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AKS — akutni koronarni sindrom
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PUFA — polinezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty acid)
SAT — srednji arterijski tlak

SSC —engl. side scatter

ST — sistoli¢ki tlak
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1.1. Zdrava prehrana

Zdrava prehrana podrazumijeva konzumiranje hrane koja osigurava optimalan unos
makronutrijenata (ugljikohidrati, proteini i masti) i mikronutrijenata (vitamini i minerali)
potrebnih organizmu za normalan fizicki i intelektualan razvoj pojedinca. Tri su glavna principa
pravilne prehrane, a to su uravnotezenost, umjerenost i raznolikost. Kao dva najvaznija
¢imbenika koji utjecu na izbor hrane i nacin prehrane pojedinca, istiu se dostupnost hrane i
kupovna mo¢ stanovniStva. Neki od ¢imbenika koji imaju bitnu ulogu u nacinu prehrane jesu
kulturoloski (ekonomija, okolis, stil zivota, kultura i tradicija) senzorski i kognitivni (havike,

socijalni ¢imbenici, vjerovanja, reklamiranje) te zdravstveni status i genetika (1).

Kako bi se smanjila sve ¢eS¢a pojavnost poremecaja vezanih za prehranu (pretilost,
bolesti metabolizma, pothranjenost) iznimno je vaZzno zapoceti usvajanje pravilnih
prehrambenih obrazaca ve¢ od najranije zivotne dobi (2). Primjena zdrave i uravnotezene
prehrane u kombinaciji s fizickom aktivnos$¢u pozitivno utjee na zdravlje pojedinca te izmedu
ostalog stvara preduvjete za suzbijanje mnogih kroni¢nih oboljenja u odrasloj dobi poput
kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, hipertenzije i karcinoma (3 — 5). Mlada odrasla dob
presudno je razdoblje za potpuno usvajanje pravilnih prehrambenih obrazaca, prije ulaska u dob
s visokim rizikom od posljedi¢nog razvoja prethodno spomenutih kroni¢nih bolesti (6). NeKi
od razloga koji potvrduju ¢injenicu da su upravo mlade odrasle osobe jedna od kritiénih
skupina, brojni su zivotni izazovi s kojima se susre¢u prilikom prelaska iz adolescencije u
odraslu dob, negativan utjecaj medija i druStvenih mreza u reklamiranju nezdrave hrane te

sjedilacki nacin zivota (7 — 10).

1.2. Polinezasi¢ene masne Kiseline

Polinezasi¢ene masne kiseline ubrajamo u zdrave masti, o ¢ijem povoljnom utjecaju i
vaznosti unosa u organizam govore mnoga istrazivanja (11, 12). Masne kiseline u prirodnim
uljima i mastima kemijski su gradene iz ugljikovog lanca s terminalnom metilnom skupinom
na jednom kraju i karboksilnom skupinom na drugom kraju lanca. Polinezasi¢ene masne
kiseline (PUFA, engl. polyunsaturated fatty acid) u ugljikovom lancu sadrze viSe od jedne

nezasicene ili dvostruke veze. Zbog mogucénosti pucanja dvostrukih veza, nezasi¢ene masne
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kiseline nestabilnije su od zasi¢enih. Omega (®) ili n-broj u nomenklaturi polinezasi¢enih
masnih kiselina uveden je radi njihove identifikacije, a oznacava polozaj prve dvostruke veze

u ugljikovom lancu brojeno od metilne skupine (13).

1.2.1. N-3 polinezasi¢ene masne Kiseline

Osnovni predstavnik n-3 PUFA je a-linolenska kiselina (ALA) iz koje u organizmu
putem desaturacije i elongacije nastaju i druge n-3 polinezasi¢ene masne Kiseline poput
eikosapentaenoicne (EPA) i dokosaheksaenoi¢ne kiseline (DHA). Esencijalne polinezasicene
masne kiseline dijele se u dvije skupine: omega-3 i omega-6 masne kiseline, a za normalno
funkcioniranje ljudskog organizma vazan je omjer njihova unosa (14). Optimalan omjer omega-
6 1 omega-3 polinezasi¢enih masnih kiselina u prehrani trebao bi biti 4 : 1, medutim, u zapadnim
zemljama, kao posljedica povecane potrosnje biljnih ulja, on iznosi 10 : 1, pa ¢ak 1 20 : 1, §to

rezultira stvaranjem dodatnih preduvjeta za razvoj upalnih bolesti (15, 16).

Bogat su izvor n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina u hrani morska riba (skusa, losos,
tuna, haringa, srdele) te odredene biljne sjemenke (soja, uljana repica, lan, chia sjemenke) i
oraSasti plodovi (17). Osim hrane, vazan izvor n-3 PUFA su i brojni farmakoloski suplementi
koji sadrze riblje ulje, ulje racica krila, ulje jetre bakalara (18). Funkcionalna hrana obogacena
n-3 polinezasi¢enim masnim kiselinama jo§ je jedan vazan izvor tih zdravih masti.
Funkcionalnom hranom nazivamo hranu, koja osim svoje osnovne, nutritivne funkcije, ima i
dokazane zdravstvene prednosti koje smanjuju rizik od pojave odredenih kroni¢nih bolesti (19).
Od hrane obogacene omega-3 masnim kiselinama, na dana$njem trzistu, nude se proizvodi od
mesa i peradi, pekarski proizvodi, namazi, kokosja jaja, mlijeko i mlije¢ni proizvodi, sokovi i
bezalkoholna pica (14).

Studije pokazuju brojne prednosti unosa n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina poput
smanjenja razina triglicerida u serumu (20), povoljnog utjecaja na kardiovaskularno zdravlje
(21 — 24), protuupalnog djelovanja (25) te povoljnog utjecaja na mentalno zdravlje i

raspolozenje (26).

Protuupalna i imunomodulacijska svojstva n-3 PUFA predmet su mnogih znanstvenih
istrazivanja jer Su upravo ta svojstva odgovorna za regulaciju brojnih bioloskih funkcija u
ljudskom organizmu. Jedan od primjera protuupalnog djelovanja n-3 PUFA je smanjena

proizvodnja proupalnih medijatora poput ¢imbenika nekroze tumora a (TNF-a), interleukina

2
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1B (IL-1P) 1 inteleukina 6 (IL-6) koji poti¢u oslobadanje drugih upalnih ¢imbenika i proteina
akutne faze upale (27). Nadalje, istraZivanja pokazuju da konzumacija hrane bogate n-3 PUFA-
om snizava i razine upalnog biljega, visoko osjetljivog C-reaktivnog proteina (hsCRP, engl.

high sensitive C-reactive protein) (28, 29).

1.3. Regulatorni T-limfociti

Istrazivanja upalnih bolesti na animalnim modelima pokazala su da povec¢an unos n-3
polinezasi¢enih masnih Kiselina (n-3 PUFA) obnavlja ravnotezu pomo¢nickih T stanica tipa 17
(Th17) i regulatornih T-limfocita (Treg) (30, 31).

Treg limfociti ¢ine manju populaciju pomo¢nic¢kih T-limfocita (5 — 10 %) i podskupina
su CD4™ stanica T. Veéina Treg limfocita izrazava velik broj povrSinskog receptora CD25 i
transkripcijskog ¢imbenika Foxp3, koji posreduje razvoj i funkciju vec¢ine Treg stanica. Jedna
od najvaznijih uloga Treg limfocita je supresija imunosnog odgovora, koja moze biti izravna
(lizom stanica ili medureakcijom s dendriti¢kim stanicama) ili neizravna (lu¢enjem citokina
transformiraju¢eg Cimbenika rasta beta (TGF-B, engl. Transforming Growth Factor beta) i
interleukina 10 (IL-10)) (32, 33). Osim supresivne aktivnosti, isti¢e se jo§ jedna vazna odlika

Treg limfocita, a to je anergija — nereaktivnost prema stimulaciji antigenom (34).

Regulatorni T-limfociti dijele se na dvije subpopulacije: urodeni ili prirodni Treg
limfociti (nTreg, engl. natural Treg cells) te adaptivni ili inducirani Treg limfociti (iTreg, engl.
inducible Treg cells) (35).

Urodeni Treg limfociti ¢ine 5 — 10 % perifernih CD4* T-limfocita, a razvijaju se u
timusu kao limfociti predodredeni za obavljanje supresivnih funkcija. Njihova glavna funkcija
je odrzavanje samotolerancije te odrzavanje periferne homeostaze unutar imunoloskog sustava.
Bitna znacajka nTreg limfocita jest povecana ekspresija a-lanca receptora za IL-2 (CD25) i

transkripcijskog ¢imbenika Foxp3 (35).

Inducirani Treg limfociti nastaju na periferiji iz CD4*CD25"FOXP3~ T limfocita
nakon podraZaja antigenom. Specifi¢ni su za antigen koji je potaknuo njihovo stvaranje, ali

mogu suprimirati i ciljne stanice koje ne dijele tu specifi¢nost (36).

Dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno je deset funcija Treg stanica u imunoloSkom

sustavu:
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prevencija autoimunih bolesti uspostavljanjem 1 odrZavanjem imunoloske
samotolerancije (37)

supresija alergije i astme (38)

indukcija oralne tolerancije (39)

indukcija majéine tolerancije na fetus (40)

supresija patogenom inducirane imunopatologije (41)

regulacija cjelokupnog izvr$nog odgovora (42)

supresija odgovora slabo aktiviranih T stanica (43)

kontrola ja¢ine imunosnog odgovora uzrokovana aktivacijom T stanica (44)

zaStita simbiotskih bakterija od prepoznavanja i uniStavanja od strane imunosnog

sustava (45)

10) sprjecavanje prekomjerne reakcije aktiviranih T stanica u slucaju kada su aktivirane

jakim vezanjem 1 Sire svoj napadacki ustroj prema onim stanicama koje imaju Cak 1

slicne MHC molekule bez potrebnog prepoznavanja (46).
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Povecan unos omega-3 polinezasi¢enih masnih kiselina povecava udio regulatornih

Foxp3+ T-limfocita u perifernoj krvi zdravih mladih osoba.
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Cilj je ovog diplomskog rada odrediti udjele regulatornih T-limfocita u krvi mladih
zdravih ispitanika nakon konzumacije funkcionalne hrane obogacene n-3 polinezasi¢enim

masnim kiselinama (3 kokosja jaja dnevno).



4. MATERIJALI | METODE

4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije

Studija je ustrojena kao istrazivanje parova (engl. case-control study) (47). Prakti¢ni dio
istraZivanja proveden je u Laboratoriju za molekularnu i klini¢ku imunologiju na Katedri za
fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku. Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku (Klasa:
602-04/20-08/07, Ur.br.:2158-61-07-20-135) i dio je projekta ,,Utjecaj konzumacije kokosjih
jaja obogacenih omega-3 masnim kiselinama na kardiovaskularnu funkciju, imunoloski sustav
I razinu oksidativnog stresa kod zdravih mladih ispitanika“ koji je proveden na Katedri za
fiziologiju 1 imunologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera u

Osijeku.

4.2. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na 40 mladih, zdravih, sedentarnih ispitanika obaju spolova,
od 19 do 28 godina. Ispitanici koji se 12 mjeseci prije ukljucivanja u studiju nisu bavili
redovitim tjelesnim aktivnostima smatrali su se sedentarnima. Isklju¢ni ¢imbenici za ispitanike
bili su povijest bolovanja od hipertenzije, koronarne arterijske bolesti srca, dijabetesa,
hiperlipidemije, bolesti bubrega i perifernih krvnih Zila. Prije poCetka provodenja istraZivanja
svi ispitanici na uvid dobili su obrazlozenje studije, detaljne upute i informirani pristanak na

potpis.

Ispitanici su bili podijeljeni u dvije skupine:
1) kontrolna skupina — ispitanici koji su 3 tjedna svakodnevno konzumirali 3
standardna kokosja jaja (249 mg n-3 PUFA dnevno)
2) omega—3 skupina — ispitanici koji su 3 tjedna svakodnevno konzumirali 3
kokosja jaja obogacena n-3 polinezasi¢enim masnim kiselinama (1053 g n-3

PUFA dnevno)
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4.3. Metode

Protokol je trajao 3 tjedna. Svaki ispitanik na prvom je mjerenju dobio tri identi¢na
obrasca za pracenje konzumacije namirnica u protekla 24 sata. Obrazac ishrane bio je sastavljen
na temelju standardnog upitnika za pracenje konzumacije u 24 sata (48), a modificiran je kako
bi odgovarao prehrambenim navikama u istrazivanom podrucju. Ispunjene obrasce ispitanik je
predao istrazivacu na zadnjem mjerenju. Dva obrasca ispunjavala su se za vrijeme radnog tjedna
(npr. ponedjeljak i cetvrtak), a tre¢i za vrijeme vikenda (npr. nedjelja). Istrazivac je ispitanika
obavijestio porukom ili e-mailom kada treba popuniti obrazac dan ranije. Obrazac je bio
sastavljen u obliku tablice koja je sadrzavala Cetiri glavne podjele: dorucak, rucak, vecera i
meduobrok. Svaki obrok podrazumijevao je hranu i pi¢e. Obroci su bili podijeljeni na: voée,
povrée, mlijecne proizvode, meso, ugljikohidrate, Zitarice, pice, grickalice, orasaste plodove.
Uzimao se u obzir nacin pripreme te veli¢ina porcija ovisno o kojoj namirnici se radilo. Ispitanik
je popunjavao tablicu stavljanjem pluseva na mjesta predvidena za to, a u skladu s onim §to je
toga dana konzumirao i na koji nacin je bilo pripremljeno. Nakon svakog obroka, obrazac je
sadrzavao odjeljak pod nazivom komentar gdje je bilo potrebno naglasiti ako je ispitanik
uzimao nekakav dodatak prehrani koji bi mogao znacéajnije utjecati na unos nutrijenata taj dan
ili ako je konzumirao ne$to $to nije bilo navedeno u tablici. Prilikom preskakanja obroka,
ispitanik je bio duzan isto naznaciti.

Ni istrazivaéi ni ispitanici nisu znali kojoj skupini prehrane pripada koji ispitanik sve do
zavrSetka protokola. Standardna kokosja jaja i n-3 PUFA obogacéena kokosja jaja proizvedena
su na istoj farmi (49) i bila su iste veli¢ine (M komercijalna veli¢ina).

Ispitanicima se Zivinim manometrom mjerio krvni tlak (prosjek tri mjerenja) i puls prije
pocetka protokola te dan nakon zavrSetka protokola, nakon 10 minuta mirovanja u sjede¢em
polozaju. Takoder su izmjereni tjelesna masa, visina te opseg struka i bokova, za utvrdivanje
antropometrijskih mjera i indeksa tjelesne mase (BMI).

Uzorci venske krvi uzeti su na taste tijekom prvog (prije pocetka dijetnog protokola) i
posljednjeg (nakon zavrSetka dijetnog protokola) posjeta laboratoriju radi analize krvne slike.
Primjenom standardnih laboratorijskih metoda na Odjelu za klinicku laboratorijsku
dijagnostiku Klini¢kog bolnickog centra Osijek iz seruma su odredeni biokemijski parametri
hsCRP, kolesterol, trigliceridi, HDL i LDL kolesterol.

Iz uzoraka pune Kkrvi odredeni su udjeli regulatornih T-limfocita uz pomo¢ proto¢ne

citometrije.
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4.3.1. lzolacija mononuklearnih stanica iz periferne krvi

Prije analize na proto¢nom citometru bilo je potrebno izolirati stanice od interesa. 1z
uzoraka pune krvi prikupljene u vakuntajnere s EDTA izolirane su mononuklearne stanice
periferne krvi (PBMC, engl. peripheral blood mononuclear cells) na gradijentu fikola (Ficoll-
Paque PLUS Cytiva, GE17-1440-02).

4.3.2. Protoc¢na citometrija

Proto¢na citometrija brza je i visokoosjetljiva metoda koja ima sposobnost
istovremenog mjerenja vise svojstava pojedine stanice. Ona omogucava uocavanje, analizu ili
razdvajanje razliCitih vrsta stanica na temelju fenotipa (veli¢ina 1 granuliranost) ili
funkcionalnog stanja (Zive/mrtve). Tri su glavne komponente proto¢nog citometra: protocna,
opticka 1 elektronicka. Protocnu komponentu ¢ine pokretacka tekucina, stani¢na suspenzija i
tlak u sustavu, a ona osigurava usmjeravanje stanica iz stani¢ne suspenzije prema snopu
laserske svjetlosti. Glavna je znaCajka proto¢ne komponente hidrodinamicko fokusiranje,
odnosno formiranje toka pojedinacnih stanica kako bi se osigurala analiza svake stanice, a to
se postize na temelju razlike u tlakovima stani¢ne suspenzije 1 pokretacke tekucéine. Opticka
komponenta sastoji se od ekscitacijskog sustava (laser, leca, filtri) i sustava za prikupljanje
svjetlosnih signala (fotodetektor). Nakon §to su stanice obasjane laserskim svjetlom, dolazi do
rasprsenja svjetlosti koje je pokazatelj fizikalnih osobina stanice — veli¢ine (svjetlost rasprSena
pod malim kutom, FSC, engl. forward scatter) i granuliranosti (svjetlost rasprSena pod pravim
kutom, SSC, engl. side scatter). Manje stanice uzrokuju manje rasprsenje (manji FSC), dok
vece uzrokuju vece rasprsenje (ve¢i FSC). Buduéi da SSC ovisi o celularnosti stanice, limfociti
¢e imati manji SSC (veliki nukleus, tanak sloj citoplazme) u odnosu na granulocite (mnogo
citoplazme). Obiljezavanje stanica fluorescentnim bojama (fluorokromima), izravno ili ¢esce
vezanjem za monoklonska protutijela, osigurava se uocavanje kljucnih stanica. NajceSce
koristeni fluorokromi su fluoresceinski izotiocijanat (FITC, engl. Fluorescein Isothiocyanate),
alofikocijanin (APC, engl. Allophycocyanin), fikoeritrin (PE, engl. Phycoerythrin), peridinin-
klorofil proteinski kompleks (PerCP, engl. Peridinin Chlorophyll Protein Complex) i konjugat
fikoeritrin-cijanin 7 (PE-Cy7, engl. Phycoerythrin-Cyanin 7). Fluorokrome pobuduje laserska
svjetlost jedne valne duljine (ekscitacija) dok emitiraju svjetlost druge, vece valne duljine
(emisija). Detektori hvataju emitiranu svjetlost u obliku svjetlosnih signala, koji se uz pomo¢
elektronicke komponente protocnog citometra pretvaraju U digitalne signale, pohranjuju i

analiziraju na racunalu uz pomoc¢ specijaliziranih programa (50, 51).
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Izolirane mononuklearne stanice periferne krvi oznacene su FITC anti-CD3 (klon
OKT3, eBioscience), PE anti-Foxp3 (klon 236A/E7, eBioscience), PerCP anti-CD4 (klon SK3
(SK-3), eBioscience), PE-Cy7 anti CD127 (klon eBioRDR3, eBioscience) i APC anti-CD25
(klon BC96, eBioscience) protutijelima prema standardnom protokolu za bojenje povrsinskih
stani¢nih i nuklearnih antigena uz pomoc¢ ,,Foxp3 staining* seta pufera (eBioscience). Mrtve
stanice iskljuene su na temelju bojanja fiksabilnom bojom za vijabilnost stanica
(LIVE/DEAD®Fixable Near-IR stain, Termo Fisher), a dvostruke (tzv. doublets) stanice
analizom FSC-A i FSC-H parametara. 20,000 Zzivih, jednostrukih CD4 pozitivnih stanica
analizirano je pomocu BD FACS Canto II proto¢nog citometra (FACS Canto II, Becton

Dickinson, SAD) te FlowLogic programa (Inivai Technologies, Australija).

4.4, StatistiCke metode

Kategoricke varijable prikazane su apsolutnim frekvencijama 1 proporcijama, a
numericke varijable srednjim vrijednostima i standardnim devijacijama. Normalnost
distribucije podataka procijenjena je Shapiro—-Wilkovim testom, a homogenost varijanci
Levenovim testom. Za omjerne varijable koje su slijedile normalnu razdiobu i homogene
varijance, statisticka znacajnost razlike izmedu neovisnih skupina testirala se Studentovim t-
testom; u ostalim slucajevima Koristio se neparametrijski Mann—Whitneyev test. Razlike u
kategorijskim varijablama izmedu ispitivanih skupina analizirane su Fisherovim egzaktnim
testom. Povezanost kontinuiranih varijabli procijenjena je Pearsonovim koeficijentom
korelacije (p). Sve p vrijednosti bile su dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na o = 0,05.
Svi testovi napravljeni su primjenom racunalnog programa SigmaPlot (ver. 11, Systat Software,
Inc., San Jose, CA, USA).
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5.1. Op¢e karakteristike ispitanika

Istrazivanje je provedeno na 40 zdravih, mladih ispitanika koji su bili podijeljeni u dvije
skupine. Kontrolna skupina (ispitanici koji su 3 tjedna svakodnevno konzumirali 3 standardna
kokosja jaja; 249 mg n-3 PUFA dnevno) sadrzavala je 21 ispitanika, od kojih je bilo 10 (47,62
%) zena i 11 (52,38 %) muskaraca. Omega-3 skupina (ispitanici koji su 3 tjedna svakodnevno
konzumirali 3 kokosja jaja obogacena s n-3 polinezasi¢enim masnim kiselinama; 1053 g n-3
PUFA dnevno) sadrzavala je 19 ispitanika, od kojih je bilo 10 (52,63 %) Zena i 9 (47,36 %)

muskaraca. Prosje¢na dob obje skupine ispitanika bila je ista, a iznosila je 24 + 3 godine.

5.2. Antropometrijski, hemodinamicki i biokemijski parametri ispitanika

Vrijednosti svih antropometrijskih, hemodinamickih i1 biokemijskih parametara koji su
odredivani prije i nakon dijetnog protokola za obje ispitivane skupine, navedene su u Tablici 1.
Usporedbom vrijednosti sistolickog tlaka prije i nakon dijetnog protokola, u kontrolnoj skupini,
uocena je statisticki znaCajna razlika (parni t-test, p = 0,008, Tablica 1). Statisti¢ki znacajna
razlika uocena je i usporedbom vrijednosti srednjeg arterijskog tlaka prije i nakon dijetnog
protokola, u kontrolnoj skupini (parni t-test, p = 0,002, Tablica 1). Usporedbom vrijednosti
biokemijskih parametara nakon provedenog dijetnog protokola izmedu kontrolne i omega-3
skupine (Tablica 1) uocena je statisticki znacajna razlika u vrijednostima kolesterola (t-test, p
= 0,039) i HDL (lipoproteini visoke gustoce) kolesterola (t-test, p = 0,020). Naime
koncentracije kolesterola i HDL kolesterola bile su vece u kontrolnoj skupini u odnosu na

omega-3 skupinu, ali i dalje unutar referentnih intervala.

11
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Tablica 1. Utjecaj konzumacije standardnih (kontrolna skupina) i n-3 PUFA obogacéenih

kokosjih jaja (omega-3 skupina) na antropometrijske, hemodinamicke i biokemijske parametre

Parametar (mjerna Kontrolna skupina Omega-3 skupina
Jedinica) Prije protokola Nakon protokola Prije protokola Nakon protokola
ITM (kg/m?) 243+31 23,0+6,1 23,3+3,6 21,9+6,8
ST (mmHg) 117+ 10+ 112 £ 11 115+ 11 112 +11
DT (mmHg) 77+8 73+8 77+8 74+8
SAT (mmHg) 0£7+ 86+8 90+7 87+8
P (otkucaja u minuti) 77+11 73+11 78+13 76+ 11
hsCRP (mg/L) 16+22 1,8+26 13+12 1,8+21
Kolesterol (mmol/L) 52+0,9 53+1,0% 46+0,9 47+0,7
Trigliceridi (mmol/L) 11£05 1,1+04 13+1,0 1,2+0,6
HDL kolesterol (mmol/L) 15+£04 15+04* 1,3+0,2 1,3+0,2
LDL kolesterol (mmol/L) 31+07 31+08 2,7+06 28+04

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). ITM — indeks tjelesne mase; ST — sistoli¢ki tlak;
DT - dijastolicki tlak; SAT — srednji arterijski tlak; P — puls; hs-CRP —visoko osjetljivi C-reaktivni protein; HDL — lipoproteini
visoke gustoce; LDL — lipoproteini niske gustoce. Razlike su testirane jednosmjernom analizom varijanci u slu¢aju usporedbe
4 mjerenja ili t testom za zavisne uzorke u slu¢aju usporedbe unutar skupine. * p < 0,05 razlika izmedu kontrolne i omega-3
skupine; t p < 0,05 razlika unutar skupine, prije i nakon protokola

5.3. Protoc¢na citometrija

Slika 1 prikazuje primjer analize (specijaliziranim rac¢unalnim programom Flow Logic)
rezultata regulatornin T-limfocita u ukupnim mononuklearnim stanicama periferne krvi

ispitanika dobivenih metodom proto¢ne citometrije.
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Slika 1. Reprezentativna strategija analize regulatornih T-limfocita u ukupnim
mononuklearnim stanicama periferne krvi ispitanika

Iz uzoraka periferne krvi ispitanika najprije su na gradijentu fikola izolirane mononuklearne
stanice koje su potom pomocu specificnih fluorokromom obiljezenih protutijela analizirane na
protocnom citometru FACS Canto II (BD Pharmingen, USA). Analiza dobivenih rezultata
ucinjena je pomocu specijaliziranog racunalnog programa FlowLogic, a strategija je analize
najprije ukljucivala izuzimanje dvostrukih i mrtvih stanica te potom definiranje populacije
limfocita na temelju FSC (engl. forward scatter) i SSC (engl. side scatter) parametara. Nakon
toga pomocu specificnih biljega definirani su pomoc¢nicki T-limfociti (CD3+CD4+), koji su

potom analizirani za izrazaj CD25 i Foxp3 biljega.
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5.4. Udio regulatornih T-limfocita

Prosjecan udio regulatornih T-limfocita u kontrolnoj skupini bio je ve¢i prije dijetnog
protokola (5,69 + 2,27 %) u odnosu na vrijednosti nakon provedenog protokola (4,05 + 1,67
%). Usporedbom udjela regulatornih T-limfocita unutar kontrolne skupine (Slika 2A), prije i
nakon dijetnog protokola, uocena je statisticki znacajna razlika (t-test za zavisne uzorke, p =
0,0004). Kao i u kontrolnoj skupini, prosjec¢an udio regulatornih T-limfocita u omega-3 skupini
bio je veci (6,33 £ 2,37 %) prije dijetnog protokola u odnosu na udio nakon (3,79 + 2,63 %).
Statisticki znacajna razlika uocena je i usporedbom udjela regulatornih T-limfocita unutar

omega-3 skupine (Slika 2B), prije i nakon protokola (t-test za zavisne uzorke, p = 0,03).
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Slika 2. Udjeli regulatornih T-limfocita (CD25+Foxp3+) prije i nakon dijetnog protokola
u kontrolnoj (A) i omega-3 (B) skupini ispitanika

Razlike su testirane t-testom za zavisne uzorke, a p vrijednost jednaka ili manja od 0,05
smatrala se statisticki znacajnom (*). Kontrolna skupina — mladi zdravi ispitanici koji su 3
tjedna svakodnevno konzumirali 3 standardna kokosja jaja; Omega-3 skupina — mladi zdravi
ispitanici koji su 3 tjedna svakodnevno konzumirali 3 kokosja jaja obogacena n-3

polinezasi¢enim masnim kiselinama.
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5.5. Korelacija regulatornih T-limfocita s vrijednostima hsCRP-a i ukupnog

kolesterola

Kod ispitanika kontrolne skupine uocena je statisticki znacajna negativna korelacija
udjela regulatornih T-limfocita i koncentracije visoko osjetljivog CRP-a (Pearsonov koeficijent
korelacije, p = -0,359; p = 0,024), sto znac¢i da porastom koncentracije hsCRP-a pada broj
regulatornih T-limfocita (Slika 3).

Kod ispitanika kontrolne skupine takoder je primijecena i statisticki znac¢ajna negativna
korelacija udjela regulatornih T-limfocita i koncentracije ukupnog kolesterola (Pearsonov
koeficijent korelacije p = -0,320, p = 0,044), $to znaci da porastom koncentracije ukupnog

kolesterola pada broj regulatornih T-limfocita (Slika 4).
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Slika 3. Korelacija udjela regulatornih T-limfocita (CD25+Foxp3+) u perifernoj krvi i
serumske koncentracije visokoosjetljivog C-reaktivnhog proteina (hsCRP, engl. High

Sensitive C-Reactive Protein) kontrolne skupine nakon dijetnog protokola

Povezanost izmedu zadanih varijabli testirana je Pearsonovim koeficijentom korelacije, a p

vrijednost manja ili jednaka 0,05 smatrala se statisticki znacajnom.
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Slika 4. Korelacija udjela regulatornih T-limfocita (CD25+Foxp3+) u perifernoj krvi i

serumske koncentracije ukupnog kolesterola kontrolne skupine nakon dijetnog protokola

Povezanost izmedu zadanih varijabli testirana je Pearsonovim koeficijentom korelacije, a p

vrijednost manja ili jednaka 0,05 smatrala se statisticki znacajnom.
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Povecan unos n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina (prehrambenim namirnicama,
suplementima ili funkcionalnom hranom oboga¢enom tim esencijalnim masnim Kiselinama) i

njihov povoljan utjecaj na zdravlje predmet je mnogih dosadasnjih istrazivanja (52 — 55).

Nakon provedenog dijetnog protokola, vrijednosti ukupnog kolesterola i HDL
kolesterola bile su statisticki, ali ne i klinicki znac¢ajno viSe u kontrolnoj skupini u usporedbi s
omega-3 skupinom jer su vrijednosti obaju parametra i dalje bile unutar normalnih referentnih
intervala, §to je u korelaciji s rezultatima prethodno provedenog istrazivanja. Naime, Stupin i
suradnici u svom istrazivanju, istrazujuci protuupalni potencijal konzumacije kokosjih jaja
obogacenih n-3 polinezasi¢enim masnim kiselinama na zdravim ispitanicima utvrdili su da
konzumacija 3 kokosja jaja dnevno, bilo standardnih ili n-3 PUFA obogacenih, ne predstavlja
rizik za nepovoljne promjene u lipidnom profilu zdravih ispitanika (56). Blago povisene
koncentracije HDL kolesterola nakon dijete s pove¢anim unosom n-3 PUFA obogacenih jaja,
kakve su bile i u ovom istrazivanju, mogu pozitivno utjecati na sprjeCavanje razvoja
kardiovaskularnih bolesti jer su visoke koncentracije HDL kolesterola jedan od zastitnim

mehanizama u razvoju kardiovaskularnih bolesti (57).

Suprotno ocekivanjima, prosjecan udio regulatornih T-limfocita znacajno se smanjio
nakon trotjedne svakodnevne konzumacije n-3 PUFA obogacenih kokosjih jaja. Potencijalno
objasnjenje dobivenih rezultata izlazak je regulatornih T-limfocita iz krvi i infiltracija tkiva, jer
Treg stanice posjeduju to svojstvo (58). Takoder, povecan unos n-3 polinezasi¢enih masnih
kiselina moze utjecati na stvaranje eikozanoida, vaznih lipidnih medijatora koji reguliraju
brojne funkcije Treg stanica, o ¢emu govori istrazivanje Lonea i suradnika (59). U svom
istrazivanju ukazuju na ¢injenicu kako se pove¢anim unosom n-3 PUFA smanjuje omjer n-6/n-
3 PUFA, §to moZze utjecati na stvaranje eikozanoida koji imaju sposobnost promjene svojih

svojstava iz proupalnih u protuupalna i posljedi¢no promijeniti ocekivana svojstva Treg stanica.

Zanimljiv je nalaz statisticki znacajne negativne korelacije udjela regulatornih T-
limfocita u perifernoj krvi i serumske koncentracije visoko osjetljivog CRP-a u kontrolnoj
skupini nakon provedenog dijetnog protokola, koji ukazuje na mogucu pojavu upale. Naime,
Liu 1 suradnici u svom istrazivanju o promjenama cirkuliraju¢ih Treg stanica u bolesnika s
akutnim koronarnim sindromom (AKS) zakljucili su da statisticki znacajna negativna korelacija

udjela Treg stanica u perifernoj krvi bolesnika s AKS-om i koncentracije hsCRP-a moze
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poremetiti ravnoteZu tolerancije perifernog imunoloskog sustava i aktivirati upalu, te tako
sudjelovati u nastanku i razvoju patoloskih procesa ateroskleroze (60). Takoder, u istrazivanju
o utjecaju pretilosti na smanjenje cirkuliraju¢ih Treg stanica i nacinima na koji, uz pomo¢ Treg
stanica, identificirati osobe s pove¢anim rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti, Wagner i
suradnika, negativna korelacija udjela Treg stanica i hsCRP-a ukazivala je na mogu¢u pojavu
upale i povecan rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti (61). Uocena je i statisticki znacajna
negativna korelacija udjela Treg limfocita i serumske koncentracije ukupnog kolesterola
kontrolne skupine nakon provedenog dijetnog protokola koja moze ukazivati na razvoj upale
jer kolesterol doprinosi tome (62). Zanimljivo, vrijednosti hsCRP-a i ukupnog kolesterola kod
svih su ispitanika unutar referentnih vrijednosti, a ipak i u tom rasponu upucuju na postupan
razvoj upale Kkoji daljnjim porastom vjerojatno vodi ka razvoju ateroskleroze i
kardiovaskularnih bolesti. Osim toga, ti parametri mogu potaknuti razvoj i doprinijeti

pogorSanju drugih autoimunih 1 upalnih bolesti.
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Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci

zakljucci:

e Povecan unos kokosjih jaja, neovisno o dodatku n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina,
kod zdravih mladih ispitanika dovodi do pada udjela regulatornih CD25+Foxp3+ T-
limfocita u perifernoj krvi.

e Udio regulatornih CD25+Foxp3+ T-limfocita u perifernoj krvi kontrolne, ali ne i
omega-3 skupine ispitanika, pokazuje negativhu Kkorelaciju s razinom ukupnog

kolesterola i visoko osjetljivog C-reaktivnog proteina (hsCRP).
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Cilj: Odrediti udjele regulatornin T-limfocita u krvi mladih zdravih ispitanika nakon
konzumacije funkcionalne hrane obogacene n-3 polinezasi¢enim masnim kiselinama (3 koko§ja

jaja dnevno).
Ustroj studije: Studija je ustrojena kao istrazivanje parova.

Materijali i metode: 40 mladih, zdravih, sedentarnih ispitanika obaju spolova, od 19 do 28
godina podijeljeno je u dvije skupine: kontrolna (ispitanici koji su 3 tjedna svakodnevno
konzumirali 3 standardna kokosja jaja; 249 mg n-3 PUFA dnevno) i omega-3 skupina (ispitanici
koji su 3 tjedna svakodnevno konzumirali 3 kokosSja jaja obogacena n-3 polinezasi¢enim
masnim kiselinama; 1053 g n-3 PUFA dnevno). Udio regulatornih T-limfocita odreden je iz

pune krvi ispitanika metodom proto¢ne citometrije.

Rezultati: Udio regulatornih CD25+Foxp3+ T-limfocita statisticki je znacajno nizi u obje
ispitivane skupine, u kontrolnoj skupini nakon pove¢anog unosa standardnih kokosjih jaja te u

omega-3 skupini nakon poveéanog unosa n-3 PUFA obogacéenih kokosjih jaja.

Zakljucak: Povecan unos kokosjih jaja, neovisno o dodatku n-3 polinezasi¢enih masnih
kiselina, kod zdravih mladih ispitanika dovodi do pada udjela regulatornih CD25+Foxp3+ T-

limfocita u perifernoj krvi.

-----

Kljuéne rijeci: n-3 polinezasicene masne kiseline; proto¢na citometrija; regulatorni T-

limfociti
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Objectives: The aim of this study was to determine the level of regulatory T lymphocytes in
the blood of young healthy individuals after consumption of functional food enriched with n-3

polyunsaturated fatty acids (3 hen eggs per day).
Study Design: case-control study

Material and Methods: Forty young, healthy, sedentary individuals, both male and female,
aged 19 to 28 were divided into two groups: control group (individuals who consumed 3
standard hen eggs per day for 3 weeks; 249 mg n-3 PUFA/day) and omega-3 group (individuals
who consumed 3 hen eggs enriched with n-3 polyunsaturated fatty acids per day for 3 weeks;
1053 g n-3 PUFA/day). The level of regulatory T lymphocytes was determined from the
individual's whole blood by flow cytometry.

Results: The proportion of regulatory CD25+Foxp3+ T lymphocytes was statistically
significantly lower in both groups, the control group after increased intake of regular hen eggs

and in the omega-3 group after diet with increased intake of n-3 PUFA enriched hen eggs.

Conclusion: Increased intake of hen eggs, regardless of the n-3 polyunsaturated fatty acids
addition, in healthy young individuals leads to a decrease in the proportion of regulatory
CD25+Foxp3+ T lymphocytes.

Key words: n-3 polyunsaturated fatty acid; flow cytometry; Regulatory T cells
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