Univerzitet u Beogradu

Farmaceutski fakultet

Ivana R. Barali¢

UTICAJ SUPLEMENTACIJE
ASTAKSANTINOM NA NIVO MARKERA
OKSIDATIVNOG STRESA | NIVO
SEKRETORNOG IgA U SALIVI KOD
MLADIH FUDBALERA

Doktorska disertacija

Beograd, 2012.



University of Belgrade
Faculty of Pharmacy

Ivana R. Barali¢

EFFECT OF ASTAXANTHIN
SUPPLEMENTATION ON OXIDATIVE
STRESS STATUS AND SECRETORY IgA IN
SALIVA IN YOUNG SOCCER PLAYERS

Doctoral dissertation

Belgrade, 2012.



Datum odbrane:

Komisija za ocenu i odbranu doktorske disertacije:

Dr sc. BriZita Dordevié, vanredni profesor - mentor

Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Dr sc. Jelena Kotur-Stevuljevié, docent

Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Dr sc. Ljiljana Dimitrijevié, naucni savetnik

Institut za virusologiju, vakcine i serume “Torlak”




Zahvalnice

Zahvaljujem se svom ucitelju i mentoru, prof. dr Briziti Dordevi¢, bez cije dragocene
pomoci ovaj rad ne bi bio mogué, koja je svojim nesebicnim zalaganjem ucinila da
zavolim bromatologiju i pruzila mi mogucnost da udem u krug sjajnih ljudi i naucnika,
za punu slobodu koju mi pruza tokom zajednickog rada, kao i tokom ovog istrazivanja.
Neizmerno sam zahvalna prof. emeritus Ivanki Mileti¢ §to mi je otvorila vrata
predivnog sveta nauke, na ukazanom poverenju, strpljenju, savetima i pomoéi koju mi
je davala u toku mog celokupnog rada.

Zahvaljujem se doc. dr Jeleni Kotur-Stevuljevi¢ za sav uloZeni trud, znanje i energiju U
toku realizacije ovog rada, od ulaska u biohemijsku laboratoriju do zavrsne obrade
doktorske disertacije. Njen analiticki duh i korisne sugestije su pomogli da se studija
uradi §to bolje i temeljnije.

Zahvaljujem se dr sc. Ljiljani Dimitrijevi¢ na ukazanom poverenju, ostvarenoj saradnji
i razumevanju u toku pisanja doktorske disertacije.

Dr Nenadu Dikicu se zahvaljujem na velikoj i nesebicnoj pomoéi u planiranju i
organizaciji ovog istrazivanja i stalnom podsticaju da ono bude privedeno kraju.
Zahvalna sam dr Mariji Andelkovi¢ i dr Nenadu Radivojevi¢u na izvanrednom trudu
tokom sportsko-medicinskih pregleda i pomoci u sakupljanju uzoraka.

Zahvaljujem se dr Aleksandri Stefanovié i mr ph. Jasmini Ivanisevi¢ na velikoj pomoci i
strpljenju u toku eksperimentalnog rada u laboratoriji Katedre za medicinsku biohemiju
Farmaceutskog fakulteta u Beogradu. Zahvaljujem se Vesni Stankovié i Marini Baranin
na pomoci u toku obrade bioloskog materijala.

Svojoj sestri, doc. dr Sanji Radojevi¢ Skodrié, se zahvaljujem na strpljenju, podrsci i
ljubavi u svim fazama izrade ove doktorske disertacije. Zahvaljujem joj se sto je uvek
imala snage da me pokrene kada sam posustajala i Sto je uvek bila puna entuzijazma i
novih ideja.

Zahvaljujem se svim zaposlenima na Katedri za bromatologiju, Katedri za medicinsku
biohemiju i kolegama iz kompanije ,, Velefarm” AD Holding na velikom razumevanju,
pomoci i Sirenju pozitivne energije.

Zahvaljujem se mladim fudbalerima fudbalskog kiuba “Partizan” i “Teleoptik’i
karatistima karate kluba “CIS Centar” na ucesc¢u u studiji.

Svojoj porodici zahvaljujem na strpljenju i razumevanju.



Uticaj suplementacije astaksantinom na nivo markera oksidativnog stresa i

nivo sekretornog IgA u salivi kod mladih fudbalera

Sazetak

Intenzivni treninzi dovode do povecanja produkcije slobodnih radikala i mogu
doprineti nastanku oksidativnog stresa kod sportista. Pored toga, poremecaj celijske
homeostaze u miSi¢ima uzrokovan slobodnim radikalima rezultira oSteCenjem miSica,
bolom, zamorom i smanjenjem sportskih performansi. Do sada je sproveden veliki broj
istrazivanja sa ciljem da se odredi efekat antioksidanasa na smanjenje oksidativnog
stresa 1 oSteCenja miSi¢a, koje nastaju kao posledice intenzivne fizicke aktivnosti.
Astaksantin (Asx) je liposolubilna supstanca koja pripada grupi ksantofila, oksidovanih
derivata karotenoida, Siroko rasprostranjen u prirodi. Rezultati do sada sporovedenih
istrazivanja pokazuju da astaksantin, zbog izvanredne antioksidativne aktivnosti, moze
imati znacajnu ulogu u ishrani ljudi u cilju oc¢uvanja zdravlja 1 prevenciji hroni¢nih
bolesti. FizioloSki stres uzrokovan dugim i intenzivnim treninzima se ogleda 1 u
prolaznim, ali znaCajnim promenama u imunom sistemu $to se dovodi u vezu sa
poveé¢anom incidencom infekcija, narocito infekcija gornjih respiratornih puteva kod
sportista. Do sada je ispitivan uticaj nekoliko nutritivnih mera na promene u imunom
sistemu uzrokovanih intenzivnim treninzima: ugljeno-hidratni napici, omega-3 masne
kiseline, razni antioksidansi, cink, glutamin, ehinacea i kolostrum, medutim cvrstih
dokaza za efikasnost ovih suplemenata jo$ uvek nema.

Stoga je cilj istrazivanja bio ispitivanje uticaja suplementacije Asx na
oksidativni stres i oSte¢enje miSi¢a kod mladih fudbalera u toku sezone. Pored toga,
ispitivan je i uticaj suplementacije Asx i senzorne stimulacije aromatizovanim napitkom
na bazi surutke na mukozni imunitet sportista.

U istrazivanju je ucestvovalo 40 fudbalera, 28 ispitanika koji nisu imali redovnu
intenzivnu fizi€ku aktivnosti i 20 ispitanika koji su se rekreativno bavili karateom.
Studija je planirana u skladu sa eti¢kim standardima datim u Helsinkiskoj deklaraciji i u

skladu sa pravilima Etickog komiteta UdruZenja za medicinu sporta Srbije.

DugogodiSnje  treniranje = fudbala  uslovljava  povecanje  aktivnosti
antioksidativnih mehanizama zaStite, ali su 1 pored toga mladi fudbaleri izloZeni ve¢em

nivou oksidativnog stresa i oksidativnog ostecenja u odnosu na fizicki neaktivne osobe.



Intenzivni fudbalski trening je povezan sa pove¢anom produkcijom slobodnih radikala,
Sto moze smanjiti totalni antioksidativni status. Suplementacija astaksantinom moze
delimi¢no spreciti povec¢anu produkciju slobodnih radikala i troSenje neenzimske
antioksidativne zastite kod mladih fudbalera. Naporan program treniranja u toku sezone
dovodi do povecanja produkcije superoksidnog anjona i smanjenja aktivnosti enzima
superoksid dizmutaze. Ipak, uoCeno smanjenje totalnog oksidativnog statusa i
prooksidativno-antioksidativnog balansa, ukazuje na smanjenje nivoa oksidativnog
stresa, S§to je verovatno posledica adaptivhog odgovora na intenzivne treninge.
Suplementacija astaksantinom ima povoljan efekat na unapredenje aktivnosti enzima
paraoksonaze 1 i ukupan sadrzaj sulfhidrilnih grupa kod mladih fudbalera. Primena
astaksantina u toku sezone moze stabilisati miSi¢nu membranu 1 na taj naCin smanjiti
oStecenje misSi¢nih ¢elija do odredenog stepena. Intenzivan trening kod fudbalera, ali 1
rekreativni karate trening dovode do pada nivoa sekretornog IgA u salivi. Primena
aromatizovanog napitka na bazi surutke nakon treninga moZe biti od koristi u cilju
odrZavanja salivarnog protoka, a na taj na¢in i koli¢ine sIgA u salivi. Rezultati pokazuju
da supleme tacija astaksantinom moze imati povoljan efekat na produkciju sIgA u

salivi kod miadih fudbalera u periodu intenzivnih treninga tokom sezone.

Kljuéne reci: oksidativni stres, paraoksonaza 1, mukozni imunitet, astaksantin, fudbal
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Effect of astaxanthin supplementation on oxidative stress status and secretory IgA in

saliva in young soccer players
Abstract

Exhaustive physical activity is associated with increased production of reactive
oxygen species and oxidative stress. Enhanced free radical production leads to cellular
loss of redox homeostasis and might result in muscular injury, soreness, and fatigue,
and, consequently, decrements in physical performance. Methods to reduce free radical
production and subsequent oxidative stress and muscle damage during and following
physical exercise have been a priority of much research activity. Various antioxidants
and their combinations were investigated. Astaxanthin is one of the main pigments
belonging to the family of the xanthophylls, which is generally distributed in seafood.
Recent studies continue to evidence the multiple possibilities of astaxanthin application
in providing benefits to human health. The physiologic stress induced by prolonged and
intensive exertion is reflected in transient yet significant immune system perturbations
in multiple body compartments. The influence of several nutritional countermeasures to
exercise-induced alterations of mucosal immunity have been investigated including
carbo-hydrate, zinc, glutamine, bovine colostrum, caffeine, as well as several
antioxidants.

The purpose of the present investigation was to determine the effects of
astaxanthin supplementation on oxidative stress and muscle damage in young soccer
players while following their habitual dietary pattern and training program during
competitive season. In addition, the effect of couple nutritional measures (sensory
stimulation and astaxanthin supplementation) on mucosal immunity were investigated

The study was performed in a group of 40 soccer players, 28 high school pupils,
who did not practice intensive physical exercise regularly and 20 subjects who practiced
karate recreationally. The study was conducted according to the guidelines laid down in
Declaration of Helsinki. Experimental procedures were approved by the Ethical
Committee of Sports Medicine Association of Serbia.

Long-term soccer training is accompanied by an increased capacity of
antioxidant systems. However, soccer players are exposed to higher level of oxidative
stress in comparison to sedentary people. Soccer exercise is associated with excessive

production of free radicals and oxidative stress which might diminish total antioxidant

VIl



status. Supplementation with astaxanthin could prevent exercise induced free radical
production and depletion of non enzymatic antioxidant defense in young soccer players.
Regular soccer training over the period of 90 days provokes increased production of
superoxide anion and decreased activity of superoxide dismutase. On the other hand,
soccer training may result in decreased total oxidant status and prooxidant-antioxidant
balance, probably due to an up regulation in the body's antioxidant defense system.
Astaxanthin supplementation had beneficial effect on improving paraoxonase 1 activity
toward paraoxon and diazoxon, as well as total sulphydryl groups content in young
soccer players. Supplementation with astaxanthin might stabilize sarcolemma leading to
less muscle damage. Intensive soccer exercise, as well as recreational karate exercise
induced decrease in sIgA absolute concentration and sIgA secretion rate and the
magnitude of these alterations reflects the intensity, duration and chronicity of the
exercise. Application of flavored whey-based drink elevated salivary flow and might be
helpful in maintenance of total sigA amount covering mucosal surface. Astaxanthin
might have beneficial effect on sIgA production in saliva in young soccer player during
training season.

Kljuéne reci: oxidative stress, paraoxonase 1, mucosal immunity, astaxanthin, soccer,
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1. UVOD

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. Rizik od razvoja bolesti se smanjuje kao funkcija fizi€ke aktivnosti do
jednog odredenog nivoa, dok sa daljim povecanjem inteniziteta 1 trajanja vezbanja, raste
1 rizik nastanka hroni¢nih bolesti. Smatra se je upravo oksidativni stres veza izmedu
intenzivne fizicke aktivnosti 1 bolesti. Odredeni, optimalni nivo produkcije slobodnih
radikala omogucava poboljSanje zdravstvenog stanja, dok produkcija prooksidanasa
koja prevazilazi optimalni nivo, moze prekoraciti kapacitet antioksidativne zastite i
tako izazvati nepopravljiva oksidativna oSte¢enja 1 potencijalno dovesti do razvoja
bolesti.

Tokom poslednje 3 decenije znanje o bioloskim posledicama oksidativnog
stresa, uzrokovanog intenzivhom i dugotrajnom fizickom aktivno$¢u, znacajno se
proSirilo. Ranije se smatralo da povecana produkcija slobodnih radikala u toku
intenzivnih treninga predstavlja veliku opasnost za fizioloSke funkcije sportista i da je
treba smanjiti ili eliminisati. Ipak, novija otkri¢a su pokazala da povecana produkcija
slobodnih radikala moze prestavljati stimulus za ushodnu regulaciju antioksidativnih
enzima 1 povecanje aktivnosti zastitinth mehanizama. Sa druge strane, ovaj adaptivni
odgovor ponekad ne moze da kompenzuje poremecenu redoks ravnotezu u organizmu,
pa su potrebe sportista za antioksidansima povecéane, naroCito u periodu intenzivnih
treninga i takmicenja. Pored toga, unos antioksidanasa putem hrane kod sportista je
vrlo ¢esto nizi od preporucenog. Stoga, suplementacija antioksidansima moZze pruziti
znacajnu potporu endogenim antioksidansima u cilju smanjenja povecane produkcije
slobodnih radikala i oksidativnog stresa.

Potrebna su dodatna ispitivanja veze izmedu fizicke aktivnosti i oksidativnog
stresa 1 posledica koje moZe imati, kao 1 istraZivanja o efektima suplementacije

antioksidansima.



1.1. Oksidativni stres

Oksidativni stres je stanje u kome je delikatna ravoteza izmedu produkcije
proksidanasa-slobodnih radikala i njihovog uklanjanja putem antioksidativnih zastitinih
mehanizama pomerena u smeru stvaranja slobodnih radikala (Fisher-Welman K, 2009).
Slobodni radikali su molekuli ili delovi molekula koje imaju jedan ili vise nesparenih
elektrona u poslednjoj orbitali (Finaud J, 2006). Odredena stanja ubrzavaju, odnosno
uslovljavaju  hroni¢nu produkciju slobodnih radikala, S§to moZe dovesti do
preopterecenja kapaciteta antioksidativnih mehanizama zastite, stalnog poremecaja
redoks ravnoteze 1 promena u redoks senzitivnim signalnim putevima. Ovaj poremecaj
uslovljava oksidativna oStecenja nukleinskih kiselina, lipida 1 proteina, a preko promena
u ekspresiji gena, moze dovesti do apoptoze zdravih celija i sistemske inflamacije
(Droge W, 2002). Umerene, kao i izrazite promene u redoks potencijalu, kao posledica
hroni¢nog oksidativnog stresa najverovatnije imaju ulogu u nastanku i razvoju velikog
broja akutnih i hroni¢nih bolesti.

Kada govorimo o slobodnim radikalima uglavnom se misli na reaktivna
kiseonikova jedinjenja (eng. reactive oxigen species-ROS), zato $to su ona ukljucena u
esencijalne fizioloSke fenomene, kao $to je imuni odgovor 1 oksidativni stres. Pored toga
slobodni radikali mogu da sadrze atom azota (eng. Reactive nitrogen species-RNS) ili
sumpora (eng. reactive sulfur species-RSS) (Tabela 1) (Finaud J, 2006).

Bazalni nivo ROS se konstantno produkuje i eliminiSe iz organizma. U Zivim
organizmima ova delikatna ravnoteza je odgovorna za uspostavljanje intracelularnog
redoks stanja, koji ima ulogu u optimizaciji ¢elijskih funkcija. U ¢elijama sisara postoji
veliki broj signalnih puteva koji su osetljivi na intracelularno redoks okruzenje i mogu
biti aktivirani posredstvom oksidativnog stresa. Prolazne promene u redoks ravnotezi,
koje nastaju usled povecane produkcije reaktivnih kiseonikovih jedinjenja ili smanjene
antioksidativne zaStite, dovode do pomeranja ravnoteze ka sredini koja ima oksidativne
karakteristike, Sto predstavlja signal za aktivaciju odredenih mehanizama od znacaja za
optimalne fizioloske funkcije (Droge W, 2002). Neke primeri specificnih redoks

osetljivih funkcija i njihovih signalnih mehanizama su:



1. Regulacija vaskularnog tonusa preko guanilat ciklaze ili transkripciona/post-
transkripciona regulacija azot oksid sintaze preko aktivacije nuklearnog faktora-«B
(NF-xB) i mitogen aktivisane protein kinaze (MAPK).

2. Amplifikacija imunog odgovora i apoptoze preko aktivacije aktivator proteina 1
(AP1) i NF-xB transkripcionog faktora u humanim T ¢éelijama.

3. Regulacija insulin receptor kinazne aktivnosti preko povecane aktivnosti protein
tirozin fosfataze.

4. Povecanje ekspresije antioksidativnih enzima 1 glutationa kao odgovor na MAPK 1
NF-kB aktivaciju u cilju ponovnog uspostavljanja redoks ravnoteze.

Ovaj poslednji primer je narocito krakteristiCan za sport, jer se smatra da povecana
produkcija ROS tokom 1 posle treninga predstavlja signal za povecanje aktivnosti
antioksidativnih zastitnih mehanizama (Fisher-Welman K, 2009).

Tabela 1. Klasifikacija i osnovna delovanja slobodnih radikala

Slobodni radikal Oznaka Poluzivot Delovanje

Reaktivna kiseonikova jedinjenja ROS

Superoksidani anjon 0;° 107 sek

Singletni kiseonik '0, 1 psek

Ozon O3 Stabilan Oksidacija i
Hidroksil radikal HO* 107 sek Peroksidacija
Vodonik peroksid H.0, Stabilan Lipida

Hipohlona kiselina HOCI Stabilna Oksidacija protein
Alkoksi radikal RO 10 sek Osteéenje DNK
Peroksi radikal ROO* 7 sek

Hidroperoksi radikal ROOH*® -

Slobodni radikali azota RNS

Azotmonoksid radikal NO* - Peroksidacija lipida
Azotdioksid radikal NO,"® 1-10 sek Ostecenje DNK
Peroksinitrit ONOO * 0,005 sek Oksidacija protein
Slobodni radikali sumpora RSS

Tili radikal RS Oksidacija proteina

Ostecenje DNK




1.2. Antioksidativna zasStita

Antioksidansi su jedinjenja koja umanjuju oksidativna ostecenja u bioloSkim
sistemima tako Sto spreCavaju formiranje slobodnih radikala ili reaguju sa njima pre
nego stupe u reakciju sa vaznim biomolekulama. Celije su zadti¢ene od oksidativnih
oste¢enja kompleksnom mrezom antioksidanasa, koja ukljucuje enzimske i neenzimske
antioksidanse (Close DC, 2006). Neenzimski antioksidansi su jedinjenja male
molekulske tezine, koja se sintetiSu u organizmu ili se unose putem hrane. Da bi
obezbedili efikasnu =zastitu, ovi antioksidansi su strateski rasporedeni u intra i
ekstracelularnom prostoru. Slika 1. ilustruje ¢elijske lokacije najvaznijih antioksidanasa
(Powers SK, 2004). Efikasnost antioksidativnog sistema zavisi od unosa vitamina i
mikronutrijenata putem hrane i sinteze antioksidativnih enzima, koja se moze menjati

pod uticajem redovnih i jednokratnog treninga, ishrane ili starenja (Finaud J, 2006).

1.2.1. Antioksidativni enzimi

Antioksidativni enzimi katalizuju reakcije uklanjanja ROS iz sistema ili reakcije
regeneracije, odnosno redukcije oksidovanih antioksidanasa (Deaton CM, 2003).
Najvazniji enzimski antioksidansi su:
SUPEROKSID DIZMUTAZA (SOD) je enzim koji neutraliSe superoksidni anjon i
predstavlja prvi enzim u liniji odbrane od oksidativnog stresa. Ovaj enzim je primarno
lokalizovan u mitohondrijama i u citosolu ¢elija. U skeletnim miSi¢ima postoje dve
izoforme: CuzZnSOD (SOD1), koja je prvenstveno lokalizovana u citosolu i MnSOD
(SOD2) koja se nalazi u mithondrijama (Powers SK, 2008). U mirovanju, u svim
¢elijama, najve¢i deo formiranog superoksidnog anjona neutraliSe SOD u
mitohondrijama, a samo mali deo SOD u citosolu. Medutim, u mi$i¢nim ¢elijama, 65 %
- 85 % aktivnosti SOD se odvija u citosolu (Finaud J, 2006). Postoji i ekstracelularna
forma SOD (SOD3), koja zahteva prisustvo Cu i Zn za svoju aktivnost, a nalazi se i u
plazmi i tkivima. Ovaj protein se sekretuje u ekstracelularni prostor i formira
glikozilirani homotetramer koji se vezuje za ekstraceullarni matriks (ECM) i povrsinu
¢elija. Jedan deo sintetisanog enzima se cepa blizu C terminalnog kraja pre oslobadanja

u ekstraceularni prostor i formira cirkliSuce tetramere koji se ne vezuju za ECM (Zelko
IN, 2003).



GLUTATION PEROKSIDAZA (GPX) se nalazi u mitohondrijama, citosolu i
membranama c¢elija 1 katalizuje redukciju vodonik peroksida (H20,) i organskih
hidroperoksida u prisustvu redukovanog glutationa (GSH) kao donora elektrona, pri
¢emu se formira oksidovani glutation (GSSG). Aktivnost GPX zavisi od prisustva
selena. Postoji pet vrsta ovog enzima koji se razlikuju prema specifi¢nosti supstrata i
lokalizaciji u ¢eliji (Powers SK, 2008).

GLUTATION REDUKTAZA (GR) je esencijalna za konverziju oksidovanog
glutationa (GSSG) u redukovani oblik (GSH) uz prisustvo NADPH (redukovani
nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat) kao redukcionog faktora (Deaton CM, 2003).
Odnos oksidovanog i redukovanog glutationa je vazan indikator oksidativnog stresa.
Usled povecéane produkcije ROS, dolazi do uznapredovale oksidacije GSH u GSSG, a
recikliranje GSH je limitirano aktivno$¢éu GR i sadrzajem NADPH (Ji LL, 1995).
Smanjenje GSH/GSSG se uocava sa starenjem ili nakon fizicke aktivnosti, a moze
imati ulogu i u etiologiji nekih neurodegenerativnih bolesti (Finaud J, 2006).
Odrzavanje optimalnog odnosa GSH/GSSG je vrlo vazno, s obzirom na viSestruku
ulogu koju glutation ima u antioksidativnom sistemu zasStite. Pored toga, akumulacija
GSSG je toksicna jer moze uticati na formiranje disulfidnih veza u proteinima enzimima
i DNK. Ipak nema dokaza da se ovi procesi deSavaju tokom fizicke aktivnosti (Ziegler
DM, 1985).

Vitamin E Vitamin C
Karotenoidi Glutation
gﬁg’w Mokracna kiselina Bilirubin
Feritin a-liponska kiselina
SOD3 PON1-HDL

Vitamin C
a-liponska kiselina
Glutation

GPX
Glutation SOD2
Mitohondrije &
CAT m—

; itami Karotenoidi
Celijska membrana I I I I I I I Vitamin E

SOD1

GPX CAT SOD1

Slika 1. Lokalizacija najvaznijih antioksidativnih enzima i neenzimskih antioksidanasa
u celiji. PON1-paraoksonaza 1; GPX-glutation peroksidaza; SOD-superoksid
dizmutaza; CAT-katalaza (preuzeto iz Powers SK i sar./ Physiological Reviews 2008).



KATALAZA (CAT) ima nekoliko vaznih bioloskih funkcija od kojih je najvaznija
eliminacija H,0, iz sistema razlaganjem na vodu i kiseonik. Siroko je rasporostranjena
u ¢elijama, prvenstveno u peroksizomima i mitohondrijama (Finaud J, 2006). Gvozde je
neophodni kofaktor, vezan za aktivno mesto enzima. | GPX i CAT imaju istu funkciju-
neutralizacija H,O2, s tim §to je prvi enzim efikasniji u prisustvu veéih koncentracija
H,0,, dok katalaza ima funkciju u eliminaciji H,O, u manjim koncentracijama (Powers
S, 2008).

HUMANA SERUMSKA PARAOKSONAZA 1 (EC 3.1.8.1, arildialkilfosfataza,
PONI1) je kalcijum zavisna esteraza koji se sintetiSe u jetri, a zatim sekretuje u krv gde
se vezuje za lipoproteine velike gustine (eng. high density lipoprotein — HDL)
(Draganov DI, 2004). PONI1 ima vaznu ulogu u prevenciji ateroskleroze, jer je
pokazano da PON1 sprecava oksidativne modifikacije lipoproteina male gustine (eng.
low density lipoprotein — LDL) i HDL ¢estica uzrokovane slobodnim radikalima (Costa
LG, 2011). Antiaterogene osobine PONI1 se karakteriSu sposobnos¢u ovog enzima da
hidrolizuje lipidne perokside u humanoj aterosklerotskoj leziji (La Du BN, 1999).
Humani PON1 enzim je polimorfan i razli¢ite osobe imaju kako razli¢ite koncentracije
ovog enzima tako i znacajne varijacije u aktivnosti prema istom supstratu. Enzim PON1
ima dva uobicajena kodiraju¢a polimorfizma: supstitucija metionina (M) leucinom (L)
na poziciji 55 i supstitucija glutamina (Q) argininom (R) na poziciji 192 (Humbert R,
1993). Proucavanjem katalitickih aktivnosti odgovaraju¢ih genotipova prema razli¢itim
supstratima uoCene su varijacije u afinitetima prema razli¢itim nefizioloSkim
supstratima. Dokazane su supstrat-zavisne razlike izmedu PONlgigr izoformi:
PON1Rgig; varijanta ima jace izrazen afinitet prema paraoksonu kao sustratu u odnosu na
PON1g192, dok prema dizaoksonu, ne postoji razlika u afinitetima izmedu PON1qag, i
PON1Rrig; izoformi, ali su reakcioni uslovi podeSeni tako da smanjuju afinitet R
varijante prema ovom supstratu (Mackness B, 2008). Pored toga, PON1qig, fenotip je
efikasniji u metabolizmu oksidovanih HDL i LDL ¢estica u odnosu na PON1g;g, (Costa
LG, 2011). Ipak, faktori sredine kao §to su ishrana, fizi¢ka aktivnost, pusenje, kao i
lekovi mogu menjati aktivnost ovog enzima (Ferre N, 2003). S obzirom na ulogu PON1
u zastiti od kardiovaskularnih bolesti, kao 1 na ¢injenicu da je njena aktivnost smanjena
u nekim patoloskim stanjima (Rajkovi¢ MG, 2010; Kotur-Stevuljevic J, 2006), posebna

paznja se poklanja faktorima koji mogu menjati aktivnosti PONL1.



1.2.2. Neenzimski antioksidansi

TIOLI su grupa molekula koje imaju sulthidrilne ostatke na aktivnim mestima. SintetiSu
se iz aminokiselina koje sadrze sumpor (cisteina ili metionina). Imaju brojne funkcije u
bioloskim sistemima - uloga u sintezi proteina, redoks sistemima, imunitetu. Zauzimaju
vazno mesto u kompleksnoj mrezi endogenih antioksidansa (Finaud J, 2006).

Glutation (GSH) je najzastupljeniji neproteinski tiol u ¢elijama. On se primarno
sintetiSe u jetri 1 transportuje se putem krvi do tkiva. Tkiva koja su intenzivno izloZena
prooksidansima imaju visok nivo GSH - so¢ivo u oku, jetra. GSH reaguje direktno sa
velikim brojem slobodnih radikala, doniranjem jednog vodonikovog atoma. On je
supstrat za GPX u reakciji eliminacije H,O, i organskih hidroperoksida. Pored toga,
GSH omogucava odrzavanje drugih antioksidansa, kao §to su vitamin E 1 C, u
redukovanom stanju (Powers SK, 2008). Smatra se da je odnos GSH/GSSG in vivo
preko 100:1, ali eksperimentalni podaci pokazuju da je taj odnos 10 do 50:1, zbog
neizbezne oksidacije GSH tokom testa (Ji LL, 1995). U stanju oksidativnog stresa,
moguce je smanjenje odnosa redukovanog i oksidovanog GSH (GSH/GSSGQG), kao 1
smanjenja ukupnog sadrzaja tiola (Finaud J, 2006).

a-Liponska kiselina je tiol koji inhibira peroksidaciju lipida i pomaze redukciju
oksidovanih formi vitamina E 1 C. Takode, redukuje cistin do cisteina u procesu sinteze
tiola (Finaud J, 2006). a-liponska kiselina je kofakor za a dehidrogenaza komplekse i
ucestvuje u reakcijama S-O transfera. Nalazi se u malim koli¢inama u tkivu Zivotinja i
vezana je za enzimski kompleks Sto ograniCava njenu funkciju kao antioksidansa
(Powers SK, 2008).

MOKRACNA KISELINA je krajnji ekskretorni produkt metabolizma purina i vazan
antioksidans male molekulske tezine u bioloskim te¢nostima kod ljudi. Mokraéna
kiselina moze da neutraliSe peroksil, hidroksil radikale i singletni kiseonik (Finaud J,
2006).

BILIRUBIN je krajnji proizvod metabolizma hemproteina. Ima snazni antioksidativni
potencijal protiv peroksil radikala i $titi ¢elije od toksi¢nih nivoa vodonik peroksida
(Powers SK, 2008).

FERITIN- GvoZde je neophodan mikronutrijent za normalan rast i proliferaciju ¢elija, a
ima antioksidativni efekat kao kofaktor enzima katalaza. Ipak, joni gvozda mogu

delovati i prooksidativno, jer oksiduju vitamin C i katalizuju reakciju konverzije



vodonik peroksida do hidroksil radikala (Powers SK, 2008). Stoga je gvozde
potencijalni prooksidans, a feritin, jedan od proteina ukljucenih u metabolizam gvozda,
ima vaznu ulogu u odrzavanju optimalne ravoteze gvozda. (Finaud J, 2006). Povecana
sinteza feritina je uocena kao odgovor na treniranje, oSteéenje Celija ili inflamaciju,
odnosno na stanja koja promovisu oksidativni stres (Orino K, 2001; Arosio P, 2002).
TRANSFERIN i CERULOPLAZMIN su helatni agensi koji vezuju metale i sprecavaju
metalne jone da ucestvuju u formiranja peroksil radikala. Pored toga, albumin i1 drugi
proteini krvi doprinose ukupnom antioksidativnom kapacitetu krvi nespecificnim
vezivanjem slobonih radikala (Close DC, 2006).

VITAMIN E- Pod vitaminom E se podrazumeva 8 strukturnih izomera tokoferola i
tokotrienola, od kojih je a-tokoferol najpoznatiji i ima najveéu antioksidativnu
aktivnost. (Lukaski CH, 2004). Vitamin E prvenstveno S§titi polinezasicene masne
kiseline celijskih membrana 1 subcelijskih struktura od oksidativnih oSte¢enja. Kao
antioksidans, vitamin E je narocito vazan, jer ima sposobnost da konvertuje superoksid,
hidroksil i peroksil radikale u manje reaktivne forme. lako je vitamin E efikasan
antioksidans, interakcija sa slobodnim radikalima dovodi do smanjenja funkcionalnog
vitamina E i formiranja vitamin E radikala (Powers SK, 2004). Deficit vitamina E je
povezan sa neuroloSkim oste¢enjima i hemolizom eritrocita, negativno uti¢e na funkciju
skeletnih miSi¢a - povecava oksidativni stres u miSi¢ima, menja tip misi¢nih vlakana,
uzrokuje degradaciju i inflamatorne procese koji mogu dovesti do distroficnih stanja
(Pette D, 1986). Rezultati analize 22 studije koje su obuhvatile i sportiste koji se bave
sportovima izdrzljivosti i snage, pokazali su da oni konzumiraju dovoljne koliCine
vitamina E. Ipak, veéina sportista je uzimala dijetetske suplemente (Economos CD,
1993). Ostale studije su pokazale da 53% sportista na koledzu, 50% gimnasticara u
adolescentskom dobu i1 38% balerina uzima vitamin E u koli¢ini koja je manja od 70%
preporuc¢enog dnevnog unosa (eng. reccomended dietary alowances-RDA) (Lukaski
CH, 2004).

VITAMIN C - Za razliku od vitamina E, vitamin C je hidrosolubilan i svoju
antioksidativnu aktivnost ispoljava u vodenoj sredini. Vitamin C direktno vezuje
superoksid, hidroksil 1 hidroperoksil radikale. Druga vaZna uloga vitamina C je
regeneracija oksidovanog vitamina E. Ipak, visoke koncentracije vitamina C mogu

ispoljiti prooksidativni efekat u prisustvu metalnih jona kao $to su Fe** ili Cu** (Powers



SK, 2004). Pored toga $to je antioksidans, vitamin C ima odredene bioloske funkcije
koje mogu da uticu na performanse sportiste: neophodan je za sintezu karnitina i
kateholamina, za resorpciju nehemskog gvozda, redukciju folne kiseline i sintezu
kortizola. Deficit vitamina C moze negativno uticati na razliCite aspekte sportske
sposobnosti. Posledice nedovoljnog unosa vitamina C mogu biti zamor i miSi¢na
slabost, a u nekim slu¢ajevima i anemija. Odredeni faktori, infekcija, pusenje, veca
nadmorska visina, ekstremne temperature, ali intenzivna fizicka aktivnost mogu
povecati dnevne potrebe za vitaminom C. Vecina fizicki aktivnih odraslih osoba unosi
dovoljne koli¢ine vitamina C. Ipak, pokazano je da 23% rvaca, 20% fudbalera, 13%
koSarkaSica, 22% gimnastiCarki i1 25% biciklistkinja dnevno konzumira manje od 70%
RDA vrednosti za vitamin C (Lukaski CH, 2004).

KAROTENOIDI su liposolubilni antioksidansi, primarno lokalizovani u bioloSkim
membranama. Antioksidativne osobine karotenoida su posledica njihove strukture - niz
konjugovanih dvostrukih veza omogucava vezivanje slobodnih radikala, ukljuc¢ujuci
singletni kiseonik, superoksid i peroksil radikal. U uslovima fizioloskog parcijalnog
pritiska kiseonika, [B-karoten ima antioksidativne karakteristike. Ipak, povecani
parcijalni pritisak kiseonika uslovljava gubitak anitoksidativnog kapaciteta p-karotena i
ispoljavanje prooksidativnih osobina (Powers SK, 2004). Epidemiloske studije su
pokazale da trkaci na duge staze, zene i muskarci atletiCari na koledzu, Zene veslaci
unose adekvatne koli¢ine vitamina A (Guilland JC, 1989; Welch PK, 1987; Nelson
Steen S, 1995). Adolescenti 1 mladi koji se takmice u rvanju, baletu, gimnastici uzimaju
manje od 70% preporucenih dnevnih vrednosti za vitamin A (Steen SN, 1986; Benson J,
1985; Loosli AR, 1986).

FLAVONOIDI su velika familija difenilpropana, koji su Siroko rasprostranjeni u
biljkama zastupljenim u ljudskoj ishrani. Pokazano je da flavonoidi imaju razli¢ite
bioloska dejstva - od inhibicije inflamatornih enzima (lipooksigenaze, ciklooksigenaze,
ksantin oksidaze, NADH-oksidaze, fosfolipaze A2) do antialergijskog, antivurusnog,
antiinflamatornog i antitumorskog efekta. Mnogi od ovih bioloskih efekata su posledica
antioksidativnih karakteristika flavonoida. Sposobnost vezivanja slobodnih radikala
podrazumeva neutralizaciju peroksil, hidroksil i superoksid anjon radikala, kao i
vodonik-peroksida (Powers SK, 2004).



Adekvatni unos antioksidansa putem hrane je od klju¢nog znacaja u borbi protiv
oksidativnog stresa. Deficit dijetarnih antioksidanasa moze biti uzrok povecane
osetljivosti na oksidativna oStecenja tokom fizicke aktivnosti, ali i uticati na slabljenje
performansi sportiste. S obzirom da sportisti koji imaju redovne, naporne treninge
mogu imati potrebu za unosom antioksidanasa ve¢im od preporucenih da bi imali
odgovarajuéu zastitu tokom treninga, dijetarni antioksidansi predstavljaju vaznu

dodatnu zastitu protiv oksidativnog stresa.

1.3. Merenje oksidativnog stresa

Slobodni radikali su veoma reaktivni 1 imaju izuzetno kratak poluzivot (Tabela
1). Direktna procena produkcije slobodnih radikala je moguca primenom elektronske
spinske rezonantne spektroskopije (eng. electron spin resonance spectroscopy —ESRS),
zatim radiolize i laserske fotolize. S obzirom da je svaka od ove tri direktne metode
jako skupa i zahteva puno rada i vremena, vecina istrazivanja koja se odnosi na
oksidativni stres u sportu, upotrebljava indirektne metode (Fisher-Wellman K, 2009).

Indirektno merenje oksidativnog stresa podrazumeva merenje stabilnijih
molekulskih produkata koji nastaju reakcijom oksidacije izmedu slobodnih radikala 1
odredenih biomolekula - lipida, proteina i DNK. Malondialdehid (MDA) je produkt
degradacije oksidovanih lipida, koji se moze odrediti putem jednostavne kolorimetrijske
metode-tiobarbiturna kiselina reagujuce supstance (TBKRS) testa ili selektivnije HPLC
metode. Nesto preciznije metode su spektrofotometrijsko odredivanje lipidnih peroksida
ili specifi¢nih oksidovanih lipida, kao $to su izoprostani (Close DC, 2006). Proteini su
meta delovanja ROS zbog toga §to ih ima u izobilju u bioloskim sistemima 1 zato Sto se
proteini mogu da reaguju i neutraliSu znacajan deo ROS koji nastaje u organizmu.
Najcesce koriS¢eni postupci za merenje oksidativnog oStecenja proteina su odredivanje
proteinskih karbonila (PK), merenje produkata uznapredovale oksidacije proteina (eng.
advanced oxidation protein products-AOPP) i odredenih oksidovanih aminokiselina
(Fisher-Wellman K, 2009). Delovanje slobodnih radikala na DNK dovodi do formiranja
razli¢itih modifikovanih produkata nukleinskih baza i Sec¢era. Oni nisu produkti

normalnog metabolizma nukleotida, pa se smatraju indikatorima oksidativnog stresa.
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Najcesce se odreduju 8-hidroksi 2-deoksiguanozin (8-OHdG) ili oksidovane DNK baze
putem komet testa (Deaton CM, 2003).

Oksidativni stres se moze odrediti preko promena u antioksidativnom sistemu
zastite. Cesto se prate promene koncentracije glutationa, kao i nivo vitamina C i E.
Aktivnost odredenih enzima —SOD, GPX, CAT i GR, moze posluziti kao indikator
oksidativnog stresa kome je tkivo izlozeno.

S obzirom na veliki broj antioksidanasa, merenje njihove koncentracije i
aktivnosti moze biti teSko i komplikovano. Stoga je razvijeno nekoliko metoda za
merenje ukupna antioksidativne aktivnosti, kao S§to su troloks ekvivalentni
anioksidativni kapacitet (eng. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity-TEAC), totalni
antioksidativni status (eng. Total Antioxidant Status-TAS), test sposobnosti redukcije
feri jona (eng. Ferric Reducing Ability of Plasma-FRAP), kapacitet apsorpcije
reaktivnih kiseonikovih jedinjenja (eng. Oxygen Radical Absorbance Capacity-ORAC)
(Finaud J, 2006).

Jo§ jedna kategorija biomarkera oksidativnog stresa podrazumeva merenje
¢elijske redoks ravnoteze. Jedan od najcesce koriS¢enih markera je odnos redukovanog 1
oksidovanog glutationa (GSH/GSSH). Ovaj test moze biti koristan zbog toga Sto
povecana produkcija slobodnih radikala dovodi do smanjenja odnosa GSH/GSSH,
ukazuju¢i na povecanje oksidovanog glutationa GSSG na ra¢un redukovanog GSH
(Powers SK, 2008). Odredivanjem vrednosti prooksidativno-antioksidativnog balansa
(PAB) omogucava se istovremeno odredivanje prooksidanasa i antioksidanasa u datom
uzorku, a time i merenje ravnoteze izmedu njih (Alamdari DH, 2007).

Svaka kategorija biomarkera ima svoja ograni¢enja. Izbor adekvatnog
biomarkera prestavlja veliki izazov, jer oksidovani produkti mogu biti nestabilni i tesko
nisu jo§ identifikovani (Close DC, 2006). Iz tih razloga, potrebno je izmeriti nekoliko

biomarkera da bi se potvrdilo prisustvo oksidativnog stresa (Poweres SK, 2008)
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1.4. Oksidativni stres u sportu

Podrucje ispitivanja oksidativnog stresa u sportu se znacajno prosirilo od prvog
otkri¢a, 1978. godine kada je pokazano da se nivo lipidnih peroksida povecava nakon
akutnog aerobnog vezbanja. Poveéano interesovanje za ovu temu je posledica
spoznavanja uloge ROS u etiopatogenezi brojnih hroni¢nih bolesti, kao i zbog
konstantog promovisanja vezbanja 1 fizicke aktivnosti u cilju odrzavanja i unapredenja

zdravlja, ali 1 zbog razvoja 1 dostupnosti sve veceg broja razli¢itih antioksidanasa.

1.4.1. Produkcija slobodnih radikala tokom fizi¢ke aktivnosti

Postoji veliki broj potencijalnih izvora slobodnih radikala tokom fizicke
aktivnosti. Na slici 2. prikazana su mesta na kojima se formira superoksidni anjon u
skeletnim misi¢ima.
MITOHONDRIJE - U respiratornom lancu mitohondrija 95 % - 99 % kiseonika se
redukuje do vode u prisustvu koenzima Q. Ipak, jedan deo, 1 % - 5 % udahnutog
kiseonika, usled curenja elektrona u respiratornom lancu formira superoksidni anjon
(Jenkins RR, 1993). S obzirom da se potros$nja kiseonika u toku fizi¢ke aktivnosti
poveceva 100-200 puta, dolazi i do znacajnog povecanja produkcije superoksidnog
anjona. Produkcija slobodnih radikala izmerena ESRS snazno korelira sa maksimalnom
potros$njom kiseonika (Deaton CM, 2003). Druga studija je pokazala da se u
mitohondrijama ~0,15 % udahnutog kiseonika transformise do superoksidnog anjona,
Sto je znaCajno manje od prvobitne predpostavke. Manji stepen produkcije
superoksidanog anjona u mitohondrijama se obrasnjava prisustvom dekupluju¢ih
proteina, za koje se smatra da imaju vaznu ulogu regulatora produkcije ROS u cilju
zastite mitohondrija od oksidativnog ostecenja (Brand MD, 2004). S obzirom da novije
studije pokazuju da mitohondrije nisu dominanti izvor slobodnih radikala, dalja
istrazivanja su neohodna da bi se u potpunosti utvrdila uloga koju mitohondrije imaju u
produkciji ROS (Powers SK, 2008).
KSANTIN DEHIDROGENAZA (XDH) katalizuje poslednju fazu degradacije
purinskih baza (ATP, ADP i AMP), odnosno prevodenje hipoksantina u ksantin i
ksantina u mokra¢nu Kiseline uz prisustvo NAD+ kao akceptora elektrona. Tokom

intenzivnog vezbanja, miSi¢na vlakna zbog kontrakcija mogu biti u hipoksiji. U
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uslovima hipoksije koja dovodi do ishemije, ksantin se formira iz ATP-a anaerobnim
metabolizmom, a XDH se proteolitickom degradacijom konvertuje u ksantin oksidazu
(XO). Kada se uspostavi normalni protok krvi (reperfuzija), povecava se i dotok
kiseonika, a XO i dalje konvertuje purinske baze u mokraé¢nu kiselinu, ali koristi
kiseonik kao akceptor elektrona, pri ¢emu nastaje superoksidni anjon. Ipak, uloga XO u
generisanju ROS kod ljudi je diskutabilna zbog malih koli¢ina XDH odnosno XO
(Deaton CM, 2003).

Ekstracelularna 0O; _M.Hzoz o . OH— Lipidni

sre(llna peroks|d|
Ksantm it

Endotel oksldaza 1

............................................................................................................................

eomldia NADPH oksidaza | 1
membrana |

SRT-Tubule
HADPH oksidaza

" PLA2-zavisni
procesi

Hes )Iratonll MnSOD GPx
I IR — 0, — Nlol——" H;0

Mitohondrija

Slika 2. llustracija odabranih mesta koja su odogovorna za produkciju slobodnih
radikala u skeletnim miSi¢ima (Preuzeto iz Powers SK i sar./ Free Radical Biology &
Medicine 2011).

NIKOTINAMID ADENIN DINUKLEOTID FOSFAT (NADPH) OKSIDAZA generise
superoksidni anjon transferom elektrona sa NADPH na molekulski kiseonik (Powers
SK, 2011). Fagocitna NADPH oksidaza je odgovorna za produkciju superoksidnog
anjona u aktiviranim makrofagama i neutrofilima. Kombinovana aktivnost NADPH
oksidaze i mijeloperoksidaze u fagocitima pored superoksidnog anjona dovodi do
produkcije i hipohlorne kiseline, koja je jedan od najja¢ih fizioloskih oksidanasa i
moc¢an antimikrobni agens. Masivna produkcija ROS koji ima antimikrobne i
tumoricidne karakteristike predstavljaju prvu liniju odbrane od patogena (Droge W,
2002). Kao posledica intenzivnog veZbanja nastaje mehani¢ko oStecenje misica, koje
dovodi do aktivacije makrofaga i neutrofila i formiranja slobodnih radikala posredstvom
NADPH oksidaze (Deaton CM, 2003).
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Pored toga, postoji nefagocitna NADPH oksidaza koja se nalazi u
sarkoplazmatskom retikulumu (SR), sarkolemi i u transverznim tubulama (T tubule) i
¢ija aktivnost takode doprinosi doprinosi produkciji ROS tokom fizicke aktivnosti

(Powers SK, 2011).

FOSFOLIPAZA A; (PLA;) katalizuje razgradnju fosfolipida celijskih membrana i
oslobada arahidonsku kiselinu. Delovanjem enzima kao Sto su lipooksigenaza i
ciklooksigenaza dolazi do formiranja prostanoida, ali i superoksidnog anjona. Pored
toga, PLA; aktivira i NADPH oksidazu, a moze da stimuliSe i produkciju ROS u
mitohondrijama i citosolu miSi¢a i njihovo oslobadanje u ekstraceulularni prostor

(Powers S, 2011).

Koncentracija kateholamina se povecava tokom vezbanja i ROS nastaju kao
posledica njihove autooksidacije. Autoksidacija oksihemoglobina do methemoglobina
dovodi do nastanka superoksidnog anjona, a stepen formiranja methemoglobina se
povecava sa fizickim naporom. Hipertermija uzrokovana treningom moze takode da
prouzrokuje oksidativni stres. Povecanje temperature i relativne vlaznosti od 20°C i
40%, na 30°C i 80 %, je povezano sa povecenjem oksidacije glutationa u eritrocitima u
hemolizatu i lipidne peroksidacije u plazmi nakon submaksimlnog treninga kod konja.
(Deaton CM, 2003).

Nakon inicijalnog povecanja produkcije ROS tokom vezbanja, dolazi i do
sekundarnog generisanje prooksidanasa od strane aktiviranih makrofaga i neutrofila
(fagocita), zatim gubitka homeostaze kalcijuma i destrukcije proteina koji sadrze
gvozde. Formiranje ROS zavisi od nacina treninga —aerobni ili anaerobni, intenziteta
kao i trajanja vezbanja, jer se razli¢iti tipovi fizi¢ke aktivnosti medusobno razlikuju po
energetskim potrebama, po nivou potros$nje kiseonika, kao i po mehani¢kom ostecenjeu
tkiva tokom treninga (Fisher-Wellman K, 2009).

1.4.2. Oksidativni stres i aerobni trening

Postoje neslaganja izmedju studija koje su ispitivale oksidativni stres u toku i
nakon aerobnog treninga. Brojna istraZivanja su pokazale povecanje peroksidacije
lipida i nivoa produkata oksidacije proteina (Nikolaidis MG i Kyparos A, 2007;
Alessio HM, 1997; Steinberg JG, 2006; Bryant RJ, 2003; Goldfarb AH, 2007; Goto C,
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2007; Waring WS, 2003; Bloomer RJ, 2006) nakon maksimalnog i submaksimalnog
aerobnog treninga u trajanju do dva sata. Ipak, pojedine studije nisu uocile znacajno
povecanje parametara oksidativnog stresa (Jamurtas AZ, 2006; Gaeini AA, 2006;
Bloomer RJ and Goldfarb AH, 2005; Cholewa J, 2008; Orhan H, 2004; Rush JW, 2003;
Watson TA, 2005) kod sli¢nih protokola. Studije koje su uocile znacajno povecanje
ovih parametara oksidativnog stresa uglavnom su primenjivale protokole maksimalnog
napora (~75%VO:2max), $to ukazuje na znacaj intenziteta vezbanja na oksidativna
oStecenja lipida. Primena kometa testa pokazala je prisustvo oksidativnih oSteCenja
DNK nakon aerobnog vezbanja (Niess AM, 1996; Hartman A, 1995). Vecina studija
nije uocila promene nivoa 8-OHAG nakon vezbanja u trajanju do dva sata (Bloomer RJ,
2006; Bloomer RJ and Goldfarb AH, 2005).

Ekstremne aerobne fizicke aktivnosti, kao S§to su polumaraton, maraton,
ultramaraton ili triatlon, dovode do povecanja nivoa produkata peroksidacije lipida,
povecane koncentracije proteinskih karbonila, oksidativnog oSte¢enja DNK, kao 1
promena u odnosu oksidovanog i redukovanog GSH (Tian Y, 2010; Knez WL, 2007;
Tauler P, 2006, Child RB, 2000; McAnulty SR, 2005; Nieman DC, 2002; Palmer FM,
2003; Mastaloudis A i Morrow JD, 2004; Turner JE, 2011; Radak Z, 2000; Mastaloudis
A i Yu TW, 2004; Aguilo A, 2005). Ovo stanje oksidativnog stresa, u zavisnosti od
ispitivanih parametara, moze biti izrazeno i do nekoliko sati, pa ¢ak do 30 dana nakon
sportskog dogadaja (Neubauer O, 2008; Turner JE, 2011). Ipak, u literaturi postoji
manji broj studija u kojima nisu detektovane promene u parametrima oksidativnog
stresa nakon aerobne fizicke aktivnosti koje traju duze od dva sata (Rokitzki L, 1994;
Child RB, 2000; McAnulty SR, 2007; Ginsburg GS, 1996; Hartman A, 1998).

Kapacitet antioksidativne zaStite moZe biti smanjen tokom i nakon intenizivnih
treninga koji traju do dva sata usled koris¢enja njegovih komponenti na neutralizaciju
slobodnih radikala (Watson TA, 2005; Steinberg JG, 2006), dok se u periodu oporavka
uocava njegov rast (Nikolaidis MG i Kyparos A, 2007; Michailidis Y, 2007; Watson
TA, 2005). Nasuprot tome, zapazen je i porast antioksidativnog kapaciteta nakon
intenzivnih treninga, verovatno zbog povecane produkcije mokra¢ne kiseline i
povlacenja anitoksidativnih vitamina iz depoa (McAnulty SR, 2003; Waring WS, 2003).
Nedosledni rezultati su dobijeni za svaki od 4 glavna antioksidativna enzima, gde su
studije pokazale povecanje (Buczynski A, 1991; Elosua R, 2003; Nikolaidis MG i
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Kyparos A, 2007), ali i smanjenje aktivnosti ovih enzima (Akova B, 2001). Neki
istrazivaci nisu uocili promene u aktivnosti ovih enzima (Cholewa J, 2008; Rush JW,
2003; Tauler P i Aguilo A, 2006), nakon vezbanja submaksimalnog do maksimalnog
intenziteta u trajanju do dva sata. Dobijeni razliiti rezultati su verovatno posledica
delovanja nekoliko faktora, kao Sto su vreme uzimanja uzoraka, duzina i intenzitet
vezbanja, koji su varirali izmedu studija.

U vecini studija koja je ispitivala uticaj aerobne aktivnosti duze od 2 sata uoceno
je povecanje antioksidativnog kapaciteta (Child RB, 2000; McAnulty SR, 2007;
McAnulty SR, 2005). Razli¢iti rezultati su dobijeni kada su u pitanju specifi¢ni
antioksidativni enzimi. Uoc¢eno je prolazno povecanje aktivnosti enzima (Tauler P,
2003; Tauler P i Sureda A, 2006; Aguilo, A, 2005; Tian Y, 2010), smanjenje (Rokitzki
L, 1994; Aguilo, A, 2005; Knez WL, 2007; Mastaloidis A i Morrow JD, 2004), dok
neke studije nisu uoéene promene aktivnosti antioksidativnih enzima (Marzatico 1997,
Tauler P, 2003; Aguilo A, 2005; Tian Y, 2010). Smatra se da je razlog izostajanja
znacajnih promena u parametrima oksidativnog stresa povezana sa ¢injenicom da su
ispitanici visoko utrenirani sportisti, kod kojih je poveéan kapacitet antioksidativne
zastite. lako je duzina ovih protokola dovoljna za indukciju proizvodnje ROS, intenzitet
je manji, tako da ovi sportisti imaju dovoljan nivo antioksidativne zaStite da se izbore
sa ROS, tako maskiraju¢i akumulaciju biomarkera oksidativnog stresa (Margaritis I,
1997). Ispitivani biomarkeri, vreme uzorkovanja, nekontrolisani unos ugljenih hidrata,
su jo$ neki od razloga $to oksidativni stres u nekim studijama nije bio detektovan
(Mastaloudis A, 2001; McAnulty S, 2003) .

1.4.3. Oksidativni stres i anaerobni trening

Veéina studija je pokazala da i anaerobni trening dovodi do stanja oksidativnog
stresa, Sto je zaklju€eno na osnovu povecanja peroksidacije lipida, oksidacije proteina,
promenama u glutation redoks statusu (Liu JF, 2005; Goldfarb AH i Bloomer RJ, 2005;
Viitala PA, 2004; Nikolaidis MG i Paschalis V, 2007; Childs A, 2001; Paschalis V,
2007; Bloomer RJ, 2007; Panza VS, 2008). Vrednosti parametara oksidativnog stresa su
dostizale maksimum izmedu 48h 1 72h nakon treninga, ukazuju¢i da je verovatno glavna
determinanta oksidativnog stresa kao odgovor na vezbanje inflamacija kao posledica

ostecenja misi¢a i produkcija slobodnih radikala posredstvom NADPH oksidaze u
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aktiviranim makrofagama i neutrofilima (Goldfarb AH i Bloomer RJ, 2005; Paschalis
V, 2007). lIpak, manji broj studija nije pokazao promene u nivou oksidativno
modifikovanih lipida, proteina i glutationa (Bloomer RJ, 2007; Panza V, 2008; Child R,
1999; Liu JF, 2005). Nijedna studija nije pokazala znacajno povecanje oste¢enja DNK
nakon anaerobnog treninga sa optere¢enjem (Bloomer RJ i Fry AC, 2007; Bloomer RJ,
2005). Rezultati ispitivanja kapaciteta antioksidativne zastite su razli€iti, s obzirom da
su neke studije pokazale povecanje (Childs A, 2001; Paschalis V, 2007) ili smanjenje
(Liu JF, 2005), dok neke studije nisu detektovale znacajne promene razli¢itih markera
antioksidativne zastite (Child R, 1999). Nedostatak oksidativnog stresa je verovatno
povezan sa specificnim markerima koji su mereni, viemenom uzorkovanja, intenzitetom

vezbanja, dijetarnim unosom, kao i sa trenaznim statusom ispitanika.

1.4.4. Oksidativni stres i redovno treniranje - fenomen hormeze

S obzirom da najveci broj studija potvrduje povecanje biomarkera oksidativnog
stresa nakon aerobnih i anaerobnih treninga, jasno je da jednokratna fizicka aktivnost
predstavlja fizioloski stres za organizam. Intenzivni treninzi kroz duzi vremenski period
uslovljavaju visi nivo razli¢itih parametara oksidativnog stresa kod ispitanika koji se
aktivno bave sportom u odnosu na fizi¢ki neaktivne osobe (Kurk¢i R, 2010; Bonina FP,
2005). Ipak, rezultati nekih studija ukazuju na smanjenje oksidativnog stresa u miru
kod sportista (Metin G, 2003). Pored toga $to je odredeni nivo ROS neophodan za
optimalne fizioloske funkcije organizma, ove studije pokazuju da poveéana produkcija
slobodnih radikala kod sportista ne mora uzrokovati dugotrajne negativne posledice na
fizioloske funkcije, ve¢ naprotiv, dovodi do adaptacije, odnosno ushodne regulacije
antioksidativih mehanizama zastite (Djordjevic D, 2011; Kirk¢l R, 2010; Metin G,
2003; Zembron-Lacny A, 2009), sto za cilj nema potpunu eliminaciju ROS iz sistema,
ve¢ smanjenje potencijalnih oksidativnih oste¢enja u toku buducih treninga. Sa druge
strane, povecana produkcija ROS koja prevazilazi kapacitet antioksidativne zastite
dovodi do izrazitih oksidativnih o$tecenja, smanjenja performansi i bolesti, $to je
potvrdeno povecanjem rizika od bolesti u slu¢aju dugotrajnih, vrlo intenzivnih treninga
u toku duzeg vremenskog perioda. Posledica je i smanjenje efikasnosti antioksidativnih
mehanizama zastite 1 ciljnim tkivima i krvi profesionalnih sportista koji imaju naporne

treninge i ¢esta takmicenja (Bonina FP, 2005; Schroder H, 2000) .
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1.4.5. Uticaj slobodnih radikala na oSte¢enje misica

Intenzivan trening, narocito ekcentri¢ni trening u kome se misi¢i aktivno istezu,
uzrokuje oSteéenje miSi¢nih vlakana. Inicijalna mehanicka povreda pocinje vrlo brzo, u
roku od 15 minuta od pocetka treninga i prenosi se sporadicno kroz vlakno (Bloomer
RJ, 2007). Peroksidacija lipida sarkoleme uzrokovana ROS tokom vezbanja moze imati
ulogu u etiologiji oSteenja miSi¢a uzrokovanog fizickom aktivno$¢u. Uocena je
korelacija izmedu efluksa enzima kreatin kinaza (CK), kao indikatora oste¢enja misica i
TBKRS, biomarkera lipidne peroksidacije (Teixeira VH, 2009). Mchani¢ko ostecenje
miSi¢a 1/ili povecan nivo ROS stimuliSu akutni lokalni inflamatorni odgovor koji
podrazumeva oslobadanje inflamatornih citokina u cilju mobilizacije neutrofila 1
monocita na mesto inflamacije da bi se oporavilo osteceno tkivo. Iz infiltriranih fagocita
oslobadaju se slobodni radikali, koji dodatno mogu ostetiti mi§i¢no tkivo i ucestvovati u
razvoju odlozene upale misi¢a (eng. delayed onset of muscle soreness-DOMS).
Poremecaji u oslobadanju i preuzimanju kalcijuma mogu dovesti do smanjenja
kontraktilnosti miSi¢a 1 produkcije snage. ROS moze uzrokovati i oksidaciju proteina,
Sto doprinosi zamoru misi¢a. Poremecaj ¢elijske homeostaze u misi¢ima uzrokovan
ROS rezultira oSte¢enjem misic¢a, bolom, zamorom i smanjenjem sportskih performansi

(Powers SK, 2004).

1.4.6. Oksidativni stres i oStecenje misi¢a u fudbalu

Visok apsolutni nivo potrosnje kiseonika, visok nivo cirkuliSu¢ih kateholamina,
oste¢enje miSi¢a usled ekcentri¢nih kontrakcija i posledi¢na inflamacija, intermitentni
ponavljajuci sprintovi, koji prouzrokuju privremenu ishemiju, a potom reperfuziju u
skeletnim misi¢ima, moguci su faktori koji uti¢u na produkciju ROS tokom i posle
treninga kod fudbalera (Ascensdo A, 2008).

Redovni treninzi kod profesionalnih fudbalera se povezuju sa poveéanom
produkcijom slobodnih radikala i sa ve¢im stepenom oksidativnog stresa u odnosu na
odgovarajucu grupu ispitanika koja se ne bavi fizickom aktivnos$¢u (Cazzola R, 2003).
Oksidativni stres kod fudbalera moze biti komponezovan povecanjem ukupnog
antioksidativnog kapaciteta i nivoa solubilnih antioksidansa male molekulske teZine
(vitamina E i C), ali i pove¢anjem aktivnosti antioksidativnih enzima (Cazzola R, 2003;

Brites F 1999; Tauler P, 2008; Metin G, 2003).
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Pokazano je da fudbalske utakmice dovode do poveéanja parametara
oksidativnog stresa, verovatno delom usled inflamatornog odgovora koji nastaje nakon
utakmice. Povecani oksidativni stres se moze videti kroz povecanje nivoa MDA,
TBKRS, proteinskih karbonila (PK) i kroz znacajno smanjenje sulfhidrilnih ostataka,
odnosno smanjenje odnosa GSH/GSSG (Fatouros IG, 2010; Asensao A, 2008;
Andersson H, 2010). Nakon treninga uoc¢eno je i povecanje TAS i mokrac¢ne kiseline u
plazmi, Sto ukazuje na kompenzatorni odgovor na intenzivni trening. Malo je
objavljenih podataka o uticaju oksidativnog stresa na sportske sposobnosti kod
fudbalera. Postoji moguénost da predhodna oksidativna oStecenja uzrokovana periodima
intenzivnih treninga mogu kompromitovati zdravstveni status sportiste, kao i njegove
performanse. Povecanje oksidativnog stresa je praceno smanjenjem anaerobnih
performansi u periodu do 72h nakon utakmice, dok su CK i DOMS su povecani nakon
utakmice i ostaju poviSeni tokom 48h (Fatouros IG, 2010). Pokazano je da je DOMS
povisen, a snaga donjih ekstremiteta i sposobnost sprinta smanjena do 72h posle
utakmice u odnosu na pre utakmice (Ascensédo A, 2008)

1.5. Primena antioksidanasa u sportu

1.5.1. Primena antioksidanasa u cilju smanjenja oksidativnog stresa

Do sada je sproveden veliki broj istrazivanja sa ciljem da se odredi efekat
antioksidanasa na smanjenje ili eliminaciju oksidativnih osSte¢enja kao posledice
intenzivne fizi¢ke aktivnosti. Naj¢esce ispitivani antioksidansi su vitamin E i vitamin C,
posebno ili u kombinaciji sa drugim antioksidansima, primenjivani u razli¢itim
periodima - hroni¢no od 1-8 nedelja, ili akutno 1-2 dana pre sportskog dogadaja. Pored
ovih, ispitivani su i koenzim Q10 (Braun B, 1991), N-acetil cistein (Childs A, 2001),
kvercetin (Pelletier DM, 2012), borovnica (McAnulty SR, 2004), ekstrakt zelenog Caja
(Panza VS, 2008), ekstrakt crvene pomorandze (Bonina FP, 2005), a-liponska Kiselina
(Zembron-Lacny A, 2009).

Nekoliko studija je zabelezilo smanjenje oksidativnog stresa izazvanog
aerobnim treningom nakon hroni¢ne primene vitamina C (Alessio HM, 1997; Goldfarb,
2005) i vitamina E (Hartmann A, 1995; Itoh H, 2000; Mastaloudis A, 2004), kao i
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kombinacije antioksidanasa (Bloomer RJ, 2006; Goldfarb AH, 2007; Tauler P, 2006).
Ipak, nije uoceno smanjenje nivoa svih parametara oksidativnog stresa. Pored toga, neke
studije nisu zabelezile povoljne efekte pojedinaéne primene vitamina C (Bryant RJ,
2003; Nieman DC, 2002; Cholewa J, 2008; Palmer FM, 2003) ili vitamina E (Gaeini
AA, 2006; Bryant RJ, 2003). Cak je i pokazan prooksidativni efekat vitamina E kada se
primenjuje u visokim dozama kod aerobne aktivnosti visokog intenziteta (McAnulty
SR, 2005; Nieman DC, 2004). Povoljni efekti nisu uoceni posle primene koenzima Q10
(Braun B, 1991). Neslaganje u literaturi je posledica nekoliko faktora ukljucujuéi
trenazni status ispitivane populacije, unos antioksidanasa preko hrane, kao i trajanje
suplementacionog perioda.

Ispitivanje efekta antioksidanasa na oksidativni stres uzrokovan anaerobnim
treningom je takode imalo mesovite rezultate. Smanjenje oksidativnog stresa je uoc¢eno
nakon primene vitamina E (McBride JM, 1998), kombinacije vitamina C, vitamina E i
selena (Golfarb AH, 2005) i zelenog Caja (Panza VS, 2008). Pobolj$anje nije uoceno
nakon nakon vitamin E (Viitala PA, 2004), kombinacije vitamina C i vitamina E
(Bloomer RJ i Falvo MJ, 2007), nakon meSavine antioksidantnih vitamina i minerala
(Teixeira V, 2009), kao ni nakon kombinacije vitamina C i NAC (Childs A, 2001).

1.5.2. Primena antioksidanasa u cilju smanjenja oSteenja miSica

S obzirom da ROS ucestvuju u inicijaciji 1 progresiji oStecenja misi¢a tokom
vezbanja, veruje se da primena antioksidanasa moze ublaziti znake 1 simptome ostecenja
misi¢a, umanjuju¢i negativan uticaj ROS. Ipak, na osnovu rezultata studija koje su
ispitivale uticaj antioksidanasa, pojednina¢nih ili u kombinaciji, na oSte¢enje misica ne
moze se doneti konacan zakljucak.

Nekoliko studija je pokazalo smanjenje aktivnosti CK i laktat dehidrogenaze
(LDH) nakon intenzivnih treninga kod ispitnika suplementiranih sa vitaminom E
(Rokitzki L, 1994; McBride JM, 1998; Tsakiris S, 2009), ali bez uticaja na druge
parametre oSte¢enja miSic¢a, kao Sto su DOMS, oSteenje citoskeleta, miSi¢na snaga.
Jedna studija je ¢ak pokazala pove¢anje CK nakon 3 nedelje stuplementacije sa 1200 1U
vitamina E, bez uticaja na ostale parametre (Avery NG, 2003). Kratkotrajna
suplementacija visokim dozama vitamina C, dovela do smanjenje DOMS nakon

anaerobnog treninga (Kaminsky M, 1992). Kombinacija vitamina C i NAC u periodu
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od 7 dana nije izazvala nikakve promene u DOMS nakon ekcentricnog trenaznog
protokola, ali je uzrokovala ve¢i nivo CK i LDH (Childs A, 2001). Kombinacija
vitamina C, E i selena u periodu od 14 dana smanjila je CK i DOMS, bez uticaja na
maksimalnu izometrijsku snagu i opseg pokreta (eng. range of motion —-ROM) (Bloomer
RJ, 2004). Ipak, kombinacija vitamina E i C u nekim studijama nije pokazala efikasnost
u smanjenju oStecenja miSica (Bloomer RJ i Falvo MJ, 2007; Shafat A, 2004).
Kombinacija vitamina i minerala sa antioksidativnim delovanjem takode ne sprecava
oStec¢enje misica (Texeira VH, 2009). Mesavina tokoferola i flavonoida, 7 dana nakon
ekcentri¢nog treninga, je dovela do smanjenje inflamatornih markera CRP i IL-6, ali
nije bilo razlike u CK, LDH i DOMS izmedu suplementirane i kontrolne grupe (Philips
TAC, 2003).

1.5.3. Primena anitoksidanasa u cilju smanjenja oksidativnog stresa i oSteCenja
misi¢a u fudbalu

Ispitivanja uticaja antioksidanasa na oksidativni stres kod fudbalera su retka.
Suplementacija sa antioksidativnim koktelom sa koenzimom Q10 nije uticala na bazalne
vrednosti parametara oksidativnog stresa — MDA i PK. Ipak, vrednosti MDA i PK su
bile manje u suplementiranoj u odnosu na placebo grupu nakon fudbalskog meca
(Tauler P, 2008). Nije bilo uticaja suplementacije na markere oksidativnog stresa u
neutrofilima. Suplementacija sa 1000 mg vitamina C i 800 mg a-tokoferola u periodu
od 3 meseca, smanjila je peroksidaciju lipida (izmereno preko MDA) i o$te¢enje misica
(mereno preko CK) tokom perioda intenzivnih treninga, ali nije imalo uticaja na
poboljsanje sportskih performansi. Nije uocen znaCajan efekat suplementacije ni
redovnih treninga na aktivnost enzima GR i CAT u eritrocitima. (Zoppi, 2006).
Suplementacija me$avinom anitoksidanasa je pokazala povoljan efekat na smanjenje
porasta nivoa lipidnih hidroperoksida (LPO), 8-izo prostaglandina F2a. i CK, nakon
maksimalnog testa na traci kod fudbalera, nakon 20 dana suplementacije. Znacajan

efekat suplementacije na sportske performanse fudbalera nije uo¢en (Arent SM, 2010).
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1.6. Imuni sistem sportista

Oksidativni stres, inflamacija, mikrotraume misica, suprimirana odbrana protiv
patogena iz spoljasnje sredine su negativni uticaji kojima je istovremeno izlozen
organizam sportiste. Fizioloski stres uzrokovan dugim i intenzivnim treninzima se
ogleda i u prolaznim, ali znacajnim promenama u imunom sistemu $to se dovodi u vezu
sa povec¢anom incidencom infekcija, narocito infekcija gornjih respiratornih puteva kod
sportista (Nieman DC, 2007). ProduZeni trening visokog intenziteta dovodi do
mobilizacije imunokompetentnih ¢éelija u krv. Broj cirkuliSu¢ih neutrofila raste tokom,
ali i nakon zavrSetka treninga. Koncentracija limfocita raste tokom treninga, ali U
periodu oporavka opada ispod bazalnog nivoa (McCarthy DA, 1988). Povecan broj
limfocita tokom treninga je posledica mobilizacije svih subpopulacija u krv. I broj NK
¢elija prvo raste, ali u periodu oporavka zna¢ajno opada (McCarthy DA, 1988). Pored
toga, aktivnost NK c¢elija, funkcija T i B limfocita i funkcija neutrofila je suprimirana
najmanje nekoliko sati tokom perioda oporavka (Gabriel H, 1997; Nieman DC, 2001,
2003b, 2002a, Davidson G, 2010). Poremeca;j funkcije imunog sistema je najverovatnije
posledica imunosupresivnog efekta hormona kao §to su adrenalin, noradrenalin i
kortizol. Intenzitet kao i trajanje treninga i utreniranost sportiste, ali i njegov nutritivni

status su vazni fakori koji uti¢u na promene u imunom sistemu (Gleeson M, 2006).

1.6.1. Uticaj fizicke aktivnosti na mukozni imunitet

Efekat treninga na humoralni imuni odgovor se procenjuje merenjem nivoa
serumskih i sekretornih imunoglobulina (slgA) in vivo i in vitro sinteze imunoglobulina
nakon mitogen stimulacije limfocita. Nivo imunoglobulina u serumu u toku i nakon
fizicke aktivnosti uglavnom ostaje isti ili se uocava blagi rast. Aktivnost mukoznog
imuniteta se uglavnom procenjuje merenjem sIgA u salivi. Vecina ispitivanja pokazuju
smanjenje nivoa sIgA u salivi nakon fizicke aktivnosti visokog intenziteta kod elitnih
sportista, dok umerena fizicka aktivnost kod sportista rekreativaca ne dovodi do
znacajnih promena u nivou SIgA u salivi (Gleeson M, 2000). Istrazivanje uticaja
redovne fizicke aktivnosti na mukozni imunitet je manjeg obima. Rezultati vecine
istrazivanja pokazuju kontinuiran0 Smanjenje nivoa SIgA tokom duzeg perioda
intenzivnih treninga (Fahlman MM, 2005; Glesson M, 1999; Levando VA, 1988). Visi
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nivo sIgA kod osoba koje se redovno bave sportom u odnosu na fizicki neaktivne osobe

je uoceno i malom broju studija (Gleeson M, 1995; Nehlsen-Cannarella SL, 2000).

1.6.2. Uloga ishrane u optimalnoj funkciji imunog sistema

Deficit proteina i ugljenih hidrata, ali i specifiénih mikronutrijenata dovodi se u
vezu sa depresijom imunog odgovora i poveéanjem osetljivosti na infekcije. Da bi se
omogucilo pravilno finkcionisanje imunog sistema sportisti moraju imati optimalno
izbalansiranu dijetu sa dovoljnim energetskim i unosom proteina, jer imuni odgovor
zavisi od brze replikacije ¢elija i produkcije proteina sa vaznim bioloskim funkcijama,
kao $to su imunoglobulini, proteini akutne faze i citokini. Dovoljan unos ugljenih
hidrata je takodje neophodan, jer smanjeni unos dovodi do povecanja nivoa hormona
stresa koji negativno uti¢u na nekoliko funkcija imunog sistema (Gleeson M, 2006).
Nekoliko minerala ima uticaj na imunitet, ukljucujuci cink, gvozde, magnezijum, selen,
bakar. Deficiti minerala su retki kod sportista, sa izuzetkom cinka i gvozda. Potrebe
sportista za ovim mineralima su veée u poredenju sa neaktivnim osobama, ali
prekomerni unos minerala, naroc¢ito gvozda i cinka takode moze negativno da uti¢e na
funkciju imunog sistema. Suplemente treba uzimati samo ako je to neophodno i pratiti
status gvozda (preko feritina i hemoglobina) i cinka (sadrzaj cinka u eritrocitima ili
leukocitima). Nekoliko vitamina imaju vaznu ulogu u imunom odgovoru. Deficit
vitamin A 1 E 1 folne kiseline, vitamina B6, B12 i vitamina C negativno utice na
funkciju imunog sistema i smanjuje otpornost organizma na infekcije. Ispravljanje
eventualnog deficita sa specifi¢cnim vitaminskim suplementima moze biti efikasno u
vrac¢anju imune funkcije na normalan nivo, a umereno povec¢anje unosa nekih vitamina,
prvenstveno vitamina A i E iznad RDA moze poboljsati imunu funkciju prvenstveno
kod veoma mladih ili starih osoba. Uzimanje visokih doza pojedinih vitamina moze

narusSiti imunitet i ispoljiti druge toksi¢ne efekte (Calder PC, 2002).

1.6.3. Nutritivne mere u prevenciji supresije mukoznog imuniteta

. Do sada je ispitivan efekat nekoliko nutritivnih mera u cilju smanjenja
negativnog uticaja intenzivnih treninga na mukozni imunitet: ugljenohidratni napici
(Gleeson M i Li TL, 2005), omega-3 masne kiseline, cink, glutamin (Krzywkowski K,
2001), kolostrum (Mero A, 2002), kofein (Bishop NC, 2006), kvercetin (Nieman DC,
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2007), ekstrakt alge Chlorella wvulgaris (Otsuki T, 2011), senzorna stimulacija
(Schiffman SS, 1999). Povoljan efekat na nivo sIgA je pokazan nakon primene kofeina,
hlorele i senzorne stimulacije.

S obzirom da oksidativni stres kao posledica intenzivne fizicke aktivnosti
potencijalno moze inhibirati imuni odgovor, ukljucujuéi ¢elijsku adheziju, inflamaciju i
proliferaciju limfocita, ispitivan je i uticaj nekoliko antioksidanasa na mukozni imunitet
sportista. Suplementacija sa 1500 mg vitamin C dnevno tokom 7 dana pre ultramaratona
nije uticala na nivo oksidativnog stresa, citokina i sigA nakon trke (Nieman DC, 2002).
Nivo parametara oksidativnog stresa- F2-izoprostana i lipidnih hidroperoksida znac¢ajno
raste, dok je nivo sIgA znafajno smanjen nakon ultramaratona, pri ¢emu
suplementacija sa 1500 mg vitamina C u periodu od 7 dana nije imala uticaj na
izmerene parametre (Palmer FM, 2003). Suplementacija sa 1500 mg vitamina C u toku
12 dana sprecava porast koncentracije kortizola, ali ne uti¢e na nivo sIgA i simptome
infekcija gornjih respiratornih puteva (eng. upper respiratory tract infection-URTI)
nakon produzenog treninga u uslovima poviSene temperature (Carrillo AE, 2008).
Suplementacije kvercetinom u periodu od 2 nedelje nije uticala na promene nivoa slgA,
aktivnosti NK c¢elija 1 stimulisanu proliferaciju limfocita nakon produzenog intenzivnog
treninga kod biciklista, ali je znac¢ajno smanjila incidencu URTI u periodu oporavka
nakon treninga (Nieman DC, 2007).

1.7. Astaksantin

Astaksantin (Asx) je liposolubilna supstanca koja pripada grupi ksantofila,
oksidovanih derivata karotenoida. Siroko je rasprostranjen u prirodi: u
mikroorganizmima (bakterije, alge, kvasac), rakovima (Skampi, jastog), ribama (losos,
pastrmka) i nekim pticama (flamingo, prepelica). Asx ima vazne bioloske funkcije u
organizmu ovih Zivotinja: zaStita esencijalnih polinezasi¢enih masnih kiselina od
oksidacije, zastita od UV zracenja, uloga u imunom odgovoru i reprodukciji (Guerin M,
2003). Zbog izvanredne antioksidativne aktivnosti, smatra se da Asx moZe imati
znacajnu ulogu u ishrani ljudi u cilju ocuvanja zdravlja i prevenciji hroni¢nih bolesti
(Yuan JP, 2011). Zato je sporoveden veliki broj studija koje su ispitivale potencijalne

pozitivne efekte na zdravlje ljudi. Uradene su neophodne studije za ispitivanje
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potencijalnih toksi¢nih efekata Asx na zivotinje i ljude. Cilj brojnih studija bio i
ispitivanje metoda za identifikaciju, bolje nacine proizvodnje i iskoriS¢enja prirodnih

izvora Asx (Higuera-Ciapara I, 2006).

1.7.1. Hemijska struktura astaksantina

Karotenoidi su grupa jedinjenja koja se sastoji od oko 600 pigmenata koja se
sintetiSe de novo u visim biljkama, algama, bakterijama i gljivama. Vecina karotenoida
su ugljovodnici koji sadrze dva terminalna prstena spojena preko lanca konjugovanih
dvostrukih veza, odnosno polienskog niza. Dve grupe jedinjenja su izdvojene kao
najvaznije: karoteni, koji se sastoje samo iz ugljenika 1 vodonika i ksantofili koji su
oksidovani derivati karotena. Kiseonik je prisutan u obliku hidroksilne grupe kao §to je
kod zeaksantina ili kao keto grupe kod kantaksantina ili u kombinaciji obe kod
astaksantina (Higuera-Ciapara I, 2006). Asx ima dve karbonilne grupe, dve hidroksilne
grupe i 11 konjugovanih dvostrukih veza. Prisustvo hidroksilne i karbonilne grupe na
svakom jononskom prstenu objasnjava jedinstvene karakteristike Asx, moguénost
esterifikacije i polarniju strukturu u odnosu na druge karotenoide (Hussein G, 2006).
Hemijska struktura nekih karotenoida je prikazana na Slici 1.

Svaka dvostruka veza u polienskom nizu moze biti u dve konfiguracije-cis i
trans. Cis izomeri astaksantina su termodinamicki manje stabilni od trans izomera.
Utvrdeno je da mikroalga H. pluvialis sadrzi 36,7 mg/g trans-astaksantina (73,1 %) i
13,5 mg/g cis-astaksantina (26,9 %) (Yuan JP, 2011). S obzirom da svaki molekul ima 2
hiralna centra (C-3 i C-3"), astaksantin ima tri kofiguraciona izomera — dva enantiomera
(3R,3R i 3S,3'S) i mezo formu (3R,3'S). Od svih izomera, 3S,3'S je najrasprostranjeniji
oblik u prirodi (Higuera-Ciapara I, 2006). U slobodnom obliku Asx je jako nestabilan i
podlozan oksidaciji, pa se u prirodi uglavnom nalazi u obliku mono 1 diestara sa
razli¢itim masnim kiselinama (Hussein G, 2006). Masne kiseline koje grade Asx estre
su oleinska, palmitinska i linolenska kiselina, a oleinska kiselina ¢ini 51% masnih
kiselina Asx estara (Yuan, JP, 2011). Takode se mozZe na¢i i u hemijskom kompleksu sa

proteinima ili lipoproteinima (misi¢i lososa, egzoskelet jastoga) (Hussein G, 2006).
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Slika 3. Hemijska struktura karotenoida

1.7.2. Bioraspolozivost i metabolizam astaksantina

Karotenoidi su vrlo lipofilne supstance i imaju nisku oralnu bioraspolozivost.
Polarni karotenoidi, kao $to je Asx, imaju veéu bioraspolozivost od apolarnih vrsta, na
primer [} karotena i likopena (Yuan JP, 2011). Inkorporiranje Asx u formulacije na bazi
ulja povecavaju bioraspolozivost kod ljudi (Odeberg JM, 2003). Neke predklini¢ke
studije su pokazale povecanu rastvorljivost upotrebom emulgatora kao Sto su
polioksietilen sorbitan monopalmitat i monooleat, kao i sulfobutil etar B-ciklodekstrin
(Hussein G, 2006).

26



Mnogi ksantofili, ukljucujuci i Asx su uglavnom prisutni u obiku mono i di
estara i moraju biti hidrolizovani pre apsorpcije. Apsorpcija iz intestinalnog trakta je
uglavnom pasivni proces koji ne ukljuujuée specijalne transportere. Rastvaranje u
matriksu i inkorporiranje u meSovite micele su dva vazna koraka koja predhode
apsorpciji. U enterocitima ksantofili se inkorporiraju u hilomikrone i prelaze u limfni
sistem pre ulaska u sistemsku cirkulaciju, a zatim se transportuju do jetre. Ksantofili
koji nisu inkorporirani u hilomikrone verovatno se vracaju u lumen (Zaripheh, 2002).
Dok se nepolarni karotenoidi, kao $to su B-karoten i likopen uglavnom transportuju
preko VLDL 1 LDL Ccestica, polarniji karotenoidi kao Sto su Asx nalaze u plazmi u
sastavu LDL i HDL cestica (Guerin M, 2003). Maksimalna koncentracija u krvi se
dostize za ~8h i ne zavisi od tehnoloske formulacije preparata (Odeberg JM, 2003).
Pokazano je da se Asx akumulira u mi§i¢ima, jetri i bubrezima (Aoi W, 2003). Postoji
vrlo malo podataka o metabolizmu Asx. Studije izvodene na hepatocitima pacova
pokazale su konverziju Asx do dva metabolita: 3-hidroksi-4-okso-B-jonon i njegovog
redukovanog oblika 3-hidroksi-4-okso-7,8-dihidro-p-jonon (Wolz E,1999). Druga
studija je utvrdila da postoje 4 metabolita, pomenuti jononi i odgovarajuc¢i jonoli
(Kistler A, 2002). Farmakokinetika Asx se moze opisati kao model od jednog prostora.

Eliminacije je linearna sa poluzivotom 15,945,3h (Odeberg JM, 2003)

1.7.3. lzvori astaksantina

Postoje dva prirodna izvora koja mogu da zadovolje ekonomske Kriterijume
proizvodnje: zelena alga Haematococcus pluvialis i crveni kvasac Phaffia rhodozyma. U
ovom ispitivanju kori$¢en je Asx dobijen iz alge Haematoccpcus pluvialis. Proizvodni
proces se sastoji od uzgoja algi u velikim sudovima pod kontrolisanim uslovima, nakon
Cega se cepaju Celijski zidovi da bi se povecala bioiskoristljivost karotenoida. Dobijena
biomasa se susi da bi se dobio fini prasak crvenkaste boje. Trenutno se na trziStu nalazi
nekoliko proizvoda na bazi Asx koji su dobijeni iz ove mikroalge. Oni sadrze 1,5 % - 2
% Asx i koriste se kao pigmenti i nutrijenti. Postoji i sintetski oblik koji je identi¢ne
hemijske strukture kao prirodni i sastoji se od meSavine izomera u odnosu 1:2:1
(Higuera-Ciapara I, 2006).
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1.7.4. Astaksantin kao antioksidans

Karotenoidi brzo reaguju sa slobodnim radikalima, a njihova reaktivnost zavisi
od duzine polienskog niza i terminalnih prstenova. Karotenoidi vezuju ekscitiranu
energiju singletnog kiseonika na polienski niz, §to dovodi do degradacije molekule
karotenoida, ali $titi ostale molukule od oksidativnog oStecenja (Higuiera-Ciapara I,
2006). Razli¢ito antioksidativno i prooksidativno ponaSanje karotenoida zavisi od
specificnih grupa, zatim broja i1 rasporeda metil grupa na terminalnim prstenovima.
Prisustvo hidroksilne i keto grupe na svakom jononskom prstenu je razlog visoke
antioksidativne aktivnosti i hidrofilnih karakterstika Asx (Guerin M, 2003).
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Slika 4. Transmembranska orjentacija astaksantina u Celiji (preuzeto iz Pashkow FJ./
The American Journal of Cardiology 2008)

Asx se pozicionira duz ¢elijske membrane i neutraliSe slobodne radikale sa
unutra$nje i spoljasnje strane membrane, ali i unutar fosfolipidnog dvosloja (Slika 4).
Pokazano je da Asx ima oko 10 puta vecu antioksidativhu aktivnost od ostalih
karotenoida i oko 100 puta ve¢u od a-tokoferoala. Prisustvo hidroksilne i keto grupe na
svakom jononskom prstenu je razlog visoke antioksidativne aktivnosti i hidrofilnih
karakterstika Asx (Guerin M, 2003).

Naguib 1 sar. su merili antioksidativnu aktivnost razliCitth karotenoida
fluorimetrijskom metodom. Pokazano je Asx ima vecu antioksidativnu aktivnost od

luteina, likopena, a- i B-karotena i a- tokoferola (Naguib YMA, 2000). Ispitivanje
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sposobnosti hvatanja-neutralizacije singletnog kiseonika razliCitih antioksidanasa
pomoc¢u hemiluminescencije (uz endoperoksid 1,4 dimetilnaftalena kao generatora
singletnog kiseonika) pokazalo je da a-tokoferol i a-liponska kiselina imaju znacajnu
antioksidativnu aktivnost, dok je aktivnost askorbinske Kkiseline, koenzima Q10 i
polifenola bila zanemarljiva. Karotenoidi su imali veéu sposobnost neutralizacije
slobodnih radikala u odnosu na ostale antioksidanse, a Asx je pokazivao najveéu

aktivnost od svih karotenoida (Nishida Y, 2007).

1.7.5. Anti-inflamatone osobine astaksantina

In vitro i ex vivo studije su pokazale da Asx moze spreciti inflamatorne procese
blokadom ekspresije pro-inflamatornih gena i to preko supresije aktivacije nuklearnog
faktora kB (Nf-xB) (Lee SJ, 2003). Naime, Nf-xB je lokalizovan u citoplazmi vezan za
inhibitorni protein 1B, Sto ga ¢ini neaktivnim. Veliki broj ekstracelularnih imunih
stimulanasa indukuje aktivaciju IxB kinaze (IKK), koja ovaj inhibitorni protein
fosforilise i oslobada Nf-«kB iz neaktivnog kompleksa. Aktivirani NF-«B ulazi u jedro,
gde zapocinje transkripciju gena koji su vazni za imunitet, inflamaciju, ¢elijski rast,
diferencijaciju, proliferaciju i apoptozu (Vaughan S, 2011). Postoji veliki broj razli¢itih
puteva koji dovode do aktivacije i translokacije NF-kB. ROS interaguju sa NF-xB
signalnim putem na viSe nacina. Transkripcija NF-kB-zavisnih gena uti¢e na nivo ROS
u ¢eliji, a takode 1 aktivnost NF-kB je regulisana ¢elijskim redoks balansom.

Direktna oksidacija NF-kB preko ROS inhibira njegovu sposobnost vezivanja za
DNK. Modifikacija IkB proteina ili IKK pod uticajem ROS, moze dovesti do inhibicije
aktivacije NF-kB. Sa druge strane, ROS mogu preko razli¢itih puteva i stimulisati
aktivaciju NF-kB. ROS mogu usloviti aktivaciju NF-kB, koji ¢e dovesti do transkripcije
ciljnih gena i sinteze proteina koji mogu smanjiti produkciju ROS, spreciti dalja
oksidativnog oSteCenja i omogudéiti prezivljavanje celije, kao $to su SOD, glutation
peroksidaza, glutation S transferaza, feritin. Ipak, ako u oSte¢enja prevelika, moze do¢i i
do stimulacije ekspresije gena koji su odgovorni za apoptozu Celije. S obzirom da je
NF-kB vaZan za process inflamacije, njegova aktivacija moze dovesti do produkcije
enzima koji stimulisu formiranje ROS (iINOS, COX2), odnosno proinflamatornih
citokina koji dovode do inflamacije i daljeg povecanja produkcije ROS (Morgan MJ,
2011).
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Kakav ¢e uticaj ROS imati na aktivnost NF-kB zavisi od puta aktivacije ali od
vrste ¢elije. lako se mnogo zna o na¢inima na koji ROS uti¢u na ovaj signalni put, ipak
postoji jo§ mnogo pitanja koja nemaju odgovor.
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Slika 5. Aktivacija NF-kB i regulacija transkripcije ciljnih gena (Preuzeto iz Montagut
C. I sar./ Drugs Today 2005)

Pokazano je da tretiranje ¢elija Asx smanjuje sekeciju proinflamatornih citokina
IL-18, IL-6 and TNF-a, koja je indikovana primenom H,O,. Smatra se da je ovaj
efekat Asx posledica smanjene nuklearne ekspresije NF-kB. Naime, nuklearna
translokacija fosforilisane subjedinice NF-kB p65, indukovana tretiranjem c¢elija sa
H,0,, blokirana je primenom Asx (Speranza L, 2012). Asx inhibira lipopolisaharid
stimulisanu sintezu IL-6 proteina i mRNA u mikroglijalnim ¢elijama. Pored toga,
povecéan nivo fosforilisanih IKKoa, 1kBa i subjedinice p65 su suprimirani pod uticajem
Asx. Nuklearna translokacija p65 subjedinice je takode inhibirana primenom Asx. (Kim
YH, 2010). Asx moZe znacajno da smanji produkciju proinflamatornih citokina TNF-a
(eng. tumor necrosis factor-a) i IL-6 u stimulisanim neutrofilima. Rezultat je da Asx
popravlja fagocitnu i mikrobicidnu funkciju neutrofila, tako $to smanjuje produkciju
superoksidnog anjona i vodonik peroksida (Macedo RC, 2010). Primena ASX,
zahvaljujuéi anti-inflamatornom delovanju, moZe imati povoljan efekat kod hroni¢nih
inflamatornih bolesti kao S$to su reumatoidni artritis, inflamatorna bolest creva,

ateroskleroza (Yuan JP, 2011).
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1.7.6. Primena astaksantina u promociji zdravlja

Astaksantin i kardiovaskularne bolesti

Mnoge studije su pokazale da je visok nivo LDL u korelaciji sa prevalencom
kardiovaskularnih bolesti kao $to je angina pektoris, infarkt miokarda, tromboza. Rizik
od razvoja ateroskleroze kod ljudi korelira sa nivoom LDL holesterola. Inhibicija
oksidacije LDL je predlozeni mehanizam preko koga antioksidansi mogu spreciti razvoj
ateroskleroze. Rezultati in vivo i ex vivo studija Iwamota i sar. (2000) pokazuju da Asx
znacajno smanjuje oksidaciju LDL-a, a samim tim i aterosklerozu krvnih sudova.
Suplementacija Asx dva puta po 4 mg dnevno u periodu od tri meseca je smanjila in
vivo oksidaciju masnih kiselina (Karppi J, 2007). Pokazano je da suplementacije Asx u
periodu od 12 nedelje sigurna i efikasna u prevenciji poremecaja lipidnog statusa i
oksidativnog stresa kod zdravih ispitanika sa prekomernom telesnom tezinom (Choi
HD, 2011). Znacajan kardioprotektivni efekat primene Asx zabelezen je u veéem broju
eksperimentalnih modela (na pacovima, zeCevima i psima) ishemijsko-reperfuzijskog
ostec¢enja (Lauver DA, 2005; Gross GJ, 2004; Gross GJ, 2005). Hussein G i Goto H
(2006) su pokazali da primena Asx kod miSeva sa hipertenzijom u periodu od 7 nedelja
smanjuje krvni pritisak, zatim smanjuje broj elasti¢nih vlakana u aorti i smanjuje odnos
zid/lumen u koronarnim arterijama i arteriolama. Primena Asx u dozi od 6 mg u
periodu od 10 dana znaCajno poboljSava reoloSke karakteristike krvi kod 20 odraslih
muskaraca, pri ¢emu nisu uoceni nikakvi nezeljeni efekti (Miyawaki H, 2008).
Astaksantin i tumori

Karotenoidi su postali predmet interesovanja, kada je utvrdeno da postoji veza
izmedu niskog nivoa ovih supstanci u organizmu i prevalence tumora. Chew and Park
su ukazali da iako Asx, kantaksantin, f-karoten pokazuju inhibitorni efekat na rast
tumora, najvecu antitumorsku aktivnost ima Asx, pri ¢emu je inhibicija tumorskog rasta
zavisna od doze (Chew BP i Park JS, 1999). Inhibitorni efekat na rast Asx je uocen u
nekoliko kultura tumorskih celija - kolona, oralnog fibrosarkoma, dojke, prostate i
embrionskih fibroblasta. IstraZivanja na laboratorijskim Zivotinjama su pokazala
primena Asx smanjuje kancerogenezu u besici kod miseva, kolona, usta i jezika kod
pacova. Smatra se da Asx ima ovakav efekat zbog supresije ¢elijske proliferacije. Kod

miseva, koji su inokulisani ¢elijama fibrosarkoma, predhodna primena Asx suprimirala
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je rast tumora i stimulisala imuni odgovor protiv antigena koje tumor eksprimira
(Higuera-Ciapara I, 2006). Tripathi DN i sar. (2009) su utvrdili da Asx moZe da smanji
oksidativni  stres, oSte¢enje DNK i Ccelijsku smrt, kao i indukciju rane
hepatokarcinogeneze kod miseva, indukovanu ciklofosfamidom.
Astaksantin i neurodegenerativne bolesti

Postoje dokazi da je oksidativni stres uzrok ili barem jedan od klju¢nih faktora u
patogenezi neurodegenerativnih bolesti (Alchajmerove, Hantingtonove, Parkinsonove,
amiotrofi¢ne lateralne skleroze). Tso MOM i Lam TT (1996) su detektovali Asx u
mozgu pacova koji su hranjeni sa prirodnim Asx, ukazuju¢i da Asx moze proci
hemoencefalnu barijeru. Pored toga, pokazan je i neuroprotektivan efekat Asx, Sto
ukazuje da Asx moze biti efikasan nutrijent koji Stiti nervi sistem od oksidativnog
stresa, apoptoze neurona, pa Cak 1 od starenje nervnog sistema.  Tretiranje
dopaminergicke Celijske linije SH-SY5Y sa Asx u koncentraciji od 100nM, je smanjilo
DHA-OOH- i 6-OHDA-indukovanu apoptozu, poremecéaj funkcije mitohondrija i
smanjilo intracelularno generisanje ROS (Liu X, 2009). Studija na P12 ¢elijama,
diferentovanim pod uticajem nervnog faktora rasta, je pokazala da primena Asx ima
znacajan antioksidativni i antiinflamatorni efekat. IzloZenost P12 ¢elija prooksidativnim
faktorima znacajno povecava nivo MDA 1 ROS 1 smanjuje sadrzaj GSH 1 aktivnost
enzima GPX 1 CAT. Predhodno tretiranje Celija sa Asx je spreCio negativan efekat
prooksidanasa na antioksidativnu zaStitu i smanjilo produkciju slobodnih radikala, ali i
nivo proinflamatonih citokina IL-1, IL-6 i TNF-a (Chan K, 2009).
Astaksantin i oci

Dva vodeCa uzroka slepila su adultna makularna degeneracija (AMD) i
katarakta. Niz nalaza potvrduje ulogu oksidativnog stresa u etiopatogenezi ovih bolesti.
Normalni metaboli¢ki procesi 1 UV svetlost dovode po generisanja slobodnih radikala
koji uzrokuju oksidativna oSteCenje fotoreceptora u retini i proteina soCiva. Rezultati
epidemioloskih studija povezuju visok unos karotenoida, posebno luteina i zeaksantina
sa smanjenjem rizika od nastanka ovih bolesti. Zahvaljuju¢i antioksidativnim
karakteristikama i sposobnosti da prode kroz barijere krv-mozak i Krv-mreznjaca,
astaksantin je idealnan suplement u borbi protiv ovih bolesti. In vitro studija na
epitelnim ¢elijama humanog sociva je pokazala da tretiranje kompleksom ksantofila koji

sadrzi 1 AsX znacajno smanjuje lipidnu peroksidaciju pod uticajem UVB zraka i da je
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Asx efikasniji od vitamina E u zastiti ¢elija so¢iva od UVB ostec¢enja (Hussein G,
2006).

Primena Asx moze smanjiti simpotome zamora oka, povecati ostrinu vida, a
ima | pozitivan uticaj na parametre akomodacije oka, kao $to je povecanje amplitude
akomodacije i1 poboljsanje akomodacionog refleksa. (Nagaki Y, 2002; Nakamura A,
2004; Nitta T, 2005; Shiratori K, 2005). Suplementacija sa 6 mg Asx tokom 4 nedelje je
znacajno poboljsalo cirkulaciju krvi u kapilarima mreznjace, dok taj efekat nije uocen
kod placebo grupe. (Yasunori N, 2005). Asx ima dozno zavisni anti-inflamatorni efekat
na indukovanu inflamaciju u uvei, sa zna¢ajno smanjenom produkcijom inflamatornih
jedinjenja - azot oksida, prostanglandina 2 i TNF-a (Ohgami K, 2003; Suzuki Y,
2006).

Astaksantin i imunitet

Jyonouchi i sar. su izveli ve¢inu studija koja se odnosi na potencijalnu aktivnost
Asx kao modulatora imunog sistema. Asx povecava produkciju T-pomo¢nih limfocita 1
povecéava broj sekretornih ¢elija u kulturi ¢elija slezine (Jyonouchi H, 1996). Ovi autori
su takodje ispitivali efekat Asx na produkciju imunoglobulina in vitro u humanim
¢elijama krvi 1 ustanovili povecanje produkcije IgA, IgG, 1 IgM kao odgovor na T-
zavisni stimulus (Jyonouchi H, 1995). Druge in vivo studije na miSevima su pokazale
imunomodulatorno dejstvo Asx i ostalih karotenoida na humoralni odgovor na T-
zavisne antigene, Sto ukazuju da suplementacija sa karotenoidima moze biti korisna za
poboljsanje oslabljenog imunog odgovora (Jyonouchi H, 1994). Park JS i sar. (2010) su
ispitivali potencijalne imunomodulatorne, antioksidativne i antiinflamatorne osobine
Asx u populaciji mladih, zdravih Zena i pokazali da suplementacije Asx moze smanjiti
oStecenje DNK, nivo biomarkera oksidativnog stresa i inflamacije i poboljSati imuni
odgovor. Asx je povefao mitogen indukovanu proliferaciju limfocita, citotoksicnu
aktivnost NK ¢elija, povec¢ao ukupan broj broj T i B limfocita, ali bez uticaja na
populaciju T-pomoc¢nickih, T citotoksi¢nih i NK ¢elije.

Astaksantin i sport

Primena Asx moZe smanjiti oSte¢enje skeletnih 1 sr€anih miSi¢nih celija, spreciti
oksidativna oSte¢enja DNK 1 peroksidaciju lipida nakon produZenog veZbanja (Aoi W,
2003). Ista grupa istrazivaca je pokazala da Asx favorizuje koris¢enje masti u odnosu na

glukozu tokom fizicke aktivnosti, 1 na taj nacin povecava izdrZljivost 1 efikasnost
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smanjenja telesne masti sa treniranjem (Aoi W, 2008). Jos jedna studija je pokazala sa
Asx moze smanjiti koriS¢enje glukoze na racun masnih ksielina. Sacuvan glikogen je
dostupan izvor energije za kasnije stadijume treniranja, pa sporije iskoriS¢avanje
glukogena povecava izdrzljivost i odlaze zamor (Ikeuchi M, 2006). Pored toga Asx
moze smanjiti DOMS kod utreniranih sportista (Fry A, 2004). Ipak, primena Asx u toku
3 nedelje nije uticala na nivo CK, LDH i DOMS nakon anaerobnog treninga (Bloomer
RJ, 2005). Sestomese¢na suplementacija sa 4 mg Asx, znadajno povec¢ava broj duénjeva
pod kontrolisanim uslovima, ukazuju¢i da je Asx efikasan u povecanju snage i
izdrzljivosti kod sportista (Malmstain CL, 2008). Kod profesionalnih biciklista
pokazano je znaCajno smanjenje vremena zavrsetka trke na 20 km nakon suplementacije
sa 4 mg Asx u periodu od 28 dana u odnosu na placebo grupu. Promene u metabolizmu
ugljenih hidrata i masti nisu uocene (Earnest CP, 2011). Primena Asx iz alge H.
Pluvialis znac¢ajno smanjuje nivo laktata kod odraslih muskih dobrovoljaca 2 minuta

nakon trke na 1200m (Sawaki, 2002).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

e Utvrditi da li postoji razlika u koncentraciji parametara oksidativnog stresa i
aktivnosti antioksidativne zastite, kao i u aktivnosti enzima PON1 kod mladih

fudbalera 1 zdravih ispitanika koji nemaju redovnu intenzivnu fizicku aktivnost

e Ispitati uticaj redovnih treninga i suplementacije astaksantinom u periodu od 3
meseca na bazalne vrednosti parametara oksidativnog stresa, antioksidativne

zastite, kao 1 na aktivnosti enzima PON1 kod fudbalera.

e Ispitati uticaj intenzivnog treninga i suplementacije astaksantinom na

parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zastite.
e Ispitati uticaj suplementacije astaksantinom na parametre oStec¢enja misica.
e [spitati efekat razliCitih preventivnih mera na nivo sekretornog IgA u salivi:

-Ispitati efekat senzorne stimulacije na nivo sekretornog IgA u salivi

kod karatista rekreativaca.

-Ispitati uticaj suplementacije astaksantinom na nivo sekretornog IgA u

salivi kod mladih elitnih fudbalera.
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3. ISPITANICI | METODE
3.1. Ispitanici

Ispitivanje uticaja suplementacije astaksantinom na oksidativnostresni status i
mukozni imunitet obuhvatilo je 40 fudbalera. U cilju ispitivanja nivoa oksidativnog
stresa kod fudbalera u odnosu na osobe koje se ne bave sportom, uvrstili smo i
kontrolnu grupu koja se sastojala od 28 ispitanika. Uticaj senzorne stimulacije na
mukozni imunitet ispitivan je grupi od 20 osoba koje se rekreativno bave karateom.

Sportisti, ukljuceni u studiju, su bili igraci fudbalskog kluba ,, Teleoptik* i mlade
selekcije fudbalskog kluba ,,Partizan®, Beograd, Srbija, uzrasta od 17 do 21 godine. Svi
ispitanici su bili nepusaci, bez hroni¢nih oboljenja, bez povreda u toku studije ili u
predhodnih godinu dana, koji nisu koristili lekove koji uticu na redoks status
organizma, najmanje tri meseca pre pocetka i tokom trajanja studije. Tokom trajanja
studije voden je dnevnik sportskih aktivnosti, koji obuhvata i treninge i utakmice. Igraci
su imali 5 treninga na terenu (~525 min) i jednu utakmicu nedeljno, tokom prvih 8
nedelja posmatranog perioda. Tokom narednih 5 nedelja, imali su 6 treninga (~670 min)
i jednu utakmicu nedeljno. Trening se sastojao od serija tr¢anja niskog do umerenog
intenziteta, intervalnog tranja umerenog do visokog intenziteta, fiziCko-tehnickih
ciklusa i simulacije utakmice u malim grupama na velikoj povrSini. Pored toga,
ispitanici su imali 2 treninga u teretani nedeljno (~115 min).

Kontrolnu grupu su €inili ispitanici koji nisu imali redovnu intenzivnu fizi¢ku
aktivnost. Ova grupa se sastojala od 15 decaka i1 13 devojcica uzrasta od 14 do 15
godina.

Grupa ispitanika koja se rekreativno bavila karateom obuhvatila je 8 muskaraca i
12 Zena, starosti izmedu 20 1 25 godina. Ispitanici su bili nepuSaci, bez hroni¢nih
bolesti, bez bolesti zuba, simptoma respiratornih infekcija. Nisu koristili lekove ni

suplemente mesec dana pre studije. Imali su treninge u trajanju od 1 h, tri puta nedeljno.
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3.2. Dizajn eksprimenta

Studija je planirana u skladu sa etickim standardima datim u Helsinskoj
deklaraciji 1 u skladu sa pravilima Eti¢kog komiteta Udruzenja za medicinu sporta
Srbije. Ispitanici i roditelji su detaljno obaveSteni o samoj proceduri studije,
potencijalim rizicima uces¢a u studiji, kao i o obavezama uceS¢a i mogucnosti
povlaCenja iz studije u svakom trenutku. Ucesnici su dali pristanak za dobrovoljno
ucesce u studiji.

Uticaj aktivnog bavljenja sportom na nivo oksidativnog stresa ispitan je
poredenjem parametara oksidativnog stresa 1 anitoksidativne zaStite izmedu grupe
fudbalera 1 ispitanika koji nemaju redovnu intenzivnu fizicku aktivnost.

Na homogenoj grupi od 40 fudbalera ispitivan je uticaj treninga i suplementacije
astaksantinom na parametre oksidativnog stresa i anitoksidativne zastite u toku 90 dana
posmatranog perioda. Istrazivanje je sprovedeno kao randomizirana, dvostruko slepa i
placebo kontrolisana studija. Ispitanici su podeljeni u dve grupe. Jedna grupa je
suplementirana sa 4 mg astaksantina jednom dnevno tokom 12 nedelja, dok je druga
dobijala placebo kapsule, koje su identicnog ukusa i izgleda kao kapsule sa
astaksantinom. Tokom studije, treneri su na svakom jutarnjem treningu davali
sportistima kapsulu da popiju. U danima kada nemaju trening, sportistima je dan ranije
data kapsula uz podse¢anje narednog dana da obaveznu popiju kapsulu. Cetiri dana na
pocetku studije sportisti su vodili detaljan dnevnik ishrane. Energetski unos, unos
makronutrijenata i mikronutrijenata je izracunat upotrebom CRON-O-Meter v0.9.6
softvera. Tokom trajanja studije sportisti su zadrzali ustaljeni rezim ishrane.

Uzimanje uzoraka krvi 1 salive je sprovedeno na slede¢i nalin: pre
suplementacije, prvi uzorak krvi i salive je uzet ujutru izmedu 8 i 9 sati sati, 10 sati od
poslednjeg obroka, i posle 24 — ¢asovnog odmora. Posle prvog uzimanja uzoraka, a pre
treninga, ispitanici su imali standadizovani dorucak, priblizne energetske vrednosti od
650 kcal. Ovaj obrok je imao slede¢i sadrzaj makronutrijenata i mikronutrijenata: 16 g -
17 g proteina, 131 g - 135 g ugljenih hidrata, 4 g - 5 g masti, oko 190 IU vitamina A, 30
mg vitamina C, 0,5 mg vitamina E, 0,4 mg bakra, 2,1 mg mangana, 44,5 g selena i 2,1
mg cinka. Drugi uzorak je uzet, istog dana, posle intenzivnog treninga koji je trajao dva

sata. Isti raspored uzimanja uzorka je ponovljen posle 45 i 90 dana suplementacije.

37



Ovo istrazivanje je obuhvatilo i odredivanje uticaja nutritivnih mera na mukozni
imunitet sportista. Na grupi od 40 fudbalera je ispitivan efekat suplementacije Asx na
mukozni imunitet. Pre ovog eksperimenta sprovedena je pilot studija na grupi od 20
osoba koje se rekreativno bave karateom, u kojoj je ispitivan uticaj senzorne stimulacije
na produkciju salive i nivo sIgA. Ispitanici su imali tri treninga nedeljno u trajanju od 60
min. Ispitanicima je savetovano da ne uzimaju vodu i hranu 1 sat pre treninga, a
kozumiranje vode tokom treninga nije bilo dozvoljeno. Sréana frekvenca i subjektivna
procena zamora (eng. ratings of perceived exertion - RPE) su mereni u intervalima od
15 minuta. Ispitanici su podeljeni u dve grupe. Senzorna stimulacija je u grupi 1 uradena
sa te¢nom surutkom 15 i 30 minuta nakon treninga, a u grupi 2 sa napitkom na bazi
surutke sa aromom pomorandZe u isto vreme. Ispitanici su drzali te€nost u ustima 20 s a
zatim progutali. Uzorci salive su uzeti pre treninga, neposredno posle treninga, zatim
nakon svake aplikacije napitka, odnosno surutke, tj. 15 i 30 minuta nakon treninga.
Uzimanje uzoraka je sprovedeno tri puta u toku jedne nedelje, kada su sportisti imali
trening, i to uvek u isto vreme da bi se izbegao uticaj cirkadijalnog ritma na sIgA.

Uzorci krvi su uzeti iz prednje kubitalne vene. Krv je sakupljena vakutejner
sistemima sa etilendiaminotetrasiréetnom kiselinom i sa litijum-heparinom za izdvajanje
plazme i vakutejnerima sa serum separator gelom za dobijanje seruma (Vacuette,
Greiner Bio-One, Kremsmuenster, Austrija). Uzorci su nakon uzimanja ¢uvani na +4°C,
a zatim u $to je moguce kra¢em roku centrifugirani na 1500xg u toku 10 minuta. Plazma
i serum su odvojeni, podeljeni u alikvote i ¢uvani na —80°C do analize. Za higijensko i
efikasno sakupljanje salive koriS¢ene su salivete (Salivete-Sarstedt, Germany).
Vaterolna iz saliveta je postavljena ispod jezika i uzorak mesovite salive sakupljan je u
toku 2 minuta. Uzorci salive su centrifugovani na 3000 obrtaja u toku 10 minuta.
Supernatant je odvojen, podeljen u alikvote i ¢uvan na —80 °C do analize. Pre i posle
uzimanja uzorka salive, salivete su izmerene na analitiCkoj vagi. Koli¢ina salive u
gramima je prevedena u mililitre, pod predpostavkom da je specifi¢na teZina salive 1
g/ml, a zatim podeljena sa 2 da bi se izraCunao salivarni protok (ml/min).

Laboratorijske analize su uradene na Katedri za bromatologiju i Katedri za
medicinsku biohemiju, Farmaceutskog fakulteta u Beogradu 1 laboratoriji ,,Beolab® u
Beogradu. Antropometrijska merenja i odredivanje aerobnog kapaciteta je uradeno u

ordinaciji ,, Vita Maxima“, Beograd, Srbija.
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3.3. Metode

Kod ispitanika su odredivani su sledeci parametri:

Antropometrijski podaci
e Uzrast
e Visina
e Tezina
e Indeks telesne mase (ITM)

e Duzina trenaZznog staza

Aerobni kapacitet - VO,max

Osnovni biohemijski i hematoloSki parametri

e Alanin aminotransferaza (ALT), aspartat aminotransferaza (AST), bilirubin, kreatinin,
kreatin kinaza (CK), laktat dehidrogenaza (LDH), glukoza, urea, ukupni proteini,
mokraéna kiselina, gvozde, feritin i transferin

e Lipidni status - ukupni holesterol (HOLuk), HDL holesterol (HDL-H), LDL
holesterol (LDL-H) i trigliceridi (TG)

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

Parametri oksidativnog stresa
e Tiobarbiturna kiselina reagujuce supstance (TBKRS)
e Produkti uznapredovale oksidacije proteina (AOPP)
e Superoksidani anjon radikal (O,- )
e Aktivnost enzima plazmatske superoksid dismutaze (SOD)
e Sadrzaj sulthidrilnih grupa (SH)

e Aktivnost enzima paraoksonaze prema paraoksonu kao supstratu (POazna)
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e Aktivnosti enzima paraoksonaze prema diazoksonu kao supstratu (DZOazna)
e Totalni oksidativni status (TOS)
e Totalni anitoksidativni status (TAS)

e Prooksidativno-antioksidativni balans (PAB)

Mukozni imunitet
e Salivarni protok
e Apsolutna koncentracija slgA

e Brzina izlu€ivanja SIgA

3.3.1. Antropometrijska merenja i odredivanje VO,max

Na pocetku studije, a pre suplementacije uradeno je antropometrijsko merenje na
vagi BC-418, na bazi bioimpedance (Tanita, Tokyo, Japan) i odredeni telesna masa i
procenat telesne masti. Visina je izmerena na prenosivom stadiometru sa tacnoS¢u od
0,1 cm. ITM je izacunat kao odnos telesne mase u kilogramima i visine u metrima
stepenovane sa 2 (kg/m?). Pored toga, sprovedeno je i ergospirometrijsko ispitivanje na
pokretnoj traci (Quark b2-Cosmed). Uraden je maksimalni test opterec¢enja gde se otpor,
a time 1 intezitet vezbanja postepeno povecavaju, dok se meri odnos koncentracije
udahnutog kiseonika i izdahnutog ugljen dioksida. Inspirijum i ekspirijum se mere
posebnom aparaturom, a da bi se to postiglo sportista u toku testa nosi masku koja je
stavljena na lice. Maksimalni VO, (VO2max) se dostize kada se potrosnja kiseonika ustali
na nekom nivou 1 pored povecavanja opterecenja. VOomax je maksimalna potros$nja
kiseonika ili aerobni kapacitet koji organizam moze da transportuje i iskoristi u toku

vezbanja sa postepenim poja¢avanjem inteziteta.
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3.3.2.0dredivanje biohemijskih i hematoloskih parametara

Biohemijski parametri su odredeni rutinski, primenom automatizovanih metoda na
automatskom analizatoru Ilab 300+ reagensima proizvodaca Biosystems S.A.
(Barcelona, Spain) i Byoanalitica (Belgrade, Serbia). Kompletna krvna slika odredivana
je na hematoloskom brojacu Cell-Dyn 3700 (Abbott Diagnostics, Illinois, USA).

3.3.3. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

3.3.3.1. Odredivanje koncentracije tiobarbiturna kiselina reagujucih supstanci
(TBKRS)
Princip metode za odredivanje koncentracije TBKRS zasniva se na ¢injenici da
krajnji proizvodi peroksidacije lipida imaju sposobnost reagovanja sa tiobarbiturnom

kiselinom (TBA) i gradenja obojenog kompleksa ¢iji je maksimum apsorbance na 535
nm (Girroti MJ, 1991).

H H

H+
HS /N OH o) o) Sy Ny OH HO N, _SH
2 T\K\l[n + > CH2'-< Av T‘(\E\g-ggL‘(\lN( + 2H,0
OH OH OH

MDA TBA MDA-TBA kompleks
Slika 6. Mehanizam reakcije TBKRS sa tiobarbiturnom kiselinom

Reagensi
TBA reagens: 0,917 mmol/L trihlorsiréetne kiseline (TCA, 15% rastvor), 2,6
mol/L (0,375%) TBA-tiobarbiturne kiselin, 0,25 mol/L HCI. Ove komponenete
se rastvaraju u destilovanoj vodi a reagens se ¢uva u frizideru na +4°C.

TRIS-CI pufer: 0,05 mol/L, pH 7,4.

41



Tabela 2. Postupak za odredivanje TBKRS

Slepa proba Analiza
Plazma - 0,3mL
TRIS-CI puffer 0,3 mL -
Standard - -
TBA reagens 0,6 mL 0,6 mL

Promesati i inkubirati na 100°C, u vodenom kupatilu 5 minuta. Ohladiti, centrifugirati
na 10.000 g, deset minuta na +4°C i o¢itati apsorbance na 535 nm.
Koncentracija TBKRS se izraCunava metodom molarog apsorpcionog koeficijenta koji

iznosi 1,56 x 10° L x mol™ x cm™ za nastali obojeni kompleks.

3.3.3.2. Odredivanje uznapredovalih produkata oksidacije proteina (AOPP)

Spektralnom analizom razblaZenog uzorka plazme ili seruma fosfatnim puferom
pH 7,4 u opsegu talasnih duzina 200-400 nm uocava se karakteristi¢an pik oko 340 nm.
Dodavanjem siréetne kiseline u razblaZzen serum i rastvora kalijum-jodida 1,16 M dolazi
do promene apsorbance koja se meri na 340nm. Koncentracija AOPP se izrazava preko
ekvivalenata hloramina T koji se Kkoristi za izradu standardne krive u koncentracijama
10-100 pumol/L, pri ¢emu njegova apsorbanca linearno raste sa porastom koncentracije
(Selmeci L, 2005).

Reagensi (sastav i priprema)
Standardni rastvor Hloramina T (N-hloro-p-toluensulfonamid natrijum),
100 pmol/L. Odmeriti 0,028 g Hloramin T-trihidrata i rastvoriti destilovanom
vodom do 1000 mL.
Glacijalna sircetna kiselina
Rastvor kalijum jodida 1,16 M. Odmeriti 19,257 g KJ i rastvoriti destilovanom
vodom do 1000 mL. Regens ¢uvati u tamnoj boci.
Fosfatni pufer 20 mM, pH 7,4. Rastvoriti 3,4 g KH,PO4 u 250 mL vode, a
zatim 4,45 g Na,HPOQO, rastvoriti u 250 mL vode. U rastvor Na,HPO, dodavati
KH,PQO, sve dok pH ne bude 7,4.
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Postupak za odredivanje AOPP

Nivo AOPP je odredivan na automatskom analizatoru ILab 300+, nakon
optimizacije originalne metode u laboratoriji Katedre za medicinsku biohemiju
Farmaceutskog fakulteta u Beogradu. Tip reakcije je metoda zavrs$ne tacke sa slepom
probom reagensa. Za odredivanje standardne krive mogu se koristiti koncentracije
Hloramina-T: 12,5, 25, 50, 100 umol/L pripremljene od Hloramin-T stock rastvora (100
pmol/L). Glacijalna sir¢etna kiselina izme$ana sa PBS u odnosu 1:8 ¢ine reagens 1(R1),
dok reagens 2 (R2) sadrzi kalijum jodid pripremljen takode u PBS. Uzorku plazme,
odnosno standardu (60 pL) se dodaje 300 pL. R1 i nakon inkubacije od 60s ocitava se
prva apsorbanca uzorka. Posle dodavanja kalijum jodida reakcionoj smeSi i
inkubacionog intervala od 180s, ocitava se absorbanca ponovo na talasnoj duzini 340
nm. Koncentracija AOPP se izraCunava iz standardne krive ili pomoc¢u jednacine prave,

a izrazava se u jedinicama umol/L ekvivalenata Hloramina T.

3.3.3.3. Odredivanje nivoa superoksid anjon radikala (O, ) u plazmi

Metoda za odredivanje nivoa O,~ zasniva se na ¢injenici da O~ redukuje nitro
grupu aromati¢nog jedinjenja nitrobluetetrazolijuma [NBT, 2,2'-di-p-nitrofenil-5,5'-
difenil-3,3'-(3,3"-dimetoksi-4,4'-difenilen)-ditetrazolijum hlorid]. Metodu su prvi opisali
Auclair i Voisin (Auclair C, 1985). Redukcija NBT-a se odvija u dva stupnja, nepotpuna
redukcija do monoformazana i potpuna redukcija do diformazana. NBT je jedinjenje
koje je rastvorljivo u vodi, medutim redukcijom do diformazana on postaje
nerastvorljiv. Zbog toga se u reakcionu smeSu dodaje zelatin ¢ije je uloga da odrzava
diformazan u rastvorenom obliku. U vodenim rastvorima, u reakcijama u kojima se
stvara O;”, NBT se nepotpuno redukuje do monoformazana. Pojacana redukcija NBT-a
pri viSim pH vrednostima u stvari predstavlja posledicu inhibicije reakcije spontane
dismutacije kiseonika, koje je kompetentna reakciji redukcije NBT-a. Uvodenje azota
pod pritiskom 1 h pre odredivanja u NBT reagens smanjuje pritisak kiseonika i
povecava redukciju NBT-a. Promena boje zutog NBT-a u plavi monoformazan, meri se
spektrofotometrijski i predstavlja nivo stvaranja O,". Nivo O;7je odredivan na
automatskom analizatoru ILab 300+, nakon optimizacije originalne metode u

laboratoriji Katedre za medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu.
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Reagensi
Fosfatni pufer: 0,05 mol/L, pH 8,6 uz dodavanje EDTA u koncentraciji 0,1
mmol/L
Radni reagens : 1 mmol/L NBT-a rastvoriti u sveze napravljenom fosfatnom
puferu uz dodatak 0,1 mg/mL zelatina. U pripremljeni reagens uvoditi 1 h azot

pod pritiskom, neposredno pre analize.

Tabela 3. Postupak za odredivanje konentracije superoksidnog anjona

Radni reagens 0,2 mL

Plazma 0,02 mL

Pomesati i pratiti povecanje apsorbance na 550 nm. Meriti promenu apsorbance
na svakih 15 s u toku jednog minuta. O¢itati AA/At. Brzina generisanja superoksidnog
anjona se izraZzava preko brzine stvaranja redukovanog NBT-a. Brzina redukovanja
NBT-a se odreduje kinetickim postupkom, a izracunava se metodom molarnog

apsorpcionog koeficijenta.

Krajnji izraz za izracunavanje glasi: Red NBT, pmol/min/L = A A/ min x 1466

3.3.4. Odredivanje parametara antioksidativne zastite

3.3.4.1. Odredivanje aktivnosti enzima superoksid dismutaza (SOD) u plazmi

Odredivanje aktivnosti ovog enzima u plazmi izvodi se po originalnoj metodi
koju su dali Misra i Fridovich, uz odredene modifikacije (Misra HP, 1972). Metoda se
zasniva na sposobnosti SOD da inhibira spontanu autooksidaciju adrenalina u baznoj
sredini na pH 10,2. Adrenalin je prilicno stabilan u kiseloj sredini. Autooksidacija
adrenalina je inicirana tragovima teskih metala prisutnih kao necisto¢e u reagensima.
Aktivnost ovog enzima se izrazava u relativnim jedinicama, koje se dobijaju merenjem
apsorbance nastalog crvenog proizvoda oksidacije adrenalina na 480 nm, bez prisustva
SOD (kontrola) i u prisustvu SOD (analiza). Aktivnost SOD u uzorku se izracunava

kao procenat inhibicije autooksidacije adrenalina. Aktivnost SOD je odredivana na
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automatskom analizatoru ILab 300+, nakon optimizacije originalne metode u

laboratoriji Katedre za medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu.

Reagensi
Karbonatni pufer, 0,05 mmol/L, pH 10,2, kome je dodat 1 mmol/L EDTA
Hlorovodonié¢na Kiselina, 15 mmol/L

Osnovni rastvor adrenalina, 10 mmol/L, rastvoren u 15 mmol/L HCI.

Tabela 4. Postupak za odredivanje aktivnosti enzima SOD

Kontrola Analiza

Plazma - 0,010mL
Pufer 0,700mL 0,690mL
Adrenalin 0,050mL 0,050mL

Reakcija poc¢inje dodavanjem adrenalina u reakcionu smeSu. Nakon meSanja
kivetu ostaviti na tamnom mestu, na 25°C, 3 minuta (vreme preinkubacije). O&itavati
apsorbancu na svaki minut u toku naredna 3 minuta. Izracunati AA/min za kontrolu i

analize.

Izra¢unavanje:

Relativna jedinica aktivnosti SOD definisana je kao ona aktivnost koja dovodi
do 50 % inhibicije autooksidacije adrenalina pod odredenim uslovima. lzabrana je ona
koncentracija adrenalina koja ¢e u kontroli dati promenu apsorbance u minuti od 0,025.
Pri tome se polazi od koncentracije adrenalina od 10 mmol/L, a zatim se on razblaZzuje
sve dok se ne postigne AA/min od 0,025. Izabrana je promena apsorbance od 0,025 u
minuti, jer je utvrdeno da SOD tada postiZe najvisi procenat inhibicije autooksidacije
adrenalina. Pod uslovima u kojima je bila izvodena reakcija bila je potrebna
koncentracija adrenalina od 5 mmol/L da bi se postigla odgovarajuéa promena
apsorbance. Obzirom na definiciju relativne jedinice aktivnosti enzima SOD, jedini¢na
aktivnost bi dovela do 50%-nog smanjenja apsorbance odnosno AA/min bi u takvom
uzorku bila 0,0125.
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Aktivnost SOD-¢ u relativnim jedinicama se izra¢unava preko sledece proporcije:
0,0125:1U =1 0,025 - ( AAanalize/min) ] : X
Da bi se dobila aktivnost u 1 mL plazme dobijena vrednost se mnozi sa razblazenjem
uzorka (Vukupna / Vuzorka ), a zatim sa 1000 da bi se dobila aktivnost u zapremini od
1L plazme.
Vuk

Vuz

SOD,U/L = XX x 1000

3.3.4.2. Odredivanje ukupnog sadriaja sulfhidrilnih (-SH) grupa

Ukupni sadrzaj sulfhidrilnih grupa u plazmi odredivan je Ellman-ovom
metodom (Ellman E, 1959). Princip metode zasniva se na ¢injenici da 2,2'-dinitro-5,5'-
ditio-benzojeva kiselina (DTNB) u baznoj sredini reaguje sa alifaticnim tiolima i daje
obojeni p-nitrofenol. Jedan mol p-nitrofenola se stvara u reakciji jednog mola tiola.
Nastali anjon je u baznoj sredini (pH 9) Zuto obojen i boja nastalog jedinjenja meri se
spektrofotometrijski na 412 nm. Ukupni sadrzaj SH grupa je odredivan na automatskom
analizatoru ILab 300+, nakon optimizacije originalne metode u laboratoriji Katedre za

medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu.

DTNBY

O é; N + R—8 —=
'Cl
FE"S

Kombinovani sulfid TNE?

Slika 7. Redukcija Ellman-ovog reagensa slobodnim sulfhidrilnim grupama.
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Reagensi
Fosfatni pufer: 0,2 mol/L K ;HPO4, 2 mmol/L EDTA, pH 9,0
DTNB reagens, 10 mmol/L, rastvoren u 50 mmol/L fosfatnog pufera, pH 7,0

Tabela 5. Postupak za odredivanje koncentracije sulfhidrilnih grupa

Slepa proba Analiza
Pufer 0,95mL 0,90mL
Plazma - 0,05mL
DTNB reagens 0,02mL 0,02mL

Smesa se inkubira 25 minuta na 25°C, u mraku, a o¢itava apsorbanca na 412 nm, prema
slepoj probi. Koncentracija ukupnog sadrzaja SH grupa u plazmi izracunava se preko
molarnog apsorpcionog koeficijenta p-nitrofenola na 412 nm, koji za date uslove iznosi
13600 Lxmol™xcm™.

SH grupe, mmol/L :A—Ax Vuk

€ Vuz

x1000

&£ =13 600 Lx mol*xcm™
Vuk - ukupna zapremina (0,97 mL)

Vuz - zapremina uzorka (0,05 mL)

3.3.4.3. Odredivanje aktivnosti enzima paraoksonaza 1 (PON 1)

Aktivnost enzima paraoksonaza je odredivana po metodi Richter-a i Furlong-a (
Richter R, 1999). S obzirom da priznat bioloski supstrat enzima PON1 jo§ uvek nije
utvrden, njegova aktivnost se odreduje preko brzine razgradnje veStackih supstrata:
paraoksona (paraoksonazna, POazna aktivnost) i diazoksona (diazoksonazna, DZOazna

aktivnost).

Odredivanje aktivnosti paraoksonaze prema paraoksonu

Odredivanje aktivnosti PON 1 prema paraoksonu zasniva se na delovanju
enzima iz seruma na supstrat paraokson, pri ¢emu dolazi do konverzije paraoksona do

p-nitrofenola. Brzina reakcije se prati kineticki na 405 nm, §to je maksimum apsorbance
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p-nitrofenoksidnog anjona u koji prelazi p-nitrofenol u baznoj reakcionoj sredini.
POazna aktivnost je odredivana na automatskom analizatoru ILab 300+, nakon
optimizacije originalne metode u laboratoriji Katedre za medicinsku biohemiju

Farmaceutskog fakulteta u Beogradu.

0 0 %
Csz,o—f|>-04<i>—No2 S CZHSO—Ii’—oH + HO@NOz

OC,Hs PON1 OC,H;

Paraokson Dietilfosfat p-Nitrofenol

Slika 8. Reakcija koju katalizuje paraoksonaza sa paraoksonom kao supstratom

Reagensi
Radni pufer — 116 g NaCl-a se rastvori u 800 mL destilovane vode koja veé
sadrzi 100 mL 1 mol/L TRIS-HCI pufera, pH 8,5 i 2 mL 1mol/L rastvora
CaCl2. Rastvor se dopuni destilovanom vodom do 1000 mL. Cuva se na sobnoj
temperaturi.
Diluent pufer — U 800 mL destilovane vode, doda se 10 mL 1 mol/L TRIS-HCI
pufera, pH 8,512 mL 1 mol/L rastvora CaCl2 i dopuni se vodom do 1000 mL.
Cuva se na sobnoj temperaturi.
Zasi¢en rastvor NaOH - rastvor NaOH, minimalne koncentracije 2 mol/L.
Koristi se za dekontaminaciju koriS¢enog posuda i1 razgradnju preostalog
paraoksona i diazoksona pre bacanja u slivnik.
Paraokson supstrat, 1,2 mmol/L — 12,9 uL paraoksona se rastvori u 50 mL

radnog pufera u normalnom sudu i dobro promesa.

Postupak za odredivanje paraoksonazne aktivnosti

Za odredivanje POazne aktivnosti serum se razblazuje diluent puferom u odnosu
1:10. 4 pL seruma pomesSa se sa 400 pL rastvora paraoksona i meri se promena
apsorbance na 405 nm u toku 3 minuta. POazna aktivnost se izraZzava kao pmol

stvorenog p-nitrofenola/min/L ili jednostavnije kao 1U/L.
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Odredivanje aktivnosti paraoksonaze prema diazoksonu

Odredivanje diazoksonazne aktivnosti zasniva se na delovanju PON1 enzima iz
seruma na supstrat diazokson (diazinon-O-analog), pri cemu se diazokson konvertuje do
2-izopropil-4-metil-6-hidroksipirimidina (IMHP). Brzina ove promene se prati kineticki
na maksimalnoj talasnoj duzini apsorbance IMHP-a, 270 nm. Promena aktivnosti se
prati u toku tri minuta i raCuna se promena apsorbance po minuti. Spektrofotometar je
povezan sa kompjuterskim softverom koji selektuje samo linearni deo reakcije i samo

njega koristi za raCunanje AA/min.

CH
? \CH3 Hzo % / \ 3
N= OC,H N=
OC,H, CHCHy, PONT 2Hs CH(CH,),

Diazokson Dietilfosfat IMHP

Slika 9. Reakcija koju katalizuje enzim paraoksonaza sa diazoksonom kao supstratom

Reagensi
Radni pufer — 116 g NaCl-a se rastvori u 800 mL destilovane vode koja ve¢
sadrzi 100 mL 1 mol/L TRIS-HCI pufera, pH 8512 mL 1 mol/L rastvora
CaCl,. Rastvor se dopuni destilovanom vodom do 1000 mL. Cuva se na sobnoj
temperaturi.
Diluent pufer — U 800 mL destilovane vode, doda se 10 mL 1 mol/L TRIS-HCI
pufera, pH 8,512 mL 1 mol/L rastvora CaCl, i dopuni se vodom do 1000 mL.
Cuva se na sobnoj temperaturi.
Zasi¢en rastvor NaOH — rastvor NaOH, minimalne koncentracije 2 mol/L.
Koristi se za dekontaminaciju koris¢enog posuda i1 razgradnju preostalog
paraoksona i diazoksona pre bacanja u slivnik.
Diazokson supstrat, 1,0 mmol/L — 2,8 pL diazkosona se rastvori u 10 mL

radnog pufera i dobro promesa.
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Postupak za odredivanje diazoksonazne aktivnosti

Za odredivanje DZOazne aktivnosti serum se razblazuje diluent puferom u odnosu
1:20. U epruvetu se odmeri 50 pL razblazenog seruma i doda se 500 pL rastvora
diazoksona, meSa se na vorteks mesalici, sipa u kivetu ili aspirira u slu¢aju protocne
kivete 1 aktivira pocetak merenja na spektrofotometru. U ovoj studiji je koris¢en
UV/VIS spektrofotometar (Jasco, Jasco Corporation, Japan) Kkoji je povezan sa
kompjuterom, tako da je promena apsorbance ocitavana softverski. Diazoksonazna
aktivnost se odreduje na 23°C, na pH 8,5 uz upotrebu 1 mmol/L TRIS-HCL pufera i u
prisustvu rastvora NaCl-a. DZOazna aktivnost se izrazava kao umol stvorenog
IMHP/min/L ili kao 1U/L.

Krajnja formula za izrac¢unavanje aktivnosti PON1 prema paraoksonu glasi:

AA/min x 73 333 = pymol IMHP po minuti u litru rastvora = IU/L PONI aktivnosti

Uporedivanjem enzimske aktivnosti PON1 prema ova dva supstrata, moze se
odrediti fenotip PON1 na poloZaju 192. Naime, u koordinatni sistem se za svaku osobu
unesu na X-osu paraoksonazne aktivnosti a na y-osu diazoksonazne aktivnosti.
PON1gq192r fenotip se odreduje pregledanjem polozaja tacaka na grafiku koji predstavlja
presek ove dve aktivnosti (Jarvik GP, 2000, Richter RJ, 2004) i odredivanjem odnosa
DZ0azne/POazne aktivnosti. Na osnovu izra¢unatog odnosa enzimskih aktivnosti osobe

se mogu podeliti u tri fenotipa: PON1q192, PON1g192r i PON1R19, fenotip.

3.3.5. Odredivanje parametara oksidativnog statusa

3.3.5.1. Odredivanje totalnog oksidativnog statusa u serumu (TOS)

Kao glavne komponente TOS u serumu su prisutni H,O i lipidni hidroperoksidi.
Ukupni oksidansi prisutni u uzorku oksiduju fero jon-orto-dianizidni kompleks u feri
jon. Reakcija oksidacije olaksana je molekulom glicerola koji je prisutan u reakcionom
medijumu. Nastali feri jon zatim gradi obojeni kompleks sa ksilenol-oranzom u kiseloj
sredini. Intezitet boje se meri spektrofotometrijski (A=560 nm) i proporcionalan je
ukupnom sadrzaju oksidacionih molekula u uzorku. Kao standard se koristi vodeni

rastvor vodonik-peroksida opsega koncentracije 10-200 umol/L, S§to odgovara
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linearnosti metode i ocekivanim koncentracijama u bioloSkom materijalu (Erel O,
2005). TOS je odredivan na automatskom analizatoru ILab 300+, nakon optimizacije
originalne metode u laboratoriji Instituta za medicinsku biohemiju Farmaceutskog

fakulteta u Beogradu.

Reagensi

Reagens 1-TOS 1: Pripremljen je rastvaranjem ksilenol- oranza (114mg) i NaCl
(8,18g) u 900mL rastvora H,SO,4 (c=25mM). U tako dobijeni rastvor dodato je

100 mL glicerola. pH vrednost ovog reagensa treba podesiti na 1.75.

Reagens 2- TOS 2: Pripremljen je rastvaranjem feroamonijum sulfata (1,96g) i
0 — dianizidin dihidrohlorida (3,17g) u 1000ml rastvora H,SO,4 (c=25mM) .

Tabela 6. Postupak odredivanja TOS

Analiza Standard Slepa proba
TOS 1 450uL 450uL 450uL
TOS 2 22uL 22uL -
Serum 70uL - -
Dejonizovana Voda - - 70ulL
Standard - 70ulL -

Sadrzaj se promesa i inkubira 3 minuta, nakon ¢ega se apsorbance Citaju pri talasnoj

duZini od 560 nm.
3.3.5.2. Odredivanje totalnog antioksidativnog statusa u serumu (TAS)

Za odredivanje totalnog antioksidativnog statusa koriS¢ena je metoda koju je
formulisao Erel, uz odredene modifikacije (Erel O, 2004). Totalni antioksidativni status
odreden je kolorimetrijskim testom uz upotrebu stabilnog of 2,2’-azinobis-(3-
etilbenztiazolin)-6- sulfonska kiselina katjona (ABTS") kao hromogena. Sam rastvor
ABTS-a je bezbojan. Oksidacijom do ABTS" katjona, pomoéu vodonik-peroksida u
kiselom medijumu (acetatni pufer; pH=3,6) rastvor dobija karakteristicnu smaragdnu

boju. Kada se obojeni ABTS" jon pomesa sa nekom supstancom koja moze da se
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oksiduje (antioksidans), redukuje se do bezbojnog ABTS-a S§to se manifestuje
promenom boje odnosno obezbojavanjem ispitivanog rastvora. Intenzitet obezbojavanja
srazmeran je koncentraciji prisutnih ukupnih antioksidanasa u uzorku. Koncentracija
prisutnih antioksidanasa u uzorku odreduje se upotrebom standardne krive. Najcesce
upotrebljavani standard za odredivanje TAS je Trolox, hidrosolubilni ekvivalent
vitamina E. Dobijeni rezultati izrazavaju se u mmol Trolox ekvivalenta po L. Pri
konstruisanju standardne krive koriS¢eni su rastvori Troloksa rastu¢ih koncentracija i to:
0,125 mmol/L; 0,25 mmol/L; 0,5 mmol/L; 0,75 mmol/L; 1 mmol/L; 1,5 mmol/L; 2

mmol/L, §to je ujedno 1 gornja granica linearnosti metode.

TAS je odredivan na automatskom analizatoru ILab 300+, nakon optimizacije
originalne metode u laboratoriji Katedre za medicinsku biohemiju Farmaceutskog

fakulteta u Beogradu.

Reagensi

Reagens 1: Acetatni pufer (pH = 5,8; 0,4 mol/L). Priprema se meSanjem 940
mL CH3;COONa (0,4mol/L) i 60 ml CH3COOH (0,4mol/L) za 1000 mL rastvora
(prvo se dodaje bazna komponenta, a potom kisela dok se ne postigne potrebna
pH vrednost). Rastvor pufera je stabilan Sest meseci na temperaturi od +4°C.
Reagens 2: Rastvor ABTS-a [2,2-azobis (3-etilbenzotiazolidin-6-sulfonat)].
Priprema se meSanjem 30 ml acetatnog pufera (pH=3,6; 30 mmol/L), 70 mL
rastvora H,O, (2 mmol/L). Potom se 0,549 g ¢vrstog ABTS-a rastvori u 100 mL
prethodno pripremljenog rastvora (finalna koncentracija rastvora ABTS-a je 10
mmol/L). Inkubira se 1h na sobnoj temperaturi, dok rastvor ne poprimi
karakteristi¢nu intenzivnu plavo-zelenu boju ABTS" jona. Ovako pripremljen
reagens je stabilan Sest meseci na +4°C.

Reagens 3: Rastvor Troloksa. Kao standard koristi se hidrosolubilni analog
vitamina E - Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilnroman-2-karboksilna
kKiselina, Mr=250,29 g/mol). Rastvor Troloxa priprema se rastvaranjem u

fosfatnom puferu, pH=7,4; 30 mmol/L.
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Tabela 7. Postupak odredivanja TAS

Analiza Standardi Slepa proba
Serum 12,5pL - -
Reagens 1 200pL 200pL 200pL
Reagens 2 37,5uL 37,5uL 37,5uL
Rastvor standarda - 12,5uL -
Dejonizovana voda - - 12,5uL

Apsorbance ispitivanih rastvora ocitavane na talasnoj duzini od 660 nm nakon

inkubacije od 10 minuta na sobnoj temperaturi.

3.3.5.3. Odredivanje prooksidativno-antioksidativnog balansa (PAB)

PAB testom se odreduje koncentracija vodonik-peroksida (H2O;) u
antioksidativnom okruzenju. Hromogen 3,3°5,5 -tetrametilbenzidin (TMB) reaguje i sa
vodonik-peroksidom i sa antioksidansima (mokra¢nom kiselinom) u isto vreme,
obzirom da se nalaze u istoj sredini. Reakcija H,O, i hromogena je enzimski
katalizovana enzimom peroksidazom, pri ¢emu oksidovanjem TMB-a nastaje intenzivno
plavo obojeni proizvod. Za razliku od toga reakcija mokraéne kiseline i hromogena je
nekatalizovana, hemijska reakcija u kojoj se TMB katjon redukuje do bezbojnog
proizvoda. Intenziteti obojenja standardnih rastvora su srazmerni odnosu dodatih
koli¢ina H,0, i mokraéne kiseline. Za pravljenje standardne krive se koriste rastvori
H,0, 1 mokraéne kiseline u razli¢itim odnosima, tako da na pocetku dominira mokra¢na
kiselina a na kraju H,O, Ove dve komponente su izabrane za predstavnike
prooksidanasa i antioksidanasa jer ne reaguju jedna sa drugom i ne ometaju aktivnost

jedna drugoj prema hromogenu (Alamdari, 2007).

Reagensi
TMB | rastvor: 60 mg TMB (3,3°5,5 -tetrametilbenzidin) supstance se rastvori
u 10mL dimetilsulfoksida (DMSO), rastvor se podeli na zapremine od 1,1 mL i
¢uva na -20°C
TMB katjon: Za pripremu TMB katjona 1 mL TMB/DMSO (TMB I) se doda u
50 mL acetatnog pufera (0,05M, pH 4,5), zatim se doda 175 pL sveZe
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pripremljenog hloramina T (100 mmolxL™), dobro se promesa i inkubira 1 sat
na 37 °C, na tamnom mestu uz stalno mesanje. Nakon inkubacije u 50 mL TMB
katjona doda se 25 U enzima peroksidaze. Dobijeni rastvor se pazljivo promesa,
podeli u zapremine od 1,1 mL i ¢uva na -20 °C.

TMB Il rastvor: 200 uL TMB/DMSO se rastvori u 10 mL acetatnog pufera
(0,05M, pH 5,6). Ovako pripremljen rastvor najbolje je koristiti odmah ili
maksimalno u roku od 2 dana, pri ¢emu se Cuva na temperaturi od 4 °C.

Radni rastvor: 1 mL TMB katjona se doda u 10 mL TMB rastvora Il i 6 minuta
se mes$a na sobnoj temperaturi i na tamnom mestu. Ovako pripremljen radni
rastvor se koristi odmah.

Standardni rastvor: Standardni rastvori se pripremaju meSanjem razli¢itih
odnosa (0-100%) 1mmolxL™® H,O, sa 6 mmolxL™ mokraénom kiselinom
(rastvorenom u 10 mM NaOH). Priprema standardnih rastvora prikazana je u
tabeli 1.

Tabela 8. Priprema standardnih rastvora za PAB test meSanjem mokra¢ne kiseline i

H>0, u razli¢itim odnosima

Standardni rastvor 1 2 3 4 5
Mokraéna kiselina (pl) 100 75 50 25 0
H20; (ul) 0 25 50 75 100

Postupak odredivanja PAB

10 pL svakog uzorka, standardnog rastvora i slepe probe (destilovana voda) se
pomesa sa 180uL radnog rastvora u svaki od 96 bazena ploce, koja se onda inkubira 12
minuta na 37 °C, na tamnom mestu. Nakon inkubacije reakcija se prekida dodatkom
40uL 2 mol/L hlorovodoni¢ne kiseline, pri ¢emu se dobijena plava boja prevodi u Zutu.
Apsorbanca se odmah oc¢itava na ELISA ¢itacu na 450 nm. Na osnovu apsorbanca koje
se dobijaju u standardnim rastvorima konstruiSe se kalibraciona kriva iz koje se

ocitavaju koncentracije uzoraka. Vrednosti PAB-a se izrazavaju u arbitrarnim
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jedinicama-HKU (hidrogen-peroksid komplementarne jedinice), koje predstavljaju
procenat H,O, u standradnim rastvorima pomnozen sa 6. Zahvaljujuéi ovoj

multiplikaciji, moguce je ocitavanje veceg raspona dobijenih vrednosti.

3.3.6. Odredivanje sekretornog IgA u salivi

Koncentracija sIgA je odredena enzimsko imunoloSskom metodom-ELISA (eng.

enzyme-linked immunosorbent assay) testom (Mileti¢, 1997).

Reagensi

0,1 mol/L bikarbonatnog pufera, pH9,5

Kozje anti-humano IgA Antitelo (Sigma Chemical, St. Louis, MO)

TTBS pufer

3% rastvor zelatina u TTBS-u

Ig-G anti — IgA antitelo obelezeno peroksidazom (Sigma Chemical, St. Louis, MO)
o-fenilen diamin

3M HCI

Standard sekretornog IgA

Kozje anti-humano antitelo (Sigma Chemical, St. Louis, MO) je rastvoreno u
0,1M bikarbonatnom puferu, pH 9,5 i adsorbovano na polistrensku plocu sa 96 bazena
(NUNC, Denmark) i ostavljeno preko noéi na 4°C. Nakon ispiranja sa TTBS puferom,
u bazene se dodaje po 200puL 3% Zelatina u TTBS koji blokira viSak slobodnih mesta
za vezivanje na plo¢i. Plo¢a se potom inkubira 2 sata na sobnoj temperaturi. Nakon
ispiranja, po 100 pL standardnih rastvora sIgA i1 uzoraka se dodaju u bazene ploce. Kao
standard je koriS¢en sekretorni IgA izolovan iz humanog kolostruma (Sigma Chemical,
St. Louis, MO). Plo¢a se zatim inkubira na sobnoj temperaturi u toku jednog sata.
Nakon ispiranja sa TTBS puferom bazeni se ispune sa 100 pL anti-IgA antitela
obeleZzenog enzimom peroksidaza (Sigma Chemical, St. Louis, MO). Nakon inkubacije
od jednog sata, bazeni se dobro isperu, i ispune sa 100 pL rastvora supstrata o-fenilen

diamin u 0.05 M fosfo-citratnom puferu uz dodatak 0,03% H,0, Nakon inkubacije od
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pola sata, na tamnom mestu, reakcija se prekida dodatkom 50uL 2 mol/L
hlorovodonic¢ne kiseline, pri ¢emu se dobijena plava boja prevodi u zZutu. Apsorbanca se

odmah o¢itava na ELISA ¢&itadu na 490 nm (Victor’ Multilabel Counter, Wallac).

Svi uzorci su uneti u triplikatu i prosecna vrednost je uzeta kako reprezentativna.
Na osnovu apsorbanca koje se dobijaju u standardnim rastvorima regresionom analizom
se izraCunava jednalina prave na osnovu koje se izraCunava koncentracija uzorka.
Brzina izluéivanja slgA u salivi se dobija mnoZenjem apsolutne koncentracije
slgA(mg/mL) i salivarnog protoka (mL/min).

Koncentracija proteina u salivi odredena je BCA testom uz albumin (Sigma

Chemical, St. Louis, MO) kao standard (Miletic, 1997).

3.3.7. Hemijska analiza teCne surutke i aromatizovanog napitka na bazi surutke

Koli¢ina suve materija je odredena gravimetrjski, suSenjem na 105°C do
konstantne mase. Za odredivanje Secera koriS¢ena je metoda po Luff-Schoorl-u. Sadrzaj
proteina u uzorcima odreden je metodom po Kjeldahl-u. Odredivanje sadrzaja lipida u
uzorcima izvr$eno je standradnom metodom po Soxhlet-u (AOAC). Procenat pepela se
dobija zarenjem uzorka do konstantne mase na 850°C i merenjem mase zaostalog
pepela. Energetska vrednost 100g uzorka je dobijena raCunskim putem na osnovu
odredenog sadrzaja Secera, proteina i masti i energije koja se dobija sagorevanjem 1g
odredenog nutrijenta. SadrZzaj mineralnih materija - kalcijuma (Ca), natrijuma (Na),
kalijuma (K), magnezijuma (Mg) i1 cinka (Zn) odreden je plamenom atomskom
apsorpcionom spektrofotometrijom na aparatu Varian SpectrAA-10. Predhodno su

uzroci mineralizovani suvim spaljivanjem.
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3.4. Statisticka obrada podataka

Normalnost distribucije podataka je proveravana upotrebom Kolmogorov-
Smirnov testa. Kontinuirani podaci su prikazani kao srednja vrednost i standardna
greska, ukoliko je raspodela ispitivanih podataka sledila normalni tok. Kod parametara
¢ija distribucija nije sledila normalni tok, proveravana je distibucija logaritmovanih

vrednosti i rezultati su prikazani kao geometrijska sredina i 95 % interval pouzdanosti.

Kontinuirane varijable koje slede normalnu raspodelu, kao i kontinuirane varijable
koje posle logaritmovanja slede normalnu raspodelu, poredene su Studentovim t-testom.
Varijable koje ne prate normalnu raspodelu poredene su Wilkilson neparametarskim

testom

Analiza kovarijanse (ANCOVA) je primenjena za utvrdivanje statisti¢ki znacajne
razlike izmedu grupa u cilju eliminacije uticaja promenljive kovarijanse na ispitivane

zavisne parametre.

Za analiziranje viSe grupa parametarskih podataka koriS¢ena je jednofaktorska i
dvofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa ponavljanjem, sa ,,.Bonferoni* post hoc

testom".
Razlike izmedu kategorickih podataka su testirane su upotrebom XZ testa.

Za ispitivanje korelacije izmedu razli¢itih parametara koji su odredivani u studiji,

koris¢ena je Spearmanova neparametarska korelaciona analiza.

Minimalni uslov za postojanje statisticki znacajne razlike je p (nivo znacajnosti)

manji ili jednak 0,05.

Statisticka obrada podataka izvedena je koris¢enjem racunarskih programa PASW

Statistics ver. 18.0 i Medcalc (MedCalc ver. 11.4 Software, Belgium).
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. Uticaj dugotrajnog redovnog treniranja na parametre

oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite

U ovom delu istrazivanju ucestvovalo je 40 fudbalera i 28 zdravih ispitanika
koji nemaju redovnu fizi€ku aktivnost visokog intenziteta. Uzeti su podaci o starosti,
godinama treniranja, izmerena im je visina, tezina, procent masti, izraCunat indeks
telesne mase. Antropometrijske karakteristike fudbalera i kontrolne grupe su prikazane
u tabeli 9.

Table 9. Antropometrijske karakteristike ispitanika

Fudbaleri | Kontrolnagrupa | P

Starost (godine) 17,7£0,67 | 14,8+0,25 <0,001
Visina (cm) 179+6,4 166+6,7 <0,001
Telesna masa (kg) | 71,6£7,61 | 60,2+9,73 <0,001
Masti (%) 9,6+3,24 15,0+1,51 <0,001
ITM (kg/m2) 22,3+1,62 21,8+3,17 0,327

Godine treniranja 10,1+1,21

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.D.
S obzirom na razliku u godinama, fudbaleri su bili visi 1 teZi u odnosu na

kontrolnu grupu. Takode, procenat masti je bio zna¢ajno manji kod sportista. Ipak, nije

bilo statisti¢ki znacajne razlike u ITM izmedu sportista i kontrolne grupe.
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Lipidni profil i hematoloski parametri fudbalera i kontrolne grupe su prikazani u

tabelama 10 i 11. Analiza kovarijanse, uz korekciju parametara u odnosu na godine, je

pokazala da nema statisticki znacajne razlike u kocentraciji triglicerida, ukupnog, LDL

i HDL holesterola izmedu fudbalera i kontrolne grupe. Pored toga, nije uoc¢ena znacajna

razlika u hematoloskim parametrima izmedu fudbalera 1 kontrolne grupe.

Tabela 10. Lipidni profil fudbalera i kontrolne grupe

Fudbaleri Kontrolna grupa

HOLuk, (mmol/L) 4,52+0,32 | 4,21+0,26
HDL-H (mmol/L) 1,24+0,12 | 1,38+0,09
LDL-H (mmol/L) 2,510,29 | 2,7240,21
TG (mmol/L) 0,8610,14 | 0,7320,12

P
0,567
0,481
0,667
0,596

Rezultati su prikazani kao korigovane srednje vrednostiSEM. Nije uocena razlika

izmedu grupa (Analiza kovarijanse).

Tabela 11. Osnovni hematoloski parametri fudbalera i kontrolne grupe

Fudbaleri Kontrolna grupa
Leukociti (x 10*%9/L) 6,1+0,44 6,0+0,22
Eritrociti (x10*12/L) 5,4+0,17 5,1+0,13
Hb (g/L) 148+7,1 143+5,7
Hct (L/L) 0,471+0,023 | 0,422+0,018
MCV (fL) 84+1,3 86+1,1
MCH (pg) 2740,5 29+0,4
MCHC (g/L) 335+14,5 318+11,4

Trombociti (x 10*9/L) | 269+20,6 211+16,5

P
0,564
0,217
0,687
0,166
0,352
0,101
0,496
0,106

Rezultati su prikazani kao korigovane srednje vrednostiSEM. Nije uocena razlika

izmedu grupa (Analiza kovarijanse)
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Zbog razlike u godinama, parametre oksidativnostresnog statusa smo poredili
primenom analize kovarijanse, nakon korekcije u odnosu na godine. Rezultati su
prikazani kao korigovane srednje vrednosti £ SEM.

Fudbaleri su imali znacajno vise vrednosti TBKRS u odnosu na kontrolnu grupu.
Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u nivou AOPP, mada su vrednosti ovog parametra
bile viSe u grupi fudbalera. Aktivnost SOD u plazmi i ukupan sadrzaj SH grupa je
znacajno visi kod sportista u odnosu na kontrolnu grupu, dok razlika u aktivnosti PON1
prema paraoksonu i diazoksonu nije bila statisticki znacajna. Eksperimentalno dobijeni

podaci i statisticki znacajne razlike su prikazani u tabeli 12.

Tabela 12. Parametri oksidativnog stresa, antioksidativne zastite i aktivnost enzima

PONZ1 fudbalera i kontrolne grupe

Fudbaleri Kontrolna grupa p
TBKRS (umol/L) 1,2+0,05 0,8+0,11 <0,05
AOPP (pmol/L) 24,8+5,65 16,9+4,88 0,438
SH groupe (mmol/L) 0,605+0,027 0,440+0,023 <0,01
SOD (U/L) 129+9,6 56+19,3 <0,05
POazna aktivnost (U/L) 403+123,3 372+96,4 0,881
DZOazna aktivnost (U/L) | 9095+1557,8 8730+1190,1 0,890

Rezultati su prikazani kao korigovane srednje vrednostiSEM. Parametri su poredeni
testom Analiza kovarijanse.
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4.2. Uticaj treniranja i suplementacije astaksantinom na parametre

oksidativnog stresa i antoksidativne zaStite

U okviru ovog dela istrazivanja, ispitivan je uticaj redovnih treninga i

suplementacije Asx na bazalne vrednosti pojedinac¢nih parametara oksidativnog stresa i

anitoksidativne zastite, kao i parametara oksidativnog statusa mladih elitnih fudbalera.

Pored toga, uradena je 1 kompletna biohemijska analiza i krvna slika na pocetku, posle

45 i posle 90 dana redovnih treninga i suplementacije.

4.2.1. Opsti podaci o sportistima

Kao $to je napred navedeno, ovim istrazivanjem je obuhvaceno 40 fudbalera.

Uzeti su podaci o starosti, godinama treniranja, izmerena im je visina, teZina, procent

masti, izraCunat indeks telesne mase i1 odredena maksimalna potroSnja kiseonika

(VO2max). Antropometrijske karakteristike fudbalera su prikazane u tabeli 13.

Tabela 13. Antropometrijske karakteristike fudbalera

Astaksantin Placebo
Starost (godine) 17.9+0.16 17.6x0.14
Visina (cm) 178+1.4 180+1.4
Telesna masa (kg) 70.9£1.72 72.3£1.79
ITM (kg/m2) 22.4+0.33 22.2+0.41
Masti (%) 9.4+0.74 9.7+0.81
VO3 max (Ml/min/kg) 55.5+1.21 52.9+0.74
Godine treniranja 10.2+0.32 9.9+0.21

P
0,289
0,255
0,582
0,812
0,773
0,780
0,443

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti+SEM. Nije uocena razlika izmedu grupa

(Studentov t test)
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Ispitivana grupa mladih fudbalera je bila homogena, s obzirom da nije pokazana
znacajna razlika izmedu suplementirane i placebo grupe u pogledu antropometrijskih
karakteristika primenom Studentovog t-testa.

Rezultati analize dnevnika ishrane koji su fudbaleri vodili u periodu od 4 dana

na pocetku studije, prikazani su u tabelama 14 1 15 i slici 12.

Tabela 14. Prosecan dnevni unos makro i mikronutrijenata kod fudbalera

Astaksantin Placebo P
Energija (kcal) 31544247 2932+147 0,445
Proteini (g) 124+8.7 125+6.3 0,916
Ugljeni hidrati (g) 412+33 366423 0,258
Monosaharidi (g) 109+12 123+18 0,525
Vlakna (g) 13.2+1.4 12.6+1.5 0,776
Masti (g) 104+9 101+7 0,791
Zasi¢ene masti (g) 33.2+3.5 29.9+3.2 0,485
Holesterol (mg) 328+23 344+38 0,712

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti+tSEM. Nije uocena razlika izmedu grupa
(Student t test)

Preporuke
B Ugljer hidrati
Astaksantin B Mastt
O Proteini

Placebo

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Slika 10. Zastupljenost makronutrijenata u ishrani fudbalera
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Tabela 15. Prosecan unos dijetarnih antioksidanasa kod fudbalera

Astaksantin Placebo P
Vitamin A (IU) | 2312+ 442 2120 + 389 0,775
Vitamin C(mg) | 149 £25 135 +30 0,438
Vitamin E(mg) | 5.4+0.7 6.1+1.5 0,738
Bakar(mg) 2304 1.92+0.5 0,410
Gvozde (mg) 14.4 +0.9 15.1 +1.6 0,435
Mangan(mg) 4.9+0.3 4.0+0.9 0,247
Selen(ug) 187+15 164 +8 0,353
Zink(mg) 13.0+ 1.4 13.5+1.8 0,386

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti+tSEM. Nije uocena razlika izmedu grupa
(Student T test)

Nije bilo statisticki znacajne razlike u unosu makronutrijenata i mikronutrijenata
izmedu suplementirane i placebo grupe. Prosecan unos ugljenih hidrata je nedovoljan,
jer su oni zastupljeni sa manje od 55 % - 60 % energetskog unosa, dok je unos masti na
gornjoj granici unosa koji po preporukama treba da bude manji od 30 %. Takode, unos
zasi¢enih masnih kiselina i holesterola je veéi od preporu¢enog. Nutritivna analiza je

pokazala da je unos vitamin A i E znacajno nizi od preporucenog dnevnog unosa (DRI

za vitamin A-3000 1U; DRI za vitamin E-15 mg).

4.2.2. Osnovni biohemijski i hematoloski parametri

Osnovni biohemijski hematoloski parametri fudbalera na pocetku studije, posle

45 dana i posle 90 dana redovnih treninga i suplementacije prikazani su u tabelama 16 i
17.
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Tabela 16. Krvna slika na pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije u Asx i placebo

grupi

0 dan

Leukociti (x 10*9/L)

Astaksantin

Placebo

6.3+0.34
6.0+0.28

Eritrociti (x10*12/L)

Astaksantin
Placebo

Hb (g/L)
Astaksantin
Placebo
Hct (L/L)
Astaksantin
Placebo
MCV (fL)
Astaksantin
Placebo
MCH (pg)
Astaksantin
Placebo
MCHC (g/L)
Astaksantin

Placebo

5.5+0.11
5.4+0.10

156+2.6
157+3.9

0.486+0.007
0.482+0.010

88.74+1.17
88.64+0.89

28.6+0.38
28.9+0.31

322+2.2
326+2.3

Trombociti (x 10*9/L)

Astaksantin

Placebo

235%8.0
253+12.7

45 dan

5.9+0.3
5.7+0.22

5.3+0.08*
5.2+0.07*

151+2.0*
151+2.0*

0.461+0.006**
0.457+0.006**

86.88+0.75**
87.58+0.40

28.5+0.39
28.91+0.33

328+2.1
330+3.0

227+6.8
247+10.6

90 dan

6.0+0.32
6.7+0.44"

5.4+0.11
5.3+0.05

153+3.4
152+2.1

0.463+0.005*
0.462+0.005

86.25+0.89**
86.81+0.73*

28.4+0.39
28.5+0.31

330+1.6**
329+2.4

234+9.0
249+9.5

TS

<0.05
<0.05
0,942

<0.05
0,626
0,910

<0.01
0,937
0,891

<0.01
0,763
0,959

<0.001
0,745
0,729

0,110
0,665
0,331

<0.01
0,621
0,361

0,369
0,095
0,992
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Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti £SEM. ANOVA: T-glavni uticaj treninga;
S-glavni uticaj suplementacije; TxS-uticaj interakcije treninga i suplemenacije. p<0,05
(*), p<0,01 (**) 1p<0,001 (***): znacajna razlika u odnosu na 0 dan. p<0,05 (#):

znacajna razlika u odnosu na 45 dan.

Pokazan je znaCajan uticaj interakcije suplementacije i redovnih treninga

(p<0,05) i znacajan uticaj redovnih treninga (p<0,05) na broj leukocita. Uoceno je

znacajno povecanje broja leukocita u placebo grupi, ali ne i u Asx nakon 90 dana

redovnih treninga i suplementacije. Broj eritrocita, Hb, Hct i MCV se znacajno

smanjuje, dok se MCH i broj trombocita nije menjao u toku posmatranog perioda. Nije

bio razlike u posmatranim parametrima izmedu suplementirane i placebo grupe.

Tabela 17. Osnovni biohemijski parametri pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije

u Asx i placebo grupi

0 dan

ALT (U/L) #
Astaksantin 21(16,8-25,6)
Placebo 20(18,6-22,5)

Bilirubin (umol/L)

Astaksantin 10,5+1,75
Placebo 12,6+1,80
Kreatinin (umol/L)
Astaksantin 130+2
Placebo 13343
Glukoza (mmol/L)
Astaksantin 5,940,12
Placebo 6,1+0,17

Ukupni proteini (g/L)
Astaksantin 75+0,8

Placebo 77+0,9

45 dan

18(15,1-22,6)
18(16,7-20,1)

16,4+1,71**
16,8+1,89*

131+2
135+3

6,1+0,13
6,0+1,9

76x1,4
75+1,6

90 dan

18(15,6-21,6)
19(16,1-22,6)

15,7+£2,03**
19,6+2,18*

126+2"
131+3%

5,7+0.09*"
5,6+0,13"

73+1,1%
73+1,2%"

TS

0,125
0,974
0,844

<0,01
0,080
0,546

<0,01
0,364
0,898

<0,01
0,766
0,438

<0,01
0,793
0,259
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Urea (mmol/L)
Astaksantin

Placebo

6,4+0,31
6,6+0,36

Mokraéna Kkiselina (umol/L)

Astaksantin
Placebo

Gvozde (umol/L)
Astaksantin
Placebo

Feritin (png/L) #
Astaksantin
Placebo
Transferin (g/L)
Astaksantin
Placebo

HOLuk (mmol/L)
Astaksantin
Placebo

HDL-H (mmol/L)
Astaksantin
Placebo

LDL-H (mmol/L)
Astaksantin
Placebo

TG (mmol/L)
Astaksantin

Placebo

324+24.9
355+16,6

9,8+0,60
10,8+0,70

50(24,4-102,5)
49(32,1-77,8)

2,63%0,07
2,87+0,09

4,28+0,20
4,54+0,23

1,27+0,05
1,29+0,07

2,63%0,19
2,97+0,24

0,84+0,12
0,95+0,14

6,4+0,33
6,5+0,38

334+19,4
368+23,5

10,8+0,79
9,6+0,92

79(59,9-103,3)
63(49,6-80,7)

2,48+0,07***
2,66+0,08*

4,61+0,22*
4,67+0,26*

1,21+0,05*
1,19+0,06

2,98+0,20*
3,13+0,24

0,91+0,08
0,80+0,09

6,2+0,35
7,0+0,41

306+17,0
314+13,7**

10,4+0,98
10,3+0,84

84(63,7-111,8)

69(51,7-91,8)

2,56x0,06
2,72+0,08

4,39+0,24
4,50+027

1,30+0,05
1,31+0,06"

2,73+0,20
2,91+0,25%

0,80+0,08
0.70+0,09

0,715
0,396
0,321

<0,05
0,305
0,648

0,970
0,925
0,186

<0,05
0,572
0,709

<0,001
0,071
0,448

<0,05
0,661
0,517

<0,01
0,952
0,693

<0,05
0,451
0,588

0,111
0,833
0,130
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Rezultati su prikazani srednje vrednosti i SEM; geometrijske srednje vrednosti i interval
pouzdanosti (#). ANOVA: T-glavni uticaj treninga; S-glavni uticaj suplementacije;
TxS-uticaj interakcije treninga i suplemenacije. p<0,05 (*) , p<0,01 (**) i p<0,001
(***): znacajna razlika u odnosu na 0 dan. p<0,05 (#) i p<0,01(##) : znaCajna razlika u
odnosu na 45 dan.

Uoceno je statisticki znacajno povecanje nivoa bilirubina u obe grupe fudbalera
kao posledica redovnih treninga (p<0,05). Nivo kreatinina i ukupnih proteina opada u
periodu od 90 dana redovnih treninga u obe grupe fudbalera (p<0,01). Koncentracija
mokracne kiseline opada u P grupi tokom 90 dana redovnih treninga. Nivo ALT i uree
Se ne menjaju u posmatranom periodu.
lako redovni treninzi u toku 90 dana nisu znacajno uticali na nivo gvozda u obe
grupe fudbalera, zabeleZena srednja vrednosti nivoa gvozda je na donjoj granici osega
referentnih vrednosti. Uoceno je znacajno povecanje nivoa feritina u obe grupe
fudbalera tokom posmatranog perioda. Nivo transferina zna¢ajno opada posle 45 dana
redovnih treninga u odnosu na pocetak posmatranog perioda. Srednje vrednosti nivoa
feritina i trensferina su bile u opsegu referentnih vrednosti tokom studije. ANOVA sa
ponavljanjem je pokazala znacajan uticaj treninga na ukupni, HDL i LDL holesterol
(p<0,05, p<0,01 i p<0,05, redom). U obe grupe fudbalera nivo HDL holesterola opada,
dok nivo ukupnog i LDL holesterola raste posle 45 dana. Vrednosti ovih parametara se
vracaju na pocCetne vrednosti na kraju posmatranog perioda. Srednje vrednosti

parametara lipidnog profila su bile u opsegu referentnih vrednosti.

0 dan

B Limfociti (%0)
B Neutrofili(%o)

Astaksantin

45 dan
= Monociti (%o)
u Eozinofili(®o)
100
90 dan Bazofili (%0)
0% 20% 40% 60% 80% 100%

A)
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Slika 11. Leukocitarna formula pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije u Asx (A) i
placebo (B) grupi.

Na slici 13 su prikazane promene u procentu pojedinih frakcija leukocita tokom 90 dana
redovnih treninga i suplementacije. ANOVA sa ponavljanjem je pokazala statisticki
znaCajan efekat redovnih treninga na broj limfocita i neutrofila kod mladih fudbalera
(glavni uticaj treninga, p<0,01). Naime, intenzivni treninzi u toku posmatranog perioda
uslovili su zna¢ajno povecanje broja neutrofila (p<0,05) 1 smanjenje procenta limfocita
(p<0,01) u P grupi. Nasuprot tome, promene u broju neutrofila i limfocita u Asx grupi

nisu bile statisticki znacajne.

4.2.3. Parametri oksidativnostresnog statusa
4.2.3.1. Parametri oksidativnog stresa

Da bismo procenili nivo oksidativnog stresa i dinamiku njegove promene pod
uticajem redovnih treninga, kao i njegovu modulaciju pod uticajem Asx kao
antioksidansa, odredivali smo koncentraciju TBKRS, AOPP i nivo superoksid anjon
radikala u plazmi. TBKRS je krajnji produkt razgranje lipidnih hidroperoksida, tako da

predstavlja marker kasne faze oSte¢enja oksidansima.
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Slika 12. Koncentracija TBKRS pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije u AsX i
placebo grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost+SEM. p<0,05 (*) i p<0,001
(***): znaCajna razlika u odnosu na 0 dan. p<0,05 (#) i p<0,001(###): znacajna razlika u
odnosu na 45 dan.

ANOVA sa ponavljanjem je pokazala statisticki znacajan uticaj treninga (glavni
uticaj treninga, p<0,001) na koncentraciju TBKRS kod mladih fudbalera. Uocen je
znacajan pad nivoa TBKRS nakon 45 dana redovnih treninga i suplementacije i u Asx i
P grupi (p<0,001 1 p<0,05, redom, Bonferoni test), koji je pracen povecanjem do kraja
studije (p<0,001 i p<0,05, redom, Bonferoni test). Nivo TBKRS u Asx grupi je bio
znacajno nizi posle 45 dana suplementacije u u odnosu na P grupu (p<0,05).

AOPP je pouzdan indirektni parametar oksidativnhog oStecenja proteina, koji
nastaje kao posledica dugotrajnog uticaja oksidativnog stresa, kao Sto je slucaj nakon

dugotrajnih perioda intenzivnih treninga kod fudbalera.
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Astalsantin Placebo

M0 dan
M 45 dan
90 dan

Slika 13. Nivo AOPP pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije u Asx i placebo

grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska srednja vrednost i interval pouzdanosti.

Uocene promene u AOPP su pratile promene koncentracije TBKRS, sa

smanjenjem posle 45 dana i poveé¢anjem nakon 90 dana redovnih treninga. ANOVA sa

ponavljanjem nije pokazala zna€ajan uticaj ni treninga ni suplementacije na nivo AOPP.

Superoksidni anjon je jedan od slobodnih radikala koji se normalno stvara u

metabolickim reakcijama. Rezultati naSe studije pokazuju da redovni treninzi u periodu

od 90 dana dovode do znaajno povecanje nivoa O, u obe grupe mladih fudbalera

(glavni uticaj treninga, p<0,001).

02

~ ¥

2 . |

E 35

—

L
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25 +

Astaksantin Placebo

(0 dan
M 45 dan
90 dan

Slika 14. Nivo O, pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije u Asx i placebo grupi.
Rezultati su prikazani kao geometrijska sredina i interval pouzdanosti. p<0,05 (*):

znacajna razlika u odnosu 0 dan. p<0,05 (#): znacajna razlika u odnosu na 45 dan
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4.2.3.2. Parametri antioksidativne zastite
Endogeni sistem antioksidativne zastite podrazumeva antioksidativne enzime i
neenzimske antioksidanse. SH grupe proteina imaju vrlo vaznu ulogu u kompleksnoj

mrezi endogenih neenzimskih antioksidansa.

SH grupe

* Kk
T
L

0.5 -
=
= M0 dan
g 0.4 - H 45 dan
W90 dan

Astalksantin Placebo

Slika 15. Ukupni sadrzaj SH grupa pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije u Asx i
placebo grupi. Rezultati su prikazani srednja vrednost:SEM. p<0,05 (*) i p<0,001
(***): znacajna razlika u odnosu na 0 dan.

ANOVA sa ponavljanjem je pokazala znacajan efekat interakcije suplementacije
1 treninga (p<0,05) i1 znaCajan glavni efekat treninga (p<0,01) na ukupan sadrzaj SH
grupa. Uoceno je povecanje nivoa SH grupa u Asx grupi nakon 45 1 90 dana
suplementacije u odnosu na nivo pre suplementacije (p<0,05, p<0,001, redom,
Bonferoni test), dok promene u P grupi nisu bile statisticki znacajne. Na pocetku studije
postojala je razlika u ukupnom sadrzaju SH grupa izmedu suplementirane 1 placebo

grupe (p=0,060, Student t-test).
Superoksid dismutaza je glavni enzim koji neutraliSe superoksidni anjon i

predstavlja prvi enzim u liniji odbrane od oksidativnog stresa. Uticaj redovnih treninga

i suplementacije na akitvnost SOD u periodu od 90 dana prikazan je na slici 18.
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Slika 16. Aktivnost SOD pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije u Asx i placebo
grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska sredina i interval pouzdanosti. p<0,05
(*): znacajna razlika u odnosu na 0 dan. p<0,05 (#): znacajna razlika u odnosu na 45 dan

Primenom ANOVE sa ponavljanjem pokazano je znacajno smanjenje aktivnosti
SOD u periodu od 90 dana u obe grupe fudbalera (glavni uticaj treninga, p<0,001).

Aktivnost enzima PON1 je odredivana preko brzine razgradnje vestackih
supstrata - paraoksona i diazoksona. Aktivnost PON1 prema paraoksonu-POazna i
diazoksonu-DZOazna aktivnost kod mladih fudbalera su prikazane na slikama 19 i 20.
Na pocetku studije postojala je razlika u aktivnosti PON1 prema diazoksonu izmedu

suplementirane i placebo grupe (p=0,073).

POazna aktivnost
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Slika 17. POazna aktivnost pre, posle 45 i 90 dana suplementacije u Asx i placebo
grupi. Rezultati su prikazani srednja vrednostzSEM.
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Slika 18. DZOazna aktivnost pre, posle 45 i 90 dana suplementacije u Asx i placebo
grupi. Rezultati su prikazani srednja vrednost+SEM. p<0,01 (**): znaCajna razlika u
odnosu na 0 dan.

Analiza podataka primenom ANOVA testa sa ponavljanjem je pokazala
znaCajan efekat interakcije suplementacije 1 treninga na aktivnost PONI1 prema
paraoksonu (p<0,05), dok je znaCajan efekat redovnih treninga zabelezen na PONI1
aktivnost prema diazoksonu. Nakon 90 dana suplementacije, PON1 aktivnost prema
diazoksonu je povecana za 42% (p<0,01, Bonferroni test), dok u P grupi nije

zabeleZena statiticki znacajna promena.
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=
2R
E
' § B Astaxanthin
S 4 i Placebo
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PON1Q192 PONIQI192R PONIR192

Slika 19. Raspodela PON1 g1192r fenotipova u suplementiranoj i placebo grupi.
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Fenotip PONI1 za polozaj 192 (PON1g192, PON1gigor | PON1Rr1gp) kod mladih
fudbalera odredivan je uporedivanjem enzimske aktivnosti PON1 prema paraoksonu i
diazoksonu. Ispitanici sa vrednoS¢u odnosa dve PONI aktivnosti > 43 imaju PON1g192
fenotip, sa vrednostima izmedu 13 i 43 PONIlq192r, fenotip i sa vrednostima < 13
PON g, fenotip. 1z rezultata dobijenih y? testom, moZe se zaklju¢iti da je bilo razlike u

raspodeli fenotipova PON1 g1102r izmedu suplementirane i P grupe (x*=3.987; p=0.136)

4.2.3.3. Parametri oksidativnog statusa

S obzirom da je broj jedinjenja sa prooksidativnim i antioksidativnim
delovanjem veliki, pojedina¢no merenje njihove koncentracije 1 aktivnosti ne samo da je
teSko 1 komplikovano, ve¢ 1 ne daje pravu sliku o oksidativnom statusu organizma.
Zbog toga smo merili i tri sveobuhvatna parametra: TOS, kao marker prooksidativnih
procesa, TAS, kao marker sveukupne antioksidativne zastite u plazmi i PAB, kao meru

ravnoteze izmedu njih.
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Slika 20. TOS pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije u Asx i placebo grupi.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost+SEM. p<0,01 (**) i p<0,001 (***):
znacajna razlika u odnosu na 0 dan.

ANOVA sa ponavljanjem je pokazala znacajan uticaj redovnih treninga na TOS
kod mladih fudbalera (glavni uticaj treninga, p<0,001). Post hoc analiza je pokazala
znacajno smanjenje TOS u Asx i P grupi nakon 45 dana (p<0,001, p<0,01, redom,
Bonferoni test) i nakon 90 dana (p<0,01, p<0,001, redom, Bonferoni test) redovnih

treninga i suplementacije u odnosu na pocetak studije.
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Slika 21. TAS pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije u Asx i placebo grupi.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost=SEM.

Nije uocen statisti¢ki znacajan uticaj redovnih treninga ni suplementacije Asx-
om na bazalne vrednosti TAS u obe grupe fudbalera, na osnovu ANOVA testa sa

ponavljanjem.
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Slika 22. PAB pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije u Asx i placebo grupi.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost£SEM. p<0,001 (***) : znaCajna razlika u
odnosu na 0 dan. p<0,05 (#) 1 p<0,001(###): znacajna razlika u odnosu na 45 dan.

Redovni treninzi u periodu od 90 dana su imali znacajan uticaj na PAB u obe
grupe fudbalera (glavni uticaj treninga, p<0,001), $to je pokazano ANOVA testom sa
ponavljanjem. Post hoc analiza je pokazala znacajno smanjenje PAB u Asx grupi

nakon 90 dana u poredenju sa vrednostima pre i posle 45 dana suplementacije (p<0,001,
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Bonferoni test). PAB je znacajno smanjen posle 90 dana u odnosu na 45 dan
posmatranog perioda u P grupi (p<0,05, Bonferoni test). Na pocetku studije uocili smo

marginalno znacajnu razliku u PAB izmedu suplementirane i placebo grupe (p=0,080).

4.3.Uticaj intenzivnog treninga i1 suplementacije astaksantinom na

parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite

U okviru ovog dela istrazivanja ispitivan je uticaj intenzivnog jednokratnog
treninga pre i posle 90 dana suplementacije Asx na vrednosti parametara oksidativnog
stresa i anitoksidativne zaStite, kao i parametara oksidativnog statusa mladih elitnih

fudbalera.

4.3.1. Parametri oksidativnog stresa

Da bismo procenili nivo oksidativnog stresa nakon intenzivnog treninga, kao i
njegovu modulaciju pod uticajem Asx, odredivali smo koncentraciju TBKRS, AOPP i
nivo superoksid anjon radikala u plazmi pre i posle intenzivnog treninga, na pocetku i
na kraju perioda suplementacije. Dobijene vrednosti smo poredili primenom

dvofaktorske ANOVE sa ponavljanjem.

TBKRS
14
1.2
1
E' 0 dan pre treninga
g 0.8 0 dan posle treninga
= 06 90 dan pre treninga
90 dan posle treninga
0.4
0.2
Astaksantin Placebo

Slika 23. Koncentracija TBKRS pre i posle treninga, na pocetku i na kraju perioda
suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
+SEM.
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Nisu uocene znacajne promene u nivou TBKRS nakon intenzivnog treninga ni u

suplementiranoj ni u placebo grupi.

AOPP

pumol/L

Astaksantin

Placebo

B dan pretreninga
H 0 danposletreninga
B 20 dan pretreninga

M 20 dan posletreninga

Slika 24. Nivo AOPP pre i posle treninga, na pocetku i na kraju perioda suplementacije
u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska srednja vrednost i

interval pouzdanosti.

Intenzivni treninzi pre 1 posle 90 dana suplementacije nisu izazvali znacajne promene u

nivou AOPP ni u jednoj grupi fudbalera.
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02+

i

**

100 T

punol/minL

0 -

Astaksantin

Slika 25. Koncentracija Oz

Placebo

B dan pre treninga
M dan posle treminga

B 50 dan pre treninga

M 30 dan posletreninga

pre i posle treninga, na pocetku i na kraju perioda

suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska srednja
vrednost 1 interval pouzdanosti. p<0,05 (*) 1 p<0,01 (**): znacajna razlika u odnosu na 0
dan pre treninga. p<0,01 (##): znacajna razlika u odnosu na 90 dan pre treninga.
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Redovni treninzi u periodu od 90 dana dovode do znacajnog povecanja nivoa
O2¢ kod mladih fudbalera (glavni uticaj redovnih treninga, p<0,001). Intenzivan
trening na pocetku posmatranog perioda nije izazvao zna¢ajne promene u nivou Ope .
Intenzivan trening nakon 90 dana suplementacije izazvao je znacajno povecanje
koncentracije O,¢ samo u placebo grupi (znacajan uticaj interakcije akutnog treninga

i suplementacije, p<0,05; uticaj akutnog treninga, p<0,01).

4.3.2. Parametri antioksidativne zaStite

Uticaj intenzivnog treninga i suplementacije Asx-om na neenzimske
antioksidanse i1 enzimske antioksidanse je ispitivan odredivanjem ukupnog sadrzaja SH

grupa i aktivnosti enzima SOD i PON1.

SH grupe

B dan pretreninga

H 0 dan posletreninga

mmol/L

B30 dan pre treninga

M 20 dan posletreninga

Astalksantin Placebo

Slika 26. Ukupni sadrzaj SH grupa pre i posle treninga, na pocetku i na kraju perioda
suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost+SEM.
p<0,01(**): znacajna razlika u odnosu na 0 dan pre treninga.

Intenzivan trening nije izazvao znacajne promene u ukupnom sadrzaju

sulthidrilnih grupa na pocetku ni na kraju perioda suplementacije kod mladih fudbalera.
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Slika 27. Aktivnost

SOD

Astaksantin

Placebo

B dan pre treninga
M0 dan posletreninga
B30 dan pre treninga

M 90 dan posletreninga

SOD pre 1 posle treninga, na pocetku i1 na kraju perioda

suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska srednja
vrednost 1 interval pouzdanosti. p<0.01(**) 1 p<0.05(*): znacajna razlika u odnosu na 0
dan pre treninga.

Intenzivan trening na poCetku studije izazvao je znacajan pad aktivnosti SOD u

obe grupe fudbalera, dok na kraju posmatranog perioda nisu uo¢ene zna¢ajne promene u

SOD aktivnosti nakon akutnog treninga (znacajan uticaj interakcije redovnih i akutnog

treninga , p<0,05; glavni uticaj akutnog treninga, p<0,001).

600
500
400
300
200
100

U/L

Astaksantin

POazna aktivnost

Placebo

0 dan pre treninga
0 dan posle treninga
90 dan pre treninga

90 dan posle treninga

Slika 28. POazna aktivnost pre i posle treninga, na pocetku i na kraju perioda
suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost+SEM.
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DZ0Oazna akivnost

10000
**
7500
:I 0 dan pre treninga
2 5000 0 dan posle treninga
90 dan pre treninga
2500 90 dan posle treninga
0

Astaksantin Placebo

Slika 29. DZOazna aktivnost pre i posle treninga, na pocetku i na kraju perioda
suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost+SEM.
p<0.01(**): znacajna razlika u odnosu na 0 dan pre treninga.

Pokazan je znacajan uticaj interakcije redovnih i jednokratnog treninga (p<0,01),
sa povecanjem POazne aktivnosti na pocetku i smanjenjem na kraju posmatranog
perioda. Intenzivan trening nije uslovio znacajne promene u DZOazne aktivnosti na

pocetku ni na kraju perioda suplementacije kod mladih fudbalera.

Mokraéna kiselina i1 bilirubin su normalni produkti metabolickih procesa u
organizmu, ali kao jedinjenja sa antioksidativnim osobinama daju doprinos ukupnom
antioksidativnom kapacitetu plazme. Promene u nivou mokraéne kiseline i bilirubina
posle intenzivnog treninga na pocetku i na kraju posmatranog perioda su prikazane na
slikama 30 i 31.
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Mokraéna Kiselina
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H 0 dan pre treninga
g 200 0 dan posle treninga
= 90 dan pre treninga
100 90 dan posle treninga

Astaksantin Placebo

Slika 30. Koncentracija mokrac¢ne kiseline pre i posle treninga, na pocetku i na kraju
perioda suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost=SEM. p<0,05(*) i p<0,01(**): znacajna razlika u odnosu na O dan pre
treninga.

Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem je pokazala znaCajan efekat redovnih i
jednokratnog treninga na koncentraciju mokraé¢ne kiseline (p<0,001, p<0,01). Akutni
trening izaziva znaajno povecanje koncentracije mokra¢ne kiseline u obe grupe

fudbalera na pocetku, ali ne 1 na kraju posmatranog perioda (znacajan uticaj interakcije

redovnih i akutnog treninga, p<0,05).

Bilirubin

~z

22 *k *k I

20
j 15 H () dan pretreninga
(o)
é H 0 dan posletreninga
= 10

20 dan pretreninga

M0 dan posletreninga

N

0

Astaksantin Placebo

Slika 31. Koncentracija bilirubina pre i posle treninga, na pocetku i na kraju perioda
suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost+SEM.
p<0.01(**) 1 p<0.001(***): znaCajna razlika u odnosu na 0 dan pre treninga.
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Uocen je znaCajan uticaj interakcije suplementacije i redovnih treninga
(p<0,05), sa nizim vrednostima bilirubina u Asx grupi u odnosu na placebo grupu posle
90 dana suplementacije. Koncentracija bilirubina raste kao posledica intenzivnog
treninga u obe grupe fudbalera, ali su ove promene dostigle statisticku znacajnost samo
na pocetku posmatranog perioda (znacajan uticaj interakcije redovnih i1 akutnog

treninga, p<0,05; glavni uticaj akutnog treninga, p<0,001).

4.3.3. Parametri oksidativnog statusa

Uticaj intenzivnog treninga i suplementacije na tri sveobuhvatna parametra:
TOS, TAS i PAB je prikazan na slikama 32, 33 i 34. Dobijene vrednosti smo poredili

primenom dvofaktorske ANOVE sa ponavljanjem.

TOS

B0 dan pre treninga

0 dan posle treninga

pmol/L

B30 dan pre treninga

W90 dan posletreninga

Astaksantin Placebo

Slika 32. TOS pre i posle treninga, na pocetku i na kraju perioda suplementacije u Asx
i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +SEM. p<0,001 (***):
znacajna razlika u odnosu na 0 dan pre treninga. p<0,001 (###) 1 p<0,01 (##): znacajna
razlika u odnosu na 90 dan pre treninga.

TOS je znacajno sniZzen posle 90 dana redovnih treninga i suplementacije u
odnosu na pocetak posmatranog perioda u obe grupe fudbalera (glavni uticaj redovnih
treninga, p<0,001). Na pocetku studije intenzivan trening nije izazvao statisticki
znacajne promene u TOS, dok je posle 90 dana suplementacije doSlo do znacajnog
povecanja TOS nakon intenzivnog treninga i u suplementiranoj i u placebo grupi

(znacajan uticaj interakcije redovnih 1 akutnog treninga, p<0,05).
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Slika 33. TAS pre i posle treninga, na pocetku i na kraju perioda suplementacije u Asx i
placebo grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £SEM. p<0,05(*): zna¢ajna
razlika u odnosu na 0 dan pre treninga. p<0,001 (# # #): znaCajna razlika u odnosu na
90 dan pre treninga.

Uocen je znacCajan glavni efekat intenzivnog treninga (p<0,001) 1 efekat
interakcije suplementacije i treninga (p<005). Naime, vrednosti TAS su znacajno
smanjene nakon intenzivnog treninga u obe grupe fudbalera pre suplementacije i u

placebo grupi posle 90 dana suplementacije. Nisu uocene znacajne promene u TAS

posle intenzivnog treninga u Asx grupi posle 90 dana suplementacije.

PAB
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400 -
- B0 dan pretreninga
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é M danposletreninga
]
200 - S0 dan pre treninga
M50 dan posletreninga

0

Astaksantin Placebo

Slika 34. PAB pre i posle treninga, na pocetku i na kraju perioda suplementacije u Asx
i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost:SEM. p<0.05 (*) i
p<0.01(**): znacajna razlika u odnosu na 0 dan pre treninga.

Nije uocena znacajna promena u PAB kao odgovor na intenzivan trening ni na pocetku

ni na kraju posmatranog perioda.
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4.4. Uticaj suplementacije astaksantinom na oSteCenje miSi¢a kod

mladih fudbalera

U cilju ispitivanja uticaja suplementacije Asx na oSteCenje miSi¢a izazvano
redovnim treniranjem u toku 90 dana, poredili smo bazalne vrednosti aktivnosti enzima
misi¢a - AST, CK i LDH izmedu suplementirane i placebo grupe primenom ANOVA

testa sa ponavljanjem.

AST
50
40
= 30 H O dan
= 20 . m45dan
M 90 dan
10

0

Astaksantin Placebo

Slika 35. Aktivnost AST pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije u Asx i placebo
grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska srednja vrednost i interval pouzdanosti.
p<0,05 (*), p<0,01 (**) 1 p<0,001 (***): znaCajna razlika u odnosu na 0 dan. p<0,01
(##): znacCajna razlika u odnosu na 45 dan.

Aktivnost AST u plazmi se znacajno smanjuje kao posledica redovih treninga u
periodu od 90 dana (glavni uticaj treninga, p<0,001). Pored toga, uocCen je i znacajan

uticaj suplementacije (p<0,05). Aktivnost AST je znaCajno niza u suplementiranoj u

odnosu na placebo grupu.
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Astaksantin Placebo

Slika 36. Aktivnost CK pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije u Asx i placebo
grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska srednja vrednost i interval pouzdanosti.
p<0,05 (*): znacajna razlika u odnosu na 0 dan. p<0,05 (#): zna¢ajna razlika u odnosu
na 45 dan.

Redovni treninzi u periodu od 90 dana imaju znac¢ajan uticaj na aktivnost CK u
plazmi kod mladih fudbalera (glavni uticaj treninga, p<0,01). Post hoc analiza je
pokazala znacajno smanjenje aktivnosti CK u Asx grupi nakon 90 dana suplementacije
u odnosu na vrednosti pre i posle 45 dana suplementacije. Promene aktivnosti CK u

placebo grupi nisu dostigle statisticku znacajnost.

LDH
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H(

=2 300 ) dan
- 45 dan

200 - 90 dan

100 -

Astalsantin Placebo

Slika 37. Aktivnost LDH pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije u Asx i placebo
grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost:SEM. p<0.01 (**) i p<0,001 (***):
znacajna razlika u odnosu na 0 dan. p<0,05 (#): znacajna razlika u odnosu na 45 dan.
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Redovni treninzi u periodu od 90 dana doveli su do znacajnog smanjenja
aktivnosti LDH u plazmi (glavni uticaj treninga, p<0,001). Uocen je znacajan uticaj
suplementacije (p<0,05), s obzirom na nize aktivnosti LDH u suplementiranoj u odnosu

na placebo grupu.

U okviru ovog dela istrazivanja ispitivan je i uticaj suplementacije Asx-om na
osSteCenje miSi¢a izazvano intenzivnim jednokratnim treningom. Aktivnosti enzima
miSi¢a - AST, CK 1 LDH, izmerene pre i posle intenzivnog treninga na pocetku i na
kraju perioda suplementacije, u Asx i placebo grupi smo poredili primenom
dvofaktorske ANOVE sa ponavljanjem.

AST
70 o

B dan pretreninga

M0 danposle treninga

B 20 dan pretreninga

490 dan posletreninga

Astaksantin Placeho

Slika 38. Aktivnost AST pre i posle treninga, na pocetku i na kraju perioda
suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska srednja
vrednost i1 interval pouzdanosti. p<0,05 (*) , p<0,01 (**) i p<0,001 (***): znaCajna
razlika u odnosu na 0 dan pre treininga. p<0,05 (#): znacajna razlika u odnosu na 90 dan
pre treninga.

Intenzivan trening izaziva znacajno povecanje aktivnosti AST u plazmi kod
mladih fudbalera (glavni uticaj jednokratnog treninga, p<0,001). Uocen je marginalno

znacajan uticaj suplementacije (p=0,060) sa nizim vrednostima AST u suplementiranoj

u odnosu na placebo grupu.
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Slika 39. Aktivnost CK pre i posle treninga, na pocetku i na kraju perioda
suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska srednja
vrednost 1 interval pouzdanosti. p<0,05 (*) 1 p<0,01 (**): znaCajna razlika u odnosu na 0
dan pre treininga. p<0,01 (##): znaCajna razlika u odnosu na 90 dan pre treninga.

Intenzivni trening povecava aktivnost CK u plazmi kako na pocetku, tako i na
kraju perioda suplementacije u obe grupe fudbalera (glavni uticaj intenzivnog treninga,
p<0,001).
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Slika 40. Aktivnost LDH pre i posle treninga, na pocetku i na kraju perioda
suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost+SEM.
p<0,05 (*), p<0,01 (**) i p<0,001 (***): znacajna razlika u odnosu na 0 dan pre
treininga. p<0,01 (##): znacajna razlika u odnosu na 90 dan pre treninga.
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UocCeno je znacajno povecanje aktivnosti LDH kao posledica intenzivnog
treninga u obe grupe fudbalera na pocetku i na kraju posmatranog perioda (glavni uticaj
akutnog treninga, p<0,001). Uocen je znacajan uticaj suplementacije (p<0,05) sa nizim

vrednostima LDH u Asx u odnosu na placebo grupu nakon 90 dana suplementacije.

4.5. Uticaj razlicitih preventivnih mera na nivo sekretornog IgA u

salivi

Fizioloski stres uzrokovan dugim 1 intenzivnim treninzima se ogleda 1 u
prolaznim, ali znaCajnim promenama u mukoznom imunitetu 1 smanjenu nivoa
sekretornog IgA, sto se dovodi u vezu sa poveéanom incidencom infekcija gornjih
respiratornih puteva kod sportista. U ovom delu istrazivanja smo ispitivali uticaj dve
vrste nutritivnih mera—senzorne stimulacije i suplementacije Asx, na nivo sigA kod

sportista.

4.5.1. Uticaj senzorne stimulacije na nivo sekretornog IgA u salivi kod karatista

rekreativaca

Ispitivanje uticaja senzorne stimulacije na nivoa sIgA je sprovedeno na grupi od
20 ispitanika koji su reakreativno trenirali karate. Uzeti su podaci o starosti, izmerena
im je visina, tezina, izraCunat indeks telesne mase i odredena maksimalna potroSnja
kiseonika (VO2max). Antropometrijske karakteristike ispitanika su prikazane u tabeli 18.

Tabela 18. Antropometrijske karakteristike ispitanika

Starost (godine) 22.910.9 22.2+0.7
Telesna masa (kg) 73.6+£3.8 74.84£2.6
Visina (cm) 180+0.1 183+0.05
VO,max 46+4.1 48.6+8.2
Srcana frekvenca u miru 6315 61+4

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti #SEM. Nije uocena razlika izmedu grupa
(Student t test).
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Rezultati hemijske analize te¢ne surutke i aromatizovanog napitka od surutke prikazani

su u Tabelama 19 i 20.

Tabela 19. Hemijski sastav, pH vrednosti i energetska vrednost aromtatizovanog

napitka i te¢ne surutke

Suva materija (9/100g) 14.48 12.25
Seceri (g/100g) 13.27 6.85
Proteini (g/100g) 0.64 0.71
Mast (g/100g) 0.3 0.35
Pepeo (g/100g) 0.27 0.21
pH 4.0 4.3

Energetska vrednosti (kcal/100g) 60.01 54.20

Tabela 20. Mineralni sastav aromatizovanog napitka i surutke

Kalcijum (g/kg) 0.36 0.29
Natrijum (g/kg) 0.35 0.70
Kalijum (g/kg) 1.00 1.16
Magnezijum (g/kg) 0.10 0.05
Cink (mg/kg) 1.27 0.1
Gvozde (mg/kg) 0.51 0.29
Bakar (mg/kg) 0.24 0.05

Sréana frekvenca i subjektivna procena zamora su mereni tokom svakog
treninga u intervalima od 15 minuta. Srednja vrednost sréane frekvence tokom tri
treninga je bila 143+11/min, 139+11/min and 144+11/min. Subjektivna procena zamora
je beleZena na svakih 15 minuta u toku svakog treninga i prosecne vrednosti su iznosile

12,6+1,2,11,8+1.0i 12,8+1.5.
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Uticaj senzorne stimulacije na mukozni imunitet je ispitivan merenjem
salivarnog protoka, apsolutne koncentracije i brzine izlu¢ivanja sIgA u uzorcima salive.

Dobijene vrednosti su poredene primenom ANOVA testa sa ponavljanjem.

Salivarni protok
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Slika 41. Salivarni protok (mL/min) kod karatista pre i posle treninga, 15 minuta posle i
30 minuta posle senzorne stimulacije surutkom tokom tri dana. Rezultati su prikazani
srednja vrednost=SEM.
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Slika 42. Salivarni protok (mL/min) kod karatista pre i posle treninga, 15 minuta posle i
30 minuta posle senzorne stimulacije aromatizovanim napitkom na bazi surutke tokom
tri dana. Rezultati su prikazani srednja vrednost:SEM

Salivarni protok pre i posle treninga i posle senzorne stimulacije je prikazan na
slici 41 i 42. Karate trening je izazvao znacajno smanjenje salivarnog protoka u obe
grupe ispitanika u toku sva tri dana (glavni uticaj treninga, p<0,001, p<0,01, p<0,05,
redom) Senzorna stimulacija aromatizovanim napitkom je dovela do znacajnog

povecanja salivarnog protoka nakon treninga prvog i drugog dana (p<0,05), dok je
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aplikacija surutke izazvala povecéanje salivarnog protoka samo prvog dana posle
treninga (p<0,05). Prvog i drugog dana uocen je i znacajan uticaj interakcije senzorne
stimulacije i grupe (p<0,05, p<0,01, redom), jer je aplikacija aromatizovanog napitka
uslovila znacajno vecée povecanje salivanog protoka posle treninga u odnosu na surutku.
Tre¢eg dana, senzorna stimulacija nakon treninga nije dovela do znacajnog povecanja

salivarnog protoka ni u jednoj grupi karatista rekreativaca.

sTgA
600
500 —
400 ——
R~
3 - pre
g | T .
“5h 300 I 1 posle
200 - I H posle 15 min
® posle 30 nun
100 —— I | |
o | EEETTT NSNS 20O BT SErEmn 0 =T e
1dan 2 dan 3 dan

Slika 43. Apsolutna koncentracije slgA (ug/mL) kod karatista pre i posle treninga, 15
minuta posle i 30 minuta posle senzorne stimulacije aromatizovanim napitkom na bazi
surutke tokom tri dana. Rezultati su prikazani srednja vrednost=SEM.
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Slika 44. Apsolutna koncentracija slgA (ug/mL) kod karatista pre treninga, posle
treninga, 15 minuta posle i 30 minuta posle senzorne stimulacije surutkom tokom tri
dana. Rezultati su prikazani srednja vrednost+SEM.

Uocen je znaCajan pad koncentracije sIgA u miru tokom nedelje u kojoj su
karatisti imali treninge (p<0,05). Karate trening izaziva smanjenje apsolutne

koncentracija sIgA obe grupe karatista nakon treninga. Ovaj pad je dostigao statiticku
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znacajnost u obe grupe prvog i tre¢eg dana (p<0,001). Koncentracija sIgA je pala na 24
% bazalne vrednosti prvog dana u grupi 2, $to je i najveci pad apsolutne koncentracije
posle treninga. Uocen je znacajan pad apsolutne koncentracije sIgA i posle aplikacije
napitka i surutke, prvog i drugog dana ispitivanja (p<0,001, p<0,01, redom). Znacajan
uticaj interakcije senzorne stimulacije i grupe ukazuje da je pad apsolutne koncetracije
bio izrazeniji u grupi koja je stimulisana aromatizovanim napitkom prvog i drugog dana
testiranja (p<0,01, p<0,05, redom). Tre¢eg dana, uoceno je blago povecanje
koncentracije sIgA u grupi 2, nakon primene aromatozovanog napitka i blago smanjenje

u grupi 1, nakon aplikacije surutke. Ove promene nisu dostigle statisticku zna¢ajnost.
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Slika 45. Brzina izlu¢ivanja sIgA (ug/min) kod karatista pre treninga, posle treninga, 15
minuta posle i 30 minuta posle senzorne stimulacije aromatizovanim napitkom na bazi
surutke tokom tri dana. Rezultati su prikazani srednja vrednost:SEM.
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Slika 46. Brzina izlu¢ivanja sIgA (ug/min) kod karatista pre treninga, posle treninga, 15
minuta posle i 30 minuta posle senzorne stimulacije surutkom tokom tri dana. Rezultati
su prikazani srednja vrednostzSEM.
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Brzina izlu€ivanja sIgA u miru se nije znacajno menjala tokom tri merenja ni u
jednoj grupi karatista. Pokazano je smanjenje u brzine izluCivanja sIgA (slika 45 i 46)
posle rekreativnog karate treninga. Ove promene su dostigle statisticku znacajnost
posle treninga prvog i tre¢eg dana (p<0,001). Najizrazeniji pad je uoCen prvog dana
nakon treninga u grupi 2, a primena aromatizovanog napitka u periodu od 30 minuta
nakon treninga nije podigla brzinu izlu¢ivanja do bazalnih vrednosti. Pokazan je i
znaCajan uticaj interakcije senzorne stimulacije 1 grupe (p<0,01), sa znaCajnim
smanjenjem brzine izlu¢ivanja sIgA u grupi 2, dok promene u grupi 1 nisu dostigle
statisticku znacajnost. Drugog dana senzorna stimulacija posle treninga nije uslovila
znaCajne promene brzine izlu¢ivanja sIgA ni u jednoj grupi ispitanika. Treceg dana
senzorna stimulacija dovodi do povecanja brzine izlu€ivanja sIgA (p<0,05), ali bez
znacajne razlike izmedju grupa.

Pokazan je znaCajan uticaj treninga na nivo proteina u salivi. Koncentracije
proteina izmerena pre i posle treninga se menjala od 0,73+0,25¢/L do 1,54+0,44 g/L
prvog dana, od 0,74+0,4 g/L do 1,45+0,50 g/L drugog dana i od 0,75+0,2 g/L do
1,60+0,4 g/L tre¢eg dana.

4.5.2. Uticaj suplementacije astaksantinom na nivo sekretornog IgA u salivi kod

mladih fudbalera

U cilju ispitivanja uticaja redovnih treninga i suplementacije astaksantinom na
mukozni imunitet mladih fudbalera, poredili smo bazalne vrednosti salivarnog protoka,
apsolutne koncentracije sIgA, kao i brzine izlu¢ivanja SIgA u suplementiranoj i placebo

grupi. Dobijene vrednosti su prikazane na slikama 47, 48 i 49.
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Slika 47. Salivarni protok (mL/min) pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije u Asx
i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost+SEM.
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Slika 48. Apsolutna koncentracija sIgA (ug/mL) pre, posle 45 i posle 90 dana
suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska srednja
vrednost i interval pozdanosti. p<0,01 (**): znacajna razlika u odnosu na 0 dan. p<0,05
(#): znacajna razlika u odnosu na 45 dan.
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Slika 49. Brzina izlu¢ivanja sIgA (ug/min) pre, posle 45 i posle 90 dana
suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska srednja
vrednost i interval pouzdanosti. p<0,05 (#): znacajna razlika u odnosu na 45 dan.

Izmerene vrednosti ispitivanih parametara su poredene primenom ANOVA testa
sa ponavljanjem. Redovni treninzi i suplementacija nisu uticali na bazalni salivarni
protok kod mladih fudbalera. Pokazan je znacajan uticaj interakcije redovnih treninga i
suplementacije na koncentraciju sIgA (p<0,05). Naime, uoceno je znacajno povecanje
koncentracije i brzine izlu¢ivanja SIgA u Asx grupi posle 90 dana suplementacije u
odnosu na vrednosti posle 45 dana, dok promene nivoa sIgA u placebo grupi nisu
dostigle statisticku znacajnost u istom posmatranom periodu.

U okviru ovog istrazivanja ispitivan je i uticaj intenzivnog jednokratnog
treninga na pocetku i na kraju perioda suplementacije na mukozni imunitet. Ispitivani
parametri: salivarni protok, apsolutna koncentracija i brzina izlucivanja SIgA su

prikazani na slikama 50, 51 i 52.
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Slika 50. Salivarni protok (mL/min) pre i posle treninga, na pocetku i na kraju perioda
suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost=SEM.
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Slika 51. Apsolutna koncentracija sIgA (ug/mL) pre i posle treninga, na pocetku i na
karaju perioda suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao
geometrijska srednja vrednost i interval pozdanosti. p<0,05 (##): znacajna razlika u

odnosu na 90 dan pre treninga.
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Slika 52. Brzina izlu¢ivanja SIgA (ug/min) pre i posle treninga, na pocetku i na kraju
perioda suplementacije u Asx i placebo grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska
srednja vrednost i interval pouzdanosti. p<0,05 (#) i p<0,01 (##):: znacajna razlika u
odnosu na 90 dan pre treninga.

Izmerene vrednosti ispitivanih parametara smo poredili primenom dvofakorske ANOVE
sa ponavljanjem. Intenzivan trening i suplementacija nisu uticali na salivarni protok
kod mladih fudbalera. Intenzivan trening u trajanju od 2 sata uslovljava pad apsolutne
koncentracije sIgA u obe grupe mladih fudbalera (glavni uticaj akutnog treninga,
p<0,001). Ipak, ove promene su dostigle statisticku znaCajnost na kraju, ali ne i na
pocetku perioda suplementacije (uticaj interakcije redovnih i jednokratnog treninga,
p<0,05). Pokazan je 1 znaCajan uticaj interakcije suplementacije i redovnih treninga
(p<0,05), sa povecanjem koncentracije sIgA u suplementiranoj grupi i bez promena u
placebo grupi. Brzina izlu¢ivanja sIgA se smanjuje kao posledica intenzivnog treninga u
obe grupe fudbalera, ali su ove promene dostigle statisticku znacajnost samo na kraju

posmatranog perioda (glavni uticaj akutnog treninga, p<0,001).
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5. DISKUSIJA

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da intenizivni treninzi kod fudbalera
uzrokuju povecanu produkciju slobodnih radikala, Sto dovodi do nastanka oksidativnog
stresa i1 znaCajnog oStecenja miSiénih ¢elija. Pored toga, pokazano je da treninzi i kod
fudbalera, ali 1 kod rekrativaca uzrokuju smanjenje nivoa sekretornog IgA u salivi, ¢ime
je ugrozen mukozni imunitet sportista.

Suplementacija astaksantinom delimi¢no smanjuje povecanu produkciju
slobodnih radikala i pruza znacajnu podrSku u ocCuvanju antioksidativne zaStite kod
mladih fudbalera. Primena astaksantina u toku takmicarske sezone je imala povoljan
efekat unapredenje aktivnosti enzima paraoksonaze 1 i ukupan sadrzaj sulfhidrilnih
grupa. Pokazan je i povoljan efekat suplementacije astaksantina na smanjenje oste¢enja
miSi¢nih ¢elija. Suplementacija astaksantinom je imala povoljan efekat na produkciju
sIgA kod mladih fudbalera u periodu intenzivnih treninga tokom sezone. Uzimanje
aromatizovanog napitka na bazi surutke moze biti od koristi tokom dugotrajnih
intenzivnih treninga u cilju odrzavanja salivarnog protoka, a na taj nacin 1 nivoa sIgA u

salivi.
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5.1. Uticaj dugotrajnog treniranja na oksidativnostresni status mladih

fudbalera

Od prvog otkrica da se nivo lipidne peroksidacije povecava nakon akutnog
aerobnog treninga, ispitivanje povezanosti oksidativnog stresa i fizicke aktivnosti je
tema velikog broja studija. Na osnovu radova koji su objavljeni, aerobno i anaerobno
vezbanje odredenog inetenziteta mogu dovesti do poveéane produkcije slobodnih
radikala, Sto za posledicu moze imati oksidativna oste¢enja vaznih biomolekula: lipida,
proteina i DNK (Powers SK, 2004). Ipak, povecana produkcija slobodnih radikala u
toku treninga predstavlja i neophodan stimulus za indukciju optimalnog adaptivnog
odgovora 1 povecCanja aktivnosti antioksidativnih zastitnth mehanizama. (Fisher-
Wellman K, 2009).

Ispitivanja uticaja dugogodiSnjeg (10 1 viSe godina) treniranja fudbala na
parametre oksidativnog stresa su retka. U jednoj studiji je pokazan nizi nivo
oksidativnog stresa kod fudbalera u odnosu na ispitanike koji se ne bave fizickom
aktivnos$cu, Sto je zakljuceno na osnovu nizeg bazalnog nivoa MDA (Metin G, 2003).
Sa druge strane, brojne studije su pokazale povecanje biomarkera oksidativnog stresa
kao posledicu aerobnih i anaerobnih treninga. Mladi rvaci imaju znacajno visi nivo
lipidnih peroksida i vi§i TOS u poredenju sa kontrolnom grupom (Kirkci R, 2010),
dok je kod dzudista pokazan poveé¢an nivo MDA (El Abed K, 2011). Nivo TBKRS je
znacajno veci kod kajakaSa i kanuista u odnosu na pojedince bez fizi¢ke aktivnosti
(Teixeira VH, 2009). Pokazano je da se kod odbojkaSica nivo reaktivnih kiseonikovih
metabolita znacajno povecava, dok nivo superoksidnog anjona znaCajno opada sa
godinama treniranja (Martinovic J, 2009). U naSoj studiji, fudbaleri su imali zna¢ajno
visi nivo TBKRS u plazmi u odnosu na kontrolnu grupu. Pored toga, uocen 1 visi nivo
AOPP, ali ta razlika nije dostigla statisticku zna€ajnost. Rezultati dobijeni u ovoj studiji
ukazuju da su fudbaleri koji imaju redovne, intenzivne treninge i utakmice, izloZeni
vecem oksidativnom stresu u odnosu na osobe koje nemaju fizicku aktivnost (Tabela
12).

SOD je glavni enzim koji neutraliSe superoksidni anjon u organizmu. Ovaj
enzim ima veoma vaznu ulogu u antioksidativnoj zastiti tokom dugotrajnih i intenzivnih

treninga (Finud J, 2006). Mladi fudbaleri, ispitivani u ovoj studiji, su imali znacajno
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vecu aktivnost SOD u odnosu na kontrolnu grupu, $to je u skladu sa predhodnim
studijama na fudbalerima (Cazzola R, 2003; Brites FD, 1999). Veca aktivnost SOD je
uoCena i kod karatista (Naghizadeh H, 2009), rukometasa (Djordjevic D, 2011),
ragbista (Evelson P, 2002), dzudista (El Abed K, 2011), skakaca (Ortenblad N, 1997),
kosarkasa (Melikoglu MA, 2008). Povecana aktivnost enzimske antioksidativne zastite
sprecava Stetne efekte slobodnih radikala i oksidativnog stresa. Smatra se da promene u
redoks statusu uzrokovane redovnim treninzima aktiviraju intracelularne signalne
puteve i povecavaju ekspresiju antioksidativnih enzima (Harris DE, 1992).

Redovni treninzi povecavaju nivo i neenzimskih antioksidativnin mehanizma
zastite, kao Sto su ukupni antioksidativni kapacitet, zatim vitamin C, vitamin E ili
mokraéna kiselina (Brites FD, 1999; Cazzola R, 2002; Evelson P, 2002). Tioli, Cija se
aktivnost zasniva na prisustvu sulfhidrilnih grupa, su integralni deo neenzimske
antioksidativne zaStite 1 igraju vaznu ulogu u regulaciji produkcije slobodnih radikala. U
nasoj studiji, uocili smo znacajno povecanje ukupnog sadrzaja sulfhidrilnih grupa kod
fudbalera, §to je znacCajan doprinos ukupnom povecanju kapaciteta antioksidativnih
mehanizama. Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima studije Martinovic i1 sar. koji
pokazuju znacajno povecanje nivoa SH grupa kod odbojkasica sa godinama treniranja
(Martinovic J, 2009). Za razliku od meSovih i aerobnih sportova, anaerobni treninzi
dovode do smanjenja ukupnog sadrzaja SH grupa, Sto je pokazano sportista koji
treniraju sa opterecenjem, koji su imali dvostruko nize vrednosti nivoa SH grupa u
odnosu na fizicki neaktivne pojedince. Smatra se da trening, narocito trening sa
optere¢enjem, smanjuje nivo ukupnih tiola u plazmi, verovatno zbog povlacenja tiola u
aktivne miSic¢e (Zembron-Lacny A, 2009).

Uticaj redovne fiziCke aktivnosti na aktivnost enzima PONI1 jo§ uvek nije
precizno definisan. Pokazano je se aktivnost PON1 povecava kod pojedinaca koji imaju
redovnu fizicku aktivnost u odnosu na osobe sa povremenom ili bez fizicke aktivnosti
(Arslan C, 2005). Aktivnost PON1 prema supstratu paraoksonu je veca kod koSarkasa u
odnosu na sedentarne osobe (Yilmaz N, 2007). Kod odbojkaSica dolazi do povecanja
aktivnosti PON1 prema paraoksonu, ali ne i prema diazoksonu (Martinovic J, 2009).
Jedno od objasnjenja je da redovni treninzi uzrokuju povecanu produkciju reaktivnih
kiseonikovih jedinjenja, koji mogu indukovati tranksripciju gena za endogene enzimske

antioksidanse, naro¢ito PON1 (Sun Y i Oberley LW, 1996). Pored toga, moguce je da je
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povecana PONI1 aktivnost kod fizicki aktivnoh osoba posledica sSmanjenja oksidativnog
stresa zbog povecanog kapaciteta antioksidativne zastite.

Ipak, neke studije nisu pokazale pove¢anje PON1 aktivnosti kod osoba koje se
redovni bave sportom (Richter B, 2005; Brites F, 2006). U skladu sa tim, nasi rezultati
pokazuju da nema razlike u aktivnosti enzima PON 1 izmedu sportista i osoba koje
nemaju redovnu fizicku aktivnost (Tabela 12). Takode je pokazano da se ekspresija
PON1 kod pacova ne menja pod uticajem treniranja. Sa druge strane, nivo PON3 se
znacajno povecava pod uticajem redovnih treninga, Sto ukazuje da je fizicka aktivnost
uti¢e na PON3, ali ne i na PON1 (Romani R, 2009). Pored toga, pobolj$ana aktivnost
antioksidativne zasStite nije bila dovoljna da smanji oksidativni stres kome su fudbaleri
izlozeni. S obzirom da prekomerna produkcija slobodnih radikala i peroksidacijalipida
znacajno smanjuju aktivnost PON1 (Aviram, 1999), moguce je da oksidativni status kod
fudbalera sprecava povecanje aktivnosti PONI.

Uzimajuéi u obzir da je PON1 vezan za HDL-C, moguce je da je aktivnost
PON1 u korelaciji sa HDL-C. Ipak u ovoj studiji nije pokazana veza izmedu nivoa
HDL-C i aktivnosti PON1. PONL1 je vezan za malu populaciju HDL-C (10%) (James
RW i Deakin SP, 2004), pa je malo verovatno da ukupni HDL-C predstavlja dobar
biomarker za mali deo HDL-C koji nosi PON1 i za aktivnost PON1.

Redovna fizicka aktivnost ima povoljan efekat na lipidni profil sportista.
Pokazan je manji nivo triglicerida, HOLuk i LDL-C, a visi nivo HDL-C kod sportista u
odnosu na osobe koje se ne bave sportom (Nikolaidis MG, 2003; Popovic M, 2010;
Brites FD, 1999; Evelson P, 2002). Ipak, nasa studija nije pokazala znacajne razlike u
parametrima lipidnog profila izmedu sportista i sedentarnih osoba (Tabela 10), $to je u
skladu sa nekim ranije objavljenim rezultatima (Cazzola R, 2002; Ghloum K, 2011).

Postoji veliko interesovanje za nivo parametara krvne slike kod sportista, s
obzirom na ulogu u transportu kiseonika, §to je od krucijalnog znacaja za sportske
performanse. Vrednosti ovih parametara kod sportista se nisu razlikovale u odnosu na
osobe koje nisu fizicki aktivne. Iako je nekoliko autora pokazalo smanjenje Hb, Hct i
broja crvenih krvnih zrnaca kad sportista, drugi smatraju da ove promene nisu
uslovljene samo fizickom aktivno$¢u, ve¢ da zavise i od specifi¢nosti sporta
(Guglielmini C, 1989; Green HJ, 1991). Rezultati ovog istrazivanja ne pruzaju dokaz

da redovno treniranje fudbala negativno uti¢e na parametre krvne slike (Tabela 11).
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Na osnovu rezultata ovog istrazivanja, mozemo =zakljuciti da dugogodisnje
treniranje fudbala uslovljava poveéanje nivoa neenzimskih antioksidanasa i povecanje
aktivnosti antioksidativnih enzima. Ipak, i pored toga mladi fudbaleri su, usled
redovnih, intenzivnih treninga, izloZzeni ve¢em nivou oksidativnog stresa i oksidativnog

ostecenja u odnosu na fizicki neaktivne osobe.

5.2. Uticaj treniranja i suplementacije astaksantinom na aktivnost

paraoksonaze 1 i nivo oksidativnog stresa kod mladih fudbalera

Razumevanje promena u redoks ravnotezi koje nastaju kao posledica redovnih
treninga u fudbalu u toku sezone moze pruziti nova saznanja o efektima koje fudbal
ima na organizam igraca 1 moguénostima primene nutritivnih preventivnih mera koje se

zasnivaju na suplementaciji antioksidansima.

Uticaj redovne fizicke aktivnosti na aktivnost enzima PONI1 jo§ uvek nije u
potpunosti razjasnjen. Neke studije su pokazale da je aktivnost PON1 prema razli¢itim
supstratima veca kod osoba koje se bave sportom u odnosu na fizi¢ki neaktivne osobe
(Evelson P, 2002; Arslan C, 2005). Kontinuirana produkcija reaktivnih kiseonikovih
jedinjenja koja nastaje u toku fizi¢ke aktivnosti moze hipoteticki stimulisati transkripciju
gena za antioksidativne enzime (Sun Y, 1996). Ipak, nisu sve studije pokazale povecanje
aktivnosti PON1 kod fizi¢ki aktivnih pojedinaca (Richter B, 2005). Pored toga, aerobno
treniranje visokog i umerenog intenziteta u periodu od 8 nedelja nije imalo znacajan
uticaj na aktivnost PON1 kod zdravih fizi¢ki neaktivnih muskaraca (Gharakhanlou R,
2007). Redovni treninzi u periodu od 6 nedelje nisu imali znacajan uticaj na aktivnost
PONI1 kod profesionalnih obojkasica (Martinovic J, 2011). U skladu sa tim, nasi rezultati
pokazuju da redovni treninzi u periodu od 90 dana ne uti€u na aktivnosti PON1 prema
paraoksonu i diazoksonu. Moguce je da je aktivnost PON1 ve¢ dostigla svoj maksimum
kao posledica adaptivnog odgovora na treniranje fudala u periodu od 10 godina, kao $o
je pokazano kod elitnih odbojkasica (Martinovic J, 2009).

Suplementacija sa Asx ispitivana u ovoj studiji imala je pozitivan efekat na
povecanje aktivnosti PON1 prema paraoksonu (Slika 17). Pored toga, u Asx grupi

pokazano je povecanje aktivnosti PON1 prema diazoksonu (Slika 18). Nasi rezultati su
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u skladu sa predhodno objavljenim rezultatima koje pokazuju da ishrana i antioksidansi
mogu imati modulatorni efekat na aktivnost PON1. Jarvik GP i sar. (2002) su pokazali
da je unos vitamina C u vezi sa pove¢anjem aktivnosti PON1. Aviram M i sar. (2004) su
uocili znacajno povecanje aktivnosti PON1 kod pacijenata sa stenozom karotide Koji su
redovno konzumirali sok od nara, koji je bogat polifenolima. Suplementacija a-
tokoferolom je imala povoljan efekat na paraoksonaznu i arilesteraznu aktivnost ovog
enzima kod mladih koSarkasa (Tsakiris S, 2009). Uzimaju¢i u obzir da aktivnost
enzima PON1 moze biti znacajno smanjena pod uticajem slobodnih radikala (Nguyen
SD, 2003), moguce je da antioksidativne karakteristike Asx mogu zastititi PON1 od
inaktivacije uzrokovane oksidativnim modifikacijama.

PONT1 sadrzi 3 ostatka aminokiseline cistein na polozajima 42, 284 1 353 (Cys-
42, Cys-353 i Cys-284). Cys-42 i Cys-353 su vezane disulfidnom vezom, koja je
esencijalna za hidrolaznu aktivnost enzima. Ostatak Cys-284 ima slobodnu sulfhidrilnu
grupu, koja je od znacaja za esteraznu aktivnost enzima, $to ukazuje da je Cys-284
blizu ili u aktivnom centru (Sorenson RC, 1995). Slobodan ostatak Cys-284 je takode
neophodan i za protektivnu ulogu enzima protiv oksidacije LDL-holesterola (Aviram M,
1998). Pokazano je da izlozenost PON1 hidroksil radikalima i superoksidnom anjonu
znacajno smanjuje aktivnost, ali i broj slobodnih sulfhidrilnih grupa (Jaouad L, 2006).
Stoga, odredeni antioksidansi mogu imati povoljan efekat na aktivnost PON1 (Aviram
M, 2004). Povecanje aktivnosti PONI1 prema paraoksonu i diazoksonu kod mladih
fudbalera uoceno nakon suplementacije Asx, moze biti posledica zastite sulfihidrilnih
grupa od oksidativnih modifikacija u aktivnhom centru enzima.

Pored toga, kod fudbalera koji su suplementirani Asx uoceno je i povecanje
ukupnog sadrzaja sulfhidrilnih grupa u plazmi posle 90 dana redovnih treninga i
suplementacije, Sto ukazuje da Asx moze pruziti dodatnu zaStitu od oksidativnih
modifikacija (Slika 15). Predhodne studije su pokazale da suplementacije
antioksidansima moze komponezovati smanjenje koncentracije ukupnih tiola i GSH,
koje nastaje kao posledica intenzivne fizi¢ke aktivnosti (Bonina FP, 2005; Naziroglu
M, 2010).

Veza izmedu PONI i HDL-C je vazna za odrZavanje normalne aktivnosti

enzima. Ipak, PON1 je vezan za malu subpopulaciju HDL cestica (10%), ¢ime se moze
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objasniti nepostojanje korelacije izmedu PONI aktivnosti i nivoa HDL-C u ovom
istrazivanju (James RW, 2004).

PON1gi92r fenotipovi su odredivani metodom dva supstrata (paraoksonazna i
diazoksonazna aktivnost). PON1qig, fenotip karakterisu visoke DZOazne aktivnosti, a
PON1grig2 fenotip, usled reakcionih uslova niske DZOazne aktivnosti. Ovakav nacin
analize, znaci, merenje PONI aktivnosti prema paraoksonu i diazoksonu a zatim
odredivanje PON1qi92r fenotipa, Richter i Furlong (Jarvik GP, 2000) su definisali kao
odredivanje "PONI statusa" 1 pokazali da ovakav pristup enzimu PON1 daje mnogo
viSe informacija nego odredivanje PONI1 genotipa, a takode je 1 korisno u
epidemioloskim studijama koje istrazuju vezu izmedu PONI1i9, polimorfizma i
aktivnosti enzima PON1 u razli¢itim bolesima. Dokazane su supstrat-zavisne razlike
izmedu PONIlqgigor izoformi. PON1gig, varijanta ima jaCe izrazen afinitet prema
paraoksonu kao suptratu, dok prema dizaoksonu, ne postoji razlika u afinitetima izmedu
PON1gig2 i PON1grigrizoformi, ali su reakcioni uslovi podeseni tako da smanjuju
afinitet R varijante prema ovom supstratu (Mackness B, 2008). Ove razlike u
katalitickoj aktivnosti izmedu PON1qg192 i PON1Rr1g; izoformi omoguéava razlikovanje u
tri fenotipa PON1gi92, PON1gigor | PON1Rigp. Fenotipovi se razlikuju i prema nivou
zaStite od oksidativnih oSte¢enja LDL 1 HDL cestica, jer PON1g192 pruza bolju zastitu u

odnosu na PON1gigs.

Evaluacijom raspodele PONl1gigoor fenotipova kod mladih fudbalera
ustanovljeno je da postoji razlika u raspodeli fenotipova izmedu suplementirane i
placebo grupe (rezultat je na granici znacajnosti), $to je prikazano na slici 19. U skladu
sa tim, na pocetku studije DZOazna aktivnost i ukupni sadrzaj SH grupa je bio nizi, dok
je PAB bio visi u Asx u odnosu na placebo grupu, ali sa marginalno znacajnom
razlikom. DZOazna aktivnost i sadrzaj SH grupa mogu biti smanjene kao posledica
povecanog PAB u Asx grupi. U jednoj novijoj sutidiji uo€ena je jaka povezanost
izmedu PAB i smanjene DZOazne aktivnosti u toku trudnoce koja je, kao i sport, model
za proucavanje oksidativnog stresa (Stefanovic A, 2012). Sportisti su, kao i trudnice,
zdravi mladi ljudi u fizioloski izmenjenim stanjima, koje karakteriSe povecana
produkcija slobodnih radikala i ve¢a moguénost nastanka oksidativnog stresa. Ipak, do

kraja studije, nije bilo razlike u ovim parametrima izmedu Asx 1 P grupe.
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Suplementacija Asx moze biti znacajna u cilju smanjenja PAB i pove¢anja DZOazne
aktivnosti i sadrzaja SH grupa kod sportista koji su podlozniji oksidativnhom stresu.

Postoje dokazi da redovna fizicka aktivnost smanjuje nivo triglicerida, ukupnog i
LDL holestorola, dok poveéava nivo HDL holesterola. Ove promene u lipidnom profilu
sportista su posledica uticaja redovne fizicke aktivnosti na enzime koji ucestvuju u
metabolizmu lipoproteina, kao Sto su lipoproteinska lipaza i lecitin holesterol acil
transferaza (Evelson P, 2002). Ipak, u grupi mladih fudbalera uoceno je prolazno
smanjenje HDL holesterola i povecanje ukupnog i LDL holesterola tokom 90 dana
redovnih treninga i suplementacije.

lako je u predhodnim studijama pokazan povoljan efekat suplementacije Asx-
om na lipidni status, rezultati naseg istrazivanja ne ukazuju na to (Juan Y, 2011).
Ispitanici u nasoj studiji su bili mladi, zdravi, aktivni ljudi kod kojih su parametri
lipidnog profila u granicama referentnih vrednosti, Sto moZe biti razlog nedostatka
znacajnog efekta Asx.

SOD je jedan od glavnih enzimskih antioksidanasa koji neutraliSe superoksidni
anjon radikal. Povec¢anje aktivnosti SOD odgovara poboljSanoj otpornosti na oksidativni
stres (Urso ML, 2003). Do sada objavljene studije pokazuju da sportisti imaju vecu
aktivnosti SOD u krvi i u miSi¢ima u odnosu na sedenterne osobe (Brites FD, 1999;
Cazzola R, 2003; Metin G, 2003) i da se aktivnost SOD povecava kao odgovor na
oksidativni stress usled redovnih treninga (Marzatico, 1997). Ipak, neke studije nisu
uocdile promene aktivnosti SOD (Tauler P, 1999; Tian Y, 2010), a neke su pokazale
znacajno smanjenje aktivnosti SOD neposredno nakon intenzivnog aerobnog treninga
(Hubner-Wozniak E, 1994; Hessel E, 2000; Neubauer O, 2008).

Redovni treninzi u periodu od 90 dana su uzrokovali smanjenje aktivnosti SOD
u miru u ispitivanoj grupi fudbalera. Kao $to se moze videti na slikama 14 i 16,
Znacajno smanjenje aktivnosti SOD je praceno znacajnim poveéanjem nivoa Oz , §to
ukazuje da kontinuirani, intenzivni treninzi i utakmice izlazu fudbalere pove¢anom
oksidativnom stresu u toku sezone. Modifikacija aktivnosti enzima nakon intenzivnog
treninga moze i¢i u smeru adaptacije, odnosno povecanja aktivnosti ili smanjenja
aktivnosti ako oksidativni stress prevazilazi kapacitete atioksidativne zastite (Finaud J,
2006). Visoka produkcija slobodnih radikala dovodi do promene u intracelularnom

redoks statusu statusu i/ili modifikaciji katalitickih centara antioksidativnih enzima, $to
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zajedno dovodi do inhibicije aktivnosti (Knez WL, 2007). Povoljan efekat Asx na
aktivnost enzima SOD je pokazan u nekoliko in vitro studija (Tripathi DN, 2009; Chan
K, 2009; Bolin AP, 2010). Nasa studija, prva humana studija koja ispituje uticaj
suplementacije Asx na aktivnost SOD, nije pokazala znaCajan uticaj kod mladih
fudbalera.

Redovni treninzi i utakmice uzrokuju povecanje bazalnog oksidativnog stresa
kod fudbalera $to je pokazano preko povecaja nivoa MDA (Zoppi CC, 2006; Tauler P,
2008). U naSoj studiji, uocen je znacajan uticaj redovnih treninga na nivo TBKRS u
obe grupe fudbalera, §to je prikazano na slici 12. Visi nivo TBKRS na pocetku studije
ukazuje na visok fizioloski stres kome su fudbaleri izlozeni. Poveéanje nivoa TBKRS u
drugoj polovini posmatranog perioda moze biti posledica treninga veceg intenziteta u
ovom perioda, kao i kumulativnog efekta fizicke aktivnosti tokom sezone.

Rezultati ranijih studija ukazuju da je Asx jedan od najefikasnijih antioksidanasa
koji sprecava lipidnu peroksidaciju i oksidativni stress i u in vitro and in vivo sistemima
(Tripathi DN, 2009; Chan K, 2009; Choi HD, 2011). U ovoj studiji uocen je znacajno
nizi nivo TBKRS u suplementiranoj grupi u odnosu na placebo posle 45 dana redovnih
treninga 1 suplementacije. Moguce je da Asx moze smanjiti peroksidaciju lipida u toku
treniranja manjeg intenziteta, u toku prvog dela sezone, ali ne i u periodima
intenzivnijih treninga. Pored toga, uticaj Asx moze biti i modifikovan niskim unosom
dijetarnih antioksidanasa tokom studije. U ve¢ini do sada izvedenih humanih studija
primenjena doza Asx je bila od 6 mg do 12 mg dnevno u periodu od 4 do 8 nedelje.
Uzimajuéi u obzir da su ispitanici u ovoj studiji zdravi, mladi sportisti i da je period
trajanja studije bio 12 nedelja, izabrana je doza od 4 mg.

Promene nivoa AOPP su sledile promene u nivou TBKRS tokom posmatranog
perioda, ali bez statisti¢ki znacajne razlike. I predhodne studije nisu pokazale znacajne
oksidativne promene na proteinima tokom tri meseca redovnih treninga (Zoppi CC,
2006; Tauler P, 2008). AOPP je pouzdan biomarker oksidativnih promena na
proteinima nastalih usled dugotrajnog delovanja oksidativnog stresa, kao §to je duzi
period intenzivnih treninga. (Neubauer O, 2008). Moguce je da primenjen program
treninga nije dovoljno intenzivan i/ili dug da bi uzrokovao znacajnu oksidaciju
proteina. Pored toga, na nivo AOPP nije uticala ni suplementacija Asx-om. Grupa

mladih fudbalera je imala nizi nivo AOPP u poredenju sa vrednostima prijavljenim u
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drugim studijama (Martinovic J, 2009; Pialoux V, 2009), pa je moguce da su endogeni
antioksidativni mehanizmi dovoljni da sprece znacajnje promene u nivou AOPP tokom
posmatranog perioda.

Visoke vrednosti TOS, ¢ije su glavne komponente vodonik peroksid i lipidni
peroksidi, i PAB, koji odreduje prooksidativno opterecenje i antioksidativni kapacitet u
jednom testu, na pocetku studije ukazuju da fudbal moze znacajno da poveca produkciju
reaktivnih kiseonikovih jedinjenja i izazove oksidativni stres (Slika 20 i 22). Ipak,
redovni treninzi dovode do smanjenja produkcije slobodnih radikala, Sto je verovatno
posledica povecanja aktivnosti endogenih antioksidativnih mehanizama zaStite. Nije
uocena znacajna razlika izmedu suplementirane 1 P grupe, Sto ukazuje da adaptacija
endogenih zaStitinth mehanizama obezbeduje znacajniju zaStitu u odnosu na egzogene
antioksidanse.

Ispitivanje promena u hematoloskim parametrima privla¢i veliku paZznju zbog
izuzetnog uticaja na fizicke performanse sportiste. Rezultati naSe studije, prikazani u
tabeli 16, pokazuju smanjenje broja eritrocita, nivo hemoglobina, hematokrita, MCV i
ukupnih proteina seruma u posmatranom periodu, dok se nivo bilirubina povecava
tokom 90 dana redovnih treninga. Rezultati ranijih studija takode pokazuju smanjenje
broja eritrocita, Hb 1 Hct kod sportista narocito sportova izdrzljivosti, a posledica su
povecanja zapremine plazme. Povecanje zapremine plazme je nastaje zbog zadrzavanja
teCnosti 1 moze povecati kapacitet vezbanja usled povecanja udarnog volumena i
smanjenja viskoziteta krvi (Schmidt W, 1989). Smanjenje Hb i Hct i povecanje
koncentracije bilirubina moze da bude i posledica hemolize eritrocita (Eichner ER,
1985). lako su opisane promene dostigle statistiCku znaéajnost srednja vrednost ovih
parametara se i dalje nalaze u opsegu referentnih vrednosti.

Nivo gvozda i naroc€ito nivo feritina mogu biti snizeni kod sportista zbog brzeg
metabolizma gvozda, povecane sinteze nose¢ih proteina gvozda, zatim poremecaja u
intestinalnoj apsorpciji i povecanog gubitka preko znoja, gastrointestinalnog trakta i
bubrega (Schumacher YO, 2001). Ipak, u naSoj grupi sportista nivo gvozda je ostao
nepromenjen tokom redovnih treninga, dok se nivo feritina povecava. Povecana sinteza
feritina moze biti odgovor na povecanje oksidativnog stresa usled intenzivnih treninga
kod sportista (Orino K, 2001).
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Naporan program treniranja u toku sezone povezan je sa poveéanom
produkcijom slobodnih radikala i oksidativnim stresom kod mladih fudbalera. Ipak,
uoceno smanjenje oksidativnog statusa (prikazano kroz TOS i PAB) verovatno je
posledica adaptivnog odgovora na intenzivne treninge. Suplementacija Asx ima
povoljan efekat na unapredenje aktivnosti enzima PON1 i ukupan nivo SH grupa kod
mladih fudbalera. Suplementacija moze biti od posebnog interesa za sportiste koji su
podlozniji oksidativnom stresu kao dodatna podrska endogenim enzimskim i ne-

enzimskim zaStitnim sistemima.

5.3. Uticaj intenzivnog treninga i suplementacije astaksantinom na

oksidativnostresni status mladih fudbalera

Vecina studija je pokazala znaCajno povecanje produkcije ROS i1 smanjenje
efikasnosti antioksidativnih sistema u tkivima i krvi profesionalnih sportista nakon
intenzivnog i dugotrajnog treninga (Alessio HM, 1993; Paker L, 1997). Iako, povecana
produkcija ROS kao posledica intenzivne fizicke aktivnosti predstavlja neophodan
stimulus za adaptivni odgovor i1 povecanje aktivnosti antioksidativne zastite, svakako
moze da uzrokuje oksidativni stres i fizioloska oSteCenja (Bloomer RJ, 2007). 1z tog
razloga, suplementacija antioksidansima u periodima intenzivnih treninga i takmicenja,
kao 1 u slucaju nedovoljnog unosa antioksidanasa putem hrane, moze imati povoljan
efekat na smanjenje oksidativnog stresa kod sportista.

Intenzivni trening uti¢e na nivo neenzimskih antioksidanasa. Vrlo cCesto se
uoCava povecanje totalnog antioksidativnhog kapaciteta (TAC) kao odgovor na
oksidativni stress tokom treninga (Neubauer O, 2008; Ascensdo A, 2008). Povecanje
TAC je verovatno posledica mobilizacije vitamina E i C iz rezervi u cilju borbe protiv
slobodnih radikala (Finaud J, 2006) ili zbog povecanja produkcije mokra¢ne kiseline
zbog aktivacije ksantin oksidaze tokom treninga (Teixeira VH, 2009; Ascensdo A,
2008). Ipak, antioksidativni kapacitet moze biti privremeno smanjen tokom ili
neposredno posle treninga (Watson TA, 2005), nakon ¢ega se povecava tokom perioda
oporavka (Tsakiris S, 2009). U ovoj studiji, trening je uzrokovao znacajno smanjenje
TAS kod fudbalera u placebo grupi i na pocetku i na kraju posmatranog perioda, uprkos

povecanju koncentracije mokraéne kiseline u plazmi. Sliéne promene su uocene u Asx
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grupi pre suplementacije, Sto ukazuje da se antioksidansi koji se nalaze u plazmi odmah
koriste za neutralizaciju povecane produkcije slobodnih radikala (Slika 32). Watson i
sar. (2005) su uocili da ishrana siroma$na antioksidansima u periodu od 15 dana nije
znacajno uticala na TAC, iako je TAC bio nizi kod ispitanika sa nizim unosom
dijetarnih antioksidanasa u poredenju sa sportistima koji su imali ishranu bogatu
antioksidansima. Nutritivna analiza je pokazala da fudbaleri u ovoj studiji imaju ishranu
koja ne zadovoljava RDA vrednosti za vitamin A i E u periodu od najmanje 3 meseca.
Moguce je da endogeni antioksidansi nisu dovoljni da kompenzuju nizak dijetarni unos
antioksidanasa 1 spreCe znaCajno smanjenje TAS tokom intenzivnog treninga. lako Asx
suplementacija nije uticala na TAS nivo u miru, kao i u drugim studijama (Margaritis I,
2003; Teixeira VH, 2009), moguée je svojim antioksidativnim delovanjem sprecava
znacajnu potros$nju rastvornih antioksidansa u plazmi tokom intenzivnog treninga.

Mokraéna kiselina je snazan antioksidans, jer kompleksira prooksidativne metale
- gvozde 1 bakar, ali moze 1 direktno da reaguje sa ROS. Tokom vezbanja visokog
intenziteta i uslovima ishemije, purinski nukleotidni sistem je vrlo aktivan i uslovljava
povecanu sintezu hipoksantina u misi¢ima i plazmi. Hipoksantin se posredstvom XO
konvertuje u mokra¢nu kiselinu uz nastanak superoksidnog anjona. U naSoj studiji, nivo
mokraéne kiseline kod mladih fudbalera, raste posle intenzivnog treninga na pocetku
studija, $to je u skladu sa drugim studijama (Texeira VH, 2009; Asensao A, 2008).
Stoga je verovatno aktivacija ksantin oksidaze, barem delimi¢no, odgovorna za
oksidativni stres i oSte¢enja tokom intenzivnih treninga kod fudbalera. Ipak, nakon tri
meseca redovnih treninga, nivo mokra¢ne Kkiseline ostaje nepromenjen posle
intenzivnog treninga fudbalera. Moguce je da se aktivnost XO menja kao posledica
adaptivnog odgovora na intenzivnu fizicku aktivnost u periodu od 3 meseca.

Ve¢ je dokazano da intenzivna fizicka aktivnost dovodi do povecanja nivoa
bilirubina (Kratz A, 2002; Wu HIJ, 2004). Pored toga S§to bilirubin ima snazan
antioksidativni potencijal, pove¢an nivo bilirubina je posledica hemolize. Intenzivan
trening na pocetku posmatranog perioda kod fudbalera izaziva znaajno oStecenje
eritrocita i povecanje nivoa bilirubina u krvi, dok se na kraju nivo bilirubina se ne menja
znacajno nakon intenzivnog treninga ni u jednoj grupi fudbalera. Pored toga, niZi nivo
bilirubina u suplementiranoj grupi fudbalera posle 90 dana je verovatno posledica

protektivnog dejstva Asx na membranu eritrocita i prevenciju hemolize.
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Veliki Dbroj studija je pokazao da fizicka aktivnost submaksimalnog i
maksimalnog intenziteta uzrokuju peroksidaciju lipida (Silva LA, 2009; Mastaloudis A
Morrow JD, 2004; McAnulty SR, 2005). I fudbalska utakmica zna¢ajno povecava nivo
TBKRS (Fatouros 1G, 2010), nivo MDA (Tauler P, 2008) i nivo hidroperoksida u
serumu (Kingsley MI, 2005). Pored toga, nasi rezultati ukazuju da redovni treninzi
uzrokuju povecanje bazalnog nivoa TBKRS u grupi fudbalera u odnosu na fizicki
neaktivne osobe. Ipak, nismo wuocili znaCajan uticaj intenzivnog treninga ni
suplementacije na nivo TBKRS ni na pocetku ni na kraju posmatranog perioda (Slika
23). Moguc¢ razlog za nedostatak promene nivoa TBKRS kod fudbalera jeste uzimanje
jednog uzroka krvi, nakon treninga. Promene nivoa razli¢itih parametara oksidativnog
stresa pokazuju specifi¢an vremenski tok. TBKRS nivo ostaje nepromenjen u ranom
periodu opravka, 2-4h nakon fizicke aktivnosti, dok se njegova koncentracija povecava
u kasnijem periodu oporavka (Tian Y, 2010).

Nisu zapazene znacajne promene u nivou AOPP u naSoj grupi fudbalera nakon
intenzivnog treninga, Sto je u skladu sa drugim studijama koje nisu detektovale
povecanje oksidacije proteina nakon treninga ili fudbalskog meca (Zoppi CC, 2006;
Tauler P, 2008).

Nakon 90 dana redovnih treninga i suplementacije, dve grupe fudbalera su
razli¢ito reagovale na intenzivan trening. Naime, pokazano je znaCajno povecanje nivoa
O," samo u placebo grupi, dok se produkcija O," tokom treninga u suplementiranoj
grupi nije menjala, sto ukazuje da Asx, moze barem delom da smanji povecanu
produkciju slobodnih radikala tokom i nakon intenzivnih treninga (Slika 25). Efekat
smanjenja produkcije O," je do sada pokazan samo u in vitro studijama (Liu X, 2009;
Bolin AP, 2010).

Rezultati ove studije ukazuju da je intenzivni fudbalski trening povezan sa
povecanom produkcijom slobodnih radikala i1 oksidativnim stresom, koji mogu smanjiti
kapacitet antioksidativne zaStite Suplementacija Asx moze delimi¢no spreciti pove¢anu
produkciju slobodnih radikala i trosenje neenzimske antioksidativne zastite kod mladih
fudbalera. Uzimajuci u obzir modifikaciju antioksidativnih zastitinih mehanizama pod
uticajem intenzivnih fudbalskih treninga i nedovoljan unos dijetarnih antioksidanasa,
suplementacija Asx moze povoljno uticati na antioksidativni odbrambeni sistem kod

fudbalera u toku sezone.
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5.4. Uticaj suplementacije astaksantinom na oStecenje miSica kod

mladih fudbalera

U ovom delu istrazivanja ispitivali smo da li primena Asx moze spreciti ili
smanjiti oStecenja miSi¢a u toku sezone kod mladih fudbalera u realnom okruzenju,
dok prate svoj uobic¢ajeni nacin ishrane, program treniranja i takmicenja

Smatra se da aktivnost miSi¢nih enzima CK 1 LDH u serumu odraZava promene
u normalnoj strukturi membrane miSi¢nih ¢elija, koje nastaju kao posledica oStecenja
miSica 1 ¢ine je permeabilnom za ove molekule. U tom smislu, povecane aktivnosti
enzima CK 1 LDH u serumu smatraju se indirektnim markerom oStecenja miSi¢nih
vlakana (Bloomer RJ, 2007). Pokazano je da je aktivnost AST je znacajno povecana
odmah nakon intenzivnog vezbanja 1 ostaje poviSena i posle 24 h. Iz tog razloga, kod
sportista povecane vrednosti AST treba razmatrati zajedno sa CK i LDH (Lippi G,
2008).

U nasoj studiji aktivnost miSi¢nih enzima AST, CK 1 LDH su znacajno poviSene
iznad referentnih vrednosti tokom posmatranog perioda, $to se moze videti na slikama
35,36 i 37. Intenzivan trening dovodi do znacajnog povecanja aktivnost enzima u
serumu 1 na poc¢etku i1 na kraju trajanja studije, Sto ukazuje na izuzetno visoke fizioloske
zahteve fudbala i na znacajno ostecenje misica nakon svakog treninga.

Ipak, tokom 90 dana redovnih treninga uoceno je znacajno smanjenje bazalnih
aktivnosti miSi¢nih enzima AST, CK 1 LDH u serumu u obe grupe fudbalera. Smanjenje
vrednosti ovih indirektnih parametara je deo adaptivnog odgovora na intenzivnu fizicku
aktivnost tokom 90 dana. MiSi¢no tkivo sportista postaje jace 1 izdrzljivije nakon
redovnih treninga, i misi¢i postaju otporniji na oSte¢enja. Ovakav adaptivni odgovor na
dugotrajni trening je pokazan i u drugim studijama (Razmjou S, 2010; Miura M, 2005).

Upotreba antioksidanasa u cilju smanjenja oSteenja miSi¢a nije imala potpun
uspeh. Neke studije nisu pokazale povoljan efekat primene antioksidativnih vitamina i
cilju smanjenja ostecenja miSica (Bloomer RJ i Falvo MJ, 2007; Texeira VH, 2009).
Ipak, rezultati nekih istrazivanja pokazuju da suplementacija antioksidansima moZe
smanjiti nivo lipidne peroksidacije membrane misi¢nih ¢elija i na taj nacin spreciti

ostecenja (Schroder H, 2001; Rokitski 1994; Tsakiris S, 2009; Silva LA, 2009).
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Ako uzmemo u obzir sve procese koji su povezani sa znacima i simptomima
povrede misi¢a tokom treninga, neki odredeni antioksidans ili njihova kombinacija
verovatno ne moze potpuno eliminisati osteCenje misi¢a (Bloomer RJ, 2007). To i nije
cilj, jer oste¢enje miSica posredovano slobodnim radikalima moZe uzrokovati smanjenje
kontraktilne funkcije misi¢a §to moze biti jedan od protektivnih mehanizama da se
ograniCi i spreci dalje ostecenje misic¢a (Teixeira VH, 2009).

Nivo aktivnosti miSi¢nih enzima je nizi u suplementiranoj grupi posle 90 dana
redovnih treninga i suplementacije, $to ukazuje da primena Asx moze smanjiti oSte¢enje
miSica do odredenog stepena. NaSi rezultati su u skladu sa rezultatima do sada
objavljenih studija koje se odnose na Asx suplementaciju i oste¢enje miSicA kod . Aoi i
sar. su pokazali da Asx smanjuje oStecenje skeletnih i sr€anog miSi¢a uzrokovano
intenzivnim vezbanjem kod miSeva, ali i infiltraciju neutrofila koji uzrokuju dodatna
oStecenja (Aoi W, 2003). U eksperimantu Ikeuchi 1 sar. pove¢anje CK nakon treninga
je inhibirano suplementacijom sa Asx (Ikeuchi M, 2006). Nize aktivnosti enzima
miSi¢ca AST, CK i LDH u serumu fudbalera koji su suplementirani Asx ukazuju da Asx
moze stabilisati miSi¢énu membranu 1 na taj nain smanjiti oSte¢enje misi¢nih Celija

Ipak, procena povrede miSi¢a samo na osnovu merenja aktivnosti enzima u
serumu nije dovoljna. Pored ovih, postoje 1 drugi parametri oste¢enja miSica koje bi
trebalo ispitati zajedno sa enzimima, kao $to su miSi¢na snaga, miSi¢ne performanse i

oStecenje citoskeleta (Bloomer RJ, 2007).

5.5. Uticaj razli¢itih nutritivnih mera na nivo sekretornog IgA u salivi

Mukozni imunitet gornjih respiratornih puteva predstavlja prvu liniju odbrane od
patogena, sa glavnim efektorom sekretornim IgA (Brandtzaeg P, 1985). Regulacija
sinteze 1 izlu€ivanja sIgA ne zavisi samo od predhodne stimulacije antigenima, ve¢ je
pod snaznim uticajem neuroendokrinog sistema. Tako da promene u neuroendokrinom
sistemu koje izazivaju stres, fizicka aktivnost, trudnoca, menstrualni ciklus, lekovi,
mogu uticati na nivo sekretornog IgA (Teeuw W, 2004).

Vecéina ispitivanja pokazuju smanjenje nivoa sIgA u salivi nakon fizicke
aktivnosti visokog intenziteta kod elitnih sportista, dok umerena fizi¢ka aktivnost kod

sportista rekreativaca ne dovodi do znacajnih promena u nivou sIgA u salivi (Gleeson
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M, 2000). Iz tog razloga, u okviru ovog istrazivanja, odredivali smo uticaj dve vrste

nutritivnih mera - senzorne stimulacije i suplementacije Asx mukozni imunitet sportista.

5.5.1. Uticaj senzorne stimulacije na nivo sekretornog IgA u salivi kod karatista

rekreativaca

Rezultati nase studije pokazuju znaCajno smanjenje salivarnog protoka odmah
posle rekreativnog treninga u trajanju od 1 sata, §to je u skladu sa rezultatima predhodno
objavljenih studija (Dimitriou L, 2002; Laing SJ, 2005; Palmer FM, 2003). Najvece
smanjenje salivarnog protoka uocava se posle najintenzivnijeg treninga (Mackinnon LT
i Ginn E, 1993). Povecanje aktivnosti simpatiCkog nervnog sistema (SNS) moze
objasniti smanjenje salivarnog protoka nakon treninga usled vazokonstrikcije krvnih
sudova pljuvaénih zlezda Sto ograniCava dostupnost vode za proizvodnju salive
(Chicharro JL, 1998). Laing SJ i sar. su pokazali da produzeno vezbanje sa unosom
dovoljne koli¢ine te¢nosti spre¢ava smanjenje salivrnog protoka. S obzirom da ispitanici
nisu uzimali vodu tokom i 30 minuta posle treninga, gubitak te¢nosti objasnjava
smanjenje nestimulisanog salivarnog protoka nakon treninga.

Smanjenje apsolutne koncentracije 1 brzine izluCivanja sIgA posle karate
treninga pokazano u ovoj studiji je u skladu sa rezultatima drugih istrazivanja (Gleeson
M, 2005; Krzywkowski K, 2001; Laing SJ, 2005). Nivo sIgA se smanjuje tokom i posle
ultramaratona (Palmer FM, 2003). Krzywkowski K i sar. su uo¢ili smanjenje nivoa sIgA
posle 2 h vezbanja na 75% VOamax (Krywkowski K, 2001). Igranje tenisa u periodu od
1 sata takode znaGajno smanjuje brzinu izlu¢ivanja sIgA (Novas AM, 2003). Ipak, nisu
sve studije pokazale smanjenje koncentracije sIgA (Dimitriou L, 2002; Laing SJ, 2005;
Tiollier E, 2005). Sakupljanje salive se razlikuje izmedu studija (nestimulisana,
stimulisana, stimulisana parotidna saliva, meSovita saliva), Sto otezava poredenje
rezultata. Promene u nivou sIgA zavisi i od duzine i intenziteta treninga (Palmer FM,
2003). Pored toga, koncentracija slgA u miru direktno je povezana sa treningom od
predhodnog dana odnosno nedelje (Novas AM, 2003). To je posledica Cinjenice da
uticaj intenzivnog treninga na koncentraciju sIgA traje odredeno vreme (Mackinnon LT,
1987). Smanjenje apsolutne koncentracije (Slike 43 i 44) i brzine izlu¢ivanja sIgA

(Slike 45 i 46) u nasoj studiji je dostiglo statisticku znacajnost prvog-D1 i treceg dana-
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D3, ali ne i drugog dana-D2. Tada je zabeleZena najniza ocena subjektivne procene
zamora, Sto ukazuje da intenzitet treninga direktno utice na sekreciju sIgA. Neke studije
us pokazale da treninzi umerenog intenziteta i u trajanja ne uti¢u na nivo sIgA (Tomasi
TB, 1992). Rezultati ove studije pokazuju da reakretivni karate trening izaziva
smanjenje brzine izlucivanja sIgA, koje traje najmanje pola sata nakon treninga. Stoga,
nakon treninga sportisti mogu biti podlozniji infekcijama gronjih resporatornih puteva.

Koncentracija ukupnih proteina u salivi karatista je znacajno poveéana nakon
svakog treninga. S obzirom da fizicka aktivnosti povecava aktivnost SNS, povecanja
koncentracije proteina moze biti posledica aktivnosti beta simpatickog sistema u
pljuvaénom Zlezdama (Sari-Sarraf V, 2007). Sa druge strane, koncentracija sIgA je
smanjena nakon treninga, §to ukazuje na specificno smanjenje sinteze i/ili sekrecije
sIgA u toku i posle fizicke aktivnosti. Ispitivanje uloge o i B-adrenergickih puteva na
mukozni imunitet pod uticajem razli¢itih induktora stresa (submaksimalna fizicka
aktivnost, aritmeticki zadaci), su pokazala da je smanjenje koncentracije sIgA
posredovano a-adrenergickim putevima (Tiollier E, 2005).

Arome su meSavine isparljivih molekula koje mogu da se eksprahuju iz hrane ili
mogu biti sintetisane. Pored isparljivih, arome sadrze 1 neiSparljive komponente, kao §to
su aminokiseline i soli koje izazivaju somatosenzornu stimulaciju (Schiffman SS, 2000).
Schiffman SS i Warwick ZS su pokazali da dodavanja aroma u hranu kod starijih osoba
dovodi do poboljsanja u imunom sistemu, povecanja nivoa B 1 T limfocita, a da su ova
povecanja najverovatnije posledica senzorne stimulacije, a ne unosa hrane (Schiffman
SS, 1993). Schiffman SS 1 Mileti¢ ID su pokazali da senzorna stimulacija moze da
poveca brzinu izlu¢ivanja sIgA i tako poveca aktivnost mukoznog imuniteta (Schiffman
SS i Mileti¢ 1D, 1999).

Aplikacije te¢ne surutke i aromatizovanog napitka na bazi surutke uzrokovalo je
refleksnu sekreciju salive. Nakon senzorne stimulacije u obe grupe je poveéan salivarni
protok (Slike 41 i 42). Pored toga, aplikacija aromatizovanog napitka uslovila je
znacajno vece povecanje salivarnog protoka posle treninga u odnosu na surutku.
Refleksna sekrecija salive na senzornu stimulaciju ¢ula mirisa i ukusa je deo
neuroanatomske povezanosti izmedu salivarnog jedra i tractus solitarius-a u produzenoj
mozdini (Schiffman SS, 1999). Kao posledica povecanog salivarnog protoka, smanjena

je apsolutna koncentracija slgA nakon senzorne stimulacije napitkom i surutkom. Pored
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toga, aplikacija surutke i aromatizovanog napitka nije imala znacajan uticaj brzinu
izlu€ivanja sIgA.

Treninzi dovode do smanjenja salivarnog protoka, apsolutne koncentracije i
brzine izlu¢ivanja sIgA, pri cemu stepen ovih promena reflektuje intenzitet, trajanje u
ucestalost treninga (Tiollier E, 2005). Uzimanje aromatizovanog napitka na bazi surutke
moze biti od koristi tokom dugotrajnih intenzivnih treninga u cilju odrzavanja
salivarnog protoka, a na taj nacin i koli¢ine sIgA. S obzirom na smanjenje efikasnosti
mukoznog imuniteta odmah nakon treninga trebalo bi maksimalno smanjiti kontakt sa
velikim brojem ljudi da bi se spreCio kontakt sa patogenima koji izazivaju infekcije

gronjih respiratornih puteva.

5.5.2. Uticaj suplementacije astaksantinom na mukozni imunitet mladih fudbalera

U ovom delu istrazivanja je, po prvi put, ispitivan uticaj suplementacije sa Asx
na nivo slgA u salivi u miru, kao i posle treninga kod mladih fudbalera. Prednost ove
studije je postojanje kontrolne placebo grupe i izvodenje studije u toku sezone, dok su
sportisti imali uobicajeni nacin ishrane i program treninga.

Treninzi umerenog i visokog intenziteta mogu da uti¢u na nivo sIgA u mukozni
povr§inama. Veéina studija je pokazala znaCajno smanjenje SIgA nakon treniranja
razli¢itog intenziteta i to kod plivanja (Gleeson M, 1999), intervalnog vezbanja
(Mackinnon LT i Jenkins DG, 1993), kajaka (Mackinnon LT i Ginn E, 1993), tr¢anja
(Nieman DC, 2002a), nakon ,,Wingate” testa (test za merenje maksimalne snage i
anaerobnog kapaciteta) (Fahlman MM, 2001). Poveéanje do nivoa pre treninga se
obi¢no deSava u toku 24 h, ali nakon treninga ekstremnog intenziteta nivo slgA moze
ostati snizen i duzi period. Sa druge strane, neke studije nisu pokazale promene (Koch,
AJ, 2007), a neke ¢ak i povecanje nivoa sIgA u salivi nakon akutnog treninga (Tharp,
GD,1991). Postoji relativno malo podataka o mukoznom imunitetu koji su dobijeni od
fudbalera u njihovom realnom okruzenju, narocito kada su u pitanju profesionalci,
uprkos ¢injenici da je uticaj treninga na promene u sIgA u salivi od velikog znacaja za
sportsku medicinu. Jedna studija je pokazala da ucesce u fudbalskoj utakmici koja traje
70 minuta ne uti¢e znac¢ajno na nivo sIgA kod profesionalnih fudbalera (Moreira A,

2009). U nasoj studiji, uocili smo smanjenje apsolutne koncentracije i brzine izlu¢ivanja
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sIgA posle intenzivnog treninga kod obe grupe mladih fudbalera. Ipak, ove promene su
dostigle statistiCku znacajnost samo na kraju posmatranog perioda, ali ne i na pocetku.
Ovi rezultati pokazuju da redovni treninzi kod fudbalera mogu imati kumulativan
supresivni efekat na mukozni imunitet, uzrokuju¢i znacajan pad nivoa sIgA nakon
treninga na kraju posmatranog perioda.

Produkcija slobodnih radikala i antioksidativni status moze biti u vezi sa
promenama u imunom Sistemu nakon treninga, kao $to su ¢elijska adhezija, inflamacija
i proliferacija limfocita. Pove¢ana produkcija ROS tokom i nakon fizicke aktivnosti
moze inhibirati imuni odgovor. ROS suprimira lokomotornu i baktericidnu aktivnost
neutrofila, citotoksi¢nu aktivnost NK celija, smanjuje proliferaciju T 1 B limfocita i
stimuli$e apoptozu limfocita (Gleeson M, 2006).

Nekoliko antioksidansa je ispitivano kao preventivna mera protiv promena u
mukoznom imunitetu uzrokovanim fizickom aktivno$¢u. Suplementacija sa 1500 mg/d
vitamin C u periodu od 7 dana pre ultramaratona nije sprecila promene u koncentraciji
sekretornim nivoa sIgA maratonaca nakon trke (Palmer FM, 2003). Koncentracija slgA
triatlonaca je znac¢ajno smanjena odmah nakon trke u poredenju sa vrednostima pre trke,
uprkos suplementaciji sa vitaminom E (Nieman DC, 2004). Suplementacija
kvercetinom u periodu od 3 nedelje nije uticala na promene u nekoliko parametara
funkcije imunog sistema, ukljucujué¢i nivo sIgA nakon trke od 160 km (Nieman DC,
2007). Promene koncentracije sIgA zdravih Finaca nisu uo¢ene posle suplementacije -
karotenom u periodu od 60 dana (Lumikara M, 1988).

U naSoj studiji, suplementacija Asx nije spreCila smanjenje koncentracije i
brzine izlu¢ivanja sIgA uzrokovane intenzivnim treningom (Slike 50 i 51). Ipak,
suplementacija je uticala na znacajno povecanje ovih parametara u miru, kao Sto je
prikazano ma slikama 48 i 49. Opisan povoljan efekat Asx moZe biti posledica
antioksidativne aktivnosti. Okai i sar. (1996) su pokazali da Asx ima najveci
imunomodulatorni efekat u poredenju sa drugim karotenoidima, [ karotenom i
kantaksantinom. Ovakav imunomodulatorni uticaj karotenoida odgovara njihovoj
antioksidatinoj aktivnosti. | zaista, pokazano je da Asx najefikasnije sprecava
peroksidaciju lipida i oksidativni stres in vitro i in vivo sistemima. Rezultati naSeg
ispitivanja su pokazali da suplementacija astaksantinom delimi¢no sprecava povecanu

produkciju slobodnih radikala i smanjenje kapaciteta neenzimske antioksidativne zastite
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kod mladih fudbalera. Smanjenje oksidativnih oStecenja moze biti posredovano
antioksidativnim delovanjem Asx, §to ima povoljan uticaj na mukozni imunitet.

Predhodne studije su pokazale modulatorni efekat Asx na odredene aspekte
imunog odgovora, koji podrzavaju rezultate ovog istrazivanja i povoljan efekat Asx na
nivu slgA u salivi. Primena Asx je dovela do poboljSanja reakcije preosteljivosti
odlozenog tipa kod macaka, pasa i ljudi (Chew BP, 2011; Park JS, 2011; Park JS, 2010).
Uoceno je 1 povecanje citotoksi¢ne aktivnosti NK c¢elija (Chew BP, 2011; Park JS,
2010). U jednoj humanoj studiji pokazano je povecanje broja T 1 B limfocita i
povecanje mitogen indukovane proliferacije limfocita nakon suplementacije Asx u
preiodu od 8 nedelja kod zdravih Zena (Park JS, 2010).

Pored uticaja Asx na Celijski imunitet, predhodne studije pokazuju stimulaciju
humoralnog imuniteta pod uticajem suplementacije Asx: povecanje produkcije antitela u
slezini miSeva (Jyonouchi H, 1993), delimi¢no poboljSan humoralni imuni odgovor kod
starih miSeva (Jyonouchi H, 1994), povecanje in vitro produkcije imunoglobulina na T-
zavisni stimulus (Jyonouchi H, 1995) i poveéavanje in vitro produkcije poliklonskih
IgG i IgM antitela u ¢elijama slezine (Okai Y, 1996). Primena Asx povecava
produkciju IL-1o u adherentnim ¢elijama. Adherentne ¢elije imaju vaznu ulogu u
povecanju produkcije antitela posredstvom citokina kao Sto je IL-1a, koji je najvazniji
regulator diferecijacije B limfocita (Giri, 1984). Moguce je da povecano oslobadanje IL-
la pod uticajem Asx doprinelo povecanoj produkciji antitela.

Intenzivan trening dovodi do brzog i izrazitog povecanja broja neutrofila u krvi.
Nekoliko sati kasnije broj neutrofila u krvi se dalje povecava, a stepen povecanja zavisi
od intenziteta i trajanja treninga (Peake JM, 2002). Povecanje limfocita se takode
uocava u toku i1 neposredno nakon treninga. Ipak tokom nekoliko sati nakon treninga
broj limfocita znafajno opada ispod bazalnih vrednosti (Shek PN,1995). Redovni
treninzi u duZzem vremenskom periodu ne dovode do znacajnih promena u broju
leukocita, uklju€ujuéi i neutrofile i limfocite (Nieman DC, 2000). Ipak, i jednokratni 1
hroni¢ni treninzi mogu uzrokovati supresiju 1 urodenog i1 steCenog imuniteta kod
sportista. U naSem istrazivanju, redovni treninzi u periodu od 90 dana uzrokuju
znacajno povecanje broja neutrofila i smanjenje broja limfocita kod mladih fudbalera.

Ove promene nisu detektovane u suplementiranoj grupi (Slika 11).
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Rezultati istrazivanja ukazuju da primena Asx moze imati povoljan efekat na
produkciju slgA kod mladih fudbalera u periodu intenzivnih treninga tokom sezone.
Takode, primena Asx je sprecila povecanje broja neutrofila i smanjenje broja limfocita,
izazvano napornim programom treniranja tokom sezone. lako Asx pokazuje povoljan
efekat na unapredenje imunog ogovora, neophodne su detaljnije analize koje bi utvrdile

mehanizam delovanja Asx na mukozni imunitet u buduc¢im studijama.
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6.ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima studije, na osnovu rezultati ispitivanja

mozemo zakljuciti sledece:

1. DugogodiSnje treniranje fudbala uslovljava povecanje nivoa neenzimskih
antioksidanasa i aktivnosti antioksidativnih enzima. Ipak, i pored toga mladi
fudbaleri su, usled redovnih, intenzivnih treninga, izlozeni ve¢em nivou
oksidativnog stresa i1 oksidativnog oSteenja u odnosu na fizicki neaktivne

osobe.

2. Intenzivni fudbalski trening je povezan sa povec¢anom produkcijom slobodnih
radikala i oksidativnim stresom, §to moZe smanjiti kapacitet antioksidativne
zaStite. Suplementacija astaksantinom delimi¢no spre¢ava povecanu produkciju
slobodnih radikala i smanjenje kapaciteta neenzimske antioksidativne zastite
kod mladih fudbalera. Uzimajuc¢i u obzir modifikaciju antioksidativnih zastitinih
mehanizama pod uticajem intenzivnih fudbalskih treninga i nedovoljan unos
dijetarnih antioksidanasa, suplementacija astaksantinom ima povoljan uticaj na

antioksidativni odbrambeni sistem kod fudbalera u toku sezone.

3. Naporan program treniranja u toku sezone dovodi do poveéanja produkcije
slobodnih radikala. Ipak, uo¢eno smanjenje oksidativnog statusa (prikazano kroz
TOS i PAB) verovatno je posledica adaptivnog odgovora na intenzivne treninge.
Suplementacija astaksantinom ima povoljan efekat na unapredenje aktivnosti
enzima paraoksonaze 1 1 ukupan sadrZaj sulfhidrilnih grupa kod mladih

fudbalera. Suplementacija moze biti od posebnog interesa za sportiste koji su
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podlozniji oksidativnom stresu kao dodatna podrska endogenim enzimskim i

neenzimskim zastitnim sistemima.

Intenzivan trening dovodi do znacajnog povecanja aktivnosti enzima miSi¢a u
serumu i na pocetku i na kraju suplementacionog perioda, Sto ukazuje na
izuzetno visoke fizioloSke zahteve fudbala i na znacajno oste¢enje misica nakon
svakog treninga. Smanjenje oSteCenja miSiénih celija je deo adaptivnog
odgovora na intenzivnu fizicku aktivnost tokom 90 dana. Primena astaksantina u

toku sezone smanjuje oste¢enje misi¢nih ¢elija do odredenog stepena.

Redovni treninzi kod fudbalera imaju kumulativan supresivni efekat na mukozni
imunitet, uzrokujué¢i znacajan pad nivoa sIgA nakon treninga na Kkraju
posmatranog perioda. Suplementacija astaksantinom ima povoljan efekat na
produkciju slgA kod mladih fudbalera u periodu intenzivnih treninga tokom
sezone. Ipak, novija istrazivanja koja ukljucuju ispitivanje distribucije limfocita,
proliferacije i aktivacije limfocita, kao i produkciju citokina, su neophodna da bi

se preciznije utvrdio imunomodulatorni efekat astaksantina.

Rekreativni treninzi takode dovode do smanjenja salivarnog protoka, apsolutne
koncentracije i1 brzine izlu¢ivanja sIgA, pri cemu stepen ovih promena reflektuje
intenzitet, trajanje u ucestalost treninga. Aromatizovani napitak na bazi surutke
pomaze u odrzavanju salivarnog protoka, a na taj nacin i koli¢ine sIgA u toku i
nakon intenzivnih treninga. S obzirom na smanjenje efikasnosti mukoznog
imuniteta odmah nakon treninga trebalo bi maksimalno smanjiti kontakt sa
velikim brojem ljudi da bi se spreCio kontakt sa patogenima koji izazivaju

infekcije gornjih respiratornih puteva.
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IIpuaor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

TTormmcann-a_ MBana bapamuh

Opoj ymuca 31/09

HU3jaBbyjem

Jla je TOKTOpCKa ucepTalija mo i HacIoBOM

,» Y TH11a] CYTIJIEMEHTAalllje aCTAKCAaHTUHOM Ha HUBO MapKepa OKCUIATUBHOT CTpeca U

HUBO cekpeTtopHor UTA y canmuBu ko miaaux ¢yadanepa‘

® pe3yiTaT CONCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT paja,

e J1a IpeIoKEeHa IMcepTalyja y IeMHN HU Y IeJIOBUMa HHUje OWIia peaiokeHa
3a noOWjame OWJIO KOje AWIUIOME IMpeMa CTYAHJCKUM TporpaMuMa JIpyTrux

BHUCOKOIIIKOJICKHX YCTAHOBA,
® Jia Cy pE€3yJITaTh KOPCKTHO HABCACHU U

e Ja HHMCaM KpIIMO/Ja ayTopcKa MpaBa U KOPHUCTUO HHTEIIEKTYaJIHy CBOJUHY

JIPYTUX JUIA.

IMornuc fokTopanga

VY Beorpany, 23.10.2012.
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IIpuaor 2.

I/I3jaBa O UCTOBETHOCTU WLUTaMNnaHe N eJyiIeKTPOHCKe

Bepsuje AOKTOPCKOrI paaa

Nwme u npe3ume ayropa Wpana bapanuh

Bbpoj ynuca 31/09

Crynujcku nporpam _JIOKTOpCKe akaJieMcKe CTynuje -Moayi bpomaronoruja
Hacnos paga ,,YTuuaj cyrmieMeHraiuje acTakCaHTHHOM Ha HUBO Mapkepa
OKCHJIATUBHOT CTpeca U HUBO ceKkpeTopHOT UTrA y canmBu ko1 mutanux ¢ymadarepa

Mentop  np cu. bpmwkura Bophesuh

[Tornucanu WBana bapammh

W3jaBJbyjeM Ja je IITaMIlaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT paja MCTOBETHA E€JIEKTPOHCKO]
Bep3Wju KOJy caM Tmpenao/Ja 3a oOjaBjbMBambe Ha mopTany Jururananor
peno3uropujyma YHuBep3urteray beorpany.

Jlo3BoJbaBaM 1ia ce o0jaBe MOjH JIMYHH TOIAIM BE3aHH 3a J00Hjamke aKaJIeMCKOT 3Bamba
JOKTOpa HayKa, Kao LITO Cy UME U Ipe3uMe, TOJMHA U MECTO pohema u 1aTym oglOpaHe
pana.

OBM JMYHM TOJAM MOTy ce OO0jaBUTH Ha MPEXKHUM CTpaHUI]aMa JUTHTAIHE

O6ubnnoTeke, y eIeKTPOHCKOM KaTaJloTy U y myOirkanujamMa YHuBep3uteTa y beorpany.

IMornuc foxkTopanga

VY Beorpany, 23.10.2012.
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IIpuaor 3.

U3jaBa o kopuwhemwy

Ogrnamhyjem YHuBepsutercky oubmmortexy ,,CBerozap Mapkosuh™ na y ururamau
peno3uTopujyM YHHBEp3UTeTa y beorpamay yHece Mojy JOKTOPCKY TUCEpPTaIUjy IO
HACJIOBOM:

,» Y TUI1a] CyIIJIEMEHTAIlMje aCTAKCAaHTUHOM Ha HUBO MapKepa OKCUJATHUBHOT cTpeca U

HUBO cekpeTtopHor UrA y canuBu koj miaaux gynodanepa‘

KOja je MOje ayTOPCKO JIENO.
Jucepranujy ca CBUM MPUIIO3UMAa MPEIao/aa caM y eeKTPOHCKOM (hopMaTy MOTOJHOM
3a TPajHO apPXUBHPAE.
Mojy JOKTOpCKY JucepTanujy noxpameHy y Jurutaanu peno3utopujyMm Y HUBep3uTeTa
y beorpany Mory a KOpECTe CBH KOjU MOIITY]y OJpeade caapxKaHe y 0JJa0paHOM THITY
nunenne Kpeatusne 3ajeanutie (Creative Commons) 3a kojy cam ce o UTydno/Ja.
1. AyropcTtBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]aTHO
3. AyTOpCTBO — HEKOMEPITHJATHO — O€3 TIpepajie
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIMjalTHO — JEJIUTHU O] UCTUM yCJIOBHUMA
5. AyropcTBo — 0e3 mpepaje
AyTOpCTBO — JIeJIUTHU TOJT UCTUM YCIIOBUMA
(Monumo f1a 3a0KpyXHTE caMO je[HY O]l IIeCT MOHyheHMX JMIEHLH, KpaTak OIHC

JIMIICHIIN JIaT j¢ Ha MoJIehuHH JIHCTa).

ITornuc goKkTOpPaHaa

VY Beorpany, 23.10.2012.
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