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POPIS KORISTENIH KRATICA

AA - arahidonska kiselina

ACE inhibitori - inhibitori angiotenzin konvertirajuc¢eg enzima (engl. angiotensin-converting
enzyme inhibitors)

ACh- acetilkolin

ALA - a-linolenska kiselina

ALT - alanin transaminaza

ApoB - apolipoprotein B

ARB - bloktori angiotenzinskih receptora

AST - aspartate transaminaza

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

BH4 - tetrahydrobiopterin

CABG - aortokoronarno premostenje (eng. coronary artery bypass grafting)

CAM - stani¢na adehzijska molekula (engl. cell adhesion molecules)

CAMP - cikli¢ni adenozin monofosfat (eng. cyclic adenosine monophosphate cCAMP)
CAT - katalaza

CGMP - ciklicki gvanozin monofosfat

CNP - C-natriuretski peptid

CO - ugljikov monoksid

COX - ciklooksigenaza

CRP - C reaktivni protein

DBP - dijastolicki krvni tlak (eng. diastolic blood pressure)

DHA — dokozaheksaenska kiselina

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

E — eritrociti

EDHF - hiperpolarizacijski ¢imbeniki endotela (eng. endothelial-derived hyperpolarizing factors)
eNOS - endotelna dusik-oksid sintetaza

EPA - eikosapentatenska kiselina

ESC — Europsko kardiolosko drustvo

ET-1 - endotelin 1

FMD - o protoku ovisna vazodilazacija (eng. flow mediated dilatation)

FRAP - sposobnost plazme da reducira Zeljezo (engl. ferric ion reducing antioxidant power)



GGT — gama glutamil transaminaza

GM-CSF - ¢imbenik stimulacije kolonija granulocita i makrofaga
GPx - glutation peroksidaza

H->0> - vodikov peroksid

H2S - vodikov sulfid

HDL - lipoprotein visoke gustoce (eng. high density lipoprotein)
Hgb - hemoglobin

HMG-CoA - 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A reduktaza
HR - puls (eng. heart rate)

ICAM-1 - medustani¢na adhezijska molekula (eng. intercellular cell adhesion molecule-1)
IL - interleukin

INFy - interferon gamma

INOS - inducibilna dusik-oksid sintetaza

ITM - indeks tjelesne mase

L - leukociti

LA - Linolei¢na kiselina

LDF - mjerenje protokola laser Dopplerom (engl. Laser Doppler flowmetry)
LDL - lipoprotein male gustoce (eng. low density lipoprotein)
LTB - leukotrijen

MCP-1 - monocitni kemotakti¢ni protein-1

MDA - malondialdehid

MMP - matriks metaloproteinaza

MMP - matriksne metaloproteinaze

MPO - mijeloperokidaza

MUFA - mononezasi¢ene masne kiseline

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NF-kB - nuklearni ¢imbenik kapa B

NNOS - neuronalna dusik-oksid sintetaza

NO - dusikov oksid

NOS - dusik-oksid sintetaza

NOX - NADPH oksidaze

oXLDL - oksidirani lipoprotein male gustoce

PG - prostaglandin

PGI-2 - prostaciklin



PON - paraoksonaza

PORH - postokluzivna reaktivna hiperemija

PU - perfuzijska jedinica (eng. perfusion units)

PUFA - viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (eng. polyunsaturated fatty acids)

ROS - reaktivne kisikove vrste

SBP - sistoli¢ki krvni tlak (eng.systolic blood pressure)

sGC - topljiva gvanilat ciklaza

SNP - natrijev nitroprusid

SOD - superoksid dismutaza

TBARS - reaktivne tvari tiobarbituratne kiseline (eng. thiobarbituric acid reactive substance assay)
TBX - tromboksan

TGF - B1 — transformirajuc¢i ¢imbenik rasta (eng. transforming growth factor beta)

TNF a - tumor nekrotizirajuéi ¢cimbenik alfa

Trc - trombociti

TXA2 - tromboksan

VCAM - vaskularna stani¢na adhezijska molekula (eng. vascular cell adhesion molecule)
VSMC - vaskularne glatke miSi¢ne stanice (eng. vascular smooth muscle cell)

WHR - omjer struka i bokova (eng. waist to hip ratio)

ZClI- Znanstveni centar izvrsnosti



1. UVOD

1.1. Endotel i endotelna disfunkcija

Stijenka krvne zile sastoji se od tri sloja: intime koju ¢ini endotel, medije koju ¢ine vaskularni
glatki miSici te adventicije koja sadrZi zivce i vezivno tkivo. Endotel ¢ini jedan sloj endotelnih
stanica koje oblazu unutarnji lumen svih krvnih zila u organizmu. On nije samo barijera izmedu
stijenke krvne zile i njezinog lumena, ve¢ izuzetno vazan endokrini organ [1,2]. Endotel regulira
¢itav niz vaskularnih funkcija ukljucujuci kontraktilnost glatkog misié¢ja, vazodilataciju ovisnu
o endotelu, djeluje na upalu, oksidativni stres, sudjeluje u agregaciji trombocita, djeluje na
sitenzu 1 ekspresiju citokina i1 adhezijskih molekula koje privlace upalne stanice i olakSavaju
njihov ulazak u stijenku krvnih zila [3]. Najvaznija tvar koju proizvodi endotel je dusikov oksid
(NO). Fizioloski poticaj za sintezu i otpuStanje NO-a iz endotela je naprezanje endotela
uzrokovano protokom krvi kroz krvnu zilu. Odredene tvari kao §to su acetilkolin, histamin,
bradikinin, norepinefrin i dr. takoder mogu povecati sintezu i oslobadanje NO-a iz endotela [3].
NO djeluje kao snazan vazodilator; nakon stvaranja u endotelu prolazi do glatkih misic¢a tunike
medije krvne zile gdje stimulira topljivu gvanilat ciklazu (sGC) koja inducira Stvaranje
ciklickog gvanozin monofosfata (¢cGMP), a on djeluje kao drugi glasnik koji aktivira svoje
proteinske mete u stanici. Jedna od njih je protein kinaza G koja utjece na kalcijske kanale na
membranama stanica koji imaju bitnu ulogu u kontrakciji misi¢a [4]. NO se stvara iz atoma
dusika L-arginina i Oz, a nastaje uz pomo¢ enzima dusik-oksid sintetaze (NOS) [5].
Kocimbenici koji su potrebni NOS-u su kisik, nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH)
i tetrahidrobiopterin (BH4) (3). Postoje tri izoforme ovog enzima: neuronalna (nNOS),
endotelna (eNOS) i inducibilna (iNOS) dusik-oksid sintetaza [6]. eNOS je izoforma koja se
nalazi u endotelnim stanicama i regulira vaskularnu funkciju te ima antiaterosklerotske ucinke.
I akutna 1 kroni¢na povecanja protoka krvi 1 posljedicno naprezanje stijenke krvne zile potice
ekspresiju i aktivnost eNOS-a, a time i otpustanje NO [7]. Ekspresiju iINOS-a poticu citokini, a
moze se eksprimirati u gotovo svim vrstama stanica [8]. Uloga iNOS je kontroverzna, mnogi
su istrazivaci opisali kako je njena povecana aktivacija povezana s bolestima kao Sto je
ateroskleroza i kako iINOS moze pridonjeti nastanku disfunkcije endotela. Drugi istrazivaci
sugeriraju kako aktivnost iNOSa-a u patoloskim uvjetima zapravo ima zastitni mehanizam; u
nedostatku eNOS-a upravo iNOS odrzava proizvodnju NO te na taj nacin ostvaruje pozitivne

ucinke [9]. NNOS je izoforma koja se nalazi u neuronima i bitna je za kontrolu neuronskih



funkcija, ali se isto tako nalazi i u endotelnim stanicama 1 glatkim miSi¢nim stanicama krvnih
zila 1 takoder je bitna za normalnu endotelnu funkciju [10].

Disfunkcija u proizvodnji i/ili bioraspolozivosti NO-a glavni je uzrok endotelne
disfunkcije.Abnormalnosti u stvaranju NO-a uzrokuju endotelnu disfunkciju koja je temelj
brojnih kardiovaskularnih poremecaja kao Sto je arterijska hipertenzija, ateroskleroza i bolesti
povezane s angiogenezom [11]. Endotelnu disfunkciju karakterizira neravnoteza izmedu
vazodilatacije 1 vazokonstrikcije, porast upalnih ¢imbenika te poviSena razina reaktivnih
kisikovih vrsta, a posljedi¢no i neravnoteza biodostupnosti NO-a. Endotelne stanice takoder
reagiraju i na promjene u protoku krvi; stalan laminarni protok djeluje ateroprotektivno, dok
turbulentni protok, npr. blizu grananja krvnih zila uzrokuje aktivaciju endotelnih stanica koje
su onda manje ucinkovite u postizanju vazodilatacije, se sprjeCavanju agregacije trombocita.
Oslabljena ekspresija i aktivnost eNOS-a jedan je od mogucih uzroka endotelne disfunkcije.
Nastanak endotelne disfunkcije povezan je s oksidativnim stresom te nastankom upale [12,13].
C reaktivni protein (CRP), jedan od reaktanata akutne faze, a koji nastaje u hepatocitima uslijed
stimulacije citokinima kao §to su IL-1, IL-6 i TNF-a, smanjuje stvaranje eNOS u endotelnim
stanicama §to onda smanjuje oslobadanje NO [14]. Reaktivne kisikove vrste (ROS), odnosno
superoksidni anion djeluje na smanjenje bioraspoloZivosti NO. Superoksidni anion reagira s
NO te nastaje peroksinitrit koji onda potice nitraciju proteina i uzrokuje disfunkciju i apoptozu
endotelnih stanica [15]. Osim NO-a, postoje i brojne druge molekule koje sudjeluju u regulaciji
vaskularnog tonusa. Jednu grupu vazodilatatora Cine prostaglandini. Prostaglandini nastaju
djelovanjem enzima ciklooksigenaze (COX) iz arahidonske kiseline. Jedan od prostaglandina,
prostaciklin (PGI-2) nastaje u endotelu, djelujuéi preko adenil ciklaze u glatkim miSi¢nim
stanicama, aktivira ciklicni adenozin monofosfat/protein kinazu A (eng. cyclic adenosine
monophosphate cAMP) koja reducira vaskularni tonus posredovan kalcijem. Osim
prostaglandina, drugu grupu vazodilazatora ¢ine hiperpolarizacijski ¢imbenici endotela (eng.
endothelial-derived hyperpolarizing factors, EDHF). EDHF uzrokuju vazodilazaciju djelujuci
na kalijeve kanale i Na+/K+-ATPazu. U EDHF se ubraja vodikov peroksid (H20>), ugljikov
monoksid (CO), vodikov sulfid (H2S), C-natriuretski peptid (CNP), anandamid i sam kalijev
ion [16].

S druge strane, endotel stvara i vazokonstriktore kao Sto je endotelin 1 (ET-1), angiotenzin II,
tromboksan A2 (TXAZ2) i druge. Ukoliko dode do neravnoteze izmedu vazodilatatora i
vazokonstriktora koji nastaju u endotelnim stanicama dolazi do vazokonstrikcije, poja¢anog

prometa leukocita, nastanka upale te aktivacije koagulacijske kaskade i posljedi¢ne tromboze.



Upravo je pojacano stvaranje vazokonstriktora pocetni korak u nastanku arterijske hipertenzije

Sto onda vodi u endotelnu disfunkciju i progresiju kardiovaskularnih bolesti [17].

1.2. Uloga oksidativnog stresa u nastanku ateroskleroze

Oksidativni stres jedan je od uzroka nastanka aterogeneze. Oksidativni stres predstavlja
neravnotezu izmedu antioksidativne sposobnosti te povecane koli¢ine ROS ili reaktivnih
dusikovih vrsta. Ova neravnoteza uzrokuje ostecenje stanica izravnom oksidacijom stani¢nih
proteina, lipida ili deoksiribonukleinske kiseline (eng. deoxyribonucleic acid, DNA), ili
aktivacijom signalnih puteva stani¢ne apoptoze [18]. Medu ROS, prvi koji se stvara je
superoksidni anion, a odgovaran je za formiranje ostalih ROS koji igraju ulogu u endotelu —
vodikov peroksid, hidroksilni radikal i peroksinitrit. Superoksidni anion se stvara pomocu
mitohondrijskog transportnog lanca elektrona, ali i pomo¢u NADPH oksidaze (NOX) i ksantin
oksidaze [19]. ROS ima vaznu ulogu u normalnom funkcioniranju stanica, ali njihova
prekomjerna koli¢ina rezultira pojavom oksidativnog stresa [20]. Kod Sec¢erne bolesti pokazano
je kako je povecana proizvodnja ROS u mitohondrijima povezana s ve¢om interakcijom
polimorfonuklearnih leukocita s endotelnim stanicama, a $to je jedan od koraka u nastanku
ostecenja endotela. NOX su membranski vezani enzimatski kompleksi koji kataliziraju
redukciju molekularnog kisika u superoksid. Postoji 7 razli¢itih izoformi ovog enzima, medu
kojima NOX1, NOX2 i NOX4 imaju bitnu ulogu u nastanku endotelne disfunkcije [21]. ROS
nastao ksantin oksidazom predstavlja vazan izvor oksidativnog stresa kod ishemije. PoviSene
razine ROS mogu imati i pozitivne ucinke, na primjer vazni su u suzbijanju infekcija u
makrofazima. Medutim, ukoliko je povecano stvaranje ROS i/ili je smanjen antioksidativni
kapacitet, dolazi do stanja oksidativnog stresa [15]. ROS djeluju na lipidne membrane i
uzrokuju stvaranje lipidnog peroksidnog radikala koji dalje uzrokuje lipidnu peroksidaciju
membrana, smanjuje fluidnost a povecava permeabilnost membrana, $to za posljedicu ima
daljnje ostecenje stanice [18]. Osim toga, ROS nastao iz NOX ili eNOS sudjeluje u oksidativnoj
modifikaciji lipoproteina niske gustoée ( eng. low-density lipoprotein, LDL) koji ima
proaterogen ucinak. Takav LDL ostecuje endotelnu proizvodnju NO 1 inducira ekspresiju
adhezijskih molekula [22].

Antioksidativni sustav organizma ¢ine antioksidativni enzimi i1 antioksidativne molekule.
Najvazniji antioksidativni enzimi su superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT) 1 glutation
peroksidaza (GPx), dok antioksidativne molekule obuhvacaju endogene spojeve kao Sto su

glutation, ubikinon, bilirubin te molekule koje unosimo hranom medu kojima su najvazniji
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askorbinska kiselina (vitamin C), tokoferoli (vitamin E), karotenoidi i dr. SOD je vazan
endogeni antioksidativni enzim koji katalizira reakciju u kojoj se dvije molekule superoksidnog
aniona pretvaraju u hidrogen peroksid i molekularni kisik. Enzim CAT potom nastali hidrogen
peroksid pretvara u vodu i molekularni kisik. GPx koja sadrZi selenij pa se naziva jo§ i
selenocistein peroksidaza je unutarstani¢ni enzim koji vodikov peroksid pretvara u vodu. Osim
toga bitna je jer ima vaznu ulogu u inhibiciji procesa peroksidacije lipida [23]. Neke studije
pokazale su kako su promjene serumskih koncentracija SOD-a u koleraciji s promjenama u
vaskularnoj strukturi i funkciji kod ispitanika sa Se¢ernom bolesti i arterijskom hipertenzijom
[24]. Druga studija pokazala je kako je aktivnost SOD i GPx bila niza u muskaraca s poznatom
koronarnom aterosklerotskom bolesti nego u klinicki zdravih muskaraca, a ista studija sugerira
kako je smanjenje aktivnosti SOD i GPx te ukupni antioksidativni kapacitet seruma u
muskaraca s koronarnom bolesti bilo izrazenije od stupnja hiperkolesterolemije i
hipertrigliceridemije [25]. Oksidativni stres aktivira transkripcijske ¢imbenike za sintezu
citokina i kemokina koji poti¢u nakupljanje upalnih stanica sto dovodi do povecanog stvaranja
ROS-a te se time dodatno pogorsava stanje. ROS, i posljedi¢no oksidativni stres, potice

proupalno stanje endotela koje je jedan od klju¢nih procesa u nastanku ateroskleroze [21].

1.3. Uloga upale u nastanku ateroskleroze

Upala predstavlja zastitni odgovor organizma na infekciju ili ozljedu. To je slozen proces u koji
su ukljucene upalne stanice kao $to su leukociti koji prepoznaju zahvaceno tkivo te sudjeluju u
eliminaciji uzro¢nika ili popravka mjesta ozljede. U upali dolazi do interakcije izmedu stani¢nih
povrsina, izvanstani¢nog matriksa te proupalnih medijatora [26]. Medutim, prekomjerna upala
moze imati Stetne ucinke 1 pridonijeti napredovanju kroni¢nih bolesti kao §to je ateroskleroza
[27]. Kada je tkivo oSteCeno, aktivira se sustav upalnog odgovora, makrofagi nakupljeni u
oSte¢enom tkivu otpustaju velike koli¢ine citokina, kao §to su interleukin 6 (IL-6) i TNF-a, koji
poticu sintezu CRP-a u jetri. CRP pogoduje oste¢enju endotelnih stanica i sprjecava njihov
popravak. CRP nije prisutan u stijenci zdrave krvne Zile, ali se nakuplja ve¢ u ranim fazama
aterogeneze. Takoder, uz prisustvo CRP-a, makrofazi pojac¢ano fagocitiraju LDL Sto pridonosi
nastanku pjenastih stanica. CRP aktivira komplement u aterosklerotskom plaku $to pridonosi
nestabilnosti plaka te moze inducirati ekspresiju stani¢nih adehzijskih molekula (engl. cell
adhesion molecules, CAMs) u endotelu koronarnih arterija [28]. Zbog navedenog, serumska
koncentracija CRP-a moze biti prediktor buducih kardiovaskularnih dogadaja, a u opcoj

populaciji serumske koncentracije CRP-a mogu biti prediktor rizika kardiovaskularne smrtnosti
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[29,30]. Citokine proizvode stanice ukljuCene u aterogenezu, a na koje i sami djeluju. Oni
sudjeluju u svim fazama nastanka ateroskleroze, od pocetne endotelne disfunkcije do kasnijeg
nastanka plaka i njegove rupture. Prou¢avana je uloga brojnih citokina ukljuc¢enih u ovaj proces.
Obzirom na njihovu ulogu u aterosklerotskom procesu, mozemo ih podijeliti na pro-upalne
citokine koji ubrzavaju progresiju ateroskleroze (IL-1p, IL-4, IL-6, IL-8, IL-15, IL-18, IL-20,
IL-23, interferon (IFN) a,B,y, MCP-1, TNF-a i dr.) i protuupalne citokine koji djeluju suprotno
(npr. IL-5, IL-10, IL-13, IL-19, IL-27, IL-33 i dr.). Ravnoteza izmedu pro-upalnih i
protuupalnih citokina vazan je ¢imbenik koji utjeCe na razvoj ateroskleroze, ali i na stabilnost
samog plaka. lako brojni citokini imaju vaznu ulogu u nastanku ateroskleroze, proinflamatorni
citiokini IL-1p, IL-6, TNF-a i IFN-y su klju¢ni u upali povezanoj aterosklerozom [31]. TNF-a,
IL-6 i IL-1 izlu¢uju makrofagi, limfociti i vaskularne glatke misic¢ne stanice, a utje¢u na gotovo
sve stanice ukljucene u aterogenezu poticuci ekspresiju drugih citokina, stani¢nih adhezijskih
molekula te djeluju na vaskularne glatke misi¢ne stanice i endotelne stanice [32]. Pokazano je
da TNF-a potice interakciju izmedu cirkulirajuéih leukocita i endotela regulacijom vaskularnih
stani¢nih adhezijskih molekula (eng. vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) [33]. IL-6
jedan je od citokina koji sudjeluje kako u akutnoj, tako i u kroni¢noj fazi upale. Pokazano je
kako su koncentracije IL-6 u uzorcima krvi bolesnika s koronarnom bolesti ve¢e nego u krvi
zdravih ispitanika, a §to je koncentracija vecéa, to je bolest viSe uznapredovala. Osim toga
koncentracija IL-6 u koronarnim arterijama u blizini rupturiranog plaka bila je povecana u
odnosu na sistemsku cirkulaciju u osoba s akutnim infarktom miokarda, $to ukazuje na lokalnu
proizvodnju ovog upalnog medijatora [34][35]. Interleukin-1f (IL-1B) dodatno potice
proizvodnju drugih proupalnih molekula, ukljucujuéi IL-6 i proupalni eikozanoid PGE2, a $to
dodatno pridonosi stvaranju aterosklerotskog plaka. Osim toga pojac¢ano izlu¢ivanje IL-1p
korelira s povec¢anim stvaranjem ROS-a povezuju¢i tako upalu s oksidativnim stresom.
Pokazalo se kako su serumske koncentracije IL-1B povezane s brojem krvnih zila zahvaéenih
aterosklerozom kod ispitanika s koronarnom bolesti [36]. IL-17 takoder je jedan od proupalnih
citokina kojeg uglavnom proizvode Th17 stanice, a ima vaznu ulogu u patogenezi nekih upalnih
bolesti kao §to je psorijaza, ali isto tako ima vaznu ulogu i u nastanku ateroskleroze. Obitelj
citokina IL-17 ima Sest ¢lanova od kojih IL-17A ima najvecu biolosku aktivnost [37]. U
diferencijaciji Th17 stanica sudjeluje nekoliko citokina kao $to su transformiraju¢i ¢imbenik
rasta beta (TGF-B), IL-6, IL-21, IL-1pB i IL-23. Pokazano je da kod miseva, uz IL-6 i 1L-23 u
kombinaciji s IL-1p moguce inducirati proizvodnju IL-17 i u odsutnosti TGF-3 signalizacije,
sugerirajuci alternativni nacin za diferencijaciju Th17 stanica [38]. IL-17 inducira izrazaj

matriks metaloproteinaze (MMP) i ¢imbenika stimulacije kolonija granulocita i makrofaga
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(GM-CSF) u endotelnim stanicama, glatkim miSi¢nim stanicama i makrofagima $to potice
regrutiranje neutrofila i monocita u sam plak [39]. Nasuprot tome, protuupalni citokini kao je
IL-10 smanjuju proizvodnju proupalnih citokina, npr. TNF-a te djeluju na smanjenje ekspresije
CAMs na endotelnim stanicama [32]. Inhibicija proupalnih citokina i smanjenje upale mogla
bi predstavljati novi nacin lijeCenja i nadopuna je dosadasnjem pristupu lijeCenja i prevencije
ateroskleroze [40]. Poznato je da neki lijekovi koji se primjenjuju u lije¢enju koronarne bolesti
imaju 1 protuupalna svojstva kao Sto su statini i aspirin. Pokazalo se kako statini utjeCu na
stvaranje citokina smanjujuci stvaranje proupalnog IL-18, a poticuci oslobadanje protuupanog
citokina IL-10 u bolesnika s koronarnom arterijskom bolesti [41].

Proupalni citokini kao $to su TNF-a i IL-1p pogorSavaju endotelnu disfunkciju pojacavanjem
ekspresije adhezijskih molekula kao §to su VCAM-1, medustani¢na adhezijska molekula ( eng.
intercellular cell adhesion molecule-1 - ICAM-1), E-selektin i MCP-1 $to za posljedicu ima
povecano prijanjanje leukocita na endotel. Prijanjanje leukocita i njihov prolazak kroz endotel
izrazenije je ukoliko postoje i drugi rizi¢ni ¢imbenici kao Sto su hiperlipidemija, pusenje,
hiperglikemija i drugi [17].

U novije vrijeme istrazuju se lijekovi koji bi inhibirali specifi¢cne medijatore i citokine u
upalnom putu [32]. S obzirom da je uloga IL-17 dobro poznata u nastanku psorijaze, klinicka
ispitivanja su pokazala kako su antitijela koja djeluju na ovaj citokin (npr. bimekizumab,
secukinumab i dr.) u¢inkoviti u njenom lijecenju. Osim toga, lijekovi koji djeluju na IL-17 i IL-
23 su uc¢inkoviti i u lijeCenju reumatoidnog artritisa i psorijati¢nog artritisa [42]. Trenutno traje
istrazivanje uéinka ziltivekimaba, monoklonskog protutijela za IL-16 na prevenciju progresije
aterosklerotske bolesti [43]. Svakako su potrebna dodatna istrazivanja koja bi rasvijetlila moze
li primjena antitijela koji djeluju na navedene citokine ili njihove receptore, djelovati pozitivno

1 u sprjecavanju nastanka ili usporavanju progresije ateroskleroze.

1.4. Ateroskleroza

Ateroskleroza je progresivna bolest koja se razvija kroz viSe godina, a nastaje zbog taloZenja
kolesterola i masnih Cestica u stijenke krvnih Zila. To je kroni¢na upalna bolest posredovana
proupalnim citokinima, bioaktivnim lipidima i adhezijskim molekulama [44]. U ranoj fazi
nastanka ateroskleroze, uzroci njenog nastanka su ostec¢enje endotela (endotelna disfunkcija),
abnormalni metabolizam lipida i hemodinamsko oStecenje [45]. Pocetni dogadaj u aterogenezi
je prolazak LDL-a kroz endotel te njegovo naknadno talozenje, zadrzavanje i oksidativnu

modifikaciju u intimi arterije. Kada se endotelne stanice aktiviraju, one ekspirmiraju monocitni
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kemotakti¢ni protein-1 (MCP-1), interleukin 8 (IL-8), vaskularnu adhezijsku molekulu-1
(VCAM-1), E-selektin i druge upalne ¢imbenike koji privlace limfocite i monocite i vezu ih za
endotel [31]. ICAM-1 i VCAM-1 privlace limfocite i monocite koji se vezu na endotel i
infiltraraju u sloj intime arterijske stijenke [31]. MCP-1 takoder regrutira monocite, pokazano
je kako je veca koncentracija MCP-1 u histopatoloskim uzorcima karotidnih arterija povezana
s vecom vulnerabilno$¢éu aterosklerotskog plaka [46]. IL-8 nastaje u brojnim stanicama,
ukljucujuéi makrofage, glatke misi¢ne stanice i endotelne stanice, a on sam djeluje na aktivaciju
leukocita ukljuéenih u patogenezu ateroskleroze [47]. Monociti migriraju u arterijsku intimu i
trafsformiraju se u makrofage koji fagocitiraju visak lipida dobivenog iz oksidiranog LDL-a
(oxLDL) i transformiraju se u pjenaste stanice koje formiraju masnu prugu. Masna pruga ¢ini
najraniju vidljivu aterosklerotsku leziju. Limfociti T izluuju upalne citokine i time pospjeSuju
migraciju vaskularnih glatkih miSi¢nih stanica (eng. vascular smooth muscle cell, VSMC) iz
medije u intimu ¢ime se zadebljava arterijska stijenka te postupno dolazi do formiranja
aterosklerotskog plaka. Kontinuirano nakupljanje pjenastih stanica i T limfocita u intimi izaziva
kroni¢nu upalu [48]. U kasnijim fazama razvoja ateroskleroze, veliki broj makrofaga infiltrira
stijenku krvne zile, izluCuje matriksne metaloproteinaze (MMP) i uzrokuje razgradnju
kolegenih vlakana u izvanstani¢nom matriksu plaka Sto dovodi do pucanja plaka, krvarenja i
tromboze [49].

Poznati su brojni rizi¢ni ¢imbenici koji pridonose razvoju ateroskleroze kao §to je arterijska
hipertenzija, Se¢erna bolest, hiperlipidemija, puSenje, sjedilacki nacin Zivota, pretilost i drugi.
Posebnu ulogu u nastanku aterosklerotskih lezija koronarnih arterija ima hiperlipidemija. lako
je cirkulirajuéi kolesterol bitan za brojne bioloske funkcije, njegov prelazak iz stijenke krvne
zile uzrokuje nastanak ateroskleroze, a $to je jace izrazeno ukoliko je njegova koncentracija u
krvi poviSena. Razlikuje se nekoliko oblika lipoproteinskih Cestica, a lipoprotein niske gustoce
(LDL kolesterol) je oblik koji potice razvoj ateroskleroze. Za razliku od LDL-a, lipoprotein
visoke gusto¢e (HDL kolesterol) naziva se joS i1 dobar kolesterol zbog toga Sto potice obrnuti
transport kolesterola. Obzirom da svi ljudi imaju cirkuliraju¢i LDL, tijekom Zivota ¢e se kod
vecine razviti neki stupanj ateroskleroze, medutim ukoliko su vrijednosti LDL-a u krvi visoke,
taj proces ¢e se brze razvijati [50,51]. LDL cestice u subendotelnom prostoru oksidiraju i
postaju jaki kemoatraktanti. Zbog aktivacije endotela, potaknute upale i oksidativnog stresa,
dolazi do oksidativne modifikacije LDL-a i stvaranja oxLDL-a §to uzrokuje mijenjanje intime
1 njezinu interakciju s izvanstani¢nim matriksom te povecava ulazak LDL-a u makrofage Sto

onda uzrokuje formiranje plaka [51,52]. Hipertrigliceridemija je takoder jedan od ¢imbenika



rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti. Visoke serumske koncentracije triglicerida ¢esto su
povezane s niskim kocentracijama HDL-a i visokim koncentracijama LDL-a [53].

Ateroskleroza moze zahvatiti sve krvne zile u organizmu pa tako i koronarne arterije.
Ateroskleroza koronarnih arterija najceS¢e se razvija na mjestima turbulentnijeg protoka u
koronarnim arterijama kao §to su bifurkacije (npr. odvajanje prednje lijeve silazne koronarne
arterije od glavne lijeve koronarne arterije [51]. Usprkos stalnom napretku perkutanih
koronarnih intervencija i kirurSkih metoda lijeCenja aterosklerske bolesti koronarnih arterija,

ona je i dalje glavni uzrok smrti u svijetu [54].

1.5. Kroniéni koronarni sindrom

Ishemijska bolest srca ili koronarna bolest je bolest koja nastaje zbog nastanka aterosklerotskog
plaka u epikardijalnim koronarnim arterijama koje opskrbljuju miokard. Koronarne arterije
izlaze iz aorte, a razlikujemo desnu koronarnu arteriju i lijevu koronarnu arteriju koja se dijeli
na lijevu prednju silaznu arteriju i cirkumfleksnu arteriju, a svaka od njih opskrbljuje odredeni
dio miokarda [55]. Aterosklerotski plak postupno suzava lumen koronarne arterije, a uslijed
neravnoteze izmedu opskrbe i potrebe miokarda za kisikom nastaje ishemija miokarda [56].
Koronarna bolest je dinamican proces; dugo vremena moze biti asimptomatska i stabilna te tada
govorimo o kronicnom koronarnom sindromu, ali uslijed erozije ili rupture plaka moze do¢i do
akutnog aterotrombotskog dogadaja i1 nastanka akutnog koronarnog sindroma. Kroni¢ni
koronarni sindrom naj¢eS¢e nastaje zbog stabilnih aterosklerotskih plakova u koronarnim
arterijama koji postupno rastu i suzavaju lumen dovodeci do smanjene perfuzije miokarda [50].
Kroni¢ni koronarnim sindrom mozZe se klini¢ki razli¢ito prezentirati; bolesnici mogu imati bol
u prsima koja se javlja u naporu (tada govorimo o angini pektoris), ali mogu biti i asimptomatski
ili se prezentirati kao novonastalo zatajenje srca. U Tablici 1 su navedene sve klini¢ke

prezentacije kroni¢nog koronarnog sindroma.



Tabica 1. Klinicke prezentacije kroni¢nog koronarnog sindroma prema Europskom
kardioloskom drustvu (eng. European Society of Cardiology — ESC)

1. Suspektna koronarna arterijska bolest i simptomi stabilne angine pektoris

2. Novonastalo zatajenje srca ili disfunkcija lijevog ventrikula i koronarna arterijska bolest

3. Asimptomatski ili simptomatski pacijenti sa stabiliziranim simptomima unutar 1 godine
od akutnog koronarnog sindroma ili nedavne revaskularizacije

4. Asimptomatski ili simptomatski pacijenti >1 godine nakon inicijalne dijagnoze ili
revaskularizacije

5. Pacijenti s anginom i suspektnim vazospazmom ili mikrovaskularnom bolesti

6. Asimptomatski pacijenti kod kojih je koronarna arterijska bolest verificirana probirom

Izvor: Knuuti J, Wijns W, Saraste A, Capodanno D, Barbato E, Funck-Brentano C, et al.
2019 ESC Guidelines for the diagnosis and management of chronic coronary syndromes.
Eur Heart J. 2020 Jan 14;41(3):407-77 [57]

Ishemijska bolest srca vode¢i je uzrok smrti u svijetu. Modifikacijom nacina zivota, redukcijom
rizi¢énih ¢imbenika, medikamentoznom terapijom te revaskularizacijom moze se usporiti
napredovanje aterosklerotske bolesti i smanjiti rizik od akutnog aterotrombotskog dogadaja
[58]. Modifikacija naéina zivota obuhvaca zdravu prehranu, postizanje normalne tjelesne
tezine, prestanak pusenja, redovitu tjelesnu aktivnost, te smanjenje konzumacije alkoholnih
pi¢a. Po preporukama ESC, zdrava prehrana podrazumijeva mediteranski nacin ishrane
odnosno prehranu bogatu povréem i voc¢em (viSe od 200 g dnevno i povrca i voca, unos 35 - 45
g vlakana dnevno, po mogucnosti iz cjelovitih Zitarica, konzumaciju do 30 g orasastih plodova
dnevno, konzumaciju ribe 1-2 puta tjedno). Osim toga preporuca se izbjegavati rafinirane
ugljikohidrate, energetski bogatu hranu, izbjegavati gazirana i zasladena pica, ograniciti unos
alkohola na manje od 100g/tjedno ili 15 g/dnevno. Sto se tice unosa masnoc¢a, zasi¢ene masti
(engl. saturated fatty acids, SFA) bi trebale ¢initi <10% ukupnog energetskog unosa, a potrebno
ih je zamijeniti s viSestruko nezasi¢enim mastima (engl. polyunsaturated fatty acids, PUFA)
[59].

1.6. Lijecenje kroni¢nog koronarnog sindroma

Optimalna medikamentozna terapija kod kroni¢nog koronarnog sindroma obuhvaca vise

skupina lijekova: beta blokatore, blokatore kalcijskih kanala, hipolipemike, antiagregacijske
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lijekove, nitrate i druge. Beta blokatori i blokatori kalcijskih kanala su prva linija lije¢enja koja
omogucava kontrolu anginalnih simptoma te kontrolu sréane frekvencije ¢ime se smanjuju
energetske potrebe miokarda. U sekundarnoj prevenciji primjenjuju se lijekovi kao $to su
inhibitori angiontenzin konvertiraju¢eg enzima (ACE inhibitori), lijekovi koji djeluju na
snizavanje lipida (statini, ezetimib i drugi). ACE inhibitori i inhibitori receptora angiotenzina
(ARB) su lijekovi koji se prvenstveno koriste kao antihipertenzivi, medutim oni ostvaruju i
brojne druge u¢inke — smanjuju proteinuriju, usporavaju napredovanje kronicnog bubreznog
zatajenja, poboljSavaju ishode u bolesnika sa zatajenjem srca . S obzirom da hiperlipidemija, a
osobito visoke koncentracije LDL-a predstavljaju vazan rizi¢ni ¢cimbenik u nastanku koronarne
bolesti, lijekovi koji djeluju na snizavanje lipida imaju bitnu ulogu u lijeCenju kroni¢nog
koronarnog sindroma. Statini su lijekovi koji inhibiraju 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A
reduktazu (HMG-CoA), klju¢ni enzim u biosintezi kolesterola. Statini Smanjuju serumsku
koncentraciju kolesterola, smanjuju progresiju aterosklerotskog plaka, dodatno stabiliziraju
postojecée aterosklerotske plakove, ali osim toga pokazalo se kako imaju i odredene pleotropne
ucinke koji ukljuCuju smanjenje upale, smanjuju agregaciju trombocita te poboljSavaju
vaskularni tonus [60]. Takoder u terapiji se koriste antiagregacijski lijekovi (acetilsalicilna
kiselina i dr.). Male doze acetilsalicilne Kkiseline ireverzibilno blokiraju stvaranje TXA2 u
trombocitima ¢ime se postize inhibicija agregacije trombocita tijekom njihovog Zivotnog vijeka
(8-9 dana) [61]. U slucaju znacajnih suzenja koronarnih arterija primjenjuje se revaskularizacija
koronarnih arterija perkutanom koronarnom intervencijom (PCI) ili aortokoronarnim
premostenjem (eng. coronary artery bypass grafting, CABG) [59]. Medutim, unato¢ svim
spomenutim nacinima lijeCenja, bilo medikamentoznim, interventnim ili operativnim,
ishemijska bolest srca i dalje je vode¢i uzrok smrtnosti u svijetu, a osobito u Zapadnim
zemljama. Stoga je potrebno istraziti dodatne naéine koji bi, uz standardu terapiju, imali

pozitivne ucinke kod ove bolesti.

1.7. Funkcionalna hrana i uloga u prevenciji bolesti

Funkcionalna hrana je posebno formulirana hrana koja sadrzi tvari ili Zive mikroorganizme koji
mogu unaprijediti zdravlje ili sprije¢iti bolest. Potrebno je da koncentracija tvari bude sigurna
i dovoljno visoka za postizanje Zeljenog ucinka, a bez nezeljenih nuspojava. Funkcionalna
hrana moze ukljucivati vitamine, minerale, hranjive tvari, dijetalna vlakna ili probiotike [62,63].
Funkcionalna hrana je prirodna ili preradena hrana koja sadrzi bioloski aktivne sastojke, koja

se redovno konzumira, a osim samog prehrambenog ucinka, postize i ranije spomenute
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pozitivne ucinke na zdravlje. Funkcionalne u¢inke potrebno je potvrditi randomiziranim,
placebo kontroliranim klinickim istrazivanjima [62]. Funkcionalna hrana, djelujuéi na ciljane
funkcije u organizmu djeluje na poboljSanje zdravstvenog stanja ili smanjenje rizika od
nastanka bolesti. Filozofija hrane kao lijeka poznata je jo§ od doba Hipokrata od kada je poznata
izreka "Neka hrana bude tvoj lijek i lijek neka bude tvoja hrana", medutim istraZivanja u ovom
podrucju pocela su se intenzivnije provoditi tek u posljednjih nekoliko desteljeca.

Poznato je kako prehrana ima vrlo vaznu ulogu u 5 od 10 vodecih uzroka smrti: aterosklerozi,
koronarnoj bolesti srca, Se¢ernoj bolesti, mozdanom udaru te odredenim vrstama malignih
bolesti [64]. Velika studija koja je provedena u Sjedinjenim Americkim Drzavama u kojoj je
sudjelovalo vise od 200 000 ispitanika pokazala je da je prehrana s veéim upalnim
potencijalom (procesiurano meso, crveno meso, rafinirani ugljikohidrati, zasecerena i
gazirana pica i dr.) bila znacajno povezana s veCom ucestalos¢u kardiovaskularnih bolesti i
rizikom od kardiovaskularne smrti. Konzumacija proupalne hrane pokazala se povezanom s
viSom razinom sistemske (poviSene serumske koncentracije CRP-a, IL-6 i TNF-a),
vaskularne (odredeno kao poviSena koncentracija sSICAM-1 koji sugerira endotelnu aktivaciju
1 upalu) i metaboli¢ke upale (viSa koncentracija leptina, a manja koncentracija adiponektina
u serumu) i nepovoljnim lipidnim profilom (poviseni trigliceridi, snizen HDL) [65]. Stoga,
zdrava prehrana svakako moze utjecati i na smanjenje upale, vaznog patofizioloSkog procesa
u nastanku ateroskleroze. Istrazivanja su pokazala kako je konzumacija preporuc¢enih obrazaca
prehrane povezana s nizim rizikom razvoja kardiovaskularnih i drugih kroni¢nih bolesti.
Idealna prehrana za prevenciju kardiovaskularnih bolesti je ona koja sadrZi puno voca i povr¢a,
cjelovitih Zzitarica, orasastih plodova, ribe, mesa peradi, dok se ne preporu¢a konzumacija
crvenog 1 preradenog mesa, rafiniranih ugljikohidrata, hrane i pi¢a s dodanim Secerima te
zasi¢enim masnim kiselinama [66]. Koncept funkcionalne hrane pokrenut je u Japanu 1980-ih
godina, kada su zbog porasta troSkova zdravstvene skrbi te starenja stanovniStva pokrenuli
sustav za odobravanje hrane s poznatim zdravstvenim dobrobitima kako bi pokusali poboljsati
zdravlje stanovniStva. Funkcionalna hrana moze biti obogacena odredenim nutrijentima koje
inace ne sadrZi, ali jednako tako u funkcionalnu hranu se ubraja i hrana koja prirodno ima veci
udio odredenog nutrijenta. S obzirom na navedeno, funkcionalnu hranu mozemo podijeliti u
nekoliko skupina:

1) hrana obogaéena dodatnim hranjivim tvarima (npr. Vo¢ni sokovi obogaceni vitaminom C,
vitaminom E, cinkom, kalcijem),

2) hrana s dodanim novim nutrijentima ili sastojcima koji se inace na nalaze u odredenoj hrani

(npr. probiotici ili prebiotici),
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3) hrana iz koje je odredena Stetna komponenta uklonjena ili smanjena, ili pak zamijenjena
nekom drugom s blagotvornim u¢incima,

4) hrana u kojoj je jedna od komponenti prirodno obogacena (npr. jaja obogacena n-3 PUFA),
5) hrana koja i inace sadrzi vec¢e koncentracije odredenih blagotvornih tvari (npr. bobicasto
voce) [67].

Brojna istrazivanja pokazuju povezanost crijevne mikrobiote sa zdravljem pa tako postoji i
funkcionalna hrana koja sadrzi probiotike kao §to su jogurt i kefir [64]. Maslinovo ulje koje je
dio mediteranske dijete poznato je po svojim blagotvornim u¢incima, pa je tako i EPIC studija
pokazala kako je konzumacija maslinovog ulja u Spanjolskoj povezana s 26% redukcijom rizika
od smrtnosti [68]. Druga studija koja je provedena u Francuskoj i ukljucivala je 7625 ispitanika,
nakon 5 godina prac¢enja pokazala je 41% nizi rizik od nastanka mozdanog udara u ispitanika
koji su konzumirali maslinovo ulje [69]. Potrebna su dodatna istrazivanja i drugih potencijalno

pozitivnih tvari u obliku funkcionalne hrane u mogucoj prevenciji ili lije€enju nekih bolesti.

1.8. n-3 polinezasicene masne Kiseline (n-3 PUFA)

Masne kiseline, koje mogu biti zasi¢ene, mononezasic¢ene (eng. Monounsaturated fatty acids,
MUFA) ili polinezasicene (eng. Polyunsaturated fatty acids, PUFA) se oksidiraju u
mitohondrijima 1 predstavljaju vazan izvor energije. One su glavne komponente fosfolipida
stani¢nih membrana. Zasi¢ene masne kiseline su one koje nemaju dvostruke veze izmedu atoma
ugljika. Mononezasi¢ene masne kiseline sadrze jednu dvostruku vezu, tijelo ih moze samo
proizvesti, ali i unijeti hranom. Polinezasi¢ene masne kiseline su esencijalne masne kiseline
koje sadrze viSe od jedne dvostruke veze izmedu ugljikovih atoma, a u njih se ubrajaju n-3
PUFA i n-6 PUFA koje su definirane su polozajem prve dvostruke veze u ugljikovom lancu:
kod n-3 PUFA dvostruka veza nalazi se na C3, dok se kod n-6 PUFA prva dvostruka veza nalazi
na C6. N-3 i n-6 PUFA predstavljaju vazne signalne molekule u organizmu [70]. Najvecu
aterogenu aktivnost imaju transmasne kiseline koje imaju jednu dvostruku vezu u kojoj su
vodikovi atomi jedan nasuprot drugom. Industrijska hrana kao §to su kolaci, krekeri 1 slicho
sadrzi visok udio transmasnih kiselina, a njihova konzumacija povec¢ava LDL kolesterol i
trigliceride u plazmi [71].

Linolei¢na kiselina (LA), jedna od n-6 PUFA, prekursor je za arahidonsku kiselinu (AA) iz koje
nastaju vazokonstriktivni prostaglandini i leukotrijeni. Nasuprot tome, a-linolenska kiselina
(ALA), najjednostavnija n-3 PUFA koja se svrstava u esencijalne masne Kkiseline se

metabolizira u eikosapentatensku kiselinu (EPA) i dokozaheksaensku kiselinu (DHA). Glavni
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izvor EPA 1 DHA predstavlja riba, dok su glavni izvor ALA oraSasti plodovi, soja i repi¢ino

ulje. N-6 PUFA odnosno AA i LA se nalaze u suncokretu [72].

Tablica 2. Podjela n-6 i n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA)

n-6 PUFA n-3 PUFA

Naziv Formula Naziv Formula
Linolna kiselina 18:2n-6 a- linoleinska 18:3n-3
(LA) Kiselina (ALA)
y-linoleinska kiselina | 18:3n-6 Stearinska kiselina 18:4n-3
(DGLA) (SDA)
Dihomo y- 20:3n-6 Eikozatetraenska 20:4n-3
linoleinska kiselina kiselina (ETA)
(DGLA)
Arahidonska kiselina | 20:4n-6 Eikozapentaenska 20:5n-3
(AA) kiselina (EPA)
Dohozapentaeni¢na | 22:5n-6 Dohopentaenska 22:5n-3
kiselina (DPA) kiselina (DPA)

N-6 PUFA se smatraju proupalnim, dok se n-3 PUFA smatraju protuupalnim. Osim toga,
protuupalni uéinci mogu biti i zbog toga $to n-3 PUFA djeluje kompetitivno kao supstrat za
metabolizam n-6 PUFA [73]. Kada postoji ve¢i omjer n-6/n-3 PUFA, tada nastaju prostaglandin
serije 2 (PGI2), leukotrijen serije 4 (LTB4), tromboksan B serije 2 (TXB2) koji djeluju
vazokonstriktorno, aktiviraju trombocite i djeluju proupalno. Ukoliko je omjer manji, odnosno
kada je koncentracija n-3 PUFA veca, tada dominira proizvodnja protuupalnih i
vazodilatatornih medijatora kao §to je PGI3, LTB5, TXA3 [74]. Stoga neuravnoteZen omjer n-
6/n-3 PUFA u korist n-6 PUFA djeluje protrombotski i proupalno $to pridonosi nastanku
ateroskleroze [75]. Neki od metabolita masnih kiselina kao §to su EPA, DHA, prostaglandini
serije 3 1 1, mogu djelovati kao endogeni inhibitori angiotenzin konvertiraju¢eg enzima (na
jednak nacin djeluju ACE inhibitori, jedni od najpotentnijih antihipertenzivnih lijekova) te
mogu djelovati i kao reduktaze 3-hidroksi-3-metil-glutaril-koenzima A (HMG-CoA — enzim na
kojeg djeluju i statini, najpotentniji hipolipemici), ¢ime takoder ostvaruju svoje
antihipertenzivne, protuupalne i antiaterosklerotske ucinke djeluju¢i na endotelne stanice,

leukocite i trombocite [76].
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n-6 PUFA n-3 PUFA

| |

Linoelinska kiselina o- linoleinska
kiselina

Arahidonska Eikosapentatenska Dokozaheksaenska
klselma kiselina kiselina

- == o> =

Prostanoidi serije 2 Leukotruem serije 4 Prostanoidi serije 3 | Leukotrijeni serije 5 l I rezolvini |
Prostaglandini Prostaglandini

Tromboksani Tromboksani

Prostaciklini Prostaciklini

Proupalniucinci Protuupalni ucinci

Slika 1 Podjela i u¢inci n-6 i n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina (eng. Polyunsaturated fatty
acids, PUFA). Linolei¢na kiselina jedan je od prekursora za arahidonsku kiselinu iz koje
pomocu enzima ciklooksigenaze nastaju prostanoidi serije 2, prostaglandini, tromboksani i
prostaklicini, a lipooksigenazom nastaju leukotrijeni serije 4. Svi navedeni imaju proupalne
u¢inke. A-linoleinska Kkiselina je n-3 PUFA iz koje nastaju eikosapentaenska i
dokozaheksaenska kiselina. 1z EPA ciklooksigenazom nastaju prostanoidi serije 3,
prostaglandini, tromboksani i prostaciklini koji ostvariju protuupalne ucinke. Osim toga,
pomocu enzima lipooksigenaze nastaiju leukotrijeni serije 5 i1 rezolvini s takoder protuupalnim
ucincima.

Izvor: izradila autorica disertacije

Jedna od najistrazivijih aktivnih supstanci zivotinjskog podrijetla upravo su n-3 PUFA, a
najbolji izvor su im riba kao §to je losos, tuna i sardine. Brojne studije su istrazivale u¢inke n-
3 PUFA u kroni¢nim stanjima kao §to su karcinomi, upalne bolesti crijeva, reumatske bolesti i
druge, a najvise istrazivanja postoji o ué¢incima n-3 PUFA na kardiovaskularni sustav [66].

Studije pokazuju jasno povecanje rizika od pretilosti kada postoji vec¢a koncentracija n-6 PUFA
i kada je vec¢i omjer n-6/n-3 PUFA, dok je kod vece koncentracije n-3 PUFA taj rizik manji

[77]. Mediteranska prehrana je povezana s boljom funkcijom endotela kod ispitanika s
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kroni¢nim koronarnim sindromom, ¢ak i kod onih s tezom endotelnom disfunkcijom [78,79].
Takoder, zamjena zasi¢enih masnih kiselina nezasi¢enim, posebice PUFA, smanjuje rizik od
ishemijske bolesti srca, a sto je dokazala studija koju su proveli Li i suradnici na uzorku od
84628 zena i 42908 muskaraca tijekom 24 do 30 godina pracenja [78]. Konzumacije ribe bogate
n-3 PUFA barem jednom tjedno, povezana je s manjim rizikom od bolesti koronarnih arterija
[79]. n-3 PUFA snizavaju vrijednosti triglicerida u krvi, ali jo§ uvijek nije poznat mehanizam
djelovanja, vjeruje se kako djeluju na receptore aktivirane proliferatorom peroksisoma (eng.
Peroxisome proliferator-activated receptors, PPAR). N-3 PUFA se preporucuju u terapiji kod
pacijenata kod kojih ciljne vrijednosti triglicerida u krvi nisu postignute uz statine ili fibrate.
Svjetska zdravstvena organizacija preporuca da bi zasiCene masne kiseline trebale biti
zastupljene u prehrani s manje od 10%. Istrazivanja su pokazala kako zamjena zasi¢enih masnih
kiselina u prehrani polinezasi¢enin smanjuje kardiovaskularni rizik, odnosno da ukoliko se
poveca unos PUFA za 5%, dolazi do smanjenja rizika za razvoj koronarne bolesti za 10% [72].
Svjetska zdravstvena organizacija, Americko kardiolosko drustvo kao i vlade nekih zemalja
sada preporucuju dnevni unos od 1,4 do 2,5 g N-3 PUFA dnevno, a od toga EPA i DHA u
rasponu od 140 do 600 mg/dan. To predstavlja najmanje 2 porcije ribe tjedno. Preporuceni
omjer n-6/n-3 bi trebao u prosjeku biti oko 1 [72]. Unato¢ svemu navedenom, istrazivanja su
pokazala kako Europljani unose znacajno vise zasi¢enih masnih kiselina od preporucenih 10%
te kako je unos polinezasi¢enih masnih kiselina u vec¢ini europskih zemalja ispod preporucenih

vrijednosti [60,80].

1.9. Vitamin E

Vitamin E je vitamin topiv u mastima koji djeluje kao antioksidans. On obuhvaca 8 razli¢itih
molekula, 4 tokoferola (a-, B-, y- i 6-tokoferol) i 4 tokotrienola (a-, B-, y- i & tokotrienol), od
kojih je alfa tokoferol najzastupljeniji oblik u ljudskoj prehrani. Svi navedeni su jaki
antioksidansi koji stite polinezasi¢ene masne kiseline u membrani od oksidacije, reguliraju
proizvodnju slobodnih kisikovih i dusikovih vrsta te moduliraju signalne puteve [81,82]. Glavni
izvor vitamina E su biljna ulja kao $to su ulje soje, suncokreta, kukuruza, oraha, palmino ulje,
voce, povrée te oraSasti plodovi kao $to je kikiriki, badem, suncokretove sjemenke i kukuruz.
Omjeri a, -, y-, 1 6-tokoferola varira ovisno o vrsti ulja. Vitamin E se u organizmu pohranjuje
u masnom tkivu gdje se nalazi oko 90% ukupne koliCine pa se rijetko sre¢e deficit ovog
vitamina. Medutim, koncentracije a-tokoferola u plazmi ispod 9 mmol/L za muskarce ili ispod

12 mmol/L za Zene smatraju se ispod preporucene vrijednosti. Ne postoji strogo definirana
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vrijednost preporucenog dnevnog unosa vitamina E, ali u vecini zemalja se preporucuje
12mg/dan za Zene 1 13-15 mg/dan za muskarce. Osim toga, unos vitamina E bi trebao biti u
korelaciji s unosom PUFA jer on djeluje na stabilizaciju stanicne membrane i §titi n-3 PUFA
od oksidacije [83,84].
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Slika 2 Prikaz 8 razli¢itih molekula vitamina E

Izvor: izradila autorica disertacije

Tijekom peroksidacije lipida vitamin E veze peroksilni radikal prije nego on reagira s PUFA,
te se pri tome stvara tokoferolski radikal koji se mora reducirati s drugim antioksidansima kao
Sto je askorbinska kiselina [85,86]. Osim antioksidativnog ucinka, studije su pokazale njegov
modulatorni u€inak na upalu smanjenjem izlu¢ivanja proupalnih citokina kao $to su interleukin
IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-8 [87]. Osim toga, ima i antiaterotrombotske ucinke koje postize svojim
djelovanjem na trombocite i sustav zgruSavanja [88]. Vitamin E moze modulirati upalni
odgovor inhibicijom 5-lipoksigenaze koja smanjuje otpustanje IL-1p iz monocita; to smanjuje
adheziju monocita na endotelne stanice [82]. Poznato je kako vitamin E ima protektivno
djelovanje protiv Parkinsonove bolesti i kako uslijed nedostatka vitamina E mogu nastati

odredeni neuroloski poremecaji kao Sto je spinocerebelarna ataksija i odredene miopatije,
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medutim uloga vitamina E u prevenciji kardiovaskularnih bolesti nije u potpunosti razjasnjena
[89]. Osim toga, vitamin E pojacava proizvodnju NO, a istrazivanja su pokazala kako njegova
suplementacija u osoba s hiperkolesterolemijom ima pozitivne uc¢inke na vazodilataciju ovisnu
0 endotelu [90]. Manje studije su pokazale kako je dijeta bogata vitaminom E povezana s nizim
rizikom nastanka koronarne arterijske bolesti kod musSkaraca i zena te je vitamin E Stitio od
kardiovaskularnih mortaliteta. Medutim, klini¢ka istrazivanja nisu pokazala znacajnu korist kod

konzumacije vitamina E u prevenciji kardiovaskularnih bolesti [91].

1.10. Selenij

Selenij je jedan od elemenata u tragovima Kkoji je esencijalan za funkciju mnogih enzima u
organizmu koji imaju ulogu u raznim bioloskim funkcijama kao §to su regulacija upalnog
odgovora, proliferacija i diferencijacija imunoloskih stanica, migracija i adhezija leukocita i dr.
Takoder, selenij je dio antioksidativnog sustava, on povecava antioksidativni kapacitet i utjece
na signalne puteve nuklearnog ¢imbenika kapa B (NF-xB) i na taj na¢in smanjuje produkciju
interleukina i TNF-o. Selenij se u organizam unosi raznovrsnom prehranom ukljucujuci
Zitarice, povrée, plodove mora, meso, mlijecne proizvode i orasaste plodove. Ukupna koli¢ina
selenija u ljudskom organizmu je izmedu 3 i 20 mg, a pohranjen je u razli¢itim organima i
tkivima, oko 30% u jetri, 30% u miSi¢ima, 15% u bubrezima, 10% u plazmi i 15% u drugim
organima. Selenij se iz crijeva apsorbira te potom jetra sintetizira selenoprotein P koji ulazi u
krvotok i opskrbljuje druge organe [92].

Svjetska zdravstvena organizacija preporucuje dnevni unos od 55 pg selenija na dan za odrasle
uz dopustenu gornju granicu od 400 pg/dan. Selenij u hrani postoji u obliku organskih spojeva
selenija, selenata i selenita koji imaju vecu bioraspolozivost od anorganskog selenija, a selenij
u biljnoj hrani ima bolju bioraspolozivost od onog u zivotinjskoj hrani [93]. Svoje bioloske
uc¢inke uglavnom ostvaruje ugradnjom u selenoproteine. Identificirano je 25 selenoproteina u
ljudi; glutation peroksidaza i tioredoksin reduktaza glavni su selenoproteini koje eksprimiraju
endotelne stanice, a djeluju kao vazni unutarstani¢ni antioksidansi [94-96]. Endotelni
selenoproteini ukljuceni su u regulaciju vaskularnog tonusa odrzavanjem ravnotezZe superoksid
anion/NO, kontroliranjem ekspresije molekula stani¢ne adhezije te kontroliranjem aktivnosti
ciklooksigenaza i lipooksigenaza [95]. U eksperimentalnih modela, nedostatak selenija u
zivotinja s hiperkolesterolemijom uzrokovao je nizu ekspresiju LDL receptora u jetri i HMG-
CoA, s posljedicnim povisenjem koncentracije apolipoproteina B (ApoB), dok je supstitucija

selenija u tih modela to promijenila [97]. Takoder kod Stakora hranjenih dijetom s visokim
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udjelom kolesterola, dodatak selenita u prehranu smanjio je serumsku koncentraciju LDL-a i
triglicerida, vjerojatno kao posljedicu smanjene ekspresije sintetaze masnih kiselina, a §to
sugerira zasStitan u¢inak selenija protiv hiperkolesterolemije [98]. Neupitna je uloga selenija u
normalnom funkcioniranju kardiovaskularnog sustava. U podru¢jima Kine gdje je tlo
siromasno selenijem, povecana je incidencija kardiomiopatije karakterizirane pojatanom
fibrozom miokarda (Ke$anska bolest). Studija AtheroGene pokazala je kako su nize vrijednosti
selenija u serumu povezane s veCom smrtnosti kod pacijenata s akutnim koronarnim sindromom
[99]. Studije su pokazale kako dodatak selenija u suplemente koji sadrze antioksidanse moze
smanjiti rizik od kardiovaskularne smrtnosti [100]. Takoder, nakon 4 godine uzimanja
selenijuma i koenzima Q10, smanjio se rizik od kardiovaskularne smrti u grupi zdravih starih
ispitanika kao i u podgrupama ispitanika sa SeCernom bolesti, arterijskom hipertenzijom i
ishemijskom bolesti srca nakon 12 godina prac¢enja [101]. Studije na animalnim modelima
pokazale su kako suplementacija selenija moze sprijeciti nastanak aterosklerotskih lezija.
Ranija istrazivanja su pokazala kako suplementacija selenija, samog ili uz dodatak vitamina E,
kod zeceva dovodi do redukcije aterosklerotskih lezija u aorti [102]. Dodatak selenija prehrani
hréaka uzrokovao je redukciju aterosklerotskih lezija aorte te je imao zastitni u¢inak protiv
oksidativnog stresa i oksidacije LDL-a, dok je kod ApoE” miSeva dodatak selenija takoder
djelovao preventivno na oksidativni stres [103,104]. Osim tog znacajno je smanjila osjetljivost

srca Stakora na ishemiju [105].

1.11. Lutein

Lutein je jedan od preko 600 karotenoida koji postoje u prirodi. Karotenoidi su prirodno
antioksidansi, a vecinu sintetiziraju bakterije, gljive i biljke. Za karotenoide je karakteristican
sustav konjugiranih dvostrukih veza koji moze apsorbirati svjetlost u rasponu izmedu 400 1 550
nm, ali je takoder odgovoran i za nestabilnost ovih spojeva. Lutein je jedan od najistrazivanijih
karotenoida u prehrani, a sintetiziraju ga samo biljke. Glavni izvor luteina je zeleno lisnato
povrce kao $to je Spinat, salata i brokula, ali je prisutan i u ribi, mesu i jajima, osobito Zumanjku
[106]. Lutein je dio makularnog pigmenta koji Stiti makulu od fotooksidativnog osStecenja.
Takoder, on djeluje kao antioksidans koji stiti od kisikovih i lipidnih peroksi radikala. Poznato
je kako je suplementacija luteinom uc¢inkovita u lijecenju i prevenciji makulopatije povezane
sa starenjem [107]. Medutim, moguca uloga luteina u prevenciji ili lijeCenju kardiovaskularnih
bolesti nije u potpunosti poznata. Nedavna istraZivanja i klinicke studije pokazale su kako lutein

ima protuupalni i antioksidativni u¢inak, a isto postize modulacijom upalnih signalnih puteva.
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On suprimira aktivaciju nuklearnog ¢imbenika kB te suprimira stvaranje upalnih citokina kao
Sto su IL-1B, IL-6, TNF-o. Smanjuje razinu oksidativnog stresa induciraju¢i rad
antioksidativnih enzima kao $to su CAT, SOD, GPX. Osim toga djeluje sinergisticki s drugim
antioksidansima. Lutein moze inhibirati NADH/NADPH oksidazu koja je najvazniji enzim
ukljucen u proizvodnju reaktivnih kisikovih vrsta u endotelu te time poboljSava endotelnu
funkciju [108,109]. Na modelu misa pokazano je kako dodatak luteina prehrani moze smanjiti
stvaranje aterosklerotskih lezija [110]. Jedna studija provedena u Kini pokazala je kako je
koncentracija luteina u serumu bile znac¢ajno nize kod ispitanika s ranom aterosklerozom te je
uoceno kako je koncentracija luteina u serumu obrnuto proporcionalna debljini intime medije
karotidnih arterija [111]. Rezultati nekih studija upucuju na to da su vece koncentracije
karotenoida u serumu, ukljucujuéi lutein, povezane s nizim rizikom kardiovaskularne smrtnosti

u odraslih osoba s arterijskom hipertenzijom [112].

1.12. Obogacena kokoSja jaja kao primjer funkcionalne hrane

Jaja su jeftina i dostupna namirnica koja je bogata hranjivim tvarima kao $to su bjelancevine,
esencijalne masne kiseline, lutein, kolin, vitamini i minerali [113]. Modifikacijom prehrane
koko$i moguée je dodatno obogatiti jaja vaznim nutrijentima pa je tako dodavanjem biljnih ulja
(lanenog 1/ili repi¢inog) u hranu za nesilice moguée povecati sadrzaj n-3 PUFA u jajima, dok
je dodatkom ribljeg ulja mogucée povecati sadrzaj EPA 1 DHA. Proizvodnja ovakvih jaja
predstavlja  jeftinu  strategiju za  ukljuivanje n-3 PUFA u  prehranu.
Takoder, modifikacijom prehrane nesilica moguce je jaja obogatiti vitaminom E, selenijem i
luteinom koji omogucavaju sinergisticki u¢inak antioksidativnih sastojaka. Konzumacija
obogacenih jaja pruza jednostavniji unos esencijalnih komponenti koje mogu imati pozitivan
ucinak kod osoba koje ih konzumiraju pa tako i kod kardiovaskularnih bolesnika [114].

Znanstveni centar izvrsnosti (ZCI) za personaliziranu brigu o zdravlju Sveucilista Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Osijek, Hrvatska je interdisciplinarni centar izvrsnosti iz podrucja
biotehnickih i biomedicinskih znanosti a kojem je uloga prijenos znanja i kompetencija ste¢enih
u biotehni¢kim znanostima na temeljna i primijenjena biomedicinska istrazivanja. Pri ovom
Znanstvenom centru formirana je Znanstvena jedinica za istraZivanje, proizvodnju i medicinsko
ispitivanje funkcionalne hrane, a koji ¢ini tim istrazivaca s Fakulteta agrobiotehnickih znanosti,
Odjela za kemiju Osijek i Medicinskog fakulteta Osijek, a koja je zapocela s radom 2016.
godine. Prvi oblik funkcionalne hrane koji je istrazivan pri ZCl bila su jaja obogacena n-3

PUFA. Dosadasnja istrazivanja ove skupine pokazala su kako konzumacija jaja obogacenih n-

19



3 PUFA kod mladih zdravih ispitanika poboljSava mikrovaskularnu o endotelu ovisnu
vazodilataciju, smanjuje serumske koncentracije proupalnog citokina (INF-y), a povecava
koncentraciju protuupalnog citokina (IL-10) [115]. U skupini od 23 sportasa, konzumacija jaja
obogacenih n-3 PUFA poboljsala je mikrovaskularnu reaktivnost ovisnu o perifernom endotelu
i smanjila je aktivnost serumskih antioksidativnih enzima (GPx i SOD) u grupi ispitanika koji
su konzumirali obogaéena jaja u odnosu na grupu koja je konzumirala obi¢na jaja [116]. U
skupini ispitanika s koronarnom bolesti (i akutni i kroni¢ni koronarni sindrom), zabiljezeno je
povecanje n-3 PUFA (EPA) u serumu nakon konzumacije 3 kokosja jaja obogacena s n-3 PUFA
kroz 3 tjedna, te je zabiljeZeno smanjenje omjera n-6/n-3 PUFA, dok u kontrolnoj skupini nisu
zabiljezene promjene profila masnih kiselina u serumu. Osim toga, konzumacija jaja
obogacenih s n-3 PUFA imala je blagi protuupalni u¢inak smanjujuéi koncentraciju proupalnog
citokina IL-1A u skupini ispitanika koja je konzumirala obogaéena jaja [117]. Nakon
istrazivanja provedenih s n-3 PUFA obogacenim jajima, skupina istraZzivaca s Fakulteta
agrobiotehnickih znanosti proizvela je jaja obogacena n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i
luteinom te su provedene dodatne studije. U studiji provedenoj na 30 zdravih ispitanika u dobi
od 18 do 30 godina, pokazano je kako je konzumacija kokosjih jaja obogacenih n-3 PUFA,
vitaminom E, selenijem i luteinom dovela do znac¢ajanog porasta EPA u usporedbi s bazalnim
vrijednostima [118]. Osim toga, u istoj grupi ispitanika utvrden je blagotvoran ucinak jaja
obogacenih n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom na mikrocirkulaciju zdravih mladih
ispitanika, a koji je odreden mjerenjem vazodilatacije ovisne o endotelu (PORH i vazodilatacija
izazvana iontoforezom ACh), a $to je pripisano pove¢anom ekspresijom proteina COX-2 u
skupini koja je konzumirala obogaéena jaja u odnosu na kontrolnu skupinu [118]. Potrebno je
istraziti hoce 1i, uz n-3 PUFA-a, dodatak drugih nutritivnih elemenata kao $to su vitamin E,

selenij 1 lutein ostvariti dodatni, kumulativni u¢inak u kroni¢énom koronarnom sindromu.
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2. CILJ

Utvrditi ucinak funkcionalne hrane u obliku jaja obogacenih nutrijentima n-3 PUFA,
vitaminom E, selenijem i luteinom na endotelnu funkciju te na antioksidativni odgovor kod
kroni¢nog koronarnog sindroma.

Utvrditi u¢inak konzumacije obogacenih jaja na vrijednosti ukupnog kolesterola, LDL
kolesterola, HDL kolesterola i triglicerida u serumu.

Pokazati kako konzumacija kokosjih jaja nema Stetan ucinak na zdravlje, a niti na vrijednosti

lipida u krvi.
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3. HIPOTEZA

Hipoteza ovog istrazivanja je da ¢e konzumacija kokosjih jaja obogacenih s 4 funkcionalna
elementa (n-3 PUFA, vitamin E, selenij, lutein) kod kroni¢nog koronarnog sindroma
uzrokovati:

1) poboljsanje mikrovaskularne reaktivnosti

2) poboljsanje antioksidativnog odgovora

3) smanjit ¢e serumsku koncentraciju ukupnog kolesterola, LDL kolesterola i triglicerida, a

povecat ¢e serumsku koncentraciju HDL kolesterola
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ispitanici

U ovoj randomiziranoj, dvostruko slijepoj, placebo kontroliranoj intervencijskoj studiji
sudjelovalo je ukupno 30 ispitanika oba spola (9 Zena i 21 muskarac) koji su stariji od 18 godina
s poznatim kroni¢nim koronarnim sindromom. Ispitanici su bili osobe koje u osobnoj anamnezi
imaju ranije preboljeni akutni koronarni sindrom (ukljucujuéi infarkt miokarda sa ST
elevacijom, akutni infarkt miokarda bez ST elevacije ili nestabilnu anginu pektoris) ili su imali
anginu pektoris, a koronarografijom im je utvrdena aterosklerotska bolest koronarnih arterija.
Kod ispitanika je ranije ucinjena ili perkutana koronarna intervencija ili kirursko lijeenje, a
bolest je sada u stabilnoj fazi te zahtjeva daljnju optimalnu medikamentoznu terapiju prema
preporukama Europskog kardioloskog drustva. Ispitanici su regrutirani u Zavodu za bolesti srca
1 krvnih zila Klinickog bolni¢kog centra Osijek. Isklju¢ni kriteriji za sudjelovanje u studiji bili
su: kroni¢no ili akutno bubrezno zatajenje, zatajenje jetre (kroni¢na bolest ili oStecena sintetska
ili metabolicka funkcija jetre), kroni¢na plu¢na bolest ili stanja kroni¢ne hipoksemije, kroni¢ne
ili aktivne infektivne bolesti sa sistemnim upalnim odgovorom (npr. tuberkuloza), poznate
maligne bolesti, autoimune bolesti, nasljedne metaboli¢ke bolesti i druge nasljedne sistemne
bolesti, nedavni operativni zahvat (unazad 3 mjeseca), nedavna teza traumatska ozljeda (unazad
6 mjeseci), cerebrovaskularni inzult u zadnjih 6 tjedana, neurodegenerativne bolesti, epilepsija,
znacajna anemija (vrijednosti hemoglobina <110 g/L kod muskaraca i <100 g/L kod zena),
stanje nakon reanimacije (unazad 3 mjeseca), terapija koja znacajno utjeCe na vaskularnu ili
imunolosku funkciju (npr. imunosupresivni lijekovi, sistemni kortikosteroidi), neregulirane
bolesti stitnjace, konzumacija alkohola ili droga.

Za vrijeme trajanja studije ispitanici su redovito uzimali, od strane nadleznog obiteljskog
lijecnika i/ili specijalista propisanu medikamentnoznu terapiju koju koriste i inace, ukljucujuci
statine 1 ostalu terapiju prema smjernicama Europskog kardioloSkog druStva za lijecenje
kroni¢nog koronarnog sindroma (ACE inhibitore, beta blokatore, antitrombocitnu terapiju).
Neki ispitanici su koristili i ezetimib. Za vrijeme trajanja protokola, savjetovano im je
izbjegavati konzumaciju vece koli¢ine hrane bogate n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i
luteinom kao $to je riba, riblje ulje, orasasti plodovi i dr., a $to bi moglo utjecati na rezultate
istrazivanja. Takoder, tijekom trajanja studije ispitanici nisu koristili suplemente niti druge

oblike funkcionalnu hranu obogac¢enu n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem niti luteinom.
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Svi su ispitanici potpisali informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju. Ispitivanje je
odobreno od strane Etickog povjerenstva KBC Osijek (Broj: R2-8262/2020.) i Medicinskog
fakulteta Osijek Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku (Klasa: 602-04/20-08/07,
URBROJ: 2158-61-07-20-118).

Konzumacija 3 jaja (obi¢na ili obogacena) dnevno kroz 21 dan

ITM, WHR
BP, HR

ITM, WHR
BP. HR
Uzorkovanje venske krvi Uzorkovanje venske krvi

Mjerenje mikrovaskularnog Mjerenje mikrovaskularnog

protoka koZe podlaktice LDF) protoka koZe podlaktice (LDF)

Mjerenje dijametra brahijalne

arterije (FMD)

Mjerenje dijametra brahijalne

arterije (FMD)

Slika 3 Vremenski tijek studije s provedenim mjerenjima u svakom studijskom posjetu. (ITM-
indeks tjelesne mase, WHR- (eng. waist-to-hip ratio) — omjer struk bokovi BP- (eng. blood

pressure) — krvni tlak; HR- (eng. heart rate) — sréana frekvencija)

4.2. Protokol istrazivanja

Ispitanici su dobrovoljno regrutirani od strane glavnog istrazivaca. Prije uklju¢enja u studiju
ucinjen je pregled medicinske dokumentacije kako bi se postovali ukljuéni i iskljuéni kriteriji
studije. Kako bi se osigurala objektivna provjera ucinka konzumacije obogacenih jaja,
provedena je procedura jednostavne randomizacije kojom su ispitanici bili podijeljeni u dvije
skupine, kontrolnu skupinu koja je konzumirala obi¢na kokosja jaja i Nutri4 skupinu koja je
konzumirala jaja obogacena n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom. Randomizaciju je
proveo IstrazivaC 2 postupkom jednostavne randomizacije pomocu novc€ica. Nakon
randomizacije svakom ispitaniku dodijeljena je jedinstvena Sifra i broj 1 (kontrolna grupa) ili 2

(Nutri4) kako niti sudionik niti glavni istraziva¢ ne bi znali kojoj skupini pripadaju ispitanici
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sve do zavrSetka protokola. IstrazivaC¢ 3 dopremao je i numerirao kokosja jaja te ih dijelio
ispitanicima. Tijekom studijskog protokola koji traje tri tjedna (21 dan) svi ispitanici su
konzumirali tri tvrdo kuhana jaja na dan (ukupno 63 jaja), otprilike u isto doba dana (dorucak).
U svakoj od grupa bilo je ukupno 15 ispitanika. Eksperimentalna grupa je konzumirala jaja
obogac¢ena n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom (n-3 PUFA 432 mg, vitamin E 1.098
mg, selenij 0.0191 mg, lutein 0.616 mg/po jajetu), dok je kontrolna grupa konzumirala
normalna kokosja jaja (n-3 PUFA 146 mg, vitamin E 0.595 mg, selenij 0.0183 mg, lutein
0.11mg/ po jajetu). Sva jaja, i Nutri4 i obi¢na bila su iste veli¢ine L kako ne bi bilo vidljive
razlike medu njima.

Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za molekularnu i klinicku imunologiju i Laboratoriju
za klini¢ku 1 sportsku fiziologiju Katedre za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta
Osijek. Sva mjerenja su ucinjena prvog dana protokola te po zavrSetku konzumacije jaja,
odnosno 22. dan. Sva mjerenja 1 uzorci krvi uzorkovani su u jutarnjim satima, nataSte.
Ispitanicima je savjetovana posteda od jace fizicke aktivnosti 24 sata prije dolaska te je
savjetovano izbjegavanje konzumacije kofeina na dan dolaska u laboratorij. Tijekom trajanja
dijetalnog protokola ispitanici su vodili dnevnik prehrane, a kako bi se osigurala §to bolja
suradnja pri konzumaciji jaja, kontaktirani su telefonskim putem nekoliko puta od strane

ispitivaca.

4.3. Proizvodnja funkcionalno obogaéenih kokoSjih jaja

Jaja su proizvedena na peradarskoj farmi Marijan¢anka d.o.o. Marijanci prema protokolima
istrazivacke grupe Fakulteta agrobiotehni¢kih znanosti Osijek [114]. Ukupno 100 kokosi
podijeljeno je u dvije grupe. Jedna grupa (kontrolna) hranjena je sa standarnom smjesom za
hranjenje koja je sadrzavala 5% sojinog ulja, 0,32 mg/kg organskog selenija, 25,20 mg/kg
vitamina E i 20,5 mg/kg luteina (ekstrakt cvijeta nevena). Pokusna grupa kokosi hranjena je sa
smjesom u kojoj je sojino ulje zamijenjeno s 1,5% ribljeg ulja + 1,5% repicinog ulja + 2,0%
lanenog ulja, udio organskog selenija bio je 0,47 mg/kg, vitamina E 125,2 mg/kg i 120,5 mg/kg
luteina. Nakon pokusnog perioda u trajanju od pet tjedana, u¢injena je analiza ukupno 100 jaja.
Pokazano je da je u jajima kokos$i koje su hranjene modificiranom prehranom zabiljeZzena
povecana koli¢ina n-3 PUFA, a smanjena koli¢ina n-6 PUFA, osobito arahidonske kiseline sto
je utjecalo na omjer n-3/n-6 PUFA u jajima. Osim toga, zabiljezeno je i znacajno povecanje
koncentracije selenija i u bjelanjku i u Zumanjku, sadrzaj vitamina E bio je 2,74 puta veci, a

luteina 8.94 puta vec¢i u obogacenim u usporedbi s obi¢nim jajima. Navedeni nacin ishrane
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omogucio je znacajno povecanje koncentracije navedenih nutrijenata u jajima pokusnih kokosi

[114]. Sastav jaja naveden je u Tablici 3.

Tablica 3. Nutritivni sastav jaja i profil masnih kiselina u obi¢nim(Kontrola) i
obogacenim (Nutri4) jajima

Kontrolna jaja Nutri4 jaja

mg/60 g jaja (jestivi dio)*

Vitamin E (mg) 0,595 1,09
Lutein (mg) 0,11 0,616
Selenij (mg) 0,0183 0,0191
Masne kiseline (mg)

> SFA 1566 + 346 1442+185
>MUFA 1976 + 189 2419 £ 139
> n-6 PUFA 1263 + 148 747 £ 46
LA 1165 £ 140 702 +43
AA 89 +9 44 + 4
>n-3 PUFA 146 £ 20 342 + 25
ALA 71+11 189 £ 16
EPA n.d. 19+2
DHA 75 £11 135+ 11
Y'n-6 / Y'n-3 PUFA 8,71 2,18

Podatci su iskazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

>'SFA- (eng. saturated fatty acids) — zasi¢ene masne kiseline (C14:0, C15:0, C16:0, C17:0,
C18:0,C20:0,C21:0, C23:0); Y MUFA- (eng. monounsaturated fatty acids) -mononezasi¢ene
masne  kiseline (C14:1, C16:1, C18:1n9t, C18:1n9c, C20:1n9, C22:1n9);
>'n-6 PUFA- (eng. polyunsaturated fatty acids) — polinezasi¢ene masne kiseline (C18:2n6¢,
C18:3n6, C20:3n6, C20:4n6, C22:2n6); LA- linoleic acid (C18:2n6c); AA- arahidonska
kiselina (C20:4n6); >n-3 PUFA- (C18:3n3, C20:3n3, C20:5n3, C22:6n3); ALA- «
linoleinska kiselina (C18:3n3); EPA- ecikosapentaenoi¢na kiselina (C20:5n3); DHA-
dohoheksaenoicna kiselina (C22:6n3).

* L veli¢ina jaja s prosjeCnom tezinom 68g od ¢ega je jestivi dio oko 60g
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4.4. Antropometrijska mjerenja i mjerenja krvnog tlaka

Svim ispitanicima izmjerena je tjelesna visina (m) i tjelesna tezina (kg) te je iz tih vrijednosti
izratunat indeks tjelesne mase (ITM) koristeé¢i formulu tjelesna masa (kg) / visina? (m).
Obi¢nim krojackim metrom izmjeren je opseg struka (cm) i opseg bokova (cm) i izracunat je
omjer struk-bokovi. U¢injeno je mjerenje krvnog tlaka i pulsa u tri ponovljena mjerenja
prilikom svakog posjeta nakon 15 minuta mirovanja u sjedeCem polozaju, a iz izmjerenih
vrijednosti izraCunata je srednja vrijednost. Mjerenje tlaka i1 pulsa ucinjeno je koriStenjem
automatskog tlakomjera (OMRON M3, OMRON Healthcare Inc., Osaka, Japan), a prema
smjernicama Europskog drustva za hipertenziju [119].

4.5. Profil slobodnih masnih kiselina, koncentracija vitamina E i selenija i

luteina u serumu

4.5.1. Profil slobodnih masnih kiselina u serumu

Profil masnih kiselina u serumu izmjeren je u BIOCentru — inkubacijskom centru za bioznanosti
u Zagrebu. Za analizu profila masnih kiselina koriStena je plinska kromatografija — S
tandemskom masenom spektometrijom. Koristen je GC-MS/MS sustav Thermo Fisher GC
Trace 1300 u kombinaciji s TSQ 9000 Triple Quadrupole. Za identifikaciju pojedinacnih
masnih kiselina u kromatogramu koriStena je standardna mjesavina masnih kiselina Supelco 37
Component FAME Mix (Supelco Inc., Bellefonte, PA, SAD). Prije analize uzorci su pohranjeni
na -80°C. Za pripremu standardnih otopina priredena je otopina metil estera masnih kiselina
(FAME MIX) kao 30 mg/ml ukupne koncentracije masnih kiselina u metilen kloridu od Supelca
(Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA). Na 20 ul uzorka seruma u Eppendorf epruveti, dodano je
dodatnih 200 pl fizioloSke otopine, ImL metanola 1 2 mL kloroforma 1 mijeSano je 10 minuta
na rotacijskoj mijesalici. Potom je dodano 500 pul 1M NaCl-a i ponovno je mijeSano jos 2
minute. Potom je uzorak centrifugiran na 3000 rpm kroz 10 minuta. Centrifugiranjem su
razdvojeni slojevi, a potom je 1 mL donjeg sloja kloroforma uzeto u staklenu epruvetu i
ispareno do suhog pod strujom duSika. Dodavanjem 1 mL 14% metanolnog borovogfluorida
(BF 3 ) u ispareni uzorak zapoceta je metilacija masnih kiselina. Uzorak je zatim stavljen na
termoblok na 75 °C na 45 minuta. Nakon hladenja dodano je 1 ml visoko procis¢ene vode i 1
ml heksana i mjeSano je kroz 2 minute. Nakon odvajanja slojeva, 600 pl gornjeg heksanskog

sloja je upareno do suhog. Uzorak je sakupljen i analiziran [120].
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4.5.2. Koncentracija vitamina E

Koncentracija vitamina E u uzorcima seruma mjerena je prema protokolu koji je opisao Jargar
[121]. Za odredivanje koncentracije vitamina E u plazmi, uzorku je dodan apsolutni alkohol
kako bi se postigla denaturacija proteina. Potom je uzorku dodan ksilen i uzorak je
centrifugiran. Odvojen je supernatant i dodan je 2,2 bipiridil, a kako bi se dobila crvena boja
uzorku je dodan FeCl2. Apsorbancija je mjerena spektrometrom (PR 3100 TSC Microplate
Reader, BioRad Laboratories, Hercules, California) na 492 nm, a dobivena apsorbancija
proporcionalna je koncentraciji vitamina E u serumu [121]. Koncentracija vitamina E mjerena
je u Laboratoriju za molekularnu i klini¢ku imunologiju Zavoda za fiziologiju i imunologiju

Medicinskog fakulteta Osijek.

4.5.3. Koncentracija selenija

Koncentracija selenija u serumu izmjerena je pomoc¢u masene spektrometrije s induktivno
spregnutom plazmom (eng. Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, ICP-MS) na
Fakultetu agrobiotehnic¢kih znanosti Osijek. Svi uzorci analizirani su u tri primjerka. Uzorci
seruma mijesani su s ultrac¢istim HNO3 i H202 na 180 °C tijekom 60 minuta u zatvorenom
mikrovalnom sustavu CEM Mars (CEM, Matthews, NC, SAD). Svaki uzorak seruma na ICP-
u analiziran je internom kontrolom, a za kontrolu analiticke metode koriSten je referentni
materijal NIST 1567b (pSeni¢no brasno, Nacionalni institut za standarde i tehnologiju, SAD)
[122].

4.5.4. Koncentracija luteina

Koncentracija luteina u uzorcima seruma mjerena je prema protokolu Tzenga i suradnika [123].
Jedan mililitar destilirane vode 1 70uL otopine etanola s 0.01% askorbinske kiseline (Gram-
mol, GRAM-MOL doo, Zagreb, Hrvatska) dodan je u uzorke seruma, smjesa je potom dobro
promijeSana. Potom je u smjesu dodano dva mL heksana (Carlo Erba, CARLO ERBA Reagents
GmbH, Milano, Italija), te je sve zajedno pomijeSano i centrifugirano na 2500 rpm/20 min.
Nakon centrifugiranja sloj heksana sakupljen 1 uparen do suhog pod duSikom. Ostatak je
otopljen u 100 puL metilen klorida/metanola (45:55) i filtriran kroz membranski filter od 0,2
um. Dvadeset uL je koriSteno za odredivanje koncentracije luteina koriste¢i tekucinsku

kromatografiju visoke uc¢inkovitosti (HPLC). Koristena je end-caped HPLC kolona visoke
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rezolucije (Hypersil; veli¢ina Cestica 5 um; 4.6 x 250 mm) i C18 analiti¢ka kolona (Shim-pack
GIST; veli¢ina Cestica 5 um; 250 x 4,6 mm). Za odredivanje koncentracija luteina koristen je
HPLC LC-30 NEXERA (Shimadzu, Japan, 2018.). Odredivanje koncentracije luteina uc¢injeno

je na Odjelu za kemiju SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.

4.6. Lipidni profil i biokemijske analize u serumu

Svim ispitanicima uzet je uzorak venske Kkrvi prije pocetka dijetalnog protokola i dan nakon
zavrSetka dijetalnog protokola, a koji su potom analizirani. Dio uzoraka seruma je odvojen i
pohranjen u hladnjaku na -80 °C za daljnje analize, a dio je odmah dostavljen u Zavod za
klini¢ku laboratorijsku dijagnostiku KBC Osijek, Osijek, Hrvatska gdje su obavljene daljnje
analize.

Vrijednosti kolesterola u serumu odredene su enzimatskim testom kolesterol esterazom i
kolesterol oksidazom, trigliceridi su odredeni enzimatskim testom lipazom, LDL je odreden
enzimatskim testom kolesterol esterazom, kolesterol oksidazom i katalazom, a HDL vrijednosti
su odredene prema kalibracijskom pravcu.

Krvna slika odredena je putem hematoloskoga broja¢a Sysmex XN-1000 koji direktno odreduje
broj leukocita (L), eritrocita (E), koncentraciju hemoglobina (Hgb), broj trombocita (Trc), te
postotak retikulocita.

Vrijednosti ureje u serumu odredene su enzimatski ureazom, kreatinin je odreden enzimatskom
metodom kreatininazom, vrijednosti kalija odredene su indirektnom potenciometrijom, natrij je
odreden prema kalibracijskom pravcu, kalcij je odreden fotometrojskim testom bojanja.
Vrijednosti zeljeza u serumu odredene su fotometrojskim testom bojanja, feritin i transferin u
serumu su odredeni imunoturbidimetrijskim testom. Vrijednosti glukoze u Sserumu odredene su
enzimskim UV testom uz heksokinazu. Vrijednosti C reaktivnog proteina (CRP) su odredene
imunoturbdimetrijskim testom. Aspartat transaminaza (AST), alanin transaminaza (ALT) su
odredene fotometrijom — IFCC metodom (eng. International Federation for Clinical Chemistry
and Laboratory medicine), kao i GGT. Svi parametru su odredeni na uredaju Olympus AU680,

Beckman Coulter.

4.7. O endotelu ovisna i o endotelu neovisna vaskularna reaktivnost u

mikrocirkulaciji kozZe
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Mijerenje protoka u mikrocirkulaciji koZe u odgovoru na vaskularnu okluziju (postokluzivna
reaktivna hiperemija, PORH) i odgovoru na iontoforezu acetilkolina (Ach), koje se smatraju
vazodilatacijom ovisnom o endotelu, te protok u odgovoru na iontoforezu natrijevog
nitroprusida (SNP), koji se smatra vazodilatacijom neovisnom o endotelu, mjerene su metodom
mjerenja protoka laser Dopplerom (engl. Laser Doppler flowmetry, LDF) (MoorVMS-LDF,
Axminster, UK) na kozi podlaktice. Ova ispitivanja su u¢injena prilikom oba studijska posjeta
posjeta u prostoriji u kojoj je temperatura zraka bila 23.5 + 0.5°C.

S obzirom na osjetljivost tehnike bilo na pomicanje sonde ili pomicanje ispitanika, ispitanici su
prilikom mjerenja bili smjesteni u udobni leze¢i polozaj. Nakon razdoblja aklimatizacije i
odmora u trajanju 30 minuta, pristupilo se mjerenju. Laserska sonda LDF-a je postavljena na
volarnu stranu podlaktice, 13-15 cm od ruénog zgloba, na isto mjesto prilikom oba posjeta.
Nakon 2 minute bazalnog mjerenja protoka, napuhivanjem pneumati¢ne manzete 30-50 mmHg
iznad sistolicke vrijednosti krvnog tlaka, uc¢injena je okluzija u podruc¢ju nadlaktice u trajanju
od 1 minute. Promjene u mikrocirkulaciji su mjerene prije (B), tijekom (O) i nakon otpustanja
okluzije (R). Protok krvi mikrocirkulacije je izrazen u proizvoljnim perfuzijskim jedinicama
(engl. perfusion units, PU) sto je odredeno softverom koji izracunava povrsinu ispod krivulje
(engl. area under the curve, AUC), a rezultat je izrazen kao razlika izmedu postotka promjene
protoka tijekom reperfuzije i okluzije u odnosu na pocetnu vrijednost (R-O%) [124].
lontoforeza ACh i SNP je neinvazivna metoda prilikom koje se transdermalno apliciraju
nabijene tvari pomocu vanjske elektri¢ne struje. lontoforetska elektroda u koju su postavljene
tvari (ACh ili SNP) pri¢vrséena je na lasersku sondu. Nakon 2 minute mjerenja bazalnog
protoka, pozitivno nabijeni vazodilatator ACh (1%) je primijenjen pomocu iontoforeze
(lontophoresis Controller MoorVMS-ION)) u sedam aplikacijskih intervala od 0.1 mA tijekom
30 sekundi s 30 sekundi pauze izmedu pojedinih aplikacija. Negativno nabijeni SNP (1%)
primijenjen je iontoforezom s tri impulsa od 0.1 mA u trajanju od 30s, nakon cega je uslijedilo
4 pulsa od 0.2 mA sa 90s izmedu svakog impulsa. Protokoli su prilagodeni kako bi se postigao
stabilan plato maksimalnog odgovora na iontoforezu. Mikrovaskularni protok krvi izraZzen je u
PU 1 opisan kao AUC koriStenjem originalnog softvera kojeg je osigurao proizvodac
(MoorVMS-PC v4.0, Axminster, UK). AUC je odredena tijekom pocetnoga protoka i tijekom
stabilnog platoa postignutog nakon primjene ACh-a ili SNP-a. Konacni rezultat izrazen je kao
povecéanje protoka krvi nakon primjene ACh-a ili SNP-a u usporedbi s pocetnim protokom.
Rezultati su izrazeni kao porast protoka izmedu bazalnog protoka i protoka nakon primjene

ACh ili SNP-a [125,126].
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Mjerenja su uinjena u Laboratoriju za klinic¢ku i sportsku fiziologiju Zavoda za fiziologiju i

imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek.

moor instruments|

-; F:

Slika 4 Prikaz uredaja za LDF i iontoforezu. Slika preuzeta s Internetnet stranice proizvodaca

(www.moor.co.uk/products/monitoring/laser-doppler-monitor/)
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Slika 5 Odredivanje postokluzivne reaktine hiperemije (PORH) u mikrocirkulaciji koze
mjerenjem protoka metodom laser Doppler (LDF). Protok u mikrocirkulaciji odreden je kao
povrsina ispod krivulje (AUC, engl. Area Under the Curve) tijekom bazalnoga protoka, okluzije
i reperfuzije. Vrijednosti protoka tijekom okluzije i reperfuzije izrazene su u obliku postotka u
odnosu na bazalni protok, a kona¢an rezultat izrazen je kao razlika postotka promjene protoka
tijekom okluzije i reperfuzije u odnosu na bazalni protok (R-O). Promjene u protoku
mikrocirkulacije izrazene su arbitrarnim perfuzijskim jedinicama (PU, engl. perfusion units).
(Izvor: Cavka A, Cosic A, Grizelj I, Koller A, Jelakovi¢ B, Lombard JH, Phillips SA,
Drenjancevic |. Effects of AT1 receptor blockade on plasma thromboxane A2 (TXA2) level
and skin microcirculation in young healthy women on low salt diet. Kidney Blood Press Res.
2013;37(4-5):432-42. doi: 10.1159/000355723; zapis originalnoga mjerenja, Laboratorij za
fiziologiju mikrocirkulacije, Katedra za fiziologiju i imunologiju, Medicinski fakultet
Osijek)[124].

4.8. Dilatacija posredovana protokom (eng. flow mediated dilatation, FMD)

brahijalne arterije

Promjene promjera brahijalne arterije u odgovoru ma vaskularnu okluziju te sublingvalnu
primjenu nitroglicerina odredene su pomocu ultrazvuka i odgovarajuce vaskularne sonde (GE
Healthcare, Chicago IL, USA, Vivid iQ R2). Mjerenje je vrSeno u leze¢em polozaju ispitanika.
Snimanje brahijalne arterije uc¢injeno je u uzduznoj ravnini, oko 5 cm proksimalno od
antekubitalne jame desne ruke, koja je bila abducirane priblizno 80° od tijela, sa supiniranom

podlakticom. Vaskularna linearna ultrazvu¢na sonda postavljena je pod kutom od 60° za
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vizualizaciju lumena i intime, za mjerenje promjera i brzine protoka (pulsni Doppler). Nakon
osnovnog snimanja, izvrSena su Doppler o€itanja brzine protoka.

Nakon bazalnog mjerenja, pomo¢u manzete tlakomjera postavljene proksimalno od mjesta
postavljanja sonde, u¢injena je vaskularna okluzija na nacin da je manZeta napuhana najmanje
50 mmHg iznad izmjerene vrijednosti sistolickog tlaka u trajanju od 5 minuta. Nakon naglog
ispuhivanja manzete, ponovno je izmjeren promjer brahijalne arterije. 10 minuta nakon
reperfuzije, ispitanicima je aplicirano 400 mikrograma nitroglicerina (Nitrolingual 0,4 mg/dozi
sublingvalni sprej, Medis Adria d.0.0) sublingvalno kako bi se odredila o endotelu neovisna
vazodilatacija te su promjer brahijalne arterije i brzina protoka ponovno mjereni 5 minuta nakon
primjene NTG. Zabiljezene ultrazvuéne snimke analizirane su softverom Brachial Analyzer for
Research v.6 (Medical Imaging Applications, SAD). Protokom posredovana, kao i NTG
uzrokovana dilatacija brahijalne arterije izrazena je kao postotak povecanja promjera nakon
vaskularne okluzije ili primjene NTG-a u usporedbi s bazalnim promjerom arterije (% FMD i
% NTG-MD) [127]. Mjerenja su ucinjena u Laboratoriju za klini¢ku i sportsku fiziologiju
Zavoda za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek.

4.9. Koncentracija eNOS, iNOS, nNOS

Koncentracije eNOS, iNOS i nNOS izmjerene su iz uzoraka seruma enzimatskim
imunosorbetnim testom (eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) koristenjem
komercijalno dostupnih kitova (nNOS - CSB-E13872h, CUSABIO, Wuhan, Hubel Province,
China), eNOS - CSB-E08322h, CUSABIO, Wuhan, Hubel Province, China i INOS - CSB-
E08148h, CUSABIO, Wuhan, Hubel Province, China), a analize su u¢injene prema uputama
proizvodaca. Mjerenje intenziteta obojenja odnosno apsorbance mjereno je spektrometrom (PR
3100 TSC Microplate Reader, BioRad Laboratories, Hercules, California) uz koriStenje
standardne krivulje. Konacni intenzitet boje obrnuto je proporcionalan koncentraciji ispitivanog
analita u uzorku. Mjerenja su ucinjena u Laboratoriju za molekularnu i klini¢ku imunologiju

Zavoda za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek.

4.10. Mjerenje koncentracije pro- i anti-upalnih citokina i kemokina u

serumu

Koncentracije TGF-1B, C3a, INF-y, IL6, IL10, IL-17A, IL-23, TNF-a i MCP-1 u serumu

izmjerene su s ProcartaPlex Human TGF beta 1 Simplex, ProcartaPlex Human C3a Simplex i
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Human ProcartaPlex Mix&Match 7-plex kompletom reagensa koji se temelji na antitijelima i
panelima za viSestruku kvantifikaciju proteina pomocu platforme Luminex 200. Analiza je
ucinjena u softveru ProcartaPlex Analyst free software, a koncentracije su izracunate u
pikogramima po mililitru. Mjerenja su ucinjena u Zavodu za klinicku laboratorijsku

dijagnostiku KBC Osijek, Osijek, Hrvatska.

4.11. Biljezi oksidativnog stresa i biljezi antioksidativhog odgovora

U svrhu utvrdivanja razine oksidativnog stresa uéinjeno je mjerenje stvaranja reaktivnih
supstanci tiobarbituratne kiseline (eng. thiobarbituric acid reactive substance assay, TBARS)
TBARS, a u svrhu odredivanja antioksidativnog odgovora odredena je sposobnost reduciranja
Zeljeza u plazmi (eng. ferric ion reducing antioxidant power, FRAP).

TBARS je metoda kojom se odreduje koncentracija malondialdehida (MDA) u uzorku, a sluzi
kao biljeg razine oksidativnog stresa. Reakcijom MDA s tiobarbiturnom kiselinom nastaje
ruzicasta otopina Cija se absorbanca mjeri nanofotometrom P300 UV/VIS, IMPLEN na 572 i
532 nm, a izrazeni su kao mikromolarni MDA ekvivalenti (uM MDA) [128].

FRAP je metoda procjene antioksidativnog kapaciteta plazme. Redukcijom Zeljeza iz Fe3+ u
Fe2+ pracena je prijenosom elektrona, a koli¢ina elektrona proporcionalna je koncentraciji
antioksidansa u uzorku. Za odredivanje FRAP-a potrebna je otopina Zeljezovoga klorida koja
se mijesa s uzorkom (2,25 ml reagensa dodaje se u 75 ul plazme). FRAP reagens sastoji se od
388 mM acetatnoga pufera (pH vrijednost 3,6), 10 mM TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin)
otopljenoga u 40 mM HCI i 20 mM FeCl3 (Zeljezov(III) klorid) otopljenoga u vodi. Smjesa se
zatim inkubira 4 min te nastaje plavo obojeni Zeljezno-tripiridiltriazinski kompleks, nakon cega
se mjeri apsorbancija otopine na valnoj duljini od 593 nm pomoc¢u nanofotometra (P300
UV/VIS, IMPLEN) s Troloxom (TE) kao standardom. Rezultati su izrazeni kao mikromolarni
TE ekvivalenti (uM/L TE). Apsorbancija se koristi za izraCunavanje koncentracije
antioksidansa u uzorku, pomocu standardne krivulje [129]. Mjerenja su uéinjena u Laboratoriju
za molekularnu i klini¢ku imunologiju Zavoda za fiziologiju i imunologiju Medicinskog
fakulteta Osijek.

U ovom istrazivanju u¢injena su mjerenja serumske aktivnosti antioksidativnih enzima CAT,
GPx i SOD.

Mijerenje aktivnosti enzima u uzorcima seruma provedeno je pomocu spektrometra Lambda
25UV-Vis opremljenog programskim paketom UV WinLab 6.0 (PerkinElmer For the Better,
Waltham, Massachusetts, SAD).
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Aktivnost katalaze (CAT) mjerena je prema protokolu po Aebiju, koriStenjem vodikovog
peroksida (H202) koncentracije 0,036% kao supstrata u reakcijskoj smjesi s 50 mmol
natrijfosfatnog pufera pri pH (7,0). Uslijed razgradnje H>O> pratio se pad apsorbancije tijekom
2 minute svakih 10 sekundi pri valnoj duljini od 240nm [130]. Aktivnost CAT izraZena je u
enzimskim jedinicama (U) po miligramu proteina (U/ mg proteina).

Aktivnost glutation peroksidaze (GPx) mjerena je neizravno mjerenjem brzine oksidacije
nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADPH) u NADP+ (metoda po Wendelu). Promjene
u apsorbanciji izmjerene su na 340 nm svakih 30 sekundi tijekom 5 minuta. Jedna jedinica GPx-
a katalizirala je oksidaciju 1 umol-a GSH u GSSG u jednoj minuti pomo¢u H202 pri pH 7,0 i
25 °C. Aktivnost GPx izrazena je u enzimskim jedinicama (U) po miligramu proteina (U/mg
proteina).

Aktivnost SOD izmjerena je pomocu odredivanja inhibicije redukcije citokroma C u sustavu
ksantin-ksantin-oksidaza. Aktivnost je odredena prema modifikaciji metode koju je opisao
Flohé [131]. Jedna jedinica SOD-a inhibirala je stopu redukcije citokroma C za 50 % u
povezanom sustavu pomocu ksantin-oksidaze (XOD) i ksantina. Aktivnost SOD izraZena je
kao U/mg proteina.

Koncentracija proteina u uzorcima (mg/ml) mjerena je Bradfordovim reagensom na 595 nm
(Bradford Reagent B6916, Sigma Aldrich), prema protokolu proizvodaca, koriste¢i govedi
serum albumin kao standard. Mjerenja su ucinjena u Biokemijskom laboratoriju Odjela za
biologiju Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.

U svrhu utvrdivanja oksidativnog stresa izmjerene su serumske koncentracije OxLDL-3a, 8-iz0-
PGF2a i napredni oksidacijski proteinski proizvodi (AOPP). Serumske koncentracije ljudskog
(OxLDL (MyBioSource, MyBioSource Inc., San Diego, CA, SAD), 8-izo prostaglandin F2a
(8-izo-PGF2a) (MyBioSource, MyBioSource Inc., San Diego, CA, SAD) i napredni
oksidacijski proteinski proizvodi (AOPP) (MyBioSource, MyBioSource Inc., San Diego, CA,
SAD) izmjereni su komercijalno dostupnim setovima za imunoenzimski test (ELISA) na
kompaktnom c¢itacu apsorbancije za 96 jazica mikroploc¢e (BioRad PR 3100 TSC, Bio-Rad
Laboratories, CA, SAD) na 450 nm. Mjerenja su uc¢injena u Laboratoriju za molekularnu i

klinicku imunologiju Zavoda za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek.

4.12. Statisticka analiza

Svi rezultati iskazani su aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom (SD). Izrac¢un

veli¢ine uzorka dobiven je od preliminarno uklju€enih 10 ispitanika; izracunata veli¢ina uzorka
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bila je 14 po skupini kako bi se dobile razlike u ishodima mjerenima u ovom istrazivanju s
razinom znac¢ajnosti od 0,05 i statistickom snagom od 80% za upareni t-test. Za procjenu
normalnosti distribucije podataka koristen je Kolmogorov-Smirnov test normalnosti. Za
procjenu razlika unutar grupa (mjerenja provedena prije i nakon odgovarajuceg protokola
prehrane) koriSten je upareni t-test. Razlike izmedu grupa u mjerenju nakon intervencije
testirane su analizom kovarijance (ANCOVA) prilagodenom osnovnom vrijednoscu (,,prije*
kao kovarijabla). p < 0,05 smatra se statisticki znacajnim. Za statistiCku analizu koristen je

SigmaPlot, verzija 11.2 (Systat Software, Inc., Chicago, IL, SAD).
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5. REZULTATI

U studiju je bilo uklju¢eno ukupno 30 ispitanika, a svi uklju¢eni ispitanici zavrsili su trotjedni
protokol tijekom kojeg su konzumirali 3 jaja dnevno. Ispitanici u kontrolnoj skupini (njih 15),
konzumirali su obi¢na kokosja jaja, dok su ispitanici u Nutri4 skupini (njih 15) konzumirali jaja

obogacena n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom (Tablica 4).

5.1. Opée karakteristike ispitanika, antropometrijska mjerenja i mjerenja
krvnog tlaka

Opc¢e karakteristike bolesnika koji su bili sudjelovali u ovoj studiji navedene su u Tablici 4. U
kontrolnoj skupini od ukupno 15 ispitanika, bilo je ukljuceno 5 ispitanika zenskog spola i 10
ispitanika muskog spola. U Nutri4 skupini od ukupno 15 ispitanika, bilo je uklju¢eno 4
ispitanika zenskog spola i 11 ispitanika muSkog spola. Prosjec¢na dob i u kontrolnoj i u Nutri4
grupi bila je 59 godina. Sudionici koji su bili uklju¢eni u studiju u obje skupine bili su pretili
(odredeno kao indeks tjelesne mase (ITM) iznad 30 kg/m2 i omjer struk bokovi (eng. waist to
hip ratio, WHR >0.90). Ispitanici su imali sistoli¢ki i dijastoli¢ki krvni tlak unutar preporuc¢enih
vrijednosti (130/80 mmHg, uz koristenje antihipertenzivne terapije koja je ukljucivala beta
blokatore, inhibitore angiotenzin konvertiraju¢eg enzima (ACEI) ili blokatore angiotenzinskih
receptora (ARB), blokatore kalcijskih kanala). Navedena mjerenja pokazuju kako su skupine
ispitanika bile uniformne prema dobi, ITM, WHR i vrijednostima arterijskog tlaka, te da nije
bilo znacajnih odstupanja u navedenim varijablama kao i drugim biokemijskim pokazateljima
(Tablice 4. i 8.) prilikom ulaska u studiju izmedu Kontrolne i Nutri4 skupine.

Nakon konzumacije jaja niti u Nutri4 grupi niti u kontrolnoj grupi nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike u ITM, WHR, vrijednostima sistolickog i dijastolickog krvnog tlaka kao niti srednjeg
arterijskog tlaka i frekvencije pulsa u usporedbi s inicijalnim mjerenjima. Takoder nije bilo
razlike izmedu grupa u navedenim mjerenjima nakon konzumacije jaja normaliziranim u

odnosu na pocetnu vrijednost.
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Tablica 4. Utjecaj konzumacije obi¢nih jaja (Kontrola) i obogacenih jaja (Nutri4) na
antropometrijske, hemodinamske i biokemijske parametre u ispitanika s kroni¢nim
koronarnim sindromom

Kontrola (N=15)

Nutri4 (N=15)

Parametri " . . .
prije poslije prije poslije

N (Z/M) 15 (5/10) 15 (4/11)

Dob (godine) 59+ 10 59+8

ITM (kg/m2) 30,3 +4.7 30.2+£4.6 32,1£6.5 32,1 £6,6

WHR 0,93 + 0.08 0,93 +0.08 0,93 +0.07 0,94 + 0,07

SBP (mmHg) 125 +21 123+ 16 122 +17 123 + 15

DBP (mmHg) 82+ 17 77 £ 10 78 £ 12 78 £ 10

MAP (mmHg) |94+ 14 92 + 11 93 + 13 93+ 11

HR (otkucaja u

minuti) 68 £11 66 + 10 65+ 8 64+9

Podatci predstavljaju srednju vrijednost + standarnu devijaciju (SD).

ITM — indeks tjelesne mase; WHR- (eng. waist-to-hip ratio) — omjer struk bokovi SBP-
(eng.systolic blood pressure) — sistoli¢ki krvni tlak; DBP- (eng. diastolic blood pressure) -
dijastoli¢ki krvni tlak; MAP- (eng. mean arterial pressure) — srednji arterijski tlak; HR- (eng.
heart rate) — sr¢ana frekvencija; hsCRP- visoko senzitivni C reaktivni protein; HDL- (eng.
high-density lipoprotein) — lipoprotein visoke gusto¢e; LDL- (eng. low-density lipoprotein)
— lipoprotein male gustoce; AST- aspartat aminotransferaza; ALT- alanin aminotransferaza;
GGT- gama-glutamil transferaza.

* P<0.05 prije vs. poslije unutar grupe (Kontrola ili Nutri4)

5.2. Profil slobodnih masnih kiselina, koncentracija vitamina E, selenija i

luteina u serumu

Utjecaj konzumacije funkcionalno obogacenih jaja (Nutri4) i obi¢nih (Kontrola) jaja na profil
slobodnih masnih kiselina u serumu prikazan je u Tablici 5. Konzumacija Nutri4 jaja
uzrokovala je statisticki znaCajno snizenje serumske koncentracije dvije zasi¢ene masne

kiseline (miristinske 1 stearinske kiseline) u usporedbi s pocetnim mjerenjem. Stovise, nakon
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konzumacije jaja koncentracije miristinske kiseline bila je statisti¢ki znacajno niza u Nutri4 u
usporedbi s kontrolnom skupinom neovisno (normalizirirano) o pocetnim vrijednostima.

Sto se ti¢e polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA), serumska koncentracija palmitoleinske
kiseline (n-7 PUFA) bila je statisticki znacajno niza nakon dijetalnog protokola u Nutri4 nego
u kontrolnoj skupini, neovisno o vrijednosti po¢etnih mjerenja. Serumska koncentracija tri n-6
PUFA (gama-linoleinska kiselina, eikozadienska kiselina, dihomo-gama-linoleinska kiselina)
statisticki je bila znaCajno smanjena nakon konzumacije Nutri4 jaja u usporedbi s pocetnim
mjerenjem. U kontrolnoj skupini, konzumacija obi¢nih kokosjih jaja nije uzrokovala znac¢ajnu
promjenu koncentracije n-6 PUFA u usporedbi s poCetnim mjerenjem, niti je bilo razlike
izmedu grupa nakon konzumacije jaja (analiza prilagodena pocetnim vrijednostima).

Nakon konzumacije Nutri4 jaja doslo je do povecanja serumske koncentracije sve tri mjerene
n-3 PUFA (alfa-linoleinska kiselina, eikosa-pentaenska kiselina, dokozaheksaenoi¢na kiselina),
iako je porast eikosa-pentaenske kiseline dosegao razinu statistiCke znacajnosti u usporedbi s
pocetnim mjerenjem. U kontrolnoj skupini, konzumacija obi¢nih kokosjih jaja nije uzrokovala
zna¢ajnu promjenu koncentracije n-3 PUFA u usporedbi s pofetnim mjerenjem. Serumska
koncentracija eikosa-pentaenske kiseline bila je statisticki znacajno visa nakon konzumacije
jajau Nutri4 u usporedbi s kontrolnom skupinom (analiza prilagodena poc¢etnim vrijednostima).
Navedene promjene serumske koncentracije n6- i n3-PUFA u Nutri4 skupini uzrokovale su
statisticki znaCajno smanjenje n-6/n-3 PUFA omjera u usporedbi s pocetnim omjerom. U
kontrolnoj skupini, konzumacija obi¢nih kokos§jih jaja nije uzrokovala znac¢ajnu promjenu n-
6/n-3 PUFA omjera u usporedbi s po¢etnim mjerenjem, niti je bilo razlike izmedu grupa nakon

konzumacije jaja (analiza prilagodena pocetnim vrijednostima).
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Tablica 5. Utjecaj konzumacije obi¢nih jaja (Kontrola) i obogacenih jaja (Nutri4) na
profil slobodnih masnih Kkiselina u serumu

Kontrola (N=15)

Nutri4 (N=15)

Prije Poslije Prije Poslije

SFA (umol/L)

C8:0 Kaprilna kiselina N/F N/F 33,6 61,2

C10:0 Kaprinska kiselina <LOQ <LOQ 67,8+34,2 70,8

C12:0 Laurinska kiselina 29,9+10,5 92,8 277+ 1,7 27,70

C15:0 Pentadecilna kiselina | 15,0+ 3.2 159+3,2 16,4 + 4,7 150+238

C17:0 Margari¢na kiselina 21.0+£5,6 22,0+3,0 222443 209+39

C18:0 Stearinska kiselina 886 £ 192 815 + 68 887+ 83 826 £77*
PUFA (umol/L)

(k:égiln[;'s'g] Palmitoleinska | 5, , ;)5 257 + 135 218+ 121 196 + 1057

i C17:1][cis-10] cis-10-

n-7 heptadecenska kiselina 140£08 <LOQ <LOQ 14,60
(k:iiglziln[;'s'g] Oleinska 930 + 814 1421 + 362 1550 + 423 1554 + 504
ﬁig;#[g's'll] 11-eikosenska | 14 ¢, 10 g 127+41 141446 144449

n-9 -

(kﬁgl'iln[ac's'm] Nervonska | ) o 0734054 | 7.34£096 | 6,86+ 0,02
Eig;izn[;'s'g'lz] Linolna 1424359 | 1540£205 | 1806407 | 1854+ 906
ﬁiglﬁ[ncs'i:ﬁ;ﬁ]ngamma' 53,8+ 10,8 50,6 + 15,4 60,8+ 12,8 462+11,9

n-6 glzklofggllfanls}(ali]lsellna 16,9+ 05 158+3,5 17,7432 162+43%
;::gnswgcﬁnilgnig Ei'she‘i?r};" 89,6218 |999+224 |1872+748 |1408+715*
ngﬁ?&gﬁifﬁ;ﬁﬁl 647 + 179 759 + 104 683 + 172 683 + 211
E.ln%f;[uﬂsskgiuzsﬂ;lfa 174435 105446 213469 28.8+ 14,9
20:5[cis-5.8.11.14] Eikosa-
5.8.11.14.17-pentaenska 20,7+9,0 25,0+ 13,0 29,0+ 16,2 37,3+ 13,7 *7

n-3 kiselina
C22:6[cis-4.7.10.13.16.19]
ngozatzésaifofna 1434+1322 | 1653+814 |2445+905 | 296,0+ 189
kiselina

n6 / n3 PUFA 26.3+19,9 233+19,4 2674248 175+ 171 %

Podatci predstavljaju srednju vrijednost + standarnu devijaciju (SD).

<LOQ - ispod limita kvantifikacije, N/F nije nadeno

* P<0.05 prije vs. nakon unutar grupe (kontrolne i Nutri4 grupe) - paired t-test

1 P<0.05 razlika izmedu grupa
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Tablica 6. prikazuje utjecaj konzumacije Nutri4 jaja i obi¢nih jaja na koncentracije selenija,
vitamine E i luteina u serumu kod pacijenata oboljelih od kroni¢nog koronarnog sindroma. U
Nutri4 grupi, nakon konzumacije jaja, statisticki znacajno se povecala serumska koncentracija
vitamina E u usporedbi s koncentracijom mjerenom prije dijetalnog protokola. Koncentracija
vitamina E u kontrolnoj skupini nije se znacajno mijenjala nakon dijetalnog protokola. Po
zavrSetku dijetalnog protokola nisu izmjerene znacajne razlike u koncentracijama vitamina E
izmedu Kontrolne i Nutri4 grupe (analiza prilagodena po¢etnom mjerenju).

U Nutri4 grupi, nakon konzumacije obogacenih jaja, serumska koncentracija selenija bila je
statisti¢ki znacajno vec¢a u usporedbi s koncentracijom selenija prije dijetalnog protokola. U
Kontrolnoj grupi serumska koncentracija selenija se nije znac¢ajno mijenjala nakon konzumacije
jaja. Vrijednosti koncentracija selenija nisu se razlikovale izmedu grupa po zavrsetku dijetalnog
protokola.

Nakon konzumacije obi¢nih i Nutri4 jaja, koncentracija luteina se nije statisticki znacajno
promijenila u odnosu na koncentraciju luteina u serumu na poc¢etku protokola. Nisu zabiljeZene
znacajne razlike u koncentraciji luteina u serumu izmedu Nutri4 i kontrolne grupe po zavrsetku

protokola.

Tablica 6. Utjecaj konzumacije obi¢nih jaja (Kontrola) i Nutri4 jaja na koncentracije
selenija, vitamina E i luteina u serumu kod kroni¢nog koronarnog sindroma

Kontrola (N=15) Nutri4 (N=15)
Parametri .. . .. .
prije poslije prije poslije
82Se (ug/L) 70,0+ 16,1 75,5+ 159 71,1+19,3 85,1 £27,3*
Vitamin E 8,99 + 4,17 8,88 = 3,97 7,17 + 4,40 9,36 = 4,44 *
(ug/mL)
Lutein (umol/L) 0,15+ 0,06 0,13+0,04 0,18 +0,06 0,16 +0,09

Podatci su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD).
n-3 PUFAs- n-3 polinezasi¢ene masne kiseline; Se- selenij

* P<0.05 prije vs. poslije unutar grupe (Kontrola ili Nutri4) - paired t-test
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5.3. Lipidni profil i biokemijske analize u serumu

Utjecaj konzumacije obi¢nih (kontrolnih) i obogacenih (Nutri4) jaja na lipidni profil ispitanika
s kroni¢nim koronarnim sindromom prikazan je u Tablici 7. U Nutri4 skupini ispitanika, nakon
opisanog dijetalnog protokola, statisticki se znaCajno smanjila Serumska koncentracija
triglicerida, dok su koncentracije ukupnog kolesterola, HDL-a i LDL-a ostale nepromijenjene,
neovisno o pocetnim vrijednostima. U kontrolnoj skupini nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u
koncentraciji serumskih lipida (ukupni kolesterol, HDL, LDL, trigliceridi) nakon konzumacije
obi¢nih kokosjih jaja u usporedbi s poéetnim vrijednostima. Nisu zabiljezene znacajne razlike

izmedu grupa u navedenim parametrima nakon dijetalnog protokola.

Tablica 7. Utjecaj konzumacije obi¢nih jaja (Kontrola) i obogacenih jaja (Nutri4) na
lipidogram u ispitanika s kroni¢nim koronarnim sindromom

Kontrola (N=15) Nutri4 (N=15)

Parametri Prije Poslije Prije Poslije Re_f_erentna
vrijednost

Kolesterol | 5 53, 063 |3,55+0,62 |414+150 |3,81+087 <5

(mmol/L)

Trigliceridi 14 441 675 |136+0,66 |1,58+080 |130£060%* | <170

(mmol/L)

HDL 1,20+ 0,34 1,13+0,34 1,20+0,34 1,24 + 0,40 >1,20

(mmol/L)

LDL 201050 |198+051 |2,52+1,16 |222+054 <3,00

(mmol/L)

Podatci predstavljaju srednju vrijednost + standardnu devijaciju (SD).

HDL- (eng. high-density lipoprotein) — lipoprotein visoke gustoc¢e; LDL- (eng. low-density

lipoprotein) — lipoprotein male gustoce

* P<0.05 prije vs. poslije unutar grupe (Kontrola ili Nutri4)
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U Tablici 8. prikazane su rezultati biokemijskih analiza uzoraka seruma ispitanika. Parametri
krvne slike (ukljucujuéi broj eritrocita, leukocita, trombocita, hemoglobin i hematokrit) nisu se
znacajno mijenjali nakon konzumacije jaja niti u kontrolnoj niti u Nutri4 skupini ispitanika u
usporedbi s pocetnim mjerenjima. Takoder nije bilo znacajne razlike u navedenim parametrima
izmedu grupa po zavrsetku dijetalnog protokola.

Nisu zabiljezene znacajne razlike u parametrima bubrezne funkcije (urea, kreatinin), niti su
zabiljezene znacajne razlike u mjerenim elektrolitima (Na, K, Ca) nakon dijetetskog protokola
niti u jednoj skupini ispitanika. Za navedene parametre nije bilo zna¢ajne razlike izmedu grupa
ispitanika na kraju dijetalnog protokola. Konzumacija niti obi¢nih niti Nutri4 kokosjih jaja nije
znacajnO utjecala na vrijednosti fibrinogena, zeljeza, transferina, glukoze i CRP-a, dok se u
kontrolnoj skupini nakon konzumacije obi¢nih jaja znacajno smanjila koncentracija feritina u
serumu. Nisu zabiljezene promjene koncentracija parametara jetrene funkcije (AST, ALT) dok
se razina GGT-a znacajno smanjila u obje skupine nakon dijetalnog protokola u odnosu na
pocetne vrijednosti (Tablica 8). Za navedene parametre nisu zabiljeZene znacajne razlike u

vrijednostima na kraju protokola izmedu Nutri4 i Kontrole grupe.
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Tablica 8. Utjecaj konzumacije obi¢nih jaja (Kontrola) i obogacenih jaja (Nutri4) na
biokemijske parametre u ispitanika s kroni¢nim koronarnim sindromom

Kontrola (N=15)

Nutri4 (N=15)

Parametar Prije Poslije Prije Poslije F\Q/(reiszr;r?g?
E(x10E12/L) 48+0,4 48+0,5 50+0,7 49+0,6 3,86 — 5,08
Hemoglobin (g/L) | 142 £10 142 + 13 143 £ 12 144+ 13 119 - 157
Hematokrit (%) 42+3 42+ 4 42 +4 42 +4 36 -47
L(x10E9/L) 73+2,2 72+1,8 70+2,3 79+24 3,4-9,7
Trc(x10E9/L) 210+ 54 207 £ 58 229 + 68 221+ 50 158 — 424
Urea (mmol/L) 58+1,8 6,4+,7 6,4+2,1 6,7+2,1 2,8-8,3
Kreatinin (umol/1) | 74,1 £20,1 | 76,3+27,4 | 80,7+ 18,4 | 80,3+ 13,1 | 49-90
Natrij (mmol/l) 139,7+2,2 [ 139,6+2,1 | 139,5+3,1 | 139,7+2,6 | 137 — 146
Kalij (mmol/l) 43+0,3 44+0,3 44+0,3 43+0,4 39-51
Kalcij (mmol/L) 2,39+0,09 | 240+0,10 | 2,37+0,07 | 2,36 £ 0,10 | 2,14 — 2,53
Fibrinogen 32+0,5 32+04 3,1+0,5 3,0+£0,5 18-35
Zeljezo (umol/L) | 155+4,7 |143+40 [17,0+58 |151+58 |8,0-300
Transferin (g/L) 2,50+0,45|246+0,38 | 2,53 +0,50 | 2,58+0,37 | 2,0-3,6
Feritin (ug/L) 161 £133 | 149 +£136* | 151 +117 | 138+115 |10-120
Glukoza (mmol/L) | 7,1£24 6,5+1,6 6,3+1,9 6,2+1,9 44 -64
HSCRP (mg/L) 1,56+1,30 | 2,14+2,81 [128+0,83 | 1,32+1,26 | <5
AST (U/L) 29,0+59 |275+63 [288+98 |281+79 |8-30
ALT (U/L) 39,5+29,0|3,1+143 |34,6+14,7 |333+13,8 |10-36
GGT (U/L) 27 + 20 25+17% | 25+9 23+£8* 9-35

Podatci predstavljaju srednju vrijednost + standarnu devijaciju (SD).

E — eritrociti, L — leukociti, Trc — trombociti, hsCRP- visoko senzitivni C reaktivni

protein; AST- aspartat aminotransferaza; ALT- alanin aminotransferaza; GGT- gama-

glutamil transferaza.

* P<0.05 prije vs. poslije unutar grupe (Kontrola ili Nutri4)
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5.4. O endotelu ovisna i o endotelu neovisna vaskularna reaktivnost u

mikrocirkulaciji kozZe

PORH i vazodilatacija izazvana ACh predstavljaju jednostavan test za procjenu endotelne
funkcije mjerenjem protoka krvi u mikrocirkulaciji koze pomoc¢u LDF, dok iontoforeza SNP
predstavlja test za procjenu o endotelu neovisne vazodilatacije. Rezultati ove studije su pokazali
kako je konzumacija kokos§jih jaja obogacenih n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom
(Nutri4 jaja) dovela do PORH odgovora, dok u skupini ispitanika koji su konzumirali obi¢na
jaja nije zabiljezena promjena protoka krvi kao odgovora na vaskularnu okluziju (PORH). Nije
bilo razlike u PORH odgovoru nakon odgovarajuéeg dijatnog protokola izmedu Kontrolne i
Nutri4 grupe (Slika 6A).

Zatim, u skupini ispitanika koji su konzumirali obogacena jaja (Nutri4 grupa), nakon
konzumacije obogacéenih jaja, znacajno se poboljsala ACh-inducirana dilatacija (AChID)
mikrocirkulacije koze podlaktice u usporedbi s bazalnim mjerenjem (Slika 6B). U grupi
ispitanika koji su konzumirali obi¢na (Kontrolna) jaja, nije zabiljezena promjena u AChID
izmedu pocetnog mjerenja i mjerenja nakon konzumacije obi¢nih kokosjih jaja. Nije bilo
statisticki znacajne razlike u AChID periferne mikrocirkulacije izmedu kontrolne i Nutri4
skupine nakon odgovarajucih dijetnih protokola (prilagodeno pocetnom mjerenju).
Konzumacija jaja (ni obi¢nih ni Nutri4 jaja) nije uzrokovala promjene u SNP-induciranoj
dilataciji (SNPID) periferne mikrocirkulacije u usporedbi s poc¢etnim mjerenjima. Nadalje, nije
bilo razlike u SNPID izmedu grupa nakon provedenog odgovaralu¢eg dijetnog protokola

(prilagodena pocetnoj vrijednosti (Slika 6C).

A
Post-okluzivna reaktivna hiperemija (PORH)
200+ *
- 3 Kontrola - prije
150 _ =3 Kontrola - nakon
1 — mm Kontrola - prije
&\i B Kontrola - nakon
o 100+
14
50+
0
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Acetilkolinom inducirana dilatacija (AChID)

25+
Kontrola - prije
20- Kontrola - nakon
% _ Nutri4 - prije
Q154 Nutri4 - nakon
£
2 10+
o
(==
54
0
C

Natrijevim nitroprusidom inducirana dilatacija (SNPID)

25+
1 Kontrola - prije
20- S =3 Kontrola - nakon
% B Nutri4 - prije
o 154 B Nutri4 - nakon
k=
2 104
S
™
54
0

Slika 6 Utjecaj konzumacije obi¢nih (Kontrola) i obogacenih (Nutri4) jaja na o endotelu ovisnu
i 0 endotelu neovisnu vaskularnu reaktivnost mikrocirkulacije koze podlaktice procijenjeno
laser Dopplerom (LDF). (A) Postokluzivna reaktivna hiperemija (PORH), (B) Dilatacija
izazvana acetilkolinom (AChID), (C) Dilatacija inducirana natrijevim nitroprusidom (SNPID).
PORH se izrazava kao razlika izmedu postotka promjene protoka tijekom reperfuzije i okluzije
u odnosu na pocetnu vrijednost (R-O%). AChID 1 SNPID izrazavaju se kao povecanje protoka
izmedu osnovnog protoka i protoka nakon primjene ACh ili SNP. Rezultati su prikazani kao
aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD); * P < 0,05 prije vs. poslije unutar grupe -

upareni t-test.
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5.5. Dilatacija posredovana protokom (eng. flow mediated dilatation, FMD)

brahijalne arterije.

FMD brahijalne arterije je neinvazivnu metodu za procjenu arterijske vazodilatacije ovisne o
endotelu koja je dominantno posredovana NO-om, te danas predstavlja refrenetnu metodu za
procjenu endotelne funkcije velikih krvnih zila.. Slika 7. prikazuje FMD brahijalne arteriije u
Kontrolnoj i Nutri4 skupini prije i nakon provedenog odgovarajuceg dijetalnog protokola. U
ovoj studiji, u skupini ispitanika s kroni¢nim koronarnim sindromom koja je konzumirala
obogacena (Nutri4) jaja, bilo je zabiljezeno znacajno poboljsanje FMD-a brahijalne arterije
nakon provedenog dijetalnog protokola (FMD % dilatacije prije 6.84 + 3.60 vs. nakon
konzumacije obogacenih jaja 9.14 + 4.79, P=0.015), dok u kontrolnoj skupini (koja je
konzumirala obi¢na jaja) nije bilo znacajne razlike u vrijednostima FMD-a nakon provedenog
dijetalnog protokola u usporedbi s po¢etnim mjerenjem (FMD % dilatacija prije 9.67 = 3.60 vs.
nakon 9.89 + 3.26, P=0.850). Nije bilo znacajne razile u FMD brahijalne arterije izmedu
Kontrolne i Nutri4 skupinenakon dijetalnog protokola (prilagodeno po¢etnom mjerenjemu)
(Slika 7A).

Nitroglicerinom (NTG) posredovana dilatacija (NTG-MD) brahijalne arterije predstavlja
metodu za procjenu o endotelu neovosne dilatacije velikih krvnih zila. Niti u Nutri4 skupini niti
u Kontrolnoj skupini nije bilo znacajne promjene u NTG-MD nakon provedenog dijetalnog
protokola u odnosu na bazalna mjerenja (Nutri4 grupa: NTG % dilatacija prije 13,70 + 7,19 vs.
nakon 12,38 + 6,12, P=0,502; Kontrolna grupa: NTG % dilatacija prije 14.42 + 6.40 vs. nakon
14.46 + 5.95, P=0.985 (Slika 7B). Nije bilo znac¢ajne razlike u NTG-MD izmedu Kontrolne i

Nutri4 grupe na kraju dijetalnog protokola (prilagodeno pocetnom mjerenju).
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A Protokom posredovana dilatacija (FMD)
brahijalne arterije

25+
Kontrola - prije
20 Kontrola - nakon
@ Nutri4 - prije
g 191 _ Nutri4 - nakon
5
T 10-
2
54
0

B Nitroglicerinom posredovana dilatacija (NTG-MD)
brahijalne arterije

251
1 Kontrola - prije
204 -1 =3 Kontrola - nakon
2 B Nutri4 - prije
g 154 B Nutri4 - nakon
5
T 10+
X
54
0

Slika 7 prikaz utjecaja konzumacije obi¢nih (Kontrola) i obogacenih (Nutri4) jaja na protok
brahijalne arterije (FMD, ovisan o endotelu) i dilataciju posredovanu nitroglicerinom (NTG,
neovisno o endotelu). (A) Dilatacija posredovana protokom (FMD), (B) Dilatacija posredovana
nitroglicerinom (NTG). Promjene u promjeru brahijalne arterije izrazene su kao postotna
promjena u odnosu na promjer zile prije okluzije ili primjene NTG. Rezultati su prikazani kao

aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD); * P < 0,05 prije vs. poslije unutar grupe,

upareni t-test.
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5.6. Koncentracija eNOS, iNOS, nNOS

Slika 8. prikazuje utjecaj konzumacije obi¢nih i obogacenih jaja na koncentracije tri izoforme
enzima NOS. U Nutri4 skupini ispitanika zna¢ajno se povecala koncentracija iNOS-a u serumu
nakon konzumacije obogacenih jaja (4,62+ 2,68 prije vs. 5,39+ 4,57 IU/ml) (Slika 8 C), dok se
koncentracije NNOS i eNOS nisu statisticki znacajno mijenjale u usporedbi s pocetnim
mjerenjem (Slika 8 A i B). U kontrolnoj skupini nisu zabiljezene statisti¢ki znacajne razlike u
koncentraciji ovih enzima nakon konzumacije jaja u usporedbi s pocetnim mjerenjem. Nisu
zabiljezene znacajne razlike u koncentracijama eNOS, nNOS 1 iNOS izmedu grupa nakon

odgovarajuceg dijetalnog protokola (prilagodeno po¢etnom mjerenju).

A

Endotelna sintaza dusikovog oksida (eNOS)

40+

- 1 Kontrola - prije
=3 Kontrola - nakon

301 mm Nutrid - prije
- Nutri4 - nakon
E 20-
=

10+

0
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B

Neuronalna sintaza dusikovog oksida (nNOS)

0.8-
- 1 Kontrola - prije
06 E=3 Kontrola - nakon
7 mm Nutri4 - prije

-l EEE Nutri4 - nakon
£ 0.4-
=)

0.2+

0.0

C

Inducibilna sintaza dusikovog oksida (iNOS)

8_ *

— 1 Kontrola - prije
6 =3 Kontrola - nakon
i mm Nutri4 - prije

- EEE  Nutri4 - nakon
£ 4
=)

24

0

Slika 8 prikazuje u¢inak konzumacije obi¢nih (Kontrola) i obogacenih (Nutri4) jaja na
serumske koncentracije tri izoforme sintaze dusikovog oksida. (A) endotelna NOS (eNOS), (B)
neuronalnaNOS (nNOS), (C) inducibilna NOS (iNOS). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna devijacija (SD); * p < 0,05 prije vs. poslije unutar grupe - upareni t-

test.
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5.7. Mjerenje koncentracije pro- i protu-upalnih citokina i kemokina u

serumu

U tablici 9 prikazan je utjecaj konzumacije obi¢nih jaja (Kontrola) i obogacenih jaja (Nutri4)
na serumsku koncentraciju pro i protu-upalnih citokina i kemokina. U Nutri4 skupini zna¢ajno
se bila smanjila koncentracija TGF-1B i IL-17A nakon konzumacije obogaéenih jaja u
usporedbi s poCetnim mjerenjem, dok je koncentracija TNF-a, C3a, INF-y, IL6, IL10, 1L-23,
TNF-a 1 MCP-1 ostala nepromijenjena po zavrsetku dijetalnog protokola. U kontrolnoj skupini
nisu zabiljezene statisti¢ki znacajne razlike u izmjerenoj koncentraciji navedenih citokina i
kemokina nakon konzumacije jaja u usporedbi s pocetnim koncentracijama (Tablica 9).
Mjerene koncentracije pro- i protu-upalnih citokina nisu se zna¢ajno razlikovale izmedu grupa

po zavrSetku odgovarajuceg dijetalnog protokola (prilagodeno pocetnom mjerenju).

Tablica 9. Utjecaj konzumacije obi¢nih jaja (Kontrola) i obogacenih jaja (Nutri4) na
serumsku koncentraciju pro i antiupalnih citokina i kemokina

Kontrola (N=15) Nutri4 (N=15)

Parametri " . " .
prije poslije prije poslije
TNF-a (pg/mL) 3,42 £ 0,66 3,55+0,5 3,47 £ 0,52 3,3+ 0,46
TGF-1B
(pg/mL) 2845 + 867 3181 + 587 2497 + 1344 1556 + 531 *
C3a(pg/mL) 4232 + 2639 4243 + 2685 4548 + 2296 4635 + 1946
INF-y (pg/mL) 9,86 1,73 9,55+1,34 9,83+1,50 9,36 +£1,16
IL-6 (pg/mL) 18,1 +0,6 18,0+0,8 17,7+ 0,8 17,4+1,3
IL-10 (pg/mL) 0,86 + 0,28 0,87 +0,45 0,77 £ 0,09 0,77 £ 0,17
IL-17A (pg/mL) 9,0 + 0,23 8,69 + 0,83 9,04 + 0,25 7,73 +£1,37*
IL-23 (pg/mL) 9,89 + 0,69 9,85+ 0,58 10,24 + 0,54 10,29 + 0,92
MCP-1 (pg/mL) 37,4+16,3 36,7 +22,6 24,6 = 15,4 31,2+2,45

Podatci su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD).

TNF-a- tumor nekrotiziraju¢i ¢imbenik alfa, TGF-1p — transformirajuéi ¢imbenik rasta 1

beta; C3a — komponenta komplementa; INF-y — interferon gama; I1L-6 — interleukin 6; IL-10
— interleukin 10; IL 17A — interleukin 17A; IL-23 — interleukin 23; MCP-1- monocitni

kemoatraktivni protein-1.

* P<0.05 prije vs. poslije unutar grupe (Kontrola ili Nutri4) - paired t-test
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5.8. Biljezi oksidativnog stresa i biomakeri antioksidativnog odgovora

U tablici 10 prikazan je utjecaj konzumacije funkcionalno obogacenih jaja (Nutri4) i obi¢nih
jaja (Kontrola) na biomarkere oksidativnog stresa i biomarkere antioksidativnog odgovora
kod bolesnika s kroni¢nim koronarnim sindromom.

Tri tjedna konzumacije niti obi¢nih niti obogacenih jaja nisu utjecala na razine oksidativnog
stresa niti antioksidativni kapacitet u ispitanika s kroni¢énim koronarnim sindromom. Nakon
konzumacije jaja nije zabiljeZeno znacajne razlike u razini oksidativnog stresa (odredenog kao
TBARYS) niti je bilo znacajne razlike izmjerenim vrijednostima antioksidativnog kapaciteta,
odredenom kao FRAP niti u kontrolnoj niti u Nutri4 skupini ispitanika u usporedbi s osnovnim
mjerenjima prije konzumacije jaja. Takoder nisu zabiljezene razlike izmedu ispitivanih grupa
niti na pocetku niti po zavrsetku dijetalnog protokola.

Antioksidativni enzimi predstavljaju vazne markere oksidativnog stresa, a njihova se aktivnost
generalno povecava tijekom oksidativnog stresa. Nakon provedenog dijetalnog protokola u
skupini ispitanika s kroni¢énim koronarnim sindromom, aktivnosti CAT i SOD u serumu nisu
se znacajno mijenjale niti u kontrolnoj niti u Nutri 4 skupini. Osim toga, aktivnosti ova dva
enzima nisu se razlikovale izmedu grupa niti na pocetku dijetalnog protokola, niti po njegovom
zavrSetku. Aktivnost GPx bila je znatno niza u skupini Nutri4 u usporedbi s kontrolnom
skupinom, ali na nju nije utjecala konzumacija obogacenih jaja.

ELISA analizom nisu utvrdene promjene serumske koncentracije oksidiranog lipoproteina
niske gustoce (OxLDL), 8-izo prostaglandina F2a niti AOPP-a niti u kontrolnoj niti u Nutri4

grupi nakon kozumacije jaja.
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Tablica 10. Utjecaj konzumacije obi¢nih jaja (Kontrola) i obogaéenih jaja (Nutri4) na
biomarkere oksidativnog stresa i antioksidativni kapacitet

Kontrola (N=15)

Nutri4 (N=15)

Parametri Prije Poslije Prije Poslije

Biljezi oksidativnog stresa

TBARS (mM/L TE) 0,029 +£ 0,007 | 0,032+0,008 | 0,033 +0,008 | 0,490+ 0,007
8-is0-PGF2a (pg/mL) 140 + 58 129 + 48 223 + 266 227 +£282
AOPP (umol/L) 0,056 0,003 | 0,055+0,003 | 0,056+0,004 | 0,055+ 0,003
OxLDL (pg/mL) 103 + 10 102+ 9 111+7 110+ 5
Biljezi antioksidativhog odgovora

FRAP (um/MDA) 0,250 +0,021 | 0,246 +0,034 | 0,397 +0,166 | 0,355+0,128
CAT (U/mg protein) | 4,716 1,464 | 4,022 +1,054 | 5,138 +1,462 | 4,507 + 1,873
GPx (U/mg protein) 0,021 +0,003 | 0,022 +0,002 | 0,017+ 0,003 | 0,017+ 0,003
SOD (U/mg protein) | 5,073 +£0,400 | 5,287 +0,259 | 5,400 + 0,343 | 5,387 + 0,233

Podatci su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD.

TBARS- eng. thiobarbituric acid reactive substances; 8-iso-PGF2a- 8-iso prostaglandin F2a,
AOPP- eng. advanced oxidation protein products; OxLDL- eng. oxidized low-density
lipoprotein; FRAP- ferric reducing ability of plasma; CAT- katalaza; GPx- glutation
peroksidaza; SOD- superoksid dismutaza

* P<0.05 prije vs. poslije unutar grupe (Kontrola ili Nutri4) - paired t-test
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6. RASPRAVA

Istrazivanje koje je dio ove disertacije prva je prospektivna, randomizirana, intervencijska,
dvostruko slijepa studija koja je ispitivala utjecaj konzumacije kokosjih jaja obogacenih s Cetiri
nutrijenta (n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom) na mikrovaskularnu i
makrovaskularnu reaktivnost, lipidni profil, razinu oksidativnog stresa i antioksidativni
kapacitet, koncentraciju proupalnih i protuupalnih citokina i kemokina i kod pacijenata
oboljelih od kroni¢nog koronarnog sindroma. U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 30
ispitanika podijeljenih u dvije skupine, kontrolnu i Nutri4 skupinu.

Najznacajniji rezultati ovog istrazivanja su sljedeci: (a) konzumacija jaja Nutri4 poboljsala je 0
endotelu ovisnu vazodilataciju na razini mikro i makrocirkulacije (tj., mikrovaskularni PORH
i AChID te FMD brahijalne arterije), te je povecala koncentraciju iNOS u serumu; (b)
konzumacija Nutri4 jaja smanjila je razinu triglicerida u serumu; (c) konzumacija Nutri4 jaja
smanjila je serumske koncentracije proupalnih citokina IL-17A i TGF-1; i (d) konzumacija
Nutri4 jaja nije znacajno utjecala na biomarkere oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite
(TBARS, OxLDL, 8-iso-PGF2a, AOPP, FRAP, aktivnost CAT, SOD i GPx u serumu) u
ispitanika s CCS.

Ovom istrazivanju prethodilo je istrazivanje ¢iji je cilj bio istraziti utjecaj konzumacije jaja
obogacenih n-3 PUFA kod ispitanika s akutnim i kroni¢énim koronarnim sindromom, a koje je
pokazalo kako konzumacija ovih jaja povecava koncentraciju n-3 PUFA u serumu, mijenja
profil slobodnih masnih kiselina u povoljniji omjer n-6/n-3 te ostvaruje blage protuupalne

uéinke.

6.1. Utjecaj konzumacije jaja obogacenih n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem

i luteinom na koncentraciju slobodnih masnih kiselina u serumu

U ovoj studiji, konzumacija kokosjih jaja obogacenih n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i
luteinom uzrokovala je =znacajani porast serumske koncentracije n-3 PUFA
(eikosapentaenoicne kiseline) dok se koncentracija n-6 PUFA u serumu smanjila (y-linolei¢na
kiselina, eikosadienoilna kiselina, dihomo- y-linolei¢na kiselina), Sto je rezultiralo smanjenjem
a time i povoljnijim omjerom n-6/n-3 PUFA.

U posljednja tri desetlje¢a u zapadnim zemljama izrazito se povecala koli¢ina n-6 PUFA u

prehrani, dok se koli¢ina n-3 PUFA smanjila. Istrazivanja pokazuju kako je omjer n-6/n3 PUFA
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u prehrani sada oko 20:1 dok je u proslosti taj omjer bio oko 1:1, a s porastom ovog omjera
povezuje se i porast prevalencije pretilosti u zapadnim zemljama [132]. Nedavna istrazivanja
na ljudima pokazuju da uz apsolutne koli¢ine unosa n-6 i n-3 PUFA, omjer n-6/n-3 PUFA igra
vaznu ulogu u poveéanju razvoja pretilosti. Visok unos n-6 PUFA uzrokuje hiperaktivnost
endokanabinoidnog sustava, dok n-3 PUFA smanjuje tu hiperaktivnost te vodi u normalnu
homeostazu. Endokanabinoidni sustav ima vaznu ulogu u regulaciji apetita i metabolizma, a
njegova hiperaktivnost pridonosi nastanku pretilosti [77]. Jedna meta-analiza koja je obuhvatila
i analizirala ukupno 31 studiju i obuhvatila 1450 ispitanika, zakljuéila je kako je nizi omjer n-
6/n-3 PUFA povezan sa snizavanjem koncentracije proupalnih citokina TNF-a i IL-6 u odrasloj
populaciji [133]. Skupina istrazivac¢a u Kini u randomiziranom klini¢kom istrazivanju ispitivala
je utjecaj prehrane s razli¢itim omjerom n-6/n-3 na lipidogram u 75 ispitanika s
hiperlipidemijom. Zakljuceno je kako se smanjenjem omjera n-6/n-3 PUFA postizu nize
koncentracije ukupnog kolesterola i triglicerida u krvi nakon 60 dana modificirane prehrane
[134]. Osim s razvojem pretilosti i poremecaja lipidnog profila, postoje istrazivanja koja
poveéani omjer n-6/n3 PUFA povezuju s nastankom arterijske hipertenzije. Studija koju su
proveli Yang i suradnici na 75 ispitanika s hiperkolesterolemijom pokazala je da se primjenom
ulja s manjim omjerom n-6/n-3 PUFA, nakon 60 dana prati smanjenje serumske koncentracije
triglicerida i ukupnog kolesterola, a $to je vrlo znacajan ucinak za prevenciju kardiovaskularnih
bolesti [134].

Ovim istrazivanjem je pokazano kako s malim modifikacijama prehrane, odnosno
konzumacijom jaja obogacenih n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom se moze posti¢i
pozitivan uc¢inak na n-6/n-3 PUFA omjer. Isti rezultat, odnosno smanjenje n-6/n-3 PUFA
omjera, zabiljeZen je i u istrazivanju Kolara i suradnika koji su proucavali utjecaj konzumacije
jaja obogacenih n-3 PUFA u skupini od 23 sportasa koji su konzumirali obogacena jaja kroz 3
tjedna [135]. U ispitanika s akutnim i kroni¢nim koronarnim sindromom, konzumacija n-3
PUFA obogacenih jaja promijenila je profil slobodnih masnih kiselina na povoljniji, nizi omjer
n6/n3 [117], sto je konzistentno rezultatima ove studije. Obzirom na navedeno moze se
zakljuciti kako konzumacija nutritivno obogacenih jaja omogucava izmjenu lipidnog statusa te
povoljno djeluje na n-6/n3 PUFA omjer kod bolesnika s kroni¢nim koronarnim sindromom
jednostavnom modifikacijom prehrane. Potrebno je provesti dodatna istrazivanja o moguéem
blagotvornom djelovanju n-3 PUFA iz obogacenih jaja i na druge bolesti kao $to su arterijska
hipertenzija i pretilost, medutim za potvrdu pozitivnog ucinka, svakako je potrebno promatrati

djelovanje kroz duzi vremenski period.
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6.2. Utjecaj konzumacije obogacenih jaja na serumske koncentracije

vitamina E, selenija i luteina u serumu

Takoder, konzumacija kokosjih jaja obogacenih n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom
uzrokovala je znaCajno povecanje serumske koncentracije vitamina E i selenija u pacijenta
oboljelih od kroni¢nog koronarnog sindroma. Ipak, nakon konzumacije obogacéenih jaja nije
zabiljezen znacajan porast serumske koncentracije luteina u navedenoj populaciji.

Prethodna istrazivanja povezuju konzumaciju selenija u namirnicama ili suplementa s
incidencijom nastanka bolesti srca. Primjerice, istrazivanje Huang 1 suradnika pokazalo je da
je u podru¢jima Kine s niskim udiom selenija u tlu zamijeéena povecana ucestalost Kesanske
bolesti. Kesanska bolest je bolest koju karakterizira ekstenzivna fibroza miokarda i nastanak
kardiomiopatije [136]. AtheroGene studija koja je trajala 6,1 godinu i provedena je na ukupno
1731 ispitanika, utvrdila je da su niske koncentracije selenija u serumu povezane su s veéim
rizikom kardiovaskularne smrti kod ispitanika s akutnim koronarnim sindromom [99]. Poznato
je, a i brojne studije su potvrdile povezanost izmedu nedostatka selenija u organizmu i
poveéanog rizika od nastanka aterosklerotskih plakova [48]. Adekvatan unos selenija moze
prevenirati nastanak ateroskleroze na viSe razli¢itih mehanizama, inhibiraju¢i oksidativni stres,
djeluju¢i na upalu, djeluju¢i na endotelnu disfunkciju te kalcifikacije krvnih Zila. Veéinu
ucinaka selenij ostvaruje pomocu selenoproteina koji su prisutni u samoj arterijskoj stijenki
[48]. Takoder postoje dokazi kako dodatak selenija suplementima koji sadrze antioksidanse
moze smanjiti rizik od kardiovaskularne smrtnosti [100]. Na primjer, studija koju su proveli
Alehagen i suradnici pokazala je da je suplementacija selenija i koenzima Q10 smanjila rizik
od kardiovaskularne smrti u skupini zdravih starijih ispitanika kao i u skupinama pacijenata sa
SeCernom bolesti, arterijskom hipertenzijom i ishemijskom bolesti srca nakon 12 godina
pracenja, medutim mehanizam nije u potpunosti razjasnjen [101]. Osim suplementacije selenija
u obliku kapsula ili tableta, jedan od nacina je svakako i konzumacija hrane bogate selenijem
ili funkcionalne hrane. Na primjer, Thomson i suradnici su pokazali kako konzumacija 2
brazilska oras¢i¢a dnevno kroz 12 tjedana povecava serumsku koncentraciju selenija i pojacava
aktivnost glutation peroksidaze [137]. U drugoj epidemioloskoj studiji promatran je utjecaj
konzumacije 5 indijskih oras¢i¢a dnevno i ekstrakta zelenog ¢aja u razdoblju od 6 tjedana te je
zakljuceno kako je u promatranoj populaciji smanjen rizik nastanka kolorektalnog karcinoma,
vjerojatno uslijed ucinka selenoproteina na gene ukljucene u karcinogenezu [138]. 1z svega

navedenom moze se zakljuciti kako selenij, odnosno njegov dodatak prehrani, ima vaznu ulogu
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u prevenciji i lijeCenju kardiovaskularnih bolesti, a funkcionalna hrana omogucava jednostavan
nacin unosa selenija, koji evidentno rezultira porastom serumske koncentracije selenija.

Uloga vitamina E u prevenciji i lijeCenju nastanka ateroskleroze nije u potpunosti razjaSnjena.
Vitamin E glavni je antioksidans topiv u mastima, a koji je prisutan u LDL Cesticama te ima
vaznu ulogu u zasStiti LDL-a od oksidativnog oSteenja sprjecavajuci lipidnu peroksidaciju
viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina. Osim toga vitamin E smanjuje ulazak oksidiranog
LDL-a u makrofage [85]. U¢inci vitamina E su istrazivani na eksperimetalnim zivotinjskim
modelima; konzumacija vitamina E u miSeva se pokazala povezana s redukcijom
aterosklerotskih lezija aorte (144). U miSeva koji su primali vitamin E i koenzim Q10 pokazana
je sporija progresija ateroskleroze aorte [139]. Meta-analiza autora Jayedi i suradnika pokazala
je kako su vise koncentracije vitamina C, vitamina E 1 -karotena povezane s nizim rizikom od
ukupne kardiovaskularne smrtnosti [140]. Ranija su istrazivanja sugerirala kako je
suplementacija vitamina E ucinkovita kako u prevenciji, tako i lijecenju kardiovaskularnih
bolesti. Tako je studija koju su proveli Gey i suradnici dovela do zakljucka kako je visa
koncentracija vitamina E u plazmi povezana s niZzom stopom smrtnosti od kardiovaskularnih
bolesti, te kako bi se rizik od ishemijske bolesti srca smanjio ukoliko bi koncentracija vitamina
E u plazmi bila > 27.5-30.0 mumol vitamin E/L [141]. U istrazivanju koje su proveli Rimm i
suradnici sudjelovalo je ukupno 39910 ispitanika muskog spola u dobi od 40 do 75 godina koji
su bili zdravi, bez poznate koronarne bolesti, Se¢erne bolesti 1 hipertenzije. Na temelju upitnika
0 njihovoj prehrani i unosu vitamina E, vitamina C i karotena, nakon 4 godine pracenja,
pronadena je povezanost izmedu manje ucestalosti koronarne bolesti kod ispitanika koji su
unosili vece koli¢ine vitamina E prehranom [142]. Druga studija proucavala je unos vitamina
E, vitamina C 1 vitamina A u 34486 Zena u postmenopauzi bez poznatih kardiovaskularnih
bolesti. U toj studiji takoder je pronadeno da je unos vitamina E obrnuto proporcionalan s
rizikom smrti od koronarne bolesti tijekom sedam godina pracenja [143]. ARIC studija koja je
provedena na viSe od 10 000 ispitanika u dobi od 45 do 64 godine, na temelju upitnika o
prehrani, pronasla je da je debljina intima-medije karotidne arterije (a koja predstavlja indikator
ateroskleroze) mjerene ultrazvukom bila manja u ispitanika koji su konzumirali vi§e namirnica
bogatih vitaminom E, a §to je bilo vise izrazeno u Zenskoj populaciji [144]. Jedna studija navodi
kako je zabiljeZzena manja progresija koronarne lezije kod pacijenata koju su primali suplemente
s vitaminom E. U toj studiji provedenoj na ukupno 156 muskaraca u dobi od 40 do 59 godina
kod kojih je ranije uc¢injeno aortokoronarno premostenje, primijenjen je dodatak prehrani koji

je sadrzavao vitamin E 100 IU/dnevno, u usporedbi s kontrolnom grupom koja je konzumirala
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placebo. Nakon 2 godine, koronarografijom je dokazana sporija progresije lezija koronarnih
arterija [145,146]

Medutim, novija klinicka ispitivanja nisu potvrdila pozitivne ucéinke vitamina E na
kardiovaskularni rizik. Studija koju su proveli Sesso i suradnici obuhvatila je 14641 ispitanika
muskog spola u dobi od 50 i vise godina koji su konzumirali 400 IU vitamina E svaki drugi dan
1 500 mg vitamina C svaki dan. Nakon 8 godina pracenja niti konzumacija vitamina E niti
vitamina C nije reducirala rizik od kardiovaskularnih bolesti [147]. Studija koja je proucavala
primjenu vitamina E kod ispitanika s jednim ili viSe kardiovaskularnih rizika (4495 ispitanika
oba spola prosjecne dobi od 64,6 godine), nije pokazala razlike izmedu ucestalosti
kardiovaskularne smrtnosti, infarkta miokarda ili cerebrovaskularnog inzulta kod ispitanika
koji su primali vitamin E u usporedbi s placebom [147,148]. U studiji koju su proveli Lonn i
suradnici u ispitanika s poznatom kardiovaskularnom bolesti ili sa Se¢ernom bolesti, dugotrajna
primjena vitamina E nije sprijeCila vece kardiovaskularne dogadaje [149]. Za sada, nije moguce
u potpunosti objasniti ovakve kontradiktorne rezultate razli¢itih studija. S obzirom kako postoji
viSe razli¢itih izoformi vitamina E, postoji moguénost njihovog i razli¢itog u¢inka. Osim toga,
mogu¢ je razli¢it uéinak sintetskog, odnosno prirodnog oblika vitamina E. Naime, ranije studije
su proucavale iskljucivo prehranu osoba ukljucenih u ispitivanje, a izvor vitamina E bila je
hrana, dok su studije u kojima se nije pokazao pozitivan u¢inak vitamina E sadrzavale
suplemente. Upravo bi zato obogacena jaja mogla predstavljati dobar nac¢in unosa vitamina E u
organizam. Americko kardioloSko druStvo ne preporuca uporabu antioksidativnih dodataka
prehrani, ukljucujuci i one dodatke koji sadrze vitamin E jer nema jasnih dokaza kako njihova
primjena uistinu i smanjuje rizik i djeluje preventivno na razvoj kardiovaskularnih bolesti.
Medutim oni ipak savjetuju konzumaciju hrane koja sadrZi antioksidativne vitamine,
ukljucuju¢i 1 vitamin E, a za koje se smatra kako mogu djelovati preventivno na
kardiovaskularne bolesti (npr. voce, povrée, orasaste plodove) [91].

Poznato je kako Zumanjak kokoSjeg jaja obiluje luteinom. Jedno je istrazivanje pokazalo kako
konzumacija jednog jaja dnevno kroz 5 tjedana (143 + 28ug luteina u Zumanjku) povecava
serumsku koncentraciju luteina u starijih osoba, bez utjecaja na serumsku koncentraciju lipida
[150]. Randomizirana klinicka studija autora Kellyja i suradnika pokazala je kako konzumacija
jednog jaja dnevno obogacéenog luteinom (921.4 = 105 pg u Zumanjku) kroz 90 dana povecava
serumsku koncentraciju luteina [151]. Medutim, rezultati ove studije u kojoj je dnevna koli¢ina
suplementiranog luteina iznosila 616 pg u svakom jajetu u Nutri4 skupini, te 110 pg u svakom
jajetu u kontrolnoj skupini nije rezultirala znacajnim porastom serumske koncentracije luteina.

Jedno od mogucih objasnjenja je da koncentracija u jajima nije bila povec¢ana u takvom omjeru
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da bi utjecala na serumske razine luteina.Obzirom da nisu zabiljezene znaCajne razlike u
serumskim koncentracijama luteina nakon konzumacije niti obi¢nih niti obogacéenih kokosjih
jaja, potrebno je utvrditi koja koncentracija luteina u Zumanjku je potrebna kako bi se
konzumacijom obogacenih jaja postigli pozitivni ucinci.

Iz svega navedenog moze se zakljuciti kako su kokosja jaja obogacena s n-3 PUFA, vitaminom
E, selenijem i luteinom, odli¢an izvor ovih vaznih nutrijenata koji imaju bitnu ulogu u
normalnom funkcioniraju organizma. Takoder ovi rezultati potvrda su pridrzavanju zadanog
dijetnog protokola od strane ispitanika. S obzirom na poznatu ulogu vitamina E, selenija i
luteina u oksidativnom stresu i1 upali, buduca istrazivanja bi mogla promatrati utjecaj
obogacenih jaja i u drugim bolestima kao $to su metabolicki sindrom, arterijska hipertenzija,

Secerna bolest, ali autoimune i reumatoloske bolesti.

6.3. Konzumacija kokos$jih jaja obogaéenih n-3 PUFA, vitaminom E,
selenijem i luteinom i njihov utjecaj na lipidni profil i biokemijske

parametre.

U ovom istrazivanju, konzumacija kokosjih jaja obogacenih n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem
1 luteinom rezultiralo je znacajnim smanjenjem serumske koncentracije triglicerida, ali ne i
promjene koncentracije ukupnog kolesterola, te HDL-a i LDL-a. Takoder, konzumacija
obogacenih kokosjih jaja rezultirala je znacajnim smanjenjem GGT-a, koji inace predstavlja
hepatobilijarni enzim, a koji bi mogao predstavljati biljeg aterosklerotske bolesti srca.

Poznato je kako je dislipidemija, a osobito visoke koncentracije LDL kolesterola i triglicerida,
jedan od najvaznijih rizicnih ¢imbenika za nastanak ateroskleroze, a osobito koronarne
arterijske bolesti [152]. lako su jaja nutritivno vrlo dobra namirnica bogata proteinima,
mineralima i elementima u tragovima, preporuke za konzumaciju kod kardiovaskularnih bolesti
su kontradiktorne. Opc¢eprihvaceno je misljenje kako jaja sadrze kolesterol i kako se zbog
utjecaja na koncentraciju lipida u krvi, njihova konzumacija kod kardiovaskularnih bolesnika
ne preporuca. Ipak, rezultati provedenih istraZivanja nisu jednoznacni. EVIDENT II studija
provedena na 728 ispitanika koji su konzumirali 5-6 jaja tjedno pokazala je kako konzumacija
jaja nije povezana s promjenana u lipidogramu u ispitanika s kroni¢nim metabolickim
poremecajima, a dok je lipidni profil kod ispitanika bez ovih poremecaja bio €ak 1 bolji kada su
konzumirali vise jaja [153]. IstraZivanje koje su proveli Drouin-Chatier i suradnici, koje je
pratilo 14806 ispitanika tijekom vise od 32 godine pokazalo je kako umjerena konzumacija jaja,

do jednog jaja dnevno, nije povezana s povecanim rizikom od kardiovaskularnih bolesti ve¢ ga
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¢ak i smanjuje u Azijskoj populaciji [154]. Nasuprot tome studija provedena u Americi kod
viSe od 29000 ispitanika a koja je trajala 17,5 godina utvrdila je povezanost izmedu veéeg unosa
kolesterola prehranom i konzumacije jaja s veéim rizikom od nastanka kardiovaskularnih
incidenata i sveukupnom smrtnosti [155].

Postoje brojne studije koje su proucavale utjecaj n-3 PUFA na serumske koncentracije LDL
kolesterola i triglicerida u serumu. Suplementacija n-3 PUFA (EPA i DHA) moze reducirati
koncentraciju lipida, osobito triglicerida u ispitanika s hiperlipidemijom [156]. S druge strane,
u jednom multicentricnom istrazivanju koje je obuhvatilo 13078 ispitanika koji imaju vrlo visok
kardiovaskularni rizik te koriste statine u terapiji, pokazalo se kako konzumacija n-3 PUFA u
usporedbi s kukuruznim uljem, nije smanjila rizik od velikih kardiovaskularnih dogadaja [157].
Europsko kardiolosko drustvo preporuca suplemente koji sadrze n-3 PUFA u kombinaciji sa
statinima kod pacijenata s visokim koncentracijama triglicerida u serumu [158]. Osim n-3
PUFA, na lipidni profil utjece 1 vitamin E. Jedno istrazivanje je pokazalo kako konzumacija
kapsula koje sadrze vitamin E (180 mg tokotrienola i 40 mg tokoferola) u ispitanika na
kroni¢nom programu hemodijalize reducira ukupni kolesterol i trigliceride, a povoljno djeluje
na koncentraciju HDL-a [159].

Ovim istrazivanjem pokazano je kako se serumska koncentracija triglicerida snizila kod
ispitanika s kroni¢nim koronarnim sindromom koji su konzumirali obogacena jaja, dok se
koncentracije ukupnog kolesterola, LDL-a i HDL-a nisu znac¢ajno mijenjale. Vazno je naglasiti
da, s obzirom da se radi o pacijentima s od ranije poznatim kroni¢nim koronarnim sindromom,
svi ispitanici su imali terapiju prema smjernicama koja je ukljucivala statine te su vrijednosti
lipidograma, ukljucujuéi trigliceride na pocetku protokola bile unutar referentnih vrijednosti
preporucenih za ovu skupinu. Konzumacija obogacenih jaja dodatno je snizila koncentraciju
triglicerida te se moZe zakljuciti kako su n-3 PUFA u ovim jajima imala pozitivan u¢inak na
koncentraciju lipida u serumu. Vazno je istaknuti kako, unato¢ konzumaciji 3 jaja dnevno kroz
21 dan, nisu zabiljeZeni nepovoljni ucinici jaja na lipidogram niti u kontrolnoj skupini.

GGT je hepatobilijarni enzim ¢ija je serumska koncentracija poviSena kod opstruktivnih Zu¢nih
bolesti, prekomjernog unosa alkohola, a postoji poveznica i s nealkoholnom masnom bolesti
jetre. Novija istrazivanja povezuju povisene koncentracije GGT-a i s inzulinskom rezistencijom
1 aterosklerozom, ali i arterijskom hipertenzijom, sr¢anim zatajiavanjem, aritmijama te sa
opéenito mortalitetom uzrokovanim kardiovaskularnim bolestima [160]. Jedna retrospektivna
studija koju su proveli Kim i suradnici, analizirala je 5120 asimptomatskih pojedinaca koji u
anamnezi nisu imali niti koronarnu bolest niti su konzumirali alkohol, a koji su u sklopu

sistematskog pregleda ucinili CT koronarografiju. U ovoj skupini ispitanika je utvrdeno da su
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osobe s viSim koncentracijama GGT-a imale vecu ucestalost i tezinu koronarne ateroskleroze
odredene na CT koronarografiji, a visa koncentracija GGT-a bila je neovisni prediktor
aterosklerotskih plakova u koronarnim arterijama, osobito kalcificiranih plakova [161]. Stoga
bi smanjenje GGT-a nakon konzumacije jaja obogac¢enih n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i
luteinom moglo predstavljati povoljan ucinak obogacenih jaja, medutim potrebna su dodatna
istrazivanja u ovom podrudcju.

Na temelju navedenog moze se zakljuciti kako konzumacija kokos$jih jaja, obi¢nih ili
obogacenih, nema negativnog utjecaja na mjerene biokemijske parametre ukljucuju¢i krvnu
sliku, parametre jetrene i bubrezne funkcije ili upalne biljege (hsCRP) kod pacijenta s
kroni¢nim koronarnim sindromom te je u potpunosti sigurna. Osim toga, vrijednosti
lipidograma se nisu znacajno mijenjale u kontrolnoj skupini koja je konzumirala tri obi¢na jaja
dnevno, dok je kod ispitanika koji su konzumirali funkcionalno obogacena jaja nakon protokola

koncentracija triglicerida bila statisticki znacajno niza.

6.4. Promjene mikrovaskularne i makrovaskularne funkcije

U skupini ispitanika s kroni¢nim koronarnim sindromom koji su konzumirali koko§ja jaja
obogacena n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem 1 luteinom zabiljeZeno je poboljSanje
mikrovaskularne i makrovaskularne endotelne funkcije nakon konzumacije jaja.

Endotelna disfunkcija rani je korak u nastanku ateroskleroze, a procjena endotelne funkcije
moze pomo¢i u prevenciji, ali 1 lijeCenju kardiovaskularnih bolesti. Mikrovaskularna
reaktivnost predstavlja sposobnost vazodilatacije ili vazokonstrikcije malih krvnih zila kao
odgovor na promjene u protoku krvi, na prisutnost razli¢itih vazoaktivnih medijatora, ili
primjerice promjene u temperaturi (grijanje 1 hladenje). Periferne arterije su lako dostupne za
analizu te su izvrstan model za mjerenja endotelne funkcije. Ultrazvuc¢na procjena FMD-a
brahijalne arterije i LDF prodstavljaju jednostavne, dostupne i neinvazivne metode za procjenu
endotelne funkcije mjerenjem promjera brahijalne arterije pomocu ultrasonografije, odnosno
odredivanjem protoka u mikrocirkulaciji koze podlaktice (124—126). LDF se koristi u procjeni
mikrovaskularne reaktivnosti u odgovoru na razli¢ite podrazaje kao $to su vaskularna okluzija
(PORH) ili iontoforeza nabijenih vazoaktivnih cestica (ACh i SNP). PORH predstavlja
povecéanje protoka krvi do kojeg dolazi nakon privremene okluzije protoka krvi. Acetilkolin
uzrokuje vazodilataciju krvnih zila, djelujuc¢i na sam endotel, dok SNP uzrokuje o endotelu
neovisnu vazodilazaciju. Odredivanjem mikrovaskularne reaktivnosti u podrucju koze

podlaktice mogu se dobiti reprezentativni podatci o stanju mikrovaskularne funkcije cijelog
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organizma [124-126]. Ranija istrazivanja provedena u sklopu Znanstvenog centra izvrsnosti za
personaliziranu brigu o zdravlju na mladim zdravim ispitanicima koji su konzumirali kokosja
jaja obogacena s n-3 PUFA (1053 mg PUFA dnevno) kroz 3 tjedna, pokazala su poboljSanje
PORH-a mikrocirkulacije koze podlaktice, dok kod ispitanika s akutnim i kroni¢nim
koronarnim sindromom koji su konzumirali jaja obogacena s n-3 PUFA (ukupno 1053mg
dnevno) kroz tri tjedna, nisu zabiljeZeni u¢inci na mikrocirkulaciju [117]. Ovo je istraZivanje
pokazalo kako kod pacijenta s kroni¢nim koronarnim sindromom konzumacija jaja obogacenih
n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom djeluje povoljno i na mikro- i na
makrovaskularnu endotelnu funkciju. Ova razlika u rezultatima moze se tumaciti sinergistickim
djelovanjem n-3 PUFA, vitamina E selenija i luteina na endotelnu funkciju.

Postoje istrazivanja koja su pokazala kako povecana koncentracija vitamina E u serumu djeluje
na poboljsanje mikrovaskularne i makrovaskularne reaktivnosti potaknute vazodilatatorima te
kako vitamin E djeluje na vaskularnu reaktivnost. U istrazivanju koje su proveli Neunteufl i
suradnici na ukupno 22 muskarca koji su bili puSaci i 11 kontrolnih zdravih ispitanika.
Pokazano je kako je u skupini pusaca koja je uzimala suplemente vitamina E kroz 4 tjedna moze
doslo do prolaznog osStec¢enja endotelne funkcije nakon intenzivnog pusenja zbog poboljSanja
oksidativnog statusa, ali je 1 pokazano da navedena suplementacija ne moze obnoviti kroni¢nu
endotelnu disfunkciju [162]. Nadalje, oralna primjena mjeSavine tokoferola bogate v-
tokoferolom u kratkotrajnoj nikotinskoj nadomjesnoj terapiji primijenjenoj pri odvikavanju od
pusenja kod 25 muskih zdravih ispitanika poboljSala je makrovaskularnu endotelnu disfunkciju
procijenjenu  FMD-om brahijalne arterije kod zdravih biv§ih pusaca [163]. Osim toga, na
zivotisnjkom modelu, pokazano je kako nedostatak vitamina E u Stakora s dijabetesom znac¢ajno
pogorsava endotelnu disfunkciju [164].

Prema naSim saznanjima, ovo je prvo istraZivanje koje je pokazalo da suplementacija vitamina
E u obliku funkcionalne hrane (zajedno sa n-3 PUFA, selenijem i luteinom) ima znacajan
povoljan ucinak na o endotelu-ovisnu vaskularnu relaksaciju u pacijenata sa kroni¢nim
koronarnim sindromom. Osim navedenih ucinaka vitamina E, poznato je kako n-3 PUFA
smanjuju rizik od kardiovaskularnih bolesti. N-3 PUFA djeluju vazoprotektivno, poboljsavajuci
o endotelu ovisnu vazodilazaciju, a Sto je pokazano u studiji Goodfellow i suradnika [165,166].
U navedenoj studiji kod 15 ispitanika s hiperkolesterolemijom koji su konzumirali n-3 PUFA
u dozi od 5g dnevno u usporedbi s placebom, zabiljezeno je signifikantno poboljSanje endotelne
funkcije procjenjene pomocu FMD-a brahijalne arterije [166]. Poznato je da visoke
koncentracije slobodnih masnih kiselina nastale iz triglicerida utje¢u na endotelnu funkciju na

viSe razlicitih nacina; one pridonose upali §to uzrokuje povecanu propusnost endotela, te
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smanjuju proizvodnju NO-a djelovanjem na eNOS. Konzumacija hrane bogate n-3 PUFA moze
sniziti koncentracije slobodnih masnih kiselina, a time i smanjiti razinu povezanih upalnih
citokina, smanjiti oksidativni stres te zastiti endotel [167]. Studije su pokazale kako dodatak n-
3 PUFA prehrani poboljsava mikrovaskularnu i makrovaskularnu funkciju. Na primjer, studija
Stirban i suradnika pokazala je da suplementacija n-3 PUFA kroz 6 tjedana u 34 ispitanika sa
Sec¢ernom bolesti poboljSava postpradnijalno makrovaskularnu funkciju odredenu kao FMD
[168]. Studija Hammera i suradnika obuhvatila je 70 ispitanika s perifernom arterijskom bolesti
koji su bili podijeljeni u dvije skupine, a uzimali su ili 4 g n-3 PUFA ili placebo kroz ukupno 3
mjeseca. U grupi koja je konzumirala n-3 PUFA zabiljezeno je signifikantno poboljsanje FMD-
a brahijalne arterije u usporedbi s placebom [169]. Takoder jedna studija provedena na
ispitanicima (n=22) s arterijskom hipertenzijom i metabolickim sindromom pokazala je kako
suplementacija 1,5 g n-3 PUFA kroz mjesec dana poboljsava endotelnu funkciju i
mikrocirkularnu reaktivnost odredenu pomo¢u LDF-a, a osim ucinaka na endotel djeluje i blago
antihipertenzivno te snizava koncentraciju triglicerida u serumu te snizava vrijednosti CRP-a
kod ispitanika koji su konzumirali n-3 PUFA u usporedbi s placebom [170]. S obzirom na
navedene rezultate, moZze se zakljuciti da konzumacija kokos$jih jaja obogacenih s ova 4
nutrijenta znacajno poboljSava mirkovaskularnu o endotelu-ovisnu reaktivnost te ima znacajan
utjecaj na poboljSanje mikrovaskularne funkcije kod pacijenata sa kroni¢nim koronarnim
sindromom. Vitamin E, selenij i n-3 PUFA igraju vaznu ulogu u odrzavanju endotelne
ravnoteze, a njihova nadomjestak u obliku funkcionalne hrane moze pridonijeti boljoj funkciji
endotela u kroni¢nom koronarnom sindromu. Vazno je naglasiti kako je ovo, koliko je poznato,
prva studija u kojoj je proucavan zajednicki, a potencijalno 1 kumulativni u¢inak kombinacije
razli¢itih nutrijenata u obliku funkcionalne hrane na endotelnu funkciju, dok su u ve¢ini drugih

istrazivanja zasebno koristeni suplementi n-3 PUFA, vitamina E, selenija i luteina.

6.5. Utjecaj konzumacije jaja obogaéenih n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem

i luteinom na koncentracije izoformi dusik oksid sintetaze

U ovoj studiji, konzumacija jaja obogacenih n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom u
kroni¢nom koronarnom sidromu jaja uzrokovala je porast koncentracije iNOS-a u serumu, dok
se koncentracije eNOS-a i nNOS-a nisu promijenile, a niti su se mijenjale razine ove 3 izoforme
NOS-a u skupini koja je konzumirala obicna jaja.

Dusikov oksid je molekula koja igra kljuénu ulogu u normalnom funkcioniranju samog

endotela, a poremecaj u njegovoj sintezi ili bioraspoloZzivosti dovodi do endotelne disfunkcije.
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NOS ima vrlo vaznu ulogu u nastanku brojnih bolesti kao Sto su upalne bolesti, Secerna bolest,
pretilost, ali i ateroskleroza. Pokazano je kako izoforma nNOS ima klju¢nu ulogu u zastiti
sr¢anog misica od povecanog oksidativnog stresa, te da je vazan u sprecavanju nepovoljnog
strukturnog preoblikovanja u zatajivanju srca kod Stakora [171]. Na modelu eksperimentalnih
zivotinja pokazano je kako miSevi kojima nedostaje nNOS ili eNOS imaju lo$iju funkciju
lijevog ventrikula i posljedi¢nu remodelaciju nakon infarkta miokarda izazvanog ligacijom
koronarne arterije [172]. Drugo istrazivanje koje je takoder ucinjeno na modelu misa pokazalo
je kako delecija sve tri izoforme NOS uzrokuje infarkt miokarda i iznenadnu sréanu smrt [173].
Pri nastanku aterosklerotskih promjena u krvnim Zilama, uslijed poremecaja eNOS-a, dolazi do
smanjene bioraspolozivosti NO u stijenki krvne zile. U istrazivanju koje su proveli Stebbins i
suradnici, pokazano je kako n-3 PUFA mogu aktivirati eNOS u kulturama humanih endotelnih
stanica [174]. U ranijem istrazivanju pri Znanstvenom centru izvrsnosti za personaliziranu
brigu o zdravlju koje je provedeno na 34 mlade zdrave odrasle osobe koje su konzumirale jaja
obogacena s n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom kroz ukupno 3 tjedna, zabiljezeno
je povecanje koncentracije nNOS enzima u serumu [175]. U ovome istrazivanju u kojem je
sudjelovalo ukupno 30 ispitanika podijeljenih u dvije skupine, u skupni koja je konzumirala
jaja obogacena s n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom pronadene su statisticki
znacajne razlike u koncentraciji iNOS u serumu, dok se koncentracije eNOS-a i nNOS-a nisu
znacajno promijenile. PoboljSanje funkcije endotela kod kroni¢nog koronarnog sindroma
moglo bi se dijelom objasniti promjenama u koncentraciji iNOS-a, a onda posljedi¢no tome i
boljoj bioraspolozivosti NO §to bi trebalo blagotvorno djelovati na endotelnu funkciju. lako je
prekomjerna ekspresija ovog enzima povezana sa septiCkim Sokom, nekim autoimunim
bolestima, pa ¢ak 1 malignim bolestima, on takoder ima pozitivne ucinke 1 neophodan je za
normalno funkcioniranje stanica [174]. NO nastao uz iNOS je vazan za normalni upalni
odgovor, dok su poremecaji u regulaciji iNOS povezani s nekim akutnim i kroni¢nim bolestima.
Zanimljivo je da neka istraZivanja sugeriraju da na ravnoteZu izmedu korisnih i Stetnih u€inaka
INOS-a moze utjecati istodobna prisutnost ili odsutnost oksidativnog stresa [176]. Studija koju
su proveli Wilmes V. i suradnici na post portem modelima humanog srca, pokazala je pove¢anu
ekspresiju INOS u srcu nakon infarkta miokarda, ali isto tako i u regijama srca koja nisu
zahvacdena infarktom $to ukazuje na oStecenje kardiomiocita i prije nego se moze histoloski
otkriti [176]. Studije na animalnim modelima pokazuju kako n-3 PUFA (EPA) moze poveéati
razinu NO-a aktiviraju¢i eNOS $to onda potice o endotelu ovisnu vazodilataciju koronarnih
arterija goveda ex vivo [177,178]. U istrazivanju provedenom kod transgeni¢nih miseva koji

imaju prekomjernu ekspresiju humanog endotelina-1 (ET-1), uklanjanje gena za iNOS,
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rezultiralo je oslabljenom vazodilatacijom ovisnom o endotelu te posljedi¢no povisenom
krvnom tlaku kod ET+/+ INOS-/- miSeva [179]. S druge strane, primjena vitamina C i o-
tokoferola u ispitanika s pojacanom ekspresijom eNOS i1 iNOS induciranom visokom razinom
glukoze uzrokovala je smanjenje ekspresije obje ove izoforme [180]. Smatralo se da povecana
ekspresija iINOS-a dovodi do povecanja koncentracije NO §to uzrokuje vazodilataciju koja
postupno dovodi do sistemske i koronarne hipoperfuzije $to onda pridonosi pojavi kardiogenog
Soka kod ispitanika s infarktom srca. Medutim inhibitor NOS-a se nije pokazao uc¢inkovit u
prevenciji nastanka kardiogenog Soka. Naime u TRIUMPH studiji kod koje je sudjelovalo 398
ispitanika s infarktom miokarda s refraktornim kardiogenim Sokom, primjena tilarginina,
inhibitora NOS, nije imala u¢inka na smrtnost u ovoj grupi ispitanika [181].

S obzirom na navedeno, potrebna su dodatna istrazivanja o ulozi svih izoformi NOS i u
endotelnoj funkciji ali i u nastanku endotelne disfunkcije, a osobito o utjecaju funkcionalne
hrane na ekspresiju ovih enzima. Mozemo pretpostaviti kako je u ovom istrazivanju
konzumacija obogacenih jaja uzrokovala povecanje koncentracije iNOS Sto je posljedicno

pozitivno djelovalo na endotelnu funkciju.

6.6. Utjecaj konzumacije obogacenih jaja na serumske koncentracije pro-

upalnih i protu-upalnih citokina

Vazan rezultat ove studije predstavlja smanjenje serumske koncentracije pro-upalnih citokina
IL-17A i TGF-1p u kroni¢énom koronarnom sindromu nakon konzumacije kokosjih jaja
obogacenih n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom. Prethodno istrazivanje pri
Znanstvenom centru izvrsnosti za personaliziranu brigu o zdravlju ispitivalo je ucinak
konzumacije jaja obogacenih n-3 PUFA u ispitanika s koronarnom bolesti. Pokazalo se kako
njihova konzumacija moze smanjiti serumsku koncentraciju IL-6 u akutnom koronarnom
sindromu i koncentraciju IL-1a kod svih ispitanika s koronarnom bolesti [117]. Medutim u
ovom istrazivanju koncentracije TNF- a, INF-y, IL-6, IL-10, IL-23 nisu se znacajno mijenjale.
Citokini predstavljaju vazne medijatore imunoloskih i upalnih odgovora organizma u zdravlju
i u bolesti. Poznato je da je u podlozi koronarne bolesti ateroskleroza koja predstavlja kroni¢nu
upalnu bolest, a brojni citokini imaju vaznu ulogu u nastanku iste. Medutim do sada nisu poznati
mehanizmi na koje pojedini citokini djeluju u patofizioloSkom procesu nastanka
aterosklerotskog plaka. Pokazano je kako je progresija aterosklerotskog plaka uvijek povezana
s pove¢anom kako lokalnom, tako i sistemnom razinom proupalnih citokina. Primjerice,

poznato je kako su u aterosklerotskom plaku pronadene povisene koncentracije IL-1A i IL-1p,
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a primjena lijekove koji blokiraju receptore za IL-1 kao $to je anakinra u miSeva znacajno
smanjuje veli¢inu aterosklerotskih lezija [182]. CANTOS studija provedena je na ukupno
10061 ispitanika s kroni¢nim koronarnim sindromom koji u anamnezi imaju raniji infarkt
miokarda i imaju poviSen CRP kao znak upale. Nakon 48 mjeseci pracenja ispitanika, pokazalo
se kako primjena anti-IL-1B protutijela (canakinumab) smanjuje rizik od rekurentnih
kardiovaskularnih dogadaja u ispitanika u usporedbi s placebom [182,183].

IL-6 je jedan od citokina Cija se pojacana ekspresija smatra rizickim ¢imbenikom za koronarnu
bolest, medutim istrazivanja o njegovoj ulozi su razliita, neka sugeriraju da ima proupalne
uCinke, a druge studije spominju protuupalne [184]. Kod Zivotnija i ljudi s razvijenom
aterosklerozom dokazana je povecana ekspresija IL-23 Sto sugerira njegovu ulogu kao
proupalnog i proaterogenog citokina. U istrazivanju koje su proveli Abbas i suradnici mjerena
je serumska koncentracija 1L-23 kod pacijenata sa stenozom karotidnih arterija i kod zdravih
ispitanika. Studija je pokazala kako je koncentracija IL-23 bila viSa u ispitanika (n= 177) s
aterosklerotskim promjenama karoditnih arterija nego u zdravih ispitanika (n=24), a vece
koncentracije IL-23 su se u kasnijem prac¢enu pokazale povezane s viSom smrtnosc¢u. [185].
Medutim, u ovom istrazivanju niti konzumacija obogacenih kokos§jih jaja niti konzumacija
obi¢nih kokosjih jaja nije utjecala na serumske koncentracije 1L-6 i 1L-23.

IL-17A je jedan od citokina koji ima vaznu ulogu u obrani organizma od razli¢itih
mikrobioloskih patogena, te sudjeluje u nastanku upale. Poznata je njegova uloga u nastanku
nekih autoimunih bolesti kao §to su psorijaza, astma, reumatoidni artritis, multipla skleroza i
upalne bolesti crijeva, medutim njegova uloga u nastanku endotelne disfunkcije 1 ateroskleroze
se zadnjih godina intenzivno istrazuje [186]. IL-17A luce pretezito Th-17 stanice i on potice
oslobadanje kemokina koji privlace neutrofile 1 monocite u podrucje aterosklerotske lezije,
poticu lu€enje upalnih citokina iz makrofaga kao $to su IL-6, IL-1B, TNF-a i opcenito potice
proaterogeni fenotip [187]. Neke studije navode kako IL-17 moze djelovati i kao protu-upalni
citokin, ovisno o drugim citokinima u njegovom okruzenju [188,189]. Ekspresija IL-17A
povezana je s povecanom upalom 1 vulnerabilno$¢u aterosklerotskog plaka u krvnim zilama.
Isto je pokazano u studiji Erbel i1 suradnika koji su proucavali uzorke 79 ispitanika s u¢injenom
endarterektomijom karodidnih arterija [190]. 1l-17 povezuje se i s arterijskom hipertenzijom;
studija koja je proucavala 90 ispitanika na hemodijalizi s refrakternom hipertenzijom utvrdila
je visu serumsku koncentraciju IL-17A kod ispitanika refrakternom hipertenzijom u usporedbi
s ispitanicima ¢ija je hipertenzija bila bolje kontrolirana [191]. Osim navedenog, angiotenzin Il
(koji ima vaznu ulogu u nastanku art. hipertenzije), inducira stvaranje IL-17A na miSjem

modelu [189,192]. Zanimljivo je da statini, lijekovi za snizavanje lipida (koje su uzimali i
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ispitanici u ovoj studiji) djeluju na smanjenje upale i stabiliziraju aterosklerotske plakove
djelujuci inhibitorno na proupalne i proagregacijske ucinke upravo IL-17A na endotelnim
stanicama [193]. U ovom istrazivanju, nakon konzumacije jaja obogacenih n-3 PUFA,
vitaminom E, selenijem 1 luteinom, zabiljeZeno je znacajno smanjenje koncentracije IL-17A,
dok se koncentracije IL-17A u kontrolnoj skupini nisu znacajnije mijenjale.

Vitamin E smanjuje diferencijaciju Thl7 stanica i inhibira stvaranje osteoklasta aktiviranih s
IL-17A u pacijenata s reumatoidnim artritisom, a druga istrazivanja navode kako n-3 PUFA
mogu smanjiti koncentraciju IL-17A u in vitro mati¢nim stanicama prikupljenim iz masnog
tkiva pretilih ispitanika [194,195]. Navedeni uéinci vitamina E i n-3 PUFA mogli bi objasniti
smanjenje IL-17A nasih ispitanika s kroni¢nim koronarnim sindromom koji su konzumirali
obogacena jaja (i imali povecana koncentracija vitamina E i n-3 PUFA u serumu) u ovoj studiji.
Osim utjecaja na IL-17A, konzumacija obogacenih jaja u usporedbi s kontrolnom skupinom,
rezultirala je smanjenjem koncentracije TGF-B1, vaznog citokina u medustani¢noj signalizaciji
[196]. Poremecaji u regulaciji signalizacije posredovane TGF-f1 kod ljudi mozZe uzrokovati
arteriovenske malformacije, aneurizme, aterosklerozu, sréanu fibrozu i valvularnu bolest srca.
Endotelni TGF-p1 ima vaznu ulogu u signalizaciji i vaskularnoj upali povezanoj S
aterosklerozom, a $to je pokazano na modelu ApoE-/- misa [197]. Uc¢inak TGF-B na
aterosklerozu ovisi o ravnotezi izmedu proaterogenih i antiaterogenih signalnih putova [198].
Studije su pokazale poviSene koncentracije TGF-f1 u aterosklerotskim plakovima u
koronarnim arterijama a Sto je dokazano na uzorcima 26 koronarnih arterija post-mortem.
Naime, Panutsopulos i suradnici su imunohistokemijskim metodama utvrdili kako je
koncentracijaTGF-B1 bila vise u grupi ispitanika s prisutnim plakom na koronarnim arterijama
1u grupi s kompleksnijim lezijama koronarnih arterija nego u grupama koji su imali tek pocetne
aterosklerotske promjene na koronarnim arterijama [199]. Inhibicija endotelne TGF-3
signalizacije u hiperlipidemi¢nih miSeva uzrokovala je smanjenje razine upale u stijenki krvne
zile te su smanjile daljnju progresiju ateroskleroze [200].

Na temelju rezultata ove studije moze se zakljuciti kako konzumacija jaja obogacenih n-3
PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom ostvaruje protuupalni uc¢inak smanjuju¢i serumske
koncentracije IL-17A i TGF-1p, proupalnih citokina vaznih u nastanku ateroskleroze, a time i
potencijalno na sprjeCavanje razvoja ili progresije ateroskleroze u bolesnika s kroni¢nim
koronarnim sindromom. Medutim, ne postoji velik broj istrazivanja koja su promatrala utjecaj
ovih nutrijenata na razine citokina te su svakako potrebna dodatna istrazivanja u ovom

podrucju. Osim toga, ova studija mogla bi biti vazna u istrazivanju i drugih upalnih bolesti kod
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kojih ovi citokini igraju vaznu ulogu — moguce je da bi konzumacija ovih obogacenih jaja mogla

ostvariti pozitivne ucinke i u bolestima kao $to su psorijaza, reumatoidni artritis i druge.

6.7. Utjecaj konzumacije jaja obogaéenih n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem

i luteinom na razine oksidativnog stresa i antioksidativni odgovor

U ovom istrazivanju, konzumacija obogacenih jaja nije utjecala na razinu oksidativnog stresa i
antioksidativni kapacitet niti u kontrolnoj niti u Nutri4 skupini ispitanika s kroni¢nim
koronarnim sindromom.

Oksidativni stres, kako je ranije navedeno, ima izuzetno vaznu ulogu u nastanku ateroskleroze,
a time 1 u nastanku kroni¢nog koronarnog sindroma. Poremecaj ravnoteze izmedu slobodnih
kisikovih vrsta i antioksidansa uzrokuje oksidaciju lipoproteina $to dalje dovodi do nastanka
ateroskleroze. Istrazivanje koje su proveli su Varadhan i suradnici provedeno je na 100
ispitanika s poznatom koronarnom bolesti u dobi od 35-70 godina i 60 kontrolnih ispitanika, a
mjerene su koncentracije pro-okisativnog i pro-upalnog enzima mijeloperoksidaze (MPO),
anti-oksidativnog i protuupalnog enzima paraoksonaze (PON), te koncentracije OxLDL-a koji
predstavlja produkt oksidacije LDL-a, malondialdehida koji predstavlja oksidativni marker i
koncentracije glutationa. Na temelju dobivenih rezultata zakljuceno je kako je kod ispitanika s
koronarnom arterijskom bolesti zabiljezena povecana razina oksidativnog stresa i snizen
antioksidativni kapacitet u usporedbi s kontrolnom skupinom te su zakljucili kako su potrebne
modifikacije na¢ina Zivota kako bi se smanjio oksidativni stres i poboljSao antioksidativni status
ovih ispitanika. Medutim jo$ uvijek nisu poznati svi mehanizmi kojima oksidativni stres djeluje
i kako snizene razine antioksidansa utjecu na nastanak kardiovaskularnih bolesti [201].
Epidemioloske studije pokazale su kako je konzumacija povrca i vo¢a obrnuto proporcionalna
s pojavnosti odredenih bolesti kao Sto su kardiovaskularne bolesti (ukljucujuéi i koronarnu
bolest), maligne bolesti i druge, a §to moze biti povezano s brojnim antioksidantima koje ova
hrana sadrzi [202]. Selenij i vitamin E predstavljaju snazne antioksidanse. Metaanalizom koja
je analizirala 14 pojedinacnih studija o utjecaju suplementacije selenija na biljege oksidativnog
stresa u odraslih osoba je utvrdeno kako je suplementacija selenija smanjila razinu oksidativnog
stresa (smanjila se MDA, povisile su se koncentracije glutationa te totalnog antioksidativnog
kapaciteta) [203]. Takoder studija koju su proveli Bari¢ i suradnici je pokazala kako
suplementacija vitamina E (900 IU/dnevno) s vitaminom C (1000 mg dnevno) prevenira

povecanje oksidativnog stresa kod 51 mladog zdravog ispitanika tijekom 7 dana dijete s
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visokim udjelom soli u usporedbi s ispitanicima koji nisu Kkoristili suplemente vitamina C i
vitamine E [204].

Poznata je uloga oxLDL-a u nastanku ateroskleroze, a studija koju su proveli Vardhan i
suradnici na 100 ispitanika s klinicki dokazanom koronarnom arterijskom bolesti u usporedbi
sa Sezdeset ispitanika bez koronarne bolesti iste dobi (35-70 godina) pokazala je visu
koncentraciju oxLDL-a u krvi kod ispitanika s koronarnom bolesti nego u zdravih ispitanika. |
ovi rezultati jo§ jednom sugeriraju kako su kod ispitanika s poznatom koronarnom bolesti
povisSene razine oksidativnog stresa, a snizen je antioksidativni kapacitet [201]. U ovoj studiji,
konzumacija kokosjih jaja nije znacajno utjecala na koncentraciju oxLDL-a niti u skupini koja
je konzumirala obi¢na jaja niti u Nutri4 skupini. Potrebno je naglasiti kako su ispitanici prije i
tijekom studije u terapiji imali lijekove za snizenje lipida u krvi i kako su vrijednosti
lipidograma u ovoj skupini ispitanika bile unutar referentih vrijednosti §to bi moglo utjecati na
razinu oxLDL-a kao moguceg markera razine oksidativnog stresa u ovih ispitanika. Statini su
lijekovi koji djeluju na lipidogram i jedna su osnovnih grupa lijekova koji se primjenjuju u
kroni¢nom koronarnom sindromu, ali oni ne samo da djeluju na razine kolesterola i LDL-a,
ostvaruju i druge pozitivne ucinke. Studija koju su u Iranu proveli Shahsvari G. i suradnici na
ukupno 83 ispitanika s poznatom koronarnom bolesti dokazanom koronarografijom pokazala
je kako primjena atorvastatina kod ovih ispitanika smanjuje serumske razine TBARS-a, a
poveéava razine FRAP-a kod dugotrajne primjene lijeka, Sto ukazuje na smanjenje razine
oksidativnog stresa kod tih ispitanika [205]. Jedna druga studija koju su proveli Thomas M. i
suradnici, takoder je pokazala kako primjena atorvastatina cak 1 kod ispitanika (40 ispitanika)
s koronarnom bolesti i s urednim vrijednostima lipidograma uzrokuje promjene u biljezima
oksidativnog stresa (odredenog kao TBARS i FRAP) [206]. Medutim, u ovoj studiji,
konzumacija jaja obogacenih n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom nije utjecala na
razine oksidativnog stresa ili razinu antioksidativnog kapaciteta u kroni¢nom koronarnom
sindromu. Nije u potpunosti jasno zasto konzumacija jaja obogacenih antioksidansima kao §to
su vitamin E 1 selenij nije utjecala na razine oksidativnog stresa. Moguce je da je razdoblje od
3 tjedna koliko je trajao na$ protokol prekratak da bi antioksidansi ostvarili svoje u¢inke. Osim
toga, treba naglasiti kao je kronic¢ni koronarni sindrom kroni¢na bolest koja traje najcesce dugi
niz godina, a oksidativni stres kao takav vjerojatno ima ve¢u ulogu na samom pocetku bolesti
ili pri akutizaciji tegoba, dok su nasi ispitanici imali bolest u stabilnoj fazi. Medutim, svakako
su potrebna dodatna istrazivanja u ovom podrucju kako bi se utvrdilo moze li konzumacija ovih
obogacenih jaja ipak ostvariti antioksidativne ucinke, ne samo kod kroni¢nog koronarnog

sindroma, nego i drugih bolesti u kojima oksidativni stres ima vaznu ulogu. Takoder je u
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buduénosti potrebno istraziti mogu li se prehranom modificirati razine oksidativnog stresa i
antioksidativnog kapaciteta u kronicnom koronarnom sindromu i moze li to dalje utjecati na

sami tijek bolesti, a time i na kardiovaskularne incidente u ovoj populaciji.

6.8. Ogranicenja

Istrazivanje koje ¢ini ovu doktorsku disertaciju ima nekoliko ograni¢enja. Svi ispitanici za
vrijeme trajanja studije koristili su svoju terapiju preporuc¢enu od strane specijalista kardiologa
prema smjernicama za lijeCenje kroni¢nog koronarnog sindroma, a zbog toga nije moguce
iskljuciti moguce ucinke te terapije na rezultate studije. Medutim, razlike izmedu dvije
promatrane skupine ispitanika ipak pokazuju kako su pozitivni ucinci posljedica konzumacije
jaja, bez obzira na medikamentoznu terapiju. Ispitanicima je na pocetku protokola objasnjeno
kako tijekom istrazivanja ne konzumiraju hranu bogatu n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i
luteinom kako ista ne bi utjecala na rezultate istraZivanja. Osim toga kako bi se postigla Sto
bolja suradnja i kako bi ispitanici uistinu i konzumirali ova naSa jaja svakodnevno, u vise
navrata tijekom trajanja protokola bili su kontaktirani telefonom. Treba naglasiti kako je ovo
prvo istrazivanje koje je proucavalo zajednicki ucinak nekoliko nutrijenata u obliku
funkcionalne hrane u kroni¢nom koronarnom sindromu te ¢e u buduc¢nosti biti potrebno provesti

dodatna istrazivanja kako bi se potvrdili pozitivni ucinci konzumacije ovih jaja.
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7. ZAKLJUCAK

1. Konzumacija kokosjih jaja obogac¢enih n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem i luteinom u
razdoblju od tri tjedna uzrokovala je znacajno poboljSanje o endotelu ovisne vazodilatacije u
mikro- i makrocirkulaciji.

2. Konzumacija obogacenih jaja utjecala je na znacCajno snizenje serumske koncentracije
triglicerida u serumu ispitanika, a nije imala utjecaja na ukupni kolesterol, LDL kolesterol i
HDL kolesterol.

3. U grupi ispitanika koja je konzumirala obi¢na kokoS$ja jaja nisu zabiljeZzene promjene u
serumskim koncentracijama lipidograma

3. U grupi ispitanika koja je konzumirala obogacena jaja zabiljezeno je povecanje serumske
koncentracije iNOS.

4. Konzumacija obogacenih kokosjih jaja smanjila je koncentracije proupalnih citokina IL-17A
i TGF-1B.

5. Konzumacija niti obi¢nih niti obogacenih kokosjih jaja nije utjecala na razine oksidativnog
stresa

6. Na temelju navedenih rezultata moze se zakljuciti kako konzumacija obogacenih jaja moze
rezultirati dodatnim korisnim uc¢inkom u pacijenata s kroni¢nim koronarnim sindromom, jer su
se zapazeni pozitivni u¢inci javili neovisno o standardnoj terapiji koju su ovi ispitanici uzimali.
7. Pokazano je kako konzumacija kokosjih jaja u razdoblju od tri tjedna nije imala negativne
ucine na lipidni profil kao niti na jetrenu funkciju kako u eksperimentalnoj tako ni u kontrolnoj
skupini Sto ukazuje na sigurnost konzumacije jaja u svakodnoj prehrani ¢ak 1 u populaciji

kardiovaskularnih bolesnika.
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9. SAZETAK

Uvod: Zdrava prehrana moze pozitivno djelovati na smanjenje rizika od neZeljenih
kardiovaskularnih dogadaja u ishemijskoj bolesti srca. Cilj ove studije bio je utvrditi u¢inak
konzumacije kokosjih jaja obogacenih n-3 PUFA, vitaminom E, selenijem, i luteinom na o
endotelu ovisnu vazodilataciju na mikrovaskularnoj i makrovaskularnoj razini te na biljege
upale i oksidativnog stresa u kroni¢énom koronarnom sindromu (CCS).

Materijali i metode: U ovom dvostruko slijepom, prospektivnhom, placebo kontroliranom
istrazivanju (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04564690) 30 CCS ispitanika (9 Zena i 21
muskarac) bilo je podijeljeno u Kontrolnu (N=15) skupinu koja je konzumirala tri obi¢na
kokosja jaja dnevno (n-3 PUFA 146 mg, vitamin E 0.595 mg, selenij 0.0183 mg, lutein 0.11mg/
po jajetu)), i Nutri4 skupinu ((N=15) koja je konzumirala 3 obogacena jaja (n-3 PUFA 432 mg,
vitamin E 1.098 mg, selenij 0.0191 mg, lutein 0.616 mg/po jajetu)) kroz 3 tjedna.
Mikrovaskularna i makrovaskularna o endotelu ovisna vazodilatacija odredeni su mjerenjen
postokluzivne reaktivne hiperemije i vazodilazacije inducirane acetilkolinom (AchlID) na kozi
podlaktice i o protoku ovisnom vazodilazacijom (FMD) brahijalne arterije. Ucinjena su
mjerenja lipidograma, koncentracije protu i proupalnih citokina, koncentracije izoformi dusik
oksid sintetaze, biomarkera oksidativnog stresa prije i nakon dijetalnog protokola.

Rezultati: Obogacena, ali ne i obi¢na kokos§ja jaja, znacajno su pobosljsala mikrovaskularnu
PORH i AChID i makrovaskularni FMD, povecaja su serumske koncentracije inducibilne NOS,
snizila su razine triglicerida, te su snizila razine proinfkamatornih citokina IL-17A i TGF-1p u
odnosu na pocetna mjerenja. Konzumacija obogacenih jaja nije imala ucinka na razine
oksidativnog stresa.

Zakljucak: Ispitanici s kroni¢nim koronarnim sindromom mogu imati koristi od konzumacije
obogacenih kokosjih jaja poboljSanjem lipidograma, stvaraju¢i poboljniji protuupalni milje i

poboljsavajuci vaskularni odgovor na mirko i makrovaskularnoj razini.
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10. SUMMARY

Introduction: A healthy diet could have the effect of reducing the risk of cardiovascular events
in ischemic heart disease. The aim of this study was to determine the impact of the consumption
of chicken eggs enriched with n-3 polyunsaturated fatty acids, selenium, vitamin E, and lutein
on micro- and macrovascular endothelium-dependent dilation, inflammation biomarkers, and
oxidative stress levels in participants with chronic coronary syndrome (CCS).

Materials and Methods: In this double-blind prospective placebo-controlled clinical study
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04564690, 30 CCS patients (9 women and 21 men) were
randomized in Control group ((N=15) who ate three regular chicken eggs/daily (n-3 PUFAS
146 mg, vitamin E 0.595 mg, selenium 0.0183 mg, lutein 0.11mg/ per egg)), and Nutri4 group
((N=15) who ate three enriched chicken eggs (n-3 PUFAs 432 mg, vitamin E 1.098 mg,
selenium 0.0191 mg, lutein 0.616 mg/per egg)) for three weeks. Microvascular and
macrovascular endothelium-dependent vasodilation was evaluated by measuring forearm skin
post-occlusive reactive hyperemia (PORH) and acetylcholine-induced dilation (AChID) and
the flow-mediated dilation (FMD) of the brachial artery, respectively. The serum lipid profile,
anti- and proinflammatory cytokine levels, serum concentration of nitric oxide synthase (NOS)
isoforms, and oxidative stress biomarkers were measured before and after the diet protocols.
Results: Enriched, but not regular, chicken eggs significantly improved microvascular PORH
and AChID and macrovascular FMD, increased the serum concentration of inducible NOS,
decreased serum triglyceride levels, and decreased proinflammatory cytokine IL-17A and TGF-
1B levels compared to initial measurements.

Conclusion: Patients with CCS can benefit from the consumption of enriched chicken eggs due
to improved lipid biomarkers, a more favorable anti-inflammatory milieu, and improved

vascular relaxation at micro- and macrovascular levels.
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11. ZIVOTOPIS

Zeljka Breski¢ Curi¢ rodena je 14. kolovoza 1989. godine u Osijeku. Nakon Osnovne $kole
,@arigor Vitez*“ i I Gimnazije u Osijeku zavrsava Studij medicine na Medicinskom fakultetu u
Osijeku 2014. godine. Tijekom studija boravila je na medunarodnoj studentskoj razmjeni u
Makedoniji. Po zavrSetku studija odradila je pripravnicki staz u KBC Osijek, a nakon polozenog
strucnog ispita 2015. stekla je Hrvatske lije¢niCke komore za samostalni rad. Zaposljava se u
Domu zdravlja Zupanja u kojem radi od travnja do rujna 2015. godine nakon &ega se zaposljava
u Opcoj Zupanijskoj bolnici Vinkovci. Specijalizaciju iz kardiologije zapocela je u svibnju
2016. godine. Poslijediplomski interdisciplinarni sveucilisni studij Molekularne bioznanosti
Sveucilista J.J Strossmayera u Osijeku, SveuciliSta u Dubrovniku 1 Instituta Ruder Boskovi¢ u
Zagrebu upisala je 2020. godine. Zaposlena je na Medicinskom fakultetu u Osijeku kao asistent
na Katedri za patofiziologiju od 2022. godine. Autor je viSe znanstvenih i stru¢nih radova u
medunarodnim i domaéim ¢asopisima. Clan je Hrvatske lije¢ni¢ke komore i Hrvatskog drustva
fiziologa. Aktivno sudjeluje na domacim i inozemnim znanstvenim i stru¢nim skupovima te

teajevima trajnog usavrSavanja za doktore medicine i kardiologe.
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