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POPIS KRATICA

AA — arahidonska kiselina

ACh — acetilkolin

ALA — alfa-linoleinska kiselina

ATP — adenozin trifosfat

AUC - povrsina ispod krivulje (engl. area under the curve)

BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index)

CAMP — ciklicki adenozin monofosfat

COX — ciklooksigenaza

CRP — C-reaktivni protein

DBP — dijastoli¢ki krvni tlak

DGAT - diacil-glicerol acetil-transferaza (engl. diacylglycerol acyltransferase)
DHA — dokozaheksaenska kiselina

ED - endotelna disfunkcija

EDCF — endotelni ¢imbenici kontrakcije (engl. endothelium-derived constricting factors)
EDRF — endotelni ¢imbenici relaksacije (engl. endothelium-derived relaxing factors)
EFA — esencijalne masne kiseline (engl. essential fatty acids)

eNOS — endotelna dusikov oksid sintetaza (eng. endothelial nitric oxide synthase)
EPA — eikozapentaenska kiselina

ET — endotelin

GPx — glutation peroksidaza

HR — puls (engl. heart rate)

IDL — lipoproteini srednje gustoce (engl. intermediate density lipoprotein)

IL — interleukin

JAK-STAT - janus kinaza / porodica transkripcijskih ¢imbenika (engl. Janus kinases - signal
transducer and activator of transcription proteins)

KVB - kardiovaskularne bolesti

LA — linoleinska kiselina

LDF — laser Doppler flowmetrija (eng. laser Doppler flowmetry)

LDL — lipoproteini niske gustoce (engl. low density lipoprotein)

LOX — lipooksigenaza

MAP — srednji arterijski tlak



MK — masne kiseline

MUFA — mononezasi¢ene masne kiseline (engl. monounsaturated fatty acids)
NADH — nikotinamid adenin dinukleotid

NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NF-kB — pojac¢iva¢ nuklearnog faktora-lakog lanca aktiviranih B stanica (engl. nuclear factor
kappa light chain enhancer of activated B cells)

NO — dusikov (II) oksid

NRF2 — (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2)

PA — fosfatidil fosfohidrolaza (engl. phosphatidic acid phosphatase)

PGI2 — prostaciklin

PORH — postokluzivna reaktivna hiperemija

PPAR-a — receptori za aktivaciju proliferacije peroksisoma alfa (engl. peroxisome proliferator-
activated receptor-a)

PU — perfuzijske jedinice (engl. perfusion units)

PUFA — polinezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty acids)

ROS - slobodni radikali kisika (engl. reactive oxygen species)

SBP — sistolicki krvni tlak

SFA — zasi¢ene masne kiseline (engl. saturated fatty acids)

SNP — natrijev nitroprusid (engl. sodium nitroprusside)

SOD - superoksid dismutaza

TG — trigliceridi

TNF — faktor tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor)

TrxR — tioredoksin reduktaza

TXA2 — tromboksan

VLDL - lipoproteini izuzetno niske gustoce (engl. very low density lipoprotein)

.....

WHR — omjer struka i bokova (engl. waist to hip ratio)
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1. UvOD

Kardiovaskularne bolesti (KVB) vode¢i su uzrok smrtnosti u svijetu, a obuhvacaju
poremecaje srca i krvnih Zila kao $to su koronarna bolest srca, reumatske sr¢ane bolesti, duboka
venska tromboza i sli¢no. Procjenjuje se da uzrokuju oko 17 milijuna smrti svake godine,
mnogo vise nego bilo koja druga skupina bolesti (1). U Republici Hrvatskoj 2016. godine je
od KVB umrlo nesto vise od 23 tisué¢e osoba, odnosno 45 % ukupno umrlih, a s obzirom na
stopu smrtnosti, Hrvatska spada medu europske zemlje sa srednje visokom stopom smrtnosti
od KVB (2). Najznacajniji faktori rizika za nastanak bolesti srca i krvnih zila, kao $to su manjak
fizike aktivnosti, pusenje, konzumacija alkohola i nepravilna prehrana, mogu se kontrolirati i
nataj nacin preventivno djelovati na razvoj i nastanak komplikacija KVB. Svjetska zdravstvena
organizacija istiCe dvije vrste intervencija koje bi se mogle poduzeti u svrhu smanjenja KVB
na svjetskoj razini: 1) na razini populacije kao $to su oporezivanje hrane bogate mastima, razvoj
strategija za smanjenje zlouporabe alkohola, izgradnja biciklistickih i pjeSackih staza u svrhu
poticanja fizicke aktivnosti i dr., te 2) individualna koja treba biti usmjerena na osobe s visokim
rizikom za razvoj KVB. Globalni plan akcije za prevenciju i kontrolu nezaraznih bolesti 2013.
—2020., u koji je ukljuceno 194 zemlje, ukljucuje i smanjenje globalne prevalencije povisenog
krvnog tlaka za 25 % kao vodeceg rizika za razvoj KVB implementirajuci politike za smanjenje
rizi¢nih ponaSanja 1 to: zlouporabe alkohola, fizicke neaktivnosti, prekomjerne tjelesne mase,
pretilosti i visokog unosa soli (1). lako je zadnjih petnaestak godina u Hrvatskoj prisutan
pozitivan trend smanjenja smrtnosti od KVB (2), one su i dalje vode¢i uzrok smrti kako u

svijetu, tako i u Hrvatskoj.

1.1. Endotelna funkcija

Endotel je graden od monosloja epitelnih stanica koje imaju niz vaznih funkcija, a ukljucuju
prepoznavanje humoralnih, mehanickih i hemodinamickih dogadaja te prilagodavanje akutnim
i kroni¢nim promjenama (3, 4). Najznacajnije njegove funkcije su: inhibicija agregacije
trombocita, kontrola vaskularnog tonusa, moduliranje propusnosti vaskularne stijenke,
regulacija proliferacije glatkih misiénih stanica i modulacija migracije leukocita (4). Jedno od
glavnih svojstava endotela je sposobnost izazivanja vazodilatacije u odgovoru na naglu

promjenu protoka (3).

Izraz ,,endotelna funkcija“ upotrebljava se za opisivanje sposobnosti endotela da otpusta
vazoaktivne tvari i na taj nacin regulira krvni protok. Vazoaktivne tvari koje otpusta endotel

dijele se na endotelne C¢imbenike relaksacije (engl. endothelium-derived relaxing factors,

1



1. UvOD

EDRF) i endotelne ¢imbenike kontrakcije (engl. endothelium-derived constricting factors,
EDCF) (3). EDRF se otpustaju iz endotelnih stanica u odgovoru na zilni stres i djelovanje
razli¢itih spojeva pri ¢emu sprjecavaju adheziju i agregaciju trombocita te leukocita. Najvazniji
od njih su dusikov (I1) oksid (NO) te prostaciklin (PGI2). Prilikom otpustanja NO dolazi do
relaksacije vaskularnih glatkih miSi¢nih stanica, a osim toga NO inhibira agregaciju i adheziju
trombocita te usporava razvoj ateroskleroze, dijabetesa i hipertenzije (5, 6). Sintetizira se
pomocu endotelne dusikov oksid sintetaze (engl. endothelial nitric oxide synthase, eNOS), a
smanjena dostupnost NO moze doprinijeti nastanku aterosklerotskih lezija. PGI2, kojeg
sintetizira ciklooksigenaza-1 (COX-1), djeluje tako da povisuje koncentraciju cAMP-a u
glatkim miSi¢nim stanicama i u trombocitima. Na luminalnoj strani krvnih zila prevenira
agregaciju trombocita i drugih krvnih stanica na endotel, dok na abluminalnoj strani uzrokuje
relaksaciju glatkih miSi¢nih stanica, odnosno sudjeluje u regulaciji vaskulanog tonusa (7).
Najvazniji EDCF su endotelin-1 (ET-1), koji povisuje krvni tlak te dovodi do vaskularne i
miokardijalne hipertrofije, te tromboksan (TXAZ2), kojeg sintetiziraju COX-1 i tromboksan
sintetaza u metabolizmu arahidonske kiseline, a koji dovodi do vazokonstrikcije i agregacije

trombocita §to povecava rizik od kardiovaskularnih incidenata (3, 8).

Razni patofizioloski ¢imbenici dovode do nastanka endotelne disfunkcije (ED) odnosno
neprikladne aktivacije endotela zbog gubitka kontrole nad vlastitim funkcijama. Poremecaj
endotela obuhvaca niz patofizioloskih stanja, od pocetne lokalizirane mehanicke ozljede
vaskularne stijenke do neprimjerene, ustrajne, globalne ED, pri ¢emu ED predstavlja izravnu
sponu izmedu kardiovaskularnih rizi¢nih ¢imbenika i razvoja i tijeka vec¢ine KVB (4 — 6). ED
je promjena koju karakterizira proupalni, protrombotski te vazokonstrikcijski fenotip (3), a s
obzirom da je glavni mehanizam djelovanja NO inhibicija navedenih stanja, smanjena
bioraspolozivost NO jedan je od glavnih patofizioloskih ¢imbenika za razvoj ED. Upravo je ta
spona razlog sve veceg interesa za procjenom endotelne funkcije u rutinskom klinickom radu
pri ¢emu se najceSce koriste postupci usmjereni na definiranje vaskularne motorike 1 analizu

vrijednosti cirkuliraju¢ih endotelnih biljega (3).

S obzirom da se smatra da funkcija mikrocirkulacije koZe odrazava stanje
mikrocirkulacije drugih vaskularnih bazena, procjena njezine funkcije moze se koristiti kao
model za dijagnozu oSte¢enja mikrocirkulacije u brojnim patoloskim stanjima (9). Jedna od
najéeS¢e koristenih metoda procjene funkcije mikrocirkulacije koze je laser Doppler
flowmetrija (engl. laser Doppler flowmetry, LDF). Vazne prednosti navedene metode su: 1)

neinvazivnost i ne izazivanje neugode u ispitanika te 2) osjetljivost na otkrivanje i

2



1. UvOD

kvantificiranje relativnih promjena perifernog protoka krvi u kozi u odgovoru na dani podrazaj
(vaskularnu okluziju, promjenu temperature, davanje farmakoloskih pripravaka, itd.) (9 — 11).
Osim toga, vazno je odrediti endotel-ovisnu i endotel-neovisnu vazodilataciju kako bi se, u
slucaju smanjenog vazodilatacijskog odgovora na dani stimulans, razlikovala disfunkcija
protoka i1 endotelne funkcije u mikrocirkulaciji podlaktice tijekom infuzije razliitih
vazoaktivnih agenata kao S$to su indometacin i acetilkolin (ACh) (3). Indometacin je
neselektivni inhibitor COX, tj. inhibira sintezu PGI2 i TXA2 pri ¢emu se smanjuje agregacija
trombocita te pospjeSuje oporavak protoka krvi nakon reaktivne hiperemije (12, 13). U
prethodno provedenim istrazivanjima, dokazano je da primjena indometacina dovodi do
oporavka smanjenog hiperemi¢nog protoka krvi nakon jednominutne okluzije u usporedbi s
hiperemi¢nim protokom krvi nakon jednominutne okluzije prije administracije indometacina
(3, 12). ACh, koji se administrira iontoforezom, uzrokuje endotel-ovisnu vazodilataciju krvne
zile za razliku od natrijeva nitroprusida (SNP) koji uzrokuje endotel-neovisnu vazodilataciju
(10, 14, 15). Osim primjene aktivnih agenasa, LDF omogucuje otkrivanje promjena u
perifernom protoku u odgovoru na postokluzivnu reaktivnu hiperemiju (PORH). Reaktivna
hiperemija iznenadan je porast u protoku krvi mjeren nakon otpustanja kratkotrajne arterijske
okluzije te je indikator mikrovaskularne strukture i funkcije. Posredovana je ve¢inom endotel-
ovisnim faktorima (9, 10, 12, 14). Danas se smatra da se periodi¢nim mjerenjem PORH-a LDF-
om tijekom razvoja nekog patoloskog stanja ili primjene odredenog tretmana dobiva uvid u

stanje mikrocirkulacije kao i u prognozu razvoja bolesti ili djelovanja lijecenja (10, 15, 16).
1.2.Funkcionalna hrana

Koncept funkcionalne hrane tek je nedavno predstavljen, a odnosi se na hranu prirodnog
porijekla koja sadrzi mikroelemente i makroelemente potrebne za poboljSanje i odrzavanje
zdravlja. Hrana se smatra funkcionalnom ukoliko uz nutritivne uc¢inke pokazuje i druge korisne
ucinke na jednu ili viSe tjelesnih funkcija u cilju poboljSanja zdravlja ili smanjenja rizika za
obolijevanje od odredenih bolesti unosom u preporu¢enim dnevnim koli¢inama (17). Najcesce
spominjana funkcionalna hrana su koko§ja jaja obogacena n-3 polinezasiCenim masnim
kiselinama (engl. n-3 polyunsaturated fatty acids, n-3 PUFA), selenom, vitaminom E i
luteinom. S obzirom na to da su mnoga istrazivanja potvrdila pozitivan ucinak navedenih
elemenata na smanjenje rizika za razvoj KVB i poboljsanja kardiovaskularnog zdravlja (18 —
21), njihov unos funkcionalnom hranom mogao bi postati temeljni pristup za smanjenje

incidencije KVB na globalnoj razini.
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1.3. n-3 polinezasi¢ene masne Kiseline

N-3 polinezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty acids, PUFA), kao §to su
eikozapentaenska kiselina (EPA) i dokozaheksaenska kiselina (DHA) koje se nalaze
dominantno u ribi i ribljem ulju (22) te a-linoleinska kiselina (ALA) koja se dominantno nalazi
u biljkama (17), zajedno se s n-6 PUFA, linolenskom (LA) i arahidonskom kiselinom (AA),
nazivaju esencijalnim masnim kiselinama (engl. essential fatty acids, EFA) jer ih ljudski
organizam ne moze sintetizirati (17). Dokazano je da n-3 PUFA poboljsavaju endotelnu
funkciju na nekoliko naé¢ina: povecavanjem dostupnosti NO, smanjenjem razine oksidativnog
stresa, smanjujuci upalu, snizavanjem razine triglicerida (TG) u krvi itd. (18, 23 — 25). EFA se
pomocu enzima COX, lipooksigenaze (LOX) i citokroma P450 metaboliziraju u eikozanoide
proupalnog ili protuupalnog ucinka (slika 1.)(26). Metabolizmom n-3 PUFA nastaju
eikozanoidi protuupalnog ucinka: prostaglandini tree serije, leukotrijeni pete serije i rezolvini
E-serije metabolizmom EPA te neuroprotektin D1, marezini, rezolvini D-serije i protektini
metabolizmom DHA. Metabolizmom n-6 PUFA nastaju eikozanoidi proupalnog ucinka:
prostaglandini druge serije, tromboksani, leukotrijeni Cetvrte serije, ali i lipoksini koji imaju
protuupalno djelovanje (11). S obzirom da se n-6 i n-3 PUFA metaboliziraju istim enzimatskim
putevima i natjecu se medusobno za supstrat na COX 1 LOX, pove¢ana konzumacija n-3 PUFA
dovest ¢e do povecane proizvodnje metabolita sa protuupalnim i vazodilatatornim u¢inkom (11,
24 — 26). Osim toga, protuupalni u¢inak n-3 PUFA ukljucuje i smanjenje ekspresije adhezijskih
molekula, interakcija izmedu endotela 1 leukocita te povecano stvaranje metabolita rezolvina,
marezina i protektina (11). n-3 PUFA iznimno su vazne za zdravlje srca i krvnih Zila upravo
zbog svojeg protuupalnog djelovanja, ali i zbog hipolipidemijskih svojstava ¢ime usporavaju
proces razvoja ateroskleroze i KVB, te smanjuju rizik za razvoj istih (18, 22, 23) zbog Cega se
preporuca povecan dnevni unos n-3 PUFA kod osoba s povecanim rizikom za razvoj KVB 1

osoba koje boluju od KVB.

Nakon apsorpcije u tankom crijevu i transporta u krvotok, n-3 i n-6 PUFA preraspodjeljuju
se u sva tkiva u tijelu gdje se iskoristavaju na razliite nacine: 1) u beta-oksidaciji za stvaranje
ATP-a, 2) esterificiraju se u stanic¢ne lipide 1 3) skladiste se u obliku TG. | n-3 i n-6 PUFA u
obliku fosfolipida izuzetno su vazni, jer odrZavaju strukturni integritet i funkciju stani¢nih
membrana (11). Poznato je da n-3 MK djeluju putem inkorporacije u stani¢ne fosfolipide, $to
rezultira prate¢im snizenjem n-6 PUFA upucujuéi na vaznost odredenog omjera n-3 i n-6 MK

u poboljsanju endotelne funkcije (8, 17). U zapadnjackoj prehrani taj omjer (n-6 PUFA : n-3
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Slika 1. Sinteza proupalinih i protuupalnih produkata posredovanih

ciklooksigenazama iz PUFA. Izvor: pribaviljeno i preradeno iz (26).

PUFA) variraod 10 : 1 do 30 : 1, dok bi on u konaénici trebao biti od 1 : 1 do 1 : 4, odnosno
pojedinci trebaju unositi vise n-3 PUFA (17). Razlog tome je vaznost odrzavanja ravnoteze u
sintezi proupalnih i protuupalnih eikozanoida: ukoliko pojedinac unosi vecu koncentraciju n-6
PUFA, bit ¢e povecana sinteza proupalnih, vazokonstriktornih i proagregatornih eikozanoida
Sto ¢e rezultirati razvojem hipertenzije i ateroskleroze. S druge strane, prevelik unos n-3 PUFA
i povecana sinteza protuupalnih, vazodilatatornih i protuagregatornih eikozanoida rezultirat ¢e
smanjenjem krvnog tlaka, poreme¢enom hemostazom i sl. Kao i drugi antioksidansi, n-3 PUFA
Stite endotelne stanice od oSteCenja slobodnim kisikovim radikalima (engl. reactive oxygen
species, ROS), a time i od stani¢ne smrti. S obzirom da membrane mitohondrija sadrze vece
kolic¢ine DHA, to upucuje na to da je DHA jedna od klju¢nih PUFA potrebnih za sintezu ATP-
a procesom oksidativne fosforilacije ¢cime se smanjuje oksidativni stres 1 aktivnost citokrom C
oksidaze, a povecava aktivnost superoksid dismutaze (SOD) i glutation peroksidaze (GPx),
enzima odgovornih za uklanjanje slobodnih radikala i vodikovog peroksida iz organizma (27).
Na povecanje dostupnosti NO, n-3 PUFA djeluju stimulacijom genske i proteinske ekspresije
eNOS §to rezultira pove¢anom sintezom NO (11, 17). Nekoliko je potencijalnih mehanizama
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kojima n-3 PUFA djeluju na smanjenje razine TG: inhibicija sinteze triacilglicerola, stimulacija
oksidacije MK te klirens posredovan LDL-om. Izravhom inhibicijom diacil-glicerol acetil-
transferaze (DGAT) i fosfatidil fosfohidrolaze (PA), dva vrlo vazna enzima uklju¢ena u sintezu
TG u jetri, smanjuje se produkcija TG i jetrena sekrecija VLDL-a. Takoder, aktivacijom PPAR-
a stimulira se B-oksidacija MK ¢ime ¢e dostupnost MK kiselina za sintezu TG biti smanjenja,

a posljedi¢no do¢i do smanjenja razine TG u plazmi (28).

Brojna istrazivanja potvrdila su koristan u¢inak n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina na
protokom posredovanu dilataciju, smanjenje oksidativnoga stresa i poboljSanje lipidnoga
profila u zdravih pojedinaca (28, 29), utisavaju¢i tako rizi¢ne Cimbenike za razvoj
kardiovaskularnih bolesti u budu¢nosti. Takoder, odreden broj istrazivanja pokazala su da iako
su n-3 PUFA poboljsale lipidni profil, nisu poboljsale vaskularnu funkciju u zdravih pojedinaca

kao $to je bilo vidljivo i konzistentno kod ispitanika s kroni¢nim bolestima (30, 31).

1.4. Lutein

Lutein se, kao esencijalni element, u organizam unosi hranom (npr. $pinatom, keljom,
zumanjkom, ...), ali u nedovoljnim koli¢inama kako bi imao utjecaja na smanjenje incidencije
kroni¢nih bolesti. Iako se kao dobrobit uzimanja luteina kao nadomjeska prehrani CeSce
spominje utjecaj na poboljsanje vida, prvenstveno sprjecavanja bolesti, dokazano je da lutein
ima pozitivan u¢inak i u drugim klini¢kim stanjima kao $to je poboljsanje kognitivnih funkcija,
smanjenje rizika od raka, KVB i sl. (33). Brojnim istrazivanjima dokazana je zastitna uloga
luteina u napredovanju rane ateroskleroze i to u vidu smanjena aterosklerotskih lezija,
smanjenju rizika za razvoj metabolickog sindroma te KVB (19). Njegovo kardioprotektivno
djelovanje pripisuje se antioksidativnom 1 protuupalnom djelovanju te ukljucenosti u
metabolicke puteve metabolizma lipida, homeostaze glukoze, inzulinske rezistencije i dr. (19).
Lutein ima izuzetno snazno antioksidativno djelovanje zbog svojih konjugiranih dvostrukih
veza 1 polarnosti zbog ¢ega moze prolaziti kroz staniéne membrane 1 stupiti u kontakt sa
oksidiraju¢im lipidima Stite¢i na taj nacin stani¢nu membranu od oksidativnih oStecenja. Osim
toga, povecava aktivnost antioksidativnih enzima (SOD, GPx, NRF2) i regulira sirtuin-1
NAD+-ovisnu deacetilazu koja je ukljuena u smanjenje oksidativnog stresa te inhibira
NADH/NADPH oksidazu koja je kljuéni enzim u proizvodnji ROS (19, 32). Takoder,
smanjenje krvnog tlaka zbog povecane proizvodnje NO i1 smanjenog otpuStanja ET-1,

smanjenje aterosklerotskih lezija, inhibicija migracije monocita i stanica vaskularnog glatkog

.....



1. UvOD

su od povoljnih uc¢inaka luteina na vaskularnu i endotelnu funkciju (19). U¢inak luteina na
upalne procese povezuje se sa inhibicijom NF-kB §to rezultira znacajnim smanjenjem sinteze
COX-2 i proupalnih citokina TNF-a, IL-6, IL-1B i PGE2 (19). Nekoliko istrazivanja pokazala
su poboljsanje lipidnog profila nakon primjene nadomjeska luteina i to u vidu smanjenja

koncentracije VLDL-a i IDL-a u plazmi te smanjenja koncentracije LDL-C i TG u serumu (19).

1.5. Vitamin E

Vitamin E najzastupljeniji je antioksidans topljiv u mastima koji ima povoljan u¢inak na
prevenciju kroni¢nih bolesti kao Sto su hipertenzija, diabetes mellitus, bolest masne jetre, itd.
Pojavljuje se u osam izoformi, od kojih su u tkivima najzastupljeniji a- i y-tokoferol. Hranom
se y-tokoferol unosi putem ulja i orasastih plodova kao §to su orasi, pistacije i sjemenke sezama,
dok se a-tokoferol najve¢im udjelom unosi kikirikijem, bademima i sjemenkama suncokreta
(34). Dokazan je znacajan utjecaj vitamina E na smanjenje koncentracije CRP-a i IL-6 u
intervencijskim istrazivanjima u trajanju duzem od osam tjedana s primjenom 500 mg vitamina
E na dan (35). Smatra se da njegov povoljni uc¢inak proizlazi iz njegovog inhibitornog
djelovanja na proupalnu ekspresiju citokina inhibiraju¢i aktivaciju klju¢nog nuklearnog
transkripcijskog faktora NF-xB te JAK-STATG6 ili JAK-STATS3 signalih puteva u razli¢itim
tipovima stanica (33, 34). Osim toga, zbog svog antioksidativnog djelovanja ¢esto se prepisuje
pacijentima nakon transplantacije srca, kako bi se ogranicio oksidativni stres te time sprijecilo
odbacivanje transplantata. Istrazivanje u kojima su stanice izlozene hipoksiji bile tretirane
vitaminom E pokazalo je njegov kardioprotektivan ucinak smanjenjem ROS-a i apoptoze
stanica (20, 35). Antioksidativni u¢inak svih oblika vitamina E proizlazi iz njihove sposobnosti
uklanjanja radikala lipidnih peroksila donirajuci vodik iz fenolne skupine na kromanolnom
prstenu, odnosno oblici vitamina E sa nesupstituiranim mjestom na petom C atomu mogu vezati
elektrofile kao §to su NO ili peroksinitrit koji su poviseni tijekom upale (34). Takoder, zbog
izuzetne solubilnosti koriste ga pacijenti s kroni¢nim bolestima jetre, jer mogu utjecati na sré¢anu

funkciju i predisponirati razvoju kardiomiopatija (20).

1.6. Selen

Udio selena u hrani ovisi o sastavu tla na kojem se ista uzgaja, a u organizam se unosi putem
mlije¢nih proizvoda, povréa, mesa, ribe i orasastih plodova (21) u obliku selenometionina,
selenocisteina, selenita i selenata (37). Povoljni u¢inci selena na organizam proizlaze iz njegove
uloge u metabolizmu tiroidnih hormona, imunosti, antioksidativnoj obrani, kinaznoj regulaciji

i ekspresiji gena (37). Razlicite skupine selenoproteina sudjeluju u vaznim regulacijskim
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funkcijama kardiovaskularnog sustava, primarno promjenama u redoks-statusu, ¢cime doprinose
antioksidantivnom obrambenom sustavu. Selenoproteini su sastavni dio GPx, enzima Koji
eliminira vodikov peroksid iz mnogih tkiva, te na taj na¢in smanjuju $tetne u¢inke ROS na
tkiva, tioredoksin reduktaza (TrxR) te jodotironin deionidaza, koje sudjeluju u aktivaciji i
deaktivaciji hormona stitnjac¢e (21). GPx, TrxR i selenoprotein W izravno su ukljuceni u
regulaciju oksidativnog stresa: GPx i selenoprotein W su hidroperoksidaze ukljucene u
uklanjanje vodikovog peroksida koriste¢i se glutationom kao kofaktorom (21), dok TrxR
kataliziraju 0 NADPH-ovisnu redukciju tioredoksina u ditiol koji je ukljuen u regulaciju
vaznih stani¢nih procesa kao $to su proliferacija i apoptoza (37). Nadalje, selenoprotein H
djeluje kao transkripcijski faktor te na taj nacin regulira ekspresiju glutationa i GPx-e, a za
selenoproteine S i K smatra se da sudjeluju u regulaciji upale (21). Selen, izmedu ostalog, moze
stupiti u interakciju sa teSkim metalima, kao §to su zZiva i arsen, te na taj nacin tvoriti inertne

komplekse ili modificirati kinetiku i metabolizam teskih metala (21).
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Konzumacija jaja obogaéenih omega-3 masnim Kkiselinama, selenom, vitaminom E i
luteinom poboljsat ¢e endotelnu funkciju. PoboljSanje je dijelom posredovano i metabolitima

ciklooksigenaznog puta razgradnje n-3 PUFA.
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Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

a) odrediti ulogu enzima ciklooksigenaze u fizioloSkom mikrocirkulacijskom odgovoru
na kratkotrajni prekid protoka (postokluzivna reaktivna hiperemija; PORH) kod mladih
zdravih ispitanika koji konzumiraju funkcionalna kokosja jaja (,,quatro jaja“) obogacena
omega-3 masnim kiselinama, vitaminom E, luteinom i selenom,

b) utvrditi utjecaj mikronutrijenata (omega-3 masnih Kiselina, vitamina E, luteina i selena)
na endotelnu funkciju mladih zdravih ispitanika koji konzumiraju funkcionalna kokosja
jaja (,,quatro jaja‘“),

c) utvrditi utjecaj metabolita ciklooksigenaznog puta razgradnje n-3 polinezasi¢enih

masnih kiselina na endotelnu funkciju mladih zdravih ispitanika.
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4. ISPITANICI | METODE
4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao randomizirano, dvostruko slijepo te placebo kontrolirano.
Ispitanici su bili podijeljeni u dvije skupine: kontrolna skupina, koja je konzumirala obi¢na jaja,
1 eksperimentalna skupina, koja je konzumirala ,,quatro® obogacena jaja. Ni istraziva¢ ni
ispitanici nisu znali u kojoj je skupini ispitanik, odnosno je li ispitanik konzumirao obi¢na ili

»quatro obogacena jaja, sve do kraja protokola.

Protokol (slika 2.) je trajao tri tjedna tijekom kojih su ispitanici konzumirali tri kokosja jaja
dnevno: kontrolna skupina konzumirala je obi¢na kokoSja jaja, a eksperimentalna
mikronutrijentima obogaéena kokosja jaja (,,quatro jaja“). Jaja su proizvedena na peradarskoj
farmi Marijacanka d. 0. 0. Marijanci te su bila iste veli¢ine (L komercijalna veli¢ina) kako se
ne bi uocila razlika. Svaki ispitanik dobio je dnevnik prehrane u kojem je vodio evidenciju
konzumirane hrane tijekom dana. Uzorak venske krvi, u svrhu dobivanja seruma, plazme i pune
krvi, uzorkovan je prvog te sljedeceg dana po zavrSetku protokola. Zatim su ispitanici pristupili
antropolos§kim i biokemijskim mjerenjima te mjerenju mikrocirkulacijskog protoka prije
protokola i sljedec¢i dan po zavrSetku protokola. Svi ispitanici su, nakon inicijalnog mjerenja,
uzimali 100 mg indometacina (neselektivni inhibitor ciklooksigenaze) te je nakon 90 minuta
mjerenje mikrocirkulacijskog protoka ponovljeno. Protokol i postupak istrazivanja zadovoljava
standarde najnovijega izdanja HelsinSke deklaracije, a istrazivanje je odobreno od strane
Etickoga povjerenstva Medicinskog fakulteta u Osijeku (KLASA: 602-04/20-
08/07; URBROJ:2158-61-07-20-184). Osim toga, istrazivanje je dio projektnih aktivnosti
Znanstvenog centra izvrsnosti za personaliziranu brigu o zdravlju i prijavljeno je kao klini¢ki
pokus (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04564690).

4.2. Ispitanici

U istrazivanje je bilo ukljuceno 11 zdravih mladih ispitanika u dobi od 18 do 28 godina, od
Cega 5 zena te 6 muSkaraca, Koji U svojoj anamnezi nemaju hipertenziju, bolesti srca,
hiperlipidemiju, bolesti bubrega 1 perifernih krvnih Zila. Osim toga, isklju¢ni kriteriji su bili
uzimanje lijekova koji mogu utjecati na vaskularnu reaktivnost prije ili za vrijeme trajanja
istrazivanja. Ispitanici su dobili dokument s informacijama o istrazivanju te potpisali dokument
o dobrovoljnom pristupanju u istrazivanje. Svi podaci prikupljeni istraZzivanjem su tajni i

dostupni samo istrazivacu te se ni na koji na¢in nece otkriti identitet ispitanika.
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a & & & &
3 kuhana jaja/dan

protoka u odgo na ACh i PORH protoka u odgo
primjena metacina primjena

mjerenje mjerenje

Slika 2. Protokol istrazivanja. lzvor: izradila autorica rada.

4.3. Metode
4.3.1. Sastojci ,quatro“ obogacenih jaja

U tablici 1. prikazani su sastojci ,,quatro® obogacenih i obi¢nih jaja L razreda prosje¢ne mase
68 g koja imaju cca 60 g jestivog dijela (25). ,,Quatro* obogacena jaja za razliku od obi¢nih jaja
imaju vecu koli¢inu svih odredivanih nutrijenata, a najznacajnija razlika je u koli¢ini vitamina

E, luteina i ukupnih n-3 PUFA, odnosno ALA, EPA i DHA (25, 37).
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Tablica 1. Sastojci ,, quatro “ obogacenih i obicnih jaja

obic¢na jaja (kontrola)

,guatro* obogacena jaja

mg / 60 g (jestivi dio jajeta)

vitamin E
lutein
selen

0,595
0,11
0,0183

1,098
0,616
0,0191

aritmeticka sredina (standardna devijacija)

masne kiseline
Y'SFA *
YMUFA +
>'n-6 PUFA i
LA S
AA ||
>'n-3 PUFA
ALAq
EPA **
DHA ++

> n-6 PUFA/} n-3

PUFA

1566 (346)
1976 (189)
1263 (148)
1165 (140)
89 (9)
146 (20)
71 (11)
n.d. it
75 (11)

8,71

1442 (185)
2419 (139)
747 (46)
702 (43)
44 (4)
342 (25)
189 (16)
19 (2)
135 (11)

2,18

Antropoloska i hemodinamska mjerenja

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija.

* zasi¢ene masne kiseline; T mononezasi¢ene masne kiseline; I polinezasic¢ene
masne kiseline; § linoleinska kiselina; || arahidonska kiselina; q alfa-linoleinska
kiselina; ** eikopentaenska kiselina; 11 dokozaheksaenska kiselina; {1 nije
detektirano.

Ispitanicima se mjerio krvni tlak automatskim oscilometrom (OMRON, Osaka, Japan)

u sjede¢em polozaju nakon 15 minuta mirovanja, prije pocetka te sljede¢i dan po zavrsetku

protokola. Konacne vrijednosti krvnog tlaka oznacene su kao srednja vrijednost tri ponovljena

mjerenja, dok se prosjecni arterijski tlak (engl. mean arterial pressure, MAP) rac¢unao koristeci

vrijednosti sistolickog (engl. systolic blood pressure, SBP) i dijastolickog krvnog tlaka (engl.

diastolic blood pressure, DBP): MAP = [SBP + 2(DBP)]/3.

Prilikom svakog posjeta, ispitanicima su izmjereni tjelesna masa i tjelesna visina u svrhu

odredivanja indeksa tjelesne mase (engl. body mass index, BMI) te omjera struka i bokova

(engl. waist to hip ratio, WHR). BMI se izra¢unavao iz omjera tjelesne mase u kilogramima i

tjelesne visine u metrima na kvadrat, a WHR iz omjera opsega struka i bokova u centimetrima.
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4.3.3. Procjena endotelne mikrocirkulacije koze laser Doppler flowmetrijom (LDF)

Endotelna funkcija mikrocirkulacije odredivala se neinvazivnom metodom LDF koja Koristi
fizikalne metode izazivanja reaktivne hiperemije kao poticaj za lucenje endogenih
vazodilatatora prije te sljedec¢i dan po zavrSetku protokola. Mjerenje mikrovaskularnog protoka
koze pomoc¢u LDF-a kao odgovor na iontoforezu acetilkolinom (endotel-ovisna vazodilatacija)
I natrijevim nitro-prusidom (endotel-neovisna vazodilatacija) provedeno je na svakom
ispitaniku prema utvrdenim smjernicama i prethodno opisanim protokolima Laboratorija za
fiziologiju sporta i mikrocirkulaciju (14 — 16, 23, 35). Mjerenje tkivnog protoka LDF-om vrsilo
se u bazalnim uvjetima te tijekom reaktivne hiperemije uz okluziju krvne zile u trajanju od
jedne minute. Ispitanici su bili u leze¢em polozaju i udobno smjesten kako bi se izbjegli
artefakti uzrokovani pomicanjem. Mjerenje je zapocinjalo nakon 15 — 20 minuta aklimatizacije
ispitanika u tihoj prostoriji temperature 23,5 °C (+ 0,5 °C) kako bi se reducirao simpati¢ki
vazokonstriktorni tonus. Ispitanik je lezao mirno, s rukama ispruzenim uz tijelo, postavljenim
u razini srca i dlanovima okrenutim prema gore. Protok krvi na kozi podlaktice biljezio se
jednokanalnim LD instrumentom (moorVMS-LDF, Axminster, UK), a za skupljanje podataka
koristila se VP2b sonda. Sonda se postavljala na volarnu stranu lijeve podlaktice, 13 — 15 cm
od zapeSca pricvrS¢ena drzaCem dobivenim od proizvodaca. Nakon pet minuta bazalnog
mjerenja protoka krvi, izazivala se jednominutna okluzija krvne Zile napuhavanjem pneumatske
manzete koja je bila postavljena oko nadlaktice dominantne ruke. Okluzija se izazivala tlakom
koji je bio 30 — 50 mmHg veci od sistolickog tlaka ispitanika. Mjerenje protoka krvi vrsilo se
prije (bazalno mjerenje), tijekom te nakon otpustanja okluzije, a promjene u protoku izraZene
su u arbitrarnim perfuzijskim jedinicama (engl. perfusion units, PU). Za odredivanje relativne
promjene krvnoga protoka tijekom reaktivne hiperemije uzrokovane okluzijom, podatci su
izraZzeni kao povrsina ispod krivulje (engl. area under the curve, AUC) tijekom bazalnog
protoka, okluzije i reperfuzije (slika 3.). Rezultati su prikazani kao razlika postotaka promjene
protoka tijekom reperfuzije i okluzije u odnosu na bazalne vrijednosti. Osim toga, nakon
petominutnog bazalnog mjerenja primijenjen je pozitivno nabijeni vazodilatacijski acetilkolin
(ACh) (1 %). Mikrocirkulacijski protok krvi izrazen je arbitrarnim PU i opisan kao AUC za
vrijeme pocetnog protoka krvi nakon primjene ACh te se kona¢ni rezultat izrazava povecanjem
protoka krvi nakon primjene vazodilatatora u odnosu na pocetni mirkocirkulacijski protok.
Rezultati su izrazeni kao postotak promjene izmedu razdoblja okluzije 1 bazalnog protoka te

izmedu reaktivne hiperemije i bazalnog protoka. Mjerenje protoka krvi izvrSena su u identiénim
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uvjetima, u isto doba dana, a laserska je sonda pricvrSéena na priblizno isto mjesto prije te

sljede¢i dan po zavrSetku protokola.
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* bazalni protok (engl. baseline, B); tokluzija (engl. occlusion, O); reperfuzija (engl.
reperfusion, R); §povrsina ispod krivulje (engl. area under the curve, AUC)

Slika 3. Mjerenje protoka u mikrocirkulaciji koze metodom laser Doppler

flowmetrijom. Izvor: izradila autorica rada.

4.4, StatistiCke metode

Veli¢ina uzorka odredena je pomocu SigmaPlot (inacica 11.2, Systat Software, Inc,
Chicago, SAD) statistickog programa. Uz snagu testa od 0,80, P vrijednost manju od 0,05 te

minimalnu o¢ekivanu razliku od 0,25, veli¢ina uzorka iznosi 6 ispitanika po grupi.

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija. Normalnost
distribucije varijabli ispitana je Shapiro-Wilk testom normalnosti distribucije. Razlike
normalno raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina testirane Su
Studentovim t-testom, a u slucaju odstupanja od normalne raspodjele Mann-Whitneyevim U-
testom. Za usporedbu medu spolovima koristio se t-test za zavisne uzorke (engl. paired t-test).
Za usporedbu rezultata genskog izrazaja upotrijebljen je test za jednosmjernu analizu varijanci
za nezavisne uzorke (engl. One-way ANOVA) ili u slu¢aju neravnomjerne distribucije dobivenih
podataka Holm-Sidak ili Kruskal-Wallisov test. Razina statisticke znacajnosti odredena je sa P
< 0,05. Za statisticku analizu koristio se statisticki program SigmaPlot (inac¢ica 11.2, Systat
Software, Inc, Chicago, SAD).
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5.1. U¢inak ,,quatro“ obogaéenih jaja i obi¢nih (kontrolnih) jaja na antropometrijske i

hemodinamske parametre

Ukupno 11 ispitanika bilo je podijeljeno u dvije skupine: njih 5 u eksperimentalnu te njih 6 u

kontrolnu skupinu (tablica 2.) od ¢ega je 6 muskaracai 5 zena s prosjeénom dobi od 22, odnosno

20 godina.

Tablica 2. Spolna i dobna struktura eksperimentalne i kontrolne skupine.

eksperimentalna

kontrolna skupina “ }
»quatro® skupina

broj ispitanika

spol (M/Z) (3/3) (3/2)
ukupno 6 5

aritmeticka sredina (standardna devijacija)

dob 22,00 (1,79) 20,17 (1,83)

U tablici 3. i tablici 4. prikazan je u¢inak ,,quatro i kontrolnih jaja na antropometrijske i

hemodinamske parametre. Znacajne razlike u antropometrijskim parametrima prije i nakon

konzumacije jaja u obje skupine nisu pronadene, za razliku od hemodinamskih parametara gdje

je u kontrolnoj skupini nakon konzumacije jaja uocCena znaCajna razlika u vrijednostima

sistoli¢kog krvnog tlaka i pulsa s obzirom na vrijednosti prije konzumacije jaja.

Tablica 3. Ucinak ,,quatro ““ i kontrolnih jaja na antropometrijske parametre.

aritmeticka sredina (standardna devijacija)

kontrolna skupina

eksperimentalna ,,quatro*

skupina
parametri prie poslue__ prije posllje__
. o konzumacije konzumacije . konzumacije
(mjerna jedinica) - L konzumacije jaja -
Jaja Jjaja Jaja
BMI * (kg/m2) 25,23 (5,70) 25,27 (5,68) 24,35 (2,85) 24,81 (2,83)
WHR ¥ 0,83 (0,09) 0,83 (0,09) 0,77 (0,05) 0,77 (0,04)

* indeks tjelesne mase; T omjer struka i bokova
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Tablica 4. Ucinak ,,quatro ““ i kontrolnih jaja na hemodinamske parametre.

aritmeticka sredina (standardna devijacija)

kontrolna skupina eksperimentalna ,,quatro

skupina
parametar prije posllje__ prije posllje__
. o konzumacije konzumacije konzumacije konzumacije
(mjerna jedinica) . . . .
Jaja Jaja Jaja Jaja
SBP * (mmHg) 112,78 (9,21) 106,17 (4,15)|| 116,89 (14,79) 117,83 (7,91)
DBP { (mmHg) 71,39 (6,71) 72,22 (5,07) 71,00 (6,08) 71,63 (6,36)
MAP # (mmHg) 85,19 (4,63) 83,54 (3,54) 86,03 (7,15) 87,03 (3,55)

(Otkuc';'jglf}“nuti) 7844 (1026) 82,00 (8,87)|| 8244 (7.70) 80,78 (12,12)

* sistolicki krvni tlak; T dijastoli¢ki krvni tlak; § prosjeéni arterijski tlak; § puls; || p < 0,05
prije i poslije unutar grupe

5.2. Postokluzivna reaktivna hiperemija

Nakon konzumacije ,,quatro* obogacenih jaja, uoc¢ava se pojacani odgovor na PORH u odnosu
na mjerenja ucinjena prije konzumacije jaja $to nije vidljivo u kontrolnoj skupini. Osim toga,
nakon primjene indometacina kod eksperimentalne skupine po zavrsetku protokola znacajno se
smanjuje odgovor na PORH §to ukazuje na ulogu metabolita n-3 PUFA iz metabolickog puta

COX u pojacanom odgovoru na PORH ¢ime se hipoteza potvrduje (slika 4.).

300-

1 Kontrola prije
E== Kontrola prije+INDO
[ Kontrola nakon

— 200-

°\o =25 Kontrola nakon +INDO

S

(@) @ Quatro prije

1

14 1004 [ Qautro prije + INDO
@ Quatro nakon
Quatro nakon + INDO

0

Kontrola Quatro

*p < 0,05 prije 1 poslije unutar grupe; 7 p < 0,05 razlika unutar skupine

Slika 4. Mehanizam vazodilatacije kod postokluzivne reaktivne hiperemije.
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5.3. Acetilkolinom potaknuta vazodilatacija

Nije uocena znacajna razlika u acetilkolinom potaknutoj dilataciji izmedu eksperimentalne i
kontrolne skupine prije i nakon konzumacije jaja, ali ni znac¢ajna promjena nakon primjene

indometacina (slika 5.).

50 [ Kontrola prije

40- E=1 Kontrola prije + INDO
[ Kontrola nakon

30' E==S Kontrola nakon + INDO

B Quatro prije

B Quatro prije + INDO

B Quatro nakon

== Quatro nakon + INDO

AChID (flow increase)

Kontrola

Slika 5. Mehanizam vazodilatacije potaknute acetilkolinom.
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Istrazivanju je pristupilo 11 ispitanika od kojih je njih 6 bilo dio kontrolne skupine koja je
konzumirala obi¢na jaja, a njih 5 dio eksperimentalne skupine koja je konzumirala ,,quatro*
obogacena jaja. Prosjecna dob kontrolne skupine bila je 22 godine, dok je prosjecna dob

eksperimentalne skupine bila 20 godina.

Svi ispitanici su prije poc¢etka protokola istrazivanja bili normotenzivni te normalnog BMI-
a. Nisu pronadene znacajne razlike u antropometrijskim parametrima izmedu ni unutar skupina,
no u kontrolnoj skupini nakon konzumacije jaja uocena je znacajna razlika u vrijednostima
sistoli¢kog krvnog tlaka i pulsa s obzirom na vrijednosti prije konzumacije jaja. Za razliku od
istrazivanja u kojemu su ispitanici konzumirali jaja obogaéena samo omega-3 PUFA (23), u
ovom istrazivanju nije doslo do znacajnog smanjenja SBP, DBP i MAP u eksperimentalnoj
skupini nakon konzumacije jaja iako su ispitanici konzumirali priblizno istu koli¢inu n-3 PUFA

tijekom oba istraZivanja.

Ucinak n-3 PUFA i njihovih metabolita te selena, luteina i vitamina E na mikrocirkulaciju
ispitanika vidljiv je u eksperimentalnoj skupini. Utvrdena je znacajna razlika u odgovoru na
PORH izmedu prvog i drugog mjerenja, odnosno prije i nakon konzumacije ,,quatro*
obogacenih jaja. Spajanje antioksidativnog, protuupalnog i kardioprotektivnog djelovanje
vitamina E, selena i luteina zajedno s antioksidativnim, protuupalnim, vazodilatacijskim te
hipolipidemijskim djelovanjem n-3 PUFA moglo bi biti formulacija uspjeha u poboljsanju
vaskularne reaktivnosti mikrocirkulacije, ali 1 endotelne funkcije opcenito. Iako je u vecini
slucajeva poboljSanje endotelne funkcije nakon sli¢nih intervencijskih studija uoceno kod
bolesnika kod kojih ve¢ postoji odredeni stupanj endotelne disfunkcije (18, 27), rezultati su u
skladu s nekolicinom istraZivanja provedenih na zdravim ispitanicima kod kojih je, takoder,
uoceno poboljsanje endotelne funkcije (23, 25, 28, 29). Osim toga, rezultati ovog istrazivanja
su u skladu s istrazivanjem koje su proveli Stupin i suradnici (23) u kojemu su mladi ispitanici
konzumirali tri jajeta obogac¢ena omega-3 PUFA tijekom tri tjedna pri ¢emu su ispitanici bili
podvrgnuti procjeni vaskularne reaktivnosti mikrocirkulacije te protoka krvi prije i nakon
zavrsetka protokola. PORH nakon perioda okluzije bio je znac¢ajno povisen u eksperimentalnoj
skupini nakon konzumacije obogacenih jaja, dok u kontrolnoj skupini nije bilo promjene.
Takoder, povoljan utjecaj konzumacije n-3 PUFA iz prirodnih izvora na smanjenje nekih
biomarkera upale i endotelne aktivacije pokazao se znacajnim i u Multietnickom istrazivanju o

aterosklerozi (24). Nadalje, Walser i suradnici (29) su osim EPA i DHA u eksperimentalnoj
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skupini kao stabilizator koristili vitamin E koji takoder moze poboljsati endotelnu funkciju, ali
s obzirom da je u istoj koli¢ini (10 mg) bio stabilizator i u kontrolnoj skupini, u kojoj za razliku
od eksperimentalne nije doslo do promjene u krvnom protoku, utjecaj vitamina E na endotelnu
funkciju nisu smatrali zna¢ajnim. Bari¢ i suradnici (36) istrazivali su utjecaj primjene vitamina
E i1 C na endotelnu funkciju mikrocirkulacije koze kod ispitanika koji su su bili izlozeni dijeti s
visokim udjelom soli. S obzirom da je dijeta s visokim udjelom soli znac¢ajno pogorsala
endotelnu funkciju, pokazali su da primjenom vitamina E (800 Ul/dan) i C (1000 mg/dan)
dolazi do oporavka oksidativnog statusa i prevencije oStecenja funkcije mikrocirkulacije. U
ovom istrazivanju, ispitanici su konzumirali oko 3 mg vitamina E dnevno, §to je manje nego u
prethodno spomenutom istrazivanju, stoga se postavlja pitanje koliki je uc¢inak malih koli¢ina

vitamina E na poboljsanje endotelne funkcije.

Antioksidativno djelovanje, uz protuupalno i antiaterosklerostsko djelovanje, n-3 PUFA te
vitamina E, luteina i selena smatra jednim od glavnih ¢imbenika u poboljSanju endotelne
funkcije (20, 35, 38 —40). Oh i suradnici (40) su pokazali da je za protuupalno djelovanje luteina
vazno upravo njegovo snazno antioksidativno djelovanje, dok su Pucheu i suradnici (41)
pokazali da suplementacijom mikroelemenata koji su glavni kofaktori antioksidativnim
enzimima (cink, bakar i mangan za SOD te selen za GPx) mogu povecati aktivnost
antioksidativnih enzima, odnosno ista ¢e se smanjiti ukoliko dode do deficita mikroelemenata.
U konacnici, djelovanjem na smanjenje oksidativnog stresa, odnosno uklanjanjem ROS,
sprjeCava se oSteCenje i apoptoza endotelnih stanica ¢ime se moze prevenirati nastanak ili

smanyjiti opseznost endotelne disfunkcije.

Dok jedna istrazivanja potvrduju blagotvoran uéinak n-3 PUFA na vaskularnu reaktivnost
mikrocirkulacije i endotelnu funkciju kod zdravih ispitanika, druga opovrgavaju tu tezu. U
istrazivanju koje su proveli Sanders i suradnici (31), ispitan je u¢inak tri razli¢ite doze EPA i
DHA (1,8 g, 0,9 g i 0,45 g) u odnosu na placebo na endotelnu funkciju kod ispitanika u dobi
izmedu 45 i 70 godina. Endotelna funkcija ispitana je ultrazvuc¢nim testom protokom
posredovane dilatacije perifernih arterija (engl. Flow Mediated Dilation, FMD) te
odredivanjem elasti¢nosti krvnih zila (engl. arterial stiffness) kojima nije utvrdena znacajna
razlika u vrijednostima prije i nakon protokola, odnosno zaklju¢eno je da konzumacija n-3
PUFA u koli¢inama manjima od 1,8 g/dan ne poboljSava endotelnu funkciju kod zdravih
ispitanika. Osim toga, istraZivanje provedeno na zdravim mladim ispitanicima u dobi izmedu

18137 godina koji su konzumirali DHA (1,6 g/dan) tijekom cCetiri mjeseca, takoder nije utvrdilo
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znacajno poboljSanje endotelne funkcije iako sniZzene vrijednosti triglicerida mogu ukazivati na

djelomi¢no blagotvoran u¢inak konzumiranja DHA u vidu prevencije razvoja KVB (32).

S obzirom da se n-3 PUFA primarno metaboliziraju putem COX u metabolite koji poti¢u
vazodilataciju te koji djeluju antiaterosklerotski, protuupalno i antioksidativno, primjenom
indometacina, neselektivnog inhibitora COX, ispitana je vaskularna reaktivnost
mikrocirkulacije blokiranjem metabolizma n-3 PUFA. Uocena je znacajna razlika u odgovoru
na PORH u eksperimentalnoj skupini nakon konzumacije ,,quatro obogacenih jaja s obzirom
na rezultate prije 1 nakon administracije indometacina. Kako je doSlo do zna¢ajnog smanjenja
odgovora na PORH nakon administracije indometacina, moze se zakljuciti kako metaboliti n-3
PUFA iz metaboli¢kog puta COX imaju veliku ulogu u odrzavanju endotelne funkcije i
poboljSanju vaskularne reaktivnosti mikrocirkulacije koze kod zdravih mladih ispitanika.
Utjecaj neselektivnog inhibitora COX na PORH u mikrocirkulaciji koze ispitan je i u
istrazivanju u kojem su ispitanici bili podvrgnuti dijeti s visokim udjelom soli, a pokazalo je da
administracijom indometacina, kao neselektivnog inhibitora COX, dolazi do oporavka
pogorsanog hiperemic¢nog protoka krvi (42). Takoder, u istraZivanju u kojem je koristen
ketorolac kao neselektivni inhibitior COX, istrazivaci su dosli do zakljuc¢ka kako, osim $to
dolazi do povecéanja odgovora na PORH, COX inhibiraju NOS i otkrivaju ovisnost odgovora
na PORH o NO (43). Nadalje, neka istrazivanja naglaSavaju kako inhibitori COX, koji se
ucestalo koriste za tretiranje bolnih i upalnih stanja, mogu dovesti do povecanog rizika za
nastanak KVB upravo iz tog razloga §to dovode do inhibicije sinteze metabolita PUFA koji,
izmedu ostalog, sudjeluju u agregaciji trombocita i regulaciji dilatacije krvnih Zzila (12, 13).
Uzimaju¢i u obzir sve navedeno te rezultate dobivene ovim istraZivanjem, moze se zakljuciti

kako COX enzimi imaju vrlo vaznu ulogu u razvoju endotelne disfunkcije.

U slucaju ACh potaknute dilatacije, nisu uocene znacajne razlike izmedu kontrolne i
eksperimentalne skupine prije ni nakon konzumacije jaja, ali isto tako nije uocena razlika u
rezultatima prije i nakon primjene indometacina. Znac¢ajna razlika u ACh potaknutoj dilataciji
nije pronadena ni u istrazivanju koje su proveli Armah i suradnici (30). S druge strane, u
prethodno provedenom istrazivanju u sklopu Zdravstvenog centra izvrsnosti (25) uoceno je
poboljsanje u 0 endotelu-ovisnoj vazodilataciji (ACh potaknuta dilatacija) kod ispitanika koji

su konzumirali jaja obogacena n-3 PUFA.

Prednosti ovog istrazivanja su: 1) ustrojeno je kao randomizirano dvostruko slijepo placebo
kontrolirano istrazivanje, 2) koriSten je jeftin, lako dostupan i prirodan izvor n-3 PUFA i
mikroelemenata, te 3) ne postojanje razlika u oblikovanju kontrolne i eksperimentalne skupine.
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Postoji 1 nekoliko ogranicenja ovog istrazivanja. Prvo je mali broj ispitanika ukljuc¢en u
istrazivanje, zbog Cega bi se u buducim istrazivanjima trebalo razmatrati provodenje
istrazivanje na ve¢em uzorku ¢ime bi se dobili reprezentativniji rezultati, a time i bolji uvid u
djelovanje n-3 PUFA i esencijalnih elemenata kako na vaskularnu reaktivnost mikrocirkulacije,
tako 1 na endotelnu funkciju. Drugo ogranicenje je to Sto su u istrazivanje bili ukljuceni zdravi
mladi ispitanici prvenstveno sa podru¢ja Slavonije, pa bi za generalizaciju rezultata isto
istrazivanje trebalo provesti ukljuc¢ivanjem ispitanika iz cijele Republike Hrvatske. Na kraju,
ogranicenjem istrazivanja moze se smatrati i ¢injenica da je u istrazivanje bilo uklju¢eno najvise
ispitanika u dobi izmedu 20 i1 22 godine starosti te bi se u tu svrhu trebalo ukljuciti ispitanike

svih dobnih skupina (18 — 30 godina).
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Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Preliminarni rezultati funkcionalnih ispitivanja upucuju na pozitivan ucinak
konzumacije ,,quatro*“ obogacenih kokos$jih jaja na mikrovaskularnu reaktivnost
koze kod zdravih mladih ispitanika;

2. Konzumacija jaja obogacenih n-3 PUFA, selenom, vitaminom E i luteinom
djelomicno je poboljsala endotelnu funkciju kod zdravih mladih ispitanika;

3. Poboljsanje endotelne funkcije konzumacijom ,,quatro* obogacenih jaja djelomic¢no

je posredovano i metabolitima COX puta razgradnje n-3 PUFA.
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Cilj istrazivanja: Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi ulogu enzima ciklooksigenaze u
fizioloskom mikrocirkulacijskom odgovoru na kratkotrajni prekid protoka te utjecaj n-3 PUFA
I njihovih metabolita, selena, luteina te vitamina E na endotelnu funkciju zdravih mladih

ispitanika koji su konzumirali ,,quatro obogacena kokosja jaja.

Ustroj studije: Istrazivanje je ustrojeno kao randomizzirano, dvostruko slijepo i placebo

kontrolirano.

Ispitanici i metode: Ispitanici su bili podijeljeni u kontrolnu skupinu, koja je konzumirala
obi¢na kokosja jaja, i eksperimentalnu skupinu, koja je konzumirala jaja obogaéena n-3 PUFA,
selenom, vitaminom E i luteinom. Protokol je trajao tri tjedna tijekom kojih su ispitanici
konzumirali tri kuhana jaja dnevno, a prije te po zavrSetku protokola su izvrSena antropoloska
i hemodinamska mjerenja te procjena endotelne mikrocirkulacije laser Doppler flowmetrijom
sa iontoforezom acetilkolinom te postokluzivna hiperemija prije i nakon oralne primjene

neselektivnog inhibitora ciklooksigenaze (indometacin).

Rezultati: Nisu pronadene znacajne razlike u antropoloskim mjerenjima prije i nakon protokola
u obje grupe, dok je utvrdena znacajna razlika u vrijednostima sistolickog krvnog tlaka i pulsa
u kontrolnoj grupi nakon protokola. Nije utvrdena znacajna razlika u acetilkolinom potaknutoj
dilataciji prije i nakon protokola u eksperimentalnoj i kontrolnoj skupini. Utvrdeno je znacajno
poboljsanje u odgovoru na PORH u eksperimentalnoj skupini nakon protokola. Nakon primjene
indometacina u eksperimentalnoj skupini nakon protokola doslo je do znafajnog smanjenja

odgovora na PORH.

Zakljucak: Rezultati upucuju na pozitivan ucinak konzumacije jaja obogacenih n-3 PUFA,
selenom, luteinom i vitaminom E na mikrovaskularnu reaktivnost zdravih mladih ispitanika.
Pozitivan u¢inak djelomicno je posredovan i metabolitima ciklooksigenaznog puta razgradnje

n-3 PUFA.

Kljucne rijeci: ciklooksigenaza; endotelna funkcija; lutein; masne kiseline, omega-3; selen;

vitamin E; vaskularna reaktivnost
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The role of cyclooxygenase in the mechanisms of vascular reactivity in the skin

microcirculation of young healthy individuals

Study aim: The aim of this study was to determine the role of cyclooxygenase enzyme in the
physiological microcirculatory response to short-term flow disruption and the effect of n-3
PUFA and their metabolites, selenium, lutein and vitamin E on endothelial function of healthy

young individuals who were consuming quatro-enriched chicken eggs.

Structure of the study: The study was organized as randomized, double-blind, and placebo-

controlled.

Participants and methods: Subjects were divided into a control group, which consumed plain
chicken eggs, and an experimental group, which consumed eggs enriched with n-3 PUFA,
selenium, vitamin E, and lutein. The protocol lasted three weeks during which subjects
consumed three boiled eggs per day. Before and after the protocol anthropological and
hemodynamic measurements were performed alongside endothelial microcirculation
assessment by laser Doppler flowmetry with acetylcholine iontophoresis and reactive
hyperemia before and after oral administration of the nonselective cyclooxygenase inhibitor

(indomethacin).

Results: No significant differences were found in anthropological measurements before and
after the protocol in both groups, while a significant difference was found in the values of
systolic blood pressure and pulse in the control group after the protocol. No significant
difference was found in acetylcholine-induced dilatation before and after the protocol in the
experimental and control groups. A significant improvement in response to reactive hyperemia
was found in the experimental group after the protocol. After administration of indomethacin
in the experimental group after the protocol, there was a significant reduction in the response

to reactive hyperemia.

Conclusion: The results suggest a positive effect of consumption of eggs enriched with n-3
PUFA, selenium, lutein and vitamin E on the microvascular reactivity of healthy young
subjects. The positive effect was also partially mediated by metabolites of the cyclooxygenase

degradation pathway of n-3 PUFA.

Key words: cyclooxygenase; endothelial function; fatty acids, omega-3; lutein; selenium;

vitamin E; vascular reactivity
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