji potrebnu energiju Sto prije
dostavljaju misi¢ima, ali bez nezeljenih nuspojava poput mucnine. Sve to dovelo je do brojnih
studija koje su istrazivale brojne oblike funkcionalne hrane te njihov utjecaj na
gastrointestinalni sustav, toleranciju i fizicku izvedbu, hrana koja je pokazala pozitivne ucinke
na navedene ciljeve pokazala se funkcionalnom kod sportasa (107). Grubic i sur. razvili su

energetsku plocicu bez glukoze koja je prilagodenija smjernicama sportske prehrane, a sadrzi
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20 g proteina, 25 g izomaltooligosaharidnih biljnih vlakana i 7 g masti. Konzumacija te ploc¢ice
osigurava glikemijski i inzulinski odgovor povoljniji za odrzavanje euglikemije od unosa
ekvivalentne koli¢ine ugljikohidrata, a isto im je omogucilo odrZzavanje potrebne razine
performansi tijekom treninga te smanjilo bol u misi¢ima (108). Studija koju su proveli Kolar i
sur. demonstrirala je da konzumacija kokosjih jaja obogacenih s n-3 PUFA-om optimizira
mikrovaskularnu funkciju u kozi podlaktice, $to moze ukazivati na potencijalne mehanizme

koji interveniraju medudjelovanje izmedu tjelovjezbe, n-3 PUFA i endotela kod sportasa (109).

1.7.1. Polinezasi¢ene masne kiseline

Polinezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty acids, PUFA), ovisno o poziciji prve
dvostruke veze u ugljikovodi¢énom lancu se dijele u dvije skupine, n-3 PUFA kod kojih je prva
dvostruka veza na C3 (jedan od predstavnika je a-linolenska kiselina (ALA, C18:3, n-3)) i n-6
PUFA kod kojih je prva dvostruka veza na C6 (jedan od predstavnika je linolna kiselina (LA,
C:182, n-6)) strukture dva predstavnika polinezasi¢enih masnih kiselina prikazane su na Slici

1.3.
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Slika 1.3. Kemijske strukture polinezasi¢enih masnih Kiselina. Prikaz kemijskih struktura
predstavnika n-3 PUFA (o — linolenska kiselina) i n-6 PUFA (linolna kiselina). (izvor: izradio
autor disertacije)

LA i ALA su esencijalne masne kiseline, odnosno moraju se unijeti kroz prehranu, jer ih ljudski
organizam ne moze samostalno sintetizirati (110). NajceS$¢i 1 najpoznatiji izvor ALA su listovi
zelenog povréa (u kloroplastima), zatim u sojinom, lanenom ili repi¢inom ulju dok se DHA,
koja je bioloski aktivan krajnji proizvod esencijalne masne kiseline ALA, unosi primarno putem
ribe, posebice masne ribe poput lososa i tune. Ona je vazna za razvoj Zivéanog sustava jer je
sastavni dio fosfolipidne membrane stanica mozga i retine. Arahidonska kiselina pripada
skupini n-3 PUFA te je krajnji, bioloski aktivan produkt linolne kiseline. Vazan je sastavni dio
mozdanih fosfoglicerida, a takoder ulogu takoder ima i u sintezi dokosanoida/eikosanoida.
Izvori bogati ARA su hrana zivotinjskog porijekla, ulja poput sojinog, suncokretovog ili
kukuruznog (111). Nakon $to ih unesemo, ove masne kiseline podvrgnute su metabolickoj
razgradnji u tijelu, posebno u jetri, $to je prikazano na Slici 1.4. Procesi elongacije i desaturacije
transformiraju  ALA-u u n-3 PUFA, ukljuuju¢i dokosaheksaenoicnu (DHA) i
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eikosapentaenoi¢nu kiselinu (EPA). S druge strane, LA se metabolizira u ostale n-6 PUFA,

poput arahidonske kiseline (ARA) (112,113).

n-6 PUFA n-3 PUFA

6 -Desaturaza

Elongaza

5 -Desaturaza

COX-2

PROUPALNI PROTUUPALNI

Slika 1.4. Prikaz metabolizma dugolan¢anih polinezasi¢enih masnih kiselina. Shematski
prikaz sinteze PUFA iz prekursora esencijalnih masnih kiselina, linolne kiseline (LA; n-6
PUFA put) i alfa-linolenske kiseline (ALA; n-3 PUFA put) kroz procese desaturacije i
elongacije izvedenih enzima. (izvor: izradio autor disertacije).
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Polinezasi¢ene masne kiseline sastavna su komponenta stani¢éne membrane te promjene u
njenim fizikalno-kemijskim znac¢ajkama mogu imati utjecaj na funkciju receptora na njoj kao i
ionskih kanala i enzima §to dovodi do promijene u funkciji endotela i glatkih miSi¢nih stanica
(114). Omjer n-6 PUFA/n-3 PUFA iznimno je vazan za normalno funkcioniranje ljudskog
organizma. U situacijama gdje postoji povecan omjer n-6 PUFA u odnosu na n-3 PUFA, dolazi
do stvaranja tvari kao $to su leukotrieni serije 4 (LTB4), prostaglandini serije 2 (PGl2) i
tromboksani serije 2 (TXBz). Ovi spojevi imaju sklonost vazokonstrikcije, aktivacije
trombocita te proupalni potencijal. Medutim, ako se omjer pomakne prema vecim
koncentracijama n-3 PUFA, tada prevladava proizvodnja vazodilatatornih i protuupalnih tvari
poput leukotriena serije 5 (LTB5), prostaglandina serije 3 (PGI3) i tromboksana serije 3
(TXA3) (115,116).

S obzirom na veliku prevalenciju akutnog koronarnog sindroma u svim oblicima te da je on
medu vode¢im uzrocima smrtnosti u populaciju brojne studije su provedene o njegovoj
prevenciji, pa tako i s n-3 PUFA. Velik broj studija pokazao je da dostatan unos n-3 PUFA ima
povoljan uéinak na prognozu bolesnika s nedavno preboljenim infarktnom miokarda.
Istrazivanja su uglavnom provodena na kardiovaskularnim pacijentima gdje su se usporedivale
prehrane bogate ribom, odnosno n-3 PUFA-om sa prehranama bez ribe, odnosno sa niskim
udjelom n-3 PUFA, a neka od njih bila su takoder na kardiovaskularnim pacijentima ali su se
n-3 PUFA-e unosile u obliku suplemenata, velik udio navedenih studija pokazao je znacajno
smanjenje mortaliteta kod pacijenata koji su uzimali n-3 PUFA-e. Medutim, zadnjih nekoliko
godina znacajan broj opservacijskih 1 intervencijskih studija koje su istrazivale
kardioprotektivni u¢inak n-3PUFA nisu uspjele dokazati isti. Razlike u rezultatima mogle bi se
objasniti etnickim razlikama, obzirom da su u populaciji Japanaca i nativnih stanovnika Aljaske
isti prisutni, dok su u ostalim populacijama poput Amerikanaca ili osoba oboljelih od dijabetesa
izostali. Osim etnic¢kih razlika, razlike u omjeru EPA i DHA, duljini intervencije studiji takoder
pridonose porastu diskrepancije u istima (117,118). Svoj snazan pozitivan potencijal n-PUFA,
najizrazenije eikosapentacnoi¢na kiselina (EPA) i dokosaheksaenoi¢na Kkiselina (DHA)
ostvaruju putem smanjivanja krvnih razina triglicerida, smanjivanja arterijskog krvnog tlaka,
smanjivanja pojavnosti tromboze te rizika od iznenadnih smrti uzrokovanih infarktom
miokarda, $to je detaljnije prikazano na Slici 1.5. (119). Peng An. i suradnici proveli su sustavnu
I sveobuhvatnu studiju u kojoj su kvantificirane ukupno 884 randomizirane intervencijske

studije sa ukupno preko 800 000 ispitanika o utjecaju 27 diferentnih mikronutrijenata na rizik
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od nastanka kardiovaskularnih bolesti tj. infarkta miokarda i bolesti koronarnih arterija. 1z
rezultata su zakljucili da, za razliku od drugih mikronutrijenata, nadomjestak s n-3 PUFA-om
ima uc¢inak na smanjenje rizika od razvoja kardiovaskularnih bolesti, a u kona¢nici i infarkta
miokarda (120).

ANTIOKSIDATIVNI UCINAK PROTUUPALNI UCINAK

Povecavaju razinu endotelnog
dusikovog oksida; vazodilatacija
Smanjuju stvaranje ili povecavaju
eliminaciju slobodnih kisikovih
radikala

Inhibiraju sintezu protuupalnih
citokina

Stvaranje leukotriena serije-5

(slabo protuupalno djelovanje)

POBOLJSAVANJE LIPIDNOG PROFILA ANTIAGREGACIJSKI UCINAK

Smanjuju otpustanje tromboksana
Smanjuju razinu triglicerida, a serije-2 (vazokonstriktor)
povecavaju razinu HDL kolesterola Poticu otpuStanje tromboksana serije-
Inhibiraju lipogenazu i aktiviraju 3 (trombogeno neaktivan)
lipolizu Poticu stvaranje prostaglandina
serije-3

Slika 1.5. Kardioprotektivni u¢inci n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina (izvor: izradio autor
disertacije)

Osim na kardiovaskularne rizike opcéenito, provedene su brojne studije o direktnom utjecaju n-
3 PUFA na sam endotel. Primjena n-3 PUFA u obliku farmakoloskih dodataka dovodi do
poveéanja antioksidativnog kapaciteta, a time i poboljSanja vaskularne reaktivnosti kod
bolesnika s poznatom koronarnom boles¢u (121). Jo$ jedna od navedenih studija je i ona
provedena od strane Stupin i suradnika, takoder u¢inku n-3 PUFA, ali u obliku kokosjih jaja
obogacenih n-3 PUFA-om na mladim zdravim ispitanicima na endotelnu funkciju. Studija je
provedena na ukupno 40 ispitanika koji su bili podijeljeni u grupe, kontrolnu i n-3 PUFA grupu.
Rezultati su pokazali pozitivan protuupalni uc¢inak n-3 PUFA koji je utjecao i na poboljsanje
mikrovaskularne endotel ovisne vazodilatacije kod mladih zdravih ispitanika (122). Taj u¢inak
n-3 PUFA-e ostvaruju povec¢anjem dostupnosti NO-a i poboljsavanjem funkcije eNOS-a $to
ublazava endotelnu disfunkciju, a time i smanjuje rizik za akutni koronarni sindrom (engl. acute
coronary sindrome, ACS) (123). Osim u obliku suplemenata, n-3 PUFA-e pokazale su svoje

blagotvorne ucinke i u obliku funkcionalne hrane, odnosno u obliku kokosjih jaja obogac¢enima
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n-3 PUFA. Konzumacija 3 obogacena jaja na dan (1053 mg n-3 PUFA dnevno) povecala je
razinu n-3 PUFA-e u serumu te dovelo do poboljsanja mikrovaskularne reaktivnosti koze, a
istodobno smanjilo razine proupalnih citokina (npr. INF-y) i povec¢alo protuupalne citokine u

serumu (I1L-10) u populaciji mladih zdravih osoba (122).

Iz svih studija o smanjenju rizika od KVB u op¢oj populaciji proizasle su razne smjernice nekih
regulatornih agencija, pa je tako Francuska agencija za sigurnost hrane (ANSES) preporucila
500 mg na dan kombiniranih EPA i DHA, a kod osoba s visokim rizikom za nastanak KVB
preporuka se povecava na 750 mg na dan (124). Americka agencija za hranu i lijekove (FDA)
nije dala specifi¢nu preporuku o koli¢ini dnevnog unosa n-3 PUFA, ali je zakljucila da je

suplementacija sigurna dok njen unos ne prelazi 2 g/dan (125).

1.7.2. Selen

Zbog svoje sposobnosti ugradnje u antioksidativne enzime poput selenocisteina, selen (Se) je
bioloski element u tragovima sa vaznom ulogom u oksidativnoj obrani organizma. Primarni
predstavnici ljudskih enzima koji sadrze selen su tioredoksin reduktaza i glutation peroksidaza
(126,127). Sve vec¢i broj argumenata ide u prilog tome da su endogeni selenoproteini ukljuc¢eni
u brojne procese u ljudskom organizmu poput odrzavanja superoksidnog aniona/NO, a samim
time regulacije vaskularnog tonusa, zatim regulacije stani¢ne adhezije nadzorom izrazaja
stani¢nih adhezivnih molekula (engl. cell adhesion molecules, CAMSs), regulacije apoptoze
putem inhibicije/aktivacije kinaze-1 koja je klju¢na za regulaciju signala apoptoze te
proizvodnje eikozanoida kontroliranjem aktivnosti ciklooksigenaza 1 i 2 (COX-1, COX-2) i
lipooksigenaze (128). Forgione i suradnici u svom istrazivanju testirali su hipotezu da
nedostatak GPx1 dovodi do poveéanja vaskularnog oksidativnog stresa a posljedi¢no tome i do
endotelne disfunkcije. U studiji su koristili nokaut miseve, homozigote s genetskom
insuficijencijom GPx1 usporedujuci ih sa normalnim miSevima. Rezultati su pokazali da je u
skupini nokaut miSeva doslo do oslabljene endotel ovisne vazodilatacije, odnosno endotelne
disfunkcije vjerojatno bog smanjenja bioraspolozivog duSikovog oksida i1 povecanog
vaskularnog oksidativnog stresa. (129). Studija provedena na pacijentima sa suspektnom bolesti
koronarnih arterija procjenjivala je povezanost aktivnosti glutation peroksidaze u eritrocitima
sa rizikom od kardiovaskularnog dogadaja. Rezultati studije pokazali su da je aktivnost GPx1
povezana sa rizikom od koronarne bolesti, odnosno pacijenti kod kojih je izmjeren niZi stupanj

aktivnosti GPx1 imali su povecan rizik za razvoj kardiovaskularnih dogadaja. Stoga se moze
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zakljuciti kako aktivnost glutation peroksidaze moze imati prognosticku vrijednost zajedno sa
tradicionalnim faktorima rizika, odnosno povecanje aktivnosti GPx1 moglo bi pozitivno

utjecati na smanjenje rizika od kardiovaskularnih dogadaja (130).

Suplementacija selenom ima imuno stimulirajuci u¢inak, odnosno selen potice aktivnost NK
stanica, proliferaciju T stanica, funkciju urodenih imunoloskih stanica te brojnih drugih.
Bentley-Hewitt i suradnici istrazivali su potencijalne povoljne ucinke selenom obogaéene
brokule na ljudsko zdravlje. U studiju su ukljucili ukupno 18 ispitanika koji su 3 dana
konzumirali obi¢nu brokulu te se taj period nazivao period ispiranja nakon ¢ega su ispitanici
jeli selenom obogaéenu brokulu (ukupno 200ug selena) takoder kroz 3 dana. Uzimali su uzorke
plazme i PBMC-a na pocetku i na kraju svakog protokola te mjerili koncentracije selena i
produkciju citokina. Koncentracija selena u plazmi znacajno je porasla nakon konzumacije
selenom obogacene brokule, a kao glavni rezultat studije pokazali su da konzumacija brokule
obogacene selenom dovodi do poveéane produkcije interleukina (IL-2, IL-4, IL-5, 1L-13 i IL-
22) u mononuklearnim stanicama periferne krvi te samim time pojac¢ava imunoloski protuupalni
odgovor (131). Protuupalni u¢inak selena istrazivan je i u studiji na pacijentima sa sindromom
respiratornog distresa. Naime, pacijenti u intenzivnoj jedinici podijeljeni su u dvije skupine,
jedna koja je intravenozno primala fizioloSku otopinu obogacenu natrijevim selenitom te
kontrolnu skupinu koja je primala ¢istu fiziolosku otopinu. Dodatak natrijevog selenita u
fizioloSku otopinu obnovio je antioksidativni kapacitet pluc¢a $to je smanjilo upalni odgovor
kroz povezane koncentracije interleukina (IL-1 i IL-6) te signifikantno poboljsalo mehaniku
respiracija kod pacijenata (132).

1z svega navedenog pokazano je da Se ima znacajnu ulogu u imunolo§kom sustavu, endotelnoj
funkciji, odnosno, endotelnoj disfunkciji pomocu svojih protuupalnih medijatora, ali 1 u sintezi

GPx1 koji moze biti znac¢ajan u prevenciji kardiovaskularnih incidenata (133).

1.7.3. Lutein

Lutein je serumski karotenoid koji ljudi ne sintetiziraju i stoga se mora unositi putem hrane
bogate luteinom, uglavnom povrée i vocée. (134). Prisutan je u raznim vrstama hrane poput
tamno zelenog povréa poput kelja i Spinata te u Zumanjku kokos§jih jaja (135). U navedenoj
hrani lutein je prisutan u nekoliko razli¢itih oblika kao trans-lutein, cis-lutein, epoksi-lutein i
lutein povezan s proteinima. Koncentracija luteina moze varirati ovisno o metodama termicke

obrade namirnica te uvjetima skladistenja. Kod biljaka, lutein ima funkciju antioksidansa te ih
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stiti od foto-induciranih oste¢enja slobodnim radikalima (136). U ljudskom organizmu, lutein
ima dvije vazne funkcije, prva je filtriranje visokoenergetskog plavog svijetla u oku, a druga je
ta da smanjuje redoks osjetljive upalne signalne putove te inhibira indukciju medijatora upale,
stoga moze sprijeéiti razvoj ranih upalnih bolesti. Utjecaj luteina najbolje je istrazen kod
neurodegenerativnih  poremecaja, bolestima oka, ukljuujuc¢i dijabetic¢ku retinopatiju,

osteoporozu, kozne bolesti te kardiovaskularnih bolesti (137).

Molekula luteina gradena je od dugackog ugljikovog lanca na kojem se izmjenjuju jednostruke
I dvostruke ugljik-ugljik veze s metilnim skupinama na oba kraja lanca, a upravo te hidroksilne
skupine na krajevima izdvajaju lutein u usporedbi s ostalim karotenoidima (138). Takoder
zahvaljuju¢i hidroksilnim skupinama, ali i prisutnosti konjugiranih dvostrukih veza ostvaruje
svoj protuupalni i antioksidativni u¢inak (139). Struktura molekule luteina prikazana je na Slici
1.6.

Lutein
OH

NV N TN R R NG TR

HO

Slika 1.6. Kemijska struktura molekule Luteina. (izvor: izradio autor disertacije)

Kako je ranije spomenuto, endotelna funkcija regulirana je putem vazodilatatora te
vazokonstriktora, a manjak vazodilatatora NO rezultira generaliziranom vazokonstrikcijom te
hipertenzijom. U¢inak luteina u preveniranju hipertenzije se ostvaraje preko nekoliko puteva,

ukljucujuéi i utjecaj na sintezu NO te pojacavanja antioksidativnih u¢inaka (140).
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Epidemioloska studija provedena od strane Dwyer i suradnika istrazivala je ucinak luteina na
razvoj ateroskleroze na misevima, ali i kod ljudi u dobi od 40 do 60 godina. Progresija debljine
intime medije zajedniCke karotidne arterije pra¢ena pomocu ultrazvuka kroz ukupno 18
mjeseci. Studija je pokazala da se kod miSeva s najviS§im vrijednostima luteina u serumu
pokazalo 80 % manje zadebljanje stijenke arterija u odnosu na miseve s najnizim vrijednostima
luteina u serumu, a rezultati na misevima i ljudima podrzavaju hipotezu da povisen unos luteina
ima preaktivan u¢inak u ranom razvoju ateroskleroze (141). Takoder, studija provedena u
Pekingu na 125 ispitanika sa ranim znakovima ateroskleroze te 107 kontrolnih ispitanika u dobi
od 45 do 68 godina istrazivala je povezanost rane ateroskleroze prije pojave kalcificiranog
plaka, procjenjivane debljinom intime medije s razinama glavnih karotenoida, odnosno luteina.
Tijekom studije mjerena je debljina intime medije zajednicke karotidne arterije pomocu
ultrazvuka. Rezultati studije pokazali su da su serumske razine luteina znacajno nize kod
ispitanika sa znakovima ateroskleroze nego u kontrolnoj skupini (142). Nadalje, unos luteina u
obliku suplemenata snizio je razine serumskih upalnih citokina (IL-6, MCP-1), LDL kolesterola

te triglicerida koji imaju zna¢ajnu ulogu u razvoju rane ateroskleroze kod ljudi (142).

Brojni dokazi ukazuju na zastitni u¢inak luteina na kardiovaskularne bolesti i koronarne bolesti
srca, obzirom da vecina takvih bolesnika ima kroni¢nu upalu niskog stupnja. Pokazana je i
inverzna povezanost serumskih razina luteina i IL-6 kod bolesnika sa stabilnom anginom.
Naime, kada su mononuklearne stanice periferne krvi pacijenata s koronarnom arterijskom
boles¢u prethodno tretirane luteinom, a nakon toga je uslijedio tretman lipopolisaharidima,

smanjena je lipopolisaharidima inducirana sekrecija IL-6, IL-1p3 i TNF (143).

1.7.4. Vitamin E

Vitamin E je jedan od vaznijih mikronutrijenata s antioksidativnim svojstvima koji ima
znacajnu ulogu u ljudskom organizmu. Tu ulogu ostvaruje upravo putem svog antioksidativnog
u¢inka, prekida oksidativnih lancanih reakcija te sposobnosti uklanjanja radikala lipida.
Vitamin E je esencijalan, §to znaci da ga tijelo ne proizvodi samo te ga je neophodno unositi
putem prehrane ili suplemenata (144). U najve¢im koncentracijama nalazimo ga u orasastim
plodovima i raznim biljnim uljima, a po sastavu je lipofilna molekula koja ima osam razli¢itih
izomera, Cetiri tokotrienola (a-, B-, y- i d-tokotrienol) Cetiri tokoferola (a-, -, y- i 6-tokoferol).
Najzastupljeniji oblik vitamina E u zapadnoj prehrani je y-tokoferol, a u plazmi i bioloski

najaktivniji oblik vitamina E je a-tokoferol. Molekula vitamina E sastoji se od ugljikovodi¢nih
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spojeva sa karakteristicnim kromanolnim prstenom i fitolnim bo¢nim lancem zbog kojeg se
nazivaju i tokoferoli i tokotrienoli ovisno o zasi¢enosti odnosno nezasi¢enosti istog. Kemijska

struktura a-tokoferola prikazana je na Slici 1.7. (145).

a-tokoferol

Slika 1.7. Kemijska struktura molekule a-tokoferola

Osim uloge vitamina E u antioksidativnim procesima, on je jedan od najdjelotvornijih vitamina
koji moduliraju imunolosku funkciju. Tu funkciju ostvaruje putem protektivnog ucinka protiv
oksidacije PUFA u membranama imunoloskih stanica koja nastaje u odgovoru pri normalnoj
obrani od patogena te visokoj metabolickoj aktivnosti (146). Sastav i struktura stani¢ne
membrane igraju kljuénu ulogu u funkciji imunoloskih stanica, budu¢i da su membranske
komponente glavno mjesto za prijenos vanjskih signala i regulaciju genske ekspresije. Vitamin
E moZe znacajno doprinijeti o€uvanju integriteta stanicnih membrana i o¢uvanju njihovih
funkcija. Ova uloga vitamina E manifestira se kroz sprjecavanje peroksidacije lipida, ¢ime se
Stiti membranska struktura od oSte¢enja. Na taj nacin, vitamin E podrzava procese prijenosa
signala, sintezu vaznih proteina i regulatornih posrednika te izravno utjeCe na aktivnost
imunoloskih stanica. Nadalje, vitamin E takoder moze direktno utjecati na odredene
karakteristike stani¢nih membrana, kao Sto je pokretljivost lipidnih splavi, $to zauzvrat moze
imati utjecaj na distribuciju i pokretanje povrsinskih signalnih molekula. Ova sposobnost

vitamina E dodatno potencira njegovu ulogu u modulaciji funkcije imunoloskih stanica (144).
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Vazan i pozitivan u¢inak vitamin E ima takoder i na funkcioniranje kardiovaskularnog sustava,
a time i funkciju endotela. Heitzer i suradnici pokazali su da dugotrajna suplementacija
vitaminom E poboljSava endotel ovisnu dilataciju krvnih Zila podlaktice kod pusaca koji boluju
od hiperkolesterolemije. Njih karakterizira povecana razina autoantitijela protiv oksidiranog
LDL-a, a ovi rezultati sugeriraju da ovakav koristan ucinak vitamina E moze biti ogranicen
samo na pojedince s visokom razinom oksidiranog LDL-a (147). Sto se ti¢e u¢inka vitamina E
na kardiovaskularne bolesti provedene su brojne studije, pa su tako Gey i suradnici pokazali
inverznu povezanost koncentracije vitamina E u plazmi te smrtnosti od ishemijske bolesti srca.
Takoder, rizik od angine pektoris bio je obrnuto povezan s plazmatskom koncentracijom
vitamina E u istrazivanju koje je obuhvatilo 110 slucajeva angine, ¢ak i nakon prilagodbe za
dob, naviku pusenja, krvni tlak, lipide i relativnu tjelesnu masu (148). Nadalje, u dugotrajnoj
perspektivnoj kohortnoj studiji koju su proveli Huang i suradnici na 29092 ispitanika pokazali
su da su vise vrijednosti serumske koncentracije a-tokoferol-a povezane s manjim rizikom od
ukupne smrtnosti od svih uzroka pa tako i od kardiovaskularnih uzroka smrti od 17 % pa sve
do 47 % (149). Osim navedenih studija o utjecaju vitamina E na kardiovaskularni sustav, samo
je jedna od njih, provedena u Kini, pokazala povezanost vise koncentracija vitamina E u serumu
te poviSenog rizika za infarkt miokarda (150). Opcenito, brojna opservacijska istrazivanja
dosljedno su izvjestavala da su visoki unos ili suplementacija vitamina E povezani sa
smanjenim rizikom od bolesti srca i ukupnom smrtnos¢u. Medutim, do sada nijedno
intervencijsko ispitivanje na ljudima nije pokazalo korist suplementacije vitamina E u
prevenciji bilo kojeg kardiovaskularnog dogadaja. Smanjenje razine vitamina E u plazmi unutar
prvih 48 sati nakon infarkta miokarda te visoka potreba za vitaminom E tijekom reperfuzije
mogli bi biti obecavajuci terapijski pokazatelji za kratkotrajnu suplementaciju vitaminom E
(151).
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2. HIPOTEZA

Konzumacija kokosjih jaja obogacenih n-3 polinezasi¢enim masnim Kiselinama, vitaminom E,
selenom i luteinom tijekom tri tjedna rezultirat ¢e poboljSanjem mikrovaskularne endotelne
funkcije u populaciji zdravih sportasa u usporedbi sa sportasima koji su konzumirali obi¢na

kokosja jaja.
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3. CILJEVI
U populaciji sportasa:

1) Istraziti ho¢e li konzumacija kokosjih jaja obogacenih n-3 polinezasi¢enim masnim
kiselinama, vitaminom E, selenom i luteinom u razdoblju od tri tjedna imati povoljan u¢inak
na mikrovaskularnu endotelnu funkciju te na mikrovaskularnu endotelnu reaktivnost nakon
akutnog iscrpljujuéeg treninga u populaciji mladih zdravih sportasa u usporedbi sa sportasima

koji ¢e konzumirati obi¢na kokosja jaja.

2) Ispitati potencijalne mehanizme, s naglaskom na oksidativni stres, koji posreduju odgovor
endotela mikrocirkulacije na kombinirani utjecaj konzumacije kokosjih jaja obogacenih n-3
polinezasi¢enim masnim kiselinama, vitaminom E, selenom 1 luteinom te redovitog vjezbanja

u populaciji zdravih sportasa.

Primarni ishod istrazivanja vezan je uz prvi cilj istrazivanja, a ukljucuje promjenu vaskularne
reaktivnosti (mikrovaskularne o endotelu ovisne dilatacije mjerene postokluzivnhom reaktivnom

hiperemijom i acetilkolinom induciranom dilatacijom) dijetetskog protokola.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije i populacija ispitanika

Ovo je bila randomizirana, dvostruko slijepa, prospektivna, intervencijska studija. U studiji je
sudjelovalo ukupno 31 zdravih mladih muskih natjecateljskih sportasa regrutiranih putem
oglasa na Medicinskom fakultetu Osijek, putem oglasa na Kinezioloskom fakultetu Osijek te
putem oglasa u lokalnim sportskim klubovima (VK Iktus, AK Osijek Zito) kako bi sudjelovali
u istrazivanju. Svi ukljuceni sportasi trenirali su neprekidno minimalno godinu dana 5 do 12
puta tjedno. Ukljucivani su sportasi dobne skupine od 18 do 30 godine normalnog indeksa
tjelesne mase (ITM), krvnoga tlaka te serumskih vrijednosti lipida. Isklju¢ni kriteriji bili su:
pusenje, arterijska hipertenzija, bolest koronarnih arterija, bubrezna oste¢enja, Se¢erna bolest,
hiperlipidemija, bolesti perifernih arterija i cerebrovaskularne bolesti te uzimanja bilo kakvih
lijekova koji mogu imati utjecaj na endotelnu funkciju, pregled istih prikazan je na Slici 4.1.

UKLJUCNI | ISKLJUCNI KRITERIJI

Mladi, zdravi aktivni sportasi (minimalno 5 treninga tjedno, najmanje 12 mjeseci prije
provodenja studije; dominantno treninzi izdrzljivosti) muskog spola, 18-29 godina starosti.

Arterijska hipertenzija ili hipotenzija, koronarna bolest, Sec¢erna bolest, hiperlipidemija,
kronicna bubrezna bolest, cerebrovaskularne bolesti ili bolesti perifernih krvnih Zila.
Takoder uzimanje antihipertenziva, protuupalnih nesteroidnih lijekova, steroida ili lijekova
koji mogu imati utjecaj na endotel.

Slika 4.1. Shematski prikaz uklju¢nih i isklju¢nih kriterija studije.

Svaki ispitanik potpisao je informirani pristanak. Protokol studije u skladu je sa standardnima
utvrdenima posljednjom revizijom Helsinske deklaracije i odobren je od strane Eti¢kog
povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/21-08/07; Broj: 2158-61-07-21-

151). Studija je registrirana u registru klinickih  studija  ClinicalTrails.gov
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(https://register.clinicaltrials.gov/) pod naslovom: Ucinak obogac¢enih QUARTET® kokosjih
jaja na kardiovaskularnu funkciju u kardiovaskularnih pacijenata i zdravih osoba, NCT broj:
NCT04564690. Studija je provedena na Medicinskome fakultetu Osijek, u Laboratoriju za

klinicku fiziologiju i fiziologiju sporta Katedre za fiziologiju 1 imunologiju.

4.2. Proizvodnja jaja obogacenih Nn-3 polinezasicenim masnim Kkiselinama, luteinom,

selenom i vitaminom E

Jaja obogacena n-3 polinezasi¢enim masnim kiselinama, luteinom, selenom i vitaminom E
producirana su prema ranije utvrdenom protokolu istrazivacke skupine Fakulteta
agrobiotehnickih znanosti Sveucilista u Osijeku (152). Repi¢ino ulje (1,5 %) u hranidbenim
smjesama kojim su hranjene kokosi nesilice zamijenjeno je mjeSavinom ribljeg (1,5 %) i
lanenog (2 %) ulja, uz dodatak 0,43 mg/kg smjese selena, te 100 mg/kg mjesavine vitamina E

I luteina. Ovakvom hranidbenom smjesom nesilica, dobivena su Nutri4 jaja Ciji je sadrzaj u

odnosu na kontrolu (obi¢na jaja) opisan u Tablici 4.1.

Tablica 4.1. Koncentracije mikronutrijenata u obi¢nim i oboga¢enim (Nutri4) kokos§jim
jajima.

Parametar Obic¢na jaja Obogacena jaja
Vitamin E (mg) 0,595 1,098
Lutein (mg) 0,11 0,616
Selen (mg) 0,0183 0,02305
Masne kiseline (mg/100g)

XSFA 1566 (346) 1442 (185)
XMUFA 1976 (189) 2419 (139)
¥n-6 PUFA 1263 (148) 747 (46)
LA 1165 (140) 702 + 43
AA 89 (9) 44 (4)
¥n-3 PUFA 146 (20) 342 (25)
ALA 71 (11) 189 (16)
EPA nd. 19 (2)
DHA 75 (11) 135 (11)
>n-6 / ¥n-3 PUFA 8,71 2,18

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

1 - nije detektirano.

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

Protokol studije uklju¢ivao je dva dolaska u Laboratorij za klini¢ku fiziologiju i fiziologiju
sporta Medicinskog fakulteta Osijek, neposredno prije i poslije dijetnog protokola koji je trajao
21 dan. Obje posjete bile su u prijepodnevnim satima, ispitanici su bili nataste, a napomenuto
im je da ne izvode nikakve naporne tjelesne aktivnosti barem 24 sata prethodno posjeti.
Prilikom prve posjete ispitanicima su podijeljena kokosja jaja te su dobili uputstva da jedu tri
tvrdo kuhana jaja svaki dan kroz 21 dan (ukupno 63 jaja). Ispitanici su podijeljeni u Nutri4
grupu (14 ispitanika) koji su konzumirali jaja obogacena Nn-3 polinezasi¢enim masnim
kiselinama, luteinom, selenom i vitaminom E (tri na dan; otprilike 1056 mg n-3 polinezasi¢enih
masnih kiselina, 0.0573 mg selena na dan, 3.29 mg vitamina E na dan i 1.85 mg luteina na dan)
te u kontrolnu grupu (17 ispitanika) koji su konzumirali obi¢na kokosja jaja proizvedena na
istoj farmi (tri na dan; otprilike 438 mg n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina na dan, 0.0549 mg
selena na dan, 1.785 mg vitamina E na dan i 0.33 mg luteina na dan). Jaja obje skupine bila su
iste veli¢ine (komercijalna M veli¢ina), a niti ispitanici niti istrazivaci nisu znali kojoj skupini
ispitanici pripadaju. Takoder, ispitanici su dobili uputu da tijekom trajanja protokola ne uzimaju
nikakvu drugu hranu obogacenu n-3 polinezasi¢enim masnim kiselinama, luteinom, selenom
ili vitaminom E ili bilo kakve suplemente bogate drugim mikronutrijentima. Usto, konzumirati
su smjeli samo jaja koja su im dodijeljena na pocetku studije. Vremenski tijek studije prikazan
je na Slici 4.1. s izvrSenim mjerenjima u obje tocke studije odnosno u svakom studijskom
posjetu. Prilikom obje posjete ispitanicima je odreden indeks tjelesne mase (ITM), omjer
struk/bokovi (WHR), mjerio se sastav tijela te uzimao uzorak venske krvi za analizu krvne
slike, te standardnih biokemijskih parametara, elektroliti (natrij i kalij), kreatinin, urea,
lipidogram (trigliceridi, LDL kolesterol, HDL kolesterol, ukupni kolesterol), GUK te hsCRP.
Ucinjen je protokol za procjenu mikrovaskularne reaktivnosti u mikrocirkulaciji koze (PORH i
ACh inducirana dilatacija) nakon ¢ega je uslijedio trening do maksimalnog iscrpljenja na
veslackom ergometru. Odmah po zavrSetku istog ponovljen je protokol za procjenu
mikrovaskularne reaktivnosti u mikrocirkulaciji kozZe. Protokol po kojem su izvedeni svi
navedenih postupci detaljno je opisan u Materijalima i metodama, a shematski prikazan na Slici
4.2.
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PRVI DAN PROTOKOLA ZADN]JI DAN PROTOKOLA

PRIJE VJEZBANJA PRIJE VJEZBANJA
Antropometrijske mjere (visina, Antropometrijske mjere (visina,
tezina, BMI, WHR) teZina, BMI, WHR)
Uzorkovanje venske krvi (KKS, Uzorkovanje venske krvi (KKS,
biokemijski parametri, lipidogram, biokemijski parametri, lipidogram,
hsCRP, mjerenje koncentracije masnih hsCRP, mjerenje koncentracije masnih
kiselina, selena, luteina, vitamina E, 8- kiselina, selena, luteina, vitamina E, 8-
iso-PGF2a, MPO, CAT, GPx, SOD, iso-PGF2a, MPO, CAT, GPx, SOD,
vodikovog peroksida) vodikovog peroksida)
Mjerenje protoka LDF-om (PORH, oot Mjerenje protoka LDF-om (PORH,

J iep AChID) 21 dan, 3 jaja/dan ) L AChID)

(obicna ili Nutri4)

Akutni iscrpljujci Akutni iscrpljujci

trening trening
POSLIJE VJEZBANJA POSLIJE VJEZBANJA
Mjerenje protoka LDF-om (PORH, Mjerenje protoka LDF-om (PORH,
AChID) AChID)

Slika 4.2. Vremenski tijek studije s provedenim mjerenjima u obje to¢ke studije (svakom
studijskom posjetu). BMI, indeks tjelesne mase; WHR, omjer struk-bokovi; KKS, krvna slika;
hsCRP, visoko osjetljiv C reaktivni protein; 8-iso-PGF»,, 8-iso-prostaglandin-2-alfa; MPO,
mijeloperoksidaza; CAT, katalaza; GPx, glutation peroksidaza; SOD, superoksid dismutaza;
PORH, AChID, postokluzivna reaktivna hiperemija, acetilkolinom inducirana vazodilatacija
(izvor: izradio autor disertacije)

4.4. Odredivanje osnovnih antropometrijskih mjera te mjerenje biokemijskih i

kardiovaskularnih parametara

Ispitanicima je prilikom obje posjete laboratoriju izmjerena visina (m) i tjelesna masa (kg) te
se iz navedenih podataka se izra¢unao indeks tjelesne tezine (engl. body mass indeks, BMI).
Takoder, ispitanicima je izmjeren 1 opseg struka te opseg bokova nakon ¢ega se izracunao omjer
struka i bokova (WHR). Nakon 15 minuta sjedenja, ispitanicima je izmjeren krvni tlak u istom
polozaju pomoc¢u automatskog tlakomjera (OMRON, Osaka, Japan), a kona¢ne vrijednosti
krvnog tlaka i pulsa izrazene su kao srednja vrijednost tri sukcesivna mjerenja. Nakon mjerenja
krvnog tlaka i pulsa uzet im je uzorak venske krvni, ispitanici su bili nataSte prilikom
uzorkovanja istog. Prilikom analize venske krvi koriStene su standardne laboratorijske metode
za odredivanje krvne slike te standardnih biokemijskih parametara: elektroliti plazme (natrij i

kalij), urea, kreatinin, lipidni profil (ukupan kolesterol, trigliceridi, LDL kolesterol, HDL
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kolesterol), glukoza u krvi, te hsCRP (kao biljeg upalnog procesa). Navedena standardizirana
analiza krvi provedena je u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog

bolnickog centra Osijek.

4.5. Analiza masnih kiselina u serumu te koncentracije selena, luteina i vitamina E u

serumu.

Za izradu profila ukupno 37 masnih kiselina u serumu koristena je plinska kromatografija-
tandem masena spektrometrija (GC-MS/MS) prema ve¢ ustaljenim protokolima (153). Izrada
profila masnih kiselina je u¢injena uz pomo¢ GC-MS/MS sistema marke Thermo Fisher GC
Trace 1300 zajedno sa TSQ 9000 Triple Quadrupole u BIOcentrovom bioanalitickom

laboratoriju, BIOcentar — inkubacijski centar za bioznanost, Zagreb, Hrvatska.

Koncentracija vitamina E u serumu takoder je utvrdena prema ranije standardiziranom
protokolu (154) koriste¢i prvo apsolutni etanol za denaturaciju serumskih proteina, a zatim
Xylen za odvajanje supernatanta od proteina. Nakon odvajanja supernatana u smjesu je dodan
2,2-bipiridil 1 zeljezov(Ill)klorid Sto je rezultiralo ruzi¢astim obojenjem smjese. Nakon
dvominutne inkubacije mjerena je absorbanca koriste¢i ELISA ¢ita¢ na 492 nm. Dobivena

absorbanca je bila razmjerna serumskoj koncentraciji vitamina E.

Protokol za mjerenje koncentracije selena (Se) u uzorcima seruma prilagoden je od strane
partnerske institucije kroz projektnu suradnju (155). Uzorci seruma su razgradeni u ultra Cistoj
dusi¢noj kiselini (HNOz) te vodikovom peroksidu (H202) u omjeru 5:1 u zatvorenom
mikrovalnom sustavu CEM Mars 6 (CEM, Matthew, NC, USA) kroz 60 minuta na 180C.
Masena spektrometrija induktivno spregnute plazme (ICP-MS) (ICP-MS, Agilent 7500a
Agilent Technologies Inc., Kalifornija, SAD) koriStena je za odredivanje koncentracije selena
u otopini ragradenih uzoraka seruma. Svaki uzorak seruma analiziran je na ICP-u, a analiticka
metoda kontrolirana je referentnim materijalom NIST 1567b (wheat flour, National Institute of
Standards and Technology, USA).

Koncentracija luteina u uzorcima seruma takoder se odredivala prema postoje¢im protokolima
(156,157). Jedan mililitar deionizirane vode i 0,01 % askorbinske kiseline otopljene u
apsolutnom etanolu se dodalo u 200 ul uzorka seruma te se smjesa promijesala. Nakon toga
dodano je 2 ml heksana, promijesano te centrifugirano na 2500 RPM kroz 20 minuta. Nakon

centrifugiranja supernatant je odvojen, a koncentracija luteina odredena je pomo¢u HPLC.
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HPLC analiza obavljena je na Odjelu za kemiju Sveudilista Josipa Jurja Strossmayera u

Osijeku.

4.6. Mjerenje protoka Krvi i vaskularne reaktivnosti mikrocirkulacije koze

Za odredivanje protoka krvi u mikrocirkulaciji koze koristena je laser Doppler floumetrija
(engl. laser Doppler flowmetry, LDF) (MoorVMS-LF, Axminister, UK) koriste¢i tri razlicita
stimulusa prilikom oba studijska posjeta. LDF mjerenja provedena su prethodno i odmah po
zavrSetku akutnoga iscrpljujuc¢ega treninga za vrijeme oba posjeta. Nakon 30 minuta
aklimatizacije u toploj prostoriji zapocelo je prikupljanje podataka (srednja vrijednost i
standardna devijacija (SD) temperature = 23.5 i 0.5°C) kako bi se izbjegao mozebitni utjecaj
vanjske temperature na protok krvi u kozi ispitanika. Mjerenje se obavljalo na ispitanicima koji

su bili u leze¢em polozaju sa sondom lasera pri¢vrs¢enom na odgovaraju¢em mjestu volarne

strane podlaktice, otprilike 15 cm udaljeno od ru¢nog zgloba, prikaz ispitanika priklju¢enog na
LDF, Slika 4.3.

]

Slika 4.3. Prikaz ispitanika priklju¢enog na LDF. (izvor: izradio autor disertacije)
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Prvi protokol ispitivanja funkcije mikrocirkulacije neinvazivni je test izazivanja postokluzivne
reaktivne hiperemije (PORH) u kojem se mjeri promjena u protoku krvi nakon okluzije protoka,
odnosno u periodu reaktivne hiperemije (158). Sam protokol zapocinje bazalnim mjerenjem u
trajanju od 5 minuta nakon Cega se izaziva vaskularna okluzija napuhivanjem manzete
tlakomjera, postavljene na nadlakticu, na vrijednosti 30 - 50 mmHg iznad sistolickog tlaka
ispitanika u trajanju od jedne minute prilikom koje se mjerenje i dalje nastavlja. Po otpustanju
jednominutne okluzije mjerenje se nastavlja kroz jo§ 10 minuta gdje se biljezi postokluzivna
reaktivna hiperemija. Primjer jednog zapisa LDF-a sa primjenom okluzije i mjerenjem

reaktivne hiperemije mozemo vidjeti na Slici 4.4.
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Slika 4.4. Prikaz originalnog zapisa mjerenja mikrovaskularne reaktivnosti pomocu
Laser doppler Flowmetra (MoorVMS-LF, Axminister, UK) iz Laboratorija za klini¢ku
fiziologiju i fiziologiju sporta Zavoda za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta
Osijek. Na slici je prikazano 2 zapisa pomocu dvokanalnog lasera. Gornji zapis pokazuje
promjenu protoka nakon administracije acetilkolina, a donji zapis je prikaz promjene protoka
nakon okluzije kada se prati postokluzivna reaktivna hiperemija. (izvor: izradio autor
disertacije)

Arbitrarne perfuzijske jedinice (PU) koriStene su za izraZavanje promjene u protoku krvi, a za
mjerenja relativne promjene krvnog protoka tijekom reaktivne hiperemije izazvane okluzijom,
podatci su izrazeni kao povrsSina ispod krivulje (AUC) tijekom bazalnog protoka, okluzije i
reperfuzije. Rezultati mjerenja prikazani su kao razlika postotka promjene protoka tijekom
okluzije i reperfuzije u odnosu na bazalne vrijednosti protoka (R-O %). Sam protokol je veé

ranije opisan i utvrden u nasem laboratoriju (159,160).
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Druga dva protokola za ispitivanje protoka krvi u mikrocirkulaciji takoder su neinvazivni
testovi koji izazivaju promjenu protoka mikrocirkulacije koze ovisnu o endotelu - kao odgovor
na ionoforezu ACh-a te neovisno o endotelu kao odgovoru na ionoforezu SNP-a. lontoforeza
je neinvazivna metoda koja pomocu eksterno primijenjene elektrine struje sluzi za supkutanu
primjenu nabijenih tvari. Na mjestu prethodno pricvrséene sonde lasera tijekom petominutnog
bazalnog mjerenja postavi se iontoforetska elektroda za dostavljanje lijekova. Pozitivno
nabijeni vazodilatator acetilkolin (1 %) se aplicira pomocu iontoforeze kroz sedam aplikacijskih
intervala od 0.1 mA trajanja 30 s uz pauze od 30 s izmedu pojedinih aplikacijskih intervala, a
negativno nabijeni vazodilatator natrijev nitroprusid (1 %) kroz tri aplikacijska intervala od 0.1
mA trajanja 30 s i1 4 aplikacijska intervala od 0.2 mA trajanja 30s uz pauze od 90 s izmedu
pojedinoga aplikacijskog intervala. Navedeni nacin aplikacije nabijenih tvari, u pulsovima od
30 s, koristen je kako bi se dostigao stabilni plato maksimalnog odgovora LDF-a (161). I u
navedena dva protokola promjene u protoku krvi izrazene su u PU. Tijekom aplikacije ACh-a
ili SNP-a za odredivanje relativne promjene krvnog protoka podatci su izrazeni kao AUC
tijekom bazalnog protoka i vazodilatacije. Konac¢ni rezultat dilatacije inducirane s ACh ili SNP

izraZen je kao povecanje protoka u odnosu na bazalni protok.

4.7. Protokol akutnog iscrpljujuceg treninga

Prilikom obje posjete laboratoriju za fiziologiju sporta svi ispitanici su nakon obavljenih
pocenih mjerenja pristupili akutnom iscrpljuju¢em treningu izvrSenom na veslackom
ergometru. Proveden je trening s postupnim povisenjem intenziteta do maksimalnog
opterecenja, a sastojao se od pet submaksimalnih intervala trajanja 4 minute nakon kojih slijedi
jedan interval maksimalnog intenziteta (162). Spomenuti veslacki protokol je proveden na
veslackome ergometru Dynamic Indoor Rower Concept 2 (Concept2 Inc., Morrisville, VT,
USA). Svim sportasima koji nisu bili veslacki bila je potrebna kratka obuka iz osnova veslacke
tehnike na veslackom ergometru koju je proveo bivsi profesionalni vesla¢ koji je takoder bio
uklju¢en kao istraziva¢ u studiji. Obuka je trajala nekoliko minuta prije pocetka samog
protokola treninga a obuhvacala je usvajanje nekoliko glavnih pokreta i poloZaja nuznih kako
bi se snaga uspjela u Sto ve¢em dijelu prenijeti na veslacki ergometar, prikaz kljucnih tocaka

zaveslaja je na slici 4.5.
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Slika 4.5. Prikaz klju¢nih to¢aka veslacke tehnike na ergometru. Veslacka tehnika na
ergometru kontinuirani je kruzni pokret sa 4 klju¢ne tocke prikazane na slici: zahvat, provlak,

kraj zaveslaja te oporavak od zaveslaja. (izvor: izradio autor disertacije)
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Svaki submaksimalni interval trajao je 4 minute i imao je zadani intenzitet, prvi interval
zapoceo je sa intenzitetom 150 W s porastom svakog slijedeéeg intervala za 40 W. Odmor
izmedu svakog submaksimalnog intervala trajao je jednu minutu, dok je period odmora prije
intervala maksimalnog intenziteta trajao pet minuta. Interval maksimalnog intenziteta je bio
bez danoga vremenskoga ograni¢enja, a ispitanici su instruirani veslati svom snagom do
potpunog iscrpljenja. Za subjektivnu ocjenu fizicke tezine pojedinog intervala samog ispitanika
koristena je samoprocjena napora (RPE). To¢nije koriStena je skala omjera kategorija (engl.
category-ratio, CR10), koju je uveo Borg 1998. godine (163), budu¢i da se pokazala
vjerodostojnom i opravdanom u zdravih osoba, ali i u sportasa. Skala sadrzi vrijednosti od 0

(mirovanje) do 10 (maksimalno iscrpljenje) sto je detaljnije prikazano na Slici 4.6. (164).

pomalo tesSko

tesko

tesko

Slika 4.6. Borgova skala subjektivnog osjecaja optereéenja 1-10, engl. Borg Rating of
Percived Exertion (RPE) Scale. U ovom istrazivanju u svrhu samoprocjene napora i
subjektivne ocjene samog ispitanika o fizi¢koj tezini pojedinog intervala protokola akutnog
treninga koristena je Borgova skala 1-10. (izvor: izradio autor disertacije)

4.8. Mjerenje aktivnosti antioksidativnih enzima te koncentracija 8-izo prostaglandina F

20 (8-iz0-PGF2) i mijeloperosksidaze (MPO) te njene serumske aktivnosti

Aktivnosti antioksidativnih enzima, glutation peroksidaze (GPx), katalaze (CAT) i superoksid
dismutaze (SOD) mjerena je u uzorcima seruma Kkoriste¢i Lambda 25UV-Vis’s
spektrofotometar opremljen sa UV WinLab 6.0 softverom (PerkinElmer for the Better,

Waltham, Massachusetts, USA). Mjerenja su se odvijala prema ve¢ ranije uspostavljenim
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protokolima Biokemijskog laboratorija Odjela za Biologiju, Sveucilista Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku (165). Izmjerene aktivnosti CAT, GPx i SOD su izrazene u jedinici
enzima po miligramu proteina (U/mg protein). Za odredivanje koncentracije proteina u uzorku
seruma pratio se protokol proizvoda¢a Bradford reagensa (Bradford Reagent B6916, Sigma

Aldrich) pri 595 nm koriste¢i albumin govedeg seruma kao standard.

Koncentracija proteina 8-izo prostaglandina F2a (8-izo-PGF»,), izoprostana proizvedenog u
membranskim fosfolipidima putem neenzimske peroksidacije arahidonske kiseline, mjerena je
koriste¢i komercijalno dostupan enzimski povezani imunosorbentni test (engl. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, ELISA) kit (Elabscience, Catalog No: E-EL-0041, Elabscience
Biotechnology Inc., Houston, Texas, SAD) prema uputama proizvodaca. Mjerenje absorbance
I intenziteta boje ucinjeno je koriste¢i standardnu krivulju spektrofotometra (PR 3100 TSC

Microplate Reader, BioRad Laboratories, Hercules, California, SAD).

Serumska aktivnost mijeloperosksidaze (MPO), enzima koji katalizira stvaranje hipoklori¢ne
kiseline jedne od najjacih oksidativnih molekula koje se stvaraju u ljudskom organizmu,
odredivala se koriste¢i komplet za testiranje Kkolorimetrijske aktivnosti ljudske
mijeloperosksidaze prema uputama proizvodaca. U uzorke seruma dodana je reakcijska smjesa
nakon ¢ega je izvrSena inkubacija istih kroz 120 minuta. Opti¢ka gustoca i standardi uzoraka
odredeni su koriste¢i Lambda 25UV-Vis’s spektrofotometar uz UV WinLab 6.0 softver
(PerkinElmer for the Better, Waltham, Massachusetts, SAD) pri valnoj duljini od 412 nm.

Komercijalno dostupan komplet ELISA (Human Myeloperoxidase Kit ab272101, abcam,
Cambridge, UK) koriSten je prema uputama proizvodaa za otkrivanje koncentracije MPO
proteina u serumu. Proporcionalno koli¢ini vezanog analita, generiran je signal, a intenzitet je
mjeren pri 450 nm (PR 3100 TSC Microplate Reader, BioRad Laboratories, Hercules,

Kalifornija).

4.9. Unutarstani¢na produkcija reaktivnih kisikovih radikala (ROS) u mononuklearnim

stanicama periferne krvi

Za procjenu unutarstani¢ne produkcije reaktivnih kisikovih radikala koriSten je FACS Canto II
proto¢ni citomtar (BD Bioscience; 488 excitation laser and 530/30 BP analysis filter). Za
vizualizaciju i analizu podataka koristen je Flow Logic softver v1.0 (Inivai Technologies,

Mentone, Australia). Po prethodno uhodanim laboratorijskim protokolima (106), za izolaciju
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mononuklearnih stanica periferne krvi (PBMCs) iz uzorka venske krvi, koristeno je
centrifugiranje sa gradijentom gusto¢e (Ficoll-Paque® PLUS centrifugation media; GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden). Nakon centrifugiranja otprilike 1x10° stanica
je razrijedeno u 100 pL fizioloSke otopine sa fosfatom (PBS), a nakon toga inkubirano na 4°C
otprilike 30 minuta s ili 10 uL diklorofluor-rescein diacetatom (engl. dichlorofluo-rescein
diacetate, DCF-DA) za detekciju koli¢ine vodikovog peroksida i peroksinitrita ili
dihidroetidijom (engl. dihydroethidium, DHE) za detekciju superoksida. Nakon inkubacije
uzorci bojani s DCF-DA su ponovno razrijedeni u 350 uLL PBS te nakon toga analizirani na
citometru, dok su uzorci bojani s DHE dodatno isprani s 450 pL PBS te nakon toga ocitani
putem citometra. Na kraju pocetnih ocitanja, za stimulaciju proizvodnje ROS-a, 50 uL 1 mM
forbol 12-miristat 13-acetata (PMA) dodano je svakom uzorku i nakon 15-minutne inkubacije,
uzorci su ponovno oc€itani na citometru. Podaci su izrazeni kao viSestruka promjena jedinica

DCF fluorescencije u odnosu na kontrolu.

Na samome kraju pregleda Materijala i metoda na slici je shematski prikazan protokol koji je
proveden pri svakom od dva posjeta laboratoriju za fiziologiju te mjerenja koja su se provodila
(Slika 4.7.).

4.10. Statisti¢ka analiza

Svi rezultati prikazani su kao srednja vrijednost aritmeticke sredine 1 standardna devijacija
(SD). Preliminarni rezultati potrebni za izraCunavanje potrebnog uzorka za potencijalno
znacajan efekt prikupljeni su na 10 ispitanika. Potreban uzorak izraunat iz preliminarnih
rezultata iznosio je 14 po grupi za pokazivanje ocekivane razlike u primarnom ishodu
(promjena protoka krvi izmjerenih LDF-om) sa stupnjem znacajnosti od 0.05 i jakosti
statisticke analize od 80 % za t-test. Kolmogorov-Smirnov test normalnosti je koristen za
testiranje normalne distribucije podataka. Za procjenu razlika unutar skupina (mjerenja prije i
nakon svakog dijetetskog protokola) koristen je upareni t-test. Kada varijable nisu normalno
distribuirane koristen je Wilcoxon rank-sum test. Razlike izmedu skupina u mjerenjima nakon
intervencije testirane su analizom kovarijance (ANCOVA) prilagodenom (kovarijabla)
prethodnom mjerenju, p<0.05 smatra se statisticki znac¢ajnim. Za statisticku analizu koristen je
statisticki program SigmaPlot (verzija 11.2, SYSTAT Software, Chicago, SAD).
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ANTROPOMETRIJSKE MJERE

UZORKOVANIJE VENSKE KRVI

Mijerena je visina i tjelesna masa i kojih je izraéunat
indeks tjelesne mase (ITM)

Mijeren je opseg struka i bokova te izraéunat omjer
struk/bokovi (WHR)

Mijeren je krvni tlak (OMRON, Osaka, Japan)

!

Uzorci venske krvi koristeni su za analizu krvne slike, te
standardnih biokemijskih parametara, elektroliti (natrij
i kalij), urea, kreatinin, lipidogram (ukupni kolesterol,
trigliceridi, LDL kolesterol, HDL kolesterol), GUK te
hsCRP (kao biljeg upalnog procesa)

Mijerena je aktivnost antioksidativnih enzima - katalaze
(CAT), glutation peroksidaze (GPx) i superoksid
dismutaze (SOD)

Takoder mjerena je koncentracija 8-izo-PGF2a i
mijeloperosksidaze te unutarstaniéna produkeija
reaktivnih kisikovih radikala (ROS)

Antropometrijske mjere
Uzorkovanje venske krvi

Mjerenje protoka LDF-om

Akutni iscrpljujuci trening

LASER DOPPLER FLOWMETRY (LDF)

AKUTNI ISCRPLJUJUCI TRENING

= LDF — Laser Doppler
Flowmetry, MoorVMS-
o v LDF, Axminster, UK

P b e wimn bapeemes

b) lontoforeza (IONTO)
-> Acetilkolin (ACh) - endotel-ovisna vazodilatacija
-> Natrijev nitroprusid (SNP) — endotel-neovisna

Provodi se na veslackom ergometru podijeljen na
ukupno 6 intervala shematski prikazanihispod.

1. Interval — 150W (4min)

Odmor 1 min

2. Interval — 190W (4min)

Odmor 1 min

3. Interval —230W (4min)

Odmor 1min
4. Interval —270W (4min)

Odmor 1 min

5. Interval —310W (4min)

Odmor Smin

6. Interval — MAX (4min)

Slika 4.7. Shematski prikaz protokola studije. (izvor: izradio autor disertacije)
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5. REZULTATI

5.1. Karakteristike ispitanika

U istrazivanju je sudjelovao 31 zdravi mladi profesionalni sportas. Kontrolnu skupinu ¢inilo je
17 profesionalnih sportasa, a Nutri4 skupinu €inilo je 14 profesionalnih sportasa koji su trenirali
minimalno 5 do maksimalno 12 puta tjedno kroz period duzi od godinu dana. Svi ispitanici bili
su mladi pojedinci prosje¢ne dobi 22 + 4 godine, a medu eksperimentalnim skupinama nije bilo
razlike u godinama (dob kontrolna 22 + 3 god vs. Nutri4 23 + 4 god). Takoder, svi ispitanici
bili su normotenzivni, imali su urednu krvnu sliku, te mjerene biokemijske parametre. Nije bilo
razlike niti u ostalim mjerenim parametrima (ITM, HR, tlak) izmedu sportasa koji su bili
rasporedeni u kontrolnu i u Nutri4 grupu u trenutku zapocinjanja studije. Svi ispitanici su
izvrsili dijetetski protokol do kraja. U Tablici 5.1. prikazani su inicijalne antropometrijske mjere

te hemodinamski i biokemijski parametri ispitanika.

5.2. Antropometrijske mjere, hemodinamski i biokemijski parametri ispitanika

Utjecaj trotjedne konzumacije obic¢nih kokosjih jaja (kontrolna skupina) i obogaéenih kokosjih
jaja (Nutri4 skupina) na hemodinamske, antropometrijske i biokemijske parametre ispitanika
prikazan je u Tablici 5.1. Srednji arterijski tlak (MAP) i koncentracija kalija znacajno je niza
nakon dijetetskog protokola u Nutri4 skupini u odnosu na ulazne vrijednosti. Takoder, uoc¢en je
znacajan porast serumskih vrijednosti natrija nakon trotjedne konzumacije normalnih kokosjih
jaja, ali unutar referentnih vrijednosti. Razina trombocita i glukoze u serumu nakon dijetetskog
protokola bile su vise u Nutri4 grupi u usporedbi sa kontrolnom skupinom. Sve ostale zna¢ajne
promjene takoder su bile unutar referentnog intervala opce populacije. Nikakve znacajne
promjene nisu pronadene na preostalim antropometrijskim (BMI, WHR), hemodinamskim
(sistolicki 1 dijastolicki tlak, HR) te biokemijskim (krvna slika, urea, kreatinin, hsCRP)
parametrima, kao i u lipidnom profilu (ukupni kolesterol, trigliceridi, LDL kolesterol i HDL
kolesterol) nakon konzumacije obicnih niti obogacenih kokosjih jaja u usporedno s pocetnim
vrijednostima unutar kontrolne niti Nutri4 skupine, kao ni medu vrijednostima nakon dijete

izmedu dvije skupine prilagodene poc¢etnim vrijednostima.
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Tablica 5.1. Utjecaj konzumacije obi¢nih (Kontrolna skupina) i n-3 PUFA-om, selenom, luteinom i vitaminom E obogaéenih
kokos§jih jaja na antropometrijske, hemodinamske i biokemijske parametre kod profesionalnih sportasa.

Kontrolna Nutri4
parametar Prije Nakon p? Prije Nakon p? p°
N (Z/M) 17 (0/17) 14 (0/14)
Dob (godine) 22 (3) 23 (4)
BMI (kg/m2) 24,9 (4.0) 24,7 (3.9) 0,542 23,6 (2,4) 23,5 (2,4) 0,620 0,463
WHR 0,83 (0,09) 0,84 (0,08) 0,078 0,83 (0,04) 0,82 (0,04) 0,625 0,750
SBP (mmHg) 122 (12) 119 (13) 0,203 124 (15) 118 (12) 0,153 0,090
DBP (mmHg) 70 (9) 71 (9) 0,528 71 (11) 70 (11) 0,268 0,925
MAP (mmHg) 87 (9) 87 (9) 0,799 89 (11) 85 (9) 0,040* 0,434
Puls (otkucaja u minuti) 72 (9) 74 (12) 0,365 70 (9) 69 (12) 0,706 0,213
Eritrociti (x10E12/L) 5,0 (0,3) 5,0 (0,4) 0,481 5,1 (0,3) 5,1 (0,3) 0,430 0,421
Hemoglobin (g/L) 149 (8) 148 (11) 0,512 147 (7) 148 (9) 0,734 0,315
Hematokrit (%) 42,8 (2,4) 42,6 (2,9) 0,326 42,6 (2,0 43,2 (2,2) 0,266 0,175
Leukociti (x10E9/L) 5,8 (1,0) 5,7 (1,0) 0,321 6,0 (1,1) 6,0 (1,8) 0,947 0,205
Trombociti (x10E9/L) 214 (58) 215 (43) 0,239 234 (36) 230 (62) 0,414 0,044*

Rezultati su izraeni kao srednja vrijednost aritmeticke sredine i standardna devijacija (SD). N- ispitanika; Z-Zene; M- muskarci; BMI- indeks tjelesne mase; WHR- omjer struk-bokovi; SBP- sistoli¢ki
krvni tlak; DBP- dijastolicki krvni tlak; MAP- srednji arterijski tlak; hsCRP- visoko osjetljivi C reaktivni protein.

* oznadava statisticki znacajnu razliku (p<0.05), pri ¢emu p* predstavlja razliku prije i nakon unutar skupine (Kontrolna ili Nutri4) - upareni t-test; p° razlika izmedu nakon Kontrolna usporedno sa
nakon Nutri4 grupa — analiza kovarijance (ANCOVA) prilagodena vrijednosti po¢etnog mjerenja



Nastavak tablice 5.1.

parametar Kontrolna Nutri4 b
Prije Nakon p? Prije Nakon p? p
Urea (mmol/L) 6,2 (1,2) 6,8 (1,3) 0,252 6,4 (0,9) 6,3 (0,9) 0,939 0,852
Kreatinin (umol/I) 91 (10) 92 (10) 0,548 91 (10) 90 (9) 0,537 0,331
Natrij (mmol/l) 139,4 (1,2) 140,6 (1,9) 0,036 139,8 (1,4) 139,8 (2,1) 0,945 0,479
Kalij (mmol/I) 4,2 (0,3) 4,1(0,2) 0,170 4,3(0,3) 4,1(0,3) 0,048* 0,441
Kalcij (mmol/l) 2,55 (0,46) 2,54 (0,43) 0,571 2,44 (0,09) 2,43 (0,08) 0,781 0,354
Zeljezo (umol/1) 17,0 (5,6) 17,6 (4,6) 0,691 19,2 (9,0) 16,1 (7,0) 0,194 0,851
Transferin (g/l) 2,46 (0,28) 2,49 (0,31) 0,407 2,64 (0,36) 2,59 (0,28) 0,222 0,317
Glukoza (mmol/L) 5,0 (0,5) 4,8 (0,9) 0,663 5,2 (1,0) 5,2 (1,2) 0,727 0,021*
hsCRP (mg/L) 0,86 (0,82) 0,93 (1,30) 0,421 0,66 (0,63) 0,86 (0,79) 0,635 0,188
Kolesterol (mmol/L) 4,0 (0,7) 4,2 (0,8) 0,119 4,4 (1,1) 4,6 (1,1) 0,164 0,636
Trigliceridi (mmol/L) 1,0 (0,5) 1,3(1,1) 0,241 0,9 (0,5) 1,1(0,7) 0,312 0,502
HDL kolesterol (mmol/L) 1,3 (0,3) 1,3 (0,3) 0,680 1,5 (0,3) 1,4 (0,3) 0,686 0,809
LDL Kkolesterol (mmol/L) 2,4 (0,6) 2,6 (0,6) 0,083 2,6 (0,8) 2,7 (0,8) 0,215 0,674

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost aritmeticke sredine (standardna devijacija). N- ispitanika; Z-7ene; M- muskarci; BMI- indeks tjelesne mase; WHR- omjer struk-bokovi; SBP- sistolicki

krvni tlak; DBP- dijastolicki krvni tlak; MAP- srednji arterijski tlak; hsCRP- visoko osjetljivi C reaktivni protein.

* oznadava statisticki znacajnu razliku (p<0.05), pri ¢emu p* predstavlja razliku prije i nakon unutar skupine (Kontrolna ili Nutri4) - upareni t-test; p° razlika izmedu nakon Kontrolna usporedno sa

nakon Nutri4 grupa — analiza kovarijance (ANCOVA) prilagodena vrijednosti po¢etnog mjerenja

46



5.3. Koncentracija selena, vitamina E i luteina u serumu te serumski profil masnih

kiselina

Iz dobivenih serumskih uzoraka ispitanika mjerena je koncentracija ukupno 37 slobodnih
masnih kiselina, a u Tablici 5.2. prikazane su samo one ¢ije su koncentracije bile iznad razine
kvantifikacije. Serumska koncentracija cis-4,7,10,13,16,19-dokoaheksaenske kiseline (DHA)
znacajno je porasla, a koncentracija palmitinske kiseline (C16:0) znacajno smanjena nakon
konzumacije obogacenih jaja u usporedbi s pocetnim mjerenjem unutar Nutri4 grupe. Serumske
koncentracije drugih izmjerenih slobodnih masnih kiselina bile su sli¢ne prije i nakon
odgovarajuceg prehrambenog protokola unutar Nutri4 skupine. Ukupno gledajué¢i konzumacija
Nutri4 jaja znaajno je smanjila omjer n-6/n-3 u serumu za priblizno 36%. Serumske
koncentracije izmjerenih slobodnih masnih kiselina, kao i omjer n6/n3 ostali su nepromijenjeni
(smanjenje od 12%) nakon redovite konzumacije obi¢nih kokosjih jaja u usporedbi s osnovnim
mjerenjima unutar kontrolne skupine. Takoder koncentracija C15:0 pentadecilne i C16:0
palmitinske kiseline u serumu, kao i ukupni omjer n6/n3 nakon zavrsetka dijetetskog protokola
bili su znacajno nizi u skupini koja je konzumirala Nutri4 jaja nego u kontrolnoj skupini
(Tablica 5.2.).

47



Tablica 5.2. Utjecaj konzumacije obi¢nih (Kontrolna skupina) i kokosjih jaja obogacenih n-3 PUFA-om, selenom, luteinom i vitaminom E
na serumski profil masnih kiselina kod profesionalnih sportasa.

Kontrola Nutri4
Parametar N " b
Prije Nakon p? Prije Nakon p? p
SFA (umol/L)
C8:0 Kaprilna kiselina N/F 96,9 NA 29,50 63,8 (34,8) 0,213 0,488
C12:0 Laurinska kiselina 27,2 38,8 (8.6) 0,412 36,7 (21,8) 51,2 (34,0 0,422 0,295
C14:0 Miristinska kiselina 79,8 (33,1) 106,6 (30.8) 0,211 21,6 (23,7) 70,7 (34,7) 0,103 0,855
C15:0 Pentadecilna kiselina 17,8 (6,3) 21,0 (2.7) 0,422 17,8 (2,2) 16,7 (2,9) 0,753 0,009*
C16:0 Palmitinska kiselina 1701 (330) 1873 (188) 0,611 1811 (131) 1634 (185) 0,025* 0,022*
C17:0 Margarinska kiselina 21,5 (5,0) 23,0 (1,9) 0,715 23,0 (2,4) 20,7 (3,6) 0,622 0,355
C18:0 Stearinska kiselina 809 (117) 802 (73) 0,912 817 (94) 772 (90) 0,714 0,537
PUFA (umol/L)
n-5  Cl4:1[cis-9] Miristoleinska  <LOQ 11.07 NA <LOQ 11.26 NA NA
kiselina
n-7  C16:1[cis-9] Palmitoleinska 87,8 (36,4) 159,3 (106,1) 0,111 84,7 (27,5) 70,2 (16,9) 0,433 0,095
kiselina
C17:1][cis-10] cis-10- 23,0 (7,8) 20,4 (6,4) 0,675 22,5 (8,0) 20,0 (2,9) 0,722 0,771
heptadecenska kiselina
n-9  C18:1[trans-9] Elaidinska 1022 (308) 1167 0,713 941 (51) 697 0,355 0,325
kiselina
C18:1]cis-9] Oleinska 611 (596) 1115 (694) 0,115 495 (623) 1047 (497) 0,097 0,922
kiselina
C20:1[cis-11] 11-Eikosenska 15,7 (3,3) 16,5 (3,2) 0,835 16,4 (2,0) 14,7 (2,6) 0,711 0,731
kiselina
C24:1[cis-15] Nervonska 6,5 8,09 (0,98) 0,355 6,9 <LOQ NA NA
Kiselina

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost aritmeticke sredine (standardna devijacij). < LOQ — ispod limita kvantifikacije; N/D — nije detektirano (engl. Not Found).
* oznacava statisticki znacajnu razliku (p<0.05), pri ¢emu p? predstavlja razliku prije i nakon unutar skupine (Kontrolna ili Nutri4) - upareni t-test; p° razlika izmedu nakon Kontrolna usporedno sa nakon Nutri4 grupa
— analiza kovarijance (ANCOVA) prilagodena vrijednosti po¢etnog mjerenja
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Nastavak tablice 5.2.

Parametar Kontrola Nutri4 i
Prije Nakon p? Prije Nakon p? p

n-6  C18:2[cis-9,12] Linolna 1696 (344) 1921 (491) 0,463 1882 (543) 1969 (487) 0,265 0,833
kiselina
C18:3[cis-6,9,12] gama- 31,3 (5,9) 46,7 (23,6) 0,577 33,2 (16,5) 28,4 (8,8) 0,711 0,075
linolenska kiselina
C21:2[cis-11,14] 15,7 (3,3) 16,5 (3,2) 0,721 16,4 (2,0) 14,7 (2,6) 0,388 0,512
Eikosadeinska kiselina
C20:3[cis-8,11,14] Dihomo- 94,3 (37,1) 136,9 (92,3) 0,411 107,6 (30,4) 90,5 (27,1) 0,901 0,100
gama-linolenska kiselina
C20:4[cis-5,8,11,14] 539 (68) 600 (104) 0,225 578 (54) 538 (89) 0,871 0,221
Arahidonska kiselina

n-3  C18:3[cis-9,12,15] Alfa- 21,0 (9,9) 24,1 (3,6) 0,215 18,1 (4,2) 23,0 (5,9) 0,097 0,751
linolenska kiselina
C20:4[cis-5,8,11,14] Eikoza- 22,6 (3,8) 28,4 (2,4) 0,157 20,4 (4,3) 22,1 (5,1) 0,422 0,110
5,8,11,14,17-penaenska
kiselina
C22:6[cis-4,7,10,13,16,19] 111 (90) 207 (82) 0,088 108 (33) 185 (87) 0,010* 0,621

cis-4,7,10,13,16,19-
dokoahesaenska kiselina
n6/ n3 PUFAs 25,2 (19,4) 22,1 (22,3) 0,325 19,5 (9,3) 12,4 (3,2) <0,001* <0,001*

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost aritmeticke sredine (standardna devijacija). < LOQ — ispod limita kvantifikacije; N/D — nije detektirano (engl. Not Found).
* oznadava statisti¢ki zna¢ajnu razliku (p<0.05), pri ¢emu p* predstavlja razliku prije i nakon unutar skupine (Kontrolna ili Nutri4) - upareni t-test; p® razlika izmedu nakon Kontrolna usporedno sa nakon Nutri4 grupa —
analiza kovarijance (ANCOVA) prilagodena vrijednosti poetnog mjerenja
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Serumske koncentracije selena i vitamina E znacajno su porasle nakon dijetetskog protokola u
Nutri4 skupini, dok su u kontrolnoj skupini koncentracije ostale nepromijenjene. Takoder,
vrijednosti serumske koncentracije selena i vitamina E nakon dijetetskog protokola znacajno su
viSe u Nutri4 skupini usporedno sa kontrolnom skupinom. Serumska koncentracija luteina nije
se znacajno mijenjala nakon dijetetskog protokola niti u jednoj od skupina ispitanika (Tablica

5.3.).
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Tablica 5.3. Utjecaj konzumacije normalnih (Kontrolna skupina) i kokosjih jaja obogacenih n-3 PUFA, selenom, luteinom i vitaminom E na
serumske koncentracije selena, luteina i vitamina E kod profesionalnih sportasa.

Parametar Kontrola (N=17) Nutri4 (N=14)

Prije Nakon p? Prije Nakon p? p
Selen (ng/L) 74,5 (13,9) 70,1 (8,2) 0,105 76,2 (15,0) 89,3 (9,3) 0,009* 0,001*
Vitamin E (pug/ml) 7,03 (4,15) 7,07 (4,30) 0,650 7,58 (7,8) 10,70 (5,27) <0,001* 0,048*
Lutein (umol/L) 0,089 (0,027) 0,105 (0,061) 0,163 0,110 (0,0409) 0,088 (0,038) 0,261 0,355

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost aritmeticke sredine (standardna devijacija). N- ispitanika
* oznadava statisti¢ki zna¢ajnu razliku (p<0.05), pri ¢emu p? predstavlja razliku prije i nakon unutar skupine (Kontrolna ili Nutri4) - upareni t-test; p® razlika izmedu nakon Kontrolna usporedno sa nakon Nutri4 grupa — analiza

kovarijance (ANCOVA) prilagodena vrijednosti po¢etnog mjerenja
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5.4 Endotel-ovisna i endotel-neovisna vazodilatacija mikrocirkulacije kozZe podlaktice

Usporedno s bazalnim mjerenjima, nakon konzumacije obogacenih kokosjih jaja postokluzivna
reaktivna hiperemija (PORH) (Slika 5.1.A) i dilatacija inducirana acetilkolinom (AChID)
(Slika 5.1.B) u kozi podlaktice zna¢ajno su poboljsane. U kontrolnoj grupi, konzumacija
obic¢nih jaja nije potakla nikakve znacajne promjene u PORH ili AChID usporedno s bazalnim
vrijednostima. Nakon navedenog prehrambenog protokola PORH je takoder znacajno
poboljsan u skupini Nutri4 u usporedbi s kontrolnom grupom (prilagodeno osnovnoj
vrijednosti). SNP-inducirana dilatacija (SNPID) nije bila znacajno pod utjecajem konzumacije
obogacenih niti obi¢nih kokosjih jaja, bas kao §to se nije razlikovala izmedu Nutri4 skupine i
kontrolne skupine nakon odgovaraju¢eg prehrambenog protokola (prilagodeno osnovnoj
vrijednosti) (Slika 5.1.C).
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Slika 5.1. Utjecaj konzumacije obi¢nih (Kontrolna skupina) i jaja obogacenih n-3
polinezasi¢enim masnim Kkiselinama, selenom, luteinom i vitaminom E (Nutri4 grupa)
tijekom 3 tjedna na mikrovaskularnu reaktivnost koZe te endotel ovisnu i endotel
neovisnu vazodilataciju kod profesionalnih sportasa. (A) Postokluzivna reaktivna
hiperemija, (B) Dilatacija inducirana acetilkolinom (AChID) i (C) dilatacija natrijevim
nitroprusidom (SNPID). Mjerenje PORH izrazava se kao razlika izmedu postotka promjene
protoka tijekom reperfuzije i okluzije u odnosu na pocetnu vrijednost (R-O%). AChID i SNPID
izrazavaju se kao povecanje protoka nakon primjene ACh ili SNP u usporedbi s osnovnim
protokom. Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD) sa
pojedina¢nim mjerenjima. Kontrolna skupina N = 17, Nutri4 N= 14. *p < 0.05 prije vs. nakon
unutar Nutri4 skupine (upareni t-test), ¥ P<0.05 kontrolna skupina nakon vs. Nutri4 skupina
nakon analiza kovarijance (ANCOVA) prilagodena vrijednosti pocetnog mjerenja.
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5.5 Akutni iscrpljujudi trening i raspon mikrovaskularne reakcije (APORH)

Konzumacija obogacenih kokosjih jaja znacajno je povecala raspon mikrovaskularne reakcije
na akutni iscrpljuju¢i trening APORH (Slika 5.2.A), dok se AAChID reakcija na akutni
iscrpljujuci trening (Slika 5.2.B) nije znacajno mijenjala usporedno sa bazalnim mjerenjem u
Nutri4 grupi ispitanika. U kontrolnoj skupini nisu primije¢ene znac¢ajne promjene niti u APORH
(Slika 2A), niti u AAChID (Slika 5.2.B) nakon dijetetskog protokola. Pove¢anje APORH, ali
ne i AAChID, bilo je znafajno vece u skupini Nutri4 u usporedbi s kontrolama nakon

odgovarajuc¢eg prehrambenog protokola (prilagodeno osnovnoj vrijednosti).
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Slika 5.2. Utjecaj konzumacije obi¢nih kokosjih jaja (Kontrolna skupina) i jaja
obogacdenih n-3 polinezasicenim masnim kiselinama, selenom, luteinom i vitaminom E
(Nutri4 grupa) tijekom tri tjedna na raspon mikrovaskularne reakcije koZe nakon
akutnog iscrpljujuceg treninga (AEE) kod profesionalnih sportasa. A) Razlika u PORH
odgovoru nakon i prije AEE, APORH = PORH nakon AEE — PORH prije AEE; i (B) Razlika
u AChID nakon i prije AEE, AAChID = AChID nakon AEE — AChID prije AEE. Mjerenje
PORH izrazava se kao razlika izmedu postotka promjene protoka tijekom reperfuzije i okluzije
u odnosu na pocetnu vrijednost (R-O%), a APORH predstavlja razliku u vrijednosti PORH
izmjerenoj neposredno nakon (post-) i prije (pre-) akutnog iscrpljujuceg vjezbanja (AEE ).
AChID se izrazava kao poveéanje protoka nakon primjene ACh u usporedbi s osnovnim
protokom, a AAChID predstavlja razliku u vrijednosti AChID izmjerenoj neposredno nakon
(post) i prije (prije) akutnog iscrpljujuceg vjezbanja (AEE). Podaci su prikazani kao aritmeticka
sredina i standardna devijacija (SD) sa pojedina¢nim mjerenjima. PORH- post okluzivna
reaktivna hiperemija; AChID- acetilkolinom inducirana dilatacija; AEE- akutni iscrpljujuci
trening. Kontrolna skupina N = 17, Nutri4 N= 14. *p < 0.05 prije vs. nakon unutar Nutri4
skupine (upareni t-test), ¥ P<0.05 kontrolna skupina nakon vs. Nutri4 skupina nakon analiza
kovarijance (ANCOVA) prilagodena vrijednosti pocetnog mjerenja.
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5.6 Aktivnost antioksidativnih enzima, serumska koncentracija 8-izo prostaglandina F 2a

(8-1z0-PGF20) i serumska aktivnost i koncentracija mijeloperosksidaze (MPO)

Aktivnost serumskih antioksidativnih enzima (CAT, GPx i SOD) u kontrolnoj i Nutri4 skupini
prije i nakon odgovaraju¢eg protokola prikazana je u Tablici 5.4. Serumska aktivnost CAT,
GPX 1 SOD, kao ni aktivnost odgovarajuc¢ih enzima u serumu nije znacajno promijenjena nakon

bilo kojeg od dijetnih protokola.

Koncentracija serumskog proteina 8-izo prostaglandina F2a. (8-iz0-PGF»,) znacajno se smanjila
nakon trotjednog protokola u Nutri4 skupini, dok je u kontrolnoj skupini ostala nepromijenjena
(Slika 5.3.). Takoder, koncentracija 8-iz0-PGF2, u serumu proteina bila je znacajno smanjena
u skupini Nutri4 u usporedbi s kontrolama nakon odgovarajuc¢eg prehrambenog protokola

(prilagodeno osnovnoj vrijednosti) (Slika 5.3.).
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Slika 5.3. Utjecaj konzumacije obi¢nih kokosjih jaja (Kontrolna skupina) i jaja
oboga¢enih OMEGA-3 polinezasicenim masnim Kkiselinama, selenom, luteinom i
vitaminom E (Nutri4 grupa) tijekom tri tjedna na koncentraciju serumskog proteina 8-
izo prostaglandina F 2a (8-iz0-PGF2a) kod profesionalnih sportasa. Podaci su prikazani
kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD) sa pojedina¢nim mjerenjima. Kontrolna
skupina N = 17, Nutri4 N= 14. *p < 0.05 prije vs. nakon unutar Nutri4 skupine (upareni t-test).
T P<0.05 kontrolna skupina nakon vs. Nutri4 skupina nakon analiza kovarijance (ANCOVA)
prilagodena vrijednosti pocetnog mjerenja.
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Tablica 5.4. Utjecaj konzumacije obi¢nih kokosjih jaja (Kontrolna skupina) i jaja obogacenih n-3 PUFA, selenom, luteinom i vitaminom E
(Nutri4 grupa) na aktivnost antioksidativnih enzima

Parametar Kontrola (N=17) Nutri4 (N=14)

Prije Nakon p? Prije Nakon p? p
CAT (U/mg protein) 3,185 (0,758) 3,078 (0,808) 0,681 2,440 (0,826) 2,510 (0,725) 0,823 0,289
GPx (U/mg protein) 0,007 (0,004) 0,011 (0,006) 0,088 0,013 (0,007) 0,010 (0,003) 0,246 0,756
SOD (U/mg protein) 9,811 (1,109) 10,061 (0,599) 0,426 9,562 (0,980) 10,279 (0,884) 0,061 0,643

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost aritmeticke sredine (standardna devijacija). CAT- katalaza; GPx- glutation peroksidaza; SOD- superoksid dismutaza.
* oznadava statisti¢ki zna¢ajnu razliku (p<0.05), pri ¢emu p? predstavlja razliku prije i nakon unutar skupine (Kontrolna ili Nutri4) - upareni t-test; p® razlika izmedu nakon Kontrolna usporedno sa nakon Nutri4 grupa — analiza
kovarijance (ANCOVA) prilagodena vrijednosti po¢etnog mjerenja
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Koncentracija proteina mijeloperosksidaze (MPQO) u serumu (MPO pg/mL.: kontrola prije 9719
+ 8623 u odnosu na nakon 12019 + 8316, p = 0,233; Nutri4 prije 6940 = 5514 u odnosu na
nakon 11293 + 8973, p = 0,199) i aktivnost enzima MPO u serumu (MPO pmol/mL kontrola
prije 0,200 £ 0,174 naspram poslije 0,201 naspram 0,205, p = 0,971; Nutri4 prije 0,205 + 0,127
naspram poslije 0,131 + 0,089, p = 0,086) ostali su nepromijenjeni prije i poslije navedenog
prehrambenog protokola u kontrolnoj i Nutri4 skupini. Sli¢no tome, koncentracija MPO
proteina u serumu i aktivnost enzima u serumu nisu se razlikovale izmedu Nutri4 i kontrolne

skupine nakon navedenog prehrambenog protokola (prilagodeno osnovnoj vrijednosti).

5.7. Stvaranje vodikovog peroksida i peroksinitrita i superoksida u mononuklearnim

stanicama periferne krvi (PBMC)

Konzumacija obogacéenih kokosjih jaja znacajno je smanjila stvaranje vodikovog peroksida i
peroksinitrita u mononuklearnim stanicama periferne krvi (PBMC). Konzumacija obi¢nih
kokosjih jaja nije imala znacajan u¢inak na stvaranje vodikovog peroksida i peroksinitrita u

PBMC (Slika 5.4.).
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Slika 5.4. Utjecaj konzumacije obi¢nih kokosjih jaja (Kontrolna skupina) i jaja
obogacenih n-3 polinezasi¢enim masnim Kkiselinama, selenom, luteinom i vitaminom E
(Nutri4 grupa) tijekom tri tjedna na stvaranje vodikovog peroksida i peroksinitrita (DCF-
DA) u mononuklearnim stanicama periferne krvi (PBMC) kod profesionalnih sportasa.
Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD) sa pojedinacnim
mjerenjima. Kontrolna skupina N = 17, Nutri4 N= 14. *p < 0.05 prije vs. nakon unutar Nutri4
skupine (upareni t-test).
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Dijetetski protokol u obje skupine nije imao nikakav znacajan ucinak na stvaranje superoksida
u PBMC-ima kod profesionalnih sportasa (Slika 5.5.), niti se razlikuje izmedu skupina nakon

prehrambenog protokola (prilagoden za pocetnu vrijednost).
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Slika 5.5. Utjecaj konzumacije obi¢nih kokosjih jaja (Kontrolna skupina) i jaja
oboga¢enih OMEGA-3 polinezasiCenim masnim Kiselinama, selenom, luteinom i
vitaminom E (Nutri4 grupa) tijekom tri tjedna na stvaranje superoksida (DHE) u
mononuklearnim stanicama periferne krvi (PBMC) kod profesionalnih sportasa. Podaci
su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD) sa pojedina¢nim mjerenjima.
Kontrolna skupina N = 17, Nutri4 N= 14.
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6. RASPRAVA

Ova randomizirana intervencijska studija prva je koja istrazuje utjecaj kombinirane
suplementacije s Cetiri razli¢ita mikronutrijenta (n-3 PUFA, selen, lutein i vitamin E) u formi
funkcionalne hrane na endotelnu funkciju te oksidativni stres kao i utjecaj istih na sposobnost
mikrovaskulature u prilagodbi na akutni iscrpljujuci trening u populaciji profesinalnih sportasa.
Najznacajniji nalaz ove studije je znaCajno poboljSanje vazodilatacije ovisne o endotelu u
mikrocirkulaciji koze podlaktice nakon konzumacije Nutri4 jaja tijekom 3 tjedna. Takoder,
adaptacija mikrozilja koze podlaktice na akutni iscrpljujuéi trening se poboljsala nakon
konzumacije funkcionalno obogacenih jaja. Osim vaskularnih promjena, vazan nalaz ove
studije je i smanjenje koncentracije 8-iSoPGF», u serumu kao i smanjenje stvaranja vodikovog
peroksida i peroksinitrita u PBMC-ima $to ukazuje na smanjenje razine oksidativnog stresa
nakon konzumacije Nutri-4 jaja kod profesionalnih sportasa. Uz sve to vrlo vazna Cinjenica
koju je pokazala ova studija je da, iako je konzumacija Nutri4 jaja rezultirala povecanjem
koncentracije hranjivih tvari (n-3 PUFA, selen i vitamin E) u serumu, lipidni profil u serumu i
krvni tlak ostali su unutar referentnog raspona, a takoder nisu zabiljezeni nikakvi Stetni ucinci
unato¢ konzumaciji relativno velike kolic¢ine kokosjih jaja. Ovakvi rezultati u skladu su s
prethodnim studijama nasSe istrazivacke skupine te podupiru zakljuc¢ak da se jaja mogu sigurno

konzumirati, osobito u mladoj, nutritivno zahtjevnoj populaciji poput sportasa.

6.1. U¢inak konzumacije funkcionalno obogacenih jaja na hemodinamske i biokemijske

parametre te lipidni profil sportasa

Povoljni u€inci vjezbanja na kardiovaskularno zdravlje danas su opce poznati, kao 1 da je
vjezbanje protektivni ¢imbenik kod CV-ih bolesti. Impresivan broj intervencijskih studija
proveden je u svrhu istrazivanja u¢inka redovitog vjezbanja na tradicionalne kardiovaskularne
¢imbenike rizika, kao $to su krvni tlak, razina lipida u krvi i sl. u populaciji kardiovaskularnih
bolesnika, ali i u populaciji zdravih ispitanika. Dokazi iz brojnih provedenih studija dovode u
direktnu vezu redovito vjezbanje i snizene vrijednosti krvnoga tlaka i u zdravoj populaciji.
Cornelissen i suradnici proveli su opseznu meta-analizu na ukupno 5223 zdrava ispitanika od
kojih su 3401 redovito vjezbali, a 1822 su kontrolni ispitanici gdje su proucavali utjecaj treninga
1zdrzljivosti, treninga dinamickog otpora te treninga izometrijskog otpora na promjene krvnog

tlaka. Rezultati analize ukupno 93 studije pokazali su da redoviti treninzi izdrZljivosti,
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dinamickog otpora, ali i treninzi izometrijskog otpora snizavaju SBP i DBP (166). Osim
pozitivnog ucinka redovitog vjezbanja na tlak, danas je dobro poznat i istrazen ucinak n-3
polinezasi¢enih masnih kiselina. Tako se u velikoj meta-analizi provedenoj od strane Zhanga
i suradnika istrazivao 0 dozi ovisan uc¢inak n-3 PUFA-e (tj. dokozaheksaenoi¢nu kiselinu i
eikosapentaensku kiselinu) na promjene krvnog tlaka. U svoju meta-analizu ukljucivali su
studije objavljene prije svibnja 2021 sa ispitanicima starijima od 18 godina te koje su
proucavale interakciju izmedu n-3 PUFA te krvnog tlaka. Meta-analizom je uklju¢eno ukupno
4973 ispitanika iz 71 razli¢ite studije. Analizom rezultata dosli su do zaklju¢ka kako je
optimalna doza dnevnog unosa n-3 PUFA-e 2-3 grama te takva doza znacajno snizava krvni
tlak, sistolicki 1 dijastolicki. Doze veée od 3 grama na dan mogle bi imati dodatan benefit u
snizavanju krvnog tlaka kod bolesnika sa visokim rizikom od kardiovaskularnih bolesti (167).
Jos jedna studija, provedena od strane Jaina i suradnika u svojim rezultatima pokazala je blago
snizenje krvnoga tlaka nakon suplementacije s n-3 polinezasi¢enim masnim kiselinama (168).
Osim njih Bucher i suradnici su napravili pregled literature u kojem je ukljuceno 11 velikih
studija vezanih za kardiovaskularne rizike sa ukupno 7951 ispitanikom u intervencijskoj te
7855 ispitanikom u kontrolnoj skupini. Analizom rezultata svih studija dosli su do zakljucka
kako konzumacija n-3 PUFA moze poboljsati vrijednosti krvnog tlaka, ali i sr¢anu frekvenciju
te lipidni profil pojedinca, a samim time smanjiti i rizik od bolesti koronarnih arterija, sréanog
udara te iznenadne smrti (169). Nadalje, postoje i brojne studije 0 u¢incima vitamina E te drugih
karotenoida na zdravlje kardiovaskularnog sustava u cijelosti, a izmedu ostalog i 0 utjecaju na
krvni tlak. Tako su u svojoj studiji Gammone i suradnici istrazivali utjecaj karotena na
kardiovaskularne rizike te pokazali da karoteni izmedu ostalog mogu imati korisne uc¢inke na
krvni tlak te kroz taj i druge ucinke poput reduciranja oksidativnog stresa sniziti i rizik od

razvoja bolesti koronarnih arterija i mozdanog udara (170).

Svi ispitanici u okviru naseg znanstvenog istrazivanja bili su normotenzivni na pocetku
provedbe dijetetskog protokola u obje eksperimentalne skupine. Analiza hemodinamskih
parametara, ukljucujuéi vrijednosti sistoli€¢kog arterijskog tlaka i dijastolickog arterijskog tlaka
nije ukazivala na statisti¢ki znac¢ajne promjene niti u Nutri4 skupini niti u kontrolnoj skupini po
zavrSetku dijetetskog protokola. Ipak, zapaZeno je statisticki znaCajno smanjenje srednjeg
arterijskog tlaka u Nutri4 skupini nakon dijetetskog protokola. Ovaj rezultat je unatod
ogranicenju ovog istrazivanja u smislu kratkog trajanje intervencije od samo tri tjedna u skladu
sa prethodno navedenim studijama koje su imale duze vrijeme trajanja te u tom periodu

promatrali u¢inak navedenih suplemenata na krvni tlak.
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Parametri krvne slike mjereni u studiji (eritrociti, leukociti, hemoglobin, hematokrit, MCV,
MCH, MCHC, RDW-CV, trombociti i MPV) bili su unutar referentnih vrijednosti kod obje
skupine sportaSa na pocetku protokola. Po zavrsSetku trotjednog dijetetskog protokola nije bilo
znacajnih razlika u izmjerenim parametrima krvne slike izmedu ispitivanih skupina. U naSoj
studiji nije bilo znacajne razlike niti izmedu vrijednosti biokemijskih parametara (urea,
kreatinin, kalcij, zeljezo, glukoza) nakon dijetetskog protokola niti u jednoj od skupina
ispitanika. Medutim, uocena je statisticki znacajna razlika u koncentraciji natrija i kalija nakon
dijetetskog rezima. Odnosno, razina natrija u kontrolnoj skupini bila je znacajno visa, a razina
kalija u Nutri4 skupini znacajno niza nakon dijetetskog protokola. U prethodnoj studiji nase
istrazivacke skupine na zdravim mladim ispitanicima takoder nije bilo znacajnih promjena u
biokemijskim parametrima i krvnoj slici nakon konzumacije nutritivno obogacenih kokosjih
niti nakon konzumacije obi¢nih kokosjih jaja, odnosno u niti jednoj od skupina ispitanika
ukljucenih u studiju (154).

Osim ucinka na krvni tlak, brojne studije bavile su se u¢inkom redovite tjelesne aktivnosti na
poboljsanje razine lipida u krvi kod zdravih, ali i pretilih osoba. Gordoni suradnici su u svom
preglednom ¢lanku iz navedenih studija dosli do zakljucka kako brojne studije pokazuju da
dugotrajna aerobna aktivnost kombinirana sa gubitkom tjelesne mase znacajno reducira
kolesterol, LDL te triglicerida dok poboljsava HDL. Osim aerobne tjelesne aktivnosti i treninzi
otpora takoder su pokazali snizenje non-HDL kolesterola, ¢ak neovisno o gubitku tjelesne
mase. Nadalje, Kraus i suradnici su u svojoj perspektivnoj randomiziranoj studiji na ukupno
111 pretilih sedentarnih ispitanika istrazivali utjecaj koli¢ine i intenziteta tjelesne aktivnosti na
lipoproteine. Ispitanici su bili podijeljeni u kontrolnu i nekoliko razli€itih intervencijskih
skupina ovisno o koli¢ini i intenzitetu vjezbe u visoko-koli¢insku-visoko-intenzivnu, nisko-
koli¢insku-visoko-intenzivnu, nisko-koli¢insku-srednje-intenzivnu skupinu koji su se kroz
period od osam mjeseci pridrzavali plana 1 programa tjelovjezbe ali bez znacajnog uc¢inka na
tjelesnu masu. Rezultati studije pokazali su brojne benefite vjezbanja na razlicite lipide i
lipoproteine, a u¢inak je bio najznacajniji u skupini koja je imala ve¢u koli¢inu treninga koji su
bili visokog intenziteta. Stoga, usporedno sa rezultatima ostalih skupina zakljucili su kako je
velika koli¢ina tjedne tjelovjezbe sa minimalnim promjenama tjelesne tezine imala povoljan
ucinak na lipidogram ispitanika te da je to poboljSanje povezano sa koli¢inom aktivnosti a ne
intenzitetom iste. (171,172). Takav pozitivan uinak vjezbanja promatran je i na razine
triglicerida koje su snizeni samo pod utjecajem redovitog intenzivnijeg vjezbanja. Stupin i

suradnici pokazali su da su profesionalni vesla¢i usporedno sa sedentarnim ispitanicima imali
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znacajno nizu razinu triglicerida i apoB, ali i viSu razinu HDL kolesterola u krvi. Osim
vjezbanja n-3 PUFA ima mogucnost za smanjenje serumskih lipida kod osoba s
hiperlipidemijom. Naime u preglednom c¢lanku Leslie i suradnici su se fokusirali na
normolipemi¢ne do grani¢no lipemicne , ali ina¢e zdrave ispitanike, jer prema istrazivanjima
American Heart Association-a oni ¢ine velik udio u opéoj populaciji. U analizu su ukljuéili
ukupno 38 klinickih intervencijskih studija sa ukupno 2270 ispitanika. Analizom su dosli do
zakljucka kako visoke doze od > 4g/dan hrane obogacene n-3 PUFA smanjuju razinu
triglicerida u serumu za 9 - 26 %, dok je smanjenje rizika od 4-51% nadeno u studijama u
kojima su ispitanici unosili 1-5g/dan n-3 PUFA-e putem obogacene hrane. (173). U ovoj studiji
konzumacija jaja obogacenih n-3 PUFA, selenom, luteinom i vitaminom E nije imala zna¢ajan
u¢inak na lipidni profil sportasa, ali nije ni imala negativan utjecaj na isti obzirom da je
konzumirana veca koli¢ina koko§jih jaja. Razlog izostanka pozitivnog ucinka na lipidni profil
moze biti relativno kratko vrijeme konzumacije obogacéenih jaja, kao i1 neSto nize doze, u

usporedbi s prethodno navedenim istrazivanjima u analizi.

6.2. Promjena koncentracija n-3 PUFA, luteina, selena i vitamina E nakon konzumacije

funkcionalno obogacenih jaja, suplementi i prehrana sportasa

Funkcionalno obogacena jaja koja su konzumirali ispitanici Nutri4 skupine u ovom istrazivanju
imali su znacajno visSe koncentracije ciljnih mikronutrijenata u odnosu na obi¢na kokog§ja jaja 1
to n-3 PUFA-e (134,2 %), selena (27,8 %), vitamina E (84,5 %) i luteina (460 %) (152).
Konzumiranjem navedenih jaja kroz tri tjedna prema ranije utvrdenom protokolu zabiljezZen je
porast koncentracija vitamina E za 41,2 % u serumu ispitanika koji su konzumirali funkcionalno
obogacena jaja, dok se koncentracija istog u kontrolnoj skupini gotovo i nije mijenjala. S
obzirom na izrazitu razliku izmedu skupina moze se zakljuciti da konzumacija jaja obogacenih
1izmedu ostalog 1 vitaminom E dovodi do porasta njegove koncentracije u serumu ispitanika.
Konzumacijom obogacenih jaja, ispitanici Nutri4 skupine unosili su samo putem navedenih jaja
22,9 % dnevnih potreba organizma za vitaminom E. Za razliku od vitamina E, konzumacijom
funkcionalno obogacenih jaja ispitanici su unosili 125,5 % dnevnih potreba selena, ali buduéi
da je protokol trajao samo tri tjedna, smatra se da takav kratkotrajni unos nije mogao negativno
utjecati na zdravlje ispitanika. Po zavrSetku protokola zabiljeZen je porast koncentracije selena
u krvi ispitanika Nutri4 skupine od 17,2 %, dok nije bilo znacajne promjene kod ispitanika

kontrolne skupine. Koncentracija luteina u serumu ispitanika iz obje skupine nije pokazala
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statistiCki znacajne promjene nakon konzumacije jaja. Zanimljivo je napomenuti da je
primije¢eno povecanje koncentracije luteina, a to povecanje bilo je ¢ak izrazenije u kontrolnoj
skupini u usporedbi s Nutri4 skupinom, iako je postotak luteina u obogac¢enim jajima izmjeren
gotovo Sest puta ve¢i nego u obi¢nim kokoSjim jajima. Izostanak statisticki znacajnijeg
povecanja moze se objasniti relativno niskim dnevnim unosom luteina u naSem istrazivanju,
gdje je dnevni unos luteina putem konzumacije obogacenih jaja iznosio 1,8 mg. Odnosno,
prema nekim izvorima, prosjecan dnevni unos luteina u odraslih osoba krece se oko 1 - 2 mg,
a pozitivan u¢inak moze se ocekivati tek kod unosa veéih od 5 mg (174). Kada govorimo o
polinezasi¢enim masnim kiselinama ukupno je mjerena koncentracija 37 masnih kiselina u
serumu ispitanika. Konzumacija jaja obogacenih izmedu ostalog n-3 PUFA-ma je dovela do
znaCajnog porasta koncentracije cis-4,7,10,13,16,19-dokozaheksaenske kiseline (DHA), a
koncentracija palmitinske kiseline (C16:0) znacajno je smanjena. Takoder, osim utjecaja na
koncentracije pojedinih polinezasi¢enih masnih kiselina, dijetetski protokol u Nutri4 skupini
doveo je do znacajne redukcije n-6/n-3 omjera, odnosno, a otprilike 36 %, dok u kontrolnoj

skupini ta redukcija nije bila znacajna.

Sli¢ne rezultate u svom istrazivanju na zdravim mladim sedentarnim ispitanicima opazili su
Susnjara i suradnici, odnosno konzumacija kokosjih jaja obogac¢enih n-3 PUFA-om, luteinom,
selenom i vitaminom E u njihovoj studiji dovela je takoder do porasta koncentracije vitamina
E, luteina te omjera n-3/n-6 PUFA nakon tri tjedna u intervencijskoj skupini ispitanika, dok su
navedeni ucinci izostali u kontrolnoj skupini (154). Povisenje serumske koncentracije vitamina
E kod zdravih pojedinaca u Irskoj nakon konzumacije suplemenata vitamina E pokazali su i
Zhao i suradnici u svojoj studiji (175). Razvoj suplemenata vitamina E putem funkcionalne
hrane istrazivali su i Pandya i suradnici i to u formi praska za limunadu, jogurta, mlijeka,
margarina i kruha te promatrali stabilnost njegove koncentracije u navedenim proizvodima.
Pokazali su da je koncentracija vitamina E nepromijenjena u prahu za limunadu, jogurtu,
margarinu i mlijeku, dok je u kruhu doslo do znacajnog smanjenja koncentracije vitamina E
tijekom skladiStenja do konzumacije (176). Osim vitamina E, suplementacija selenom je
takoder istraZivana, tako su Hustad i suradnici radili sa selenom obogacenih proteina lososa u
obliku kapsula te utvrdili 10 % vecu koncentraciju selena u serumu ispitanika. Kada je rije¢ o
suplementaciji polinezasi¢enim masnim kiselinama velik broj istrazivanja je proveden s istima
te je pokazano kako suplementacija u raznim oblicima dovodi do povecanja razine n-3 PUFA.
Zebrowska 1 suradnici su u svojoj studiji na 24 trkaCa procjenjivali utjecaj trotjedne

suplementacije n-3 PUFA, a u svom istrazivanju su dokazali porast n-3 PUFA-u serumu te
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snizenje omjera n-6/n-3 PUFA (177). Iste rezultate pokazale su jos brojne studije provedene na
istu temu, ali istrazujudi razli¢ite ucinke n-3PUFA-e (167,178,179). Rezultat je ovo koji je
konzistentan sa rezultatima primije¢enima u ranijim studijama naSe istraziva¢ke skupine sa
nutritivno obogac¢enim kokos$jim jajima na zdravim mladim pojedincima, odnosno znacajno
povecéanje serumskih koncentracija n-3 PUFA i promjena omjera n-6/n-3 PUFA zabiljezeno je
u intervencijskoj skupini, dok je isti u¢inak izostao u kontrolnoj skupini (154). Pokazano je
kako se n-3 PUFA natjece sa n-6 PUFA za procese razgradnje te proizvodnje vazoprotektivnih
metabolita kao npr. za proizvodnju medijatora proizvedenih aktivno$¢u COX enzima poput
prostaglandina i drugih medijatora. U stanjima veéeg omjera n-6/n-3 PUFA stvaraju se
leukotrieni serije 4 (LTB4), prostaglandini serije 2 (PGl2) i tromboksani B serije 2 (TXB2) s
izrazenim vazokonstrikcijskim ucincima, aktivacijskim djelovanjem na trombocite te s
izrazenim proupalnim potencijalom. Naprotiv, ako je omjer u korist n-3 PUFA, odnosno nizi
tada dominira proizvodnja leukotriena serije 5 (LTB5), prostaglandina serije 3 (PGI3) i
tromboksana serije 3 (TXA3) koji su primarno protuupalni i vazodilatacijski medijatori
(180,181).

N-3 PUFA, selen, lutein i vitamin E u ovoj studiji ispitanicima smo davali u obliku jaja
obogacenima navedenim mikronutrijentima tj. u obliku funkcionalne hrane u populaciji
sportaSa. Kao §to je ranije navedeno funkcionalna hrana se definira kao hrana koja je izgledom
ista tradicionalnoj te koja je ukljuc¢ena u svakodnevnu prehranu opce populacije, ali osim svoje
osnovne nutritivne vrijednosti ima dodatnu zdravstvenu korist. Upravo zbog toga se sve vise
studija provodi upravo na suplementaciji u obliku funkcionalne hrane, a ne u obliku tableta ili
napitaka te su do sada dokazani brojni pozitivni u€inci povezani sa zdravljem, ukljucujuci
smanjenje pretilosti, rizika od kardiovaskularnih bolesti, osteoporoze kao 1 jaanja imunoloskog
sustava (95,96). Prethodno ovoj provedeno je nekoliko studija s funkcionalno obogacenim
jajima u kojima su postignute povisene koncentracije pojedinih mikronutrijenata i pozitivni

ucinci na ciljne sustave (106,154).

Ispitanici u studiji bili su profesionalni sportasi, osobe s inace vrlo visokom metabolickom
potro$njom te su zbog toga pod velikim interesom nutricionista s ciljem postizanja balansirane
1 cjelovite prehrane. Obzirom na veliku kalorijsku potro$nju kao i nutritivne potrebe, sve veci
fokus se stavlja na funkcionalnu hranu slicnu kokosjim jaja obogaéenih n-3 PUFA, luteinom,
selenom i vitaminom E koriStene u naSoj studiji. Grubic i suradnici su razvili energetsku plo¢icu
bez glukoze sa specificnim omjerom proteina, vlakana 1 masti kojom su postigli povoljniji

glikemijski i1 inzulinski odgovor. U ovoj studiji istrazivali su ucinak koriStenja navedenih
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energetskih plocCica prije, za vrijeme te nakon intenzivne fizicke aktivnosti na odrzavanje
normalne razine glukoze, fizi¢ki ucinak te oporavak u odnosu na konzumaciju samih
ugljikohidrata. Rezultati studije ukazuju na bolje odrzavanje potrebne razine performansi
tijekom treninga te smanjilo bol u misi¢ima (108). Implementacija funkcionalne hrane u
cjelokupnu prehranu sportasa je smjer u kojem danas idu brojna istrazivanja kako bi se svi
nutrijenti unosili Sto prirodnijim putem te Sto efikasnije uz uobicajene prehrambene namirnice

sportasa.

6.3. Ucinak konzumacije funkcionalno obogaéenih jaja na mikrovaskularnu i endotelnu

funkciju sportasa

Pozitivan ucinak redovite fizicke aktivnosti na kardiovaskularno zdravlje te vaskularnu
funkciju, kao Sto je ranije opisano je ve¢ dobro istrazen i dokazan. Vecina istrazivanja
provedena je na velikim provodnim arterijama (npr. brahijalnoj arteriji), ali sve veéi broj
istrazivanja pokazalo je da redovito vjezbanje putem poboljSanja dilatacije ovisne o endotelu,
poboljsava i mikrovaskularnu reaktivnost u mikrocirkulaciji koze (182). Medu prvim takvim
studijama provedena je 1998. godine na elitnim sportaSima (trka¢ima) od strane Kavernma i
suradnika. Studija je provedena na ukupno 9 profesionalnih sportasa te 9 kontrolnih ispitanika
te su kod profesionalnih sportasa opazili znacajno bolji odgovor mikrocirkulacije koze
podlaktice, mjeren LDF-om, na iontoforezu ACh od onoga mjerenog kod ispitanika koji su
svakodnevno amaterski trenirali (77). Sli¢nu studiju proveli su i Lenasi i Strucl Kkoji su
istrazivali djelovanje redovite tjelesne aktivnosti na ACh i SNP potaknutu vazodilataciju u
mikrocirkulaciji dorzuma Sake uz pomo¢ LDF-a u populaciji treniranih biciklista i njihovih
sedentarnih kontrola. Njihovi rezultati takoder su pokazali znacajno veci porast protoka
induciranog ACh-om u populaciji biciklista u usporedbi sa sedentarnim kontrolama te su iz
navedenih rezultata dosli do zakljucka kako oni indiciraju da redovita fizicka aktivnost takoder
modificira i vaskularnu reaktivnost (183). Wang i suradnici su osim utjecaja 8-tjednog
treniranja na mikrovaskularnu i endotelnu funkciju mikrocirkulacije koze podlaktice istrazivali
I utjecaj prestanka treniranja na nju. U svojim rezultatima na zdravim mladim mus$karcima
demonstrirali su da wucestali treninzi u razdoblju 8 tjedana znacajno poboljsavaju
mikrovaskularnu endotel-ovisnu, ali ne i endotel-neovisnu dilataciju. Ali isto tako da 8 tjedana
naknadnog suzdrzavanja od treninga u istoj skupini ispitanika je ponistilo pozitivne promjene

u reaktivnosti mikrocirkulacije nastale pod utjecajem treninga (78). Potencijalan mehanizam
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kojim redovita fizicka aktivnost poboljSava endotelnu funkciju moze se kriti iza ve¢ dobro
poznate uloge koze, odnosno njene cirkulacije / mikrocirkulacije, u radijaciji topline koja
nastaje kao glavni nusproizvod povec¢anog metabolizma tijekom fizi¢ke aktivnosti (184).
Tijekom tjelovjezbe dolazi do kozne hiperemije te posljedi¢no promjene hemodinamskih sila,
koje bi mogle biti odgovorne za vaskularnu prilagodbu. Naime, Green i suradnici demonstrirali
su da stvarajuci hiperemicke poticaje slice onima koje stvara i tjelovjezba znacajno poboljsava
funkciju mikrovaskularne vazodilatacije u kozi. Za detaljnije proucavanje mehanizama
prilagodbe protok krvi je prekinut u jednoj ruci (ali ne i drugoj) postavljanjem manzete
tlakomjera na proksimalni dio podlaktice sto je dovelo do smanjenja hiperemije tijekom
zagrijavanja. Ruka na kojoj je hiperemija sprijec¢ena koriste¢i manzetu nije pokazala prilagodbu
na uzastopno dugotrajno zagrijavanje. Navedeno sugerira da je ponavljajuéi porast
prokrvljenosti tkiva kljuéan za koznu vaskularnu prilagodbu u ovim uvjetima (82). Takve
promjene perfuzije tkiva Cesto su vezane s varijacijama u sili smicanja (engl. shear stress) koja
ima ucinak na kKrvnu zilu, a rezultati navedenih studija ukazuju kako bi upravo repetitivno
povecanje sile smicanja mogao biti glavni stimulus za vaskularnu prilagodbu pri redovitoj
fizi¢koj aktivnosti. 1z svega navedenog mozemo zakljuciti kako je endotelna funkcija sportasa
u nasoj studiji ve¢ na pocetku studije poboljsana, za razliku od endotelne funkcije sedentarnih

pojedinaca.

U ovoj studiji pokazali smo kako konzumacija funkcionalno obogacenih jaja nakon 3 tjedna
konzumacije poboljsava postokluzivnu reaktivnu hiperemiju (PORH) i dilataciju induciranu
acetilkolinom (AChID) u kozi podlaktice sportasa, dok je u kontrolnoj grupi koja je
konzumirala obi¢na koko§ja jaja takav u¢inak izostao. Dilatacija inducirana SNP-om nije bila
znacajn0 promijenjena niti u jednoj od grupa, kontrolnoj ili Nutri4. Dangardt i suradnici su u
svojoj studiji na pretilim adolescentima koji usporedno sa adolescentima normalne tjelesne
mase imaju nize vrijednosti koncentracije n-3 PUFA u serumu te blagu endotelnu disfunkciju
istrazivali utjecaj suplementacije n-3 PUFA na serumske koncentracije istih, vaskularnu
funkciju te upalni odgovor. U studiji je sudjelovalo ukupno 25 ispitanika koji su u periodu od
3 mjeseca konzumirali 1.2g/dan n-3 PUFA, a vaskularnu funkciju procjenjivali su koristeci
reaktivnu hiperemiju mjerenu na radijalnoj 1 karotidnoj arteriji pomocu periferne arterijske
tonometrije. Rezultati studije pokazali su kako suplementacija n-3 PUFA-om tijekom tri
mjeseca dovodi do poboljsanja vaskularne funkcije kod pretilih adolescenata (185). Kad je u
pitanju mikrocirkulacija, Mori i suradnici istrazivali su utjecaj eikosapentaenske Kiseline (EPA)

i dokozaheksaenske kiseline (DHA) na vazodilatatorske i vazokonstriktorske mehanizme u
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mikrocirkulaciji podlaktice te pokazali da DHA ima pozitivan ucinak u vidu poboljSanja
endotelne funkcije, dok je isti odgovor kod EPA izostao (186). Osim mikrocirkulacije koze,
Ellis i suradnici su pokazali i pozitivne uc¢inke n-3 PUFA na mikrocirkulaciju mozga (187).
Poboljsanje endotelne funkcije i mikrocirkulacije, mjereno LDF-om, nakon konzumacije 1,5
mg n-3 PUFA kroz mjesec dana demonstrirali su i Vasileva i suradnici u svom istrazivanju u
populaciji pacijenata sa metabolickim sindromom te pacijenata sa arterijskom hipertenzijom
(188). Suplementacijom n-3 PUFA u obliku funkcionalne hrane tj. kokosjih jaja obogaéenih
istima, Stupin i suradnici su utvrdili poboljsanje endotel ovisne vazodilatacije u
mikrocirkulaciji koze mladih, zdravih ispitanika takoder koriste¢i LDF, isti u€inak izostao je u
kontrolnoj skupini (122). Nadalje, studijom na $takorima, odnosno uzorcima aorte istih Stupin
i suradnici su pokazali da se dijetom sa snizenim koncentracijama unosa selena (0,030 mg/kg)
moze uzrokovati povecanje oksidativnog stresa u zili te time znacajno smanjiti dilataciju
uzrokovanu acetilkolinom, odnosno endotel ovisnu vazodilataciju (189). Osim toga, Zapletal i
suradnici su takoder u studiji na Stakorima pokazali da suplementacija selenom poboljSava
mikrocirkulaciju, u ovom slucaju u jetri testnih Zivotinja s krajnjim protektivnim uc¢inkom od
ishemijske ozljede jetre (190). Pozitivne ucinke na kardiovaskularni sustav potvrduju i
mikronutrijenti s antioksidativnim svojstvima, lutein i vitamin E. Velika metaanaliza koju su
proveli Nguyen i suradnici, a koja je uklju¢ivala ukupno 11 studija te 491 pacijenata pokazala
je da suplementacija vitaminom E smanjuje razine biljega endotelne disfunkcije, ali i
oksidativnog stresa. Sli¢ne rezultate pokazali su Bari¢ i1 suradnici u svojoj studiji na zdravim
mladim ispitanicima. Odnosno demonstrirali su da suplementacija vitaminom E i C moze
sprijeciti oSte¢enje endotelne funkcije izazvano oksidativnim stresom nakon unosa velikih
koli¢ina soli (191). Nadalje, poboljsanje vazodilatacije ovisne o endotelu nakon konzumacije
suplemenata vitamina C i E kod trideset pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom predocili su
1 Plantinga i suradnici, ali je dilatacija promatrana na brahijalnoj arteriji pomo¢u FMD-a, za
razliku od prethodne studije na mikrocirkulaciji (192). Osim toga, Heiter i suradnici su u svojoj
studiji prikazali da taj u¢inak poboljsanja endotelne funkcije vitamin E moze ostvariti i kod
ljudi sa odredenim stupnjem endotelne disfunkcije uzrokovane hiperkolesterolemijom i/ili
pusenjem. Naime, uzimanje suplemenata vitamina E kroz 4 mjeseca poboljsalo je
vazodilataciju ovisnu o endotelu u malim krvnim zilama podlaktice (147). Kada je rije¢ o
luteinu, u svom pregledu literature Sharafabad i suradnici opisivali su utjecaj i mehanizme
ucinka luteina na proces ateroskleroze. U pregled literature uklju¢eno je ukupno 19 studija. U
zakljucku su opisali da je velik broj dokaza kako lutein ima pozitivan ucinak na razvoj

ateroskleroze te pojedine rizi€ne ¢imbenike razvoja ateroskleroze poput induciranja upale ali 1
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smanjenja endotelne disfunkcije (193). Poboljsanje endotelne funkcije nakon konzumacije n-3
PUFA, selena, luteina i vitamina E u obliku funkcionalno obogac¢enih kokosjih jaja kod mladih
zdravih pojedinaca utvrdila je i prethodna studija koju je provela nasa radna skupina koriste¢i
LDF (154).

Kada je rije¢ o pozitivnim ucincima navedenih mikronutrijenata na vaskularnu funkciju u
populaciji sportasa vecina studija provedena je na velikim provodnim krvnim Zilama. Upravo
su jednu takvu studiju na profesionalnim biciklistima proveli Zebrowska i suradnici te su
demonstrirali kako suplementacija n-3 PUFA-om kroz tri tjedna poboljsava endotelnu funkciju
u populaciji profesionalnih sportasa. Procjenu endotelne funkcije vr$ili su pomoéu FMD-a.
(177). Medu rijetkim studijama koje su istrazivale zajednicki u¢inak suplementacije n-3 PUFA
1 vjezbanja na kardiovaskularni sustav je na Stakorima koju su proveli Berbeau i suradnici. U
toj studiji Stakori su bili podijeljeni u cetiri skupine: kontrolna dijeta-sedentarni, kontrolna
dijeta-fizicki aktivni, n-3 PUFA-sedentarni te n-3 PUFA-fizicki aktivni. Nakon ¢etverotjednog
protokola Stakori koji su redovito vjezbali i konzumirali hranu obogacenu a-linolicnom
kiselinom (ALA) pokazali su dodatan pozitivan u¢inak na kardiovaskularne ¢imbenike rizika
za razliku od ostalih skupina $to upucuje da kombiniranje konzumacije povecanih koli¢ina
ALA te fizickog vjezbanja ima dodatan pozitivan ucinak na kardiovaskularne ¢imbenike rizika
usporedno samo sa jednom od intervencija (194). Nasa prethodna studija provedena na
profesionalnim sportas§ima sugerirala je takoder da suplementacija n-3 PUFA u obliku
funkcionalne hrane, u ovom slu¢aju kokosjih jaja obogacenih istima, kroz tri tjedna dovodi do
poboljsanja o endotelu ovisne vazodilatacije mikrocirkulacije koze (109). Takoder, velik broj
studija proveden je o utjecaju selena na performanse sportasa na razne nacine (195,196), ali
gotovo ni jedna se nije bavila utjecajem suplementacije selena na vaskularnu reaktivnost u
populaciji sportasa. Jednako vrijedi 1 za antioksidanse vitamin E 1 lutein, Ciji utjecaj na
mikrovaskularnu endotelnu funkciju u populaciji sportasa jo$ uvijek nije dobro istrazen, za
razliku od utjecaj na oksidativni stres kod sportasa, ¢ije su smanjenje nakon suplementacijom
vitaminom E ve¢ dokazale neke studije (197,198). Nasi rezultati potvrduju zakljucke prethodno
navedenih studija o pozitivnhom ucinku navedenih mikronutrijenata na endotelnu funkciju 1
dokazuju kako se ve¢ poboljSan endotel sportaSa moze jo§ dodatno poboljsati konzumacijom

navedenih mikronutrijenata i u obliku funkcionalne hrane.
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6.4. Ucinak konzumacije funkcionalno obogaéenih jaja na promjene mikrovaskularne i

endotelne funkcije nakon akutnog vjezbanja

Kao S§to je ranije ve¢ navedeno, uloga redovitog vjezbanja u poboljSanju zdravlja
kardiovaskularnog sustava ve¢ je dobro poznata i istrazena, medutim, utjecaj akutnog aerobnog
treninga na vaskularnu funkciju nije toliko dobro istrazen. Takoder, brojne su studije provedene
o ucinku suplementacije n-3 PUFA-om na sportske izvedbe razli¢itih vrsta, ali ne i na
mikrovaskularnu i1 endotelnu funkciju. Tema je ovo koja jos uvijek nije dovoljno istrazena i
objasnjena obzirom da je akutno vjezbanje izazov za kardiovaskularni sustav, a rezultati malog
broja provedenih istrazivanja nisu konzistentni (199). U svojoj studiji Poto¢nik i Lenasi
ispitivali su uc¢inak akutnog treninga na bicikl ergometru na mikrovaskularnu funkciju koze
prsta ruke i podlaktice, a rezultati su predo¢ili reduciran protok odmah po zavrsetku vjezbanja
u mikrocirkulaciji koZe prsta, dok je isti u kozi podlaktice u odnosu prije pocetka vjezbanja bio
povisen nakon akutne vjezbe (86). U studiji Stupina i suradnika usporedivala se bazalna
mikrovaskularna reaktivnost sedentarnih pojedinaca sa reaktivno$¢u profesionalnih sportasa
koja je bila znacajno loSija kod sedentarnih ispitanika. Osim toga, paradoksalno su dokazali
kako je smanjenje o endotelu ovisne vazodilatacije znacajno vece kod profesionalnih sportasa
nego sedentarnih pojedinaca nakon akutnog iscrpljujuceg treninga (79). U studiji takoder nase
istrazivacke skupine na profesionalnim sportasima postokluzivna reaktivna hiperemija i ACh
inducirana dilatacija nakon akutne fizicke aktivnosti bila je jo§ znac€ajnije reducirana nakon tri
tjedna konzumacije n-3 PUFA obogacenim kokoSjim jajima S§to bi takoder moglo biti
paradoksalno obzirom na pretpostavljene pozitivne ucinke vjezbanja i n-3 PUFA-e na

mikrovaskularnu reaktivnost (109).

Navedeno vece smanjenje endotel ovisne vazodilatacije sportasa nego kod sedentarnih
pojedinaca te nakon konzumacije n-3 PUFA obogacenih kokosjih jaja moze znaditi povecanje
raspona mikrovaskularne reakcije na akutni iscrpljujuéi trening ili bolju iskoristenost kapaciteta
vazodilatacije, $to je u skladu s hipotezom hormeze (200). Prema ovoj hipotezi, privremena
smanjenja endotelnog odgovora nakon akutnog iscrpljujuceg treninga trebala bi dovesti do
bolje dugoro¢ne endotelne funkcije kod sportasa, $to je takoder prikazano u ovoj studiji. Naime,
u rezultatima ovog istrazivanja prikazano je da konzumacija Nutri4 jaja je znacajno povecala
raspon mikrovaskularne reakcije na akutni iscrpljujuéi trening APORH, dok se AAChID
reakcija na akutni iscrpljujuéi trening nije znacajno mijenjala usporedno sa bazalnim mjerenjem
u Nutri4 grupi ispitanika. Takoder povecanje APORH, ali ne i AAChID, bilo je znacajno vece

u skupini Nutri4 u usporedbi s kontrolama nakon odgovaraju¢eg prehrambenog protokola
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(prilagodeno osnovnoj vrijednosti). Budu¢i da su svi ispitanici bili izloZeni akutnom
iscrpljuju¢em treningu jednakog modaliteta, a neposredno nakon provedena su funkcionalna
ispitivanja pitanje je koji je moguéi razlog smanjene mikrovaskularne reaktivnosti. Velik
utjecaj na promjene endotelne funkcije nakon vjezbanja mogli bi imati intenzitet 1 trajanje
akutnog treninga. Dokazano je da iz viseg intenziteta vjezbanja slijedi znacajnije Smanjenje
protokom posredovane dilatacije neposredno nakon vjezbanja. Tako su u svojoj studiji Birk i
suradnici ispitivali utjecaj akutne tjelovjezbe podijeljene u 3 stupnja ovisno o pulsu (50%, 70%
i 85% maksimalnog pulsa) na vaskularnu reaktivnost procijenjenu FMD-om brahijalne arterije.
Rezultati studije sugerirali su da je smanjenje FMD-a brahijalne arterije bilo zanemarivo nakon
akutnog treninga pri 50% maksimalnog pulsa, dok je bilo znacajno pri vjezbanju od 85%
maksimalnog pulsa iz ¢ega se moze zakljuciti da postoji negativan utjecaj intenziteta akutne
tjelesne aktivnosti na vaskularnu reaktivnost (200). Obzirom da je u ovoj studiji pokazano
smanjenje oksidativnog stresa u Nutri4 skupini, potencijalni uzrok poveéanja raspona
mikrovaskularne reakcije na akutni iscrpljujuéi trening APORH kod profesionalnih sportasa
moglo bi se objasniti podizanjem aerobnog praga. Odnosno, smanjenje oksidativnog stresa
moglo bi imati pozitivan ucinak na stvaranje laktata koji su glavni marker anaerobne aktivnosti
(201), pa na taj nacin produljiti aerobni dio treninga i tako njegovu duljino $to na kraju dovodi
do odradivanja treninga jaCeg intenziteta te posljedicno tome dodatnog smanjenja
mikrovaskularne reaktivnosti. Kako u studiji nije mjerena razina laktata u krvi, ovakav

zakljucak na razini je spekulacije te se treba dodatno potvrditi budu¢im studijama.

6.5. U¢inak konzumacije funkcionalno obogacenih jaja na biljege oksidativnog stresa kod

sportasa

Za zastitu organizma od oksidativnog stresa zaduzen je jasno organiziran sustav antioksidansa
koji se svojim koordiniranim djelovanjem odupire redoks poremecajima u stanici ljudskog
organizma. Antioksidansi su tvari koje usporavaju ili spreavaju oksidaciju supstrata, a medu
glavnim antioksidativnim enzimima isticu se katalaza (CAT), glutation-peroksidaza (GPx) i
superoksid-dismutaza (SOD). To su enzimi koji imaju znacajnu ulogu u neutralizaciji
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) u tijelu, a koji su u svom aktivnom obliku visoko reaktivne
molekule sa velikim rizikom oS$tec¢enja stanica i tkiva, a proizvode se kao nusproizvod
normalnog stani¢nog metabolizma. Aktivnost ovih antioksidativnih enzima kljuc¢na je za

odrZavanje ravnoteZe u razinama reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) u organizmu. Visoke
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razine ROS-a mogu uzrokovati oksidativni stres, koji potencijalno Steti stanicama i tkivima. S
druge strane, niske razine ROS-a mogu imati negativan u¢inak na normalne stani¢ne procese.
Vazno je spomenuti da, iako su antioksidativni enzimi od sustinskog znacaja za neutralizaciju
ROS-a, tijelo raspolaze i drugim obrambenim mehanizmima protiv oksidativnog stresa. To
ukljucuje neenzimske antioksidanse od kojih su najpoznatiji vitamin C i E, koji takoder
doprinose neutralizaciji ROS-a. Nadalje, stanice imaju mehanizme popravka koji mogu sanirati

oStecenja uzrokovana djelovanjem ROS-a (202).

U naSem istrazivanju nije zabiljeZena znacajna promjena u koncentraciji niti jednog od mjerenih
antioksidativnih enzima (CAT, GPx i SOD), niti u kontrolnoj, niti u Nutri4 skupini nakon tri
tjiedna konzumacije funkcionalno obogacenih jaja. Unato¢ zabiljezenom povecanju
koncentracije n-3 PUFA, vitamina E, selena u serumu, uéinak na antioksidativne enzime je
izostao nakon dijetetskog protokola. Rezultati su konzistentni s onima nase istrazivacke skupine
dobivenima u istrazivanju ucincima funkcionalno obogacenih jaja kod mladih zdravih
ispitanika (154). U studiji na zeCevima, Mattioli i suradnici su istrazivali u¢inak suplementacije
n-3 PUFAMA na koncentraciju istih u serumu te oksidativni status jetre, testisa i mozga kod
istih. Ukupno je koriSteno 20 zeCeva podijeljenih u cetiri razliCite skupine ovisno o
koncentraciji suplemenata u prehrani koja je trajala 110 dana. Rezultati su pokazali da
suplementacija s n-3 PUFA u kombinaciji sa vitaminom E moZe dovesti do porasta razine
antioksidativnih enzima GPx i CAT u jetri (203). Sli¢ne rezultate, ali u studiji na Stakorima
dobili su Umesha i suradnici gdje su istrazivali utjecaj prehrane obogacene n-3 PUFA-om na
antioksidativni status te antioksidativne enzime kod istih. Rezultati su pokazali da
suplementacija kroz 60 dana sa n-3 PUFA-om dovodi do povecanja koncentracije nekih od
antioksidativnih enzima, odnosno poveéava koncentraciju katalaze i glutation peroksidaze, ali
nema znacajan u¢inak na superoksid dismutazu u jetri Stakora. [z navedenih rezultata zakljucili
su kako prehrana bogata n-3 PUFA-om dovodi do poboljsanja atioksidativnog statusa te
aktivnosti antioksidativnih enzima kod Stakora (204). U studijama na ljudima rezultati n-3
PUFA-e nisu toliko konzistentni, pa su tako Tooranga i suradnici u studiji na ispitanicima s
dijagnozom dijabetesa tipa 2 utvrdili istrazivali utjecaj suplementacije n-3 PUFA na aktivnost
antioksidativnih enzima. U studiju je uklju¢eno ukupno 90 pacijenata koji su bili podjeljeni u
dvije skupine, eksperimentalnu koja je trosila ukupno 2714mg n-3 PUFA te placebo koja je
trosila 2100mg suncokretovog ulja. Rezultati mjerenja koncentracije antioksidativnih enzima
na pocetku i na kraju studije pokazali su da konzumacija 2.7 g n-3 PUFA kroz dva mjeseca nije
dovela do znacajne promjene u aktivnosti CAT-a, GPx-a i SOD-a u populaciji pacijenata sa
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dijabetesom tip 2 (205). Za razliku od n-3 PUFA, sinergisti¢ki ucinak selena i vitamina E u
eliminaciji lipidnih peroksida koji nastaju kao rezultat interakcije prekomjernog ROS-a s
PUFA-om. Izravno, kao antioksidans djeluje vitamin E, dok je selen u sprezi s enzimom GPx
kao njegov kofaktor (206). Dakle, mozemo zakljuciti da selen i vitamin E ne samo da imaju
ulogu kao vanjski antioksidansi za sprjeCavanje oksidativnog oSteCenja putem uklanjanja
slobodnih radikala i superoksida, ve¢ takoder mogu utjecati na regulaciju ekspresije endogenih

antioksidativnih enzima na genetskoj razini (207).

Za razliku od antioksidativnih enzima, konzumacija funkcionalno obogacenih kokosjih jaja
kroz 3 tjedna u nasSoj studiji znacajno je snizila biomarkere oksidativnog stresa tj. 8-is0-PGF2a
te formaciju hidrogen peroksida i peroksinitrita u perifernim mononuklearnim stanicama
(PBMC). Navedeni rezultati upucuju da je spomenuti dijetetski rezim u intervencijskoj skupini
doveo do smanjenja oksidativnog stresa kod zdravih mladih sportasa. Vecina provedenih
istrazivanja sa suplementacijom antioksidansa (ukljucuju¢i n-3 PUFA, lutein, selen i vitamin
E) upucuju na njihov pozitivan uéinak na redukciju oksidativnog stresa i u populaciji sportasa.
Tako su Buonocore i suradnici u svojoj studiji koju su proveli na ukupno 21 trkacu istrazivali
su povezanost suplementacije n-3 PUFA-om te fizicke aktivnosti i pratili markere oksidativnog
stresa i upale. Dobiveni rezultati demonstrirali su kako suplementacija n-3 PUFA-om kroz 8
tjedana dovodi smanjenja oksidativnog stresa uzrokovanog akutnim treningom u populaciji
sportasa (208). U populaciji nogometasa Capo i suradnici takoder su istrazivali utjecaj
osmotjedne suplementacije n-3 PUFA-om na antioksidativni status u PBMC. U studiji je
sudjelovalo ukupno 15 nogometasa koji su kroz 8 tjedana pili pi¢e obogaceno n-3 PUFA. Kroz
rezultate studije primijetili su povecanje antioksidativnog kapaciteta te smanjenu produkciju
ROS-a u mitohondrijima, ali i smanjenje razine markera oksidativnog stresa nakon akutnog
treninga (209). Osim antioksidativnih uéinka n-3 PUFA-¢ u populaciji sportasa, provode se i
brojna istrazivanja na drugim mikronutrijentima koji imaju antioksidativni u¢inak, pa su tako u
svojoj studiji Sacheck i suradnici istrazivali uéinak suplementacije vitamina E na markere
oksidativnog stresa u populaciji veslaCica. 1z rezultata studije zakljucili su da dodatak vece
koli¢ine vitamina E u prehrani Zenskih sportaSica pruza zaStitu od oksidativnog stresa
izazvanog umjerenim tjelesnim vjezbama (197). Nadalje, u svojoj studiji Capo i suradnici
istrazivali su u¢inak kombinacije antioksidativnih mikroelemenata poput n-3 PUFA i vitamina
E u obliku funkcionalnih napitka takoder na markere oksidativnog stresa potaknute akutnim
treningom. Analiza dobivenih rezultata studije sugerira zastitnu ulogu navedenog napitka protiv

oksidativnog stresa te povecanje genske ekspresije antioksidativnih enzima u PBMC-ima nakon
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vjezbanja (210). Kada je rije¢ o selenu brojne studije pokazale su sli¢ne rezultate ucinka selena
na oksidativni stres kod sportasa. Tako su u svojoj studiji na 18 profesionalni sportasa Dragan
i suradnici istrazivali su antioksidativne ucinke selena. Trotjedni tretman sa 100 pg/dan selena
pokazao je znacajne promjene koncentracije peroksida i glukoza-6-fosfat dehirogenaze $to bi
sugeriralo antioksidacijski u¢inak ovog mikroelementa (211). Neke od studija provedene su i
na kombinacijama ranije navedenih mikronutrijenata, jedna od njih je studija provedena na
zenskim sportaSicama od strane Goldfarba i suradnika. Na ukupno osamnaest sportaSica izmedu
ostalog su pokazali da ekscentri¢na vjezba s otporom moze povecati biomarkere oksidativnog
stresa u serumu, ali i da suplementacija vitaminom E, C i selenom moze smanjiti taj porast,
odnosno smanjiti porast koncentracije proteina karbonila te malondialdehida u plazmi $to

ponovno potvrduje njihov kombinirani antioksidativni u¢inak (212).

No nisu svi rezultati u potpunosti suglasni sa prethodno navedenim studijama, neki rezultata
pokazali su da suplementacija ranije navedenim mikronutrijentima moze dovesti i do povecanja
oksidativnog statusa u pojedinim populacijama ispitanika. Takav u¢inak pokazan je u studiji na
sportaS§ima koji treniraju judo, naime Filaire i suradnici su istraZivali utjecaj Sestotjedne
suplementacije eikozapentanskom kiselinom (EPA) i dokozaheksanskom kiselinom (DHA) na
oksidativni status navedenih sportasa. Na pocetku i na kraju studije uzimani su uzorci prije i
nakon akutnog judo treninga. Rezultati su pokazali da suplementacija n-3 PUFA-om kroz Sest
tjedana dovodi do povecanog oksidativnog stresa U mirovanju prije ali i nakon odradenog
akutnog judo treninga (213). Takoder, prethodna studija nase istrazivacke skupine bavila se
utjecajem kokosjih jaja obogac¢enih samo n-3 PUFA-om u populaciji zdravih mladih sportasa.
Rezultati mjerenja nisu pokazali pozitivne u¢inke na povecan rad antioksidativnih enzima, nego
je Cak zabiljeZena i niza aktivnost serumske GPx i SOD. Ovaj u¢inak nastao je vjerojatno zbog
ve¢ postojece oksidativne ravnoteze i1 prilagodbe antioksidativnih mehanizama na povecanje
stresa izazvano vjezbanjem (109). Rezultati ove studije bili su u skladu sa prethodno
navedenom studijom, odnosno izostao je porast aktivnosti antioksidativnih enzima uzrokovan
trotjednom konzumacija jajima obogacenima n-3 PUFA-om, selenom, luteinom te vitaminom
E unato¢ njihovom potencijalnom konfluiraju¢em uc¢inku. Objasnjenje za izostanak navedenog
ucinka mogao bi se objasniti time da Su obje skupine ispitanika u nasoj studiji bili sportasi,
odnosno kroz sam ucinak redovitog i dugotrajnog vjezbanja na oksidativni status. Upravo taj
ucinak mogao bi biti objasnjenje za uoceni nedostatak znacajne promjene u antioksidativnoj

obrani u populaciji zdravih mladih sportaSa, ali opet znaCajnog smanjenja biomarkera
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oksidativnog stresa nakon dijetetskog protokola konzumacije n-3 PUFA, luteinom, selenom i

vitaminom E obogacenih kokosjih jaja.
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7. ZAKLJUCCI

Temeljem izvrSenog istrazivanja i pribavljenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

e Dijetetski rezim u trajanju od tri tjedna tijekom kojeg je konzumirano 3 jaja na dan
obogacena navedenim mikronutrijentima smanjila je n-6/n-3 omjer, povecala
koncentraciju selena i vitamina E u serumu ispitanika.

e Konzumacija jaja obogacenih n-3 PUFA, selenom, luteinom i vitaminom E ima
pozitivan u¢inak na mikrovaskularnu reaktivnost / endotelnu funkciju $to se vidi iz
znacajno bolje reaktivne hiperemije te vazodilatacije na podrazaj acetilkolinom Kkrvnih
zila mikrocirkulacije koze kod profesionalnih sportasa.

e Akutni trening na veslackom ergometru s povecanjem intenziteta do maksimalnog
iscrpljenja uzrokuje znacajno snizenje reaktivne hiperemije krvnih zila u
mikrocirkulaciji koze podlaktice kod profesionalnih sportasa u obje skupine na pocetku
protokola.

e Mikrovaskularna prilagodba koZe podlaktice na akutni iscrpljujuéi trening kod
profesionalnih sportasa znaCajno se povecala nakon konzumacije funkcionalno
obogacenih jaja u Nutri4 skupini.

e Rezultati ukazuju da kombinirano djelovanje n-3 PUFA, luteina, selena i vitamina E
potencijalno svoj ucinak ostvaruje preko snizenja oksidativnog stresa koje je
zabiljezeno sniZzenjem biljega oksidativnog stresa, 8-iS0-PGF, te snizenjem produkcije
reaktivnih Kkisikovih radikala (ROS) u mononuklearnim stanicama periferne krvi.

e Konzumacija kokosjih jaja nema negativan ucinak na biokemijske parametre kao $to su
serumski lipidni profil i koncentracija jetrenih enzima, stoga je konzumacija jaja sigurna

za zdravlje.

77



8. SAZETAK

Utjecaj unosa funkcionalne hrane obogacene nutrijentima na mikrovaskularnu

endotelnu funkciju u populaciji sportasa — randomizirana kontrolirana studija

Ciljevi: Istraziti ho¢e 1i konzumacija kokosjih jaja obogacenih n-3 PUFA, vitaminom E,
selenom i luteinom u razdoblju od tri tjedna imati povoljan uc¢inak na mikrovaskularnu
endotelnu funkciju te na mikrovaskularnu endotelnu reaktivnost nakon akutnog iscrpljujuceg
treninga u populaciji zdravih mladih sportasa. Takoder, ispitati potencijalne mehanizme

djelovanja s naglaskom na oksidativni stres.

Dizajn studije: Randomizirana, dvostruko slijepa, prospektivna, intervencijska studija (ID
NCT04564690).

Ispitanici i metode: U studiji je sudjelovalo ukupno 31 mladih sportasa koji su bili podijeljeni
u dvije skupine, Nutri4 grupu (14 ispitanika) koji su konzumirali tri jaja obogacena n-3 PUFA,
luteinom, selenom i vitaminom E dnevno te u kontrolnu grupu (17 ispitanika) koji su
konzumirali tri obi¢na kokosja jaja dnevno proizvedena na istoj farmi. Na pocetku te na samom
kraju dijetetskog protokola svim su ispitanicima uc¢injena antropometrijska mjerenja, te mjereni
biokemijski i hemodinamski parametri. Protok krvi u mikrocirkulaciji koZe mjeren je metodom
mjerenja protoka laser Dopplerom (eng. laser Doppler flowmetry, LDF) u odgovoru na
vaskularnu okluziju (PORH) te iontoforezu acetilkolina (AChID) nakon ¢ega su ispitanici bili
podvrgnuti akutnom iscrpljuju¢em treningu (AEE) te je nakon istog ponovljeno mjerenje
protoka LDF-om. Razina oksidativnog stresa (8-isoPGF»,, mijeloperoksidaza, produkcija ROS)
i aktivnost antioksidativnih enzima (glutation peroksidaza, katalaza i superoksid dismuzata)

mjereni su kod svih ispitanika.

Rezultati: Nakon trotjedne konzumacije obogacenih jaja, Nutri4 skupina pokazala je znacajna
poboljsanja kako u PORH-u tako i u AChID-u, bez znacajnih promjena u kontrolnoj skupini.
U Nutri4 skupini doSlo je do smanjenja stvaranja vodikovog peroksida i1 peroksinitrita u
perifernim mononuklearnim stanicama, kao i smanjenja serumske koncentracije 8-iso
prostaglandina F2a, za razliku od toga, ovi faktori ostali su nepromijenjeni u kontrolnoj skupini.
I PORH i AChID smanjeni su nakon AEE prije i nakon prehrambenih intervencija. Medutim,

raspon odziva PORH-a na AEE (APORH) povecao se nakon konzumacije obogacenih jaja.

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

rezultirala je poboljsanom mikrovaskularnom reaktivno$éu ovisnom o endotelu te Smanjenim
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oksidativnim stresom kod natjecateljskih sportasa. Takoder, raspon mikrovaskularne reakcije

na akutni iscrpljujuéi trening pobolj$ana je nakon konzumacije jaja u Nutri4 skupini.

Kljuéne rije¢i: Endotel, funkcionalna hrana, lutein, mikrocirkulacija, n-3 polinezasi¢ene

masne kiseline, selen, vitamin E.
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9. SUMMARY

The effect of nutrient-enriched, functional food intake on microvascular endothelial
function in athletes — a randomized controlled study

Objectives: The investigation of beneficial effects of the consumption of hen eggs enriched
with n-3 polyunsaturated fatty acids, vitamin E, selenium, and lutein over a three-week period
on microvascular endothelial function and microvascular endothelial reactivity after acute
exhaustive training in a population of healthy young athletes, as well as evaluating the potential

mechanisms of action with a focus on oxidative stress.

Study design: Randomized, double-blind, prospective, interventional study (ID
NCT04564690).

Participants and methods: The study consisted of a total of thirty-one healthy young athletes
divided into two groups: the Nutri4 group (14 participants). who consumed three eggs enriched
with n-3 PUFA, lutein, selenium, and vitamin E daily, and the control group (17 participants),
which consumed three regular hen eggs daily, produced on the same farm. Anthropometric
measurements, as well as biochemical and hemodynamic parameters, were assessed at the
beginning and end of the dietary intervention. Skin microcirculation blood flow was measured
using laser Doppler flowmetry (LDF) in response to post-occlusive reactive hyperemia (PORH)
and acetylcholine iontophoresis (AChID). Afterward, participants underwent acute exhaustive
exercise (AEE), and blood flow measurements with LDF were repeated. Levels of oxidative
stress (8-isoPGF2a, myeloperoxidase, ROS production) and activity of antioxidant enzymes

(glutathione peroxidase, catalase, and superoxide dismutase) were measured in all participants.

Results: After three weeks of consuming enriched eggs, the Nutri4 group showed significant
improvements in both PORH and AChID, with no significant changes in the control group. In
the Nutri4 group, there was a decrease in serum concentration of 8-iso prostaglandin F2a, as
well as a decrease in hydrogen peroxide and peroxynitrite formation in peripheral mononuclear
cells. On the other hand, these factors showed no alterations in the control group. The response
of both PORH and AChID decreased after AEE both before and after dietary interventions.
Nevertheless, the responsiveness range of PORH to AEE (APORH) increased following the
consumption of enriched eggs.

Conclusion: Consumption of eggs enriched with n-3 PUFA, selenium, lutein, and vitamin E

resulted in improved microvascular endothelial reactivity and reduced oxidative stress in
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competitive athletes over a three-week period. Additionally, the range of microvascular

response to acute exhaustive training was enhanced after consuming Nutri4 eggs.

Keywords: Endothelium; functional food; lutein; microcirculation; n-3 polyunsaturated fatty
acids; acids; selenium; vitamin E.
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