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Pesume Ha jesuky
paza:

Uvod: Kreatin predstavlja intenzivno istrazivano, efikasno ergogeno
sredstvo koje dovodi do povecanja celijskih rezervi kreatina. Poslednjih
decenija suplementacija guanidinosiréetnom kiselinom (GAA)
predstavljena je kao superiorno sredstvo za unapredenje celijske
bioenergetike u odnosu na kreatin i alternativno resenje kojim bi se
uspesno otklonili eventualni nedostaci suplementacije kreatinom. Cilj
ovog istrazivanja jeste utvrdivanje efekata kombinovanog unosa
kreatina i GAA na antropometrijski status, apsolutnu (maksimalnu),
eksplozivnu i repetitivnu snagu, kardiorespiratornu izdrzljivost, kao i
biohemijske i indikatore tkivno-celijske bioenergetike kod zdravih
muskaraca koji se rekreativno bave sportom.

Materijali i metode: U istrazivanju je ucestvovalo 14 muskaraca starosti
izmedu 18 i 30 godina (telesna visina 176,49+7,25 c¢cm; telesna masa
79,86+13,86 Kkg), koji se bave sportom 5 i viSe sati nedeljno i poseduju
viSegodiSnje trenazno iskustvo u razlicitim tipovima aktivnosti. Studija
je organizovana kao randomizirana, dvostruko slepa, cross-over studija
kontrolisana kreatinom. Eksperimentalna grupa unosila je kombinaciju
kreatina i GAA (3 g Cr + 1 g GAA) tokom 4 nedelje, dok je kontrolna
grupa konzumirala ekvimolarnu koli¢inu kreatina (4 g Cr). Nakon
zavrSetka tretmana i wash out perioda (4 nedelje), grupe su zamenile
tretmane. Dnevna doza suplementacije podrazumevala je unos praha
rastvorenog u 250 ml mlake vode nakon noénog gladovanja, pre
dorucka. Inicijalno, te nakon zavrSetka svake faze, sprovedena su
antropometrijska merenja, biohemijske analize, testovi motoricko-
funkcionalnih sposobnosti i magnetna spektroskopija ¢etvoroglavog
miSi¢a natkolenice i sive i bele moZdane mase.

Rezultati: Tretman kreatinom doveo je do statisticki znacajnog
povecanja telesne mase u odnosu na inicijalno merenje (79,86+13,86 kg
vs 81,48+13,22 kg; p=0,01), dok ove razlike nisu utvrdene nakon
tretmana Cr+GAA (80,6+13,68 kg; p>0,05). Znacajno povecanje
vrednosti Cr u serumu uoceno je u obe grupe (inicijalno 20,87+5,3 uM/L
vs Cr 44,45+16,53 puM/L; p=0.001, i Cr+GAA 39,83+12,37 uM/L;
p=0,001), pri ¢emu nisu uoCene znacajne razlike izmedu tretmana
(p>0,05). Povecanje vrednosti Crn u serumu nakon tretmana nije
statisticki potvrdeno (p>0,05). Vrednosti Crn bile su niZe pre unosa
suplementacije u odnosu na Cr+GAA grupu (84£89 pM/L vs
88,45+6,44 pM/L), dok je unos kreatina doveo do dodatnog povecanja
(90,51+12,56 uM/L). Vrednosti GAA i tHey u serumu nisu se znacajno
razlikovale nakon oba nutritivha tretmana u odnosu na inicijalno
merenje (p>0,05). Unos suplementacije doveo je do statisti¢ki znac¢ajnog
povecanja vrednosti snage. U testu potisak sa ravne klupe sa slobodnim
tegovima (BP) vrednosti su porasle nakon unosa kreatina (97,08+23,67
kg vs 101,67+22,7 kg; p=0,003), te dodatno nakon kombinacije
Cr+GAA (102,92425,71 kg; p=0,004). U testu prednji Cucanj statisticki
znacajno povecanje vrednosti snage utvrdeno je nakon oba tretmana
(inicijalno 107,5+15,3 kg vs Cr 122,5+10,55 kg; p<0,00 i Cr+GAA
121,2548,29 kg; p<0,001), dok razlike izmedu grupa nisu statisticki
potvrdene (p>0,05). U testu skok iz stojec¢eg stava sa zamahom rukama
(VJ) uoCeno je statistiCki znacajno smanjenje visine skoka nakon




tretmana kreatinom (57,06+£6,02 ¢cm vs 53,88+5,17 cm; p>0,001) i
tretmana Cr+GAA (54,86+4,88 ¢cm; p=0,006) u odnosu na inicijalno
merenje. Kombinacija Cr i GAA dovela je do statisticki znacajnog
porasta kreatina u interesnoj regiji sive mozdane mase (Z=-2,02;
p=0,043), ali ne i tretman kreatinom zasebno (p>0,05). Tretman
Cr+GAA doveo je do poveéanja vrednosti kreatina za dodatnih 4,0% u
odnosu na kreatin (inicijalno 8,94+0,77 mM vs Cr 9,09£0,93 mM,;
Cr+GAA 9,45+0,7 mM). Povecanje vrednosti kreatina u interesnoj regiji
bele mozdane mase nakon unosa suplementacije nije statisticki
potvrdeno (p>0,05), ipak unos kreatina doveo je do povecanja od 7,0%
u odnosu na inicijalno merenje (7,60+0,63 mM vs 8,22+0,52 mM), a
tretman Cr+GAA je ostvario dodatno poecanje od 6,3% u odnosu na
tretman kreatinom (8,74+1,13 mM). Kombinacija Cr i GAA ostvarila je
dodatno povecéanje vrednosti Cr u ¢etvoroglavom misicu natkolenice od
13,1% u odnosu na unos kreatina zasebno (inicijalno 35,53+5,86 mM vs
Cr 36,03+4,91 mM; Cr+GAA 40,74+3,45 mM).

Zakljucak: Kombinacija kreatina i GAA u odnosu 3:1 potvrdila se kao
superioran tretman za unapredenje Celijskih rezervi kreatina u misi¢nom
i mozdanom tkivu u odnosu na kreatin. Nova formulacija kreatina
dovela je do znacajnog povecanja snage gornjih i donjih ekstremiteta,
pracenog znacajno manjim povecanjem telesne mase u odnosu na
kreatin, nakon 4-nedeljnog tretmana kod zdravih, fizi¢ki aktivnih
muskaraca. Istrazivani tretman znacajno je umanjio rizik od
hiperhomocisteinemije u odnosu na unos GAA zasebno.
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Introduction: Creatine is a well-recognized, effective ergogenic agent
that leads to an increase in cellular creatine reserves. In recent years,
guanidinoacetic acid (GAA) supplementation has been presented as a
superior treatment for tackling cellular bioenergetic compared to
creatine, and an alternative solution that could eliminate potential
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shortcomings of creatine. The aim of this study is to determine the
effects of the combined intake of creatine and GAA on anthropometric
status, maximal, explosive, and repetitive strength, aerobic endurance,
as well as biochemical and indicators of tissue bioenergetics in healthy,
well-trained men.

Methods: 14 men between ages 18 and 30 (height 176.49+7.25 cm; body
mass 79.86+13.86 kg) engaged in different physical activities for 5 or
more hours per week participated in this research. In this randomized,
double-blind, creatine-controlled cross-over study, the experimental
group ingested a combination of creatine and GAA (3 g Cr + 1 g GAA)
for 4 weeks. The control group consumed an equimolar dose of creatine
(4 g Cr) per day. Upon the end of the first phase and wash-out period (4
weeks), the groups switched treatments to ensure between-subjects
comparison. The daily dose included the intake of the powder dissolved
in 250 ml of lukewarm water immediately after night fasting.
Anthropometric measurements, biochemical analyses, functional ability
tests, and magnetic spectroscopy of muscle and brain tissue were
conducted initially, as well as after the completion of each research
phase.

Results: Creatine treatment led to a statistically significant increase in
body weight compared to the initial measurement (79,86+13,86 kg vs
81,48+13,22 kg; p=0,01), while these differences were not determined
after Cr+GAA treatment (80,6+13,68 kg; p>0,05). A significant increase
in Cr serum levels was observed in both groups (initial 20,87+5,3 uM/L
vs Cr 44,45+16,53 uM/L; p=0.001, and Cr+GAA 39,83+12,37 uM/L;
p=0,001), and no significant differences were observed between
treatments (p>0,05). The increase in Crn serum levels was not
statistically confirmed after treatments (p>0,05). Crn values were lower
before supplementation compared to the Cr+GAA group (84+89 uM/L
vs 88,45+6,44 uM/L), while creatine intake led to an additional increase
(90,51£12,56 uM/L). Additionally, GAA and tHcy serum values did not
differ significantly after both nutritional treatments compared to the
initial measurement (p>0,05). Supplementation led to a statistically
significant increase in strength. In the bench press, the values increased
after creatine intake (97,08+23,67 kg vs 101,67+22,7 kg; p=0,003), and
additionally after the Cr+GAA combination (102,92+25,71 Kg;
p=0,004). In the front squat, a statistically significant increase in strength
was observed after both treatments (initial 107,5+15,3 kg vs Cr
122,5+10,55 kg; p<0,00 and Cr+GAA 121,25+8,29 kg; p<0,001), while
the differences between treatments were not statistically confirmed
(p>0,05). In the vertical jump, a statistically significant decrease in jump
height was observed after creatine treatment (57,06+£6,02 cm vs
53,88+5,17 cm; p>0,001), and Cr+GAA treatment (54,86+4,88 cm;
p=0,006) compared to initial values. Furthermore, the combination of Cr
and GAA led to a statistically significant increase in gray matter creatine
levels (Z=-2,02; p=0,043), but not creatine treatment alone (p>0,05)
compared to initial values. Cr+GAA led to an increase in creatine levels
by an additional 4,0% compared to creatine (initial 8,94+0,77 mM vs Cr
9,09+0,93 mM; Cr+GAA 9,45+0,7 mM). The increase in white matter




creatine levels was not statistically confirmed after the supplementation
intake (p>0,05), however, the creatine intake led to an increase of 7,0%
compared to the initial measurement (7,60+0,63 mM vs 8,22+0,52 mM),
and the Cr+GAA treatment led to an additional increase of 6,3%
compared to creatine alone (8,74+1,13 mM). The Cr+GAA combination
achieved an additional 13,1% increase in creatine levels in m. vastus
medialis compared to creatine intake alone (initial 35,53+5,86 mM vs
Cr 36,03%+4,91 mM; Cr+GAA 40,74+3,45 mM).

Conclusion: The combination of creatine and GAA in a 3:1 ratio proved
to be a superior treatment for improving the cellular creatine reserves in
muscle and brain tissue compared to creatine alone. A new creatine
formulation produced significant increases in upper and lower body
strength, accompanied by significantly less weight gain compared to
creatine after 4-weeks treatment in healthy, physically active men. The
investigated treatment  significantly reduced the risk of
hyperhomocysteinemia compared to GAA intake alone.
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SAZETAK

Uvod: Kreatin predstavlja intenzivno istrazivano, efikasno ergogeno sredstvo koje dovodi do
povecanja celijskih rezervi kreatina. Poslednjih decenija suplementacija guanidinosiréetnom
kiselinom (GAA) predstavljena je kao superiorno sredstvo za unapredenje Celijske bioenergetike
u odnosu na kreatin i alternativno resenje kojim bi se uspes$no otklonili eventualni nedostaci
suplementacije kreatinom. Cilj ovog istrazivanja jeste utvrdivanje efekata kombinovanog unosa
kreatina i GAA na antropometrijski status, apsolutnu (maksimalnu), eksplozivnu i repetitivnu
snagu, kardiorespiratornu izdrzljivost, kao i biohemijske i indikatore tkivno-¢elijske bioenergetike

kod zdravih muskaraca koji se rekreativno bave sportom.

Materijali 1 metode: U istrazivanju je ucestvovalo 14 muskaraca starosti izmedu 18 1 30 godina
(telesna visina 176,49+7,25 cm; telesna masa 79,86+13,86 kg), koji se bace sportom 5 i viSe sati
nedeljno i poseduju visegodiSnje trenazno iskustvo u razliitim tipovima aktivnosti. Studija je
organizovana kao randomizirana, dvostruko slepa, cross-over studija kontrolisana kreatinom.
Eksperimentalna grupa unosila je kombinaciju kreatina i GAA (3 g Cr + 1 g GAA) tokom 4
nedelje, dok je kontrolna grupa konzumirala ekvimolarnu koli¢inu kreatina (4 g Cr). Nakon
zavrSetka tretmana i wash out perioda (4 nedelje), grupe su zamenile tretmane. Dnevna doza
suplementacije podrazumevala je unos praha rastvorenog u 250 ml mlake vode nakon no¢nog
gladovanja, pre dorucka. Inicijalno, te nakon zavrSetka svake faze, sprovedena su antropometrijska
merenja, biohemijske analize, testovi motoricko-funkcionalnih sposobnosti i magnetna

spektroskopija ¢etvoroglavog misic¢a natkolenice i sive 1 bele mozdane mase.

Rezultati: Tretman kreatinom doveo je do statisti¢ki znacajnog povecéanja telesne mase u odnosu
na inicijalno merenje (79,86+13,86 kg vs 81,48+13,22 kg; p=0,01), dok ove razlike nisu utvrdene
nakon tretmana Cr+GAA (80,6+13,68 kg; p>0,05). Znacajno povecanje vrednosti Cr u serumu
uoceno je u obe grupe (inicijalno 20,87+5,3 uM/L vs Cr 44,45+16,53 uM/L; p=0.001, i Cr+GAA
39,83+12,37 uM/L; p=0,001), pri ¢emu nisu uo¢ene znacajne razlike izmedu tretmana (p>0,05).
Poveéanje vrednosti Crn u serumu nakon tretmana nije statisti¢ki potvrdeno (p>0,05). Vrednosti
Crn bile su nize pre unosa suplementacije u odnosu na Cr+GAA grupu (84+89 uM/L vs
88,45+6,44 uM/L), dok je unos kreatina doveo do dodatnog poveéanja (90,51+12,56 uM/L).

Vrednosti GAA 1 tHcy u serumu nisu se znacajno razlikovale nakon oba nutritivna tretmana u



odnosu na inicijalno merenje (p>0,05). Unos suplementacije doveo je do statisticki znacajnog
povecanja vrednosti snage. U testu potisak sa ravne klupe sa slobodnim tegovima (BP) vrednosti
su porasle nakon unosa kreatina (97,08+23,67 kg vs 101,67+22,7 kg; p=0,003), te dodatno nakon
kombinacije Cr+GAA (102,92+25,71 kg; p=0,004). U testu prednji ¢ucanj statisticki znacajno
povecanje vrednosti snage utvrdeno je nakon oba tretmana (inicijalno 107,5£15,3 kg vs Cr
122,5+10,55 kg; p<0,00 i Cr+GAA 121,25+8,29 kg; p<0,001), dok razlike izmedu grupa nisu
statisticki potvrdene (p>0,05). U testu skok iz stojeceg stava sa zamahom rukama (VJ) uo¢eno je
statisticki znacajno smanjenje visine skoka nakon tretmana kreatinom (57,06£6,02 cm vs
53,88+5,17 cm; p>0,001) i tretmana Cr+GAA (54,86+4,88 cm; p=0,006) u odnosu na inicijalno
merenje. Kombinacija Cr i GAA dovela je do statisticki zna¢ajnog porasta kreatina u interesnoj
regiji sive mozdane mase (Z=-2,02; p=0,043), ali ne i tretman kreatinom zasebno (p>0,05).
Tretman Cr+GAA doveo je do povecanja vrednosti kreatina za dodatnih 4,0% u odnosu na kreatin
(inicijalno 8,94+0,77 mM vs Cr 9,09+0,93 mM; Cr+GAA 9,45+£0,7 mM). Povecanje vrednosti
kreatina u interesnoj regiji bele mozdane mase nakon unosa suplementacije nije statisticki
potvrdeno (p>0,05), ipak unos kreatina doveo je do povecanja od 7,0% u odnosu na inicijalno
merenje (7,60+0,63 mM vs 8,22+0,52 mM), a tretman Cr+GAA je ostvario dodatno poecéanje od
6,3% u odnosu na tretman kreatinom (8,74+1,13 mM). Kombinacija Cr i GAA ostvarila je dodatno
povecanje vrednosti Cr u ¢etvoroglavom misicu natkolenice od 13,1% u odnosu na unos kreatina

zasebno (inicijalno 35,53+5,86 mM vs Cr 36,03+4,91 mM; Cr+GAA 40,74+3,45 mM).

Zakljuc¢ak: Kombinacija kreatina i GAA u odnosu 3:1 potvrdila se kao superioran tretman za
unapredenje Celijskih rezervi kreatina u miSi¢nom i mozdanom tkivu u odnosu na kreatin. Nova
formulacija kreatina dovela je do znacajnog povecanja snage gornjih i donjih ekstremiteta,
pracenog znacajno manjim povecanjem telesne mase u odnosu na kreatin, nakon 4-nedeljnog
tretmana kod zdravih, fizicki aktivnih muskaraca. IstraZivani tretman znacajno je umanjio rizik od

hiperhomocisteinemije u odnosu na unos GAA zasebno.



ABSTRACT

Introduction: Creatine is a well-recognized, effective ergogenic agent that leads to an increase in
cellular creatine reserves. In recent years, guanidinoacetic acid (GAA) supplementation has been
presented as a superior treatment for tackling cellular bioenergetic compared to creatine, and an
alternative solution that could eliminate potential shortcomings of creatine. The aim of this study
is to determine the effects of combined intake of creatine and GAA on anthropometric status,
maximal, explosive and repetitive strength, aerobic endurance, as well as biochemical and

indicators of tissue bioenergetics in healthy, well-trained men.

Methods: 14 men between ages 18 and 30 (height 176.49+7.25 cm; body mass 79.86+13.86 kQ)
engaged in different physical activities for 5 or more hours per week participated in this research.
In this randomized, double-blind, creatine-controlled cross-over study, the experimental group
ingested a combination of creatine and GAA (3 g Cr + 1g GAA) for 4 weeks. The control group
consumed an equimolar dose of creatine (4 g Cr) per day. Upon the end of the first phase and
wash-out period (4 weeks), the groups switched treatments to ensure between-subjects
comparison. The daily dose included the intake of the powder dissolved in 250 ml of lukewarm
water immediately after night fasting. Anthropometric measurements, biochemical analyses,
functional ability tests, and magnetic spectroscopy of muscle and brain tissue were conducted

initially, as well as after the completion of each research phase.

Results: Creatine treatment led to a statistically significant increase in body weight compared to
the initial measurement (79,86+13,86 kg vs 81,48+13,22 kg; p=0,01), while these differences were
not determined after Cr+GAA treatment (80,6+£13,68 kg; p>0,05). A significant increase in Cr
serum levels was observed in both groups (initial 20,87+5,3 uM/L vs Cr 44,45+16,53 uM/L;
p=0.001, and Cr+GAA 39,83+12,37 uM/L; p=0,001), and no significant differences were observed
between treatments (p>0,05). The increase in Crn serum levels was not statistically confirmed after
treatments (p>0,05). Crn values were lower before supplementation compared to the Cr+GAA
group (84+89 uM/L vs 88,45+6,44 uM/L), while creatine intake led to an additional increase
(90,51£12,56 uM/L). Additionally, GAA and tHcy serum values did not differ significantly after
both nutritional treatments compared to the initial measurement (p>0,05). Supplementation led to

a statistically significant increase in strength. In the bench press, the values increased after creatine



intake (97,08+23,67 kg vs 101,67+22,7 kg; p=0,003), and additionally after the Cr+GAA
combination (102,92+25,71 kg; p=0,004). In the front squat, a statistically significant increase in
strength was observed after both treatments (initial 107,5+15,3 kg vs Cr 122,5+10,55 kg; p<0,00
and Cr+GAA 121,25+8,29 kg; p<0,001), while the differences between treatments were not
statistically confirmed (p>0,05). In the vertical jump, a statistically significant decrease in jump
height was observed after creatine treatment (57,06+6,02 cm vs 53,88+5,17 cm; p>0,001), and
Cr+GAA treatment (54,86+4,88 cm; p=0,006) compared to initial values. Furthermore, the
combination of Cr and GAA led to a statistically significant increase in gray matter creatine levels
(Z=-2,02; p=0,043), but not creatine treatment alone (p>0,05) compared to initial values. Cr+GAA
led to an increase in creatine levels by an additional 4,0% compared to creatine (initial 8,94+0,77
mM vs Cr 9,09£0,93 mM; Cr+GAA 9,45+0,7 mM). The increase in white matter creatine levels
was not statistically confirmed after the supplementation intake (p>0,05), however, the creatine
intake led to an increase of 7,0% compared to the initial measurement (7,60+0,63 mM vs 8,22+0,52
mM), and the Cr+GAA treatment led to an additional increase of 6,3% compared to creatine alone
(8,74+1,13 mM). The Cr+GAA combination achieved an additional 13,1% increase in creatine
levels in m. vastus medialis compared to creatine intake alone (initial 35,53+5,86 mM vs Cr
36,03+4,91 mM; Cr+GAA 40,74+3,45 mM).

Conclusion: The combination of creatine and GAA in a 3:1 ratio proved to be a superior treatment
for improving the cellular creatine reserves in muscle and brain tissue compared to creatine alone.
A new creatine formulation produced significant increases in upper and lower body strength,
accompanied by significantly less weight gain compared to creatine after 4-weeks treatment in
healthy, physically active men. The investigated treatment significantly reduced the risk of

hyperhomocysteinemia compared to GAA intake alone.
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1. UvOD

Kontinuirana potraga za najefikasnijim tretmanom kojim bi se ocCuvao i1 unapredio
zdravstveni status 1 fiziCcke performanse dovela je do toga da se svake godine na trziStu pojavi
gotovo 2000 novih dijetetskih proizvoda, ¢ija je primena u vecoj ili manjoj meri nau¢no
opravdana. Nakon S$to je prva studija pokazala pozitivne efekte na celijske rezerve kreatina
(Harris et al., 1992), ve¢ 1993. na trziStu su se pojavili prvi komercijalni proizvodi na bazi
kreatina, klasifikovani kao nutritivna ergogena sredstva. Tri decenije i oko 10 000 nau¢nih
studija kasnije, kreatin je prepoznat kao najcesce istrazivano i najefikasnije ergogeno sredstvo u
fiziologiji vezbanja (Kreider et al., 2017), pri cemu se procenjuje da ¢e globalno trziste kreatina
dosti¢i vrednost od 520 miliona dolara do 2024. godine (360 Research Reports, 2019). Decenije
istrazivanja definisale su suplementaciju kreatinom kao bezbedan i efikasan nutritivni tretman,
koji karakteriSe odsustvo bilo kakvih nezeljenih efekata i zdravstvenih rizika kod ljudi (Kreider
et al., 2017). Najcesée koris¢eni oblik kreatina je kreatin monohidrat (CrM) (Jager et al., 2011),
dok na trzi$tu postoje i drugi oblici kao $to su kreatin citrat, malat, etil estar, nitrat i drugi. Ipak,
ne postoje dokazi da je neki od oblika superiorniji od ostalih u svrhu povecanja éelijskih rezervi
kreatina (Fazio et al., 2021). Inicijalno, najveci broj nau¢nih studija bavio se efektima CrM na
fizicke performanse sportista, i utreniranih i neutreniranih rekreativaca, te je posebna paznja
naucne javnosti bila usmerena ka efektima u aktivnostima tipa snage. Pored snazno dokazanih
ergogenih efekata u razli¢itim tipovima aktivnosti (Wax et al., 2021), oralni unos kreatina se
aktivno istrazuje 1 kao terapijsko sredstvo kod razlicitih patoloSkih stanja kao Sto su diabetes,
sarkopenija, neurodegenerativni  poremecaji, kardiovaskularne bolesti, osteoartiritis,
fibromijalgija, depresija i sindrom hroni¢nog zamora (Kreider & Stout, 2021). Pored toga,
prethodne studije su se bavile i efektima kreatina u prevenciji i rehabilitaciji povreda,
termoregulaciji, te neuroprotektivnim efektima kod trauma i ishemiénih stanja (Kreider et al.,
2017). Imajuc¢i u vidu snaznu nau¢nu osnovu i veoma Siroku primenu, ne ¢udi podatak da se
godisnje proizvede vise od 2,5 miliona kilograma kreatina samo za oralnu upotrebu (Momaya et
al., 2015) U tom smislu, nau¢na javnost kontinuirano traga za novim formulacijama, kojima bi se
dodatno unapredila celijska bioenergetika i1 otklonili eventualni nedostaci suplementacije

kreatinom.
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Poslednja decenija donela je veliko nau¢no interesovanje za efekte oralnog unosa
guanidinosiréetne kiseline (GAA), koja predstavlja prirodan prekursor kreatina. GAA je u
ljudskom organizmu identifikovana pre gotovo 90 godina (Weber, 1934) izolovanjem iz urina,
dok su Davenport i saradnici (1938) prvi opisali proces endogene sinteze GAA 1 njen dalji
metabolicki put u kreatin. Rane studije koje su se bavile efektima razli¢itih aminokiselina i
njihovih derivata na metabolizam kreatina predstavile su GAA kao kljuénu supstancu u
endogenoj sintezi kreatina, pri ¢emu se GAA pokazala kao superiorno sredstvo za povecéanje
¢elijskih rezervi kreatina, ¢ak i u odnosu na kreatin. Nakon studija iz 1950-ih godina, koje su
istrazivale terapijske efekte GAA na razli¢itim klinickim populacijama (Borsook & Borsook,
1951), nauc¢no interesovanje za GAA kao dodatak ljudskoj ishrani je opalo. Medutim, poslednjih
godina veliki broj nau¢nih istrazivanja bavio se efektima GAA na fizicke performanse i
unapredenje zdravlja opste i klinicke populacije. Novije studije potvrdile su pozitivne efekte
suplementacije GAA na celijske rezerve kreatina u razli¢itim tkivima domacih zivotinja
(McBreairty et al., 2015) 1 ljudi (Ostoji¢ et al., 2016; Ostoji¢ et al., 2017). 1z tog razloga, GAA se
intenzivno istrazuje kao novi nutritivni dodatak ljudskoj ishrani i alternativni izvor kreatina.
Pronalazenje nove formulacije kreatina, kojom bi se efikasnije uticalo na ¢elijsku bioenergetiku

misi¢nog 1 mozdanog tkiva ljudi nalazi se u osnovi ovog nauc¢no-istrazivackog rada.
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2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. OSNOVE CELIJSKE BIOENERGETIKE

Bioenergetika predstavlja tok i razmenu energije unutar i medu zivim sistemima, a njena
transformacija nalazi se u osnovi svih celijskih deSavanja. Uz uvazavanje zakonitosti
termodinamike, u ljudskom organizmu prisutni su razli¢iti oblici energije, medu kojima hemijska
energija zauzima centralnu ulogu. Stoga, bioenergetika ima za cilj da ustanovi principe i zakone
koji pokrecu transformaciju energije i prelazak materijalnog sistema iz jednog stanja u drugo
(Kovacevi¢, 2006). Skup svih hemijskih reakcija u organizmu, koje mogu biti anaboli¢kog i
katabolickog karaktera, ¢ini metabolizam (Ostoji¢, 2007), pri ¢emu Se razlikuju egzergone
reakcije u kojima se oslobada energija i endergone reakcije u kojima se oslobodena energija
koristi. Ove reakcije funkcionalno su uparene i njihovim skladinim delovanjem obezbeduju se
uslovi za normalno funkcionisanje bioloskih sistema. Najvaznije jedinjenje za bioenergetiku
zivih sistema jeste adenozin trifosfat (ATP), koji predstavlja jedini neposredni izvor energije za
sve zivotne procese. ATP u Celiji sluzi za obavljanje osnovnih ¢elijskih funkcija medu kojima su:
(1) transport materija kroz ¢elijske membrane, (2) sinteza hemijskih supstanci i (3) obavljanje
mehani¢kog rada, odnosno mi$iéne kontrakcije (Bjelica & Fratri¢, 2011). Najveéi udeo
hemijskih procesa u kojima se oslobada energija koristi se za resintezu ATP u ¢eliji, ¢ime se
obezbeduje njegova stalna raspolozivost. Makronutrijenti, koji se unose ishranom, u svojim
hemijskim vezama sadrze potencijalnu hemijsku energiju, koja se oslobada njihovim
raskidanjem. Medutim, ugljeni hidrati, masti i proteini se ne mogu direktno Kkoristiti za
pokretanje bioloskih procesa, ve¢ se metaboliC¢kim putevima transformiSu i deponuju unutar i
izvan celije, za trenutnu ili odlozenu resintezu ATP (Ostoji¢, 2007).

Adenozin trifosfat se sastoji od nukleotida adenina, Secera riboze i tri fosfatne grupe,
medusobno lan¢ano povezane visoko-energetskim, fosfoanhidridskim vezama. Raskidanjem
ovih veza, u procesu hidrolize obezbeduje se energija za vrSenje svih bioloskih funkcija, te ATP
popularno predstavlja ,,energetsku monetu ljudskog organizma. Hidroliza ATP katalizovana je
enzimom adenozin trifosfatazom (ATPazom) i zahteva prisustvo jednog molekula vode (H20),
pri ¢emu nastaju adenozin difosfat (ADP), neorganski fosfor (Pi) i jedan jon vodonika (HY).
Daljom hidrolizom, u reakciji adenilat kinaze, od ADP odvaja se jo$ jedna fosfatna grupa, a
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novonastalo jedinjenje naziva se adenozin monofosfat (AMP). Pomenute reakcije reverzibilnog
su karaktera, te se uz utrosak energije resintetiSu ADP, odnosno ATP.

U energetski zahtevnim tkivima, kakva su miSi¢no i mozdano tkivo, postoji velika potreba za
stalnom resintezom ATP. Tokom fizicke aktivnosti energetski zahtevi skeletne muskulature
visestruko rastu, te je hidroliza ATP permanentna i veoma obilna. Celije mogu da uskladiste
veoma ograni¢enu koli¢inu ATP, pri ¢emu se u ljudskom organizmu u svakom trenutku nalazi
oko 80 do 100g ATP, Sto ne predstavlja znacajne energetske rezerve pri vezbanju (McArdle,
Katch & Katch, 2007). Pored toga, rezerve ATP se nikad ne mogu u potpunosti isprazniti,
medutim visoka stopa hidrolize moze dovesti do zna¢ajnog smanjenja celijske koncentracije
ATP, koja pri eksperimentalno indukovanom miSi¢énom zamoru iznosi 40 do 50% vrednosti u
mirovanju (Greenhaff et al., 1994). Uzrok tome jeste uska povezanost sinteze ATP sa njegovom
hidrolizom, ¢ime se koncentracija ATP u mi$i¢noj ¢eliji odrzava relativno postojanom (Bjelica &
Fratri¢, 2011). Kako bi se odrzala neophodna stopa resinteze ATP tokom fizickog vezbanja,
neophodna je hemijska energija iz razli¢itih izvora i dobijena razli¢itim metaboli¢kim putevima.
Ukoliko metabolicki putevi podrazumevaju prisustvo kiseonika onda je re¢ o aerobnim
energetskim procesima, dok za anaerobne energetske procese prisustvo Kkiseonika nije
neophodno. Metabolicki aparat ovu koli¢inu energije obezbeduje kroz razlicite energetske
sisteme, medu kojima su: (1) fosfokreatinski sistem, (2) anaerobna glikoliza i (3) aerobna

proizvodnja energije (Herda i Cramer, 2017).

2.1.1. Fosfokreatinski energetski sistem

Kako je ukupan energetski potencijal ATP veoma nizak, a energetski zahtevi u razli¢itim
tkivima mogu postati izuzetno visoki, neophodni su mehanizmi kojima bi se brzo i efikasno
obezbedila energija za resintezu ATP. Tri razliCita, ali usko povezana energetska sistema,
zajednickim delovanjem zadovoljavaju energetske potrebe misicnog tkiva. Anaerobna
proizvodnja energije, koja obuhvata fosfokreatinski sistem i anaerobnu glikolizu, podrazumeva
razgradnju visoko-energetskih fosfata i ugljenih hidrata bez prisustva kiseonika, dok treci
energetski sistem podrazumeva aerobno razlaganje primarno ugljenih hidrata i masti (Gastin,
2001).
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Za gotovo trenutno snabdevanje energijom, od velikog znacaja je fosfokreatinski energetski
sistem. Fosfokreatin (PCr) predstavlja visoko-energetsko jedinjenje koje se nalazi u celiji i
obezbeduje energiju za resintezu ATP (Ostoji¢, 2007). U reakciji koja je katalizovana enzimom
kreatin kinazom (CK), jedna fosfatna grupa se transferuje sa PCr na ADP, pri ¢emu nastaje ATP
i slobodan kreatin (Cr). Reakcija CK (Dijagram 1) predstavlja primarni izvor resinteze ATP u
kratkotrajnim, visoko-intenzivnim aktivnostima, a takode je veoma aktivha na pocetku svake
aktivnosti bez obzira na njen intenzitet (Gastin, 2001; Grassi, 2005). Velika stopa resinteze ATP
moguca je zahvaljujuci prisustvu samo jedne hemijske reakcije u fosfokreatinskom sistemu,
odnosno jednog enzima koji ovu reakciju katalizuje. Na taj nacin se ¢elijske rezerve ATP veoma
efikasno odrzavaju u fizioloski prihvatljivom okviru. Ukupan energetski kapacitet svakog
energetskog sistema obrnuto je proporcionalan njegovoj maksimalnoj stopi proizvodnje ATP, te
su rezerve PCr u miSi¢u takode veoma ograni¢ene. Misi¢na ¢elija prose¢no sadrzi 4 do 6 puta
vecu koncentraciju PCr u odnosu na ATP, sto je teoretski dovoljno za 5 do 8 sekundi tréanja
maksimalnim intenzitetom (Herda i Cramer, 2017). Ukoliko se rad nastavi, energija se mora
obezbediti iz drugog, sporijeg energetskog izvora, ¢ime se intenzitet aktivnosti smanjuje.
Hidroliza PCr, poput hidrolize ATP, dvosmernog je tipa i deluje prema zakonu o dejstvu masa,
prema kojem pravac hemijske reakcije zavisi od koncentracije reaktanata i produkata reakcije u
¢eliji. Odvajanje fosfatne grupe od ATP dovodi do porasta koncentracije ADP, §to posledi¢no
povecava stopu reakcije CK, kako bi se rezerve ATP obnovile. Ukljucivanje drugih energetskih
sistema kao primarnih izvora energije ili prestanak aktivnosti, dovodi do pove¢anja koncentracije
ATP, ¢ime se usporava ili menja smer reakcije CK (McArdle, Katch i Katch, 2007). U uslovima
visokih energetskih potreba, u reakciji adenilat kinaze (AK) iz dva molekula ADP, transferom
jedne fosfatne grupe, nastaju ATP i AMP. Pored resinteze ATP, reakcija AK i posledi¢ni porast
koncentracije AMP podsti¢u aktivaciju drugih metabolickih puteva kojima se obezbeduje

energija, kao $to su anaerobna glikoliza i oksidacija masti (Hardie, 2004).
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NH, NH — PO,
| |

C = NH,* C= NH,*

| Kreatin kinaza (CK) |
N—CH, + ATP* < > N—CH, + ADP* + H*

CH, CH,

| |

COoO- COO

Kreatin (Cr) Fosfokreatin (PCr)

Dijagram 1. Reakcija kreatin kinaze (CK)

2.2.VISOKO-ENERGETSKI FOSFATI

Transfer hemijske energije u ljudskom organizmu odvija se zahvaljuju¢i potencijalu za
prenos odredenih atomskih grupa sa jednog jedinjenja na drugo, pri ¢emu se za jedinjenja koja
poseduju grupe sa visokim potencijalom prenosa Cesto kaze da poseduju ,veze bogate
energijom®™ (Kovacevi¢, 2006). Pored ATP, koji predstavlja najvaznije Visoko-energetsko
fosfatno jedinjenje, od izuzetnog znacaja za celijski metabolizam jeste fosfokreatin (PCr) i

njegova guanidin-fosfatna hemijska veza.

2.2.1. Kreatin u ljudskom organizmu

Kreatin (a-metil guanidinosiréetna kiselina, hemijske formule: C4H9N3z0O>) je derivat amino
kiselina koji se u ljudskom organizmu sintetiSe prirodnim putem i predstavlja sastavni deo
uobidajene ljudske ishrane. Za njegovo otkrie zasluzan je francuski hemi¢ar Sevrel (fra.
Chevreul) jos davne 1832. godine. Oko 95% ukupne koli¢ine kreatina u organizmu uskladisteno
je u skeletnim misi¢ima, dok se manja koli¢ina nalazi u mozgu, srcu i testisima (Buford et al.,
2007). Priblizno dve tre¢ine miSi¢nog kreatina nalazi se u obliku fosfokreatina (PCr), dok je
ostatak u obliku slobodnog kreatina (Cr) (Balsom, Soderlund & Ekblom, 1994). Normalna

koncentracija ukupnog kreatina (PCr+Cr) u misi¢ima iznosi oko 120 mmol/kg suve misi¢ne

7
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mase (Hultman et al., 1996), dok gornja granica iznosi priblizno 160 mmol/kg. U ljudskom
organizmu, kreatin se sintetiSe iz aminokiselina arginina, glicina i metionina, primarno u jetri, a
potom i u bubrezima i pankreasu (Greenhaff, 1997), pri ¢emu stopa sinteze iznosi 1-2 g na
dnevnom nivou (Walker, 1979). Dnevno, oko 2 g misi¢nog kreatina se razgraduje na kreatinin i
izluCuje putem urina iz organizma, te je ishranom i endogenom sintezom neophodno nadoknaditi
1 do 3 g kreatina na dnevnom nivou kako bi se odrZale normalne vrednosti koncentracije
kreatina u miSi¢u. Potrebe za dnevnim unosom mogu biti i vece, posebno kod sportista veée
telesne mase, uklju¢enih u intenzivne fizicke aktivnosti, kao i kod razli¢itih patoloskih stanja

povezanih sa ¢elijskom bioenergetikom.

2.2.2. Kreatin u ljudskoj ishrani

Priblizno polovina dnevnih potreba za kreatinom ostvaruje se ishranom, dok se ostatak
obezbeduje endogenom sintezom. Glavni izvori su namirnice zivotinjskog porekla, odnosno
misi¢no tkivo Zivotinja, kao i riba. Jedan kilogram sveze ribe i crvenog mesa sadrzi 3 do 5 g
kreatina (Balsom, 1994), medutim termicka obrada hrane mozZe negativno uticati na
koncentraciju usled razlaganja kreatina na kreatinin. Ishrana siroma$na namirnicama
zivotinjskog porekla dovodi do veoma nikog unosa kreatina ili njegovog potpunog izostanka iz
ishrane (Solis et al., 2014). Posledi¢no, vegetarijanci ili vegani imaju prosecno 20-30% manje
vrednosti koncentracije miSi¢nog kreatina (90-110 mmol/kg suve miSi¢ne mase) (Hultman et al,
1996). Takode, novorodencad koja se hrane maj¢inim mlekom imaju veoma nizak unos kreatina
(Edison et al., 2013). Rezerve kreatina kod ovih grupa zavise iskljuc¢ivo od endogene sinteze koja
obezbeduje 90-100% dnevnih potreba. Kako rezerve kreatina u celiji nisu potpuno zasicene
uobicajenom ishranom 1 vegetarijjanskom ili veganskom dijetom, Wallimann 1 sar. (2011)
predlazu unos 2-4 g kreatina dnevno u cilju ostvarivanja generalnih zdravstvenih benefita. Usled
znacajne uloge u normalnom rastu, razvoju i opStem zdravlju, a imajuc¢i u vidu da endogena
sinteza ne obezbeduje koliine kojima bi se u potpunosti ostvarili ovi benefiti, jedan broj autora
nominuje kreatin kao uslovno esencijalni nutrijent u ljudskoj ishrani (Ostoji¢ & Forbes, 2022).
Kako je konvencionalnom ishranom izuzetno tesko uneti 3 do 4 g kreatina na dnevnom nivou,
komercijalni dodaci ishrani kojima bi se uticalo na metabolizam kreatina mogu predstavljati

efikasno 1 ekonomicno reSenje kod opste i klinicke populacije.
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2.2.3. Endogena sinteza kreatina

Sinteza kreatina u ljudskom organizmu se odvija u dva koraka (Dijagram 2). Prvi korak
podrazumeva kondenzaciju molekula arginina i glicina, koja je regulisana enzimom
arginin:glicin amidinotransferazom (AGAT). Amidinska grupa arginina se, u dvosmernoj
reakciji, transferuje na molekul glicina, pri ¢emu nastaju guanidinosiréetna kiselina ili
guanidinoacetat (GAA) i ornitin. Drugi korak predstavlja nereverzibilni transfer metil grupe sa
S-adenozilmetionina (SAM) na GAA, ¢ime se dobija kreatin i S-adenozilhomocistein u reakciji
koju katalizuje enzim guanidinoacetat metiltransveraza (GAMT). Najveca aktivnost AGAT je
prisutna u bubrezima i pankreasu (Guthmiller et al., 1994), dok je aktivnost GAMT najveca u
jetri, te u manjoj meri u mozgu i testisima. Poznato je da endogena sinteza kreatina predstavlja
proces u koji je ukljuceno viSe organa, te se u najve¢oj meri odvija u jetri, gde od GAA
sintetisane u bubrezima nastaje kreatin (Edison et al., 2007). Pored toga, mozdano tkivo poseduje
sposobnost autonomne sinteze kreatina, usled slabe propustljivosti kreatina kroz krvno-mozdanu
barijeru (Andres et al., 2008). Endogena sinteza Kreatina zavisi od vise faktora. Aktivnost AGAT
ushodno je regulisana prisustvom hormona rasta i smanjenom koncentracijom kreatina u plazmi,
dok povecéan unos kreatina i nedovoljna raspolozivost supstrata, primarno arginina, moze uticati
na smanjanje aktivnosti AGAT, i posledi¢no smanjene sinteze GAA (Derave et al., 2004). Sa
druge strane, aktivnost GAMT primarno zavisi od fizioloske koncentracije GAA, te prvi korak u
sintezi, odnosno reakcija AGAT, determiniSe stopu sinteze kreatina i potencijalno predstavlja

limitirajuéi faktor u procesu endogene proizvodnje kreatina (Brosnan & Brosnan, 2016).
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Dijagram 2. Endogena sinteza kreatina (Cr) (Reakcije AGAT i GAMT)

2.2.4. Apsorpcija, transport i ekskrecija kreatina

Kreatin iz hrane ima veoma visok stepen apsorpcije u crevima, uprkos izuzetno kiseloj
sredini u gastrointestinalnom traktu i prisustvu intestinalnih bakterija (Clark, 1996). Istrazivanja
ukazuju da je konverzija kreatina u kreatinin u gastrointestinalnom traktu minimalna, te da je
apsorpcija u krvotok skoro 100% (Deldicque et al. 2008; Jager et al., 2011). Po ulasku u krvotok,
kreatin se transportuje do razli¢itih telesnih tkiva kao $to su srce, glatki miSi¢i, mozak 1 testisi,
pri ¢emu se najve¢i deo skladisti u skeletnim misi¢ima. Tkiva sa najve¢om koncentracijom
kreatina, kao $to su skeletni mi$iéi i srce, imaju ograni¢enu Sposobnost njegove potpune sinteze u
svojim celijama (Clark, 1998), te koncentracija u ovim tkivima zavisi od sposobnosti ¢elija da
preuzimaju Kreatin iz krvotoka. Transport kreatina iz krvotoka u celiju mogué je zahvaljujuci
membranskom, natrijum-zavisnom transporteru (SLC6AS8) koji je visoko specifican za kreatin, te
ne moze transportovati fosfokreatin ili kreatinin. Razlog visoke specifi¢nosti lezi u karboksilnoj i

amidinskoj grupi kreatina, koje nisu udaljene vise od dva do tri atoma ugljenika. Transport
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kreatina dovodi do promene elektri¢nog potencijala Celije, jer za svaki molekul kreatina u ¢eliju
ulazi najmanje dva jona natrijuma (Na*) i jedan jon kalijuma (K*). Citav proces se odvija
nasuprot gradijentu koncentracije; normalne vrednosti koncentracije kreatina iznose 50-100 uM
u plazmi, odnosno 5-10 mM u mis$iénoj ¢eliji. Ovo predstavlja primer sekundarnog aktivnog
transporta, kojeg pokrece gradijent natrijuma uspostavljen pomocu aktivnosti natrijum-kalijum
ATPaze (Na'+K*-ATPaze) (Dai et al., 1999). Smatra se da prisustvo insulina moZe dodatno
unaprediti transport kreatina u celiju kroz povecanu aktivnost Na'+K*-ATPaze (Snow &
Murphy, 2001). Istrazivanje Green-a i saradnika (1996) pokazalo je da unos velike koli¢ine
ugljenih hidrata (93 g) 30 minuta nakon unosa kreatina dovodi do pove¢anog transporta kreatina
u c¢eliju, u odnosu na grupu koja je unosila samo kreatin. Poznato je da postoji inverzna
povezanost izmedu transporta kreatina u ¢eliju 1 unutaréelijske koncentracije kreatina: povecana
ekstracelularna koncentracija kreatina dovodi do povecanog transporta. Koncentracija kreatina u
¢eliji je relativno stabilna. Kada kreatin ude u ¢eliju dolazi do brze fosforilacije posredstvom
kreatin kinaze (CK), pri ¢emu se ve¢i deo deponuje u obliku fosfokreatina. U svom
fosforilisanom obliku (PCr) kreatin ne moze da se transportuje kroz membranu zbog svoje
polarizovane prirode koja sprecava povratak u cirkulaciju, te ostaje ,,zarobljen u celiji
(Greenhaff, 1997).

Kreatin i fosfokreatin se u tkivima spontano razlazu na kreatinin i izlu¢uju urinom uz vreme
poluraspada oko 40 dana, pri fizioloskim vrednostima pH (Mccall & Persky, 2007). Na ovaj
nacin gubi se oko 1.6% ukupnih rezervi kreatina na dnevnom nivou (Balsom et al., 1995). Kako
se vise od 90% kreatina nalazi uskladiSteno u miSi¢ima, gubitak kreatina u obliku kreatinina
varira zavisno od starosti 1 pola. Najveca ekskrecija kreatinina prisutna je kod muskaraca starosti
18 do 29 godina i linearno opada sa godinama. Prosecne vrednosti ekskrecije kod Zena iznose
oko 80% vrednosti kod muskaraca, i prate linearnost opadanja tokom zivota (Cockcroft & Gault,
1976). Podaci o ekskreciji kreatinina omogucavaju razumevanje dnevnih potreba za kreatinom

koje je neophodno nadoknaditi kroz ishranu i endogenom sintezom.
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2.2.5. Metabolicka uloga kreatina

Kreatin ima esencijalnu ulogu u ¢elijskom energetskom metabolizmu, primarno u misi¢ima i
mozgu. Dvosmernom reakcijom CK, PCr se koristi za obnavljanje rezervi ATP ili se energija
oslobodena u ¢eliji kondenzuje i ¢uva u obliku PCr. Rezerve energije uskladistene u ovom obliku
mogu biti i do 10 puta veée, u odnosu na koli¢inu energije uskladiStenu u obliku ATP
(Wallimann, Tokarska-Schlattner & Schlattner, 2011). Reakcija CK kontinuirano stabilizuje
¢elijsku koncentraciju ATP na racun PCr i odrzava odnos izmedu ATP i ADP na veoma visokom
nivou, viSe od 100:1 u korist ATP. Zahvaljuju¢i ovom odnosu obezbeduje se velika stopa
promene slobodne energije (AG) hidrolizom ATP. Tokom aktivnosti maksimalnog intenziteta,
razgradnja PCr omogucava da se sva energija uskladiStena u obliku ATP obnovi i iznova
iskoristi nekoliko desetina puta. Unutar ¢elije, reakcija moze istovremeno teéi u razli¢itom
smeru. Na mestima gde je neophodno oslobadanje energije za razliCite Celijske procese, kao §to
je misi¢na kontrakcija, reakcija tece u smeru razlaganja PCr. S druge strane, na mestima gde se
energija generise, kao $to je slucaj u mitohondriji, reakcija te¢e u smeru sinteze PCr (Walker,
1979).

U ljudskom organizmu CK se nalazi u razli¢itim izoformnim oblicima, koji funkcionisu
istovremeno kako bi se obezbedila brza konverzija supstrata u oba smera reakcije. CK se sastoji
iz dve subjedinice, miSi¢ne (M) i mozdane (B), pomocu kojih se mogu formirati tri izoforma: (1)
MM-CK, (2) MB-CK i (3) BB-CK, lokalizovanih u razli¢itim tkivima. MM-CK nalazi se gotovo
isklju¢ivo u skeletnim misi¢cima; MM-, MB- i BB-CK u srcu i BB-CK u mozgu i drugim
organima. Pored toga, ¢etvrti CK izoform (4) mtCK nalazi se na spoljasnjoj strani unutrasnje
membrane mitohondrije (Clark, 1997). Ovi izoformi su razli¢ito lokalizovani unutar ¢elije, $to
predstavlja kljuénu ulogu u funkcionisanju mreze CK i CK/PCr sistema u celini (Wallimann,
Tokarska-Schlattner & Schlattner, 2011). MM-CK ili miofibrilarna CK vezana je za miofibrile i
prostire se celom duzinom filamenata, te Katalizuje sintezu ATP iz ADP na mestu gde je
neophodna energija za miSi¢nu kontrakciju. Sa druge strane, mtCK ili mitohondrijalna CK
funkcionalno je povezana sa aerobnom glikolizom i oksidativnom fosforilacijom, pri ¢emu
katalizuje fosforilaciju Cr na mestu aerobne proizvodnje ATP (Ma et al., 1996). Ova dva procesa
deSavaju se istovremeno, funkcionalno su uparena i zajednicki Cine kreatinski energetski

transportni mehanizam, koji spaja mesta proizvodnje ATP u mitohondriji sa unutarcelijskim
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mestima razgradnje ATP (Wallimann et al., 2007). Nakon transporta Cr u ¢eliju pomoc¢u CRT,
pridosli molekul moze da se fosforilizuje posredstvom odgovarajuceg izoforma CK u citosolu ili
transportuje u mitohondriju. U mitohondriji, ATP sintetisan oksidativnim putevima ulazi u
medumembranski prostor pomocu adenin nukleotid translokatora (ANT), gde se posredstvom
mtCK koristi za resintezu PCr. Novonastali ADP se potom transportuje nazad u mitohondrijalni
matriks u zamenu za novi molekul ATP koji ponovo dolazi u medumembranski prostor.
Sintetisani PCr se transportuje u citoplazmu i difunduje do miofibrila, sarkoplazmatskog
retikuluma, ¢elijske membrane i drugih mesta u Celiji na kojima se zahteva energija (Schlattner
et al., 2006).

Kreatin je ukljucen u kontrolu metabolickih puteva na nekoliko nacina. Zahvaljuju¢i reakciji:
PCr¥ + ADP* + H" <> ATP* + Cr, kreatin ima pufersku ulogu u éeliji. Smatra se da primarna
uloga kreatina nije samo da resintetiSe ATP, ve¢ da smanjuje koncentraciju ADP u citoplazmi.
Usled velike stope hidrolize ATP, dolazi do akumulacije ADP, Pi i H*, ¢ime se narusava celijska
ravnoteza (Ma et al., 1996). Velika koncentracija ADP stimuli$e reakciju miokinaze pri ¢emu
nastaje AMP, ¢ijom se deaminacijom smanjuju rezerve adenin nukleotida u Celiji.
Nagomilavanje krajnjih produkata hidrolize ATP ima inhibitorni efekat na sve ¢elijske izoforme
ATPaze, te posledi¢no usporava i mehanizam miSi¢ne kontrakcije. Reakcija kreatin kinaze
sprecava naglo povecanje koncentracije ADP i AMP u ¢eliji veoma brzom refosforilacijom
ADP, ¢ime se sprecava produkcija AMP 1 gubitak adenin nukleotida u ¢eliji (van Deursen et al.,
1993). Pored toga, sintezom ATP iz PCr vezuju se slobodni joni vodonika, te utice na oCuvanje
kiselosti sredine.

Kreatin ima znacajnu ulogu u regulaciji oksidativnog stresa i predstavlja direktni i indirektni
antioksidans. Jedan od najvecih izvora reaktivnih kiseonickih vrsta u ¢eliji (eng. reactive oxygen
species, skr. ROS) jeste elektron transportni lanac mitohondrija (ETC), u kojem ROS nastaju u
reakcijama oksidacije i redukcije (redoks reakcije) (Clarke et al., 2021). ROS su povezane sa
apoptozom, poremecajima u Celijskoj energetici 1 razli¢itim vaskularnim i1 drugim patoloSkim
stanjima. Adekvatna raspolozivost kreatina i funkcionalnost mtCK imaju znacajnu ulogu u
odrzavanju ADP/ATP odnosa, koji se smatra najvaznijim faktorom u smanjenju proizvodnje
ROS u mitohondriji (Meyer et al.,, 2006). U ovom procesu kreatin ima ulogu indirektnog

antioksidansa. Takode, Sestili i saradnici (2006) su potvrdili sposobnost kreatina da uklanja ROS
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iz citoplazme u kontrolisanim, acelularnim uslovima, delujuc¢i pritom kao direktan ¢elijski

antioksidans.

2.2.6. Deficit kreatina

Sindromi deficita kreatina (eng. creatine deficiency syndromes, skr. CDS) podrazumevaju
grupu urodenih metabolickih poremecaja sinteze i transporta kreatina u ljudskom organizmu.
Mozak predstavlja organ koji je u najvecoj meri zahva¢en negativnim efektima ovih stanja, Sto
ukazuje na znacaj brze resinteze ATP u odrzavanju svih funkcija nervnih ¢elija. Kod ovih osoba
prisutno je znacajno smanjenje koncentracije ili potpuno odsustvo kreatina u nervnom tkivu.
CDS obuhvataju tri patoloska stanja: (1) deficit arginin:glicin amidinotransveraze (AGAT), (2)
deficit guanidinoacetat metiltransveraze (GAMT), i (3) deficit kreatinskog transportera (CRT).
Ova tri patoloSka stanja zajedno mogu predstavljati najéeS¢e metabolicke poremecaje sa
primarno neuroloskim fenotipom, sa prevalencom od 0.3 do 2.7% svih mentalnih retardacija
(Arias et al., 2007). Pacijenti sa CDS imaju sporiji opsti razvoj, te mogu ispoljavajati mentalnu
retardaciju, poremecaj govora i motori¢kih funkcija, epilepticne napade, autizam i niz drugih
patoloskih stanja (Schulze, 2003). Razumevanje metabolizma kreatina u mozgu ima klju¢nu
ulogu u razumevanju i tretiranju ovih stanja.

Mozak ¢ini svega oko 2% ukupne telesne mase, a u ukupnom utrosku energije ucestvuje sa
udelom od oko 20% (Shulman et al., 2004). Transport periferno sintetisanog kreatina iz krvi u
mozak je ograni¢en usled slabe propustljivosti krvno-mozdane barijere, te se mozak u ve¢oj meri
oslanja na sopstvenu sposobnost sinteze kreatina, §to potvrduje prisustvo oba enzima, AGAT i
GAMT, u mozdanim strukturama (Braissant et al., 2001). Ipak, najveci broj nervnih ¢elija ne vrsi
ko-ekspresiju AGAT i GAMT, ve¢ samo jednog od enzima, te ne mogu pojedinatno u
potpunosti sintetisati kreatin. Ovo zna¢i da mozdane strukture moraju transportovati GAA iz
¢elija gde se vr$i njegova sinteza, do ¢elija u kojima se moze izvrSiti metilacija 1 sintetisati
kreatin, pomocu kreatinskog transportera SLC6A8 (Braissant et al., 2010), analogno transportu
GAA izmedu perifernih tkiva. Stoga, nemogucnost sinteze kreatina u mozgu ili njegovog
transporta do svih mozdanih struktura predstavlja uzrok razli¢itih neuroloskih i neuromisi¢nih
oboljenja. Svako od tri navedena patoloskih stanja ispoljava karakteristican biohemijski profil.

Deficit GAMT karakteriSu povecane koncentracije GAA i smanjene koncentracije Cr u
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bioloSkim tecnostima i tkivima, $to sugeriSe nesposobnost metilacije GAA nakon njegove sinteze
i transporta. Sa druge strane, kod deficita AGAT primetne su niske vrednosti GAA i Cr,
sugeriSu¢i tako na nemogucénost sinteze GAA iz arginina i glicina. Kod deficita CRT,
koncentracije GAA su u okviru fizioloskih vrednosti, dok su koncentracije Cr u plazmi i urinu
povisene, §to ukazuje na nesposobnost transporta kreatina do ciljnih tkiva nakon njegove sinteze
(Fons & Campistol, 2016).

Tretman kreatinom moze doneti benefite kod AGAT i GAMT deficita. Poveéan oralni unos
kreatina u velikim dozama moze imati pozitivne efekte na neuroloski status i razvoj centralnog
nervnog sistema, pri ¢emu se ostvaruje delimi¢no obnavljanje rezervi Cr u nervnom tkivu
(Stockler-1psiroglu et al., 2001). Ukoliko se ovi deficiti uofe U najranijem detinjstvu,
presimptomatskim tretiranjem moguce je spreciti ve¢inu negativnih efekata na razvoj nervnog
sistema (Schulze & Battini, 2007). Sa druge strane, tretiranje deficita transportera SLC6A8
povecanim oralnim unosom kreatina ne dovodi do pozitivnih efekata na rezerve Cr i klini¢ku
sliku pacijenata (P6o-Arguelles et al., 2006). Stoga, alternativna sredstva koja mogu efikasnije
uticati na povecanje Celijskih rezervi kreatina i/ili koristiti druge mehanizme transporta, mogu
predstavljati potencijalno adekvatniji tretman u tretiranju CDS, posebno deficita CRT, kao i u

svim stanjima narusene ¢elijske bioenergetike.
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2.3. SUPLEMENTACIJA KREATINOM

2.3.1. Doziranje

U istrazivanjima, kao i u prakti¢noj primeni, postoji nekoliko strategija oralnog unosa
kreatina. Harris i sar. (1992) su prvobitno predlozili inicijalnu fazu povecanog unosa kreatina
(eng. loading phase), koja podrazumeva unos 20 g CrM dnevno, u 4 razdvojene doze po 5 g
tokom prvih 5 dana, odnosno oko 0,3 g/kg telesne mase dnevno. Predlozeni protokol je potom
prihvac¢en u najve¢em broju narednih istrazivanja. Inicijalna faza pracena je fazom odrzavanja u
dozama 2 do 5 g, odnosno 0,03 g/kg telesne mase dnevno (Hultman et al., 1996), koja je
dovoljna za oCuvanje povecanih vrednosti Cr i PCr u ¢eliji. Inicijalno ve¢im dozama obezbeduje
se brza saturacija ¢elijskih rezervi tokom prvih 2 do 3 dana, posebno ukoliko se CrM unosi sa
ugljenim hidratima (oko 100 g) i/ili proteinom, koji uti¢u na povec¢ano lucenje insulina (Green et
al., 1996). Takode, suplementacija kreatinom u kombinaciji sa treningom snage dovodi do veceg
porasta koncentracija misi¢nog Cr i PCr u odnosu na suplementaciju bez trenaznog stimulusa
(Harris et al., 1992). Law i sar. (2009) su uocili pozitivne efekte na fizicke performanse nakon 5
dana suplementacije kreatinom u kombinaciji sa treningom snage, dok benefiti nisu primeéeni
nakon 2 dana povecanog oralnog unosa, §to sugeriSe da je neophodno vise od 2 dana kako bi se
uoCili prvi ergogeni efekti. Hultman i sar. (1996) predlozili su alternativnu strategiju koja
podrazumeva unos 3 g CrM jednom dnevno tokom 28 dana. Manje doze obezbeduju jednako
efikasno, gradativno povecanje miSiénih rezervi kreatina tokom duZeg vremenskog perioda, te se
smatra da inicijalna faza povecanog unosa nije neophodna kako bi se ostvarili svi benefiti
suplementacije kreatinom. U smislu opsteg zdravlja, smatra se da vecina opste populacije moze
ostvariti zdravstvene benefite unosom 3 g CrM dnevno tokom duzeg vremenskog perioda, te da
je ova strategija posebno efikasna kod osoba treceg Zivotnog doba (Wallimann et al., 2011).
Nakon prestanka suplementacije kreatinom, rezerve kreatina se vracaju na pocetne vrednosti
tokom perioda od 4 do 6 nedelja (Greenhaf et al., 1993; Hultman et al., 1996), te ne postoje
dokazi o dugoro¢noj supresiji endogene sinteze kreatina nakon povecanog oralnog unosa

(Kreider et al., 2003).
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2.3.2. Kreatin i fizicke performanse

Najveci udeo ergogenih efekata suplementacije kreatinom pripisuje se povecanju misiénih
rezervi kreatina (Kreider et al., 2017), pri ¢emu veli¢ina efekta u velikoj meri zavisi od
inicijalnih rezervi. Kod osoba sa niskim dijetetskim unosom kreatina, ocekivano povecanje
¢elijske koncentracije Cr i PCr iznosi 20-40% (Harris et al., 1992; Hultman et al., 1996), dok kod
osoba sa relativno visokim inicijalnim rezervama kreatina ovo povecanje iznosi 10-20%
(Bufford et al., 2007). Oko 70% istrazivanja koja se bave efektima suplementacije kreatinom
potvrduje ergogene efekte u nekom od tipova fizicke aktivnosti, pri ¢emu su ocekivana
poboljsanja od 5 do 15% u anaerobnom kapacitetu, sposobnosti ponavljajuc¢ih sprinteva i
razli¢itim tipovima miSi¢ne snage, dok se u pojedinacnim epizodama tréanja maksimalnim
intenzitetom oc¢ekuju poboljsanja od 1 do 5% (Kreider, 2003; Buford et al., 2007). Meta analiza
Branch-a i sar. (2003) koja je obuhvatila 96 studija koje se bave efektima CrM ukazala je na
znacajne ergogene efekte kreatina u visoko-intenzivnim aktivnostima trajanja do 30 sekundi, pri
¢emu efekti suplementacije opadaju sa duzinom aktivnosti i potpuno se gube pri kontinuiranim
aktivnostima duzim od 150 sekundi. Veliki broj istrazivanja bavio se efektima kreatina na
trening snage. Rawson i Volek (2003) su sumirali zakljucke 22 istrazivanja i uocili prose¢no
poboljsanje relativne miSi¢ne snage od 8% pri intenzitetu od 1, 3 i 10 RM, kao i 14% u
aktivnostima miSi¢ne izdrZljivosti, kod ispitanika koji su unosili kreatin i uéestvovali u treningu
snage, u odnosu na trening snage bez suplementacije kreatinom. Meta analiza koja je obuhvatila
60 randomiziranih, dvostruko-slepih, placebo-kontrolisanih studija utvrdila je ukupnu veli¢inu
efekta od 0,336 na povecanje snage pri vezbi zadnji cucanj, odnosno 0,297 pri vezbi nozni
potisak (Lanhers et al., 2015). Ista grupa autora sprovela je meta analizu koja se bavila efektima
kreatina na snagu gornjih ekstremiteta. 53 studije su zadovoljile kriterijume, a izraCunata veli¢ina
efekta na povecanje snage iznosila je 0,265 za vezbu potisak sa klupe, odnosno 0.677 za potisak
na trenazeru (Lanhers et al.,, 2016). Obe studije utvrdile su generalne pozitivne efekte
suplementacije kreatinom na snagu gornjih i donjih ekstremiteta, bez obzira na eksperimentalnu
populaciju, trajanje i dinamiku tretmana, kao i trenaznu istoriju ispitanika.

Pored akutnih efekata suplementacije kreatinom na vezbanje visokim intenzitetom kratkog
trajanja, kreatin ispoljava snazne dugorocne benefite usled povecanja trenaznog intenziteta i

obima rada na povec¢anom intenzitetu tokom duzeg vremenskog perioda, Sto dovodi do vecih
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trenaznih adaptacija (Wax et al., 2021). Studije koje obuhvataju eksperimentalne tretmane u
trajanju od 4 do 12 nedelja pokazale su pozitivne efekte kreatina na maksimalnu, repetitivnu i
eksplozivnu snagu i telesnu kompoziciju kod profesionalnih sportista i utreniranih i neutreniranih
rekreativaca (Kelly & Jenkins, 1998; Peeters et al., 1999; Antonio & Ciccone, 2013). Ipak, u
istrazivanju u kojem je trenazni protokol strogo kontrolisan, te ispitanicima nije dozvoljeno
povecanje intenziteta i obima rada, suplementacija kreatinom nije pokazala veée benefite u
odnosu na placebo grupu, §to ukazuje na to da su dugoro¢ni ergogeni efekti kreatina u velikoj
meri posledica povecanog intenziteta i obima rada tokom trajanja trenaznog programa (Syrotuik
et al., 2000).

Pri isprekidanim, visoko-intenzivnim aktivnostima, veéa stopa resinteze ATP i veca
raspolozivost PCr obezbeduju brzi oporavak tokom kratkih perioda mirovanja ili vezbanja nizim
intenzitetom, Sto omogucava uspesnije izvodenje narednih intenzivnih epizoda i odlaZze pojavu
zamora (Kreider et al., 2017). Pored toga, unos ugljenih hidrata (UH) zajedno sa kreatinom moze
dovesti do znacajnijeg povecanja rezervi Secera u misi¢u, u odnosu na unos UH bez kreatina
(Nelson, 2001). Pojedine studije isticu potencijalne efekte kreatina na smanjenje miSi¢nog
oStecenja nakon intenzivnog vezbanja, usled smanjenja koncentracije CK i inflamatornih
markera, i poveéanja sposobnosti ispoljavanja misi¢ne sile u oporavku (Volek et al., 2004;
Cooke et al., 2006), sto ukazuje na sposobnost kreatina da ubrzava oporavak izmedu intenzivnih
aktivnosti. Kreatin predstavlja osmotski aktivnu supstancu, te poveéanje ¢elijskih koncetracija Cr
1 PCr dovodi do zadrzavanja te€nosti u ¢eliji. Veliki broj studija navodi povecanje telesne mase
za 1 do 2 kg tokom prve faze inicijalno povecanog unosa kreatina (Kreider et al., 2017), $to
moze predstavljati ergoliti¢ki efekat u aktivnostima gde sportista konstantno savladava sopstvenu
telesnu masu. Ipak, sposobnost kreatina da poveca stepen hidriranosti organizma ispoljava
benefite pri vezbanju u toplom i1 vlaznom ambijentu, te dokazano smanjuje rizik od patoloSkih
stanja uzrokovanih vezbanjem na visokim temperaturama (Volek et al, 2001; Kilduff et al., 2004;
Watson et al., 2006). Kona¢no, pojedine studije koje su se bavile efektima kreatina u procesu
rehabilitacije od povreda ukazuju na smanjenje atrofije misi¢a tokom imobilizacije donjih
ekstremiteta, te brze povecanje vrednosti snage tokom perioda oporavka (Hespel et al., 2001;

Eijnde et al., 2001).
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2.3.3. Kreatin, zdravlje i patoloSka stanja

Zahvljajuéi ulozi kreatina u ¢elijskom metabolizmu, nakon inicijalnog fokusa na fizicke
performanse, veliki broj istrazivanja poslednjih godina usmeren je ka potencijalnim terapeutskim
benefitima suplementacije kreatinom kod razli¢itih klinickih populacija (Kreider et al., 2017).
Istrazivanja koja su se bavila CDS pokazala su da tretiranje ovih patoloSkih stanja relativno
velikim dozama CrM (21-56 g/dan) dovodi do povecanja koncentracije Cr u mozgu i poboljsanja
klini¢ke slike pacijenata sa AGAT i GAMT deficitom, dok su efekti znacajno manji ili potpuno
odsutni kod osoba sa CRT deficitom (Stockler-Ipsiroglu & van Karnebeek, 2014). Pored toga,
uoCavanje AGAT 1 GAMT deficita u najranijem detinjstvu 1 pravovremeno tretiranje CrM-om
moze dovesti do normalnog ili gotovo normalnog mentalnog i fizi¢kog razvoja kod dece (Battini
et al., 2006; Stockler-Ipsiroglu et al., 2014). Postojeca naucna literatura ukazuje na snazne efekte
suplementacije CrM u tretiranju CDS, kao i bezbednost dugoro¢ne upotrebe velikih doza
kreatina kod odraslih, dece i novorodenéadi sa ovim patoloskim stanjima (Evangeliou et al.,
2009). Zbog velikog znacaja kreatina za bioenergetiku mozdanog tkiva, suplementacija CrM-om
predstavlja potencijalni tretman kod razli¢itih neurodegenerativnih poremecaja kao S$to su
miSi¢na distrofija, Hantingtonova bolest, bolesti povezane sa radom mitohondrija i druga
patoloska stanja (Kreider & Stout, 2021). Veliko istrazivanje Bender-a i Klopstock-a (2016) koje
je ukljucilo 1687 pacijenata pokazalo je da suplementacija kreatinom (9.5 g/dan tokom 5 godina)
moze usporiti atrofiju mozdanog tkiva kod pacijenata sa Hantingtonovom bole$¢u, dok znacajni
benefiti nisu primeceni kod Parkinsonove i Lu Gerigove bolesti. Jedan od razloga ovakvih
rezultata moZe biti 1 kasna detekcija, s obzirom da kod ljudi simptomi nisu uocljivi u ranoj fazi
bolesti, te se obi¢no ne moze pristupiti ranom tretiranju. Alternativna reSenja, kojima bi se
obezbedio efikasniji uticaj na bioenergetiku mozga, mogla bi ispoljiti veéi potencijal u tretiranju
ovih patoloskih stanja.

Kreatin ispoljava i1 neuroprotektivne karakteristike, te preventivni unos mozZe smanyjiti
ostecenje mozdanog tkiva usled ishemije (Adcock et al., 2002; Zhu et al., 2004). Stoga se
suplementacija kreatinom smatra relativno efikasnim preventivnim tretmanom kod pacijenata sa
povecanim rizikom od mozdanog udara, kao 1 kod sportista sa povefanim rizikom od
traumatskih povreda glave 1 ki¢mene mozdine. Kako je miSi¢no tkivo primarna meta

suplementacije kreatinom, znacajni benefiti su uocljivi kod pacijenata sa misicnom distrofijom i
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idiopatskom inflamatornom miopatijom, pri ¢emu tretman dovodi do znacCajnog povecanja
miSiéne snage i poboljSanja motorickih funkcija (Kley & Tarnopolsky, 2013). Cr i PCr takode
imaju znacajnu ulogu u bioenergetici ¢elija miokarda tokom ishemiénih epizoda, te se unos PCr
u vidu dodatka kardioplegi¢nom rastvoru koristi u tretiranju sr¢ane ishemije i prevenciji aritmija
uzrokovanih ishemijom (Balestrino et al., 2016). Stoga, suplementacija kreatinom moze
predstavljati potencijalni tretman i u prevenciji bolesti kod pacijenata sa povec¢anim rizikom od
sr¢ane ishemije i sr¢anog udara. Zajednicki cilj u prevenciji i tretiranju ovih stanja ogleda se u
potpunoj saturaciji rezervi kreatina u navedenim tkivima, te potencijalno efikasan tretman treba
da obezbedi maksimalne vrednosti ¢elijskih rezervi Cr/PCr.

Suplementacija kreatinom moze biti od posebnog znacaja za osobe tre¢eg doba (Kreider et
al., 2017). Meta analiza koja je obuhvatila 357 osoba prose¢ne starosti 64 godine, koje su
uCestvovale u treningu snage prose¢nog trajanja 12,6 nedelja, pokazala je da suplementacija
kreatinom dovodi do povecanja miSi¢ne mase, snage i funkcionalnih kapaciteta (Devries &
Philips, 2014). Candow i sar. (2008) su utvrdili da unos kreatina (0.1 g/kg/dan) u kombinaciji sa
proteinom (0.3 g/kg/dan) dovodi do povecanja bezmasne telesne mase, snage gornjih
ekstremiteta, te smanjuje razgradnju misi¢a i pozitivno utice na gustinu kostiju kod muskaraca
starosti od 59 do 77 godina, dok su Chilibeck i sar. (2015) potvrdili pozitivne efekte na snagu i
gustinu kostiju kod Zena u menopauzi. Ova saznanja ukazuju na znac¢aj suplementacije kreatinom
u prevenciji sarkopenije i gubitka koStane mase u starosti. Pored pozitivnih efekata na telesnu
kompoziciju i motoricke sposobnosti, kreatin ispoljava pozitivne efekte na kognitivne funkcije
(Rae et al., 2003) i mentalni zamor (Watanabe et al., 2002), §to moze biti od posebnog znacaja u
kasnijem zivotnom dobu. Ipak, kako je transport kreatina u moZzdano tkivo ograni¢en, autori
kontinuirano tragaju za novim formulacijama kreatina koje bi obezbedile bolji transport kreatina

kroz krvno-mozdano barijeru.
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2.4. GUANIDINOSIRCETNA KISELINA (GAA) KAO ALTERNATIVA KREATINU

2.4.1. GAA u ljudskom organizmu

Guanidinosircetna kiselina (GAA; poznata i kao guanidinoacetat, glikociamin ili betaciamin;
hemijske formule: CsH7N302), pripada Klasi organskih jedinjenja poznatih kao alfa
aminokiseline 1 derivati, i predstavlja direktan prirodni prekursor kreatina. U prethodno
opisanom metabolickom procesu (Dijagram 2.), GAA nastaje iz neesencijalnih aminokiselina
glicina i arginina u reakciji koju katalizuje enzim L-arginin:glicin amidinotransferaza (AGAT).
Transferom amidinske grupe arginina na molekul glicina sintetise se GAA, pri ¢emu nastaje
ornitin kao nusprodukt reakcije AGAT. Endogena sinteza GAA odigrava se primarno u
bubrezima i pankreasu, medutim istrazivanje Edison-a i saradnika (2007) pokazalo je da bubrezi
ucestvuju u ukupnoj sintezi GAA sa svega oko 20%, $to ukazuje na to da se sinteza odvija i u
drugim tkivima. Reakcija AGAT je povratno inhibirana koncentracijom kreatina, te ovaj
metabolicki korak predstavlja limitirajuci faktor endogene sinteze kreatina. Sintetisana GAA, u
reakciji gunidinoacetat N-metiltransveraze (GAMT), preuzima metil grupu sa S-
adenozilmetionina (SAM), pri ¢emu nastaju kreatin i S-adenozilhomocistein (SAH). Ovaj proces
odvija se primarno u jetri i nije povratno inhibiran koncentracijom kreatina (Walker, 1979).
GAMT je prisutna i u ostalim tkivima, te aktivnost ovog enzima u skeletnim miSi¢a ima
potencijal da sintetiSe sav kreatin neophodan misicnom tkivu (Daly, 1985). SAH, kao zavrs$ni
produkt sinteze kreatina, u dvosmernoj reakciji se hidrolizuje na homocistein (Hcy) i adenozin
(Walker, 1979), nakon ¢ega Hcy moze biti razgraden do cisteina, remetilizovan u metionin ili
transportovan u krvotok (Edison, 2007). Na ovaj na¢in GAA ispunjava svoju osnovnu fiziolosku
ulogu kao glavni supstrat u sintezi kreatina. Kako je unos GAA ishranom gotovo zanemarljiv i
iznosi svega oko 10 mg dnevno pri uobicajenoj dijeti koja ukljucuje namirnice Zivotinjskog
porekla (Ostoji¢ et al., 2022), balans GAA u ljudskom organizmu definisan je odnosom izmedu
endogene sinteze sa jedne, te njene utilizacije i urinarne ekskrecije sa druge strane. Referentne
vrednosti koncentracije GAA iznose 2,3 £ 0,8 umol/L u Krvi, odnosno 31,2 + 21,7 mmol/molu
kreatinina u urinu (Curt et al., 2013). Ipak, u prisustvu patoloskih stanja, ravnotezne vrednosti
mogu biti znacajno narusene, usled naslednih metabolickih poremecaja, trauma, neuroloskih

oboljenja i bolesti bubrega (Ostojic et al, 2020).
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2.4.2. Suplementacija GAA

Razumevanje mehanizama delovanja oralnog unosa kreatina uticalo je na povecanje svesti 0
njegovom znacaju u ljudskom organizmu i predstavilo ga kao uslovno esencijalni nutrijent u
ljudskoj ishrani (Ostoji¢ & Forbes, 2022). Usled toga, potraga za efikasnijim tretmanima
predstavlja predmet interesovanja velikog broja istrazivaca. Rane studije koje su se bavile
efektima razli¢itih aminokiselina i njihovih derivata na metabolizam kreatina predstavile su
GAA kao kljucnu supstancu u endogenoj sintezi kreatina. U jednom od prvih istrazivanja, unos 1
g GAA doveo je do prose¢nog povecanja misi¢nih rezervi kreatina za 48,5%, 17-24h nakon
pojedina¢ne doze kod pacova (Beard & Barnes, 1931), pri ¢emu se GAA pokazala kao
superiorno sredstvo za povecanje celijskih koncentracija kreatina ¢ak 1 u odnosu na kreatin.
Ohrabrujuéi rezultati ubrzo su doveli do upotrebe GAA u ishrani domacih zivotinja, gde je
pokazano da GAA dovodi do ubrzanog rasta, boljih performansi i ve¢eg prinosa mesa za ljudsku
ishranu. Novije studije bavile su se efektima oralnog unosa GAA kod ljudi, usmerenim ka
le¢enju i poboljsanju simptoma u klinickim populacijama, poboljSanju opsteg zdravlja, te kao
ergogeno sredstvo u fiziologiji vezbanja.

Prva istrazivanja efekata oralnog unosa GAA na fizicke performanse datiraju iz 1950-ih
godina i radena su na klinickim populacijama. Borsook i Borsook (1951a) uocili su pozitivne
efekte na zamor 1 miSiénu snagu i izdrzljivost kod sréanih bolesnika koji su unosili GAA u
kombinaciji sa betainom. Na istoj populaciji, unos 5 g/dan GAA tokom 8 nedelja doveo je
znacajno boljih rezultata na Harvard step testu (Graybiel & Patterson, 1951). Kod pacijenata sa
akutnim poliomielitisom uoceno je znacajno povecanje aktivnosti motornih jedinica i miSi¢ne
snage tokom tretmana GAA u trajanju od 3 do 11 meseci, pri ¢emu su benefiti uoceni ve¢ tokom
prve nedelje tretmana (Borsook et al., 1962). U svim navedenim studijama, povecana sinteza
kreatina predstavljena je kao glavni mehanizam delovanja, te je unos GAA 1 betaina prihvacen
kao superioran ergogeni tretman u odnosu na kreatin. Decenijama posle, pojavilo se
interesovanje za efekte oralnog unosa GAA na fizicke performanse i opSte zdravlje. U
istrazivanju koje je obuhvatilo 48 muskaraca 1 Zena starosti od 20 do 25 godina, podeljenih u 4
grupe (1,2, 2,4 ili 4,8 g/dan GAA ili placebo) u trajanju od 6 nedelja, pokazani su pozitivni efekti
oralnog unosa GAA na snagu stiska Sake (prosecno povecanje 6 kg) i miSi¢nu izdrzljivost

gornjih ekstremiteta, merenu potiskom sa klupe (prosecno povecanje 8,9 ponavljanja), u odnosu
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na placebo grupu (Ostoji¢ et al., 2015a). Autori nisu otkrili znacajne efekte na telesnu
kompoziciju, aerobnu i anaerobnu izdrzljivost, te nisu uocCene razlike izmedu grupa koje su
unosile razlicite doze GAA. Rezultati studije ukazuju na to da se najveéi primitak snage moze
ocekivati kod misi¢nih grupa sa niskim inicijalnim vrednostima snage. Ovi rezultati mogu imati
veliki znacaj za klinicku populaciju koju karakterisSe miSi¢na slabost, kao i zdravu populaciju sa
niskim nivoom fizicke forme i1 pocetnike koji nisu ranije ucestvovali u treningu sa optere¢enjem.
U prilog ovoj teoriji idu 1 rezultati Ostoji¢a i sar. (2015¢) koji su uocili statisticki znacajno
povecanje vrednosti izometrijske snage ¢etvoroglavog misic¢a natkolenice (4,2%) kod pacijenata
sa sindromom hroni¢nog zamora, koji su unosili 2,4 g GAA/dan tokom 4 nedelje. U istraZivanju
koje je ukljucilo 21 Zenu sa sindromom hroni¢nog zamora, podeljenih u 2 grupe (2,4 g/dan GAA
ili placebo, tokom 3 meseca) pokazani su pozitivni efekti oralnog unosa GAA na Celijske
vrednosti kreatina, mi$iénu snagu i aerobne sposobnosti, u odnosu na placebo grupu. Ipak, nisu
uocene znacajne razlike u osecaju opsteg zamora i bola u misi¢ima (Ostoji¢ et al., 2016¢). Ovi
rezultati potvrduju pretpostavku o znacajnim efektima suplementacije GAA kod pojedinaca sa
inicijalno niskim vrednostima kreatina uzrokovanim patoloskim stanjima i ishranom siromasnom

namirnicama zivotinjskog porekla, kao i niskim trenaznim iskustvom

2.4.3. Metabolicka uloga i potencijalni mehanizmi delovanja

Transport kreatina u ljudskom organizmu vrsi se pomocu kreatin-specificnog transportera
SLC6AS8 (Curt et al., 2015), koji moZe predstavljati limitiraju¢i faktor u povecanju celijskih
koncentracija kreatina, te se namece potreba za pronalaskom alternativnog resenja. McBreairty i
sar. (2015) su pokazali da oralni unos GAA mozZe dovesti do superiornijeg povecanja misi¢nih
vrednosti kreatina u odnosu na suplementaciju kreatinom kod jukatanskih minijaturnih svinja, te
je slican trend primeéen u mozdanom i sr¢anom tkivu. Autori naglasavaju da je ovaj efekat jos
izraZeniji ukoliko se koriste ekvimolarne doze CrM 1 GAA. Ostoji¢ 1 sar. (2016b) su potvrdili
prethodne zakljucke na misi¢énom tkivu zdravih muskarca koji su unosili 3 g GAA tokom 4
nedelje, u poredenju sa ekvivalentnim istrazivanjima efekata CrM (11% nasuprot 5%). Smatra se
da povecana stopa endogene sinteze kreatina i njegova akumulacija u skeletnim miSi¢ima
objasnjavaju najve¢i udeo ergogenih efekata suplementacije GAA (Ostoji¢ et al., 2015a).

Pozitivni efekti oralnog unosa GAA na koncentracije kreatina potvrdeni su i na mozdanom tkivu
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(Ostoji¢ et al., 2017). U ovom istrazivanju 5 zdravih musSkaraca unosilo je 36 mg GAA/Kg
telesne mase tokom 4 nedelje, nakon Cega je unos povecan na 60 mg GAA/kg tokom naredne 4
nedelje. Sli¢no povecanje vrednosti kreatina primeceno je u cerebelumu i beloj 1 sivoj mozdanoj
masi, i iznosilo je prosecno 10,7% nakon inicijalne 4 nedelje, odnosno dodatnih 7,7% u odnosu
na inicijalne vrednosti, nakon osme nedelje tretmana (p<0,05). Jedan od mehanizama kojim se
objaSnjava veca efikasnost suplementacije GAA u odnosu na kreatin, jeste poboljSan transport
GAA kroz celijsku membranu, ¢ime se povecava raspolozivost supstrata unutar celije 1
posledicno sintetiSe veca koli¢ina Cr/PCr u tkivima. Smatra se da GAA, pored kreatinskog
transportera SLC6AS8, moze da koristi i druge mehanizme transporta (Dijagram 3) kao $to su
transporter taurina (SLC6A6), transporter GABA (SLC6AL13), kao i pasivnu difuziju (Tachikawa
et al., 2009). Kako je aktivhost GAMT u mozgu, skeletnim misi¢ima, srcu i reproduktivnim
organima sposobna da sintetiSe sav neophodan kreatin (Curt et al., 2015), transport supstrata
GAMT reakcije i unutaréelijska sinteza kreatina moze predstavljati superioran mehanizam
povecanja rezervi, u odnosu na transport molekula kreatina kroz ¢elijske membrane u razli¢itim
tkivima. Pored toga, potencijal GAA da aktivira transportere SLC6A6 i SLC6A13 moze imati 1
druge pozitivne efekte koji nisu direktno povezani sa sintezom kreatina. Aktivacija transportera
SLC6A6 moze izazvati metabolicke efekte taurina kao Sto je povecanje puferskog kapaciteta i
odrzavanje ravnoteze redoks reakcija u mitohondrijalnom matriksu, dok aktivacija transportera
GABA SLC6A13 inhibira Na™+K*-ATPazu i time Stedi rezerve ATP u ¢eliji (Ostoji¢, 2017).
Ipak, posledice aktivacije transportera taurina i GABA posredstvom GAA nisu potpuno poznate,

te su dalja istraZivanja na ovom polju neophodna.
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Dijagram 3. Potencijalni transportni mehanizmi GAA u ¢eliju.

Naucna literatura ukazuje na jo$ nekoliko alternativnih fizioloskih uloga egzogene GAA,
koje nisu vezane za izgradnju kreatina (Ostoji¢, 2015b). Istrazivanja pokazuju da oralni unos
GAA dovodi do trenutnog povecanja vrednosti insulina u krvi u trajanju od oko 20 minuta
(Aynsley-Green & Alberti, 1973), pri ¢emu je insulinski odgovor znacajno ve¢i nego nakon
unosa arginina ili kreatina (Alsever et al., 1970). Kako insulin predstavlja snazno ergogeno
sredstvo, ovaj mehanizam moze pozitivno uticati na fizicke performanse. Pojacan insulinski
odgovor takode dovodi do smanjenja glukoze u krvi i pozitivno uti¢e na stanje hiperglikemije, te
nominuje oralni unos GAA kao potencijalni tretman u tretiranju diabetesa. Takode, smatra se da
GAA moze imati ulogu neuromodulatora (De Deyn & Macdonald, 1990) i uticati na
ekscitabilnost nervnih ¢elija, misiéni tonus i razli¢ite mozdane funkcije, zbog svoje strukturalne
sli¢nosti sa y-aminobutiricnom kiselinom (GABA). Neuromodulatorna uloga GAA moze biti
jedan od potencijalnih uzroka neuroloskih disfunkcija (Neu et al., 2002). Ipak, ova pretpostavka
polazi od patoloskih stanja koje karakterise izrazito velika koncetracija GAA u mozgu, kao §to je

deficit GAMT. Vezivanje GAA za GABAA receptore moze dovesti do promene u utilizaciji
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GABA, §to moze rezultovati pojacanim lu¢enjem hormona rasta (GH) (Powers, 2012). Kako GH
ima snazan efekat na poboljSanje fizickih performansi (Stacy et al., 2004), njegova pojacana
ekskrecija predstavlja joS jedan od potencijalnih ergogenih mehanizama GAA.

Prilikom endogene sinteze GAA, neophodno je prisustvo supstrata arginina i glicina.
Transferom amidinske grupe u reakciji AGAT, troSe se rezerve arginina U ljudskom organizmu.
Oralni unos GAA moze imati znacajnu ulogu u Stednji supstrata, Sto posledi¢no moze dovesti do
vece raspolozivosti arginina za druge fizioloske funkcije kao Sto su izgradnja proteina, ¢elijska
signalizacija ili ekskrecija hormona. IstraZzivanja na domadim zivotinjama su pokazala da
suplementacija GAA dovodi do ubrzanog rasta, pri ¢emu veca raspolozivost arginina moze imati
ulogu u .povecanoj sintezi proteina (Michiels et al., 2012; Dilger et al., 2013), te GAA moze
delimi¢no zameniti arginin u zivotinjskoj ishrani (Portocarero & Braun, 2021). Takode, §tednja
arginina moze imati uticaj na povecanu proizvodnju azot oksida (NO) (Tong & Barbul, 2004),
koji predstavlja vazodilataciono sredstvo, te povecava protok krvi usled smanjenja vaskularnog
otpora. Ipak, indirektni pozitivni efekti oralnog unosa GAA, uzrokovani ergogenim efektima
arginina na ljudskoj populaciji zahtevaju dodatna istrazivanja.

Poznato je da reakcija CK predstavlja jedinu hemijsku reakciju u kojoj Cr i PCr ucestvuju
kao supstrati. Medutim, GAA takode moze predstavljati direktan supstrat u reakciji CK, vrseci
tako ulogu kompenzatornog visoko-energetskog fosfata (James & Morrison, 1966). Fosforilisana
GAA na taj nacin moze sluziti kao zamena za PCr i obezbediti energiju za resintezu ATP, u
uslovima smanjene raspolozivosti kreatina. U uslovima normalnih fizioloskih vrednosti kreatina
u tkivima, protok GAA kroz reakciju CK je oko 100 puta manji u odnosu na kreatin (Rowley et
al., 1971), te je potencijal GAA da vrsi ulogu direktnog supstrata prakti¢no zanemarljiv. Ipak, u
stanjima deficita kreatina, GAA moZe imati znacajnu ulogu u ¢elijskoj energetici. IstraZivanje na
miSevima sa GAMT deficitom je pokazalo prisustvo fosforilizovane GAA u tkivima, sugeriSuci
tako na znacajnu ulogu GAA u reakciji CK (Lygate et al., 2013), premda njena sposobnost
obnavljanja energije deluje potpuno inferiorno u odnosu na kreatin.

GAA moZe da ispoljava prooksidativne 1 antioksidativne karakteristike, pri ¢emu se ova dva
fenomena ispoljavaju u distinktivno razli¢itim fizioloskim stanjima. U uslovima patoloskih
stanja koja dovode do akumulacije velike koli¢ine u mozgu (oko 100umol/L), GAA ispoljava
prooksidativne karakteristike (Mori et al., 1996), dok su antioksidativne karakteristike primetne

nakon oralnog unosa GAA koji dovodi do umerenog povecanja GAA u krvi (oko 5 pmol/L).
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Doniranjem elektrona sa svoje konjugovane baze, GAA stvara veoma snazan slobodni radikal —
superoksid (Hiramatsu, 2003), te predstavlja direktan prooksidans. Medutim, Stednja arginina i
poveéana sinteza kreatina nakon oralnog unosa GAA, ima indirektan antioksidativni efekat
(Wang et al., 2012). Kako je akumulacija velikih koli¢ina GAA prisutna samo kod odredenih
patoloskih stanja, smatra se da oralni unos kod osoba sa normalnim metabolizmom GAA ima

neutralan ili antioksidativan ukupan efekat, posredstvom arginina i kreatina.

2.4.4. Nedostaci i rizici suplementacije GAA

Reakcija GAMT, u kojoj se sintetiSe kreatin, zahteva transfer metil grupe (-CH3) sa S-
adenozilmetionina (SAM) na GAA, §to hipoteticki moze dovesti do deplecije metil grupa u
ljudskom organizmu. Prvobitna studija koja se bavila metabolickim putevima egzogene GAA
uocila je potencijalne rizike od smanjenja rezervi metil donora (Borsook & Borsook, 1951b),
medu kojima su metionin, holin, folna kiselina i kompleks vitamina B. Nedostatak metil donora
moze imati negativan uticaj na razlicite ¢elijske funkcije, te dovesti do poremecaja u metilaciji
DNK, neurotransmisiji, antioksidativnim sposobnostima ¢elije 1 sintezi proteina (Obeid, 2013). U
istrazivanju Ostojica i sar. (2014) u kojem su istrazivani efekti GAA na 48 zdravih muskaraca,
oralni unos do 4.8 g GAA/dan nije uticao na vrednosti B vitamina u serumu. Autori su zaklju¢ili
da doze koris¢ene u studiji ne uti¢u znacajno na rezerve B vitamina, neophodne za metilaciju
GAA, kao i remetilaciju homocisteina. U narednoj studiji u kojoj je 14 zdravih muskaraca i Zzena,
prosecne starosti 22,3 £ 2,3 godina, unosilo 3 g GAA/dan tokom 12 nedelja nisu primeceni
negativni efekti na metilaciju DNK (Ostoji¢ et al., 2018a). Rezultati ukazuju na to da povecani
zahtevi metilacije nakon oralnog unosa GAA, nemaju negativan uticaj na ostale metabolicke
procese u kojima se zahteva transfer metil grupe, usled potencijalnog smanjenja ukupnih rezervi
metil donora u organizmu.

Kao nusprodukt reakcije GAMT nastaje S-adenozilhomocistein (SAH), ¢ijom hidrolizom
nastaje homocistein u reakciji koju katalizuje enzim adenozilhomocisteinaza. Stanje u kojem
koncentracija homocisteina u serumu prevazilazi gornju granicu fizioloskog raspona vrednosti
(>15,0 umol/L) naziva se hiperhomocisteinemia i smatra se nezavisnim rizikofaktorom kod
razlicitih metabolickih oboljenja (Ganguly & Alam, 2015), te nezeljenim efektom oralnog unosa

GAA. Oralni unos 2,4 g GAA/dan tokom 6 nedelja je doveo do znacajnog povecanja vrednosti
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homocisteina u serumu kod 58% zdravih muskaraca i Zena (Ostoji¢ et al., 2013a). U istrazivanju
u kojem su ispitanici bili podeljeni u tri eksperimentalne grupe (unos 1,2 g, 24 g i 48 g
GAA/dan) primecene su razlike u koncentraciji homocisteina izmedu grupa nakon 6 nedelja
oralnog unosa GAA. Prosecna povecanja su iznosila 1,4 umol/L, 2,6 pumol/L i 6,6 umol/L kod
grupa sa niskom, srednjom i visokom dozom GAA, redom. lako razli¢it uticaj razli¢itih doza na
vrednosti tHcy nije statisticki potvrden, autori ukazuju na primetan progresivan trend povecanja
vrednosti u plazmi od grupe sa niskom ka grupi sa visokom dozom GAA. I pored povecanja
vrednosti od 15% u grupi sa niskom, odnosno 30% u grupi sa srednjom dozom, vrednosti tHcy
svih ispitanika u ove dve grupe bile su ispod klinicki znacajnih vrednosti tokom ¢itavog trajanja
tretmana. Sa druge strane, kod grupe sa visokim unosom GAA (4,8 g) primeceno je prose¢no
poveéanje od 78%, pri ¢emu su 3 od 12 ispitanika zabalezila vrednosti >15,0 umol/L po
zavrSetku 6-nedeljnog tretmana. Rezultati ukazuju da ve¢i oralni unos GAA dovodi do vecée
proizvodnje homocisteina koji potom prelazi u krvotok, te da veli¢ina doze GAA moze direktno
uticati na pojavu odnosno odsustvo hiperhomocisteinemije. U studiji koja se bavila efektima
oralnog unosa GAA, 20 zdravih volontera (10 muskaraca i 10 Zena, starosti 22,0 + 2,3 godine)
unosilo je 3 g GAA/dan tokom 10 nedelja (Ostoji¢ et al., 2018b). Prosecno povecanje vrednosti
homocisteina u serumu iznosilo je 73,5%, odnosno 5,0 umol/L, pri ¢emu su 4 od 20 ispitanika
ispoljili klini¢ku homocisteinemiu nakon zavrSetka tretmana. Takode, rezultati su ukazali da
oralni unos GAA nema uticaja na biomarkere rizika od kardiometaboli¢kih oboljenja i
inflamatornih procesa, sugerisu¢i da kratkoro¢ni i srednjero¢ni tretman GAA ne dovodi do
kardiometabolickog opterecenja kod zdravih ljudi. Prethodno navedena istrazivanja dokazuju
porast vrednosti homocisteina i pojavu klinicke homocisteinemije kod znacajnog broja
ispitanika, te predstavljaju ovaj efekat kao glavni nedostatak oralnog tretmana GAA. Jedna od
strategija prevencije homocisteinemije jeste zajednicki unos GAA i sredstava koja imaju
sposobnost snizavanja vrednosti tHcy. Oralni unos metil donora u vidu betain HCI, vitamina B6 i
B12 i folne Kiseline, zajedno sa 2,4 g GAA/dan tokom 8 nedelja doveo je do potpunog odsustva
klinicke homocisteinemije kod zdravih ljudi, uz zadrzavanje pozitivnih efekata na celijske
koncentracije kreatina (Ostoji¢ et al., 2013b). U ovom istrazivanju unos iste doze GAA bez metil
donora doveo je do homocisteinemie kod 55,6% ispitanika, ukazujuci na to da kombinacija GAA
i metil donora predstavlja efikasnu strategiju upravljanja metabolizmom kreatina uz istovremenu

supresiju vrednosti tHcy.
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Nekoliko studija na eksperimetalnim zivotinjama ukazalo je na potencijalne neurotoksi¢ne
efekte egzogene GAA. Eksperimentalno indukovane visoke koncentracije GAA u mozgu pacova
dovele su do smanjenja aktivnosti enzima N*+K*-ATPaze (Zugno et al., 2003) i transporta
glutamata u ¢elije (Zugno et al., 2007), poremecaja u antioksidativnom odbrambenom sistemu
(Zugno et al., 2008) i smanjenja stope prirodne apoptoze, odnosno povecanog odumiranja celija
koje nije uzrokovano apoptozom (Hanna-El-Daher et al., 2015). Autori studija navode ove
patomehanizme kao potencijalne uzroke neuroloskih poremecaja kod pacijenata sa deficitom
GAMT, kojeg karakteriSe akumulacija velike koli¢ine GAA u mozgu. Pored toga, kako GABA
predstavlja glavni inhibitorni neurotransmiter u ljudskom mozgu i perifernim tkivima, interakcija
GAA sa GABAAa receptorima takode moze predstavljati mehanizam kojim se objasnjava
neuroloska disfunkcija kod pacijenata sa GAMT deficitom (Neu et al., 2002). Ipak, smatra se da
GAA ispoljava neurotoksicne efekte samo u slucajevima izuzetno visokih koncentracija GAA u
mozgu i krvi (10-30 uM) uzrokovanih metaboli¢kim poremecajima. U vecini studija u kojima se
neuroloska disfunkcija pripisuje GAA, vrednosti GAA u telesnim te¢nostima su 60-1000 puta
veée od normalnih fizioloSkih vrednosti, dok su rezerve kreatina potpuno ispraznjene. U
istrazivanju koje se bavilo akumulacijom GAA u mozgu, pet zdravih muskaraca oralno je
unosilo GAA tokom 8 nedelja (Ostoji¢ & Ostoji¢, 2018). Sprovedena je spektroskopija
magnetnom rezonancom na 12 lokacija u sivoj 1 beloj mozdanoj masi, a rezultati su pokazali da
je koncentracija statisticki jednaka u poredenju sa inicijalnim merenjem, te su autori zakljucili da
oralni unos GAA ne dovodi do akumulacije GAA u mozgu odraslih ljudi. Neurotoksi¢ni efekti
GAA bi u velikoj meri mogli biti zavisni od stepena izloZenosti GAA, pri ¢emu doze koris¢ene u
istrazivanjima ne mogu dovesti do vrednosti GAA prisutnih kod urodenih deficita kreatina.
Pored toga, deplecija kreatina ispoljava neurotoksi¢ne karakteristike i u stanjima u kojima nema
akumulacije GAA (Schulze, 2003), te je kod odredenih patoloskih stanja tesko zakljuciti u kojoj
meri su neuroloski poremecaji posledica akumulacije GAA, deficita kreatina ili kombinacije oba
faktora.

Ostale studije koje su istrazivale bezbednost oralnog unosa GAA kod ljudi utvrdile su da
GAA ne uti¢e na enzimske profile misi¢a i jetre (Ostoji¢ et al., 2013a) i ukupnu aktivnost
antioksidanasa u serumu (Ostoji¢ et al., 2015d) kod zdravih muskaraca i Zena. Usled povecane
sinteze kreatina i posledicno njegove razgradnje, oralni unos GAA dovodi do povecanih

vrednosti kreatinina u serumu. lako povecane vrednosti kreatinina mogu ukazivati na patoloska
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stanja bubrega, oralni unos 2,4 g GAA/dan nije pokazao uticaj na ostale biomarkere oSte¢enja
bubrega nakon 6 nedelja tretmana (Ostoji¢ et al., 2013a). Autori navode da unos GAA moze
dovesti do blagih nezeljenih efekata na gastrointestinalni trakt, kao $to su stomacni grcevi,
nadimanje i bol, najces¢e u vidu pojedinacnih epizoda u pocetnim fazama tretmana, medutim
incidenca nezeljenih efekata nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu GAA i placebo
grupe. Iz svega navedenog, smatra se da tretman GAA ima prihvatljiv profil nezeljenih efekata,
te nisku incidencu biohemijskih poremecaja u ljudskom organizmu, pri ¢emu je potrebno

posebnu paznju usmeriti ka kontroli i supresiji serumskih vrednosti homocisteina.

2.4.5. Otvorena pitanja

Oralni unos GAA se pokazao kao superioran tretman za povecanje ¢elijskih koncentracija
kreatina u razli¢itim telesnim tkivima, u odnosu na kreatin (McBreairty et al., 2015; Ostoji¢ et
al., 2016a). Razlog tome moze biti poboljsan transport GAA kroz ¢éelijske membrane, koja moze
koristiti alternativne transportne puteve, nedostupne kreatinu. U slucaju velike raspoloZivosti
kreatina, potencijal GAA da koristi kreatinski transporter je veoma nizak, usled 10 puta veceg
afiniteta CRT prema kreatinu (Tachikawa et al., 2008). Medutim, kada je CRT zasiCen
kreatinom, egzogena GAA bi mogla istovremeno Koristiti transportere taurina (SLC6A6) i
GABA (SLC6A12), kao i pasivnu difuziju, i time dodatno povecati ¢elijske koncentracije
kreatina (Tachikawa et al., 2012). Ovo moze biti od velikog znacaja u uslovima velikih
energetskih potreba, smanjene gustine CRT u odredenim tkivima ili stanja u kojima su efekti
egzogenog kreatina ograniCeni (kao $to je urodeni deficit CRT). Sa druge strane, poveéanu
proizvodnju homocisteina nakon oralnog unosa GAA neophodno je preduprediti nekon od
strategija. Pored zajednickog unosa GAA i metil donora (Ostoji¢ et al., 2013b), jedno od
alternativnih 1 potencijalno efikasnijih reSenja moZe biti prilagodavanje oralnih doza GAA i1
njeno kombinovanje sa drugim supstancama. U tom smislu, kombinovani unos kreatina i GAA u
odgovaraju¢em odnosu, moze predstavljati superioran tretman za unapredenje Ccelijske
bioenergetike u odnosu na unos kreatina ili GAA zasebno, uz istovremenu prevenciju nezeljenih

efekata suplementacije GAA.
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3. PROBLEM, PREDMET I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Problem istrazivanja predstavlja analiza efekata nove formulacije kreatina na motori¢ko-
funkcionalne sposobnosti, biohemijske markere i energetiku misi¢a i mozga rekreativnih

sportista.

Predmet istrazivanja su motori¢ko-funkcionalne sposobnosti, biohemijski markeri i

energetika misic¢a i mozga rekreativnih sportista.

Generalni cilj istrazivanja jeste utvrdivanje efekata kombinovanog unosa kreatina i
gunidinosir¢etne kiseline (GAA) na motori¢ko-funkcionalne sposobnosti, biohemijske markere i

energetiku misi¢a i mozga rekreativnih sportista.
Parcijalni ciljevi:
(1) Utvrdivanje efekata kombinovanog unosa kreatina i GAA na motoricko-funkcionalne
sposobnosti rekreativnih sportista.
(2) Utvrdivanje efekata kombinovanog unosa kreatina i GAA na biohemijske markere
rekreativnih sportista.

(3) Utvrdivanje efekata kombinovanog unosa kreatina i GAA na energetiku misic¢a i mozga

rekreativnih sportista.
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3.1. OSNOVNE HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Osnovne hipoteze ovog istrazivanja su:

Ho — Ne postoje znacajni efekti primene nove formulacije kreatina na funkcionalne sposobnosti,
biohemijske markere i energetiku mi$ica i mozga rekreativnih sportista u odnosu na

suplementaciju kreatinom.

H1 — Postoje znacajni efekti primene nove formulacije kreatina na motori¢ko-funkcionalne
sposobnosti, biohemijske markere i energetiku misi¢a i mozga rekreativnih sportista u 0dnosu na

suplementaciju kreatinom.

H2 — Postoje znacajni efekti primene nove formulacije kreatina na funkcionalne sposobnosti

rekreativnih sportista u odnosu na suplementaciju kreatinom.

Hs — Postoje znacajni efekti primene nove formulacije kreatina na biohemijske markere

rekreativnih sportista u odnosu na suplementaciju kreatinom.

Ha — Postoje znacajni efekti primene nove formulacije kreatina na energetiku misi¢a i mozga

rekreativnih sportista u odnosu na suplementaciju kreatinom.
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4. METODOLOGIJA RADA

Prema prirodi naucnih istrazivanja, ovo istrazivanje pripada kategoriji emprijiskih, dok
prema cilju preduzimanja predstavlja aplikativno istrazivanje. Prema vremenskoj odredenosti,
istrazivanje je longitudinalnog karaktera, a prema dizajnu eksperimentalnog tretmana predstavlja
dvostruko-slepu, randomiziranu, cross-over studiju kontrolisanu kreatinom. U odnosu na stepen
kontrole, ovo istrazivanje pripada kategoriji laboratorijskih istrazivanja. Eksperimentalni tretman

realizovane studije u skladu je sa eti¢kim standardima Helsinske deklaracije.

4.1. EKSPERIMENTALNI DIZAJN I USLOVI IZVODENJA

Istrazivanje je realizovano u dve faze. Usled cross-over dizajna eksperimentalnog tretmana,
dve ¢etvoronedeljne faze razdvojene su periodom od Eetiri nedelje (eng. wash out period), ¢ime
su spreceni rezidualni efekti prvog tretmana u drugoj fazi istrazivanja. Stoga, ukupno trajanje
studije iznosilo je 12 nedelja. Sedam dana pre pocetka studije, ispitanici su okupljeni i upoznati
sa tokom, zahtevima i trajanjem studije. IstraZivanje je obuhvatilo tri merenja realizovana u
slede¢im vremenskim tackama: (1) pre prve faze, (2) nakon prve faze, i (3) nakon druge faze
istrazivanja. U skladu sa dvostruko slepim dizajnom, ispitanicima je nasumi¢no dodeljen jedan
od dva tretmana, formirajuci tako dve grupe od po 7 ispitanika. Prvoj grupi ispitanika dodeljen je
tretman oralnog unosa kombinacije kreatina i guanidinosiréetne Kiseline (GAA) u
odgovaraju¢em odnosu (3 g kreatina + 1 g GAA), dok je drugoj grupi dodeljen unos ekvimolarne
doze kreatina (4 g) na dnevnom nivou. Doze kreatina u obe grupe, kao i trajanje svake faze
istrazivanja, odabrani su u skladu sa preporukama postojece naucne literature, kojom se sugeriSe
unos 3 do 5 g kreatina dnevno, tokom priblizno 30 dana, u svrhu efikasnog povecanja celijskih
rezervi kreatina (Cooper et al., 2012). Za potrebe istraZivanja, kreatin je dobavljen od ,,Twinlab
Corporation” (Hauppauge, NY, USA), a GAA od ,,Axenic Lab“ (Oak Park, Australia). Nakon
uspesne realizacije prve faze 1 ,,wash out* perioda, grupe su zamenile tretmane (Dijagram 4).
Ispitanicima koji su oralno unosili kombinaciju kreatina i GAA u prvoj fazi dodeljen je unos
kreatina, i obrnuto. Na ovaj nacin obezbedeno je poredenje efekata tretmana za svakog
pojedinacnog ispitanika. Dodatno, pre pocetka studije nasumicno je odabrano 5 ispitanika kojima

je uradena magnetna spektroskopija na dan merenja, u popodnevnim ili ve€ernjim ¢asovima.
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Grupa 1 (7 ispitanika) Grupa 1 (7 ispitanika)
4g kreatina 3g kreatina + 1g GAA
Grupa 2 (7 ispitanika) Grupa 2 (7 ispitanika)
3g kreatina + 1g GAA 4g kreatina
[ Faza 1 (4 nedelje) ][ ~Wash out” (4 nedelje) ][ Faza 2 (4 nedelje) ]
Merenje 1 Merenje 2 Merenje 3 ‘J
Antropometrija Antropometrija Antropometrija

Biohemijske analize
Motoritko-funkcionalne

Biohemijske analize
Motoricko-funkcionalne

Biohemijske analize
Motoricko-funkcionalne

sposobnosti sposobnosti sposobnosti
Magnetna spektroskopija Magnetna spektroskopija Magnetna spektroskopija
(5 ispitanika) (5 ispitanika) (5 ispitanika)

Dijagram 4. Prikaz eksperimentalnog dizajna studije.

Pre pocetka studije, suplementacija u vidu praha za oralni unos izmerena je, pripremljena i
upakovana u plasti¢ne kesice, tako da jedno pakovanje predstavlja jednu dnevnu dozu. 24 Casa
pre pocetka svake od dve faze, u Laboratoriji za primenjenu bioenergetiku Fakulteta sporta 1
fizickog vaspitanja, Univerziteta u Novom Sadu, ispitanicima je uruceno 28 dnevnih doza,
neophodnih za dnevno konzumiranje tokom c¢itavog trajanja odgovarajuce faze istrazivanja.
Ovakva priprema i distribucija suplementacije imala je za cilj efikasniju kontrolu dnevnog unosa
1 komplijanse tretmana koja je bila visoka 1 slicna u obe grupe (Cr+GAA 91,8+17,2% vs Cr
88,8+20,1%). Ispitanicima su date jasne instrukcije da sadrzaj jedne kesice rastvore u 250 ml
mlake vode i odmah konzumiraju, 15 minuta pre prvog obroka, tokom 28 uzastopnih dana. U
slucaju da u casi preostane nerastvorenog praha, ispitanicima je sugerisano da dodaju vode,
prome$aju i uspe$no unesu ostatak praha. Prilikom inicijalnog sastanka, kao i prilikom
urucivanja suplementacije, ispitanicima je predo¢eno da ne konzumiraju hranu i napitke, osim
vode, nakon 20:00 ¢asova u danu koji je prethodio danu merenja. Pored toga, od ispitanika je
zahtevano da se suzdrze od visoko-intenzivnih trenaznih aktivnosti 24 ¢asa pre svakog merenja.
Takode, ispitancima je predoceno da ne konzumiraju bilo kakve medikamente i dodatke ishrani,
te da zadrze uobicajene nutritivne 1 trenazne navike tokom ¢itavog trajanja studije.

Inicijalno merenje realizovano je 24 Casa pre pocetka prve faze istrazivanja, dok su preostala
dva merenja realizovana 24 €asa nakon unosa poslednje doze suplementacije, odnosno 29. dana

od pocetka svake od faza. Na dan merenja, ispitanici su dolazili u laboratoriju u 8 ¢asova, nakon
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¢ega se pristupalo uzimanju uzoraka venske krvi nataste 1 antropometrijskim merenjima. Potom
je ispitanicima dozvoljeno konzumiranje obroka Kkoji se sastojao iz 0,5 L vode i dva komada
prehrambenog proizvoda na bazi Zitarica (BonZita, nutritivna vrednost u 100g proizvoda:
energetska vrednost 423 kcal, masti 13 g, ugljeni hidrati 70,93 g, proteini 4,06 g, vlakna 3,09 g,
so 0,14 g). Nakon konzumiranja hrane, pristupalo se testiranju motori¢ko-funkcionalnih
sposobnosti. Sva merenja realizovana su uvek istim redosledom i u istim uslovima.

Analiza seruma realizovana je u laboratoriji Odseka za hemiju Prirodno-matematickog
fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu. Magnetna spektroskopija je realizovana u specijalistickoj
radioloSkoj ordinaciji za magnetnu rezonancu ,,MagMedica“ u Novom Sadu. Sva preostala
merenja i okupljanja realizovana su u Laboratoriji za primenjenu bioenergetiku na Fakultetu

sporta i fiziCkog vaspitanja, Univerziteta u Novom Sadu.
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4.2. UZORAK ISPITANIKA

Za potrebe istrazivanja, veli¢ina uzorka ispitanika izraCunata je pomocu ,,G Power* softvera
(G-Power 3, Heinrich Heine University Dusseldorf, Germany). Ukupna veli¢ina uzorka (N)
izraCunata je kao funkcija nivoa snage studije (1-B) od 0,80, nivoa znacajnosti od 5% (oo = 0,05) i
veli¢ine efekta (q) od 0,5 za primarno istrazivani fenomen, promena vrednosti koncentracije
kreatina u mozgu izazvana oralnim unosom kombinacije kreatina i GAA, nasuprot unosu
kreatina zasebno. Nakon uvrStavanja vrednosti u softver, dobijena vrednost za minimalnu
veli¢inu uzorka u ovom istrazivanju iznosila je 12 (N=12). Nakon uzimanja u obzir o¢ekivanog
iskljuc¢ivanja ili odustajanja ispitanika u studiji od 20%, konacna veli¢ina uzorka korigovana je
na 14 ispitanika (N=14).

Svi ispitanici u studiji su bili volonteri, starosti izmedu 18 i 30 godina, koji se aktivno bave
sportom na rekreativnom nivou (5 i viSe sati nedeljno), te poseduju viSegodiSnje trenazno
iskustvo u razli¢itim tipovima aktivnosti. Ispitanici su prvobitno informisani o rizicima uc¢eséa u
studiji, kao i obavezama, zahtevima i moguénosti isklju¢ivanja i odustajanja tokom trajanja
studije. Pored toga, na inicijalnom okupljanju, ispitanici su upoznati sa efektima suplementacije
kreatinom 1 svoj pristanak za uces¢e su potvrdili u vidu pismene saglasnosti. Kako bi pristupili
istrazivanju u svojstvu ispitanika, bilo je neophodno da ispune sledece opste kriterijume:

1. Osobe bez akutnih 1 hroni¢nih kardio-metabolickih bolesti

2. Osobe bez prethodne istorije upotrebe dijetetskih suplemenata u periodu od 4 nedelje pre

pocetka studije

3. Osobe bez prethodne istorije upotrebe medikamenata u periodu od 4 nedelje pre pocetka

studije

4. Osobe bez prisutnih smetnji na koStano-miSiénom sistemu koje mogu uticati na

realizaciju test-protokola ili ih iskljuciti iz uobicajenih trenaznih aktivnosti tokom trajanja
studije

5. Osobe koje se ne pridrzavaju vegetarijanske ili veganske dijete, karakterisane smanjenim

unosom namirnica zivotinjskog porekla
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4.3. MERNI INSTRUMENTI | TEST-PROTOKOLI

Za potrebe ovog istrazivanja, u skladu sa postavljenim generalnim i parcijalnim ciljevima
studije, slede¢i merni instrumenti, antropometrijske mere, analize i testovi koriSteni su za
procenu efekata nove formulacije kreatina na motori¢ko-funkcionalne sposobnosti, biohemijske

markere i energetiku misic¢a i mozga rekreativnih sportista.

4.3.1. Antropometrijske mere i parametri

a. Telesna visina (TV)
Rekviziti i merni instrumentariji:
e Visinometar SECA-213 (Germany), sa tatno$¢u od 0,1 cm.
b. Telesna masa (TM)

Rekviziti i merni instrumentariji:

e Digitalna vaga OMRON BF508 (Tokyo, Japan), sa precizno$¢u od 0,1 kg

4.3.2. Biohemijski markeri

Biohemijski markeri su analizirani iz krvne plazme. Uzimanje uzoraka venske krvi vr$eno je
u jutarnjim casovima, po dolasku u laboratoriju, nataste. Uzorci venske krvi su uzimani iz
prednje kubitalne vene i centrifugirani u roku od 20 minuta. Dobijeni uzorci, pripremljeni za
analizu, ¢uvani su na temperaturi izmedu -20 i -80 °C do analize. Sve analize uzoraka izvrSene su
na Departmanu za hemiju, biohemiju 1 zastitu Zivotne sredine Prirodno-matematickog fakulteta,

Univerziteta u Novom Sadu. Serum je analiziran na slede¢e biohemijske markere:

(1) Guanidinosiréetnu kiselinu (GAA),
GAA o/ GAA cr+ean | GAA o

(2) Kreatin (Cr)
Cro/Crcrcaal Crer

(3) Kreatinin (Crn)
Crno/Crncrean/ Crncr

(4) Ukupan homaocistein (tHcy)
tHcy o / tHey crecaa/ tHCy ¢
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Analiza seruma na GAA, kreatin 1 kreatinin izvrSena je upotrebom modifikovanog ,,LC-
MS/MS* sistema, dok je analiza na ukupan homocistein realizovana upotrebom standardne

metode fluorescentne polarizacije imunoeseja.

Rekviziti i merni instrumetariji:
e Analizator Agilent 1200 Series LC (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA,
USA)

4.3.3. Motori¢ko-funkcionalne mere i parametri

4.3.3.1. Manuelna dinamometrija

Procena izometrijske snage stiska Sake izvrSena je manuelnim dinamometrom, a dobijeni
rezultati su izrazeni u kilogramima (kg). Test-protokol je podrazumevao realizaciju testa u tri
pokusaja maksimalnog stiska levom i desnom $akom naizmeni¢no. Za rezultat testa uzimana je

vrednost:

(1) Zbir dva najveca ostvarena rezultata za svaku $aku

SS 0 / SS Cr+GAA/ SS Cr

Rekviziti i merni instrumentariji:
e Manuelni dinamometar Jamar J00105 (Lafayette Instrument Company, Lafayette,
IN)

4.3.3.2. Testovi apsolutne (maksimalne) snage

Procena apsolutne (maksimalne) snage gornjih i donjih ekstremiteta realizovana je direktnim

merenjem jednog repetitivnog maksimuma (1RM) u slede¢im testovima:

(1) Potisak sa ravne klupe slobodnim tegovima (eng. bench press)
BP o/ BP cr+eaa / BP cr

(2) Prednji ¢ucanj (eng. front squat)
FSo/FScrcaal FScr
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Test-protokoli su zapocinjali sa 3 pripremne serije, a inicijalna optereCenja su
individualizovana u skladu sa preporukama Americkog koledza za sportsku medicinu (Swain,
Brawner & ACSM, 2014) za odgovarajuc¢u uzrasnu kategoriju (vrednosti na 50. percentilu za
uzrast 20-29 godina). Parametri obim i intenzitet, kao i trajanje pauze u pripremnim serijama

definisani su na slede¢i nacin:

e | serija— 8 ponavljanja na 50% od 1RM, pauza 1’
e |l serija—4 ponavljanja na 70% od 1RM, pauza 1’
e |ll serija— 1 ponavljanje na 90% od 1RM, pauza 3’

Nakon pripremnih serija, test-protokol je podrazumevao do tri pokusaja u okviru kojih je
bilo neophodno savladati najve¢e moguce optereCenje. Svaki naredni pokuSaj je pratilo
progresivno povecanje opterecenja, kako bi se ostvarile realne vrednosti IRM. Izmedu pokusaja,
ispitanici su imali adekvatan oporavak u trajanju od 3 do 5 minuta. Za rezultat svakog test-
protokola, uziman je najve¢i ostvaren rezultat, odnosno vrednosti ostvarene u poslednjem
uspe$nom pokusaju izrazene u kilogramima (kg). Pre pocetka, ispitanici su upoznati sa testom i

adekvatnom tehnikom izvodenja pokreta.
Rekviziti i merni instrumentariji:

e Olimpijska Sipka tezine 20kg (Eleiko, Sweden)

e Slobodni tegovi tezine od 1,25 do 20kg (Eleiko, Sweden)
e Stalak za ¢ucanj (Eleiko, Sweden)

e Ravna klupa (GYM 80, Germany)
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4.3.3.3. Testovi skocnosti

Test-protokoli za procenu skocnosti (eksplozivne snage donjih ekstremiteta i anaerobne
mo¢i) obuhvatali su pojedinacne i serijske vertikalne skokove. Baterija skakackih testova na

kontaktnoj ploci sadrzala je sledece testove:

(1) Skok iz ¢u¢nja sa rukama na kukovima (eng. squat jump)
SJo/SJcreaal Slcr

(2) Skok iz stojeceg stava sa rukama na kukovima (eng. countermovement jump)
CMJ o/ CMJ crveaa / CMJ cr

(3) Skok iz stojeceg stava sa zamahom rukama (eng. vertical jump)
VJo/Vcreanl Vo

(4) Serija 60 uzastopnih maksimalnih skokova sa rukama na kukovima
RepJ60 o / RepJ60 cr+caa / RepJ60 cr

Nakon upoznavanja sa baterijom testova i adekvatne pripreme, ispitanici su realizovali po
dva pokusaja u svakom od testova pojedinacnih skokova, dok je test 60 serijskih skokova, zbog
prirode testa i1 energetskih zahteva, realizovan u jednom pokusaju. Izmedu pokusaja ispitanicima
je omogucen adekvatan oporavak u trajanju od 1 minuta. U testovima pojedinacnih vertikalnih
skokova, za rezultat testa uziman je bolji rezultat iz dva pokusSaja, definisan kao visina skoka
izraZzena u centimetrima (cm) sa precizno$éu od 0,1 cm. U testu 60 serijskih skokova za rezultat

Su uzimane prose¢ne vrednosti anaerobne mocéi izrazene u vatima po kilogramu telesne mase

(W/kgTM).
Rekviziti i merni instrumentariji:

e Kontaktna ploca (Just Jump System; Probiotics, Huntsville, AL)

4.3.3.4. Test kardiorespiratorne izdrzljivosti

Kardiorespiratorna izdrzljivost procenjivana je pomocu testa progresivnog maksimalnog
opterecenja do voljnog otkaza na pokretnoj traci. Podaci o razmeni gasova tokom testa
prikupljani su upotrebom ,,izdah po izdah“ (eng. breath-by-breath) metabolickog sistema. Test-

protokol je podrazumevao zagrevanje koje je obuhvatalo 3 minuta brzog hodanja ili tr¢anja
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intenzitetom 6 km/h. Odmah nakon zagrevanja, test-protokol se nastavljao tr¢anjem intenzitetom
8 km/h, pri ¢emu se intenzitet progresivno povecavao za 1,5 km/h nakon svakog minuta testa.
Inklinacija pokretne trake je bila konstantna tokom testa i iznosila je 1%. Tokom testa,
ispitanicima je pruzana verbalna podrSka kako bi izvrSili maksimalan napor. UspeSna realizacija

test-protokola podrazumevala je ispunjavanje sledecih kriterijuma:

e Dostizanje vrednosti respiratornog koli¢nika (RR) > 1,2
e Dostizanje platoa potrosnje kiseonika (VO2) bez obzira na dalje povecanje

opterecenja tokom testa

Nakon realizacije test-protokola, pristupalo se pregledanju sirovih podataka i njihovoj

obradi. Analizom podataka, za rezultate testa uzimane su slede¢e vrednosti:

(1) Brzina tréanja na anaecrobnom pragu izrazena u kilometrima na ¢as (km/h), izraCunata
pomocu vrednosti respiratornog koli¢nika
Vanto/ VanT crecaa / VaNT cr

(2) Vrednost maksimalne potrosnje kiseonika izrazena u mililitrima po kilogramu telesne
mase u minuti (ml/kg/min), definisana pregledanjem grafika potros$nje kiseonika
tokom testa

VO2max o / VO2max cr+caa / VO2max cr
Rekviziti i merni instrumentariji:

e Pokretna traka T170 (Cosmed, Rome, Italy)
e , Breath-by-breath” metabolicki sistem (Quark CPET, Cosmed, Rome, Italy)

4.3.4. Magnetna spektroskopija
Magnetna spektroskopija, realizovana na 5 nasumic¢no odabranih ispitanika, koristila se za

analizu metabolita kreatina u specificnim regijama mozga i misica:

e beloj mozdanoj masi (left centrum semioval white matter)
e sivoj mozdanoj masi (midline occipital gray matter)

e Cetvoroglavom misicu natkolenice desne noge (right m. vastus medialis)
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Magnetna spektroskopija realizovana je na uredaju indukcije magnetnog polja 1,5 T sa
vremenom odjeka od 135 milisekundi. IzvrSena je spektroskopija pojedinacnog voksela (eng.
single voxel spectroscopy), pri ¢emu se voksel dimenzija 10x10x10 mm postavljao u regiju
interesa u mozgu i misicu (Slika 1). Pozicioniranje mernog voksela je realizovano u skladu sa
merenjem na bazi molekula vodonika. Ova tehnika je podobna imajuéi u vidu gradu mozdanog 1
misi¢nog tkiva, te u cilju izbegavanja artefakata uzrokovanim lipidima i Kretanjem krvi. Pre
spektroskopije realizovana su tri merenja u sve tri ravni, kako bi se obezbedilo optimalno
pozicioniranje mernog voksela. Takode, pre spektroskopije rucno je izrSen procedura
homogenizacije polja (eng. shimming). Dobijeni rezultati izraZzeni su u milimolima (mM). Za

rezultate merenja, uzimane su vrednosti slede¢ih parametara:

(1) Vrednost kreatina u interesnoj regiji bele mozdane mase
Crwwmo/ Crwwmcr+caa/ Crwmer

(2) Vrednosti kreatina u interesnoj regiji sive mozdane mase

Cromo/ Cremcer+caa ! Cremer
(3) Vrednost kreatina u interesnoj regiji Cetvoroglavog misi¢a desne natkolenice

Crvmo/ Crvmcr+eaa/ Crvmer
Rekviziti i merni instrumentariji:

e Uredaj za magnetnu rezonancu Siemens Avanto (Siemens, Erlangen, Germany)

Slika 1. Interesne regije obuhvaéene analizom u sivoj (A) i beloj (B) mozdanoj masi, i

cetvoroglavom misicu desne natkolenice (C).
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4.4. METODE OBRADE PODATAKA

Podaci prikupljeni merenjem su pregledani u sirovom obliku, uredeni, a potom statisticki
obradeni u softveru IBM SPSS Statistics 26 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA, 2019). Za
navedene parametre izvedene su varijable, nakon c¢ega su izraCunati deskriptivni statistici
(aritmeticka sredina i standardna devijacija). Za utvrdivanje normalnosti distribucije prikupljenih

podataka realizovan je Kolmogorov-Smirnov test.

Na sve definisane varijable primenjena je statisticka metoda jednofaktorska analiza varijanse
za ponovljena merenja (eng. GLM One-way ANOVA for Repeated measures), sa within-subjects
faktorom — tretman, pri ¢emu su u analizu uvrs§tene vrednosti dobijene u tri vremenske tacke
(inicijalno, Cr, Cr+GAA). U sluc¢aju izostanka nekog od ispitanika, rezultati u tri vremenske
tacke za dati test nisu ulazili u analizu. Minimalan uslov za postojanje statisticki znacajne razlike
izmedu merenja (nivo znacajnosti) unapred je definisan i iznosio je 5% (a < 0,05). Testiranje
sferi¢nosti distribucije, kao jedne od pretpostavki za realizaciju ove analize, izvrSeno je
Moklijevim testom sfericnosti (eng. Mauchly’s Test of Sphericity). U slucaju naruSavanja
sferi¢nosti distribucije, u analizi je koriStena Greenhouse-Geisser-ova korekcija. Nakon
dobijanja statisti¢ki znacajnih vrednosti analize varijanse, post-hoc testovima izvrSena je analiza
izmedu parova varijabli u modelu, prilikom cega je utvrden novi nivo znacajnosti upotrebom
Bonferonni-jeve korekcije. U ovom slucaju, nivo znacajnosti 0=0.05 podeljen je sa brojem
sprovedenih testova (3), a nova p vrednosti korigovana je na 0.017. U slucaju statisticki
znacajnog narusavanja normalnosti distribucije, za analizu podataka korisé¢ena je neparametrijska
tehnika Fridmanova ANOVA, a razlike izmedu parova utvrdene su upotrebom Wilcoxon Signed

Rank testa.
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5. REZULTATI

Tabele 1 do 3 prikazuju osnovne deskriptivne statistike i karakteristike distribucije
antropometrijskih mera, biohemijskih markera, motoricko-funkcionalnih mera i parametara, te
varijabli dobijenih magnetnom spektroskopijom. Prikazani su aritmeticka sredina (AS) i1

standardna devijacija (SD) po grupama.

Tabela 1. Antropometrijske mere i biohemijski markeri pre i nakon suplementacije

Nakon tretmana

Inicijalno Cr+GAA Cr
Antropometrijske mere
TV (cm) 176,49+7,25 176,49+7,19 176,46+7,01
T™ (kg) 79,86+13,86 80,6+13,68 81,48+14,22 *
Biohemijski markeri
Cr (uM/L) 20,87+5,3 39,83+12,37 44,45+16,53 *
GAA (uM/L) 1,95+0,36 1,91+0,45 1,99+0,83
Crn (uLM/L) 84,85+8,74 88,45+6,44 90,51+12,56
tHecy (uM/L) 11,45+3,09 11,6527 11,39+2,83

Legenda: TV — telesna visina; TM — telesna masa; Cr — vrednosti kreatina u serumu; GAA — vrednosti GAA u serumu; Crn —
vrednosti kreatinina u serumu; tHcy — ukupne vrednosti homocisteina u serumu; Inicijalno — pre suplementacije; * - statisticki
znacajne razlike pod uticajem faktora tretman

Faktor tretman statisticki je znacajno uticao na promene u vrednostima telesne mase
(F(2,26)=4,91; p=0,015; Part n?=0,27). Nakon Boferoni korekcije, potvrdeno je znacajno
povecanje telesne mase u odnosu na inicijalno merenje nakon suplementacije kreatinom
(79,86£13,86 uM/L vs 81,48+13,22 uM/L; p=0,01), ali ne i nakon kombinacije Cr+GAA
(80,6£13,68 uM/L; p>0,05). Razlike izmedu tretmana Cr i CrtGAA nisu statisticki potvrdene
(p>0,05).

Unos suplementacije uticao je na vrednosti pojedinih biohemijskih markera. Vrednosti Cr
u serumu znacajno su se razlikovale nakon unosa suplementacije (F(2,22)=13,04; p<0,01; Part
n?=0,54). Nakon unosa kreatina utvrdeno je znadajno povecéanje vrednosti Cr (inicijalno
20,87+5,3 uM/L vs Cr 44,45+16,53 uM/L; p=0.001), kao i nakon unosa kombinacije kreatina i
GAA (39,83+12,37 uM/L; p=0,001), pri ¢emu nisu primecene znacajne razlike izmedu tretmana
(p>0,05).

44



Doktorska disertacija Sasa Semeredi

Analiza varijanse nije pokazala statisticki znaajno povecanje kreatinina (Crn) u serumu
nakon tretmana (p>0.05). Vrednosti Crn bile su niZe pre uzimanja suplementacije u odnosu na
Cr+GAA grupu (8489 uM/L vs 88,45+6,44 uM/L), dok je unos kreatina doveo do dodatnog
povecéanja (90,51£12,56 uM/L). Inspekcijom sirovih rezultata utvrdeno je da nijedan ispitanik

nije ostvario vrednosti van referentnog okvira (>110 uM/L).

Nisu utvrdene znacajne razlike u vrednostima ukupnog homocisteina pre i nakon
suplementacije Cr+GAA, kao i kreatinom zasebno (p>0.05). Kod dva ispitanika uo¢ene su blago
poviSene vrednosti homocisteina van referentnog okvira (>15,0 uM/L) nakon suplementacije

kreatinom, te po jednog na inicijalnom merenju i nakon unosa Cr+GAA.

Vrednosti GAA u serumu nisu se znac¢ajno menjale nakon unosa kombinacije Cr+GAA i

kreatina zasebno (p>0,05).
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Tabela 2. Motoric¢ko-funkcionalne mere i parametri pre i nakon suplementacije

Nakon tretmana

Inicijalno
Cr+GAA Cr

Dinamometrija
SS (kg) 112,71+15,82 116+16,88 116,29+18,22
Testovi snage
BP (kg) 97,08+23,67 102,92+25,71 101,67+22,7 *
FS (kg) 107,5+15,3 121,25+8,29 122,5+10,55 *
Testovi skocnosti
SJ (cm) 44,27+4,33 43,63+3,69 43,71+4,54
CMJ (cm) 48,69+3,91 46,9+3,71 46,2645,45 *
VJ (cm) 57,06+6,02 54,86+4,88 53,88+5,17 *
RepJ60 (W/kg) 8,12+0,49 8,13+0,57 8,09+0,72
Kardiorespiratorna
izdrzljivost
Vant (km/h) 12,65+1,93 12,54+1,63 12,73+1,35
VOzmax (ml/kg/min) 45,8945 52 45,01+6,61 44,18+5,22

Legenda: SS — zbir stiska Sake leve i desne ruke; BP — potisak sa ravne Klupe slobodnim tegovima; FS — prednji ¢ucanj; ST — skok
iz ¢uénja sa rukama na kukovima; CMJ — skok iz stojeceg stava sa rukama na kukovima; VJ — skok iz stojeceg stava sa zamahom
rukama; RepJ60 — serija 60 uzastopnih maksimalnih skokova sa rukama na kukovima; Vant — brzina tréanja na anerobnom
pragu; VOz2max — vrednost maksimalne potro$nje kiseonika; Inicijalno — pre suplementacije; * - statisticki znacajne razlike pod
uticajem faktora tretman

Faktor tretman imao je statistiCcki znac¢ajan uticaj u testovima snage. Vrednosti u testu
potisak sa ravne klupe sa slobodnim tegovima (BP) znacajno su se povecale nakon unosa
suplementacije (F(2,22)=8,58; p=0,002; Part n?=0,44). U odnosu na inicijalno merenje, vrednosti
su porasle nakon unosa kreatina (97,08+23,67 kg vs 101,67+22,7 kg; p=0,003), te dodatno nakon
kombinacije Cr+GAA (102,92+25,71 kg; p=0,004).

Znacajne razlike pre i nakon unosa suplementacije utvrdene su u testu prednji ¢ucanj (FS)
(F(2,22)=18,52; p>0,001; Part 1?>=0,63). Nakon Bonferoni korekcije, zna¢ajno poveéanje u
odnosu na inicijalno merenje uoceno je nakon unosa kreatina (107,5+15,3 kg vs 122,5+10,55 kg;
p<0,001) i unosa Cr+GAA (121,25+8,29 kg; p<0,001). Znacajne razlike nisu primecene izmedu

dva nutritivna tretmana (p>0,05).
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Analiza varijanse utvrdila je razlike u testu skok iz stojeeg stava sa rukama na kukovima
(CMJ) (F(2,26)=3,68; p=0,039; Part n>=0,22). Nakon Bonferoni korekcije, u post-hoc analizi
parova varijabli uocene razlike nisu pokazale statisticku znacajnost (inicijalno 48,69+3,91 cm vs
Cr 46,2745,45 cm, Cr+GAA 46,9£3,91 cm). Potvrdene su i razlike izmedu rezultata u testu skok
iz stojeceg stava sa zamahom rukama (VJ) (F(2,26)=5,03; p=0,014; Part 12=0,22). Uo&eno je
smanjenje visine skoka u odnosu na inicijalno merenje nakon tretmana kreatinom (57,06+6,02
cm vs 53,88+5,17 cm; p>0,001) i tretmana Cr+GAA (54,86+4,88 cm; p=0,006). Razlike u visini
skoka nakon dva nutritivna tretmana nisu potvrdene (p>0,05).

Faktor tretman nije statisticki znaCajno uticao na vrednosti snage stiska Sake, visinu
skoka u testu skok iz ¢u¢nja sa rukama na kukovima (SJ), kao i vrednosti anaerobne mo¢i u testu

60 uzastopnih maksimalnih skokova sa rukama na kukovima (RepJ60) (p>0,05).
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Tabela 3. Mere dobijene magnetnom spektroskopijom pre i nakon suplementacije

Nakon tretmana

Inicijalno Cr+GAA Cr
Magnetna spektroskopija
CrwM (mM) 7,69+0,63 8,74+1,13 8,22+0,52
CrGM (mM) 8,94+0,77 9,45+0,7 9,09+0,93 *
CrvVM (mM) 35,53+5,86 40,74%3,45 36,03+4,91 *

Legenda: CrWM — vrednost kreatina u interesnoj regiji bele mozdane mase; CrGM — vrednost Kreatina u interesnoj regiji sive
mozdane mase; CrVM — vrednost kreatina u interesnoj regiji ¢etvoroglavnog misic¢a natkolenice desne noge; Inicijalno — pre
suplementaicije; * - statisticki znacajne razlike pod uticajem faktora tretman;

Koncentracija kreatina u sivoj mozdanoj masi znacajno je porasla pod uticajem
suplementacije u odnosu na inicijalne vrednosti (¥?(2)=6,4; p=0,041). Tretman Cr+GAA doveo
je do statisticki znacajnog porasta kreatina u interesnoj regiji (Z=-2,02; p=0,043), ali ne i tretman
kreatinom zasebno (p>0,05). U odnosu na kreatin, unos kombinacije Cr+GAA doveo je do
povecanja vrednosti kreatina za dodatnih 4,0% (incijalno 8,94%0,77 mM vs Cr 9,09+0,93 mM,;
Cr+GAA 9,4510,7 mM).

Analiza varijanse nije potrvdila statisticki znacajne promene u vrednostima kreatina u
interesnoj regiji bele mozdane mase nakon unosa suplementacije (p>0,05). Ipak, unos kreatina
doveo je do povecanja od 7,0% u odnosu na inicijalno merenje (7,60+0,63 mM vs 8,22+0,52
mM), a kombinacija kreatina i GAA ostvarila je dodatno povecanje od 6,3% u odnosu na

tretman kreatinom (8,74+1,13 mM).

Unos suplementacije doveo je do znacajnog povecanja vrednosti kreatina u interesnoj
regiji Cetvoroglavog misi¢a natkolenice (¥%(2)=7,6; p=0,022). Post-hoc analiza prvobitno je
utvrdila razlike izmedu inicijalnog merenja i nakon unosa kombinacije Cr i GAA (Z=-2,02;
p=0,04), kao izmedu tretmana (Z=-2,02; p=0,04), ali ne izmedu inicijalnog merenja i nakon
unosa Cr (p>0,05). Nakon Bonferoni korekcije ove razlike nisu pokazale statisticku znacajnost
na malom broju ispitanika. Kombinacija Cr i GAA ostvarila je dodatno povec¢anje vrednosti Cr u
misi¢u od 13,1% u odnosu na unos kreatina zasebno (36,03+4,91 mM vs 40,74+3,45 mM).
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6. DISKUSIJA

U fokusu ovog istrazivanja nalazi se celijski energetski metabolizam u kojem kreatin
zauzima centralnu ulogu. Pored obnavljanja ¢elijskih rezervi ATP, naucna literatura prepoznaje
ulogu kreatina u Celijskom energetskom transportu (Wallimann et al., 2007), puferskom
kapacitetu (Ma et al., 1996) i regulaciji oksidativnog stresa (Meyer et al., 2006). Razumevanjem
metaboli¢ke uloge kreatina raslo je interesovanje naucne javnosti za magi¢nim tretmanom kojim
bi se dodatno uticalo na energetski kapacitet ¢elije. Kako se endogenom sintezom ne mogu
obezbediti optimalne koli¢ine kreatina, komercijalni dodaci ishrani prepoznati su kao
ekonomicno i efikasno resenje. Decenije istrazivanja profilisale su suplementaciju kreatinom kao
najefikasnije ergogeno sredstvo i bezbedan nutritivni tretman kod ljudi (Kreider et al., 2017).
Zbog pozitivnih efekata na normalan rast i razvoj, opSte zdravlje, i u tretiranju razli¢itih
patoloskih stanja, kreatin je predstavljen kao uslovno esencijalni nutrijent u ljudskoj ishrani
(Ostoji¢ & Forbes, 2022). Kod posebnih grupa kao $to su vegetarijanci i vegani (Solis et al.,
2014), novorodencad (Edison et al., 2013), osobe tre¢eg doba (Devries & Philips, 2014), kao i
kod razlicitih patoloSkih stanja (Kreider & Stout, 2021), oralni unos kreatina moze biti od
klju¢nog znacaja za ocCuvanje Celijski rezervi kreatina. Imaju¢i u vidu navedene benefite, ovo
istrazivanje bavilo se pronalaskom alternativnog reSenja kojim bi se ostvarili dodatni pozitivni

efekti, te zaobisla prepoznata ograni¢enja suplementacije kreatinom i GAA zasebno.

Radna hipoteza ovog istraZivanja podrazumevala je znacajan uticaj kombinacije kreatina 1
GAA na motori¢ko-funkcionalne sposobnosti, biohemijske markere 1 energetiku misic¢a i mozga
kod zdravih muskaraca koji se rekreativno bave sportom. Znacajni efekti novog tretmana,
posmatrani kroz postojanje razlika, ili njihovo odsustvo, u odnosu na inicijalno stanje i
kreatinom kontrolisanu grupu, potvrdeni su za telesnu masu, koncentraciju kreatina u serumu,
vrednosti snage u testovima potisak sa ravne klupe slobodnim tegovima (BP) 1 prednji ¢ucanj
(FS), kao i na nivo kreatina u mozdanom i miSi¢nom tkivu. Prethodne studije predstavile su
kreatin kao osmotski aktivnu supstancu koja dovodi do zadrzavanja tecnosti u celiji usled
povecéanja cCelijskih rezervi Cr i PCr. Oc¢ekivano povecéanje telesne mase od 1 do 2 kg nakon
inicijalnih 7-14 dana ranije je opisano (Kreider et al., 2017) i predstavlja potencijalno ergoliticki
efekat suplementacije kreatinom. Sli¢no tome, ovo istrazivanje potvrdilo je prethodno opisane

efekte nakon tretmana kreatinom zasebno, dok razlike izmedu inicijalnog merenja i nakon unosa
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Cr+GAA nisu statisticki potvrdene. Unos kreatina doveo je do prose¢nog povecanja telesne mase
za 1,6 kg, dok je povecanje nakon Cr+GAA iznosilo svega 0,7 kg u odnosu na inicijalno
merenje. Ovakvi rezultati posebno su interesantni imajuci u vidu male razlike u dnevnoj dozi
kreatina u tretmanima (Cr 4 g vs Cr+GAA 3 g). Stoga kombinacija Cr+GAA moze predstavljati
potencijalno superioran tretman u odnosu na kreatin u uslovima gde je neophodna stroga
kontrola telesne mase, kao Sto je sluaj u sportovima gde sportista konstantno savladava

sopstvenu tezinu ili u slu¢aju sportova koji ukljucuju tezinske kategorije.

Analizom biohemijskih markera utvrdena su ocekivana znaCajna povecanja vrednosti
kreatina u serumu, medutim razlike izmedu dva tretmana nisu uocene. Porast ¢elijskih rezervi
kreatina, uzrokovan oralnim unosom kreatina i endogenom sintezom, dovodi do vece stope
njegove razgradnje na kreatinin, koji je povezan sa patoloskim stanjima bubrega. U jednom od
prethodnih istrazivanja oralni unos GAA doveo je do povecanja vrednosti kreatinina (Crn) u
serumu (Ostoji¢ et al., 2013a), pri ¢emu su koris¢ene doze bile vece u odnosu na trenutno
istrazivanje. Ova studija nije uoc€ila promene u vrednostima Crn u serumu nakon oba tretmana u
odnosu na inicijalno merenje, pri ¢emu niko do ispitanika nije ostvario vrednosti Crn van
referentnog okvira (>110 uM/L). Moze se zakljuc¢iti da kombinovana doza 3 g kreatina i 1 g
GAA ne dovodi do poveéanja serumskih vrednosti Crn. U procesu endogene sinteze kreatina kao
konacni nusprodukt metilacije nastaje homocistein koji se smatra nezavisnim rizikofaktorom kod
razli¢itth metabolickih oboljenja (Ganguly & Alam, 2015) 1 predstavlja kljuéni nedostatak
oralnog unosa GAA. Prethodna studija je pokazala da suplementacija GAA u dozama 2,49 4,8
g/dan tokom 6 nedelja dovodi do znacajnog povecanja ukupnog homocisteina (tHcy) u serumu
(Ostoji¢ et al., 2013a), pri ¢emu veli¢ina doze direktno uti¢e na vrednosti tHcy. Takode, kod
znaajnog broja ispitanika utvrdena je klinicka homocisteinemija (>15,0 puM/L). Prilikom
definisanja doza eksperimentalnog tretmana ovog istrazivanja jedan od ciljeva bio je kreiranje
odnosa Cr-GAA kojim bi se ostvarili svi benefiti na ¢elijske rezerve Cr uz istovremenu supresiju
serumskih vrednosti tHcy. Statisticki znaCajne razlike nisu primecene izmedu tretmana i
inicijalnog merenja, pri ¢emu se zakljucuje da kombinacija 3 g kreatina i 1g GAA na dan tokom
4 nedelje predstavljaju bezbedan nutritivni tretman u svrhu unapredenja celijske energetike.
Istrazivanje nije utvrdilo zna¢ajno promene u serumskim vrednostima GAA nakon oba tretmana

u odnosu na inicijalne vrednosti.
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Priblizno 70% prethodnih studija utvrdilo je ergogene efekte kreatina u nekom od tipova
fizicke aktivnosti (Buford et al., 2007), pri ¢emu se najve¢i udeo pripisuje direktnom povecanju
¢elijskih rezervi kreatina (Kreider et al., 2017). Znacajna poboljSanja ocekivana su u
aktivnostima gde celijski energetski kapacitet ima klju¢nu ulogu, pa se tako najveéi uticaj
o¢ekuje na anaerobni kapacitet, sposobnost ponavljajucih sprinteva i razli¢ite tipove ispoljavanja
snage. Rezultati ovog istrazivanja podudaraju se sa velikom meta-analizom koja je utvrdila
prosecno povecanje vrednosti snage od 8% u testovima maksimalne (apsolutne) i repetitivne
snage (Rawson i Volek, 2003). Znacajno povecanje snage nakon unosa suplementacije uoc¢eno je
u testovima 1RM BP i FS. Unos kreatina doveo je do prose¢nog povecanja od 4,7% 1 14% u BP 1
FS redom, dok je tretman Cr+GAA ostvario povecanje od 6% i 12,8% u odnosu na inicijalno
merenje. Statisticki znacajne razlike izmedu tretmana nisu potvrdene. Prethodna istrazivanja na
razli¢itim populacijama utvrdila su ofekivano veci porast u snazi gornjih ekstremiteta, medutim
obrazloZenje za ovakve efekte lezi u ocekivano vecem uticaju kreatina i GAA na snagu mi$i¢nih
grupa sa inicijalno manjim vrednostima snage. Mehanizmi ovog efekta nisu potpuno poznati,
medutim moguce je da tkiva sa inicijalno manjim vrednostima kreatina lakSe preuzimaju GAA,
verovatno pasivnom difuzijom. Suprotno tome, ispitanici u ovom istrazivanju bili su dobro
utrenirani rekreativci sa velikim trenaznim iskustvom u treningu snage gornjih ekstremiteta. U
testovima SJ i CMJ nisu primecene statisticki znacajne razlike nakon unosa oba tretmana u
odnosu na inicijalno merenje. Prethodna istrazivanja sugeriSu da je na vrednosti eksplozivne
snage moguce uticati indirektno, povecanjem trenaznog intenziteta i obima rada u duzem
vremenskom intervalu (Wax et al., 2021). Povecani energetski kapacitet omogucava
unapredenje trenaznih aktivnosti, te ovaj fenomen objasnjava jedan udeo ergogenih efekata
kreatina u uslovima kontrolisanog trenaznog procesa (Syrotuik et al., 2000), §to je u ovom
istrazivanju izostalo. Pored toga, znaCajne razlike u korist inicijalnog merenja primecene su u
testu VJ, u odnosu na oba nutritivna tretmana. Ovakvi rezultati ukazuju da ispoljavanje
eksplozivne snage u velikoj meri zavisi od drugih faktora koji nisu povezani sa celijskim
rezervama kreatina. Jedno od obrazloZenja moze ponuditi motivaciju ispitanika da ispolje
maksimalan intenzitet u laboratorijskom okruzenju, a neophodno je razmotriti i uticaj povecanja
telesne mase na rezultate merenja. Suprotno oc¢ekivanom uticaju povecanja celijskih rezervi na
sposobnost ponavljajucih skokova (Cooper et al., 2012), ovo istrazivanje nije utvrdilo znacajne

razlike u testu 60 uzastopnih maksimalnih skokova (RepJ60) nakon unosa suplementacije.
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Pozitivni efekti suplementacije na kardiorespiratornu izdrzljivost ispitanika nisu primeceni. U
skladu sa ocekivanjima, znacajne razlike u brzini tr€anja na anaerobnom pragu (Vant) i
maksimalnoj potro$nji kiseonika (VO2max) u testu progresivnog tr¢anja na pokretnoj traci do
otkaza izostale su u oba tretmana u odnosu na inicijalno merenje. Prethodna istrazivanja ukazuju
na znacajne ergogene efekte kreatina u kratkim i intenzivnim aktivnostima koji opadaju sa
trajanjem aktivnosti (Branch et al., 2003). Za razliku od visoko-intenzivnih isprekidanih
aktivnosti, efekti suplementacije kreatinom potpuno se gube u kontinuiranim aktivnostima duzim

od 150 sekundi, $to je i potvrdeno u ovom istrazivanju.

Kombinovani unos Cr i GAA ispoljio je znacajne efekte na energetiku Cetvoroglavog misica
natkolenice i mozga. Prethodna istrazivanja navode povecanu stopu endogene sinteze i
akumulacije Cr u skeletnim misi¢ima kao osnovni mehanizam kojim se objasnjavaju ergogeni
efekti suplementacije GAA (Ostoji¢ et al., 2015a). Analiza varijanse prvobitno je utvrdila
znacajne razlike izmedu merenja, koji ipak nisu statisticki potvrdeni poStovanjem strozijih
kriterijuma upotrebom Bonferoni korekcije. Ipak, kombinovani unos Cr+GAA doveo je do
dodatnog povecanja rezervi Cr u misi¢u od 13,1% u odnosu na unos Cr. Ovi rezultati potvrduju
superiornost novog tretmana u odnosu na Cr u svrhu povecanja rezervi kreatina u misi¢nom
tkivu. Potencijalni mehanizmi kojima bi se objasnio potvrdeni fenomen podrazumevaju
unapreden transport GAA kroz cCelijsku membranu u odnosu na kreatin (Dijagram 3). Osim
kreatinskog transportera, smatra se da GAA moZe koristiti transporter taurina (SLC6AO6),
transporter GABA (SLC6A12), kao i pasivnu difuziju (Tachikawa et al., 2012). Kako je
aktivnost GAMT u skeletnim miSi¢ima dovoljna za sintezu znacajnih koli€ina kreatina (Curt et
al., 2015), transport GAA kao esencijalnog supstrata GAMT reakcije moze predstavljati
superioran mehanizam u odnosu na transport molekula Cr kroz celijske membrane u ovim
tkivima. Slian trend potvrden je i u mozdanom tkivu ispitanika. Kombinovani unos Cr+GAA
prikazao je statisticki znacajno povecanje koncentracije Cr u sivoj moZdanoj masi, dok su ovakvi
rezultati izostali nakon unosa Cr. Novi tretman doveo je do prose¢nog povecanja od 4% u
odnosu na kontrolni tretman. Pored toga, slian trend potvrden je i u beloj mozdanoj masi. Iako
statistiCka znacajnost nije potrdena na malom broju ispitanika (5), tretman Cr+GAA doveo je do
dodatnog porasta Cr od 6,3% u odnosu na kreatin. Ovi rezultati u skladu su sa prethodnim
istrazivanjima koja potvrduju pozitivne efekte GAA na koncentracije Cr u mozgu (Ostoji¢ et al.,

2017). U navedenoj studiji, autori su utvrdili slicne efekte GAA na sivu 1 belu moZzdanu masu,
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pri ¢emu je prosecno povecanje iznosilo 10,7% u odnosu na inicijalne vrednosti. Slicno tome,
trenutno studija potvrdila je povecanja Cr od 13,7% 1 5,7% u odnosu na inicijalne vrednosti u
beloj i sivoj mozdanoj masi, redom. Pored toga, prethodne studije ukljucivale su znacajno vece
doze GAA pri ¢emu su ispoljeni i negativni efekti oralnog unosa ve¢ih doza GAA, dok je ovo
istrazivanje utvrdilo slicne efekte aplikovanjem novog tretmana Kkarakterisanog bezbednim
dozama GAA. Poznato je da krvno-mozdana barijera otezava transport Cr u mozdano tkivo, pri
¢emu se mozak u najvecoj meri oslanja na sopstvenu sposobnosti sinteze Cr (Braissant et al.,
2001), sto moze biti glavni razlog slabih efekata suplementacije Cr. Pored toga, mozdane celije
vr$e koekspresiju AGAT 1 GAMT pri ¢emu je neophodan transport supstrata izmedu celija.
Stoga predloZzeni mehanizmi transporta GAA kroz Celijsku membranu mogu imati poseban
znacaj u mozdanom tkivu. Ovo otkriée moZze imati poseban znacaj kod sindroma deficita
kreatina (CDS). Suprotno deficitima AGAT i GAMT, u slucajevima deficita kreatinskog
transportera (CRT) suplementacija kreatinom ne dovodi do Zeljenih efekata (Stockler-Ipsiroglu
& van Karnebeek, 2014). Stoga poboljSan transport GAA moze predstavljati superioran

mehanizam kojim se efikasno utice na energetiku mozdanog tkiva.

Dvostruko slepi, cross-over dizajn ovog istrazivanja u kojem je obezbedena kontrola
kreatinom zasebno, umesto placebo grupe, predstavlja novinu u odnosu na prethodne studije.
Potencijalni limiti ogledaju se u broju ispitanika, trajanju studije, kao i eksperimentalnoj
populaciji. Studija je izvrSena na 14 ispitanika, dok je magnetna spektroskopija ukljucivala svega
5 ispitanika, koji su fizi¢ki aktivni, zdravi mladi muskarci. Ostaje nepoznato kako nova
formulacija kreatina uti¢e na populaciju drugog uzrasta, pola i nivoa fizicke aktivnosti, kao i u
sluaju razlicitih patoloskih stanja. Naredna istrazivanja bi trebala ukljuciti populaciju Zenskog
pola, usled snaznog uticaja hormona na biosintezu kreatina iz GAA (Bera et al., 2008).
Potencijalno ve¢i efekti novog tretmana ocekivani su na populacijima koje karakteriSu niZe
¢elijske rezerve kreatina, te buduca istrazivanja treba da utvrde uticaj nove formulacije na osobe
niZzeg nivoa treniranosti, kao i osobe treceg doba. Trenutna studija utvrdila je potencijalne
benefite kombinacije Cr i GAA kod pojedinih patoloskih stanja kao Sto je deficit CRT, koje je
nophodno utvrditi narednim istrazivanjima. Takode, dalje studije su neophodne kako bi se
potvrdila bezbednost novog tretmana, uz upotrebu veceg broja klinickih testova za pracenje
enzimskih aktivnosti i toksi¢nosti, kao i nuspojava prijavljenih od strane ispitanika. Ovo

istrazivanje nije ukljucivalo kontrolu ishrane 1 trenaznih aktivnosti, $to u zna€ajnoj meri moze
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uticati na efekte suplementacije. lako je ispitanicima sugerisano da ne menjaju nutritivne i
trenazne navike, ostaje nepoznato koliko kreatina su ispitanici unosili uobi¢ajenom ishranom,
dok je unos GAA ishranom ocekivan kao minimalan (European Food Safety Authority, 2009).
Naredne studije, u trajanju duzem od 4 nedelje treba da ukljuce prac¢enje nutritivnih navika i
kontrolu dnevnog unosa Cr ¢ime bi se preciznije utvrdili efekti i bezbednost tretmana. Kako
povecanje cCelijskih rezervi Cr utiCe na unapredenje trenaznog procesa, naredne studije duzeg
trajanja treba da ukljuce kontrolu fizicke aktivnosti i utvrde dugoro¢ne efekte unapredenja
misi¢ne energetike na razlicite tipove fizicke aktivnosti u odnosu na dobro ispitane efekte
suplementacije Cr. Pored toga, druge miSi¢ne grupe mogu biti analizirane magnetnom
spektroskopijom, ¢ime bi se dobio jasniji uvid u unapredenje celijskih rezervi Cr u gornjim i
donjim ektremitetima zasebno, u svrhu boljeg razumevanja efekata tretmana u miSi¢ima sa
inicijalno nizim vrednostima Cr. Kona¢no, buduce studije treba da istraze kombinovani unos
GAA i Cr u drugacijem odnosu od 1:3, kao i da utvrde razlike u odnosu na unos GAA zasebno,

¢ime bi se utvrdio najefikasniji i najbezbedniji tretman.

Iz svega navedenog, kombinacija kreatina i GAA u odnosu 3:1 potvrdila se kao superioran
tretman za unapredenje Celijskih rezervi kreatina u miSi¢nom i mozdanom tkivu u odnosu na
kreatin, te dovela do znacajnog povecanja snage gornjih i donjih ekstremiteta, pracenih znacajno
manjim povecanjem telesne mase tokom 4-nedeljnog tretmana kod zdravih, fizi¢ki aktivnih
muskaraca. Pored toga, predloZeni tretman je potpuno umanjio rizik od hiperhomocisteinemije u
odnosu na unos GAA zasebno, te predstavlja bezbedniju nutritivnu intervenciju na istrazivanoj

populaciji.
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7. ZAKLJUCAK

Uzimajuéi u obzir sve prethodno navedeno u ovom radu vezano za kombinovani unos

kreatina i GAA, dolazi se do slede¢ih zakljucaka:

e Tretman Cr+GAA doveo je do znacajno manjeg povecanja telesne mase u odnosu
na suplementaciju kreatinom zasebno. Manja osmotska aktivnosti novog tretmana
moze biti znacajna u uslovima gde je stroga kontrola telesne mase neophodna.

e Tretman Cr+GAA doveo je do znaCajnog povecanja vrednosti Cr u serumu u
odnosu na inicijalne vrednosti, a sli¢ni rezultati potvrdeni su i nakon unosa Cr,
¢ime se potvrduje povecéana stopa energetskog metabolizma u oba tretmana.

e Tretman Cr+GAA nije doveo do znacajnog povecanja kreatinina u serumu koji je
bio primecen u ranijim istrazivanjima unosa GAA zasebno.

e Tretman Cr+GAA nije doveo do znacajnog povecanja ukupnog homocisteina u
serumu, ¢ime je uspe$no uklonjen glavni nedostatak suplementacije GAA, a novi
tretman predstavljen kao superioran u svrhu smanjenja zdravstvenih rizika
utvrdenih ranijim istrazivanjima GAA.

e Tretman Cr+GAA potvrdio je statisticki znacajne efekte na snagu gornjih i donjih
ektremiteta. Statisticki znaCajne razlike u testovima potisak sa ravne klupe
slobodnim tegovima i prednji cu€anj potvrdene su u odnosu na inicijalne
vrednosti u oba tretmana. Statisticki znafajne razlike izmedu tretmana nisu
potvrdene ovim istrazivanjem.

e Tretman Cr+GAA nije potvrdio znacajne efekte na snagu stiska Sake, sposobnost
pojedinaénih 1 repetitivnih skokova, kao 1 parametre kardiorespiratorne
1zdrzljivosti.

e Tretman Cr+GAA potvrdio je superiorne efekte na povecanje vrednosti kreatina u
sivoj moZdanoj masi u odnosu na tretman kreatinom zasebno. Novi tretman doveo
je do dodatnog prosecnog povecanja od 4% u odnosu na kontrolni tretman. Ovi
rezultati mogu biti o posebnog znacaja u uslovima narusene Celijske energetike

mozdanog tkiva.
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Tretman Cr+GAA nije statisticki potvrdio znacajne razlike u odnosu na unos Cr u
beloj mozdanoj masi. Ipak, novi tretman doveo je do dodatnog prosecnog
povecanja vrednosti kreatina u beloj mozdanoj masi od 6,3% u odnosu na
kontrolni tretman.

Tretman Cr+GAA potvrdio je statisticki znacajno povecanje vrednosti Cr u
cetvoroglavom misi¢u natkolenice u odnosu na inicijalno merenje, te doveo do
dodatnog prosecnog povecanja od 13,1% u odnosu na kontrolni tretman.
Postovanjem strozijih kriterijuma, uz upotrebu Bonferoni korekcije, znacajne
razlike nisu statisticki potvrdene. Ovi rezultati predstavljaju Cr+GAA kao
potencijalno superiorno ergogeno sredstvo u razli¢itim fizickim aktivnostima, kao

1 patoloskim stanjima.
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