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SPISAK SKRACENICA

AA - antioksidativna aktivnost

ADP- adenozin 5'-difosfat

AHH-1-humani B limfociti

ALT - alanin transaminaza

AOS - antioksidativni sistem
AS-aritmeticka sredina

AST - aspartat transaminaza

ATP- adenozin 5'-trifosfat

BKB-bikarbonati

CAT — katalaza

CK-kreatin kinaza

CuZnSOD- bakar-cink superoksid dismutaza
DNK- dezoksiribonukleinska kiselina
EcSOD- ekstracelularna superoksid dismutaza
FeSOD- gvozde superoksid dismutaza
GGT-gama glutamil transferaza
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GSH-redukovani glutation
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Hb — hemoglobin

Hct- hematokrit

Hg-generalna hipoteza

H1- pojedinacna hipoteza

HOO?"- perhidroksil radikal

HR- sr¢ana frekvencija

HRW- Hydrogen Rich Water

-voda obogacena molekularnim vodonikom
LNT. hlorid- 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)
-5-feniltetrazolium hlorid

IMAC — jonski kanal u unutrasnjoj
mitohnodrijalnoj membrani

IMM — unutrasnja mitohondrijalna membrana
IMS - intermembranski prostor

L’- radikal masne kiseline

LDH - laktat dehidrogenaza

LOO’ - peroksi radikal masnih kiselina
LOOH - lipidni peroksidi

LP - lipidna peroksidacija

MCH- mean cell hemoglobin- prose¢ni
sadrzaj hemoglobina u eritrocitu

MCHC- mean cell hemoglobin concentration

prosecna koncentracija hemoglobina u eritrocitu

MCV- mean cell volume- prose¢na zapremina
eritrocita

MDA-malondialdehid

MnSOD - mangan superoksid dismutaza
NADPH - nikotinamid-adenin-dinukleotidfosfat,
redukovani oblik

NO, - azot oksid

NO'- azot oksid radikal

'0, singlet kiseonik

O ," - superoksid anjon radikal

‘OH - hidroksil radikal

8-OH-dG - 8-hidroksi-2’- deoksiguanozin
OMM - spoljna mitohondrijalna membrana
ONOO™ - peroksinitritni anjon
PBS - phosphate buffer solution fosfatni pufer
PHGPx- fosfolipidna hidroperoksidna glutation
peroksidaza

PUFA - polyunsaturated fatty acids-polinezasi¢ene
masne kiseline

RNS- reactive nitrogen species- reaktivne azotne
vrste

RO’ - alkoksil radikal

ROOH - organski hidroperoksid

ROO’- peroksi radikal

ROS - reactive oxygen species- reaktivne
kiseoni¢ne vrste

RS- reactive species- reaktivne vrste
SD-standardna devijacija

SJFT- Specificni dzudo fitnes test

SOD - superoksid dismutaza

SR - slobodni radikali

SW- Shapiro-Wilk test

TBA - tiobarbiturna kiselina

TBARS- Tiobarbituric Acid-Reactive Substances-
- tiobarbiturne reagujuce supstance

THD- NADH - transhidrogenaza

TOC - tokoferol

TPx — tioredoksin peroksidaza

TR — tioredoksin reduktaza

TRxred — redukovani tioredoksin

TRxox — oksidovani tioredoksin

U-jedinica enzimske aktivnosti

VDAC — anjonski kanal zavisan od napona
A¥m - membranski potencijal
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SAZETAK

Ispitivanja primene vodonika u klinickim uslovima su prilicno nova, medutim efikasnost
molekularnog vodonika u dosadasnjim klinickim ispitivanjima je evidentna. Cilj ovog
istrazivanja bio je da se ispita uticaj suplementacije sa vodom oboga¢enom molekularnim
vodonikom (HRW) na bazalne vrednosti parametara oksidativnog stresa kod vrhunskih
dzudista. Eksperimentalni tretman odvijao se u dve faze. U prvoj fazi ispitanici
eksperimentalne grupe (N=6) su bili suplementirani sa HRW (4g) u trajanju od 28 dana,
dok je kontrolna grupa (N=6) koristila placebo. Nakon suplementacije ispitanici su imali
,»Washout* period u trajanju od 28 dana, a zatim je ponovljen identican protokol na
ispitanicima u trajanju od 28 dana. U drugoj fazi eksperimentalnog tretmana ispitivani su
akutni efekti suplementacije molekularnim vodonikom na acido baznu ravnotezu
vrhunskih dZzudiskinja. U ovoj fazi studije ispitanice eksperimentalne grupe (N=4) su
suplementirane sa HRW (4g) , dok je kontrolna grupa (N=4) koristila placebo. Nakon
suplementacije ispitanice su imale ,,Washout* period u trajanju od 4 dana, a zatim je
ponovljen identican protokol na ispitanicama pri ¢emu su ispitanice eksperimentalne
grupe (N=4) koristile placebo, dok je kontrolna grupa (N=4) suplementirana sa HRW.
Rezultati ispitivanja aktivnosti antioksidativnih enzima kod Placebo i HRW grupe
ukazuju na pojavu statisticki znacajnih razlika u antioksidativnom statusu kod vrhunskih
dzudista. Odgovor organizma usled unosa HRW ogleda se u povecanju aktivnosti enzima
SOD i sadrzaja GSH usled sprovodenja programirane fizicke aktivnosti. Takode, trend
opadanja sadrzaja MDA u HRW grupi je bio detektabilan. Primena HRW nije izazvala
statisticki znaCajne promene u biohemijsko hematoloskim parametrima. Akutni efekti
suplementacije sa HRW uticali su statisticki znac¢ajno na redukciju akumulacije laktata
kao i na povecanje pH krvi nakon primene specificnog dzudo fitnes testa (SJFT) kod
vrhunskih dzudistkinja. Ipak, primena suplementa nije znacajno uticala na poboljSanje
performansi dzudistkinja. Dobijeni rezultati ukazuju na ergogenu antioksidantnu moc¢
molekularnog vodonika, pri ¢emu su dalja istrazivanja neophodna kako bi se podesili

uslovi u kojima bi molekularni vodonik ispoljio svoje maksimalno delovanje i u sportu.



ABSTRACT

Research of hydrogen application are quite new in clinical conditions, however the
efficiency of molecular hydrogen in previous clinical studies is evident. The aim of this
study was to investigate the effect of supplementation with hydrogen rich water (HRW)
on baseline oxidative stress parameters in elite male judokas. Experimental treatment was
carried out in two phases. In the first phase, experimental group (N=6) were
supplemented daily with HRW (4g) for 28 days, while the control group (N=6) was used
placebo. After supplementation intake all subjects had "washout" period for 28 days, after
which the same protocol was repeated for a period of 28 days. In the second stage of
experimental treatment, acute effects of supplementation with molecular hydrogen on
acid base balance of elite female judokas were examined. In this phase of the study,
subjects from experimental group (N=4) were supplemented daily with HRW (4g), while
the control group (N=4) used placebo. After supplementation all subjects had a
"washout" period for a 4 days, after which the same protocol was repeated wherein the
members of the experimental group (N=4) used placebo, while the control group (N=4)
was supplemented daily with HRW. The results of analyzed antioxidant enzymes activity
in placebo and HRW group indicated on the occurrence of statistically significant
differences in antioxidant status of elite judo athletes. Obtained results indicate that
response of the body due to intake HRW is reflected in increasing levels of SOD and
GSH due to the implementation of programmed physical activity. Also, trend of MDA
decreasing in HRW group was detectable. In addition, application of HRW did not cause
negative changes in the biochemical and hematological parameters. Acute effects of
supplementation were affected to a statistically significant reduction in lactate
accumulation and pH increase after applied special judo fitness test (SJFT) on the top
judoka. However, use of supplements had no significant effect on improving performance
in elite judokas. Obtained results confirm ergogenic antioxidant power of molecular
hydrogen, wherein further studies are necessary in order to adjust the conditions in which

molecular hydrogen will exerted its maximum in sport.

VI
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1. UVOD

Podrugje ispitivanja oksidativnog stresa u sportu se znacajno proSirilo. Povecano interesovanje
za ovu temu posledica je spoznavanja uloge reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) u etiopatogenezi
brojnih hroni¢nih bolesti, kao i zbog konstantnog promovisanja vezbanja i fizicke aktivnosti u
cilju unapredenja zdravlja, ostvarenja vrhunskih rezultata ali i zbog razvoja i dostupnosti sve
veceg broja razli¢itih antioksidanasa. Ekspanzija ,,zdravog®™ nacina zivota kao i1 podizanje svesti
ljudi o pozitivnim efektima bavljenja sportom, u svetu je dovela do naglog razvoja posebne
grupe proizvoda — suplemenata. Medutim, suplementi se Cesto upotrebljavaju bez dovoljno
znanja o njihovim potencijalno korisnim, odnosno Stetnim efektima. Zbog pozitivnog dejstva
suplemenata njihova upotreba je u stalnom porastu, a pogotovo u sportu. Rezultati istrazivanja
pokazuju da se vecina sportista informiSe o suplementaciji putem medija ili saveta prijatelja
(Molinero i Marquez, 2009), pri ¢emu su izvori informacija ¢esto nepouzdani (Zadik i saradnici,
2009). U zelji da poboljsaju svoje performanse sportisti Cesto koriste nedovoljno ispitane
preparate dovodeéi na taj nadin u pitanje svoje zdravlje (Tian i saradnici, 2009). Cinjenica je da
velik broj sportista uzima suplemente bez jasnih indikacija i uticaja na sportsku sposobnost, pri
¢emu se ucestalost primene znatno povecava u zavisnosti od ranga sportiste. Suplement (dodatak
ishrani) je svaka aktivna materija koja se uzima na usta sa svrhom obogacivanja ishrane,
prevencije bolesti, pojacanja snage i povecanja miSi¢ne mase uz preduslov da nije lek. Svaki
covek je individualan i pored istih fizickih napora, mase, pola, zdravstvenog stanja potrebno je
identifikovati pravu potrebu pojedinca. Intenzivna fizicka aktivnost predstavlja metabolicki,
fizicki 1 psihicki stres za organizam 1 izaziva velike promene u organizmu.

S obzirom da sportisti imaju vecu energetsku potroSnju tokom intenzivih treninga, zbog
jake oksigenacije Celija i tkiva, oslobada se velika koli¢ina slobodnih radikala (oko 5 - 10%
ukupno utrosenog kiseonika pretvara se u slobodne radikale (Halliwell, 1987)), te endogeni i
egzogeni antioksidansi, kao i njihove kombinacije treba da anuliraju njihovo Stetno delovanje.
Stoga, suplementacija antioksidansima moze pruziti znaCajnu potporu endogenim
antioksidansima u cilju transformacije slobodnih radikala i smanjenja ili sprecavanja

oksidativnog stresa.
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Brojna istrazivanja su sprovedena sa ciljem da se odredi efekat antioksidanasa na
smanjenje 1 eliminaciju oksidativnih o$teéenja kao posledice intenzivne fizicke aktivnosti
(Zembron-Lacny i saradnici, 2009; Pelletier i saradnici, 2013).

Rezultati istrazivanja su razliciti: pojedine studije ukazuju na smanjenje nivoa parametara
oksidativnog stresa (Mastaloudis i saradnici, 2004; McAnulty i saradnici, 2005; Tauler i
saradnici, 2006), dok druge studije nisu pokazale povoljne efekte pri unosu antioksidanasa
(Aguild 1 saradnici, 2005; Cholewa i saradnici, 2008).

Zbog velikog pritiska povecanih zahteva koji se oCekuju od sportista, njihova tkiva i
organi vise se trose i oStecuju pa im je potrebna i redovna "reparacija". Za adekvatan oporavak
neophodan je odmor, a svaki trener nastoji da vreme oporavka svede na minimum. Iz navedenog
razloga, posebno kada se govori o profesionalnom sportu sportistima bi suplement koji ima
visestruke koristi, kao §to je molekularni vodonik, doprineo u pobolj$anju sportskih performansi.
Redovna i umerena fizicka aktivnost ima brojne povoljne fizioloske efekte koji unapreduju
fizicko stanje organizma i doprinose smanjenju rizika od razvoja brojnih hroni¢nih bolesti.
Medutim, rizik od razvoja bolesti se povecava sa daljim povecanjem inteniziteta i trajanja
vezbanja. Smatra se da je upravo oksidativni stres veza izmedu intenzivne fiziCke aktivnosti i
bolesti. Literaturni podaci o uticaju vezbanja na redoks homeostazu kod ljudi su kontroverzni,
zbog razlicite vrste i uslova treninga, i zato ih je veoma tesko porediti.

Brojne klinic¢ke studije pokazale su da unos vode bogate vodonikom pozitivno deluje na
ukupno zdravstveno stanje organizma i uCestvuje u prevenciji vec¢ine metabolickih poremecaja
(Jucker 1 saradnici, 2011; Yu i saradnici, 2011). Medutim, mali broj studija je usmeren na
prouCavanje parametara oksidativnog stresa i aktivnost enzima antioksidativne odbrane kod
fizicki aktivne populacije koja je suplementirana vodom oboga¢enom vodonikom. Dosadasnja
istrazivanja nisu ukazala na znacajne negativne posledice unosa vode bogate vodonikom po
zdravlje (Sakai i1 saradnici, 2014; Ohta, 2015). Vrhunski sportisti izloZzeni su pojacanom fizickom
1 psihickom naporu pa je ovaj rad usmeren prema ispitivanju uticaja suplementacije vrhunskih
dzudista i dzudistkinja sa vodom obogac¢enom molekularnim vodonikom na bazalne vrednosti
parametara oksidativnog stresa. Takode, dalja istraZzivanja su neophodna kako bi se podesili

uslovi u kojima bi molekularni vodonik ispoljio svoje maksimalno delovanje u sportu.
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2.  OPSTIDEO
2.1. Molekularni vodonik i njegova primena
2.1.1 Primena molekularnog vodonika u medicini

Prvo saznanje o vodoniku pripisuje se Paracelzusu (16. vek), koji je utvrdio da se
delovanjem sulfatne kiseline na gvozde izdvaja vodonik. Ipak, za pronalazaca vodonika —
graditelja vode, smatra se Henri Kevendi§ koji je 1766. godine vodonik nazvao zapaljivim
vazduhom, jer je dokazao da sagorevanjem vodonika nastaje voda.

Vodonik je prvi u nizu elemenata periodnog sistema. Najlaksi je 1 najzastupljeniji
hemijski element. U zemljinoj atmosferi se javlja u malim koli¢inama (1ppm po zapremini). U
standardnim uslovima javlja se u obliku dvoatomnog molekula. To je gas bez boje, mirisa i
ukusa. Vodonik je lako zapaljiv. NajviSe vodonika nalazi se u vodi i organskim jedinjenjima, dok
je u slobodnoj formi veoma redak na zemlji (Liu i saradnici, 2011). Njegova uloga u bioloskim
reakcijama u Zivim organizmima nije dovoljno istrazena. U prirodi, vodonik uglavnom
produkuju anaerobni mikroorganizmi (Levitt , 1969). Kod ljudi neke crevne bakterije produkuju
vodonik (fermentacijom), koji se eliminiSe ekspiracijom (Hammer, 1993). Novija istrazivanja su
pokazala da molekularni vodonik ima razliCite fizioloSke uloge kod ljudi (Ohta, 2011). Prva
primena vodonika u eksperimentalnoj medicini datira od pre 40 godina.

Dole i saradnici (1975) su izlozili albino miSeve bez dlaka sa karcinonom skvamoznih
¢elija hiperbaricnoj smesi od 2,5% kiseonika 1 97.5% vodonika. Rezultati istraZivanja su
pokazali da je dosSlo do znacajne regresije tumora, $to je ukazalo na mogucnost dalje primene
vodonika u terapiji razli¢itih bolesti. Abraini i saradnici (1994) su dosli do zakljuc¢ka da primena
vodonika ublazava neke od simptoma visokog pritiska i nervnog sindroma kod ronioca. Od tada,
delovanje vodonika je intenzivno proucavano u mnoStvu eksperimentalnih modela bolesti i
bolesti kod ljudi (Ohno i saradnici, 2012).

Do sada, korisni efekti vodonika potvrdeni su u preko 70 eksperimentalnih modela
bolesti i 13 klini¢kih studija, posebno kod oboljenja koja su pracena izraZzenim oksidativnim
stresom, kao $to su Se€erna bolest (Kajiyama i saradnici, 2008), metabolicki sindrom (Nakao i
saradnici, 2010), infarkt mozga (Ono 1 saradnici, 2011), karcinom jetre (Kang i saradnici, 2011),

hroni¢ni upalni procesi kod hemodijaliziranih pacijenata (Nakayama 1 saradnici, 2010),
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inflamatorne i mitohondrijalne miopatije (Ito i saradnici, 2011), Parkinsonova bolest (Yoritaka i
saradnici, 2013), i reumatoidni artritis (Ishibashi i saradnici, 2012).

Ispitivanja primene vodonika u klinickim uslovima su prilicno nova, medutim efikasnost
molekularnog vodonika u dosada$njim klinickim ispitivanjima je evidentna. Brojne klinicke
studije utvrdile su povoljne efekte vodonika na razli¢ite biohemijske indikatore oksidativnog
stresa u serumu i urinu. Vecéina studija koje su procenjivale efekte kratkoro¢nog unosa
molekularnog vodonika (8 nedelja i manje) imala su relativno mali uzorak. Medutim, koli¢ina
konzumiranog H, kod klini¢kih pacijenata nije bila standardizovana. U tom smislu neophodna su
dalja istrazivanja kako bi se na adekvatan nacin primena molekularnog vodonika mogla ukljuciti
u terapije u cilju prevencije i leCenja mnogih oboljenja. Kako bi se pruzili dokazi o bezbednosti
upotrebe H; na ljudima, u nekoliko studija su ispitivane moguce nuspojave unosa vodonizirajuce
vode na biohemijske parametre, kao i subjektivni osecaj ispitanika tokom njenog unosa. U veéini
studija nisu primecene nikakve nuspojave kod ljudi koji su tretirani vodonizirajuéom vodom
(Ostojic i1 saradnici, 2011; Yoritaka i1 saradnici, 2013). Medutim, Nakao i saradnici (2010)
utvrdili su smanjenje aktivnosti aspartat aminotransferaze, alanin aminotransferaze, sadrzaja
kreatinina, kao i1 povecanu aktivnost gama-glutamil transferaze i povecanje ukupnog bilirubina
kod ispitanika sa potencijalnim metabolickim sindromom, koji su unosili do 2 I/dan
vodoniziraju¢e vode. U navedenoj studiji jedan od pet ispitanika je imao dijareju, goruSicu i
glavobolje. U drugoj studiji koja se odnosila na unos vodoniziraju¢e vode u trajanju od 12
nedelja kod pacijenata sa mitohondrijalnim i miopatskim inflamacijama, zabelezena je kod
jednog ispitanika povremena nesvestica (Ito i saradnici, 2011). Molekularni vodonik ima brojne
prednosti kao nov terapeutski agens, ali ipak neophodna su dalja istrazivanja, pre nego §to se H»

prihvati u klinickoj medicini (Ostoji¢, 2015).

2.1.2 Primena vodonika kod fiziCki aktivne populacije

Dosadasnja istrazivanja nisu ukazala na znacajne negativne posledice unosa vode bogate
vodonikom po zdravlje, i s obzirom da su vrhunski sportisti izloZeni pojacanom fizickom i
psihickom naporu veoma je vazno da se buduca istrazivanja usmere prema uticaju

suplementacije vodom oboga¢enom vodonikom na sportiste i fizicki aktivnu populaciju.
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lako je retka pojava u opStoj populaciji, vezbom izazvana metabolicka acidoza
predstavlja uobicajeno stanje kod fizicki aktivnih pojedinaca. Inicijalni cilj fizicki aktivne
individue sa acidemijom je sistematsko povecanje pH vrednosti. Voda oboga¢ena molekularnim
vodonikom ima visi pH 1 povoljno deluje na acidozu izazvanu intenzivnom fizickom aktivnoscu.
Nekoliko studija bavilo se prouc¢avanjem efekata vodoniziraju¢e vode na acidozu kod sportista.
Tako je kod 19 mladih muskaraca koji su tokom 7 dana oralno unosili 2 1 vode obogacene
molekularnim vodonikom (HRW) istrazivan uticaj vodonika na pH vrednosti kao i1 stepen
acidoze indukovane maksimalnim vezbanjem (Ostoji¢, 2012). Voda obogacena molekularnim
vodonikom je sadrzala priblizno 1.1 mM/I vodonika rastvorenog u vodi, a pH je iznosio 9,3.
Utvrdeno je da je unos HRW indukovao porast pH vrednost u krvi nakon fizicke aktivnosti bez
nezeljenih efekata. Takode, rezultati randomiziranog, dvostruko slepog kontrolisanog
istrazivanja sprovedenog na 52 fizicki aktivna muskarca ukazali su na povecane vrednosti pH
nakon eksperimentalnog tretmana. Ispitanici su unosili 2 1 HRW tokom 14 dana, pri ¢emu su
merene vrednosti pH u krvi, parcijalni pritisak ugljen-dioksida (pCO;), kao i koncentracija
bikarbonata na pocetku, nakon vezbanja i na kraju eksperimentalnog perioda. Unos HRW je
znacajno povecao vrednosti pH u krvi za 0,07 nakon 14-dnevnog perioda unosa, kao i vrednosti
bikarbonata u poredenju sa vrednostima pre pocetka unosa (Ostoji¢ i Stojanovi¢, 2014). Dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa prethodnim studijama sprovedenim na Zivotinjama koje sugeriSu da
vodoniziraju¢a voda moze obezbediti odredene benefite kao neutralizirajuci agens (Abol-Enein 1
saradnici, 2009). Takode, istrazivanja su pokazala da primena molekularnog vodonika u terapiji
sportskih povreda daje povoljne rezultate (Ostoji¢ i saradnici 2014).

Aoki i saradnici (2012) su pilot studijom obuhvatili 10 fudbalera koji su suplementirani
sa vodom bogatom vodonikom (hydrogen rich water — HRW) u intervalu od nedelju dana i
obi¢nom vodom (placebo) u istom intervalu. Utvrdeno je da je u periodu kada su koristili HRW
doslo do smanjenja pojave misSi¢nog zamora kao i bolje eliminacije laktata. Na osnovu dobijenih
rezultata istrazivaci su sugerisali da HRW moze predstavljati adekvatan nacin hidratacije
sportista, §to su utvrdili i Maughan i Shirreffs (2010) svojim istrazivanjem.

Iako unos H; kod sportista pokazuje pozitivne rezultate u smislu potencijalne aplikacije
vode obogacene molekularnim vodonikom, kao alkalnog agensa, kod fizic¢ki aktivne populacije,
neophodan je dodatan oprez. Predostroznost je neophodna s obzirom da efekti dugotrajnog unosa

H, jos uvek nisu dovoljno istrazeni i poznati (Ostoji¢, 2015).
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1.1.3. Uticaj vodonika na reaktivne kiseonicne vrste

Jedna od najvaznijih karakteristika vodonika je njegova sposobnost da difunduje kroz

¢elijske membrane i membrane organela i tako ulazi u citosol, mitohondrije i jedro.
Rezultati istrazivanja pokazuju da vodonik ima sposobnost smanjenja reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta (ROS) (Ito i saradnici, 2011). Iako veoma snazno implicira smanjenje oskidativnog stresa,
rezultati ukazuju da takode ucestvuje u signalnim mehanizmima koji indukuju citoprotektivne
faktore (Sun i saradnici, 2009). U procesu starenja, smanjuju se zalihe vodonika koji nas §titi od
slobodnih radikala zahvaljuju¢i svojim antioksidantnim osobinama. Utvrdeno je da vodonik
poseduje antioksidantna svojstva koja ispoljava smanjujuci selektivno citotoksicne ROS u
tkivima (Ohsawa i saradnici, 2007). Kao antioksidans molekularni vodonik pokazuje i svoje anti-
inflamatorne 1 anti-alergijske efekte (Gharib i saradnici, 2001). Qian i saradnici (2010) su dosli
do zakljucka u svojoj studiji da vodonik selektivno smanjuje hidroksil i1 peroksinitrit radikale in
vivo. S obzirom da veéina jonizuju¢ih zraenja indukuje oSteCenja celija, uzrokovanih
hidroksilnim radikalima, sprovedena su istrazivanja u cilju testiranja pretpostavke da vodonik
moze biti efektivni radioprotektivni agens (Qian i saradnici, 2013). Rezultati pokazuju da
tretiranje Celija vodonikom pre zracenja, moze znacajno smanjiti efekat jonizujuceg zraCenja,
pospesiti Celijsku apoptozu humanim B limfocitima AHH-1 1 povecati vitalnost ¢elija in vitro.
Takode, tretiranje celija vodonikom smanjuje lipidnu peroksidaciju i povecava endogenu
antioksidantnu zasStitu in vitro. Na osnovu dobijenih rezultata sugerisano je da je vodonik
potencijalno efektivan i siguran radioprotektivni agens.

Ren 1 saradnici (2012) ukazuju na uces¢e H, u regulaciji ekspresije gena i fosforilacije
nekoliko signalnih proteina, koji se dovode u vezu sa oksidativnim stresom. lako su podaci o
primeni HRW na zdravlje ljudi limitirani, rezultati istrazivanja ukazuju na pozitivne efekte
primene HRW u prevenciji bolesti koje se dovode u vezu sa oksidativnim stresom (Kajiyama i
saradnici, 2008; Kang i saradnici, 2011; Nakao i saradnici, 2010; Fujita i saradnici, 2009; Hong i
saradnici, 2010). Opravdanost upotrebe H, u sportu uglavnom proizilazi i iz njegovih
antioksidantnih svojstava. Zbog Cinjenice da intenzivna vezba rezultuje u proizvodnji ROS-a i
slobodnih radikala - a posredno i ostecenju tkiva (Powers i saradnici, 2008), upotreba snaznog
redukujuceg agensa, kao §to je H,, moze umanjiti oksidativni stres i poremecaje vezane za ROS

(npr. umor, mikropovrede, upalni procesi, pretreniranost).
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1.1.4. Nacdini unoSenja molekularnog vodonika u organizam

U proteklih 20 godina, nekoliko metoda je koriSteno za unoSenje molekularnog vodonika
kod ljudi, razliCitim putevima sa jasno prezentovanim prednostima i manama aplikacije.
Molekularni vodonik moZze biti unet povrSinski, potkozno (injekcija) i1 oralno, a tri
najrasprostranjenija nac¢ina unosa vodonika su: 1) udisanje vodonika u gasovitom stanju, 2)
ubrizgavanje rastvora obogacenog vodonikom, 3) unos vode obogacene vodonikom. Dobro
poznati nacin unoSenja vodonika je inhalacija gasnog H, putem hiperbaricne komore,
ventilatorna kola, maske za lice ili nazalne cevi (Huang i saradnici, 2010). Iako je H, veoma
zapaljiv, kada je prisutan u koncentraciji ispod 4% (V/V), ne postoji rizik od eksplozije.
Vodonik koji se udiSe u gasovitom stanju ima brzo dejstvo i moze biti pogodan za odbranu od
akutnog oksidativnog stresa (Fukuda i saradnici, 2007). Udisanje vodonika u gasovitom stanju ne
utiCe na krvni pritisak, za razliku od ubrizgavanja rastvora obogac¢enim vodonikom gde je
zabelezen jedan slucaj sa negativnim posledicama (Salahudeen, 2004). Medutim, inhalacija
vodonikom u gasovitom stanju je ¢esto ne prakti¢na za svakodnevnu upotrebu. Ostali povrSinski
putevi administracije H, (npr. vodoni¢ne kapi za oc¢i) su upotrebljene samo kod Zivotinja
(Oharazawa 1 saradnici, 2010), bez objavljenih studija o wupotrebi kod Iljudi. Problem
administracije predstavlja tendencija H, da vremenom ,,pobegne* iz medijuma tretmana (kao Sto
je kupka), Sto dodatno otezava kontrolu primljene koncentracije H,. Administracija
molekularnog vodonika preko injekcionog medija omogudéuje precizniju kontrolu unete
koncentracije H,.

Nakayama 1 saradnici (2010) aplikovali su rastvor sa molekularnim vodonikom kod
pacijenata na dijalizi (koncentracija H, ~ 0.24 mM/L). Rastvor je dobijen meSanjem
koncentrovanog dijalizata (tecnost koja prolazi kroz membranu celije prilikom dijalize) i
povratne osmozne vode koja sadrzi rastvoreni H,, generisan elektrolizom vode. Dobijeni
rezultati ukazuju da takav bioaktivni hemodijalizni sistem moze biti inovativna terapijska opcija
za parenteralnu aplikaciju molekularnog H, u kontroli uremije. Sa druge strane, intravenozna
administracija vodonika nije primenljiva u sportskoj medicini, posto je intravenozna infuzija, ili
bilo koja intravenozna injekcija zabranjena od strane Svetske anti-doping agencije, i moZze se

smatrati kao doping (World Anti-Doping Agency, 2013).
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Nasuprot tome, voda obogac¢ena vodonikom (HRW), mnogo je prakti¢nija za upotrebu,
lako je prenosiva i predstavlja najsigurniji nacin unosa i isporuke vodonika (Nagata i saradnici,
2009). Prva dokumentovana upotreba vodoniziraju¢e vode u studijama na ljudima datira iz 2008,
kada su Kajiyama i saradnici davali HRW pacijentima sa dijabetesom tipa 2 ili pacijentima sa
oSte¢enom tolerancijom na glukozu. Rezultati istrazivanja (Nakashima-Kamimura i saradnici,
2009) pokazali su da unos vode obogacene molekularnim vodonikom ima identi¢ne efekte kao 1
udisanje vodonika u gasovitom stanju. Takode, Kitamura i saradnici (2010), utvrdili su da unos
vode obogacene vodonikom i udisanje vodonika u gasovitom stanju poboljSava kvalitet Zivota
kod bolesnika podvrgnutih hemo terapiji.

Nekoliko komercijalnih kompanija distribuira sportski napitak koji sadrzi vodonik (Ohta i
saradnici, 2011). Vecina ovih proizvoda je standardizovana, sa koncentracijom vodonika od 0,55
do 0,65 mM/I1, dok se u istrazivanjima koristi doza od priblizno 1,0 nM/l. Jos§ jedna inovacija u
strategiji oralnog unosa vodonika je nedavno patentirana stabilna tableta H, (Miljkovic, 2010).
Iako njena efikasnost nije dokazana smatra se da ova lako prenosiva forma (tableta) isporuke
vodonika u organizam ima perspektivu u biomedicini.

HRW se moze dobiti na nekoliko nacina: 1) Rastvaranjem gasovitog vodonika u vodi pod
visokim pritiskom 2) rastvaranjem vodonika dobijenog elektrolizom u vodi i 3) reakcijom

izmedu magnezijuma i vode.

Stavljanjem metalne Sipke magnezijuma u pijac¢u vodu dolazi do slede¢e hemijske reakcije:

Mg + 2H,0 — Mg (OH), + H..

Postize se koncentracija vodonika od 0,55-0,65 mM
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2.2 Slobodni radikali

Slobodni radikali (SR) su termodinamicki nestabilni atomi, molekuli ili fragmenti
molekula koji u svom sastavu poseduju jedan ili viSe nesparenih elektrona (Halliwell i
Gutteridge, 1985). U hemijskoj terminologiji, slobodni radikali obelezavaju se velikim latini¢nim
slovom R sa tackom (R") koja simbolizuje nespareni elektron. Nespareni elektron je uzrok visoke
1 neselektivne reaktivnosti SR. Slobodni radikali nastaju homolitickim raskidanjem kovalentne
veze. U organizmima su prisutni u veoma niskim koncentracijama (10°-10” mol/dm*), medutim
kada je stanje organizma takvo da postoji povecana produkcija slobodnih radikala uz smanjenu
sposobnost njihovog uklanjanja i neutralizacije, govori se o stanju oksidativnog stresa.

Nastanak slobodnih radikala odvija se u sledece tri faze: faza inicijacije, faza propagacije
i faza terminacije. U fazi incijacije neradikali primaju ili gube jedan elektron, ¢ime im se
znacajno menjaju njihove fizicke 1 hemijske osobine. U fazi propagacije novonastali slobodni
radikal aktivira okolne hemijske vrste (ciljni molekul), oduzimaju¢i im jedan elektron, pri cemu
se sam stabiliSe, a ciljni molekul se prevodi u formu slobodnog radikala. S obzirom na njihovu
veliku reaktivnost, nastali slobodni radikali deluju dalje 1 za kratko vreme viSestruko se umnozi
broj slobodnih radikala. Na taj nacin, dobija se niz sukcesivnih, lancanih reakcija koje se same
propagiraju, ¢ime je omogucéena brza i intenzivna propagacija ovih hemijskih oblika. Faza
terminacije je period zaustavljanja - neutralizacije slobodnih radikala i njihove propagacije. Ove
reakcije se desavaju delovanjem: neenzimskih oksidanasa, enzimskih oksidanasa ili sudarom dva

slobodna radikala.

Inicijacija: RH + 0O, —> R-+-HOO

Propagacija: R + 0, - ROO
ROO" + RH — ROOH + R-
ROOH — RO + OH'
2ROOH —- ROO + RO + H;0
OH +RH - R +H,0
RO +RH >R +RO

Terminacija: R +R ->R-R
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R +ROO — ROOR
ROO + ROO — ROOR + O,

Nastanak slobodnih radikala koji favorizuje oksidaciju i vodi ka oSte¢enju ¢elija pod
uticajem je egzogenih i endogenih faktora, koji podsti¢u nastanak reaktivnih kiseoni¢nih vrsta

(Bocci i saradnici, 1998; Pordevic i saradnici, 2000).
Endogeni izvori nastanka slobodnih radikala:
e Intenzivna fizicka aktivnost
¢ Fizioloski i emocionalni stres
e Fagociti (imuni odgovor)
e Proces starenja
Egzogeni izvori nastanka slobodnih radikala
e Razli¢ite vrste zracenja (jonizujuce, UV, vidljivo ili infracrveno)
e Zagadivaci vazduha (ozon, oksidi azota)
e Kuvana hrana
e Lekovi
e Dim cigarete, unoSenje alkohola u organizam

e Traume, povrede

10
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Bolesti prouzrokovane
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Slika 1. Neki bioloski relevantni egzogeni i endogeni izvori nastanka slobodnih radikala

oboljenja

U normalnim fizioloskim uslovima neprestano nastaju slobodni radikali. U procesu
oksidativne fosforilacije stvara se energija neophodna za zivot. Tokom ovih biohemijskih
procesa dolazi do stvaranja slobodnih radikala koji su vazni za: antimikrobnu aktivnost
fagocitnih ¢elija, procese prenosenja signala i regulaciju celijskog ciklusa, delovanje nekih
enzima. Pored toga, SR su i mutageni, ubrzavaju starenje i stimuliSu rast ¢elija (Finkel, 2003).
Medutim, u uslovima nekontrolisanog stvaranja slobodnih radikala, njihova koli¢ina moze

prevazici antioksidativni kapacitet ¢elije i tada nastaje oksidativni stres (Macip i saradnici, 2006).

2.2.1 Reaktivne kiseonicne vrste (ROS)

Istrazivanja 1 proucavanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS: Reactive oxygen species)
kao finalnih uzroc¢nika i medijatora ¢elijskih funkcija i patofizioloskih dogadaja zapoceta su pre
nekoliko decenija (Halliwell i Gutteridge, 1985). Poznato je da ROS imaju dvostruku ulogu u
bioloSkim sistemima, tj. da u isto vreme mogu biti Stetni i korisni za ljudski organizam (Valko i
saradnici, 2006). Reaktivne kiseoni¢ne vrste i reaktivne azotne vrste (engl. Reactive nitrogen
species-RNS) nastaju tokom normalnih fizioloskih procesa u celiji 1 ucestvuju u odbrani

organizma od infektivnih agenasa, a kao signalni molekuli i regulatori Celijskih funkcija u

11
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procesima prezivljavanja, proliferacije 1 celijske smrti, kao i u regulaciji metabolizma 1
intercelularnoj komunikaciji (Valko i saradnici, 2007).
Reaktivne vrste kiseonika dele se u dve grupe: slobodni radikali kiseonika i neradikalski

oblici kiseonika (Halliwell 1 Guteridge, 1999) (Tabela 1).

Tabela 1. Najvaznije reaktivne kiseoni¢ne vrste

SLOBODNI RADIKALI NE-RADIKALSKE VRSTE

Superoksid anjon radikal o, Singlet kiseonik '0,
Perhidroksil radikal HOO*® Vodonik peroksid H,0,
Hidroksil radikal HO* Organski hidroperoksid ROOH
Alkoksi radikal RO* Peroksinitritni anjon ONOO
Peroksi radikal ROO*

Azot oksid radikal NO*

Singletni kiseonik nastaje dovodenjem energije kiseoniku pri ¢emu dolazi do promene
spina jednog od elektrona u mp,-orbitalama $to znaajno uvecava njegovu reaktivnost. Ima
visok sadrzaj energije, veoma lako moze da zapocne slobodno - radikalske reakcije u organizmu

1 zato je toksican.

Singlet kiseonik moze nastati u razli¢itim reakcijama:

1. Interakcijom dva superoksid anjon radikala kiseonika:

0, T+ O, T+ 2H+—) H,O, + 102

2. U Haber-Vajsovoj reakciji (Haber-Weiss):
0," +H,0,—~'0, + OH + 'OH

U fotosenzitivnim reakcijama - Singlet kiseonik i druge ROS mogu nastati u kozi

izloZzenoj zracenju. Njihovo stvaranje je povecano u prisustvu fotosenzitivnih supstanci.
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Superoksid anjon radikal nastaje jednoelektronskom redukcijom kiseonika. Najveci
izvor ovog radikala u in vivo uslovima su elektron transportni sistem mitohondrija, mikrozoma, a
neki enzimi ga 1 produkuju (ksantin oksidaza, mijeloperoksidaza, itd) (Babior i saradnici, 2002;
Fleury i saradnici, 2002). Pored toga moze nastati redukcijom kiseonika jonima prelaznih metala
(najéesée joni Fe, Cu) itd. Celije imunog sistema imaju posebnu ulogu u stvaranju superoksid
anjon radikala, poSto sadrze enzimski kompleks vezan za membranu, NADPH oksidazu, koja
redukuje kiseonik i stvara velike koli¢ine ovog radikala koji je neophodan za efikasno ubijanje
bakterija. Superoksid anjon radikal moZe da se transformise u druge ROS: singlet kiseonik ('0O»),

H,0,, hidroksil radikal (OH®), hipohlorit radikal (OCI’) itd.

Ovaj radikal indukuje lipidnu peroksidaciju i tako oStec¢uje celijske membrane. U
fizioloskim uslovima ne izaziva toksi¢ne efekte jer ga enzim superoksid-dismutaza (SOD)
transformiSe u manje reaktivan vodonik peroksid. Ali ako reaguje sa azot-monoksidom onda

nastaje toksi¢niji i reaktivniji peroksinitritni anjon (OONO" ).

Vodonik peroksid se u celijama obrazuje dvoelektronskom redukcijom kiseonika u
prisustvu enzima oksidaza (Lenaz i saradnici, 1998). Takode nastaje dismutacijom superoksid

anjon radikala, ili jednoelektronskom redukcijom superoksid radikala:
O, +2¢ +2H — Hy0,

20, +2H — H,0,+0,

O, +2H +e¢ ——— H,0,

Iako ne spada u slobodne radikale (nema nesparenih elektrona) i mada predstavlja
najstabilniji intermedijerni produkt redukcije kiseonika, vodonik peroksid izaziva brojne toksi¢ne
efekte. To se pre svega odnosi na oksidaciju sulthidrilnih grupa proteina i poremecaj
deponovanja jona kalcijuma u mitohondrijama, koji se nagomilava u citosolu. Ovo je kriti¢an
dogadaj u genezi Celijskih oStecenja u oksidativnom stresu.

Toksi¢an je jer lako prolazi kroz celijske membrane, difunduje unutar celija, a

.....
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.....

Hidroksilni radikal je najreaktivniji, najtoksi¢niji, intermedijerni produkt delimi¢ne
redukcije kiseonika. Ako se vodonik-peroksid ne ukloni katalazom, moze da reaguje sa fero

jonima i da formira hidroksilni radikal (Fentonova reakcija):

Fe*' + H,0, ——Fe’* + HO + OH"
Takode nastaje u Haber Weisovoj reakciji:
0, +H,0,——> 0, +HO '+ OH~

Ovaj radikal izaziva lipidnu peroksidaciju, oste¢uje membrane, modifikuje biomolekule:
proteine, DNK (Halliwel i Gutteridge, 1984), ugljene hidrate i dovodi do oStecenja celije.
Poluzivot hidroksil radikala je izuzetno kratak (107%), jer odmah reaguje sa biomolekulima.
Moze reagovati sa prakticno svakim molekulom u zivim ¢elijama. Hidroksil radikal reaguje sa
razli¢itim tiolima, gradeci tiol radikale, koji mogu da reaguju sa kiseonikom, stvaraju¢i oksi
sumpor radikale koji su uglavnom toksi¢ni. S obzirom na visoku reaktivnost i toksi¢nost u
odnosu na biomolekule, hidroksil radikali imaju znac¢ajnu ulogu u patofizioloskim procesima kao

Sto su inflamacija, teratogeneza i Celijska smrt.

Mehanizam oksidativnog oSte¢enja tkiva odvija se u slede¢im fazama (slika 2):
1. stvaranje slobodnih radikala,
2. nastali radikali iniciraju stvaranje jo§ reaktivnijih oksidanasa, i

3. oksidansi oStecuju 1 inaktiviraju biomolekule (Fridovich i Porter, 1981; Bielski i
saradnici, 1983)
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AKTIVACIONI SISTEMI

N
0,

}

REAKTIVNE KISEONICNE VRSTE

!

OSTECENJE

— NUKLEINSKIH KISELINA

1 PROTEINA, ENZIMA

— CELIJSKIH MEMBRANA (LIPIDNA PEROKSIDACIJA)

] VASKULARNOG ENDOTELA

— DETOKSIFIKACIONIH SISTEMA

Peroksidacija polinezasi¢enih masnih kiselina, holesterola i drugih klasa lipida dovodi do
poremecaja u propustljivosti i fluidnosti konstituenata Celijskih membrana (Selley i saradnici,

1998).

2.2.2. Produkcija ROS-a u mitohondrijama

Mitohondrijalni respiratorni lanac je glavno mesto produkcije ROS. Superoksid anjon
radikal se proizvodi kontinuirano kao nusprodukt disanja, jednoelektronskom redukcijom
molekularnog kiseonika.

Mitohondrijalni enzim mangan superoksid dismutaza (MnSOD) dismutira superoksid
anjon radikal do vodonik peroksida koji u prisustvu jona gvozda i jona bakra formira hidroksil
radikale koji spadaju u najreaktivnije, najtoksi¢nije ROS (Chance i saradnici, 1979). Malo je
poznato kako ¢elije odrzavaju optimalne rezerve metalnih jona za mitohondrijske funkcije (St-
Pierrel 1 saradnici, 2007). Tako je dostupnost slobodnog jona gvozda i bakra u mitohondrijima
nepoznata. Reakcijom superoksid anjon radikala sa gvozde sumpor centrom akonitaze oslobada
se dvovalentno gvozde (Vasquez-Vivar i saradnici, 2000). Produkcija superoksid anjon radikala

u mitohondrijama inicira niz Stetnih reakcija u kojima ucestvuju i vodonik peroksid, joni
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dvovalentnog gvozda, hidroksil radikali i peroksinitriti, koji mogu ostetiti biomolekule (lipide,
proteine, ugljene hidrate i nukleinske kiseline) (James i Murphy, 2002).

S obzirom na to da su mitohondrije ¢elijske ,,centrale koje generiSu energiju neophodnu
za mnogobrojne funkcije organizma, one su posebno osetljive na oksidativna osSte¢enja koja
dovode do smanjenja sinteze ATP, poremecaja homeostaze jona kalcijuma i promene
permeabilnosti mitohondrijalnih membrana, §to moze dovesti do nekroze ili apoptoze (Vincent 1

saradnici, 2002).

2.2.3. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija (LP) je proces oksidativnog ostecenja lipida. Lipidi svih bioloskih
membrana sadrze i viSestruko nezasi¢ene masne kiseline. Lipidna peroksidacija kao radikalski
inicirana lancana reakcija je samopropagirajuca i nastaje delovanjem slobodnih radikala na
nezasi¢ene masne kiseline u membranama celija i subcelijskih organela dovode¢i do njihovog
oStecenja. Zbog ostecenja lipida Celijske membrane dolazi do smanjenja fluidnosti, povecane
propustljivosti, inaktivacije membranskih enzima i1 gubitka integriteta membrane. Ruptura
lizozomskih membrana oslobada hidroliti¢ke enzime, Sto sveukupno dovodi do vitalnih ¢elijskih
poremecaja i na kraju do smrti ¢elije (Puki¢, 2008). Slobodni radikali su inicijatori i terminatori
procesa lipidne peroksidacije (posebno superoksid anjon radikal) (McCord, 2000). Stepen
¢elijskog ostecenja zavisi od toga na kojim subcelijskim membranama (organele, jedro) se odvija

lipidna peroksidacija. Proces lipidne peroksidacije moZze se odvijati na dva nacina:

e Enzimskim putem - dejstvom lipoksigenaze i1 ciklooksigenaze, u zapaljenskim procesima,
kada nastaju: oksidovani oblici lipida, medijatori zapaljenskih procesa, i slobodni radikali

koji se odmah uklanjaju dejstvom specifi¢nih sistema;

e Neenzimskim putem: nekontrolisanim napadom ROS na polinezasi¢ene masne kiseline
iz lipidnog dvosloja membrane 1 u kontrolisanoj reakciji biosinteze eikozanoida -

prostaglandina i leukotrijena.
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Hidroksilni radikal OH" najéeS¢e prouzrokuje lipidnu peroksidaciju, mada proces
peroksidacije mogu pokrenuti i drugi radikali (Stefan i saradnici, 2007). Prisustvo dvostrukih
veza u masnim kiselinama slabi C-H veze na atomima ugljenika susednim dvostrukim vezama, i
olakSava premes$tanje vodonika. U fazi inicijacije ‘OH izdvaja H atom iz metilenske (-CH,-)
grupe PUFA (LH), produkujuéi radikal masne kiseline (L"). U fazi propagacije L' reaguju sa O,
pri ¢emu nastaju peroksi radikali masnih kiselina (LOQO"). Ovi radikali mogu reagovati sa
susednim lipidima, proteinima i1 nukleinskim kiselinama, izazivajuéi seriju ostec¢enja i reaktivnih
produkata. Lancana reakcija se moze prekinuti (terminacija) samo u slucaju da radikali
medusobno reaguju ili da reaguju sa antioksidantom. Iz polinezasi¢enih masnih kiselina mogu

oksidacijom nastati eikosanoidi.

O;
R RH L
LH %L' LOO' #neradlkalskl produkti
HO' H,O LH LOO
Fe* + OH"
LOOH
Fe®
Fe**
H20,
v F63+ + OH™
y
Oy
I Ostali produkti lipidne peroksidacije
O

Slika 3. Lipidna peroksidacija

Proizvodi koji nastaju lipidnom peroksidacijom su poznati pod nazivom TBARS
(Tiobarbituric Acid-Reactive Substances). To su: aldehidi, ketoni, alkani, (pentan, metan, etan),
epoksidi, konjugovani dieni, aktivni radikali, malondialdehid (MDA), itd. Neki od ovih

produkata su toksi¢ni pa dovode do smrti ¢elije, a za razliku od TOM mogu difundovati sa mesta
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nastanka do ciljnih tkiva gde deluju kao sekundarni toksi¢ni mesendzeri. Nivo MDA u tkivima 1
plazmi najceS¢e se koristi kao marker lipidne peroksidacije. Kada se ima u vidu da celijska
membrana predstavlja primarno mesto kontrole ¢elijskog rasta, deobe, diferencijacije 1 smrti
¢elije, a da lipidna peroksidacija predstavlja uzrok promena u aktivnosti membranskih enzima,
transportu jona, selektivnoj permeabilnosti celijske membrane, molekulskoj uredenosti i

fluidnosti, o¢igledne su posledice do kojih dovodi disfunkcija ¢elijske membrane.

2.3. Oksidativni stres

Kiseonik je neophodan za ocuvanje funkcije celokupnog aerobnog sveta i njegov
pozitivan efekat na ljudsko zdravlje nije se dovodio u pitanje sve do otkri¢a slobodnih radikala 1
Aerobni organizmi svakodnevno su izloZeni delovanju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) ¢iji su
efekti pod kontrolom odgovarajuc¢ih antioksidantnih sistema (AOS). Kada se ravnoteza izmedu
produkcije ROS-a i antioksidantnih sistema narusi dolazi do oksidativnog stresa koji moze

dovesti do patofizioloskih promena.

Oksidativni stres je stanje koje se javlja kada prooksidansi (slobodni radikali) nadvladaju
mehanizme antioksidativne zaStite organizma (Sies, 1991). Svakodnevni proces stvaranja
energije neophodne za Zivot ljudskog organizma zasniva se na sagorevanju materija pomocu
kiseonika, odnosno, oksidaciji. Tokom ovih biohemijskih procesa dolazi do stvaranja slobodnih
radikala koji imaju pozitivne fizioloske funkcije, Sto je posebno izrazeno u nekim fazama
imunoloSkog odgovora organizma na prisustvo bakterija i virusa (Hensley i saradnici, 2000).
Kada u bioloskim sistemima dode do prevelike produkcije ROS i RNS, ovi molekuli reaguju sa
¢elijskim komponentama izazivaju¢i oSteenja DNK, oksidativnu modifikaciju proteina i
polinezasi¢enih masnih kiselina. Posledice ovih reakcija vode ka nastanku degenerativnih
procesa, sindroma i bolesti kao §to je proces starenja, osteoporoza, ishemijska bolest srca, akutne
1 hroni¢ne inflamatorne bolesti, oboljenja centralnog nervnog sistema i kancera (Halliwell i
Guteridge, 1999; Pesi¢ i saradnici, 2009). Ravnoteza izmedu korisnih i $tetnih dejstava slobodnih
radikala je veoma znacajan aspekt zivih organizama i postize se mehanizmom poznatim pod

nazivom ,,redoks regulacija®.
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2.3.1. Oksidativni stres u sportu

Odavno se smatra da je pojava oksidativnog stresa u korelaciji sa svakodnevnim fizickim
opterecenjem Stetan fenomen koji je potrebno eliminisati ili redukovati u nastojanju da se
poboljsaju sportski rezultati kao i zdravstveni status. Upravo markeri oksidativnog stresa i
antioskidativnog statusa mogu biti od velikog znacaja kao parametri bioloskog pracenja sportista.
Naime, studije koje su se odnosile na prac¢enje redoks homeostaze sportista ukazuju na alteracije
u antioskidativnom statusu u zavisnosti od samih trenaznih optere¢enja (Varamenti i saradnici,
2012; Marin i saradnici, 2013).

Sistem antioksidativne zaStite podrazumeva niz mehanizama usmerenih protiv Stetnog
delovanja ROS, $to se ostvaruje preveniranjem produkcije, uklanjanjem stvorenih ROS/RNS ili
repariranjem nastalih Celijskih oSte¢enja. Imaju¢i u vidu da antioksidativni sistem (AOS)
podrazumeva i enzimsku i neenzimsku aktivnost, potrebno je da su oba segmenta u funkciji da bi
se onemogucilo prekomerno stvaranje i Stetno delovanje ROS. Sam nastanak slobodnih radikala
koji favorizuje oksidaciju 1 vodi ka oStecenju celija pod uticajem je egzogenih i endogenih

faktora, koji podsticu nastanak reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Aldini i saradnici, 2010).

Medu potencijalne faktore povecane produkcije enzimskih antioksidanata spada i fizicka
aktivnost (Finaud i saradnici, 2006). Smatra se da efikasnost zastitnog antioksidantnog sistema
organizma nakon dvadesete godine opada, a negativni efekti oksidacionih procesa u organizmu
postaju sve izrazeniji. Savremene dijagnosticke metode omogucavaju otkrivanje latentnih
poremecaja zdravstvenog stanja kada jo§ ne postoje vidljivi simptomi promena u organizmu.
Odredivanje antioksidacionog statusa u organizmu posebno se preporucuje osobama koje su
izloZzene pojaCanom psihickom 1 fizickom stresu, sportistima. Sportski zivot indukuje stres i
ujedno podstiCe stvaranje slobodnih radikala. Fizi¢ka aktivnost pojacanog intenziteta pracena je
povecanom potroSnjom kiseonika u celom organizmu, a posebno od strane skeletnih miSica
(Popovi¢ i saradnici, 2008). Veéi deo tog kiseonika se transformise u mitohondrijama u H,O,

dok manji deo (2-5%) gradi reaktivne kiseoni¢ne vrste, toksi¢ne oblike kiseonika.

Fizicko opterecenje indukuje oksidativni stres (Alessio, 1993; Apor i Radi, 2006) kao i
smanjen antioksidacioni kapacitet organizma. Rezultati brojnih istrazivanja ukazuju da redovna i

pravilno dozirana fizicka aktivnost pozitivno deluje na zdravlje i radnu sposobnost.
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Ipak, sve ceS¢e kod sportista i nesportista javljaju se nezeljeni efekti usled intenzivne

fizicke aktivnosti Sto se moze povezati sa delovanjem reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.

Kada produkcija ROS preovlada nad kapacitetom AOS moze do¢i i do ireverzibilne
oksidacije biomolekula: lipida, proteina i ostalih celijskih komponenti kao 1 toksi¢nog
ispoljavanja efekata ROS. U toku fizi¢kog opterecenja, povecana produkcija ROS najverovatnije
je posledica povecane potrosnje kiseonika, ali takode i nekih alternativnih mehanizama: pojacane
funkcije neutrofila ili autooksidacije. Velike koli¢ine ili nedovoljno uklanjanje ROS-a, uzrokuje
oksidacioni stres (McCord, 2000) koji moze oStetiti bioloSke makromolekule i prouzrokovati
metabolicke poremecaje. Reaktivne kiseonic¢ne vrste od velike su vaznosti u imunoloskom
odgovoru (Mates i1 Sanchez-Jimenez, 1999). Aktivirane fagocitoticke celije poput monocita,
neutrofila, eozinofila 1 makrofaga, proizvode ROS kao deo mehanizma unisStavanja

mikroorganizama nakon fagocitoze (Curnutte 1 Babior, 1987).

Poznato je da akutna aerobna (Davies i saradnici, 1982; Ashton i saradnici, 1998; Lekhi i
saradnici, 2007) 1 anaerobna aktivnost (Groussard i saradnici, 2003; Bailey i saradnici, 2004;
Randelovi¢ 1 saradnici, 2006) imaju potencijal za povecanu produkciju slobodnih radikala, koji
mogu ili nemogu da dovedu do oksidativnog stresa. Istrazivanja su pokazala da intenzivna
fizicka aktivnost rezultuje pojavom oksidativnog stresa, izazvanog povecanjem lipidne
peroksidacije (Rietjens i saradnici, 2007; Guzel i saradnici, 2007; Hoffman i saradnici, 2007),
oksidacije proteina (Bloomer i saradnici, 2005), kao i promenama u sadrzaju redukovanog

glutationa (Vina i saradnici, 2000).

Evidentno je da fizicko opterecenje indukuje proizvodnju (ROS) razli¢itog nivoa u
odnosu na stepen i vrstu treninga. Tokom aktivnosti niskog intenziteta, sistem antioksidativne
zaStite organizma uspeva da nadvlada produkciju ROS razli¢itog nivoa u odnosu na stepen i
vrstu treninga. Tokom aktivnosti niskog intenziteta, sistem antioksidativne zaStite organizma
uspeva da se nadvlada produkciju ROS, medutim, sa porastom intenziteta i trajanja fizickog
opterecenja sistem antioksidacione zaStite organizma viSe nije u moguénosti da nadvlada ROS
Sto dovodi do ostecenja okolnih tkiva. Faktori koji takode uticu na stepen oksidativnog oSte¢enja
su zivotna dob (Sacheck i saradnici, 2006), sportski staz (Steinberg i saradnici, 2007), 1 rezim

ishrane (Watson i saradnici, 2005).
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2.3.2. Antioksidativna zastita

Sistem antioksidativne zaStite podrazumeva niz mehanizama usmerenih protiv Stetnog
delovanja ROS, $to se ostvaruje preveniranjem produkcije, uklanjanjem stvorenih ROS/RNS ili
repariranjem nastalih Celijskih oSte¢enja. Imaju¢i u vidu da antioksidativni sistem (AOS)
podrazumeva i enzimsku i neenzimsku aktivnost, potrebno je da su oba segmenta u funkciji da bi
se onemogucilo prekomerno stvaranje i Stetno delovanje ROS. Antioksidativni sistem ima ulogu
da inaktiviSe ROS 1 RNS ili da prekida reakcije u kojima oni nastaju. Uklanjanje reaktivnih
oblika kiseonika kao i ublazavanje njihovih Stetnih dejstava preduslov je zivota u aerobnim
uslovima. Sistem antioksidativne zastite podrazumeva niz mehanizama usmerenih protiv Stetnog
delovanja ROS, $to se ostvaruje preveniranjem produkcije, uklanjanjem stvorenih ROS/RNS ili
repariranjem nastalih ¢elijskih oStecenja (Halliwell 1 saradnici, 2005). Delovanje antioksidanasa
zasniva se na njihovoj sposobnosti da deluju kao hvataci (scavengers) slobodnih radikala

(Masella i saradnici, 2005).

Sa funkcionalnog aspekta antioksidativna zastita organizma obuhvata tri nivoa delovanja:

1. Sistemi antioksidativne zastite koji sprecavaju endogeno stvaranje slobodnih radikala.
Ovaj nivo zastite je obezbeden prostornom razdvojenoSc¢u procesa u kojima se stvaraju

slobodni radikali.

2. Angazovanje sistema u uslovima normalnog i poja¢anog stvaranja slobodnih radikala.
Prema prirodi i na¢inu delovanja antioksidanti se dele na:

e cnzimske (superoksid-dizmutaze, katalaza, ksantin-oksidaza, peroksidaze,
glutation-peroksidaza, glutation-raduktaza, glutation-S-transferaza). Ovi enzimi
¢ine tzv. primarnu liniju antioksidativne zastite.

e neenzimske ili tzv. sekundarna linija odbrane. Prema rastvorljivosti dele se na:

v’ liposolubilne (vitamin A, vitamin E, B-karoteni, koenzim Q i dr.). Deluju u
lipidnoj fazi ¢elijske membrane i membrana subcelularnih organela, kao i unutar

serumskih lipoproteina.
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v" hidrosolubilne (vitamin C, mokraéna kiselina, ceruloplazmin, glutation, transferin,
i dr.). Deluju u vodenoj fazi, a sa liposolubilnim antioksidantima interreaguju na

grani¢noj povrsini membrana.

3. Enzimski antioksidanti koji u€estvuju u reparaciji nastalog oksidativnog osteéenja lipida,
proteina, ugljenih hidrata i nukleinskih kiselina. U ovu grupu enzima spadaju: fosfolipaza

A2, razlicite proteaze, glikozilaze, DNK-ligaze, DNK-polimeraze i dr.

3.nivo
Regeneracija ostecenih celija

2. nivo
Neutralizacija slobodnih radikala

1. nivo
Zaktita od slobodnih radikala

slobodni radikali

Slika 4. Nivoi delovanja antioksidativne zastite
2.3.3. Enzimske komponente antioksidativnog zastitnog sistema
Od enzima AOS najznacajniji su: superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza i
glutation reduktaza. Osim obezbedivanja dovoljne koli¢ine redukcionih ekvivalenata u celiji,

neophodnih za prevenciju nastajanja ROS, uloga enzima AOS je u biotransformaciji primarnih 1

sekundarnih RS u manje aktivna jedinjenja (Aldini i saradnici, 2010).
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Superoksid dismutaza SOD (E.C. 1.15.1.1)

Superoksid dismutaze su grupa od cCetiri enzima, metaloproteina. To su: bakar-cink
(CuZnSOD), mangan (MnSOD), gvozde (FeSOD) i ekstracelularna (EcSOD) superoksid
dismutaza. Kod aerobnih organizama SOD predstavlja primarni mehanizam uklanjanja O, .

Katalizuje dismutaciju superoksid radikala do H;O;, 1 O,
0,"+ 0, +2H "— H,0,+ 0,

Sve SOD katalizuju istu reakciju dismutacije, medutim razlikuju se po tome $to je u
razli¢itim organizmima lokalizacija enzima specifi¢na za tkivo i ¢eliju (Cheeseman, 1993). SOD
je prisutan u svim tkivima, a posebna aktivnost zabeleZena je u mozgu. Spada u jedan od
najefikasnijih intracelularnih enzima antioksidativne odbrane od superoksid anjon radikala
(Powers i Lennon, 1999). CuZnSOD je prevashodno citosolni enzim, mada se u maloj koli¢ini
nalazi u ¢elijskoj membrani, jedru 1 mitohondrijama (Peeters-Joris i saradnici, 1975). CuZnSOD
je sastavljen od dve subjedinice. Svaka subjedinica sadrzi u aktivnom mestu jon Cu i Zn. Mn-
SOD je jedan od najefikasnijih enzima koji ima antitumorsku aktivnost. SintetiSe se u citosolu, a
zatim transportuje signalnim peptidima u mitohondrije (Ishikawa i saradnici, 1987).
Ekstracelularna SOD je homotetramer. Nalazi se u intersticijalnom matriksu tkiva, 1 u manjoj
koli¢ini u ekstracelularnim tecnostima (plazma, limfa, sinovijalna i cerebrospinalna tec¢nost)

(Alscher i saradnici, 2002).

Katalaza (CAT) (EC 1.11.1.6.)

Katalaza, je sastavljena od Cetiri polipeptidna lanca (tetramer); zastupljena je kod gotovo
svih organizama. Katalaza je jedan od najrasprostranjenijih enzima u prirodi. Prisutna je u svim
tkivima sisara. Nalazi se u mitohondrijama, endoplazmatskom retikulumu, peroksizomima, tj. na
mestima gde se stvara H,O,. Kod ¢oveka se nalazi, u ¢elijama jetre i crvenim krvnim zrncima.
Optimalni pH za ljudsku katalazu je oko 7, pri emu deluje na 37°C. Osnovna uloga katalaze je

razgradnja vodonik peroksida:

2H202 — 2H20 + 02
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Katalaza direktno razgraduje H,O, do vode i molekulskog kiseonika. Izuzetno je efikasna
u razgradnji H,O; (ima veliku ke, 10%/ s). Kada je H202 prisutan u visokoj koncentraciji, moze se
razloziti katalazom u prisustvu donora elektrona uz utroSak jednog molekula vodonik peroksida,

ali se reakcija odvija sporo (,,peroksidazna reakcija”).

Supstrat,eq + H,O; — Supstrat,, + 2H,0

Peroksidaza eliminisSe H,O, tako §to ga koristi za oksidaciju razli¢itih supstrata (donora
elektrona).

Glutation peroksidaza (GSH-Px) (EC 1.11.1.9.)

Glutation peroksidaza je enzim za ¢iju je aktivnost neophodan selen (Papp i saradnici,
2007). Kod ljudi postoje 4 razli¢ite Se-zavisne glutation peroksidaze (Mates i saradnici, 1999).
Aktivni centar GSHPx se nalazi u udubljenju na povrsSini enzima i lako je pristupacan za

vezivanje sa supstratima, Sto uslovljava veliku reakcionu brzinu enzima.

Glutation peroksidaza, zajedno sa katalazom ucestvuje u otklanjanju H,O, Ovaj enzim
katalizuje redukciju H,O, sa redukovanim glutationom (GSH) pri ¢emu nastaju oksidovani

glutation (GSSG) 1 voda.

H,0,+2 GSH — 2 H,0 + GSSG

Familija peroksidaza koje sadrze selen ima najmanje Cetiri tipa enzima. Glutation
peroksidaza (cGSPx) -" klasi¢na", deluje na H,O; 1 hidroperokside masnih kiselina i holesterola
ali ne 1 na esterifikovane lipide prisutne u lipoproteinima. PodloZna je oksidativnoj modifikaciji i
inaktivaciji od strane oksidanasa, posebno vodonik peroksida (Arnao i saradnici, 1990), a
prisustvo redukuju¢ih agenasa moze da saCuva enzim od inaktivacije. Fosfolipidna
hidroperoksidna glutation peroksidaza (PHGPx) je jedini enzim koji redukuje lipidne
hidroperokside iz lipoproteina. Ovaj enzim, najverovatnije, ima znacajnu ulogu u inhibiciji

inicijalnog stadijuma peroksidacije lipida ¢elijskih membrana pokrenutim difuzibilnim H,O,,
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2.3.4. Mitohondprijalni antioksidanti sistemi

U mitohondrijama se nalazi enzim MnSOD koji prevodi superoksid anjon radikal u
vodonik peroksid (Forman i Azzi, 1997). U njima se nalazi i enzim glutation peroksidaza i
tioredoksin zavisni enzim peroksiredoksin III, koji detoksifikuju vodonik peroksid. Alternativno,
vodonik peroksid moze da difunduje u citoplazmu. U mitohondrijama se nalazi i glutation u
oksidovanom i redukovanom obliku, a njihov odnos reguliSe izoenzim glutation reduktaza (Costa
i saradnici, 2003).

Unutar mitohondrijalnog fosfolipidnog dvosloja, nalaze se u mastima rastvorni
antioksidansi, vitamin E i koenzim Q koji sprecavaju lipidnu peroksidaciju. Koenzim Q takode
reciklira vitamin E i sam se regeneriSe respiratornim lancem (Maguire i saradnici, 1989).
Mitohondrijalni izoenzim fosfolipid hidroperoksid glutation peroksidaza degradira lipidne
perokside u unutrasnjoj mitohondrijalnoj membrani. Kompleks III respiratornog niza produkuje
velike koli¢ine superoksida, transferom jednog elektrona sa ubisemihinon radikala na kiseonik
(St-Pierre 1 saradnici, 2002). Kompleks I takode generise superokside (Raha i Robinson, 2000).

Ranije se smatralo da je produkcija mitohondrijalnog ROS srazmerna brzini respiracije.
Novija saznanja ukazuju da je produkcija mitondrijalnog ROS favorizovana smanjenjem nivoa
prenosioca elektrona u respiratornom nizu, posebno koenzima Q i promenom mitohondrijalnog
membranskog potencijala. Ovi uslovi favorizuju produkciju superoksida na nivou kompleksa I
(Liu 1 saradnici, 2002).

S obzirom da je oksidativno oSte¢enje mitohondrija kriticno u patofiziologiji mnogih
bolesti, antioksidanti koji se akumuliraju unutar mitohondrija su daleko efikasniji od ,,ne ciljnih”
antioksidanata (Murphy, 1997). Jedna od strategija za razvoj ,,ciljnih” antioksidanata (onih koji
ulaze u matriks mitohondrije) je bila da se antioksidanti kovalentno modifikuju vezivanjem
trifenilfosfonijum katjona (Murphy i saradnici, 2000).

Delokalizacija pozitivnog naelektrisanja ovog lipofilnog katjona mu omogucuje da lako
prolazi kroz lipidni dvosloj 1 akumulira se unutar mitohondrije nekoliko stotina puta vise. Posto
alkiltrifenilfosfonijum katjon lako prolazi kroz lipidni dvosloj bez posredovanja nosaca u
membrani, on moze da ude u mitohondrije svih tkiva, za razliku od drugih hidrofilnih jedinjenja
koja mogu da prolaze kroz membrane ciljnih (onih koji imaju odgovaraju¢e nosace) tkiva

(Murphy, 2001).
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Antioksidanti koji se unose kao suplementi se moraju kovalentno modifikovati da bi
,Ciljno” mogli ulaziti u mitohondrije, dok molekularni vodonik slobodnom difuzijom ulazi u
matriks mitohondrija Sto je njegova velika prednost. Spoljna, a posebno unutrasnja membrana
mitohondrija su selektivno permeabilne za razlicite molekule, ¢ak 1 male jone, te prirodni
antioksidanti ne mogu u¢i u matriks mitohondrija.

Pored drugih prirodnih antioksidanasa, vitamin E i koenzim Q S§tite mitohondrije od
oksidativnih oStecenja in vivo, te su ciljni derivati ovih antioksidanasa, koji mogu pro¢i u matriks
mitohondrija, prvi razvijeni. Eksperimenti in vitro su pokazali da se ciljni derivati, tokoferol
(MitoVit E) i ubihinon, modifikovani tako da ulaze u mitohondrije, brzo i selektivno i
akumuliraju se u matriksu izolovanih mitohondrija. (Echtay i saradnici, 2002). Prirodni
antioksidanti akumulirani u matriksu mitohondrija su daleko efikasniji od ,ne ciljnih”

antioksidanasa.

(4) thicredoxin detoxification (5) Glutathione detoxification
NADY MNADPH Hz0O GSH MADPH NAD‘
U - )C I X
NADH NADP* TRKW NADPT NADH
H,0+0, 4 TBICAT mcm 2 .

Fenton b
MHSB (&) reaction

(2)
02 Cu/ZnSOD

(
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Slika 5. Produkcija mitohondrijalnih ROS i odbrana.
IMM - unutra$nja mitohondrijalna membrana; IMS — intermembranski prostor; OMM — spoljna
mitohondrijalna membrana; MnSOD — mangan superoksid dismutaza; Cu/ZnSOD — bakar, cink
superoksid dismutaza, CAT — katalaza, THD-, NADH - transhidrogenaza;, TR — tioredoksin
reduktaza; TPx — tioredoksin peroksidaza; TRxwd — redukovani tioredoksin; TRxox — oksidovani
tioredoksin; GSH — redukovani glutation; GSSG — oksidovani glutation; IMAC — jonski kanal
unutra$njoj mitohnodrijalnoj membrani; VDAC — anjonski kanal zavisan od napona; A%¥w— membranski

potencijal.

Iako je tatan mehanizam delovanja vodonika nepoznat, njegovi korisni efekti potvrdeni
su u preko 70 eksperimentalnih modela bolesti i klini¢kih studija, posebno kod oboljenja koja su
pradena izrazenim oksidativnim stresom. Pored viSestrukog mehanizma delovanja, HRW
poseduje povoljnu bioraspolozivost kao i moguénost ko-aplikacije. Molekularni vodonik se
koristi viSe od 40 godina u eksperimentalnoj i klinickoj medicini, i do sada nisu potvrdeni
znacajniji nezeljeni efekti molekularnog vodonika.

Suplementacija HRW moze biti od posebnog interesa za sportiste koji su podlozniji
oksidativnom stresu kao dodatna podrska endogenim i neenzimskim zastitnim sistemima. Zbog
svojih dokazanih prednosti i korisnih efekata, kao i odsustva znacajnih nezeljenih efekata ovaj
rad usmeren je prema ispitivanju uticaja suplementacije vrhunskih dzudista i dzudistkinja sa
vodom obogac¢enom molekularnim vodonikom. Cilj rada je bio usmeren na ispitivanje uticaja
suplementacije molekularnim vodonikom u toku 12 nedelja na bazalne vrednosti parametara
oksidativnog stresa kod vrhunskih dzudista. Takode, ispitivan je 1 uticaj suplementacije
molekularnim vodonikom u toku jedne trenazne epizode na bazalne vrednosti parametara acido
bazne ravnoteze kod vrhunskih dzudistkinja. Iako postoje brojna eksperimentalna i klinicka
istrazivanja o molekularnom vodoniku, neophodno je podesiti uslove u kojima bi molekularni

vodonik ispoljio svoje maksimalno delovanje i u sportu.
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3. PROBLEM, PREDMET I CILJ RADA

Problem istrazivanja: Efekti molekularnog vodonika na antioksidativni status vrhunskih

dzudista.

Predmet istrazivanja: Pracenje i analiza markera oksidativnog stresa kod dzudista.
Ciljevi istrazivanja:
e Ispitati uticaj suplementacije molekularnim vodonikom u toku 12 nedelja na bazalne

vrednosti parametara oksidativnog stresa kod vrhunskih dzudista.

e Ispitati uticaj suplementacije molekularnim vodonikom u toku jedne trenazne epizode na

bazalne vrednosti parametara acido bazne ravnoteze kod vrhunskih dzudistkinja.
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4. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Na osnovu problema, predmeta i postavljenih ciljeva aktuelnog istrazivanja, kao i ranijih

istrazivanja koja su se bavila sli¢nom problematikom izvedena je GENERALNA HIPOTEZA:

Hg — Pojavice se statisticki znaCajne razlike u antioksidativnom statusu kod vrhunskih

dzudista pod uticajem suplementacije molekularnim vodonikom tokom 12 nedelja.

Na temelju definisane hipoteze istrazivanja formulisana je i pojedinacna hipoteza:

H1 — Pojavice se statisticki znacajne razlike u acido baznoj ravnotezi kod vrhunskih
dzudistkinja pod uticajem suplementacije molekularnim vodonikom u toku jedne trenazne

epizode.
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5. MATERIJAL I METODE ISTRAZIVANJA

5.1. Uzorak ispitanika

Uzorak ispitanika €inilo je 12 ispitanika (dzudista) muskog pola iz Novog Sada, starosti od 19 do
27 godina. Na navedenom uzorku ispitivan je uticaj suplementacije molekularnim vodonikom u
toku 12 nedelja na bazalne vrednosti parametara oksidativnog stresa. U drugom delu istrazivanja
uzorak ispitanica Cinilo je 8 dzudistkinja. Na navedenom uzorku ispitivan je uticaj
suplementacije molekularnim vodonikom u toku trenazne epizode na bazalne vrednosti
parametara acido bazne ravnoteze.

Testirani ispitanici u obe studije podvrgnuti su tokom zadnje 4 godine trenaznom tretmanu od
minimum 10 sati nedeljno. Svi ispitanici su informisani o zahtevima studije i dali su svoju
saglasnost prilikom pristupanja istrazivanju. Pre pristupanja istrazivanju obavljen je detaljan
medicinski pregled prilikom koga je utvrdeno da su svi ispitanici nepuSaci u odlicnom
zdravstvenom stanju, bez oboljenja kardiovaskulatornog, respiratornog i endokrinog sistema.
Ispitanici koji su uklju€eni u studiju nisu koristili lekove ili suplemente koji uti¢u na redoks

status organizma, najmanje tri meseca pre pocetka i tokom trajanja studije.

5.2. Eksperimentalni dizajn

Studija je planirana u skladu sa etickim standardima datim u Helsinskoj deklaraciji. Ispitanici su
bili detaljno obavesteni o samoj proceduri studije, potencijalim rizicima uces¢a u studiji, kao i o
obavezama uces¢a i mogucénostima povlacenja iz studije u svakom trenutku. Od ispitanika se
trazio pristanak za dobrovoljno uces¢e u studiji. Uticaj aktivnog bavljenja sportom na nivo
oksidativnog stresa ispitivan je poredenjem parametara oksidativnog stresa i anitoksidativne
zastite vrhunskih dzudista.

Na homogenoj grupi od 12 dzudista ispitivan je uticaj suplementacije sa vodom
obogac¢enom molekularnim vodonikom (HRW) na parametre oksidativnog stresa i
anitoksidativne zastite u toku 12 nedelja. Eksperimentalni tretman odvijao se u dve faze. U prvoj
fazi ispitanici eksperimentalne grupe (N=6) su bili suplementirani sa molekularnim vodonikom u
trajanju od 28 dana, dok je kontrolna grupa (N=6) koristila placebo. Tokom studije, treneri su na
svakom treningu davali sportistima HRW ili placebo 30 minuta pre treninga. Nakon

suplementacije ispitanici su imali ,,Washout* period (period u kojem ispitanici nemaju tretman, a
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efekti prethodnog tretmana se eliminiSu ili minimiziraju) u trajanju od 28 dana koji je
primenjivan u cilju minimiziranja efekata suplementacije.

Nakon ,,Washout* perioda ponovljen je identican protokol na ispitanicima u trajanju od 28 dana.

1
Wash out

Nedelje uzorkovanja

] ]
0o 2 4 8 10 12

P

Sema 1. Eksperimentalni tretman i uzorkovanje obe grupe dzudista

—

Uzorci krvi uzimani su iz prednje kubitalne vene. Uzimanje uzoraka krvi sprovodilo se na
slede¢i nacin: pre zapocinjanja trenaznog tretmana prvi uzorci krvi uzimani su ujutru izmedu 7 i
8 sati, 10 sati od poslednjeg obroka.

Slede¢e uzorkovanje je vrSeno nakon 14 dana trenaznog tretmana i suplementacije
vodom bogatom molekularnim vodonikom ili placebom, kao i nakon 28 dana trenaznog
tretmana. Nakon ,,Washout“ perioda, odnosno pre pocetka nove trenazne faze uzorkovanje je
ponovljeno na prethodno opisan nacin. U toku eksperimentalnog tretmana sportisti su trenirali
minimum 10 sati nedeljno.

U drugoj fazi eksperimentalnog tretmana ispitivani su akutni efekti suplementacije
molekularnim vodonikom na acido baznu ravnotezu vrhunskih dzudiskinja. U ovoj fazi
randomizirane, dvostruko slepo, placebo kontrolisane studije ispitanice eksperimentalne grupe
(N=4) su suplementirane sa molekularnim vodonikom, dok je kontrolna grupa (N=4) koristila
placebo. Nakon suplementacije ispitanice su imale ,,Washout* period u trajanju od 4 dana, a
zatim je ponovljen identican protokol na ispitanicama pri ¢emu su ispitanice eksperimentalne
grupe (N=4) koristile placebo, dok je kontrolna grupa (N=4) suplementirana sa molekularnim
vodonikom. Tokom studije, treneri su na svakom treningu davali sportistima HRW (4g) ili
placebo 30 minuta pre izvodenja SJFT. Uzorci krvi uzimani su iz prednje kubitalne vene. Prvo
uzorkovanje je vrSeno pre zapocinjanja trenaznog tretmana, 3 i 5 minuta nakon zavrSenog SJFT.

Uzorkovanje je vrSeno na terenu u jutarnjim ¢asovima, minimum 10 sati od poslednjeg obroka.
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HRW Uzorkovanje Placebo Uzorkovanje
Zagrev&_mje S (min) Wash out / Zagrevgnje S (min)
10 min T T I 4 dana \ 10 min
Placebo T T ? HRW T T ?

Sema 2. Eksperimentalni tretman i uzorkovanje dzudistkinja

5.3. Specifi¢ni dZudo fitnes dZzudo (SJFT)

Za procenu specificne anaerobne radne sposobnosti u ovom istrazivanju primenjen je test
SJFT. Ovaj test je predlozen od strane Sterkovica (1995) i njegove metrijske karakteristike
proverene su na Krakovskoj akademiji fizicke kulture. Test se izvodi na tatamiju i za njegovo
izvodenje potrebna su trojica dzudista iste tezinske kategorije. Dzudisti su odeveni u kimono.
Testirani dZzudista se nalazi u sredini, a sparing partneri se nalaze u radijusu od tri metra od njega

(Sema. 1).

Sema 3. Specificni dzudo fitnes dzudo
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Na komandu ,,Hadzime* ispitanik pocinje da baca svoje partnere tehnikom Ipon-seoi-nage
u tri serije: prva serija traje 15 sekundi (A) a druga (B) i tre¢a (C) po 30 sekundi.

Pauze izmedu serija su 10 sekundi. Bacanja se moraju izvoditi u maksimalnom tempu i
tehnicki ispravno. Sr¢ana frekvencija se pomocu polara prati tokom izvodenja testa a za ovaj test
je bitna frekvencija na kraju testa (P;) i nakon jednog minuta (P,). Nakon toga se izraCunava

indeks testa pomoc¢u formule:

Index = (P;+P,)/N

gde je N — ukupan broj bacanja. Sto je manji indeks, to je bolja ocena.

5.4. Protokol

Biohemijsko hematoloski pokazatelji i parametri oksidativnog stresa odredeni su na
Prirodno matematickom fakultetu — Departman za hemiju, biohemiju i zastitu Zivotne sredine i u
poliklinici sa laboratorijom "EUROLAB" u Novom Sadu. Biohemijski parametri su odredeni
rutinski, primenom standardnih metoda na automatskom analizatoru Ilab 300sa reagensima

proizvodaca Biosystems S.A.

Osnovni biohemijski i hematoloski parametri koji su odredivani:

e Kreatin kinaza (CK)
e (Gama glutamil transpeptidaza (GGT)

e Kompletna krvna slika: broj leukocita, eritrocita, trombocita, hemoglobin (Hb),
hematokrit (Hct), prose¢na zapremina eritrocita (eng. mean cell volume-MCV),
proseCni sadrzaj hemoglobina u eritrocitu (eng. mean cell hemoglobin-MCH),
proseCna koncentracija hemoglobina u eritrocitu (eng. mean cell hemoglobin
concentration-MCHC)

e pH krvi

e bikarbonati
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Stepen oksidativnog stresa odreden je ispitivanjem slede¢ih prooksidativnih i

antioksidativnih parametara u prikupljenim uzorcima krvi eksperimentalne i kontrolne grupe:

e Superoksid dismutaza (SOD)

o Katalaza (CAT)

e Glutation peroksidaza (GSHPx)
e Glutation (GSH)

e Malondialdehid (MDA)
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5.5. Metode analize

5.5.1. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

5.5.1.1. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Aktivnost SOD je odredena prema metodi Podczasy i Wei (1998). Za odredivanje
aktivnosti ovog enzima koriS¢eni su komercijalni Reagensi Biorex (biorex Diagnostics Limited,
United Kingdom). Hemolizat: puna krv razblazena je sa destilovanom vodom u odnosu 1+3
(0,25). Ksantin u reakciji sa ksantin oksidazom generiSe superoksidni anjon radikal koji reaguje
sa hromogenom INT. hloridom (2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolium hlorid)
formirajuci crveno obojeni formazan. Enzim SOD iz uzorka deluje na superoksid anjon radikal u
konkurentskoj reakciji formirajuéi kiseonik O, i vodu, tako da je inhibicija formiranja formazana
proporcionalna aktivnosti SOD-1 u uzorku. Oc¢itavanje se vrsi na 505 nm (filterfotometar Prime).
Jedinica aktivnosti enzima U definiSe se kao koli¢ina enzima potrebna za disproporciju 50%

superoksid radikala. Aktivnost se izrazava se kao U/g Hb, pri ¢emu je referentni interval 1102-

1601 U/gHb.
Ksantin + O,
Ksantm oksidaza >
Mokracna kiselina / \ 20,
D

2
+H,0,
SO

O, + H202

Slika 6. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze
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5.5.1.2. Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze (GSH-Px)

Aktivnost glutation peroksidaze odredivana je modifikovanom metodom Paglia i
Valentine (1967) sa kumen hidroperoksidom kao supstratom. Biorex kit (biorex Diagnostics
Limited, United Kingdom) je koriS¢en za kvantitativno odredivanje ukupne glutation
peroksidaze (GSHPx). Glutation peroksidaza kataliSe oksidaciju redukovanog glutationa sa
supstratom kumenhidroperoksidom. U prisustvu glutation reduktaze (GR) oksidisani glutation
reaguje sa NADPH i redukuje se a koenzim NADPH se oksidise do NADP'. Meri se pad
apsorbance na 340nm, odnosno oksidacija NADPH u NADP". Merenje se vrii na talasnoj duZini
340 nm na spektrofotometru Agilent 8453. Aktivnost enzima se izrazava kao broj enzimskih

jedinica (U) na gram Hb U/g Hb, pri ¢emu je referentni interval 27,5-73 U/gHb.

GSH-Px

ROOH + 2GSH ROH + GSSG + H,0O

2GSH + NADP*

GSSG + 2NADPH

5.5.1.3. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Katalaza je odredena metodom po Aebi-ju (1984) sa sa vodonik peroksidom. Princip
metode se zasniva na pracenju razlaganja vodonik peroksida merenjem apsorbance na 240nm .
Postupak: PromesSaju se epruvete sa smeSom uzorka i rastvora vodonik peroksida na Vortexu,
inkubiraju se 10 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga, reakcija se stopira potapanjem epruveta
u vrelu vodu na 90°C 10 sec.

Centrifugira se na 3000 obrtaja/min 10 minuta i prati ekstinkcija dobijenog supernatanta
na talasnoj duzini A =240 nm (UV oblast) na spektrofotometru Agilent 8453 3 minuta u
intervalima od 60 sekundi. Ocitavanje ekstinkcija dobijenog supernatanta na talasnoj duzini A
=240 nm (UV oblast) je izvrSeno na spektrofotometru Agilent §453. Jedinice su nmol/mg Hb/
min ili U /g Hb.
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5.5.1.4. Odredivanije lipidne peroksidacije

Intenzitet lipidne peroksidacije (LP) se odreduje merenjem koncentracije malonilaldehida
(MDA), krajnjeg produkta razgradnje kratkolancanih lipida, produkta LP (Buege i Aust, 1978).
Metoda merenja zasnovana je na reakciji MDA i tiobarbiturne kiseline (rastvor Cinidle) i
poznata je i kao TBA-RS test (Tiobarbiturna reactive substance test). Ekstinkcija jedinjenja
nastalog reakcijom MDA 1 tiobarbiturne kiseline se nakon inkubacije ocitava na talasnoj duzini
A=535nm na UV filter fotometru Prime. Intenzitet lipidne peroksidacije se izrazava u pmol/mg

Hb. Jedinice su prilagodene redu veli¢ine vrednosti.

5.5.1.5. Odredivanje redukovanog glutationa (GSH)

Redukovani oblik glutationa je odreden spektrofotometrijski na talasnoj duzini 412 nm.
Reakcija je zasnovana na reakciji slobodnih sulthidrilnih grupa —SH redukovane forme
glutationa sa Elmanovim reagensom (rastvor 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzoeve kiseline))(Ellman,
1959). U reakciji dolazi do formiranja zuto obojenog adukta 2-nitro-5-merkaptobenzoata, Cija
koncentracija se odreduje merenjem apsorbance na 412 nm na UV filter fotometru Prime.

Sadrzaj glutationa se izrazava u nmol/mg Hb.

5.5.2. Odredivanje pH vrednosti

Merenja pH vrednosti uradena su pomoc¢u Metrohm 744 pH metra sa digitalnim termostatom
(Slika 5). Zapremina uzorka za analizu je iznosila 5 cm’, pri ¢emu je staklena elektroda uranjana
u rastvor koji je bio pod termostatiranim uslovima uz konstantno meSanje, kako bi se
onemogucilo stvaranje stacionarnog sloja uz elektrodu. Tacnost izmerenih rezultata je +0,01 pH

jedinica.
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Slika 7. Metrohm 744 pH metar sa digitalnim termostatom

5.6. Metode obrade podataka

Za sve varijable izracunati su osnovni deskriptivni statistici, aritmeticka sredina (AS) 1
standardna devijacija (SD), posebno za eksperimentalnu i kontrolnu grupu. Normalnost
distribucije podataka testirana je primenom Shapiro-Wilk (SW) testa koji je referentan za male
homogene uzorke. Efekti primenjenih tretmana suplementom testirani su primenom
Dvofaktorske analize varijanse za ponovljena merenja. U okviru ove analize utvrden je ukupni
efekat promena vrednosti varijabli u vremenu (faktor vreme) i ukupni efekat promena razlike
izmedu eksperimentalne i kontrolne grupe (interakcija faktora vreme i grupa). Pored toga,
testirana je znacajnost razlika izmedu pojedinih tacaka merenja, kako bi se utvrdila dinamika
promena pod uticajem eksperimentalnog tretmana. ZnacCajnost efekta promena i razlika
procenjena je na osnovu vrednosti eta kvadrata po kriterijumu Koena (Cohen, 1988) prema
kome: do 0,01 nema efekta, od 0,01-0,06 mali efekat, od 0,06 — 0,14 srednji efekat i preko 0,14
veliki efekat. Pored statisticke analize uradena je i uporedna graficka analiza prosecnih vrednosti
analiziranih grupa, koja je posluzila za zakljucivanje u vezi trenda promena u toku tretmana.
Znacajnost razlike izmedu pojedinih tacaka merenja za analizirane grupe testirana je primenom t
testa za zavisne uzorke. Razlike izmedu grupa za indikatore krvne slike na inicijalnom i finalnom
merenju, testirane su primenom t testa za nezavisne uzorke. Za sve primenjene testove alfa nivo
statisticke znacajnosti odreden je na p < 0,05. Statisticke analize su uradene u programskom

paketu IBM SPSS 20.0 (SPSS ID: 729225).
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6. REZULTATI ISTRAZIVANJA

6.1. Alteracije biomarkera oksidativnog stresa kod vrhunskih dZudista nakon
suplementacije molekularnim vodonikom

U ovom delu istrazivanja na homogenoj grupi od 12 dZzudista ispitivan je uticaj
suplementacije sa HRW na parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u toku 12
nedelja. U prvoj fazi suplementacije ispitanici eksperimentalne grupe (N=6) su bili
suplementirani sa molekularnim vodonikom u trajanju od 28 dana, dok je kontrolna grupa (N=6)
koristila placebo. Nakon suplementacije ispitanici su imali ,, Washout* period u trajanju od 28
dana koji je primenjivan u cilju minimiziranja efekata suplementacije. Nakon ,, Washout* perioda
ponovljen je identiCan protokol na ispitanicima u trajanju od 28 dana.

U wvarijablama za procenu biomarkera oksidativnog stresa, aktivnosti antioksidantnih
enzima SOD, GSHPx, CAT i sadrzaja MDA i GSH, nije zabelezeno statisticki znacajno
odstupanje distribucije rezultata u obe analizirane grupe, obzirom da su sve vrednosti Shapiro-
Wilk testa iznad grani¢ne vrednosti znacajnosti. U oba ciklusa primene suplementacije
zabeleZena je visoka homogenost rezultata u obe grupe ispitanika. MoZe se zapaziti da su kod
kontrolne grupe rezultati dosta ujednaCeni, malo variraju tokom vremena, dok su kod
eksperimentalne grupe vidljive promene u sukcesivnim tackama merenja.

U krvnom serumu ispitanika odredivane su: aktivnosti GGT i CK 1 sadrzaj bikarbonata
pri ¢emu nije zabeleZeno statisticki znacajno odstupanje distribucije rezultata u obe analizirane
grupe (Tabela 2). Nesto veca odstupanja se mogu zapaziti kod distribucije rezultata dobijenih na
trecem merenju (nakon 28 dana). U oba ciklusa primene suplementacije zabeleZena je visoka

homogenost rezultata kod obe grupe ispitanika.
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Tabela 2. Promene u biohemijskim parametrima i biomarkerima oksidativnog stresa kod

vrhunskih dZudista

Prvi tretman

Drugi tretman

Gmpa 1 2 3 p 1 2 3 p
SOD(U/g Hb) Plac 1340,50+187,89 | 1322,67+171,81 1345,67+146,73 | 0,622 j§ 1321,17+200,64 | 1320,00+181,10 | 1312,67+£198,22 | 0,835
HRW 1255,67+171,91 | 1321,17+147,61 1397,17+144,36 | 0,006 § 1281,50+159,57 | 1341,67+166,02 | 1423,00+119,59 | 0,009
GSHPx (U/g Plac 46,00+13,28 | 46,83+13,23 | 43,17+16,28 |0,581 42,50+8,24 | 42,83+11,72 | 40,33+13,98 | 0,655
Hb) HRW 47,33+15,16 | 43,83+11,21 32,67¢9,73 [0,011 | 47,33x16,67 | 47,00:17,78 | 45,17+21,92 | 0,604
CAT (U/g Hb) Plac 30,27+7,40 | 32,28+13,05 25,55+6,54 |0,185 29,23+6,57 27,13+3,90 26,20+4,33 | 0,179
HRW 29,37+8,70 29,62+5,42 28,62+9,97 [0,911 27,25+7,32 28,80+,72 28,57+6,22 | 0,498
MDA Plac 32,7245,17 31,48t6,75 36,55¢8,99 |0,121 31,031,95 29,28+3,74 31,1315,42 | 0,315
(pmol/mg Hb) | HRW 37,52+3,68 32,40+7,36 27,85+4,59 [0,002 30,57+5,27 28,33+6,40 25,12+4,59 | 0,000
GSH (nmol/mg | Plac 22,17+6,48 20,88+7,00 21,28+4,54 |0,744 21,30%5,69 21,1546,43 21,77+5,71 | 0,904
Hb) HRW 22,87+7,63 25,73+7,15 30,90+7,02 [0,000 | 23,93+10,85 24,38+9,40 29,47+8,93 | 0,010
Plac 18,174,79 | 21,50£10,82 | 22,17+16,57 |0,543 20,50+5,86 20,83+9,28 | 22,67+11,78 | 0,730
GGT (U/L) HRW 22,67+3,50 24,67+4,46 23,50+3,02 |0,523 20,83+7,22 20,67+3,93 24,00+4,43 | 0,156
oK (U/L) Plac | 371,67+163,81 |434,17+235,83 | 383,50+314,38 0,708 | 359,00+166,15 | 277,00£120,15 | 333,83+225,07 | 0,532
HRW | 404,67+202,60 | 316,00+139,39 | 279,83+100,45 |0,325 [ 290,00£113,13 | 268,00+202,58 | 293,83+131,76 | 0,824
Bikarbonati Plac 20,87+1,56 18,12+0,99 16,1740,63 |0,000 19,35+2,11 17,31#1,71 15,10+1,14 | 0,000
(mmol/L) HRW 20,80+1,08 21,20+1,16 22,85+1,01 [0,000 20,73+1,13 20,26+3,04 22,13+3,02 | 0,110
MOV (fl) Plac 91,63+4,07 90,75+4,59 90,88+3,87 |0,300 86,77+2,34 89,08+2,45 90,62+3,01 | 0,007
HRW 90,43+3,15 89,43+3,45 92,42+3,59 |0,103 85,65+4,63 88,17+3,07 89,05+4,84 | 0,042
MCH (pg) Plac 31,42+2,05 30,93+1,83 30,23+1,14 |0,053 29,90+1,00 29,63+0,71 29,77+0,65 | 0,610
HRW 31,23+1,01 30,52+1,25 31,30+1,53 [0,225 29,05+1,34 29,25+1,65 29,10+1,60 | 0,625
MCHC Plac 342,83+13,99 | 341,83%9,75 | 330,50+7,64 |0,040 | 340,83+13,57 | 332,33+1,97 | 325,00+2,76 | 0,059
(g/L) HRW 345,17+2,79 | 341,50+6,35 | 335,33+10,33 [0,081 | 337,50+13,79 | 332,50+8,87 | 334,00£19,82 | 0,710
Leukociti Plac 5,80+1,03 5,68+1,22 4,95+0,79 |0,174 6,25+1,64 6,6311,85 7,13+1,78 | 0,487
(10°/L) HRW 5,72+1,53 5,58+1,29 5,52+1,27 0,813 5,53+1,41 5,68+1,48 6,18+1,28 | 0,039
Eritrociti Plac 5,0440,27 5,0140,23 4,87+0,24 |0,083 4,72+0,29 4,98+0,36 5,100,26 | 0,026
(10'/1) HRW 5,06£0,33 5,02+0,24 4,94+0,26 [0,463 4,96+0,38 5,32+0,44 5,40%0,55 | 0,024
Hb (/L) Plac 158,00£9,51 | 154,83+8,89 | 146,00¢7,35 [0,000 | 144,33t8,64 | 149,50:8,85 | 153,83t9,45 | 0,084
HRW 158,17+7,78 | 152,83+4,45 | 152,50+7,64 |0,079 | 143,67+12,11 | 153,83+10,74 | 153,00£10,02 | 0,074
Het (UL) Plac 0,46+0,02 0,4510,01 0,4440,02 0,067 0,42+0,03 0,45£0,04 0,4610,03 | 0,103
HRW 0,46+0,03 0,45+0,01 0,44+0,02 [0,213 0,42+0,04 0,45+0,02 0,45+0,03 | 0,218
Trombociti Plac 219,67+31,63 | 220,83+43,25 | 210,83£30,75 [0,272 | 246,83t44,68 | 236,83%57,53 | 241,50457,39 | 0,653
(10°/L) HRW |  245,33:48,24 | 24833+44,70 | 223,00:36,29 |0,045 | 244,5047,42 | 236,17+45,99 | 227,33+40,78 | 0,185

U svim varijablama za procenu krvne slike ispitanika nije zabelezeno statisticki znacajno

odstupanje distribucije rezultata u obe analizirane grupe. U oba ciklusa primene suplementacije

zabeleZena je visoka homogenost rezultata kod obe grupe ispitanika. Moze se zapaziti da kod

obe analizirane grupe ispitanika postoje male varijacije u rezultatima, te da nisu primetne vece

razlike izmedu eksperimentalne 1 kontrolne grupe (Tabela 2).
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6.1.1. Efekti eksperimentalnih tretmana na antioksidante

6.1.1.1 Superoksid dismutaza (SOD)

Kod varijable SOD u oba ciklusa primene suplementa dobijen je statisticki znacajan
ukupni efekat promena u vremenu, kao i ukupni efekat interakcije faktora vreme i grupa. U oba
sluGaja radi se o visokim efektima po kriterijumu Koena (Cohen, 1998), posto su vrednosti Eta’
znacajno iznad granice visokog efekta (0,14).

Na grafikonu 1 moze se uociti da su dobijeni efekti rezultat promena koje su se javile kod
eksperimentalne (HRW) grupe. U oba tretmana suplementacije sa molekularnim vodonikom
promene kod eksperimentalne grupe su uocljive i gotovo istovetne, u smeru povecanja prosecne
vrednosti. Kod kontrolne (Placebo) grupe ispitanika promene prosecne vrednosti aktivnosti SOD

su neznatne i nemaju neku pravilnost.
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Grafikon 1. Uporedni prikaz prosecnih vrednosti aktivnosti SOD kod analiziranih grupa

U prvom tretmanu suplementacije najve¢i efekat promena aktivnosti SOD javio se

cetvrtoj nedelji primene suplementacije, dok je efekat razlike izmedu grupa statisticki znacajan
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posle druge nedelje primene suplementa. Medutim, vrednosti Eta® u svim merenjima su iznad
granice visokog efekta po kriterijumu Koena, mada ne i previse visoke.

U drugom ciklusu suplementacije nakon wash-out perioda statisticki znaCajan efekat
razlika promena u grupama se zapaza na kraju tretmana. Nesto slabiji ukupni efekat promena je
zabeleZen verovatno zbog opadanja aktivnosti SOD u kontrolnoj grupi §to se moze videti na
grafikonu 1. Obzirom da su gotovo sve vrednosti Eta’ u zoni visokog efekta po kriterijumu
Koena, moze se re¢i da je i u drugom cilkusu primene suplementacije postignuta znacajna
promena aktivnosti SOD kod eksperimentalne grupe.

Izmedu primenjenih tretmana nema statisticki znacajne razlike u ukupnom efektu
promena i interakcije tretmana i analiziranih grupa. Oba tretmana suplementacije dala su vidne
efekte na aktivnost SOD. To potvrduju i rezultati t testa za zavisne uzorke, gde su dobijeni
rezultati pokazali da su kod eksperimentalne grupe u oba ciklusa primene suplementacije
dobijene statisticki znac¢ajne promene aktivnosti SOD (t;=-4,26 p=0,008; t,=-3,60 p=0,016).

Testiranje razlika izmedu dva tretmana, nakon perioda oporavka, pokazalo je da se kod
kontrolne grupe nisu desile znacajnije promene, dok je kod eksperimentalne grupe zabelezena
statisticki znacajna promena. Vrednost aktivnosti SOD na pocetku drugog eksperimentalnog
tretmana je bila znacajno niza nego na kraju prvog tretmana. Medutim, na grafikonu se moze

uociti da je ta vrednost bila ve¢a nego na pocetku prvog tretmana (za 25,8U/gHb).

6.1.1.2. Glutation peroksidaza (GSHPx)

Kod enzima GSHPx u prvom tretmanu suplementacije sa HRW dobijen je statisticki
znacajan ukupni efekat promena u vremenu 1 ukupni efekat interakcije faktora vreme i grupa.
Kod ukupne promene u vremenu dobijena je visoka statisticka znacajnost, dok je kod razlika u
efektu promena kod analiziranih grupa statisticka znacajnost na granici prihvatljive (p=0,059).
Ipak, vrednost Eta® je iznad granice visokog efekta po kriterijumu Koena. U drugom
eksperimentalnom tretmanu oralnog unosa HRW u trajanju od 28 dana nisu uocene statisticki

znacajne promene kod analizirane grupe sportista.
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Grafikon 2. Uporedni prikaz prose¢nih vrednosti aktivnosti GSHPx kod analiziranih grupa

U prvom eksperimentalnom tretmanu u trajanju od 28 dana uocava se izuzetno veliki
efekat promena u Cetvrtoj nedelji primene HRW, kada je doslo do statisticki znacajnog pada
aktivnosti GSHPx u grupi koja je primala suplement. U toj nedelji je doslo i do statisticki
znacajne razlike izmedu placebo i suplement grupe ispitanika.

U drugom tretmanu suplementom doslo je do blagog opadanja aktivnosti GSHPx kod obe
analizirane grupe, ali te promene nisu statisticki znacajne.

Testiranje razlika izmedu primenjenih tretmana pokazalo je da postoje statisticki znacajne
razlike u ukupnom efektu interakcije tretmana 1 analiziranih grupa. Prvi tretman suplementacije
dao je vidni ukupni efekat na aktivnost GSHPx.

Rezultat t testa za zavisne uzorke, pokazao je da je kod eksperimentalne grupe doslo do
statisticki znacajne promene aktivnosti GSHPx na pocetku drugog tretmana u odnosu na krajnju

prosecnu vrednost u prvom tretmanu (za 14,66 U/gHb). Nakon washout perioda prosecne
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vrednosti aktivnosti GSHPx na pocetku drugog eksperimentalnog tretmana su bile priblizne

inicijalnim vrednostima prvog eksperimentalnog tretmana.

6.1.1.3. Katalaza (CAT)

Nisu zabelezene statisticki znacajne promene u aktivnosti CAT kod suplementirane grupe
sportista u oba eksperimentalna tretmana. NeSto veci efekat razlika izmedu analiziranih grupa je
dobijen u drugom tretmanu suplementacije (Eta’=0,213), mada ni te promene nisu statisticki
znacajne. Takode, u Cetvrtoj nedelji prvog ciklusa primene suplementa kod eksperimentalne

grupe zabelezen je znaCajniji pad aktivnosti CAT.
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Grafikon 3. Uporedni prikaz prosecnih vrednosti aktivnosti CAT kod analiziranih grupa

Analiza razlika izmedu dva tretmana suplementom nije pokazala statisticku znacajanost.
Isto tako, nisu zabeleZene statisti¢ki znacajne razlike izmedu zavr$ne vrednosti prvog tretmana i

pocetne vrednosti drugog tretmana suplementacije kod obe grupe.
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6.1.1.4. Malondialdehid (MDA)

Kod varijable MDA u oba eksperimentalna tretmana primene HRW dobijeni su znacajni
efekti promena u vremenu, a posebno u drugom tretmanu gde su ti efekti i visoko statisticki
znacajni. U prvom ciklusu tretman je proizveo vidni ukupni efekat promena ali nije preSao nivo
statisticke znacajnosti. Ukupni efekat razlika izmedu placebo i suplement grupe je u oba ciklusa

primene suplementacije pokazao visok i statisticki znacajan nivo.
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Grafikon 4. Uporedni prikaz aritmetic¢kih sredina sadrzaja MDA kod analiziranih grupa

Analiza ukupnog efekta tretmana izmedu pojedinih merenja, pokazala je visok 1
statisticki znacajan nivo efekta u drugoj nedelji primene suplementacije kod oba tretmana, kada
je kod obe grupe zabeleZzen pad koli¢ine MDA. Medutim, efekat razlika izmedu grupa je
statistiCku znacajnost dostigao tek na kraju oba tretmana. Tada je prose¢na vrednost sadrzaja
MDA kod suplement grupe opala, dok se istovremeno kod placebo grupe, posle pocetnog

opadanja vrednosti, povecala.
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Analiza razlika izmedu dva primenjena tretmana pokazala je da je ukupni efekat promena
statistiCki znacajan, Sto ukazuje na razlike u efektu primenjenih tretmana. Na grafikonu 4 moze
se jasno uociti da su promene u sadrzaju MDA kod suplement grupe vece u prvom tretmanu
suplementacije. Razlika izmedu placebo i suplement grupe nije bila statisticki znacajna, pre
svega zbog razliitih smerova promene sadrzaja MDA kod ove dve grupe. Dok je kod suplement
grupe u oba tretmana jasan trend opadanja sadrzaja MDA, kod placebo grupe je u prvoj nedelji
tretmana zabelezen blagi pad a u drugoj porast te vrednosti (Grafikon 4).

Testiranje razlike izmedu zavrSne vrednosti prvog i pocetne vrednosti drugog tretmana
nije pokazalo statistiCku znacajanost. Kod suplement grupe ta je razlika veca i blizu je statisticki

znacajnog nivoa.

6.1.1.5. Glutation (GSH)

Kod varijable GSH ukupni efekti promena u vremenu i razlika izmedu grupa statisticki su

znacajni za prvi tretman suplementacije.
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Grafikon 5. Uporedni prikaz prosecnih vrednosti sadrzaja GSH kod analiziranih grupa
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Posebno je uocljiv veoma visok efekat interakcije faktora vreme i grupa, Sto ukazuje na
razlike u promenama koje su se desile kod analiziranih grupa. Pod uticajem suplementa kod
grupe koja ga je unosila doslo je do vidnog rasta prosecne vrednosti sadrzaja GSH, dok kod
placebo grupe nisu uoCene znaCajnije promene (Grafikon 5). U drugom eksperimentalnom
tretmanu primene HRW ukupne promene su manje izrazene ali su statisticki znacajne, dok efekat

razlike izmedu grupa nije pokazao statistiCku znacajnost iako je razlika vidljiva.

Kod oba primenjena tretmana prosecne vrednosti sadrzaja GSH su se statisticki znacajno
povecale u Cetvrtoj nedelji suplementacijei. Dok su kod placebo grupe prosecne vrednosti
ujednacene u svim tackama merenja, kod HRW grupe je uocen trend povecanja prosecnih
vrednosti sadrzaja GSH.

Testiranje razlika izmedu dva primenjena tretmana pokazalo je da te razlike nisu
statisticki znacajne, odnosno da su promene u vremenu veoma sli¢ne kod oba tretmana 1 da je
razlika izmedu grupa u vremenu takode sli¢na. Ispitanici su slicno reagovali u oba tretmana u
odnosu na sadrzaj GSH.

Razlika izmedu zavrSne prosecne vrednosti sadrzaja GSH prvog tretmana i prve prosecne
vrednosti drugog tretmana statisticki je znacajna kod suplement grupe. Doslo je do vidnog
snizavanja prose¢ne vrednosti sadrzaja GSH, odnosno njenog vracanja priblizno na nivo na

pocetku prvog tretmana. Kod placebo grupe ta razlika nije statisti¢ki znacajna.

6.1.2. Efekti eksperimentalnih tretmana na biohemijske parametre krvi

6.1.2.1. Kreatin kinaza (CK)

Kod varijable CK nisu dobijene statisticki znacajni efekti ni u jednom od primenjenih
tretmana. Jedino se u prvom tretmanu kod interakcije faktora vreme i grupe mogu zapaziti
vidljivije promene prosecne vrednosti aktivnosti CK. Na grafikonu 6. se moze zapaziti trend
opadanja prosecne vrednosti aktivnosti CK u prvom tretmanu kod suplement grupe uz
istovremeni porast kod placebo grupe. Takav, razli¢it trend promena uslovio je nizak nivo

statisticke znacCajnosti efekta promena kod placebo i HRW grupe.
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Grafikon 6. Uporedni prikaz aritmetickih sredina aktivnosti CK kod analiziranih grupa

Testiranje znacajnosti promena izmedu pojedinih merenja, pokazalo je da nema statisticki
znacajnih efekata u oba primenjena tretmana. NeSto vec¢i efekat razlika izmedu grupa zabelezen
je u prvom eksperimentalnom tretmanu nakon druge nedelje primene suplementa (eta® = 0,11).
Izmedu dva primenjena tretmana, postoji dosta visoka razlika ukupnog efekata promena ali nije i
statisti¢ki znaGajna (Eta® = 0,20).

Razlika izmedu zavr$ne prosecne vrednosti aktivnosti prvog tretmana i prve prosecne

vrednosti drugog tretmana nije statisticki znacajna kod obe analizirane grupe.

6.1.2.2. Gamaglutamil transferaza (GGT)

Kod varijable GGT nisu dobijeni statisticki znacajni efekti ni u jednom od primenjenih
tretmana. Promene prosecnih vrednosti aktivnosti u toku oba tretmana su male i nemaju vidljive

trendove promena (Grafikon 7).
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Grafikon 7. Uporedni prikaz aritmetic¢kih sredina aktivnosti GGT kod analiziranih grupa

Kod promena izmedu pojedinih tacaka merenja dobijena je statisticki znacajnost jedino
kod drugog tretmana u Cetvrtoj nedelji primene suplementacije.
Kod enzima GGT nisu uocene razlike u efektima primene dva tretmana, kao ni znaCajne

razlike u prosecnim vrednostima aktivnosti GGT na kraju prvog 1 pocetku drugog tretmana.

6.1.2.3. Bikarbonati (BKB)

Kod varijable BKB dobijeni su visoki, statisticki znacajni efekti ukupnih promena i
razlika izmedu placebo i suplement grupe ispitanika. Ti su efekti izrazeni u oba primenjena
tretmana uz gotovo identi¢ne promene prosecnih vrednosti koncentracije BKB kod analiziranih
grupa. Kod suplement grupe u oba tretmana je doslo do rastakoncentracije BKB, a kod placebo

grupe do smanjenja (Grafikon 8).
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Grafikon 8. Uporedni prikaz aritmetickih sredina koncentracije BKB kod analiziranih grupa

U prvom tretmanu efekti razlika su statisticki znacajni nakon druge i Cetvrte nedelje
primene suplementacije, dok su u drugom tretmanu one izrazene u ¢etvrtoj nedelji.

Izmedu primenjenih tretmana nije bilo statisticki znacajne razlike ali je efekat ukupnih
promena kod tretmana dosta visok (Eta® = 0,23). Efekat razlika izmedu grupa u tretmanima nije
pokazao statisticku znacajnost.

Kod obe analizirane grupe razlika izmedu krajnje prosecne vrednosti koncentracije prvog
tretmana i pocetne prosecne vrednosti drugog tretmana je statisticki znacajna. Kod placebo grupe
doslo je do povecanja prosecne vrednosti koncentracije BKB a kod suplement grupe do

smanjenja te vrednosti.
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6.1.3. Efekti eksperimentalnih tretmana na krvnu sliku

Na inicijalnom merenju indikatori krvne slike nisu pokazali statisticki znacajne razlike
izmedu placebo 1 suplement grupe ispitanika. Kod obe grupe su te vrednosti u granicama
referentnih vrednosti.

Na finalnom merenju mogu se uociti izvesne promene u prosenim vrednostima
analiziranih indikatora krvne slike, ali one nisu velike i ne pokazuju statisticki znacajnu razliku
izmedu placebo i suplement grupe.

Testiranje kvantitativnih razlika izmedu inicijalnog i finalnog merenja analiziranih grupa
nakon primenjenih tretmana suplementacije, pokazalo je izvesne promene u prosecnim
vrednostima nekih parametara krvne slike. U prvom tretmanu statisticki su znacajne promene
varijable MCH kod placebo grupe, MCHC kod obe grupe i hemoglobina kod placebo grupe, gde
su registrovane povisene prose¢ne vrednosti. U drugom tretmanu statisticki su znacajne promene
varijable MCV uz smanjenje prosecne vrednosti kod obe grupe, MCHC kod placebo grupe uz
povecanje prosecne vrednosti, leukocita kod suplement grupe uz smanjenje prosecne vrednosti,
eritrocita kod obe grupe uz smanjenje prosecne vrednosti i hemoglobina kod suplement grupe uz

smanjenje prosecne vrednosti.
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6.2. Akutni efekti suplementacije molekularnim vodonikom na acido baznu ravnotezu
vrhunskih dZudiskinja

U ovoj fazi studije ispitanice eksperimentalne grupe (N=4) su suplementirane sa
molekularnim vodonikom, dok je kontrolna grupa (N=4) koristila placebo. Nakon suplementacije
ispitanice su imale ,,Washout™ period u trajanju od 4 dana, a zatim je ponovljen identi¢an
protokol na ispitanicima pri ¢emu su ispitanice eksperimentalne grupe (N=4) koristile placebo,
dok je kontrolna grupa (N=4) suplementirana sa molekularnim vodonikom. Tokom studije,
treneri su na svakom treningu davali sportistima HRW (4g) ili placebo 30 minuta pre izvodenja
SJFT.

U Tabeli 3. prikazane su vrednosti SJFT po serijama, pri ¢emu se moZe zapaziti da ni u
jednoj seriji nije doSlo do statisticki znacajnih razlika izmedu grupa, kao ni u ukupnom broju
bacanja. Takode, statisticki znacCajne razlike nisu uoCene ni u sré¢anoj frekvenci odmah nakon
izvodenja testa, kao ni u prvom minutu oporavka. lako nisu utvrdene razlike u indexu SJFT kod
HRW i placebo tretmana, zapaza se na osnovu dobijenih rezultata i prema standardnoj
klasifikaciji SJFT (Franchini i saradnici, 2009), da su sve ispitanice imale odlicne vrednosti.
Prosecne vrednosti SJFT indeksa bile su slicne nakon placebo (13,36+1,02) 1 HRW unosa
(13,39+0,98).

Tabela 3. Sr¢ana frekvencija i vrednosti SJFT kod obe grupe dzudistkinja

HRW Placebo f p
A serija 5,89+0,33 6,11+0,33 2,000 0,179
B serija 10,44+0,73 10,66+0,70 0,467 0,506
C serija 9,55+0,72 9,44+0,88 0,089 0,770
Ukupan broj bacanja (n) 25,88+1,36 26,22+1,78 0,208 0,655
HR nakon testa (bpm) 182,33+0,36  182,44+4,71 0,054 0,820
HR 1min nakon SJFT (bpm) 163,33+£8,71 166,44+7,33 0,511 0,486
Index SJFT 13,39+0,98 13,36£1,02 0,031 0,863

HR= srcana frekvencija

Promene u biomarkerima acido bazne ravnoteze i oporavku nakon izvodenja SJFT
prikazani su u Tabeli 4. Na osnovu dobijenih rezultata zapaza se da je unos HRW statisticki
znacajno uticao na pH krvi kao i na koncentraciju laktata u odnosu na placebo. Koncentracija

bikarbonata u serumu je ostala statisticki nepromenjena izmedu placebo i HRW unosa.
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Tabela 4. Promene u biohemijskim markerima acidobazne ravnoteze kod vrhunskih dzudistkinja
nakon izvodenja SJFT

HRW Placebo F p

Lakiati Pre 1,81 (0,31) 1,57 (0,20) 3,211 0,095

(mmol.L")"* Posle 3 min 6,00 (1,92) 6,32 (1,52) 0,140 0,714

' Posle 5 min 6,81 (2,26) 9,67 (1,75) 7,985 0,013
F=6,768  P=0,004

Bikarbonati Pre 4 24,71 (0,74) 25,75 (2,12) 1,692 0214

(mmol.L") Posle 3 min  14,05(1,52)  15,51(2,02) 2,674 0,124

: Posle 5min 12,61 (1,97) 15,18 (2,06) 6,519 0,023
F=1,747  P=0,193

Pre 7,39 (0,04) 7,45 (0,07) 4224 0,059

pH” Posle 3 min 7,41 (0,14) 7,44 (0,08) 0,199 0,662

Posle 5 min 7,47 (0,12) 7,42 (0,08) 1,022 0,329

Na osnovu dobijenih rezultata, zapaza se da se nivo laktata nakon SJFT statistiCki
znacajno povec¢ao u HRW i Placebo grupi, pri ¢emu su vrednosti laktata statisticki znacajno nize

kod ispitanica tretiranih sa HRW (Grafikon 9).
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Grafikon 9. Promene koncentracije laktata nakon izvodenja SJFT

Na osnovu dobijenih rezultata (Grafikon 9), moze se uociti da su vrednosti nivoa
koncentracije laktata detektabilno vise u periodu unosa placeba, u poredenju sa HRW
tretmanom. Statisticki znacajno viSe vrednosti u koncentraciji laktata nakon izvodenja SJFT u

periodu unosa placeba detektovane su nakon tre¢eg i petog minuta oporavka. lako su povecane
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vrednosti koncentracije laktata uocene nakon unosa placeba i HRW, ove vrednosti nakon HRW
tretmana bile su statisticki znacajno nize.

Koncentracija bikarbonata u serumu se nije statisticki znacajno menjala nakon
primenjenih tretmana (Grafikon 10). Medutim, uocCeno je smanjenje koncentracije bikarbonata u

tre¢em i petom minutu oporavka nakon izvodenja SJFT.
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Grafikon 10. Promene koncentracije bikarbonata u serumu nakon izvodenja SJFT

Statisticki znacajan porast pH vrednosti nakon izvodjenja SJFT uocava se nakon unosa
HRW (Grafikon 11). Unos HRW je indukovao najve¢i porast pH vrednosti u petom minutu

oporavka, pri ¢emu je doslo do smanjenja pH kod placebo tretmana.
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Grafikon 11. Promene pH u serumu nakon izvodenja SJFT
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7. DISKUSIJA

Sportska aktivnost u borilackim sportovima nesumnjivo zavisi od velikog broja faktora. Borba u
dzudou traje 5 minuta aktivnog vremena i predstavlja visoko intenzivni napor anaerobnog tipa
(Bompa, 1999) sa segmentima aktivne borbe i odmora (Svischev, 2001). Tokom trajanja borbe
fizioloski zahtevi optere¢uju kako aerobni tako 1 anaerobni sistem. Specificnost ovog sporta kao i
bogata struktura pokreta omogucuje dzudisti da u odnosu na individualne morfoloske
karakteristike odabere tehnike kao i stil borbe koji ¢e uticati na njegov uspeh. Dzudo spada u
grupu olimpijskih sportova koji se odvijaju u dinamickim uslovima, §to podrazumeva primenu
velikog broja tehnika bacanja, drzanja, guSenja i poluga u cilju destrukcije protivnika. Zbog
svoje slozenosti, dzudo postavlja visoke zahteve pred borce s obzirom da se borba odvija uz
stalne promene dinamickog rezima rada pri ¢emu je nemoguée predvideti sledeéu situaciju.
Uspeh takmicara u ovom olimpijskom sportu rezultat je usvojenih tehnickih vestina, motorickih
sposobnosti (snaga, brzina i izdrzljivost), kao i odlicne taktiCke pripremljenosti (Lech 1
Sterkowicz, 2004). Savremene dijagnosticke metode omogucavaju otkrivanje latentnih
poremecaja zdravstvenog stanja kada jo§ ne postoje vidljivi simptomi promena u organizmu.
Upravo zbog visokih zahteva koje dzudo postavlja pred borce, neophodno je da se takmicari
upucuju na redovne kontrole biohemijsko-hematoloskih parametara, kako bi se izvrSile na vreme
odredene korekcije u treningu, ishrani i suplementaciji. Intenzivni dzudo trening je povezan sa
povecanom produkcijom slobodnih radikala i oksidativnim stresom, $to moze smanjiti kapacitet
antioksidativne zastite. Suplementacija sa HRW delimi¢no sprecava povecanu produkciju
slobodnih radikala i smanjenje kapaciteta neenzimske antioksidativne zastite kod dzudista.
Uzimajuéi u obzir modifikaciju antioksidativnih zastitnih mehanizama pod uticajem intenzivnih
treninga 1 nedovoljan unos antioksidanasa, suplementacija sa HRW doprinosi adekvatnoj
hidrataciji sportista uz povoljan uticaj na antioksidativni odbrambeni sistem kod dzudista u toku
kao 1 nakon intenzivnih treninga. Funkcija krvi je odrzavanje homeostaze unutrasnje sredine jer
ima ulogu glavne raskrsnice izmedu unosa materija potrebnih za zivot i eliminacije metabolita
nastalih u tkivima. Osim toga, krv prenosi do ciljnih organa hormone endokrinih zlezda i bilo
koja promena krvnih elemenata ovog te¢nog tkiva ukazuje na neku patologiju bilo same krvi ili
drugih tkiva. Na sastav telesnih teCnosti, a to znaci i krvi mogu uticati 1 odredeni fizioloSki

faktori kao Sto su telesna masa, nacin ishrane 1 fizicka aktivnost. Poznato je da neprilagodeni
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treninzi mogu dovesti do oksidativnog stresa koji moze menjati biohemijske parametre krvne
slike. Evidentno je da svi oblici fizicke aktivnosti, aerobni i anaerobni, imaju potencijal za
pove¢anom produkcijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta uz nastanak oksidativnog stresa.
Kontinuirano pracenje i analiza krvne slike sportista doprinosi prevenciji nastanka latentnih
poremecaja zdravstvenog stanja i kontroli kvalitetnog procesa treninga. U ovom radu su
ispitivani su hroni¢ni i akutni efekti primene HRW na parametre oksidativnog stresa i acido

bazne ravnoteze kod vrhunskih dzudista i dzudistkinja.

Prema naSim saznanjima, kao i dostupnoj literaturi, nema podataka o upotrebi HRW u
duzem periodu (12 nedelja) kod vrhunskih dzudista. Dobijeni rezultati u ovom radu ukazuju na
pozitivne efekte unosa HRW kod vrhunskih dzudista. U analiziranoj grupi sportista tokom kao i
nakon primene suplementa nisu zabelezeni negativni efekti unosa HRW. Ispitivanje promena u
hematoloskim parametrima privlaci veliku paznju zbog izuzetnog uticaja na fizicke performanse
sportiste. U ovom radu, analizom varijabli za procenu krvne slike ispitanika nije zabelezeno
statisti¢ki znacajno odstupanje distribucije rezultata u obe analizirane grupe u inicijalnom kao ni
u finalnom merenju kod oba eksperimenta. Vrednosti standardnih hematoloSkih parametara: broj
leukocita, eritrocita, trombocita, hemoglobin, hematokrit, MCV, MCH, MCHC pre i nakon oba
eksperimentalna tretmana HRW i Placebo grupe bile su u granicama referentnih iako su uocene
izvesne promene u prosecnim vrednostima pojedinih parametara. Testiranje kvantitativnih
razlika izmedu inicijalnog i1 finalnog merenja analiziranih grupa nakon primenjenih tretmana
suplementacije, pokazalo je izvesne promene u prosecnim vrednostima kod nekih parametara
krvne slike. U prvom tretmanu uocene su statisticki znac¢ajne promene varijable MCH kod
placebo grupe, MCHC kod obe grupe i hemoglobina kod placebo grupe, gde su registrovane
povisene prosecne vrednosti. U drugom tretmanu statisticki su znacajne promene varijable MCV
uz smanjenje prosecne vrednosti kod obe grupe, MCHC kod placebo grupe uz povecanje
prosecne vrednosti, leukocita kod suplement grupe uz smanjenje prosecne vrednosti, eritrocita
kod obe grupe uz smanjenje prosecne vrednosti i hemoglobina kod suplement grupe uz
smanjenje prosecne vrednosti. lako su opisane promene dostigle statisticku znacajnost srednje
vrednosti ovih parametara se i dalje nalaze u opsegu referentnih vrednosti. Daljom analizom
biohemijskih parametara CK, GGT i bikarbonata nije zabelezeno statisticki znac¢ajno odstupanje

distribucije rezultata u obe analizirane grupe. U naSoj studiji aktivnosti CK su znacajno povisene
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1 iznad referentnih vrednosti tokom posmatranog perioda, §to se moze videti na grafikonu 6.
Poznato je da visoko intenzivni treninzi dovode do znacajnog povecanja aktivnosti CK u serumu,
Sto ukazuje na izuzetno visoke fizioloske zahteve dzudoa. Iako nisu dobijeni statisticki znacajni
efekti ni u jednom od primenjenih tretmana, moze se zapaziti da je u prvom tretmanu vidljiv
trend opadanja prosecne vrednosti aktivnosti CK tokom vremena kod suplement grupe uz
istovremeni porast kod placebo grupe. Nesto veca odstupanja se mogu zapaziti kod distribucije
rezultata dobijenih na treCem merenju. U oba ciklusa primene suplementacije zabelezena je
visoka homogenost rezultata kod obe grupe ispitanika. Kod obe grupe aktivnost CK se nakon
washout perioda vratila na vrednosti dobijene nakon 28 dana u prvom tretmanu. Kreatin kinaza
predstavlja jedan od markera oSte¢enja ¢elija miSi¢a i moze biti i indirektni marker oksidativnog
stresa s obzirom da lipidna peroksidacija izaziva oSte¢enja ¢elijskih membrana. Medutim, kreatin
kinaza nije specificni marker oksidativnog stresa posebno kod sportista. Karakteristicno je da
sportisti imaju viSe bazalne vrednosti aktivnosti CK $to je i dobijeno na pocetku kao i tokom
trajanja studije. Aktivnost CK u serumu odrazava promene u normalnoj strukturi membrane
misSi¢nih Celija pa se povecane vrednosti aktivnosti CK u serumu smatraju indirektnim markerom
oStecenja miSi¢nih vlakana (Bloomer, 2007). lako su tokom posmatranog perioda vrednosti kod
obe grupe sportista bile znatno veée od referentnih, uocava se blagi trend opadanja u HRW grupi
Sto ukazuje da primena HRW moze uticati na smanjenje oste¢enja misi¢a u manjem stepenu.

GGT se nalazi na spoljnoj membrani Celije 1 degradira ekstracelularni GSH ali sa druge
strane pri tom stvara aminokiseline, prekursore za resintezu intracelularnog GSH. Ovaj enzim se
smatra delom sistema za zastitu ¢elija od oksidativnog stresa. S druge strane GGT izvedeni pro-
oksidansi mogu modulirati vazne redoks osetljive procese i funkcije u ¢eliji, uticati na ravnotezu
proliferacija-apoptoza, koja ima vazne implikacije u progresiji tumora. U ovom radu promene
nivoa prosecnih vrednosti aktivnosti GGT u toku oba tretmana bile su male i nisu pokazale
vidljive trendove promena. Aktivnost GGT nije bila statisticki znaCajno izmenjena ni u jednom
od primenjenih tretmana. Pre i nakon primenjenih tretmana sve vrednosti aktivnosti ovog enzima
su bile u okviru referentnih vrednosti. Podaci u literaturi o uticaju HRW na aktivnost GGT su
veoma oskudni.

Nakao 1 saradnici (2010) su utvrdili da primena HRW kod pacijenata sa metabolickim

sindromom dovodi do porasta nivoa GGT za 24%, pri ¢emu su vrednosti ostale u granicama
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referentnih. Literaturni podaci ukazuju da promene u aktivnosti GGT mogu nastati i usled
dijetetskog rezima ishrane (Lee i saradnici, 2004).

Acido bazna ravnoteza predstavlja jednu od vaznih komponenata homeostatskih
mehanizama unutrasnje sredine. U zavisnosti od intenziteta metabolickih procesa u organizmu,
nastaju promene odnosa kiselih i baznih ekvivalenata. Bikarbonat jon, bazni elektrolit, deluje kao
pufer u organizmu i ima sposobnost odrzavanja kiselo-bazne ravnoteze. Bikarbonatni puferski
sistem funkcioniSe i sluzi kao efikasan neutralizator promene koncentracije jona vodonika koji
moze nastati pojavom razli¢itih endogenih i egzogenih kiselina ili baza. Unos alkalnih agenasa
pre vezbanja moze povecati vancelijski puferski kapacitet. U ovom radu HRW kao alkalni agens
indukovao je porast vrednosti bikarbonata u u oba tretmana, dok je kod placebo grupe doslo do
smanjenja vrednosti kao Sto je 1 ocCekivano. Zabelezeni su visoki 1 statisticki znacajni efekti
ukupnih promena i razlika izmedu placebo i suplement grupe ispitanika. U prvom tretmanu
efekti razlika su statisticki znacajni nakon druge i Cetvrte nedelje primene suplementacije, dok su
u drugom tretmanu one izrazene u Cetvrtoj nedelji. Kod placebo grupe doslo je do povecanja
prosecne vrednosti, a kod suplement grupe do smanjenja vrednosti bikarbonata na kraju prvog i
pocetku drugog tretmana. S obzirom da oralni unos bikarbonata moze izazvati odredene
nezeljene efekte (Maughan and Burke, 2002), dobijeni rezultati ukazuju da HRW indukuje porast
bikarbonata bez nezeljenih nuspojava. U tom smislu, HRW ima svojstva alkalnog agensa tokom
fizicke aktivnosti, Sto je potvrdeno u prethodnoj studiji (Ostojic 1 Stojanovic, 2014).

Ispitivanje povezanosti oksidativnog stresa i1 fizicke aktivnosti tema je velikog broja
studija. Utvrdeno je da aerobna i anaerobna fizicka aktivnost moze dovesti do povecane
produkcije slobodnih radikala, Sto za posledicu moze imati oksidativna oSteCenja vaznih
biomolekula (Powers i saradnici, 2004). Ipak, pove¢ana produkcija slobodnih radikala u toku
treninga predstavlja i neophodan stimulus za indukciju optimalnog adaptivnog odgovora i
povecanja aktivnosti antioksidativnih zastitnih mehanizama (FisherWellman 1 Bloomer, 2009).
Enzimski i1 neenzimski antioksidanti igraju znacajnu ulogu u zaStiti tkiva od prevelikih
oksidativnih oStecenja, Sto je posebno vazno tokom intenzivne fizicke aktivnosti. Proizvodnja
slobodnih radikala u zavisnosti je od intenziteta, trajanja fizicke aktivnosti, kao 1 stanja
utreniranosti organizma. Potvrdeno je da unos antioksidanata poboljSava antioksidantni status, ali
ne i performanse sportista (Jones, 2008). Ipak, sastav, trajanje i doze antioksidantnih

suplemenata moraju biti strogo kontrolisani (Finaud i saradnici, 2006).
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Razumevanje promena u redoks ravnotezi koje nastaju kao posledica redovnih treninga u
dzudou mogu pruziti nova saznanja o efektima koje dzudo ima na organizam i moguénostima
primene preventivnih mera koje se zasnivaju na suplementaciji. Suplementacija sa HRW
ispitivana u ovoj studiji imala je pozitivan efekat na aktivnost ispitivanih antioksidativnih
enzima. U svim varijablama za procenu biomarkera oksidativhog stresa nije zabelezeno
statistiCki znaCajno odstupanje distribucije rezultata u obe analizirane grupe. Na osnovu
dobijenih rezultata zapaza se visoka homogenost rezultata u obe grupe ispitanika u oba ciklusa
primene suplementacije. Naime, kod kontrolne grupe rezultati su dosta stabilni, dok su kod

eksperimentalne grupe vidljive promene u sukcesivnim tatkama merenja.

Superoksid dismutaza ima veoma vaznu ulogu u antioksidativnoj zastiti tokom
dugotrajnih 1 intenzivnih treninga (Finaud i saradnici, 2006). Povecana aktivnost SOD
poboljsava otpornost na oksidativni stres (Urso 1 Clarkson, 2003). U nasoj studiji kod aktivnosti
varijable SOD u oba ciklusa primene suplementa dobijen je statisticki znacajan ukupni efekat
promena u vremenu, kao 1 ukupni efekat interakcije faktora vreme i grupa. Primena HRW u oba
eksperimentalna tretmana indukovala je promene kod eksperimentalne grupe u smeru povecanja
prosecne vrednosti. Nasuprot, kod kontrolne grupe ispitanika promene prosecne vrednosti
aktivnosti SOD su neznatne. U prvom tretmanu suplementacije najveci efekat promena
aktivnosti SOD javio se Cetvrtoj nedelji primene suplementacije.

U drugom ciklusu suplementacije nakon wash-out perioda statisticki znacajan efekat
razlika promena u grupama se zapaza na kraju tretmana. Nesto slabiji ukupni efekat promena je
zabeleZzen verovatno zbog opadanja vrednosti SOD u kontrolnoj grupi. Oba tretmana
suplementacije dala su vidne efekte u aktivnosti SOD. To potvrduju i rezultati t testa za zavisne
uzorke, gde su dobijeni rezultati pokazali da su kod eksperimentalne grupe u oba ciklusa primene
suplementacije dobijene statistiCki znacajne kvantitativne promene vrednosti SOD (t;=-4,26
p=0,008; t,=-3,60 p=0,016). Promene aktivnosti enzima usled treninga mogu i¢i u smeru
adaptacije, odnosno povecanja aktivnosti ili smanjenja aktivnosti enzima ukoliko oksidativni
stres prevazilazi kapacitete antioksidativne zastite (Finaud i saradnici, 2006). Evidentno je da je
primena HRW indukovala porast aktivnosti SOD nakon oba eksperimentalna tretmana. Nasi
rezultati su u saglasju sa autorima (Hong i saradnici, 2010) koji ukazuju da primena HRW

indukuje porast aktivnosti SOD kod eksperimentalnih Zivotinja. Prema dostupnoj literaturi, nasa
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studija je prva humana studija koja ispituje uticaj HRW na aktivnost SOD usled redovnih
treninga. Najveci broj studija pokazuju da usled fizicke aktivnosti razli¢itog intenziteta dolazi do
povecanja aktivnosti SOD (Naghizadeh i saradnici, 2009; Melikoglu i saradnici, 2008; El Abed 1
saradnici, 2011), mada nisu retke ni studije koje su pokazale da se aktivnost SOD ne menja
(Garcia-Lopez 1 saradnici, 2007), ili opada (Hubner-Wozniak 1 saradnici, 1994). Ispitivani
dzudisti u ovoj studiji, imali su znac¢ajno vecu aktivnost SOD u odnosu na kontrolnu grupu.
Povecana aktivnost enzimske antioksidativne zaStite sprecava Stetne efekte slobodnih radikala i
oksidativnog stresa. Nasuprot, visoka produkcija slobodnih radikala dovodi do inhibicije
aktivnosti SOD (Knez i saradnici, 2007). Povoljan efekat HRW na aktivnost enzima SOD je
evidentan, shodno ¢injenici da se aktivnost SOD povecava kao odgovor na oksidativni stres
usled redovnih treninga. Sa aspekta ovog dela istrazivanja pokazano je da HRW tretman u
doznom 1 vremenskom zavisnom obrascu povecava antioksidativni kapacitet, povecavajuci
upravo aktivnost SOD, ¢ime se istovremeno prevenira pojava razli¢itih degenerativnih oboljenja
(Rowinski i saradnici, 2013).

Glutation peroksidaza prisutna je u gotovo svim celijama i ima funkciju da redukuje
H,0O,, hidroperokside masnih kiselina i druge perokside u prisusutvu GSH pri ¢emu se GSH
oksidiSe do GSSG. U prvom eksperimentalnom tretmanu u trajanju od 28 dana uocava se
statisticki znacajni pad aktivnosti GSHPx u grupi koja je primala suplement. Detektabilne
promene u smislu statisticki znacajne razlike izmedu placebo i suplement grupe ispitanika takode
se uocavaju. Blagi trend opadanja aktivnosti GSHPx moZe se zapaziti kod obe analizirane grupe,
ali te promene nisu statisticki znacajne. GSH-Px ima ve¢i afinitet za vodonik-peroksid od
katalaze pri niskim koncentracijama H,O; u ¢eliji ili u plazmi. U uslovima intenzivnih treninga,
kada je koncentracija H,O, u ¢eliji ili plazmi visoka, katalaza je znatno efikasnija u njegovoj
detoksikaciji. U takvim okolnostima, kao odgovor organizma na intenzivno vezbanje, dolazi do
povecanja aktivnosti katalaze koja degradira H,O, do H,O 1 O,. Za razliku od aktivnosti SOD i
GSPX koji su se razlikovali izmedju grupa statisticki znac¢ajne promene u aktivnosti CAT nisu
zabeleZzene. Medutim, rezultati ispitivanja aktivnosti katalaze nisu konzistentni u veé
publikovanim radovima. Pojedini istrazivaci ukazuju na smanjenje aktivnosti katalaze
(Djordjevic 1 saradnici, 2011), dok druge studije nisu utvrdile promene u aktivnosti katalaze

usled kao treninga (Metin i saradnici, 2003; Lekhi i saradnici, 2007).
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Oksidativni stres i1 oStecenja nastala usled oksidativnog stresa, procenjuju se ili merenjem
antioksidativnih supstanci ili produkata nastalih pod dejstvom radikalskih kiseoni¢nih vrsta (Jin i
saradnici, 2013). Malonilaldehid je glavni i1 najviSe proucavani produkt peroksidacije
polinezasi¢enih masnih kiselina. Koristi se u brojnim istrazivanjima kao pokazatelj procesa
lipidne peroksidacije i mere njenog intenziteta (Valko i saradnici, 2007). Rezultati istrazivanja
sprovedeni na sportistima ukazuju na povecan nivo MDA usled aerobnih i anaerobnih treninga.
Naime, razlike su utvrdene izmedu sportista i ispitanika koji se ne bave sportom. Rvaci su imali
znacajno visi nivo lipidnih peroksida u poredenju sa kontrolnom grupom (Kiirk¢ii i saradnici,
2010), dok je kod dzudista pokazan povecan nivo MDA (El Abed i saradnici, 2011). Razlicit
stepen lipidne peroksidacije uocava se pri razli¢itim tipovima sporta, u zavisnosti od intenziteta i
vremena vezbanja, uzorka ispitanika i metode kojom se odreduje lipidna peroksidacija (Miyazaki
1 saradnici, 2001). U nasoj studiji efekat razlika izmedu grupa je statisticku znacajnost dostigao
tek na kraju oba tretmana. Prose¢na vrednost sadrzaja MDA kod suplement grupe je opala, dok
se istovremeno kod placebo grupe, posle pocetnog opadanja vrednosti, povecala. U oba
eksperimentalna tretmana evidentan je trend opadanja sadrzaja MDA u HRW grupi. Na osnovu
dobijenih rezultata u oba eksperimentalna tretmana utvrden je povoljan efekat unosa HRW u
trajanju od 4 nedelje koji moze smanjiti peroksidaciju lipida, i koji se ogleda u smanjenju
sadrzaja MDA. Utvrdeno je da H; ima sposobnost smanjenja lanCane reakcije, lipidne
peroksidacije, koja dovodi do generisanja markera oksidaivnog stresa, kao Sto je MDA (Niki,
2014). Slicne efekte kod zivotinja tretiranih sa HRW su dobili i drugi autori (Mao i saradnici,
2009; Zhang i saradnici, 2014; Zhang i saradnici, 2015). Nasuprot dobijenim rezultatima u nasoj
studiji, brojne studije ukazuju na povecanje sadrzaja MDA kod sportista i nesportista nakon
fizicke aktivnosti bez primene suplemenata (Knez i saradnici, 2007; Kiyici i Kishali, 2012).

Dinamika promene sadrzaja glutationa (GSH) je promenljiva. Naime, pod uticajem unosa
suplementa doslo je do vidnog rasta prosecne vrednosti sadrzaja GSH u HRW grupi, dok kod
placebo grupe nisu uocene znacajnije promene. U drugom eksperimentalnom tretmanu primene
HRW ukupne promene su manje izrazene ali su statisticki znacajne, dok efekat razlike izmedu
grupa nije pokazao statisticku znacajnost iako je razlika vidljiva. Poznato je da su celije sa
smanjenim nivoem glutationa osetljivije na oksidativni stres. Njegova uloga je veoma vazna jer
uz katalazu ima klju¢nu ulogu u odbrani od oksidativnog stresa. Iz tog razloga njegova uloga

proucavana je u brojnim prooksidativnim stanjima.
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Porast koncentracije GSH evidentan je u grupi koja je primala HRW, za razliku od placebo grupe
gde se koncentracija GSH nije znacajnije menjala. Povoljan efekat primene H; na sadrzaj GSH i
njegovo povecanje detektabilan je u oba eksperimentalna tretmana. Rezultati istraZivanja
ukazuju da je pad koncentracije GSH odgovoran za evoluciju oksidativnih oste¢enja i ujedno
pojavu klini¢kih korelata (Kidd, 2001), Sto nije bio slucaj u grupi koja je primala H, Nasuprot,
primena H; potencirala je povecanje sadrzaja GSH u oba eksperimentalna tretmana i ujedno
antioksidativnog kapaciteta. U nasem istrazivanju ocigledna je opravdanost suplementacije
sportista sa HRW, uzimaju¢i u obzir Cinjenicu da usled intenzivne fizicke aktivnosti postoji
opasnost od povecane produkcije slobodnih radikala. Nasa studija ukazuje da markeri
oksidativnog stresa nisu konzistentni i da variraju kao odgovor na fizicku aktivnost, uz
preporuku da fizicki aktivna populacija unosi H; kao potencijalni antioksidans. S obzirom da
fizicka aktivnost moze izazvati neravnotezu izmedu ROS 1 antioksidanasa, HRW mozZe biti
koristan alkaliziraju¢i agens i potencijalno poboljsati performanse uz smanjenje acidoze i rizika
nastanka oksidativnog stresa. Na osnovu dobijenih rezultata kao i postavljenih ciljeva aktuelnog
istrazivanja potvrduje se generalna hipoteza Hg - utvrdene su statisticki znaCajne razlike u
antioksidativnom statusu kod vrhunskih dzudista pod uticajem suplementacije molekularnim
vodonikom tokom 12 nedelja.

Iako su neophodna dalja istraZivanja, rezultati studije jasno ukazuju da unos H, moze

spreciti negativan uticaj ROS 1 pratecih reakcija iniciranih tokom i nakom vezbanja.

Akutni efekti suplementacije molekularnim vodonikom na acido baznu ravnotezu
vrhunskih dZudiskinja

Poznato je da brz oporavak nakon intenzivne fizicke aktivnosti omogucava brojne
benefite za sportiste, kao $to su poboljSanje performansi i smanjena mogucénost pretreniranosti
(Kentta i Hassinen, 1998; Bishop i saradnici, 2008). Optimalan oporavak je od posebnog znacaja
u dzudou i drugim visoko intenzivnim borilackim sportovima (Kellmann, 2010; Morales i1
saradnici, 2014). Poznato je da treninzi visokog intenziteta mogu uzrokovati poremecaj u acido
baznoj ravnotezi, pri cemu vezbom izazvana acidoza moZe negativno uticati na performanse i
oporavak sportiste (Robergs i saradnici, 2004). U cilju regulisanja vezZbom izazvane metabolicke
acidize, sportisti Cesto koriste razne nutritivne i famakoloske agense koji mogu uticati na

vrednosti pH u krvi 1 miSi¢u (Carr 1 saradnici, 2011). Rezultati istrazivanja (Mueller i saradnici,
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2013) ukazuju da je suplementacija bikarbonatima korisna u snizavanju acidoze kao i
poboljsanju sportskih performansi. Medutim, u literaturi su navedeni i brojni negativni efekti
(dijareja, mucnina, bol u stomaku) oralnog unosa bikarbonata (McNaughton i saradnici, 1999).

U ovom radu rezultati ukazuju da akutni unos HRW znacajno redukuje akumulaciju
laktata 1 povecava pH nakon primene SJFT kod vrhunskih dZzudistkinja. Suplementacija
molekularnim vodonikom je statisticki znacajno uticala na acido baznu ravnotezu vrhunskih
dzudistkinja tokom i nakon primene SJFT, §to sugeriSe na mogucu ergogenu snagu HRW. Na
temelju dobijenih rezultata, potvrdena je 1 pojedinacna hipoteza H1 — utvrdene su statisticki
znacajne razlike u acido baznoj ravnotezi kod vrhunskih dzudistkinja pod uticajem
suplementacije molekularnim vodonikom u toku jedne trenazne epizode.

Medutim, rezultati SJFT vrhunskih dZudistkinja bili su priblizno jednaki nakon oralnog
unosa HRW 1 Placeba. Nisu uocene statisticki znacajne razlike u koncentraciji bikarbonata iako
rezultati istrazivanja (Ostojic and Stojanovic, 2014) ukazuju da unos HRW povecava nivo
bikarbonata nakon fizi¢ke aktivnosti. Uzrok razlici u dobijenim rezultatima u ovoj i prethodnoj
studiji moze biti drugaciji trenazni protokol ili primenjene doze HRW.

Bikarbonati imaju znac¢ajnu ulogu u acido baznoj ravnotezi. Sobzirom da HRW povecava
pH ocekivano je da njena primena poveca koncentraciju bikarbonata, dok fizicka aktivnost
uzrokuje pad koncentracije bikarbonata. lako nije doSlo do znacajnijih razlika u koncentraciji
bikarbonata u ovoj studiji usled unosa HRW, hidratacija sa HRW ukazuje na brojne prednosti u
cilju prevencije 1 kontrole vezbanjem izazvane acidoze. Ubrzan pad sréane frekvencije nakon
visoko intenzivnih treninga moze ukazivati na ubrzan oporavak, kao odgovor na smanjenje
kardiovaskularnog stresa i harmonizovanja autonomnog nervnog sistema (Ostojic i saradnici,
2010). Ipak, u ovoj studiji nije utvrden znacajan pad sréane frekvencije nakon maksimalnog
napora, kao ni poboljSanje izvodenja SJFT izmedu dva primenjena tretmana. U skladu sa
dobijenim rezultatima Cini se da unos HRW nema direkni uticaj na oporavak zenskih
dzudistkinja kada se pojedinac¢na doza od 6g unosi 30 minuta pre intenzivne fizicke aktivnosti. U
tom smislu neophodna su dalja istrazivanja koja bi obuhvatila veé¢i uzorak, duzi primenu i
razli¢ite doze HRW kako bi se preciznije odredila potencijalna ergogena mo¢ molekularnog
vodonika. Akutni odgovor organizma na primenu HRW nije indukovao promene koje bi

negativno uticale na performanse i zdravlje ispitivanih sportistkinja.
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8. ZAKLJUCAK
Na osnovu postavljenih ciljeva, hipoteza i prezentovanih rezultata mogu se izvesti sledeci

zakljucci:

v' Primena HRW nije izazvala negativne promene u biohemijsko hematoloskim
parametrima tako da se njegova dalja primena preporucuje uz kontrolisane treninge i

trenazna opterecenja.

v’ Ispitivanja aktivnosti antioksidativnih enzima kod Placebo i HRW grupe ukazuju na
pojavu statisticki znacajnih razlika u antioksidativnom statusu kod vrhunskih dzudista

pod uticajem suplementacije molekularnim vodonikom tokom 12 nedelja.

v Suplementacija HRW mozZe biti od posebnog interesa za sportiste koji su podlozniji
oksidativnom stresu kao dodatna podrska endogenim i neenzimskim zastitnim sistemima.
Naime, dobijeni rezultati ukazuju da se odgovor organizma usled unosa HRW ogleda u
znacajnom povecanju nivoa aktivnosti enzima SOD 1 sadrzaja GSH usled sprovodenja
programirane fizicke aktivnosti. Takode, trend opadanja sadrzaja MDA u HRW grupi je
detektabilan. Utvrdeno je da H, ima sposobnost smanjenja lancane reakcije, lipidne

peroksidacije, koja dovodi do generisanja markera oksidativnog stresa, kao Sto je MDA.

v Shodno ¢injenici da intenzivna fizi¢ka aktivnost rezultuje povecanom produkcijom
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i dovodi do oStecenja tkiva slobodnim radikalima, upotreba
snaznog antioksidanta kao $to je vodonik moze smanjiti oksidativni stres i poremecaje
koje izazivaju reaktivne kiseoni¢ne vrste. Kao potencijalni agens snizavanja acidoze,
alkalno obogacena voda vodonikom bi se mogla koristiti kod ljudi u borbi protiv acidoze

izazvane fizickim vezbanjem.
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v Akutni efekti suplementacije ukazuju na statisticki znadajne razlike u acido baznoj

ravnotezi kod vrhunskih dzudistkinja u toku jedne trenazne epizode.

v" Unos HRW 30 minuta pre aktivnosti ne uti¢e na pobolj$anje performasni u dzudou. HRW
nema direkni uticaj na oporavak Zenskih dzudistkinja kada se pojedinacna doza unosi 30
minuta pre intenzivne fizicke aktivnosti. Ipak, primena suplementa ukazuje na pozitivne

akutne efekte organizma nakon pojedinacnog treninga.

v Akutni unos HRW znacajno redukuje akumulaciju laktata i pove¢ava pH nakon primene
SJFT vrhunskih dZzudistkinja. Suplementacija molekularnim vodonikom znacajno utice
na acido baznu ravnotezu vrhunskih dzudistkinja tokom i1 nakon primene SJFT, S$to
sugeriSe na mogucu ergogenu snagu HRW. Stoga se preporucuje dalje koris¢enje HRW u
cilju brzeg oporavka sportista nakon iscrpljujucih treninga, otklanjanja i sprecavanja

prekomernog nakupljanja laktata, Stetnih metabolita organizma.

v Tako je tatan mehanizam delovanja vodonika nepoznat, poznato je da molekularni
vodonik deluje kao ,hvatac” hidroksilnih radikala, $to moze dovesti do smanjenja
oksidativnog stresa, zbog manje koli¢ine ROS. Dobijeni rezultati ukazuju na ergogenu
antioksidantnu mo¢ molekularnog vodonika. Dalja istraZzivanja su neophodna kako bi se
podesili uslovi u kojima bi molekularni vodonik ispoljio svoje maksimalno delovanje i u

sportu.
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