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UTICAJ] MAGNEZIJUMA NA PARAMETRE AKTIVNOSTI HIPOTALAMO-
HIPOFIZNO-NADBUBREZNE I HIPOTALAMO-HIPOFIZNO-GONADNE OSOVINE
KOD RAGBISTA

Rezime

UravnoteZena ishrana, kojom se obezbeduje unos svih neophodnih
hranjivih sastojaka, od posebnog je znacaja za sportiste. Zbog savremenog nacina
ishrane oni ¢esto unose nedovoljne koli¢ine magnezijuma i veoma su osetljivi na
deficijenciju ovog jona koji ima klju¢ne uloge u mnogim celijskim reakcijama u
organizmu. Savremeno psihosocijalno okruZenje postavlja kompleksne zadatke
pred mlade ljude koji ¢esto vode stresan nacin Zivota. Osim toga, mlade osobe koje
redovno treniraju i ucestvuju u takmicenjima, izloZene su dodatnom psiho-
fizickom stresu. S obzirom da je magnezijum jon izuzetno vazZan za normalno
odvijanje energetskog metabolizma, kao i da je pokazan njegov uticaj na aktivnost
hipotalamo-hipofizno-nadbubrezne (HPA) osovine, koja je u uskoj sprezi sa
aktivnos$¢u hipotalamo-hipofizno-gonadne (HPG) osovine, moZe se pretpostaviti da
dodatak suplemenata magnezijuma ishrani ragbista, moZe imati viSestruk uticaj na
fizioloSki odgovor koji se javlja kao posledica psiho-fizickog stresa kojem su
ragbisti izloZeni tokom takmicenja. Hormonski sistem je veoma kompleksan i da bi
se dobila jasna slika na koji nac¢in funkcioniSe potrebno je simultano ispitati viSe
sistema odjednom.

Cilj rada bio je da se ispita da li magnezijum utiCe na parametre aktivnosti
HPA i HPG osovine, kao i na njihov medusobni odnos, i da li je taj uticaj razli¢it kod
ragbista u odnosu na efekte kod muskaraca istog uzrasta koji se ne bave sportom.
Takode, cilj je bio da se utvrdi da li i na koji na¢in magnezijum menja dinamiku
promene parametara aktivnosti HPA i HPG osovine nakon utakmice kod ragbista. U
cilju procene aktivnosti HPA osovine vrSeno je odredivanje nivoa ACTH, kortizola,
IL-6 kao i odredivanje ukupnog broja leukocita, njihove diferencijalne formule i
stepena oStecenja DNK perifernih limfocita. Procena aktivnosti HPG osovine
izvrSena je odredivanjem nivoa FSH, LH i testosterona, kao i koncentracije
eritrocita i hemoglobina. Pra¢enjem testosteron/kortizol (T/C) odnosa dobijeni su
znacajni podaci o medusobnoj interakciji ove dve osovine.

U ispitivanju su bile ukljucene dve grupe ispitanika, zdravih muskaraca
uzrasta 18 do 25 godina: 1) sedentarna grupa studenata (n=15), koji se nisu bavili
nikakvom fiziCkom aktivno$¢u najmanje 6 meseci; 2) grupa aktivnih sportista -
amaterskih ragbi igraca (n=23), koji su nakon uzimanja uzoraka za odredivanje
bazalnih vrednosti, podeljeni u dve grupe: kontrolnu (n=10) i interventnu grupu
(n=13). Sedentarna grupa i interventna grupa ragbista uzimali su preparat
magnezijuma tokom 28 dana (u ukupnoj dozi od 500 mg na dan). Za procenu
razlike uticaja magnezijuma na bazalne vrednosti parametara aktivnosti HPA i HPG
osovine kod ragbista i fizicki neaktivnih osoba, svi parametri su odredivani kod
obe grupe isitanika pre pocetka suplementacije i 29. dana od pocetka
eksperimenta. Za procenu uticaja magnezijuma na dinamiku promene parametara



aktivnosti HPA i HPG osovine svi parametri su odredivani na dan utakmice, kao i
prvog, treceg i Sestog dana posle utakmice. Kao bioloski uzorci koriS¢eni su krv i
saliva. Za procenu nivoa anksioznosti sportista neposredno pred utakmicu,
koriS¢en je SCAT test (Sport competition anxiety test, SCAT) gde su ragbisti na
osnovu svojih odgovora klasifikovani u neku od tri grupe (nizak, prosecan i visok
nivo anksioznosti). Promena u integritetu DNK lanca i procena stepena njegovog
oStecenja utvrdena je izvodenjem Comet testa. Za statistiCku obradu podataka
koriS¢eni su t-test i dvofaktorska ANOVA, pracena post hoc Bonifferoni testom.
Vrednost p<0,05 je smatrana statisticki zna¢ajnom.

Dobijeni rezultati su ukazali da magnezijum ima ulogu u redukciji imunog
odgovora nakon naporne fizicke aktivnosti kao $to je ragbi utakmica, Sto se ogleda
u sniZenju nivoa IL-6 i odsustvu porasta odnosa neutrofila i limfocita (NE/LY)
nakon suplementacije. Ovaj efekat je nezavisan od fizicke aktivnosti jer je uocen
kod obe grupe ispitanika. Uoceno je da magnezijum menja dinamiku promene
ACTH i kortizola, posebno u danima pred utakmicu, Sto se moZe dovesti u vezu sa
ulogom magnezijuma u sniZenju osecaja napetosti i nelagodnosti koji prethodi
utakmici, Sto je u korelaciji sa rezultatima SCAT testa. Pokazano je da se uticaj
magnezijuma na parametre aktivnosti HPG osovine kod fizicki aktivnih osoba kao i
kod sedentarnih muskaraca ogleda pre svega u promeni nivoa testosterona, dok se
nivoi LH i FSH znacajno ne menjaju. Magnezijum je snizio nivo kortizola kod obe
grupe ispitanika, Sto je dovelo do porasta T/C odnosa, ¢ime je ostvaren pozitivan
uticaj na sposobnost pojedinca da kompenzuje Stetne efekte stresa i ukazano na
ulogu magnezijuma u odrZanju anabolicko/katabolicke ravnoteZe. Porast u broju
eritrocita, koji je uocen samo kod sedentarnih osoba, mogao bi se objasniti
porastom nivoa bioloski aktivnog testosterona koji ima pozitivan efekat na
eritropoezu. Rezultati ovog rada navode na zakljutak da naporno veZbanje
povecava osetljivost perifernih limfocita krvi na oksidativni stres i da
suplementacija magnezijumom pokazuje protektivne efekte u smanjenju nivoa
njihovog vodonik-peroksidom indukovanog ostecenja DNK, ¢ime se ukazuje na
znacaj unoSenja adekvatne koliCine magnezijuma kako kod studenata sa
sedentarnim nacinom Zivota tako i kod fizicki aktivnih osoba. Dalja ispitivanja su
potrebna da bi se do kraja razjasnili molekularni mehanizmi kojima magnezijum,
kod fizicki aktivnih osoba, utice na odgovor imunog i hematopoetskog sistema.

Kljuéne reci: magnezijum, amaterski ragbi, ACTH, kortizol, IL-6, testosteron, LH,

FSH, odnos T/C, ostec¢enje DNK perifernih limfocita
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THE EFFECT OF MAGNESIUM ON PARAMETERS OF HYPOTHALAMIC-
PITUITARY-ADRENAL AND HYPOTHALAMIC-PITUITARY-GONADAL AXIS
ACTIVITY IN RUGBY PLAYERS

Summary

Balanced diet, with proper dietary intake of all necessary nutrients, is of
particular importance for athletes. Due to contemporary dietary habits and
suboptimal magnesium intake, athletes are very sensitive to deficiency of this ion
involved in key intracellular reactions in human body. Contemporary psychosocial
environment puts complex tasks in front of young people who often lead stressful
way of life. Furthermore, young athletes, who are involved in trainings and
competitions on a regular basis, are exposed to additional psycho-physical stress.
Since, magnesium ion is extremely important for normal energy metabolism and
its effect on activity of hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, which is in tight
conjunction with activity of hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis, is well
proven, it could be presumed that addition of magnesium supplement to the rugby
players diet, might have multiple effects on physiological response on psycho-
physical stress during rugby competition. In order to get a clear picture of how
hormonal system functions, simultaneous examinations of several systems are
needed.

The aim of this study was to examine whether magnesium has an effect on
parameters of HPA and HPG axis activity, as well on their interaction, and are these
effects different in rugby players compared to the age-matched sedentary
individuals. Another goal was to examine if magnesium might have an influence on
the dynamics of the change of parameters of HPA and HPG axis activity. In order to
evaluate HPA axis activity, the levels of ACTH, cortisol, IL-6, total/differential
leucocytes counts, as well the degree of peripheral blood lymphocyte (PLB) DNA
oxidative damage, were determined. The evaluation of HPG axis activity was done
through determination of FSH, LH and testosterone levels, the number of
erythrocytes and hemoglobin concentration. Testosterone/cortisol (T/C) ratio
gave us important information on reciprocal interaction of these two axes.

The study included two groups of healthy male participants, aged 18-25
years: 1) sedentary group of students (n=15) who had not been involved in any
regular exercise for at least six months; 2) the group of active athletes - amateur
rugby players (n=23) who were, after basal sampling, randomly assigned to
control (N=10) and intervention (N=13) group. The sedentary group and
intervention group of rugby players received magnesium supplement during 28
days (total amount 500 mg Mg/day). In order to examine the difference in
magnesium effect on basal HPA and HPG axes activity parameters between rugby
players and physically non-active persons, all parameters were determined in both
groups, before supplementation and on the 29t day of the experiment. The
evaluation of magnesium influence on the dynamics of the change of HPA and HPG
axes parameters’ activity was done based on the measurement of all parameters on



the day of the competition, as well on the first, third and sixth day after the game.
Blood and saliva were used as specimens. For the estimation of the level of anxiety
immediately before competition SCAT test (Sport competition anxiety test, SCAT)
was used, based on which rugby players had been classified into one of the three
categories (low, intermediate and high level of anxiety). Comet assay was used for
the measurement of DNA integrity impairment and the level of its damage. Data
were analyzed using t-test and two-way analysis of variance (ANOVA), followed by
Bonifferoni post hoc test for multiple comparisons. Value p<0,05 was considered to
be statistically significant.

The significant reduction of IL-6 level in supplemented rugby players and
the absence of sharp neutrophils to lymphocytes (NE/LY) ratio rise after the rugby
match pointed to the significant role that magnesium could have in reducing
immune response activation just after the strenuous physical exercise such as a
rugby game. These effects are independent of physical activity and are noticed in
both groups of participants. Magnesium altered the pattern of change of ACTH and
cortisol, most significantly before the game, thus pointing to magnesium’s role in
reduction of stress-anticipating anxiety immediately preceding the contest that
was in correlation with SCAT test’s results. Our findings showed that magnesium
influence on parameters of HPG axis activity, both in physically active as well in
sedentary individuals, was mainly seen through the change in testosterone levels,
while no statistically significant changes in the levels of LH and FSH were noted.
Magnesium reduced the cortisol level in both groups, which consequently caused
the rise in T/C ratio, positively affecting the one’s ability to compensate damaging
stress effects and suggesting the role of magnesium in maintaining the
anabolic/catabolic equilibrium. The rise in erythrocyte number, only seen in the
sedentary group, could be explained by the increased bioactivity of testosterone,
which has the stimulatory effect on erythropoiesis. Results of this study point to
the conclusion that strenuous exercise sensitizes PBLs to oxidative stress, that
magnesium supplementation shows protective effects in reducing the level of
H202-induced PBL DNA damage thus indicating the importance of adequate
magnesium intake in both students with sedentary life style and the physically
active individuals. Further investigations are needed to closely identify underlying
molecular mechanism delineating the association between magnesium and
hematopoietic and immune system response in physically active persons.

Key words: magnesium, amateur rugby, ACTH, cortisol, IL-6, testosterone, LH, FSH,
T/C ratio, peripheral blood lymphocytes DNA damage

Field of Science: Medical biochemistry
Scientific subfield: Medical biochemistry
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Skracenice:

ACTH - adrenokortikotropni hormon

ATP - adenozin trifosfat

%BA - procenat bazofila

CBG - kortikosteroid-vezujuci protein

CRH - kortikotropin-oslobadaju¢i hormon
Csal - nivo kortizola u salivi

Cser - nivo kortizola u serumu

Csal/Cser - saliva/serum kortizol odnos
Dan-1 - dan pre utakmice

Dan 1 - prvi dan nakon utakmice

Dan 3 - trec¢i dan nakon utakmice

Dan 6 - Sesti dan nakon utakmice

%EO - procenat eozinofila

FSH - folikulostimuliraju¢i hormon

GABA - gama aminobuterna kiselina

GnRH - gonadotropin-oslobadaju¢i hormon
H202- vodonik-peroksid

HPA - hipotalamo-hipofizno-nadbubreZna osovina
HPG - hipotalamo-hipofizno-gonadna osovina
IkBa - inhibitor nuklearnog faktora kapa B alfa

IL-6 - interleukin-6



LH - luteiniziraju¢i hormon

%LY - procenat limfocita

MgO - magnezijum-oksid

MgS04- magnezijum-sulfat

%MO - procenat monocita

%NE - procenat neutrofila

NE/LY - odnos broja neutrofila i limfocita
NFkB - nuklearni faktor - kapa B
NMDA - N-metil-D-aspartat

ROS - reaktivne kiseonicne vrste

RNS - reaktivne azotne vrste

SHBG - seks-hormon-vezujuci globulin

T/C - koli¢nik testosteron/Kkortizol
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Uticaj magnezijuma na parametre aktivnosti HPA i HPG osovine kod ragbista

1. UVOD

1.1. MAGNEZIJUM - DISTRIBUCIJA, HOMEOSTAZA 1 FIZIOLOSKE ULOGE

Magnezijum jon je drugi po po zastupljenosti intracelularni katjon nakon kalijuma,
koji se, kao katjon u organizmu, nalazi na cetvrtom mestu. U organizmu odrasle
osobe nalazi se oko 20-25 g magnezijuma koji je rasporeden prvenstveno u
kostima (53%), zatim u miSi¢ima (27%) i u mekim tkivima (19%). Manje od 1%
magnezijuma nalazi se u serumu i eritrocitima, pri ¢emu se u serumu nalazi
prisutan u tri oblika - kao jonizovani, slobodni (oko 62%), zatim vezan za proteine,
prvenstveno albumin (blizu 30%) i kompleksiran sa anjonima, kao Sto su, na
primer, citrat i fosfat (7%)(1). Korisni efekti magnezijuma u fizioloSkim i

patofizioloskim stanjima su poznati ve¢ godinama.

Homeostaza magnezijuma u organizmu je zavisna od interakcije tri organa -
bubrega, tankog creva i kostiju (Slika 1). Najveéi deo magnezijuma koji se unese
putem hrane apsorbuje se u tankom i u debelom crevu. Apsorbuje se otprilike 30-
50% magnezijuma unetog putem hrane, dok se u slu¢aju da je unos magnezijuma
nizak apsorpcija moZe povecati do 80% (2). Intestinalna apsorpcija je regulisana
razliCitim mehanizmima koji nisu ispitani do kraja, pri ¢emu se najve¢i deo
magnezijuma apsorbuje pasivno, putem paracelularnog transporta dok se ostatak
magnezijuma apsorbuje posredstvom aktivnih transportera magnezijum jona -
TRPM6 i TRPM7 (Transient receptor potential channel melastatin member 6 i 7) (3)
koji se nalaze na luminalnoj strani enterocita cekuma i kolona. Najve¢i depoi
magnezijuma nalaze se u kostima odakle se u slucaju deficijencije magnezijuma, on
najlakse nadoknaduje, dok u misi¢nom tkivu, delujuci kao antagonista kalcijuma,
ucestvuje u regulaciji kontraktilnosti misi¢a. Magnezijum se uglavnom ekskretuje
putem bubrega, pri ¢emu se 90-95% filtriranog magnezijuma ponovo reapsorbuje i
to najve¢im delom u uzlaznom delu Henleove petlje. Renalna eliminacija

magnezijuma iz organizma delimi¢no je regulisana dejstvom parathormona (4),
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koji povecava njegovu reapsorpciju, i aldosterona, koji stimuliSe njegovu
eliminaciju. U toku intenzivnog fizickog napora znacajna kolicina magnezijuma se
gubi i putem znoja, tako da deplecija magnezijuma i njegova deficijencija igraju

znacajnu ulogu u patofiziologiji fizickog vezbanja.

Dnevni unos hranom Dnevni unos
360 mg 100 mg

KRVNI SUDOVI

> OSTALA
v < TKIVA
v : \ ~4,900 mg
< \ .\
) KOSTI
~12,900 mg
TANKO CREVO BUBREZI MISICI
Absorpcija: 120 mg Filtracija: 2400 mg ~6600 mg

Sekrecija: 20 mg Reapsorpcija: 2300 mg

Dnevni gubitak fecesom Dnevni gubitak urinom
260 mg 100 mg

Slika 1. Homeostaza magnezijuma. (modifikovano prema referenci Jeroen H. F. de Baaij i

sar., 2012)

Imajuc¢i u vidu distribuciju magnezijuma u organizmu kao i Cinjenicu da se
poluzivot magnezijuma u organizmu kre¢e izmedu 41 i 181 dan (5), procena
serumske koncentracije magnezijuma ne daje jasnu sliku o statusu magnezijuma u
ostalim kompartmentima organizma. Bez obzira na to, odredivanje magnezijuma u
serumu ima Siroku primenu, posebno za procenu akutnih stanja kao i u slucaju
pracenja terapije onim lekovima koji mogu dovesti do naglog gubitka magnezijuma
iz organizma (tiazidni diuretici). Odredivanje statusa magnezijuma u organizmu je
veoma kompleksno, jer prakticno nijedna od metoda koje se primenjuju ne moze

tacno definisati koliCinu magnezijuma u ljudskom telu. Metoda izbora za
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odredivanje magnezijuma je atomska apsorpciona spektrometrija, ali su
kolorimetrijske metode zastupljene u svakodnevnoj laboratorijskoj praksi.
Referentne vrednosti magnezijuma u serumu, odredene atomskom apsorpcionom
spektrometrijom iznose se od 0,66 do 1,07 mmol/L. Pored odredivanja ukupnog
magnezijuma u serumu, moZe se vrsiti odredivanje jonizovanog magnezijuma u
telesnim tecnostima, sadrzaja ukupnog i jonizovanog magnezijuma u eritrocitima,
mononuklearnim ¢elijama i miSi¢ima, kao i u dvadesetcetvoro¢asovnom urinu za
procenu retencije ili ekskrecije magnezijuma iz organizma. Nuklearna magnetna
rezonantna spektroskopija i primena fluorescentnih proba za procenu statusa
jonizovanog magnezijuma za sada nalaze svoju primenu samo u istrazivackim

laboratorijama (6).

Stanja u kojima je koncentracija magnezijuma u serumu niZza od 0,66 mmol/L su
oznacena kao hipomagnezijemija, a osnovni uzroci za njen nastanak su: smanjen
unos magnezijuma putem hrane i vode, smanjena apsorpcija i povecan gubitak
putem gastrointestinalnog trakta (dijareja, povracanje, upotreba laksativa), kao i
povecan gubitak putem bubrega (kongenitalni ili ste¢eni poremecaji tubula,
diabetes mellitus, alkoholizam, upotreba lekova poput diuretika, ACE inhibitora,
aminoglikozida, ciklosporina i cisplatina). Do deficijencije magnezijuma moZe doci
u stanjima kada su potrebe za ovim jonom povecane (trudnoca, laktacija) kao i u
slucaju povecanog znojenja (6) Cemu su posebno izloZeni sportisti. Deficijencija
magnezijuma moZe narusiti integritet Celijske membrane i njenu funkciju, povecati
osetljivost na oksidativni stres, dovesti do kardiovaskularnih oboljenja, razvoja
karcinoma, kao i ubrzanog starenja (7). Simptomi koji se mogu javiti kao posledica
hipomagnezijemije veoma su sli¢ni hipokalcijemiji, a to su miSi¢ni tremor i slabost,
poremecaj gutanja, tetanija, zatim poremecaj sr€anog rada zbog izlaska K* iz Celije,
poremecaj stabilizacije membrane i agregacije trombocita Sto moZe biti praceno

poremecajem koagulacije.

Do danas je sproveden veliki broj studija u kojima su opisane viSestruke uloge
magnezijuma u organizmu. Zbog brojnih uloga u energetskom metabolizmu, kao
kofaktor preko 300 enzima, magnezijum mora biti dostupan u adekvatnoj kolicini

u telu kako bi odrzao odgovaraju¢i nivo fizicke spremnosti sportista (8).
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Magnezijum je fizioloSki regulator stabilnosti Celijske membrane i ukljucen je u
neuromuskularnu transmisiju, imunu, hormonsku i kardiovaskularnu funkciju (9).
Sinteza i iskoriS¢enje ATP-a su direktno povezani sa magnezijumom koji aktivira
odreden broj enzima ukljuc¢enih u razli¢ite funkcije kao Sto su sinteza DNK i RNK,
glikoliza, intracelijski transport minerala, stvaranje nervnih impulsa, odrZanje
membranskog celijskog potencijala, kontrakcija misi¢a i odrZanje tonusa krvnih
sudova. Moguce je da magnezijum, putem antagonizma sa kalcijumom, utice na
aktiviranje fagocita, a verovatno i aktivaciju nuklearnog faktora - kapa B (NFkB)
(10, 11). U centralnom nervnom sistemu magnezijum funkcioniSe kao agonista
receptora gama aminobuterne kiseline (GABA), antagonista N-metil-D-aspartat
(NMDA) receptora, a antagonisticki efekat pokazuje i na receptorima za
angiotenzin II. Ovakav efekat magnezijuma zasniva se na kompeticiji sa
kalcijumom u procesima koji su vazni za stvaranje i sekreciju neurotransmitera
(12). Magnezijum se ponasa kao nekompetitivni inhibitor inozitol 1,4,5-trifosfat
zavisnih kalcijumovih kanala ¢ime onemogucava vezivanje inozitol 1,4,5-trifosfata
za njegov receptor, sprecavajuci otvaranje kalcijumovih kanala i ulazak Ca2* u
Celiju. Osim toga deluje kao antagonist rijanodinskog podtipa receptora za
oslobadanje kalcijuma koji je smeSten na sarkoplazmatskom retikulumu (13).
Magnezijum ima uticaj i na transport K* kroz membranu jer deluje kao kofaktor
enzima Na*-K+-ATPaze, te u slucaju njegove deficijencije dolazi do izlaska K* ¢ak i u
uslovima sniZene intracelularne koncentracije, Sto dovodi do depolarizacije celije.
Kao esencijalni element uklju¢en je u regulaciju celijskog ciklusa i apoptoze,
stabilizuje strukture nukleinskih kiselina (7), Stiti DNK od alkilacije, dok je kao
kofaktor enzima uklju¢en u DNK replikaciju, reparaciju i gensku ekspresiju (14,
15). Magnezijum smanjuje osetljivost na oksidativni stres i vaZan je za stabilizaciju

DNK jer ucestvuje u izgradnji pentozofosfatne kicme DNK (16).
1.2. MAGNEZIJUM U ISHRANI
1.2.1. Preporucen dnevni unos

Glavnim izvorom magnezijuma u ljudskoj ishrani smatraju se namirnice koje

sadrZe dijetetska vlakna, poput zelenog lisnatog povr¢a, integralnih Zitarica, oraha,
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badema, kikirikija, a osim njih u upotrebi su i mineralne vode bogate
magnezijumom. Savremeni procesi obrade hrane, poput prerade Zitarica u cilju
dobijanja brasna ili kukuruza radi dobijanje skroba, doprinose zna¢ajnom sniZenju

sadrZaja magnezijuma u namirnicama dostupnim na teritoriji razvijenih zemalja.

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije iz 2009. godine (162), tri
Cetvrtine Amerikanaca nije svojom ishranom zadovoljavalo preporuceni dnevni
unos, dok podaci koji se odnose na ostale delove sveta, iako ograniceni, idu u prilog
Cinjenici da je unos znaCajno manji u odnosu na preporuceni. Komisija za
referentni dnevni unos elektrolita i vode (Panel on Dietary Reference Intakes for
electrolytes and water) u okviru Americke akademije nauka (Food and Nutrition
Board) (163), dala je 2005. godine smernice po kojima je preporuceni dnevni unos
magnezijuma za muskarce od 400-420 mg/dan, a za Zene od 310-360 mg na dan.
Tokom 2015. godine, Komisija za dijetetske proizvode, hranu i alergije (the Panel
on Dietetic Products, Nutrition and Allergies, NDA) u okviru Evropskog tela za
bezbednost hrane (European Food Safety Authority, EFSA), je po zahtevu Evropske
komisije, ustanovila dijetetske referentne vrednosti za magnezijum, zasnovane na
rezultatima 13 studija sprovedenih u 9 zemalja Evropske unije (Tabela I) (164).
Prosecan unos magnezijuma kretao se od 264-439 mg/dan za muskarce i od
232-357 mg/dan za Zene, tako da je Komisija ustanovila da adekvatni unos

magnezijuma za muskarce iznosi 350 mg/dan, a za Zene 300 mg/dan.

Tabela I Preporucen adekvatan unos magnezijuma

Godine Adekvatan unos magneziiumav (mg/dan)
Muskarci Zene
7-11 meseci 80 80
1-< 3 godine 170 170
3-<10 godine 230 230
10-< 18 godina 300 250
> 18 godina 350 300

(modifikovano prema referenci EFSA NDA Panel, EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition
and Allergies, 2015)
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1.2.2. Preparati magnezijuma i njihova efikasnost

Znacajan izvor magnezijuma predstavljaju i suplementi koji se mogu koristiti kao
dodaci ishrani ili u terapijske svrhe. U okviru suplemenata koji su dostupni na
svetskom trzistu, magnezijum se nalazi u vidu oksida i razli¢itih soli sa
neorganskim i organskim anjonima: magnezijum-oksid (Mg0), magnezijum-hlorid,
magnezijum-glukonat, magnezijum-citrat, magnezijum-glicinat, magnezijum-laktat,
dok se intrahospitalno primenjuje magnezijum sulfat (MgS04) u vidu i.v. infuzije u

tretmanu stanja preeklampsije i eklampsije.

Bioraspolozivost magnezijuma iz suplemenata koji se koriste per os, bila je
predmet istrazivanja velikog broja studija i dobijeni rezultati su relativno
kontroverzni. Jedna od studija (17) bavila se ispitivanjem i poredenjem razlicitih
komercijalnih preparata magnezijuma dostupnih na trzistu Sjedinjenih Americkih
Drzava. Sesnaest dobrovoljaca je ulestvovalo u ispitivanju, tokom kog su se
uzdrzavali od konzumiranja hrane bogate magnezijumom. U dozi od 510 mg/dan
uzimali su Cetiri razli¢ita jedinjenja: MgO, magnezijum-hlorid, magnezijum-laktat i
magnezijum-aspartat. U cilju procene bioraspolozZivosti pracena je ekskrecija
magnezijuma putem urina. DoSlo se do zakljucka da je frakciona apsorpcija bila
najmanja za MgO u odnosu na ostale soli, te da je njegova bioraspoloZivost
najmanja u odnosu na ostale preparate. Prema preglednom c¢lanku koji je objavljen
u casopisu American Journal of Therapeutics (18) oralna apsorpcija MgO prema
rezultatima niza studija, iznosila je 22,8%, za citrat je bila veca, 29,64% a za hlorid
19,68%. Imajudi u vidu da je sadrZaj elementarnog magnezijuma u MgO oko 60%,
Sto je znatno viSe nego u citratu, bez obzira na svoju malu rastvorljivost, preparat
MgO se moZe smatrati dobrim izvorom magnezijuma. Tome ide u prilog ¢injenica
da je grupa istrazivaca (19) dosla do zakljucka da je nakon jednomesectne primene
MgO sadrzaj jonizovanog magnezijuma unutar sublingvalnih epitelnih celija bio
veli u poredenju sa njegovom koncentracijom po primeni citrata, $to je utvrdeno
disperzionom analizom uz upotrebu X-zraka. [ako je bila u pitanju studija koja je
metodoloski dobro osmisljena (dvostruko-slepa studija sa randomizacijom,
ukrSteni dizajn) pojedini autori osporavaju rezultate ove studije zbog velike razlike

u dozi primenjenog Mg0O i magnezijum-citrata.
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Tokom poslednjih dekada upotreba suplemenata magnezijuma je nasla svoje
mesto u terapiji migrenoznih glavobolja, le¢enju bola u miSi¢ima i miSi¢nog
spazma, u terapiji visokog krvnog pritiska, posebno stanja preeklampsije i
eklampsije, leCenju nekih depresivnih i anksioznih stanja, tretmanu ventrikularnih
aritmija, kongestivne srcane insuficijencije, zatim u terapiji dijabetesa u cilju

sniZenja insulinske rezistencije, kao i u sluc¢aju drugih razlic¢itih stanja.
1.2.3. Magnezijum u ishrani sportista

Za sportiste je veoma vazna pravilna ishrana koja im obezbeduje dovoljnu kolicinu
nutrijenata i energije koji su im potrebni za treninge i takmicenja kao i oporavak
izmedu njih. Zbog savremenog nacina ishrane sportisti ¢esto unose suboptimalne
koli¢ine magnezijuma i veoma su osetljivi na deficijenciju ovog elementa koji igra
klju¢nu ulogu u mnogim celijskim reakcijama. U slu¢aju nedovoljnog unosa moze
do¢i do pojave deficijencije magnezijuma koja moZe nastati tokom izvodenja vezbi
velikog intenziteta, zbog disbalansa u homeostazi magnezijuma uzrokovanog
povetanim gubitkom magnezijuma putem urina i znoja (20). Poznato je da
intenzivna fiziCcka aktivnost (vezbanje) mozZe delovati kao fizicki stresor koji
dovodi do aktivacije neuroendokrinog sistema i sledstvene promene u
koncentraciji razliCitih parametara ovog sistema. Od velikog znacaja su nalazi
studija koji ukazuju da je ekskrecija magnezijuma povecana tokom aktivnosti
simpatickog nervnog sistema i hipotalamo-hipofizno-nadbubrezne (HPA) osovine
(21, 22), Sto moze biti joS samo jedan od uzroka koji mogu dodatno uticati na

status magnezijuma u organizmu sportista.

Efekat magnezijuma kao dodatka ishrani sportista je obi¢no posmatran u odnosu
na vezbanjem uzrokovanu redistribuciju magnezijuma u organizmu (8, 20), kao i
kroz uticaj magnezijuma na fizicke sposobnosti sportista (23-27). OgraniCen broj
studija se bavio uticajem koji suplementacija magnezijumom ima na razlicite
hematoloske parametre (28-30) kao i na aktivnost HPA i hipotalamo-hipofizno-
gonadne (HPG) osovine fizicki aktivnih osoba (31, 32). Medutim nijedna studija se

nije bavila Sestodnevim pracenjem ovih parametara kod amaterskih ragbi igraca.
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1.3.UTICA] STRESA NA INTERAKCIJU IZMEDU HPA 1 HPG OSOVINE

Savremeno psihosocijalno okruZenje postavlja kompeksne zadatke pred mlade
ljude koji Cesto pate od nedostatka sna, neadekvatne ishrane, nezaposlenosti i
nedostatka sredstava za formiranje porodice Sto zajedno vodi stresnom nacinu
Zivota. Studenti su zbog niza obaveza koje imaju, izloZeni pove¢anom nivou stresa,
Sto ih Cini posebno osetljivim za razvoj intrapersonalnih konflikata, niskog nivoa
samopouzdanja, poremecaja spavanja, shiZene paznje, kao i zavisnosti od droga i
lekova (33). Osim toga, mlade osobe koje redovno treniraju i ulestvuju u
takmicenjima, izloZene su dodatnom psiho-fizickom stresu. TakmicCenje predstavlja
izazovnu situaciju koju karakteriSu uzbudenje i strah od krajnjeg ishoda (34, 35),
stoga je fizioloSki odgovor organizma koji se javlja u ovim situacijama daleko
intenzivniji. UoCeno je da odgovor organizma zavisi od duZine trajanja kao i
intenziteta veZbanja. Aktivacija HPA osovine predstavlja snaZan neuroendokrini
odgovor na stres koji obezbeduje preZivljavanje. Psiho-fizicki stres, kojem je
organizam izloZzen tokom utakmice, dovodi do njene aktivacije Sto je praceno
povecanom sekrecijom adrenokortikotropnog hormona (ACTH) i kortizola (C) (36,
37). Naime, stimulacija HPA osovine dovodi do hipotalamusne sekrecije
kortikotropin-oslobadaju¢eg hormona (CRH) koji stimuliSe izlu¢ivanje ACTH iz
prednjeg reZznja hipofize (Slika 2), koji stimuliSe koru nadbubreZne Zlezde, da
stvara kortizol, glavni glukokortikoid kod ljudi. Plazma nivoi ovih hormona mogu
da porastu dva do tri puta tokom stresa kod ljudi (38). U dosadasnjim ispitivanjima
koja su imala za cilj kvantifikovanje i evaluaciju neuroendokrinog odgovora na
fizicki stres uglavnom je ispitivana promena koncentracije hormona HPA osovine
kao i koncentracije kateholamina osobodenih pod uticajem aktivacije simpatickog

nervnog sistema (39).
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Slika 2. Interakcija HPA i HPG osovine pod uticajem stresa (modifikovano prema referenci

Hiller-Sturmhdfel i Bartke, 1998) (40).

lako se smatra da hormoni HPA osovine, pre svega, moduliSu odgovor organizma
na stres, uoceno je da dolazi do promena u koncentraciji i ostalih hormona (37).
Posebno hormoni HPG osovine su pod uticajem aktivnosti HPA osovine. Zbog
povecanje endogene sekrecije CRH dolazi do inhibicije sekrecije gonadotropin-
oslobadaju¢eg hormona (GnRH), Sto za posledicu ima smanjenje sekrecije
luteinizirajuceg (LH) i folikulostimuliraju¢eg (FSH) hormona iz prednjeg reznja
hipofize, kao i smanjenje biosinteze testosterona (T) u testisima. Poznato je da
aktivnost HPG osovine, pre svega testosterona, korelira sa agresivnim i anksioznim
ponasanjem, kao i nivoom motivacije za postizanje pobede tokom takmicenja (34).
Pokazano je da u stresu, zbog supresije cirkuliSu¢ih gonadotropina i gonadnih
steroidnih hormona dolazi do poremecaja normalnog menstrualnog ciklusa (41).
Dugotrajna izloZenost stresu moze dovesti do potpunog poremecaja reproduktivne
funkcije (42, 43). Takode, pokazano je da stres koji nastaje zbog straha od

nepredvidene situacije, dovodi do sniZenja nivoa testosterona (44).
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Hormonski sistem je veoma isprepletan i da bi se dobila jasna slika na koji nacin
funkcioniSe potrebno je simultano ispitati viSe sistema odjednom. U zavisnosti od
intenziteta i trajanja fiziCkog opterecenja, hormoni sa anabolickom i katabolickom
aktivno$¢u, kao Sto su testosteron i kotizol, pokazuju kvantitativne promene.
Kortizol je katabolicki hormon koji se sekretuje iz kore nadbubreZne Zlezde u
odgovoru organizma na psihicki i fizicki stres. Testosteron se smatra glavnim
anabolickim hormonom sa mnogobrojnim fizioloSkim funkcijama u ljudskom
organizmu, koji se kod muskaraca uglavnom stvara i sekretuje iz Lajdigovih celija
testisa. Ovi steroidi ¢ine deo dualnog sistema koji definiSe i predvida brojne
patofizioloSke procese, tako da se smatra da je njihov odnos od veceg znacaja nego
njihova pojedinacna koncentracija. Koli¢nik testosteron/kortizol (T/C) se koristi za
evaluaciju odgovora organizma na stres kao i za procenu fizickih sposobnosti
sportista. Smatra se da visoka vrednost T/C koli¢cnika ukazuje na intenzivnije
anabolicke reakcije, i obrnuto, kada je T/C sniZzen 30% i viSe, to ukazuje na
intenzivne katabolicke procese koji se kod sportista vezuju za stanje
pretreniranosti (45). U brojnim ispitivanjima koja se bave kontaktnim sportovima
pokazano je da odnos testosterona i kortizola predstavlja bioloSki marker
naruSene homeostaze nakon takmicenja (46-49), ali za sada ne postoji jasno
objasnjenje postkompetitivnih promena odnosa ova dva hormona (50). Psiholoski
stres kom su studenti izloZeni, takode, dovodi do porasta u koncentraciji kortizola i
sniZenja u koncentraciji testosterona (51). HPA osovina osim S$to interaguje sa
reproduktivnim sistemom na viSe nivoa, ima znacajan uticaj na imune i

inflamatorne reakcije (52, 53).
1.4.UTICA] VEZBANJA NA PARAMETRE AKTIVNOSTI HPA I HPG OSOVINE

Izvestan broj studija je pokazao da se tokom kontrakcije, u miSi¢cnom tkivu
sintetiSe i oslobada interleukin-6 (IL-6) Sto upucuje na to da je sinteza IL-6 deo
normalnog fizioloSkog odgovora koji se javlja kao posledica vezbanja (54). Takode
se zna da pojedini proinflamatorni citokini (TNFq, IL-1, IL-6) imaju sposobnost da
aktiviraju HPA osovinu, delujuéi na njene razli¢ite komponente (55). Receptori za
citokine su detektovani u hipotalamusu, hipofizi i nadbubreZznim Zlezdama, a

takode, lokalno produkovani citokini u tkivima ovih organa mogu svojim
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parakrinim dejstvom, da pojacaju i odrzZe poviSenu aktivnost HPA osovine tokom
hroni¢ne inflamacije (56). Dokazano je da IL-6 reguliSe odgovor na stres i ima
sposobnost da aktivira HPA osovinu deluju¢i na njene razlicite nivoe: kroz
stimulaciju oslobadanja kortizola iz nadbubreZnih Zlezda, i kroz svoj uticaj na
hipotalamus, stimuliSe oslobadanje ACTH iz prednjeg reznja hipofize (57). Kod
ljudi, davanje IL-6 subkutano, indukuje dozno zavisni porast u koncentraciji ACTH i
kortizola u plazmi. IL-6 moZe delovati kao faktor koji stimuliSe oslobadanje ACTH
iz hipofize i/ili moZe delovati direktno na adrenalni korteks i zajedno sa ACTH
stimulisati oslobadanje kortizola (58). Takode, kod osoba sa viSom bazalnom
koncentracijom IL-6 u plazmi zapaZen je ve¢i porast koncentracije kortizola pri
stimulaciji sa ACTH, ¢ime je pokazano da i u fizioloSkim uslovima IL-6 utice na

odgovor nadbubreZnih Zlezda koji se javlja pri stimulaciji sa ACTH (59).

[spitivanjem povezanosti fizickog veZbanja i broja i funkcije leukocita, pokazano je
da je porast broja leukocita nakon veZbanja proporcionalan intenzitetu i trajanju
vezbanja (60, 61). Znacajan porast ukupnog broja leukocita i posebno neutrofila je
najverovatnije posledica veZbanjem uslovljene inflamatorne reakcije koja se javlja
kao odgovor na fizicki stres i oSte¢enje miSi¢nog tkiva (62). UoCeno je da se broj
limfocita neposredno nakon veZbanja smanjuje ispod vrednosti pre pocetka
vezbanja, Sto moZe biti posledica imunosupresivnog uticaja uzrokovanog lu¢enjem
hormona stresa - kortikosteroida i kateholamina (63). Osim toga, produzeno
intenzivno veZbanje, moZe da indukuje specifi¢ni inflamatorni odgovor tela, koji je
pracen prolaznom leukocitozom i promenom u diferecijalnoj formuli leukocita
(64). Jedna od ranijih studija (65) je pokazala da se odnos broja neutrofila i
limfocita (NE/LY), koji se smatra odlicnim markerom sistemskog inflamatornog

odgovora (66), povecava nakon produzenog intenzivnog veZzbanja.

lako se fizicko veZbanje smatra blagotvornim za zdravstveno stanje ljudi, postoje
studije koje su pokazale da intenzivno fizicko veZbanje moZe uzrokovati
oksidativni stres koji za posledicu ima osSte¢enje DNK limfocita (67-69) kao i
dovesti do redukcije broja i funkcije limfocita. Izvestan broj studija je pokazao da je
oStecenje DNK na nivou perifernih c¢elija krvi uglavnom posledica povecane

produkcije reaktivnih kiseoni¢nih (ROS) i reaktivnih azotnih vrsta (RNS),
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superoksidnog anjona (02-), vodonik-peroksida (H202), hidroksilnih radikala (OH:),
hipohloritne kiseline (HCIO) i azot-oksida (NO-) koji ispoljavaju Stetno dejstvo na
makromolekule poput proteina i lipida, a pre svega DNK, tokom i nakon
intenzivnog veZbanja (69, 70). Tokom veZbanja, potrosSnja kiseonika moze da
poraste 10 do 15 puta iznad nivoa mirovanja, ¢ime se privremeno povecava brzina
produkcije mitohondrijalnih slobodnih radikala. Takode, veZbanje moZe
uzrokovati inflamatornu reakciju slicnu odgovoru akutne faze, koji se javlja u

slucaju infekcije ili povrede (71).

Svakog dana, humani genom pretrpi oko milion lezija, ukljucuju¢i pripajanja,
modifikacije ili fragmentacije lanaca DNK (72). Ukoliko lanci DNK ostanu
nespareni, oSteCenje DNK moZe uzrokovati mutacije kao Sto su zamena baza ili
hromozomalne translokacije Sto narusava normalnu gensku ekspresiju ili dovodi
do stvaranja abnormalnih proteina koji su Stetni za Ccelijsku funkciju ili

varijabilnost (73).

I endogeni kao i egzogeni faktori mogu povecati stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta i dovesti do oStecenja DNK (74). Endogeni faktori ukljuCuju proizvode
Celijskog metabolizma, kao Sto su ROS stvorene procesom oksidativne fosforilacije
u mitohondrijama, ili proizvedene procesom lipidne peroksidacije i tokom procesa
fagocitoze. Endogena oStecenja mogu nastati zbog greSaka koje nastaju u
normalnom procesu replikacije (75, 76). Egzogeni faktori ukljuCuju neadekvatnu
ishranu, konzumiranje alkohola, puSenje i uticaj toksina iz Zivotne okoline (75, 77).
Postoje dokazi da su oStetenje DNK wuzrokovano oksidativnim stresom i
poremeceni reparacioni mehanizmi ukljuteni u patogenezu Kkarcinoma,

ateroskleroze, neurodegenerativnih poremecaja i hronic¢nih bolesti pluc¢a (78, 79).

Na osnovu ispitivanja koja su do sada uradena moZe se zakljuciti da oksidativni
stres predstavlja vezu izmedu oStecenja DNK-a i inflamatornog odgovora koji je
posledica vezbanja, kao i da je efekat na stabilnost DNK uslovljen duZinom

vezbanja kao i aktivnos$¢u enzima koji vrSe reparaciju DNK (80).

Poznato je da od nivoa testosterona u cirkulaciji znacajno zavise koncentracija

hemoglobina i broj eritrocita. U cilju procene fizioloskih sposobnosti razlicitih
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sportista, grupa istrazivaca ispitivala je uticaj fizickog opterecenja kojem su
sportisti izloZeni tokom treninga i utakmica, na hematoloske parametre (81, 82),
pri ¢emu je uoceno da su koncentracija hemoglobina i hematokrit sniZeni tokom
perioda intenzivnog treniranja kao i tokom sezone takmicenja. Takode, pokazano
je da viSemeseCna primena testosterona dovodi do porasta koncentracije
hemoglobina i hematokrita kao i do znacajnog porasta nivoa eritropoetina u krvi,

Cime se mozZe objasniti stimulativno dejstvo ovog hormona na eritropoezu (83).
1.5.UTICA] MAGNEZIJUMA NA AKTIVNOST HPA I HPG OSOVINE

Uticaj magnezijuma na aktivnost HPA osovine je neosporan ali slabo ispitan.
Malobrojne studije upucuju na efekat smanjenja oslobadanja ACTH pod uticajem
magnezijuma, a pretpostavlja se da utice na osetljivost kore nadbubreZne Zlezde na
dejstvo ACTH (21, 84). U studijama koje su radene na eksperimentalnim
Zivotinjama uocena je povezanost izmedu niske koncentracije jona magnezijuma i
anksioznog i/ili depresivnog ponasanja Zivotinja (85, 86), a takode je pokazano da
suplementacija magnezijumom redukuje njihovo anksiozno ponaSanje(87).
Nekoliko studija izvedenih na eksperimentalnim Zivotinjama, pokazale su da
deficijencija magnezijuma vodi do povecane inflamacije i promene u aktivnosti
HPA osovine (88). Osim toga pokazana je znacajna korelacija izmedu nekoliko

parametara anksioznog ponaSanja i koncentracije magnezijuma u plazmi i mozgu

(85).

Sinteza citokina je jedan od mogucih nacina na koji imuni sistem reaguje u
stresnim situacijama. Kod ljudi, akutno davanje IL-6 povecava nivo ACTH i
koncentracije kortizola na dozno zavisni nacin (55, 89). Odgovor HPA osovine na
stres zahteva citokine (90), ukljucuju¢i IL-6 koji, kao medijator, ucestvuje u
kompleksnom odgovoru HPA osovine na stres ili inflamaciju. Pokazano je da je
nivo unosa magnezijuma obrnuto proporcionalan nivou pojedinih inflamatornih
markera (91) dok su rezultati o uticaju koji suplementacija magnezijumom ima na
nivo IL-6, broj, procentualnu zastupljenost i aktivnost leukocita, prilicno
kontroverzni (28, 92). Sa druge strane, novije in vitro i in vivo studije pokazale su

da suplementacija magnezijumom smanjuje produkciju IL-6 putem povecanja
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bazalnog nivoa inhibitora nuklearnog faktora kapa B alfa (IkBa) i sniZene

aktivacije NFkB (93).

S obzirom da je magnezijum jon izuzetno vaZan za normalno odvijanje energetskog
metabolizma, kao i da je pokazan njegov uticaj na aktivhost HPA osovine koja je u
uskoj sprezi sa aktivnoS¢éu HPG osovine, moZe se pretpostaviti da dodatak
suplemenata magnezijuma ishrani ragbista, moZe imati viSestruk uticaj na
fizioloSki odgovor koji se javlja kao posledica psiho-fizickog stresa kojem su
ragbisti izloZeni tokom takmicenja. Kako je dokazano da intenzivni mentalni i
fizicki stres dovode do smanjenja sadrzaja magnezijuma i da hipomagnezijemija
moZe biti u vezi sa stanjima slicnim anksioznosti, moZe se pretpostaviti da
suplementacija magnezijumom kod osoba cesto izloZenih stresu, kao Sto su
studenti i sportisti, moZe sniziti Stetne efekte stresa. Osim toga nema puno studija
u kojima je ispitivana veza izmedu magnezijuma i anabolickih hormona kod
muskaraca $to nam je ostavilo prostor da u okviru ovog rada pokusamo da
ustanovimo da li magnezijum dovodi do promene u nivou testosterona kao i

hematoloskih parametara na koje on moze da utice.
1.6. AMATERSKI RAGBI

S obzirom da sam se u toku pisanja disertacije vrlo Cesto susretala sa pitanjem
otkud ragbi u Srbiji smatram da je potrebno u nekoliko reci opisati istorijat ovog
timskog sporta u nasoj zemlji, a takode objasniti i neka od osnovnih pravila igre
koja ¢e pomo¢i u razumevanju rezultata dobijenih u okviru sprovedenih

ispitivanja.

Kljucni delovi teksta koji sledi su preuzeti iz knjige “Esej o prvom eseju u Srbiji”,

autora Dragana Pavlovica (165).

Ragbi je kontaktni sport koji zahteva snagu, brzinu, izdrZljivost i fleksibilnost i koji
se zasniva na dva osnovna principa: borba za loptu, koja mora biti pravedna, i
odrzavanje kontinuiteta igre Sto se postiZze dodavanjem, noSenjem, Sutiranjem kao
i izvodenjem dinamickih faza igre. Ragbi utakmice izvode se na travnatom terenu i

sastoje se od dva poluvremena od po 40 minuta, tako da ukupno traju 80 minuta. U
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toku igre na terenu je 15 igraca, dok je ostalih 8 rezervnih. U zavisnosti od pozicija
koje igraju igraci su podeljeni u dve grupe tzv. igrai melea (napadaci) i igraci linije.
Skram (mele) predstavlja staticku fazu igre u kojoj se osam igraca jedne ekipe gura
protiv osam igraca protivnickog tima, kako bi osvojili loptu, dok je Aut druga
staticka faza igre u kojoj se igraci takode bore za loptu, postavljeni jedan iza drugog
pri ¢emu razmak izmedu protivnika mora biti 1m. Rak i Mol su dinamicke faze koje
umnogome zavise od same taktike igre koju tim primenjuje, pri ¢emu dolazi do
kontakta viSe od dva ili tri igraca protivnickog tima, u pokusaju da osvoje ili zadrze
loptu. Poeni se postizu ili Sutem na protivni¢ki gol ili polaganjem lopte u
protivnic¢ki prostor za postizanje poena (tzv. esej). Cilj tima koji je u napadu je da
zadrzi loptu, i iskoristi svoju veStinu da je prenese unapred, bacaju¢i loptu
iskljucivo unazad, dok odbrambeni tim pokuSava da ga zaustavi, ogranicavajuc¢i mu
prostor i sprecavajuci ga da prenosi loptu. Prilikom izvodenja ovih aktivnosti
dolazi do smene perioda pracenih aktivnostima visokog intenziteta i kratkog
trajanja i relativno velike ucCestalosti sa periodima aktivnosti niZeg intenziteta.
Energija koja je potrebna za ove aktivnosti obezbeduje se sagorevanjem hranjivih
materija kombinacijom anaerobnog metabolizma, koji je zavisan od postojecih
rezervi ATP-a, fosfokreatina i glikogena u miSi¢ima, i aerobih procesa sagorevanja
ugljenih hidrata, masti i proteina, koji su od posebnog znacaja za odbrambene

igrace i linijaSe koji moraju dosta da trce i da brzo reaguju.

Prema istorijskim podacima pominjanje ragbija na teritoriji Srbije vezuje se za
pocetak dvadesetog veka, kada se u istoriji ragbija i desila najznacajnija podela na
Ragbi 15 (Rugby Union) i Ragbi 13 (Rugby League). Godine 1964. Jugoslavija
postaje deo Evropske ragbi porodice ulaskom u Medunarodno udruZenje
amaterskog ragbija (Federation Internationale de Rugby Amateur, FIRA) koje je
2014. godine promenilo svoj naziv u Ragbi Evropa i danas broji 43 zemlje ¢lanice.
U Srbiji danas ragbi klubovi se nalaze pod okriljem dva udruZenja: Ragbi Savez
Srbije koji ¢ini 21 Klub koji igraju Ragbi 15, i Ragbi 13 federacija Srbije koja broji 24
kluba koji igraju Ragbi 13.

Kada je reC o Ragbiju 15, svake cetvrte godine odrzava se svetsko prvenstvo

(Rugby World Cup) ciji je organizator Svetska ragbi fedracija (International Rugby
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Board, IRB). Zavr$nica ovog takmicCenja je najduze sportsko takmicenje na svetu.
Naime, s obzirom da je ragbi izuzetno naporna igra, i da nije moguce igrati
utakmice svakodnevno ili na svaka 2-3 dana, IRB je svojim propisima regulisao da
najmanji razmak izmedu dve utakmice mora biti 5 - 7 dana, zbog ¢ega svetsko

prvenstvo traje i do 45 dana.

Ragbi utakmica predstavlja veoma intenzivnu formu veZbanja koje, kao forma
fizickog stresora, aktivira HPA osovinu i simpaticki nervni sistem, Sto indukuje
snazan fizioloSki odgovor pracen promenom u koncentraciji razli¢itih hormona,
citokina, kao i drugih parametara povezanih sa stresom (61, 94, 95). Tokom
utakmice ragbi igraci izvode intenzivne i naporne aktivnosti, uz maksimalnim

utrosSak energije tokom vremena u kom se igra (47).

Niz studija bavilo se ispitivanjem psihickog i fizickog stresa kod igraca ragbija (50,
96). Razlicite studije su se bavile ispitivanjem imunoendokrinih i inflamatornih
markera, neutrofilne funkcije (produkcije ROS i fagocitne aktivnosti), kao i
vremena oporavka neuromuskularne funkcije, ispitivanjem Kkoncentracije
testosterona i kortizola, ispitivanjem poremecaja raspoloZenja i oStecenja miSica
nakon intenzivne kompetitivne fizicke aktivnosti kakva je ragbi utakmica (47, 50,
61, 95, 97). Svega nekoliko studije se bavilo ispitivanjem korelacije izmedu stresa
indukovanog ragbi utakmicom i nivoa okisidativnog oStecenja (95, 97). U veéinu
ovih studija su bili ukljueni profesionalni ragbi igraci dok su se malobrojne

studije bavile ispitivanjem amaterskih ragbi igraca (98).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj ovog naucnog istraZivanja je bio da se kod ragbista ispita da li magnezijum

utiCe na parametre aktivnosti HPA i HPG osovine kao i na njihov medusobni odnos,

i da se pokaZe da li je taj uticaj razli¢it u odnosu na efekte kod muskaraca istog

uzrasta koji se ne bave aktivno sportom.

U tom smislu bilo je neophodno da se:

Odrede nivoi bazalnih vrednosti hormona HPA osovine (ACTH i kortizola);
nivo citokina IL-6 koji aktivno ucestvuje u regulaciji aktivnosti HPA osovine;
ukupan broj leukocita, kao i procentualna zastupljenost pojedinih tipova
leukocita. Osim toga bilo je potrebno evaluirati stepen oStecenja DNK
perifernih limfocita, koje moZe biti posledica pre svega izrazenog
oksidativnog stresa u kontekstu aktiviranja HPA osovine. Odredivanje ovih
parametara je izvrSeno pre i nakon suplementacije magnezijumom kod
ragbista i sedentarnih subjekata sa ciljem da se ukaZe na razlike u uticaju
magnezijuma na aktivnost HPA osovine kod ragbista u odnosu na

sedentarne muskarce.

Odrede nivoi bazalnih vrednosti hormona HPG osovine (LH, FSH i
testosterona) kao i koncentracija hemoglobina i broj eritrocita koji u
znacajnoj meri zavise i od nivoa testosterona u cirkulaciji. Odredivanje
koncentracija navedenih parametara HPG osovine je izvrSeno pre i nakon
suplementacije magnezijumom kod ragbista i zdravih muskaraca istog

uzrasta koji se ne bave sportom.

I[spita na koji nacin ragbi utakmica uti¢e na dinamiku promena aktivnosti
HPA i HPG osovine s posebnim osvrtom na promenu odnosa
testosteron/kortizol u salivi i serumu. Svi parametri su odredeni na dan

utakmice kao i prvog, trec¢eg i Sestog dana nakon utakmice.
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e Ispita da li je uticaj ragbi utakmice na dinamiku promena aktivnosti HPA i
HPG osovine razli¢it nakon dugotrajne suplementacije magnezijumom u

odnosu na efekat pre dodatka magnezijuma ishrani ragbista.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. KOMERCIJALNI REAGENSI I HEMIKALIJE

U eksperimentalnom radu su koriSc¢eni sledec¢i reagensi i hemikalije:

Elecsys ACTH, 03255751190, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany

Elecsys ACTH CalSet, 03255760190, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Germany

Elecsys PreciControl Multimarker, 05341787190, Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Germany

Elecsys Cortisol, 11875116122, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany

Elecsys Cortisol CalSet, 11875124122, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Germany

Elecsys PreciControl Universal, 11731416190, Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Germany

Elecsys Testosterone II, 05200067160, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Germany

Elecsys Testosterone II CalSet, 05202230190, Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Germany

MAS® Liquimmune ®, Level 1, LIG-101, Thermo Fisher Scientific, Fremont, USA
MAS® Liquimmune ®, Level 2, LIG-202, Thermo Fisher Scientific, Fremont, USA
MAS® Liquimmune ®, Level 3, LIG-303, Thermo Fisher Scientific, Fremont, USA
Access hFSH, 33520, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA

Access hFSH calibrator, 33525, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA

Access hLH, 33510, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA

Access hLH calibrator, 33515, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA

Access Testosterone, 33560, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA

Access Testosterone calibrator, 33565, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA
Access IL-6, A16369, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA

Access IL-6 calibrator, A16370, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA
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Access Cortisol, 33600, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA

Access Cortisol calibrator, 33605, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA

Coulter® LYSE S®IIIdiff Lytic Reagent, 8448155, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA,
USA

Coulter® LH Series Pak Reagent Kit, 8547195, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA,
USA

Coulter LATRON Control and COULTER LATRON Primer, 7546914, Beckman
Coulter, Inc., Brea, CA, USA

Coulter ®T 5CT ®T Cell Control, 624506, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA
Agarose, low gelling point, A9414, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Agarose, normal gelling point, A9539, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Slani fosfatni pufer, PBS, Institut za imunologiju i virusologiju Torlak, Beograd,
Srbija

Vodonik-peroksid, 1.5 mmo/L H20>

Liziraju¢i rastvor - 2.5 mol/L NaCl, 100mmol/L etilen-diamintetra-sir¢etna
kiselina, 10 mmol/L Tris pufer sa pH 10, 1% Triton X-100 i 10%
dimetilsulfoksid, sa NaOH podesen pH 10.

Alkalni pufer - 300 mmol/L NaOH, 1mmol/L EDTA

Neutralizuju¢i pufer - 0.4 M Tris, pH7.5

Etidijum-bromid (20 ug/mL)

3.2. PRIBORI APARATI

Pribor:

e vakutajner epruvete za serum, BD Vacutainer® System, 366430, i
vakutajner epruvete sa K3sEDTA, BD Vacutainer® System, 366450 (Becton,
Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA)

e plasticne caSice za Access 2 analizator, Sample Cups 2 mL/13 mm, 81902,
(Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA)

e plasticne CaSice za Cobas Elecsys analizator, Sample Cups, 10394246001
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)

e ependorfi pool epruvete, mikroskopske plocice
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Analizatori:

¢ Imunohemijski Access 2 analizator (Beckman Coulter, Inc., Brea, USA)

¢ Imunohemijski Elecsys 2010 analizator (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany)

¢ Hematoloski analizator LH750 (Beckman Coulter, Inc., Brea, USA)

e Olympus BX50 svetlosni mikroskop (Olympus Optical Co., GmbH, Hamburg,
Germany) sa dodatkom za fluorescentno snimanje (dodatak fluorescentne
lampe: Japan, Olympus Reflected Light Fluorescence Attachment BX-FLA) i
digitalnom kamerom (Sony Power HAD, Japan, 3CCD Color Video Camera,
DXC-950P model)

e Sistem za submarine elektroforezu (Amersham Pharmacia Biotech, USA)
koji se sastoji od sistema za izlivanje gelova (HE 100 casting kit, Amersham
Pharmacia Biotech), kade za submarine elektroforezu (Hoefer SuperSub,
Amersham Pharmacia Biotech), termostatskog cirkulatora - hladnjaka (LKB

2219 Multitemp II) i elektri¢nog napajanja za elektroforezu EPS 3500XL

3.3. MATERIJAL

U ovom radu u ispitivanje su bile uklju¢ene dve grupe ispitanika, zdravih

muskaraca uzrasta 18 do 25 godina:

e sedentarnu grupu je Ccinilo 15 muSkaraca, studenata Univerziteta u
Beogradu, koji se nisu bavili nikakvom fizickom aktivnos¢u (ni aktivno ni
rekreativno) najmanje Sest meseci pre pocetka studije i koji su nastavili sa

takvim reZimom Zivota i tokom trajanja studije.

e grupu aktivnih sportista ¢inila su 23 ragbi igraca, koji su aktivni sportisti
beogradskog amaterskog ragbi kluba, treniraju tri puta nedeljno po 2 sata i
imaju utakmicu nedeljom popodne. Oni su nakon uzimanja uzoraka za
odredivanje bazalnih vrednosti, podeljeni u dve grupe: kontrolnu (n=10) i

interventnu grupu (n=13) koja je uzimala magnezijum.
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Antropometrijski podaci ispitanika ukljuc¢enih u studiju dati su u Tabeli II.

Svi ucesnici su, nakon Sto su u potpunosti bili informisani o eksperimentalnim
procedurama, dali pisanu saglasnost. Ispitivanje je odobreno od strane Etickog
komiteta za klinicka ispitivanja, Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu,
zavedenog pod brojem 199/2 i 2817/2. Analize hormona i hematoloskog statusa
ispitanika izvedene su u Centru za medicinsku biohemiju Klinickog centra Srbije i

na Farmaceutskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Tabela II Antropometrijski podaci ispitanika ukljucenih u studiju.

RAGBISTI RAGBISTI
STUDENTI (kontrolna grupa) | (interventna grupa)
n 15 10 13
Godine 22,3 (0,22) 22,9 (1,18) 23,6 (1,40)
Visina (cm) 185,8 (1,60) 182,0 (2,13) 180,7 (1,65)
Telesna masa (kg) 82,8 (3,04) 84,7 (1,87) 85,1 (3,66)
BMI (kg/m?) 23,4 (0,75) 25,58 (0,43) 25,97 (0,80)

Vrednosti su date kao srednja vrednost (SEM).

Uzorci venske krvi i salive su uzimani u jutarnjim ¢asovima (09-10h), uvek u isto

vreme.

Krv je uzimana posle 12 sati gladovanja, u tri epruvete - dve epruvete sa EDTA i
jednu biohemijsku epruvetu sa gelom bez aditiva. Jedna od epruveta sa EDTA je
koriS¢ena za hematoloSke analize i Comet test. Druga epruveta je odmah stavljana
na led i plazma je izdvajana centrifugiranjem na 3000 obrtaja u minuti na 4 °C
(centrifuga sa hladenjem) tokom 15 minuta. Radi izdvajanje seruma epruvete sa
gelom su centrifugirane brzinom od 3000 obrtaja u minuti na sobnoj temperaturi,
tokom 15 minuta. Plazma i serum su bili podeljeni u alikvote i ¢uvani u duplikatu
na -80 °C sve do momenta dok nisu izvrSene analize. Comet test je bio uraden istog
dana po uzorkovanju. Za sakupljanje salive koris¢ena su po dva pamucna
sundercica (BD Visispear, Beaver-Visitec International, USA), po ispitaniku. Nakon

60-90 sekundi sakupljanja, sunderci¢i su stavljani u epruvetu sa ¢epom i saliva je
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izdvajana centrifugiranjem radi dobijanja dovoljne koli¢ine uzorka. Uzorci salive su

alikvotirani u roku od 2 sata od uzimanja uzorka, i cuvani u duplikatu na -80 °C do

analize. Na Slici 3. dat je algoritam ispitivanja.

mzZr>ND>D®

B Pre Mg Posle Mg
A
Z Ragbisti
A Studenti : Ragbisti
L pre pocetka suplementacije Studenti:
N magnezijumom 29.dan od pocetka uzimanja
E suplementa
28 dana
uzimanja
preparata
v R HE Ragbisti
T Kontrolna Kontrolna
A Intereventna gr‘upa: Interventna grupa :
K * Na dan utakmice ) * Na dan utakmice
M VLol Ll utakm!ce * 1. dana nakon utakmice
| 5 (TR LD utakm!ce + 3. dana nakon utakmice
C 2 6. dana nakon utakmice * 6. dana nakon utakmice
A

POo—2=x>p-HcC

Slika 3. Algoritam studije. BAZALNE - Za procenu razlike uticaja magnezijuma na bazalne

vrednosti parametara aktivnosti HPA i HPG osovine kod ragbista i fizicki neaktivnih osoba,

svi parametri su odredivani kod Studenata i Ragbista pre pocetka suplementacije i 29.dana

od pocetka suplementacije, Sto je Ragbistima bio dan pre utakmice. UTAKMICA - Za

procenu uticaja magnezijuma na dinamiku promene parametara aktivnosti HPA i HPG

osovine svi parametri su odredivani na dan utakmice, kao i prvog, trefeg i Sestog dana

posle utakmice.

U periodu pre uzimanja magnezijuma, uzeti su uzorci krvi i salive koji su koris¢eni

za odredivanje bazalnih vrednosti svih parametara aktivnosti HPA i HPG osovine

(na algoritmu oznacen kao BAZALNE):

e kod studenata, uzorci su uzeti prvog dana, pre pocetka uzimanja

suplementa magnezijuma

e kod ragbista, su uzeti na dan kada nemaju trening, tj. dan pred utakmicu
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Pre pocetka suplementacije, ragbistima su, takode, uzeti uzorci venske krvi i salive
na dan utakmice kao i prvog, treceg i Sestog dana oporavka nakon utakmice kako
bi se ispitalo na koji nacin ragbi utakmica utice na dinamiku promene aktivnosti
HPA i HPG osovine (na algoritmu oznac¢en kao UTAKMICA). Nakon bazalnog
uzorkovanja ragbisti su podeljeni na kontrolnu grupu (n=10) i interventnu grupu

(n=13) koja je uzimala magnezijum.

Sedentarna grupa ispitanika zapocela je uzimanje preparata magnezijuma dan
posle prvog bazalnog uzorkovanja, dok je interventna grupa ragbista zapocela
uzimanje preparata magnezijuma sedmog dana posle utakmice. Tri meseca pre i
tokom studije niko od ispitanika nije uzimao vitaminske preparate ili neke druge
suplemente. Kao preparat magnezijuma koriS¢en je Magnezijum 250 mg® tablete
(Natural Welth, NBTY Inc., New York, USA), per os, dva puta dnevno u ukupnoj dozi
od 500 mg. Kod obe grupe ispitanika period suplementacije trajao je 28 dana, a
ragbisti su, tokom ovog perioda, imali treninge i utakmice prema predvidenom

rasporedu.

Ragbistima je prvi dan po zavrsenoj suplementaciji bio dan pre utakmice, i kao i za
grupu studenata, to je bio dvadeset deveti dan od dana kada su zapoceli
suplementaciju. Uzorci salive i krvi uzeti na taj 29.dan, koriS¢eni su za procenu
uticaja magnezijuma na bazalne vrednosti parametara aktivnosti HPA i HPG
osovine, kao i za poredenje efekta koji magnezijum ima na ove parametre kod

ragbista i kod osoba koje se ne bave aktivno sportom.

Zatim su ragbistima uzimani uzorci venske krvi i salive po istoj Semi kao i u
periodu kada nisu uzimali magnezijum: na dan utakmice, kao i prvog, treceg i
Sestog dana oporavka nakon utakmice, u cilju procene efekta magnezijuma na
dinamiku promene parametara aktivnosti HPG i HPA u postkompetitivhom

periodu.
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3.4. METODE
3.4.1. Odredivanje koncentracije ACTH

Odredivanje koncentracije ACTH izvrSeno je primenom elektrohemiluminiscentne
imunometrijske metode na analizatoru Elecsys 2010 (Roche Diagnostics GmbH,
MannHeim, Germany). U pitanju je jednostepeni sendvi¢ imunoesej koji koristi
biotinom obloZena monoklonska anti-ACTH specificna antitela, mikropartikule
obloZene streptavidinom i monoklonsko anti-ACTH specificno antitelo u
kompleksu sa rutenijumom. Po zavrSenoj jednostepenoj inkubaciji sa specificnim
antitelima reakciona smesa se aspirira u mernu ¢eliju gde mikropartikule oblazu
povrsinu elektrode pod uticajem magnetnog privlacenja. ProCell rastvorom se
uklanja nevezana supstanca, a napon na elektrodi uzrokuje pojavu
hemiluminiscentne emisije ¢iji se intenzitet meri fotomultiplikatorom. Rezultati se
odreduju na osnovu kalibracione krive i automatski preracunavaju u koncentracije

za svaki uzorak.

Za odredivanje koriS¢eni su reagensi firme Roche koji su spremni za upotrebu i
direktno se stavljaju na aparat:
e Elecsys ACTH reagens 03255751190 - ukljucuje:

- Streptavidinom obloZene mikropartikule (0,72 mg/mL), konzervanse.

- Anti ACTH-antitelo~biotin (miSje monoklonsko anti ACTH antitelo
obloZeno biotinom (0,3 mg/L)), MES pufer (50 mmol/L) pH 6,2 i
konzervanse

- Anti ACTH antitelo u kompleksu sa rutenijumom (miSje monoklonsko
anti ACTH, 0,3 mg/L rutenijuma), MES pufer (50 mmol/L, pH 6,2) i
konzervanse

e Elecsys ACTH CalSet, 03255760190, pakovanje 2 x 1 mL kalibratora nivo 1 i 2.
Kalibratori su liofilizati koje je potrebno rastvoriti sa 1mL dejonizovane vode i
ostaviti 15 minuta da se rekonstituiSe. Stabilnost rekonstituisanih kalibratora
je mesec dana na -20 °C ili se koriste odmah i samo jednom na analizatoru na
20-25 °C. Sledljivost: ACTH test je standardizovan gravimetrijski sa sintetickim

ACTH koji je proizveden u Roche-u.
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e PreciControl Multimarker, 05341787190, 3 x 2 mL svakog nivoa PreciControl
Multimarker 1 i 2. Kontrola je liofilizat zasnovan na konjskom serumskom
matriksu. Priprema se rastvaranjem sa 2 mL dejonizovane ili destilovane vode
nakon cega treba da odstoji 30 minuta. Kontrole se c¢uvaju 2-8 °C, po
rekonstituciji mogu da se ¢uvaju u zamrzivacu na -20 °C do 31 dan, 72h na

2-8 °Ci 5h na sobnoj temperaturi.

Prema uputstvu proizvodaca koriste se samo uzorci koji su prethodno hladeni.
Nakon uzorkovanja potrebno je uzorke odmah staviti na led. Da bi se odvojila
plazma Kkoristi se centrifuga sa hladenjem. Uzorak treba odmah da se analizira
posto je stabilan 2 sata na 22 °C, ili odmah da se zaledi, pri ¢emu je stabilnost 4
nedelje na -20 °C. Merni opseg je 0,220-440 pmol/L, vrednosti ispod ili iznad donje
ili gornje granice mernog opsega se izrazavaju kao < 0,220 pmol/L ili > 440
pmol/L, proizvoda¢ ne preporucuje razblaZenje zbog Sirokog opsega merenja;
ocekivane vrednosti 1,6-13,9 pmol/L; donja granica detekcije (analiticka

osetljivost) je 0,220 pmol/L.
3.4.2. Odredivanje koncentracije kortizola u serumu

Odredivanje koncentracije kortizola u serumu izvrSeno je primenom
hemiluminiscentne imunometrijske metode na analizatoru Access 2 (Beckman
Coulter, Inc., Brea, USA). Access Cortisol test je kompetitivni imunoenzimski test.
Princip testa zasnovan je na tome $to se uzorak dodaje u reakcionu kivetu zajedno
sa zeCijim antitelom na Kkortizol, Kkortizol-alkalna fosfataza konjugatom i
paramagnetskim partikulama obloZenim kozijim anti-zecijim antitelom. Kortizol iz
uzorka se takmici sa kortizol-alkalna fosfataza konjugatom za vezujuc¢a mesta na
ogranic¢enoj koliini specificnih anti-kortizol antitela. Dobijeni antigen-antitelo
kompleks se vezuje za antitela na ¢vrstoj fazi. Nakon inkubacije u reakcionoj kiveti,
materijal vezan za Cvrstu fazu odrzavaju se u magnetnom polju dok se nevezani
materijal ispira. Zatim se u reakcionu kivetu dodaje hemiluminiscentni supstrat
LumiPhos 530, i svetlost dobijena u reakciji se meri luminometrom. Dobijena
svetlost je obrnuto proporcionalna koncentraciji kortizola u uzorku. Koli¢ina

analita u uzorku se odreduje na osnovu kalibracione krive.
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Za odredivanje koriS¢eni su reagensi firme Beckman Coulter, Inc., Brea, USA, koji

su spremni za upotrebu i direktno se stavljaju na aparat:

e Access Cortisol, 33600, ukljucuje:

- Kortizol-alkalna fosfataza (goveda) konjugat i paramagnetske partikule
obloZene kozijim anti-zecijim IgG u TRIS puferu, sa surfaktantom, BSA
matriksom, i < 0,1% natrijum-azida

- Zeciji antiserum na kortizol u TRIS puferu, sa surfaktantom, BSA
matriksom, i < 0,1% natrijumazida.

e Access Cortisol calibrator, 33605, pakovanje 6 x 4 mL. Sastoji se od SO
kalibratora (Humani serum sa < 0.1% natrijum-azida, i 0.5% ProClin 300.
Sadrzi 0.0 nmol/L Kkortizola) i Kkalibratora S1-S5 (Kortizol /preciS¢ena
hemijska komponenta/ u humanom serumu, u koncentracijama pribliZzno 55,
138, 276, 690 i 1655 nmol/L redom, sa < 0,1% natrijumazida, i 0,5% ProClin
300). Sledljivost analita u Access Cortisol kalibratoru je odredena prema USP
referentnom materijalu, a proces sledljivosti je zasnovan na EN ISO 17511.

e Kao kontrola koris¢ena je MAS® Liquimmune ® Control, Level 1, 2 i 3, Thermo
Fisher Scientific, Fremont, USA; svako pakovanje sadrzi 6 x 5 mL. Kontrole se
cuvaju u zamrzivacu na -15 °C do -20 °C. Nakon Sto se odlede, stabilnost
neotvorene kontrole je 90 dana na 2-8 °C, odnosno stabilnost otvorene

kontrole je 30 dana za sve analite na 2-8 °C.

Serum, plazma (heparin) i urin su preporuceni uzorci. Uzorke seruma treba cuvati
na sobnoj temperaturi, ne duze od osam sati, u frizideru na temperaturi 2-8 °C
tokom 48 sati ili zamrznuti na -20 °C ili jo$ niZoj temperaturi. Odmrzavanje
uzoraka je dozvoljeno samo jednom. Uzorci mogu biti tacno odredeni u okviru
analitiCkog opsega, od donje granice detekcionog limita do najviSe vrednosti
kalibratora, priblizno 11-1655 nmol/L. Ako je koncentracija analita u uzorku veca
od koncentracije najviSeg nivoa Access Cortisol Kalibratora (S5), izdati rezultat kao
ve¢i od te vrednosti > 1655 nmol/L ili razblaZziti uz pomo¢ Access Cortisol
Kalibratora (S0). Ocekivane vrednosti za muskarce kre¢u se od 240 do 618 nmol/L.

NajniZa detektibilna koncentracija kortizola razli¢ita od nule sa 95% pouzdanosti
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je 11 nmol/L. Za koncentraciju od 138 nmol/L test pokazuje ukupnu nepreciznost

manju od 12%, i manju od 10% za viSe koncentracije.
3.4.3. Odredivanje koncentracije kortizola u salivi

Odredivanje  koncentracije kortizola u salivi izvrSeno je primenom
elektrohemiluminiscentne imunometrijske metode na analizatoru Elecsys 2010
(Roche Diagnostics GmbH, MannHeim, Germany). U pitanju je kompetitivni
imunoesej kod kog se prvo 20 pL uzorka inkubira sa biotinom obloZenim kortizol
specificnim antitelima i derivatima kortizola koji su u kompleksu sa rutenijumom.
U zavisnosti od koncentracije analita i formiranja imunih kompleksa, vezujuce
mesto obeleZenog antitela je delom okupirano sa analitom iz uzorka, a delom sa
haptenom obeleZenim rutenijumom. Po dodatku mikropartikula obloZenih
streptavidinom, imuni kompleks se vezuje za ¢vrstu fazu putem interakcije biotina
i streptavidina. Potom se reakciona smeSa aspirira u mernu celiju gde
mikropartikule oblazu povrsinu elektrode pod uticajem magnetnog privlacenja.
ProCell rastvorom se uklanja nevezana supstanca, a napon na elektrodi uzrokuje
pojavu hemiluminiscentne emisije Ciji se intenzitet meri fotomultiplikatorom.
Rezultati se odreduju na osnovu kalibracione krive i automatski preracunavaju u

koncentracije za svaki uzorak.

Za odredivanje koriS¢eni su reagensi firme Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany koji su spremni za upotrebu i direktno se stavljaju na aparat:
e Elecsys Cortisol, 11875116122, ukljucuje:

- Streptavidinom obloZene mikropartikule (0,72 mg/mL), konzervanse.

- Anti kortizol-antitelo~biotin (ov¢je poliklonsko anti-kortizol antitelo
obloZeno biotinom (90 mg/mL)), MES pufer (100 mmol/L) pH 6,0 i
konzervanse

- Sinteticki derivat kortizola u kompleksu sa rutenijumom (25 ng/mL
rutenijuma), danazol 20 pg/mL, MES pufer (100 mmol/L, pH 6,0) i
konzervanse

e Elecsys Cortisol CalSet, 11875124122, pakovanje 4 x 1 mL. Liofilizovani

humani serum sa dodatkom Kkortizola u dva koncentraciona opsega.
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Kalibratore je potrebno rastvoriti sa 1 mL dejonizovane vode i ostaviti 15
minuta da se rekonstituiSu. Stabilnost rekonstituisanih kalibratora je tri
meseca na -20 °C ili se koriste odmah i samo jednom na analizatoru na 20-25
°C. Sledljivost: Kortizol test je standardizovan prema Enyzumun-Test Kortizol
metodi koja je standardizovana prema ID-MS.

e PreciControl Universal, 11731416190, 2 x 3 mL svakog nivoa PreciControl
Universal 1 i 2. Liofilizovani humani serum u dva koncentraciona opsega.
Priprema se rastvaranjem sa 3 mL dejonizovane ili destilovane vode nakon
Cega treba da odstoji 30 minuta. Kontrole se Cuvaju 2-8 °C, po rekonstituciji
mogu da se Cuvaju u zamrzivacu na -20 °C do 30 dana, 3 dana na 2-8 °Ci 5 sati

na sobnoj temperaturi.

Prema uputstvu proizvodaca salivu treba sakupiti uz upotrebu Salviette Stapica. Mi
smo u nasSoj studiji Kkoristili dva sunderci¢ca (BD Visispear, Beaver-Visitec
International, USA) po ispitaniku. Ne treba koristiti boCice koje sadrze citratnu
kiselinu. Pamuc¢ni sunderci¢ staviti usta i nezno Zvakati oko 2 minuta dok se ne
natopi salivom. Zatim ga vratiti u konusnu epruvetu sa zatvaracem. Centrifugirati 2
minuta na 1000g da bi se saliva izdvojila u spoljasnju epruvetu. Koristiti bistar
supernatant za Elecsys Cortizol test. Koristiti ih na isti nacin kao i serum i plazmu.
Nepreciznost unutar serije za koncentracije 4,68 nmol/L i 19,8 mol/L su bile 6,1%
i 2,8%, redom. Centrifugirana saliva stabilna je 5 dana na 2-8 °C, tri meseca na -20
°C. Zalediti samo jednom. Merni opseg je 0,5-1750 nmol/L; prema preporuci
proizvodaca oCekivane vrednosti u jutarnjim satima za salivu su < 19,1 nmol/L;

donja granica detekcije (analiticka osetljivost) je 0,5 nmol/L.
3.4.4. Odredivanje koncentracije IL-6

Odredivanje koncentracije IL-6 u serumu izvrSeno je primenom hemiluminscentne
imunometrijske metode na analizatoru Access 2 (Beckman Coulter, Inc., Brea,
USA). Access IL-6 je simultani jednostepeni imunoenzimski (sendvic) test. Uzorak
se dodaje u reakcionu kivetu i inkubira zajedno sa paramagnetskim partikulama
obloZenim misjim monoklonskim ani-humanim IL-6, blokiraju¢im reagensom i

konjugatom alkalne fosfataze. Nakon inkubacije materijali vezani za ¢vrstu fazu
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odrzavaju se u magnetnom polju, dok se nevezani materijal ispira. Zatim se u
reakcionu kivetu dodaje hemiluminiscentni supstrat LumiPhos 530, i svetlost
dobijena u reakciji se meri luminometrom. Svetlost dobijena u reakciji je direktno
proporcionalna Kkoncentraciji IL-6 u uzorku. Koli¢ina analita u uzorku se

preracunava iz kalibracione krive dobijene kalibracijom u viSe tacaka.

Za odredivanje koris¢eni su reagensi firme Beckman Coulter, Inc., Brea, USA, koji
su spremni za upotrebu i direktno se stavljaju na aparat:
e AccessIL-6,A16369, ukljucuje:
- Paramagnetske partikule obloZene kozijim anti-miSijim IgG: miSije anti-
humano IL-6 monoklonsko antitelo
- TRIS fizioloSki pufer, proteini (svinjski, govedi, miSiji, koziji),
surfaktant, < 0,1% natrijum-azida i 0.17% ProClin 300
- Konjugat kozjeg anti-humanog IL-6 i alkalne fosftaze (govede), govedi
serumski albumin surfaktant, 0,1% natrijum-azida i 0,17% ProClin 300.
e Access IL-6 calibrator, A16370, pakovanje 1 x 4 mL SO, 5 x 2,5 mL S1-S5.
Sastoji se od SO kalibratora (Puferovani govedi serumski albumin (BSA) sa
surfaktantom, < 0,1% natrijum-azida, i 0,15% ProClin 300) i kalibratora S1-S5
(u puferovani BSA matriks, rekombinantni humani IL-6 sa surfaktantom,
< 0,1% natrijum-azida, i 0.15% ProClin 300). Sledljivost analita u Access IL-6
kalibratoru je odredena prema radnom kalibratoru proizvodaca, a proces
sledljivosti je zasnovan na EN ISO 17511.
e Kao kontrola koris¢ena je MAS® Liquimmune ® Control, Level 1, 2 i 3, Thermo
Fisher Scientific, Fremont, USA; svako pakovanje sadrzi 6 x 5 mL. Kontrole se
cuvaju u zamrzivacu na -15 °C do -20 °C. Nakon Sto se odlede, stabilnost

neotvorene kontrole je 90 dana na 2-8 °C, odnosno stabilnost otvorene

kontrole je 30 dana za sve analite na 2-8 °C.

Serum i plazma (heparin) su preporuceni uzorci. Uzorke treba cuvati na sobnoj
temperaturi, ne duZe od osam sati, u frizideru na temperaturi 2-8 °C tokom 48 sati
ili zamrznuti na -20 °C ili jo$ niZoj temperaturi. Odmrzavanje uzoraka je dozvoljeno
samo jednom. Uzorci mogu biti ta¢no odredeni u okviru analitickog opsega, od

donje granice detekcionog limita do najviSe vrednosti kalibratora, priblizno 0,5-
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1500 pg/mL. Ako je koncentracija analita u uzorku veca od koncentracije najviSeg
nivoa Access IL-6 Kalibratora (S5), izdati rezultat kao veci od te vrednosti, npr. >
1500 pg/mL ili razblaziti sa Access IL-6 kalibratorom SO0 ili Access Sample Diluent
A reagensom, 81908, u odnosu 1:2. Ocekivane vrednosti za muskarce kreéu se od
1,9 do 4,0 pg/mL. NajniZa detektibilna koncentracija IL-6 razli¢ita od nule sa 95%
pouzdanosti je 0,5 pg/mL. Za koncentraciju ve¢e od 2 pg/mL test pokazuje ukupnu

nepreciznost manju od 12%.
3.4.5. Odredivanje koncentracije FSH

Odredivanje  koncentracije FSH u serumu izvrSeno je primenom
hemiluminiscentne imunometrijske metode na analizatoru Access 2 (Beckman
Coulter, Inc, Brea, USA). Access FSH test je sekvencijalni dvostepeni
imunoenzimski («sendvi¢») test. Uzorak se dodaje u reakcionu kivetu i inkubira
zajedno sa paramagnetskim partikulama obloZenim Kkozjim anti-miSjim:misjim
anti-hFSH kompleksima i TRIS puferovanim fizioloSkim rastvorom sa proteinima.
FSH se vezuje za imobilisano miSje anti-FSH antitelo na ¢vrstoj fazi. Nakon
inkubacije u reakcionoj kiveti, materijal vezan za Cvrstu fazu odrZava se u
magnetnom polju, dok se nevezani materijal ispira. Zatim se dodaje kozje anti-
hFSH antitelo konjugovano sa alkalnom fosfatazom, koje se vezuje za prethodno
vezani FSH na partikulama. Drugom separacijom i ispiranjem uklanja se nevezani
konjugat. Zatim se u reakcionu kivetu dodaje hemiluminiscentni supstrat
LumiPhos 530, i svetlost dobijena u reakciji se meri luminometrom. Svetlost
dobijena u reakciji je direktno proporcionalna koncentraciji FSH u uzorku. Koli¢ina
analita u uzorku se preracunava iz kalibracione krive dobijene kalibracijom u vise

tacaka.

Za odredivanje koriS¢eni su reagensi firme Beckman Coulter, Inc., Brea, USA, koji
su spremni za upotrebu i direktno se stavljaju na aparat:
e Access hFSH, 33520, ukljucuje:

- Paramagnetske partikule obloZene kozijim anti-miSijim IgG: miSijim

monoklonskim anti-hFSH antitelom
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- Koziji anti-hFSH-alkalna fosfataza (goveda) konjugat u TRIS puferu, sa
0,1% ProClin 300

- TRIS pufer sa proteinom (govedi, miSji, kozji), surfaktant, < 0,1%
natrijum-azida i 0,1% ProClin300

e Access hFSH calibrator, 33525, pakovanje 6 x 4 mL. Sastoji se od SO kalibratora
(Puferovani govedi serumski albumin (BSA) sa surfaktantom, < 0,1% natrijum-
azida, i 0,5% ProClin 300. Sadrzi 0,0 IU/L hFSH) i kalibratora S1-S5 (hFSH u
koncentracijama priblizno 1, 10, 50, 100 i 200 IU/L, redom, u puferovanom
BSA matriksu sa surfaktantom, < 0,1% natrijum-azida, i 0,5% ProClin 300).
Sledljivost analita u Access hFSH kalibratoru prema 2. internacionalnom
referentnom preparatu SZO za hFSH (78/549), a proces sledljivosti je
zasnovan na EN ISO 17511.

e Kao kontrola kori$¢ena je MAS® Liquimmune ® Control, Level 1, 2 i 3, Thermo
Fisher Scientific, Fremont, USA; svako pakovanje sadrzi 6 x 5 mL. Kontrole se
cuvaju u zamrzivacu na -15 °C do -20 °C. Nakon Sto se odlede, stabilnost
neotvorene kontrole je 90 dana na 2-8 °C, odnosno stabilnost otvorene

kontrole je 30 dana za sve analite na 2-8 °C.

Serum i plazma (heparin) su preporuceni uzorci. Uzorke treba cuvati na sobnoj
temperaturi, ne duZe od osam sati, u frizideru na temperaturi 2-8 °C tokom 48 sati
ili zamrznuti na -20 °C ili jo$ niZoj temperaturi. Odmrzavanje uzoraka je dozvoljeno
samo jednom. Analiticki opseg se krec¢e od 0,2-200 IU/L. Oc¢ekivane vrednosti za
muskarce krecu se od 1,27 do 19,26 IU/L. NajniZa detektibilna koncentracija hFSH
razlic¢ita od nule sa 95% pouzdanosti je 0,2 IU/L. Za koncentraciju od 9,95 IU/L test

pokazuje nepreciznost unutar merenja 3,5%, odnosno ukupnu nepreciznost 5,6%.
3.4.6. Odredivanje koncentracije LH

Odredivanje koncentracije LH u serumu izvrSeno je primenom hemiluminscentne
imunometrijske metode na analizatoru Access 2 (Beckman Coulter, Inc., Brea,
USA). Access LH test je sekvencijalni dvostepeni imunoenzimski («sendvic») test.

Uzorak se dodaje u reakcionu kivetu i inkubira zajedno sa paramagnetskim
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partikulama obloZenim kozjim anti-mi§jim:misjim anti-hLH kompleksima i TRIS
puferovanim fizioloSkim rastvorom sa proteinima. LH se vezuje za imobilisano
miSje anti-hLH antitelo na Cvrstoj fazi. Nakon inkubacije u reakcionoj kiveti,
materijal vezan za cvrstu fazu se odrZava u magnetnom polju, dok se nevezani
materijal ispira. Zatim se dodaje kozje anti-hLH antitelo konjugovano sa alkalnom
fosfatazom, koje se vezuje za prethodno vezani LH na partikulama. Drugom
separacijom i ispiranjem uklanja se nevezani konjugat. Zatim se u reakcionu kivetu
dodaje hemiluminiscentni supstrat LumiPhos 530, i svetlost dobijena u reakciji se
meri luminometrom. Svetlost dobijena u reakciji je direktno proporcionalna
koncentraciji LH u uzorku. Koli¢ina analita u uzorku se preracunava iz kalibracione

krive dobijene kalibracijom u viSe tacaka.

Za odredivanje koriS¢eni su reagensi firme Beckman Coulter, Inc., Brea, USA, koji

su spremni za upotrebu i direktno se stavljaju na aparat:

e Access hLH, 33510, ukljucuje:

- Paramagnetske partikule obloZene kozijim anti-miSijim IgG: miSijim
monoklonskim anti-hLH kompleksima, suspendovane u TRIS puferu, sa
govedim serumskim albuminom (BSA), < 0,1% natrijum-azida i 0,1%
ProClin 300.
azidai 0,1% ProClin 300.

- Koziji anti-hLH-alkalna fosfataza konjugat u TRIS puferu sa BSA, protein
(koziji), surfaktant, < 0,1% natrijum-azida i 0,1% ProClin 300.

e Access hLH calibrator, 33515, Beckman Coulter, Inc., Brea, USA, 6 x 4 mL.
Sastoji se od SO kalibratora (Puferovani govedi serumski albumin (BSA) sa
surfaktantom, < 0,1% natrijum-azida, i 0,5% ProClin 300. SadrZi 0,0 IU/L hLH)
i kalibratora S1-S5 (hLH u koncentracijama priblizno 2, 10, 25, 100 i 250 IU/L,
redom, u puferovanom BSA matriksu sa surfaktantom, < 0,1% natrijum-azida, i
0,5% ProClin 300). Sledljivost analita u Access hLH kalibratoru prema 2.
internacionalnom referentnom preparatu SZO za hLH (80/522), a proces

sledljivosti je zasnovan na EN ISO 17511.
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e Kao kontrola koriS¢ena je MAS® Liquimmune ® Control, Level 1, 2 i 3, Thermo
Fisher Scientific, Fremont, USA; svako pakovanje sadrzi 6 x 5 mL. Kontrole se
cuvaju u zamrzivacu na -15 °C do -20 °C. Nakon Sto se odlede, stabilnost
neotvorene kontrole je 90 dana na 2-8°C, odnosno stabilnost otvorene

kontrole je 30 dana za sve analite na 2-8 °C.

Serum i plazma (heparin) su preporuceni uzorci. Uzorke treba cuvati na sobnoj
temperaturi, ne duZe od osam sati, u frizideru na temperaturi 2-8 °C tokom 48 sati
ili zamrznuti na -20 °C ili jo$ niZoj temperaturi. Odmrzavanje uzoraka je dozvoljeno
samo jednom. Uzorci mogu biti ta¢no odredeni u okviru analitickog opsega, od
donje granice detekcionog limita do najviSe vrednosti kalibratora, priblizno 0,2-
250 IU/L. Ako je koncentracija analita u uzorku vec¢a od koncentracije najvisSeg
nivoa Access hLH Kalibratora (S5), izdati rezultat kao vec¢i od te vrednosti > 250
IU/L ili razblaziti sa Access Sample Diluent A reagensom, 81908. Ocekivane
vrednosti za muskarce krecu se od 1,24 do 8,62 IU/L. Najniza detektibilna
koncentracija hLH razlicita od nule sa 95% pouzdanosti je 0,2 IU/L. Za
koncentraciju od 4,01 IU/L test pokazuje nepreciznost unutar merenja 3,8%,

odnosno ukupnu nepreciznost 6,4%.
3.4.7. Odredivanje koncentracije testosterona u serumu

Odredivanje Kkoncentracije testosterona u serumu izvrSeno je primenom
hemiluminiscentne imunometrijske metode na analizatoru Access 2 (Beckman
Coulter, Inc., Brea, USA). Access Testosterone test je kompetitivni imunoenzimski
test Ciji se princip zasniva na tome da se uzorak dodaje u reakcionu kivetu zajedno
sa rastvorom za tretman uzorka, miSijim monoklonskim anti-testosteron
antitelom, testosteron-alkalna fosfataza konjugatom i paramagnetskim
partikulama obloZenim kozijim anti-miSijim poliklonskim antitelom. Testosteron iz
uzorka se oslobada od proteina nosaca u prisustvu rastvora za tretman uzorka, i
takmici se sa testosteron-alkalna fosfataza konjugatom za vezuju¢a mesta na
ogranicenoj koli¢ini specificnih anti-testosteron monoklonskih antitela. Dobijeni
antigen-antitelo kompleks se zatim vezuje za ¢vrstu fazu preko antitela. Nakon

inkubacije u reakcionoj kiveti, materijal vezan za Cvrstu fazu se odrZava u
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magnetnom polju, dok se nevezani materijal ispira. Zatim se u reakcionu kivetu
dodaje hemiluminiscentni supstrat LumiPhos 530, i svetlost dobijena u reakciji se
meri luminometrom. Dobijena svetlost je obrnuto proporcionalna koncentraciji

testosterona u uzorku. Koli¢ina analita u uzorku se odreduje iz kalibracione krive.

Za odredivanje korisc¢eni su reagensi firme Beckman Coulter, Inc., Brea, USA, koji

su spremni za upotrebu i direktno se stavljaju na aparat:

e Access Testosterone, 33560, ukljucuje:

- Paramagnetske partikule obloZene kozijim anti-miSije IgG; testosteron-
alkalna fosfataza konjugat sa govedim serumskim albuminom (BSA),
< 0,1% natrijum azid i 0,1% ProClin 300.

- Rastvor za tretman uzorka, < 0,1% natrijum azid

- Monoklonsko anti-testosteron (misije), protein (BSA, misiji, koziji),

- <0,1% natrijum azid, 0,1% ProClin 300.

e Access Testosterone calibrator, 33565, Beckman Coulter, Inc., Brea, USA, 6 x
2,5 mL. Sastoji se od SO kalibratora (Puferovani govedi serumski albumin
(BSA), < 0,1% natrijum azida i 0,5% ProClin 300) i kalibratora S1-S5 (BSA
matriks sa 0,5% ProClin 300 i < 0,1% natrijum azida i testosteron u
koncentracijama 1,7, 5,2, 13,9, 27,8 i 55,5 nmol/L). Access testosteron
kalibratoru je sledljiv prema USP referentnom materijalu, a proces sledljivosti
je zasnovan na EN [SO 17511.

e Kao kontrola koris¢ena je MAS® Liquimmune ® Control, Level 1, 2 i 3, Thermo
Fisher Scientific, Fremont, USA; svako pakovanje sadrzi 6 x 5 mL. Kontrole se
cuvaju u zamrzivacu na -15 °C do -20 °C. Nakon Sto se odlede, stabilnost
neotvorene kontrole je 90 dana na 2-8 °C, odnosno stabilnost otvorene

kontrole je 30 dana za sve analite na 2-8 °C.

Serum i plazma (heparin) su preporuceni uzorci. Uzorke treba cuvati na sobnoj
temperaturi, ne duZe od osam sati, u frizideru na temperaturi 2-8 °C tokom 48 sati
ili zamrznuti na -20 °C ili jo$ niZoj temperaturi. Odmrzavanje uzoraka je dozvoljeno
samo jednom. Uzorci mogu biti ta¢no odredeni u okviru analitickog opsega, od
donje granice detekcionog limita do najviSe vrednosti kalibratora, priblizno 0,35-

55,5 nmol/L. Ako je koncentracija analita u uzorku veca od koncentracije najviseg
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nivoa Access testosteron kalibratora (S5), izdati rezultat kao ve¢i od te vrednosti >
55,5 nmol/L ili razblaziti sa Access Testosteron kalibratorom S0. Ocekivane
vrednosti za muskarce kre¢u se od 6,07 do 27,10 nmol/L. NajniZza detektibilna
koncentracija testosterona razli¢ita od nule sa 95% pouzdanosti je 0,35 nmol/L. Za
koncentraciju od 7,81 IU/L test pokazuje nepreciznost unutar merenja 1,67%,

odnosno ukupnu nepreciznost 5,07%.
3.4.8. Odredivanje koncentracije testosterona u salivi

Odredivanje koncentracije testosterona u salivi izvrSeno je primenom
elektrohemiluminiscentne imunometrijske metode na analizatoru Elecsys 2010
(Roche Diagnostics GmbH, MannHeim, Germany). U pitanju je kompetitivni
imunoesej kod kog se prvo 20 pL uzorka inkubira sa biotinom obloZenim kortizol
specificnim antitelima. U zavisnosti od koncentracije analita, vezuju¢e mesto
obeleZenog antitela je okupirano sa analitom iz uzorka. U drugom koraku vrsi se
dodavanje mikropartikula obloZenih streptavidinom i derivata testosterona
obeleZzenog rutenijumom. Imuni kompleks se vezuje za Cvrstu fazu putem
interakcije biotina i streptavidina. Potom se reakciona smeSa aspirira u mernu
Celiju gde mikropartikule oblazu povrSinu elektrode pod uticajem magnetnog
privlacenja. ProCell rastvorom se uklanja nevezana supstanca, a napon na elektrodi
uzrokuje pojavu hemiluminiscentne emisije Ciji se intenzitet meri
fotomultiplikatorom. Rezultati se odreduju na osnovu kalibracione krive i

automatski preracunavaju u koncentracije za svaki uzorak.

Za odredivanje koriS¢eni su reagensi firme Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany koji su spremni za upotrebu i direktno se stavljaju na aparat:
e Elecsys Testosterone II, 05200067160, ukljucuje:

- Streptavidinom obloZene mikropartikule (0,72 mg/mL), konzervanse.

- Anti testosteron-antitelo~biotin (ov¢je onoklonalno anti-testosteron

- antitelo obloZeno biotinom (40 ng/mL), 2-brom estradiol, MES pufer

(50 mmol/L) pH 6,0 i konzervanse
- derivat testosterona u kompleksu sa rutenijumom (1,5 ng/mL

rutenijuma), MES pufer (100 mmol/L, pH 6,0) i konzervanse
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e Elecsys Testosterone II CalSet, 05202230190, 2 x 1 mL liofilizovani humani
serumi dati u dva koncentraciona opsega. Stabilnost rekonstituisanih
kalibratora je tri meseca na -20 °C ili se koriste odmah i samo jednom na
analizatoru na 20-25 °C. Sledljivost: Elecsys Testosterone II test je
standardizovan upotrebom ID-GC/MS.

e PreciControl Universal, 11731416190, 2 x 3 mL svakog nivoa PreciControl
Universal 1 i 2. Liofilizovani humani serum u dva koncentraciona opsega.
Priprema se rastvaranjem sa 3 mL dejonizovane ili destilovane vode nakon
Cega treba da odstoji 30 minuta. Kontrole se cuvaju 2-8 °C, po rekonstituciji
mogu da se Cuvaju u zamrzivacu na -20 °C do 30 dana, 3 dana na 2-8 °Ci 5 sati

na sobnoj temperaturi.

Prema uputstvu proizvodaca salivu treba sakupiti uz upotrebu Salviette Stapica. Mi
smo u nasSoj studiji Kkoristili dva sunderci¢ca (BD Visispear, Beaver-Visitec
International, USA) po ispitaniku. Pamucni sunderci¢ staviti usta i nezno Zvakati
oko 2 minuta dok se ne natopi salivom. Zatim ga vratiti u konusnu epruvetu sa
zatvaraCem. Centrifugirati 2 minuta na 1000g da bi se saliva izdvojila u spoljasnju
epruvetu. Koristiti bistar supernatant za Elecsys testosteron test. Testosteron je
stabilan 7 dana na 2-8 °C, Sest meseci na -20 °C. Zalediti samo jednom. Merni opseg
je 0,087-52 nmol/L; donja granica detekcije (analiticka osetljivost) je 0,087
nmol/L. Prema literaturnim podacima nema generalno ustanovljenih ocekivanih
vrednosti u jutarnjim satima. Jedna od novijih studija (99) koja ispitivala
koncentraciju testosterona u salivi kod mladih muskaraca (18-30 godina, BMI <

30) ustanovila je referentni opseg od 0,19-0,68 nmol/L.
3.4.9. Odredivanje kompletne krvne slike

Odredivanje kompletne krvne slike radeno je na hematoloSkom analizator LH750
(Beckman Coulter, Inc., Brea, USA) kod kog se brojanje celija vrs$i pomoc¢u Coulter-
ovog principa - metoda impedance. Celije se broje prilikom prolaska kroz aperturu
(mali razmak izmedu elektroda). Elektrode su uronjene u rastvor elektrolita.
Prilikom prolaska, ¢elije prekidaju protok struje Sto se registruje kao impuls, jer se

Celije ponasSaju kao otpornici (ne provode struju). Broj impulsa je jednak broju
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Celija koji je proSao kroz aperturu, a veli¢ina svakog impulsa je srazmerna velicini
Celije. Analizator vrSi trostruko brojanje celija, koja moraju da se sloze u

odredenim granicama, inace rezultat nece biti izdat (vote out).

Diferencijacija leukocita se vrsi pomoc¢u VCS metode (V- volumen (zapremina), C-
conductivity (provodljivost), S- Scatter (rasipanje svetlosti). Ova tri merenja daju
sve potrebne informacije o svakoj pojedinacnoj ¢eliji i na taj na¢in omogucavaju
razvrstavanje leukocita u pojedinacne subpopulacije. Odredivanje zapremine celije
vrsSi se upotrebom jednosmerne struje. Zbog svoje membrane, Celije se ponaSaju
kao otpornici, ne provode struju, Sto dovodi do generisanja impulsa koji je
proporcionalan veliCini ¢elije. Pomoc¢u naizmenicne struje viskog napona, dobijamo
informacije o zapremini i obliku jedra, odnosu jedra i citoplazme kao i
granularnosti. Rasipanje svetlosti daje viSe podataka o granularnosti (kolicini
granula u citoplazmi), povrSini Celija, odnosno o prisustvu razli¢itih proteina

(antigena) na povrSini membrane.

Referentne vrednosti parametara za ispitivanu populaciju muskaraca: Eritrociti
4,34-5,72 x 1012/L; Hemoglobin 138-175 g/L; Ukupni leukociti 3,4 do 9,7 x 10°/L,
procenat neutrofila 44-72%, procenat limfocita 20-46%, procenat monocita
2-12%, procenat eozinofila 0-7%, procenat bazofila 0-2%. Opseg linearnosti za
eritrocite je 0-8 x 10¢Celija/uL, za leukocite je 0-100 x 103¢elija/uL, dok za
hemoglobin iznosi 0-250 g/L.

3.4.10. Odredivanje ostecenja DNK (Comet test)

Comet test (gel elektroforeza pojedinacnih Celija) je visoko reproducibilan, brz i
osetljiv metod koji se zasniva na odredivanju migracije oSte¢ene DNK iz nukleusa u
elektricnom polju, pri cemu DNK koja migrira podseca na oblik komete. Ovaj test
se koristi za procenu promena u integritetu DNK kao Sto su kidanje lanaca,

ukrSteno povezivanje i nekompletna reparacija nakon isecanja lanaca DNK.

Comet test je izveden po postupku koji su opisali Singh i saradnici (100).
Mikroskopske plocice su obloZene sa slojem 1% agaroze sa normalnom tackom

topljenja (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) i ostavljene da se osuSe na sobnoj
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temperaturi. Uzorak pune krvi od 6 uL suspendovan u 0,67% agarozi niske tacke
topljenja - low melting point, LMP (Sigma-Aldrich, St. Louis,MO) u slanom
fosfsfatnom puferu (PBS, Institut za imunologiju i virusologiju Torlak, Beograd,
Srbija), aplikovan je na plocCicu pripremljenu na prethodno opisan nacin, i ostavljen
5 minuta na 4 °C, da oc¢vrsne. Zatim je pipetiran drugi sloj 0,5% LMP agaroze. Svaki
uzorak je imao odgovaraju¢u pozitivnu kontrolu koja je tretirana sa vodonik
peroksidom (1,5 mmol/L H202) i zatim nakon 5 minuta na 4 °C sa drugim slojem
0,5% LMP agaroze. Naredni korak je podrazumevao da su sve plocice uronjene u
lizirajudi rastvor (2,5 mol/L NaCl, 100 mmol/L etilen-diamintetra-sir¢etna kiselina,
10 mmol/L Tris pufer sa pH 10, 1% Triton X-100 i 10% dimetilsulfoksid, sa NaOH
podeSen pH 10) na 4 °C, i ostavljene preko no¢i. Nakon toga, omoguceno je da se
DNK odvija u liziranim ¢elijama u alkalnom puferu (300 mmol/L NaOH, 1 mmol/L
EDTA) tokom 30 minuta. Uzorci su, potom, podvrgnuti elektroforezi tokom
narednih 30 minuta na 215mA, 25V, isprani tri puta po 5 minuta sa
neutralizuju¢im puferom (0,4 mol/L Tris, pH 7,5), i obojeni sa etidijum bromidom
(20 pg/mL). Sistem za submarine elektroforezu koji je koris¢en, se sastoji od
sistema za izlivanje gelova (HE 100 casting kit, Amersham Pharmacia Biotech),
kade za submarine elektroforezu (Hoefer SuperSub, Amersham Pharmacia
Biotech), termostatskog cirkulatora - hladnjaka (LKB 2219 Multitemp II) i
elektricnog napajanja za elektroforezu EPS 3500XL. Za izvodenje Comet testa
koriS¢eni su kada, hladnjak i elektricno napajanje. Po zavrSenoj elektroforezi,
stavljene su pokrovne ljuspice na vrh ploc¢ica i oStecenje DNK je vizuelno
analizirano. Analiza je izvrSena uz pomoc¢ svetlosnog mikroskopa Olympus BX 50
opremljenog sa Zivinom lampom HBO (50W, 516-560 nm, Zeiss) pri 100x
uvelicanju, sa dodatkom za fluorescentno snimanje (dodatak fluorescentne lampe:
Japan, Olympus Reflected Light Fluorescence Attachment BX-FLA) i digitalnom
kamerom (Sony Power HAD, Japan, 3CCD Color Video Camera, DXC-950P model).

Celije su gradirane vizuelno, kao $to su opisali Anderson i saradnici (101), u 5
kategorija na osnovu uocene duZine migracije repa komete i relativnog udela DNK
u repu komete: bez oStecenja (<5%, klasa A); nizak nivo oStec¢enja (5-20%, klasa

B); srednji nivo oStecenja (20-40%, klasa C); visok nivo oStecenja (40-95%, klasa
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D) i potpuno oStecenje (>95%, klasa E). Za svaki uzorak krvi Comet test je izveden
na dve mikroskopske plocice i 100 cCelija je analizirano (50 celija po plocici). Na
Slici 4. dat je prikaz izgleda Celija bez oStecenja, kao i izgled oStecenih ¢elija nakon

dejstva H;0o.

Slika 4. Vizuelni izgled Celija perifernih limfocita posmatranih fluorescentnim
mikroskopom nakon izvedenog Comet testa, 5 klasa: (0) bez oStecenja (<5%, klasa A)
nizak nivo oStecenja (5-20%); (2) srednji nivo oStec¢enja (20-40%); (3) visok nivo

oStecenja (40-95%); (4) potpuno ostecenje (>95%).
3.4.11. Test anksioznosti u sportskim takmicenjima

Test anksioznosti (sterpnje, teskobe) u sportskim takmicenjima (Sport competition
anxiety test, SCAT) je test kojim se kod sportista procenjuje nivo uzbudenja i stresa
pred utakmicu. Test se sastoji od niza pitanja na koje sportista treba da odgovori o
tome kako se osea neposredno pred utakmicu (166). Izvodenje testa
podrazumeva da se sportistima objasni na koji nacin treba da popunjavaju upitnik
(Slika 5.). Svako pitanje bi trebalo da procitaju i odluce koji od tri ponudena
odgovora najbolje opisuje emotivno stanje u kom se takmicar nalazi neposredno
pred utakmicu. Takmicar odgovara na 15 pitanja koja su data u upitniku, na jedan
od tri moguéa nacina: Retko, Ponekad i Cesto. Vreme popunjavanja upitnika nije
ogranic¢eno. Nakon toga se za svakog sportistu izracunava SCAT rezultat, na osnovu
koga moZe da se Kklasifikuje u jednu od tri grupe: < 17 - nizak nivo anksioznosti, od
17 do 24 - prosecan nivo anksioznosti, i >24 - visok nivo anksioznosti. Analiza
rezultata se izvodi na taj nacin Sto se za svakog sportistu rezultati testa porede sa
prethodnim rezultatom - u ovom konkretnom slucaju, ragbisti interventne grupe
su radili SCAT test pre i nakon zavrSene suplementacije magnezijumom i izvrSeno

je poredenje ova dva SCAT rezultata. Pouzdanost rezultata ovog testa zavisi od
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toga koliko je striktno test izveden i koliki je nivo individualne motivacije da se

uradi ovaj test.

Test anksioznosti u sportskim takmicenjima (SCAT)
Procena Vase anksioznosti

Proditajte dolenavedene tvrdnje i odgovorite da li se tako osetate takmiceli se u Vasem
sportu "Retko”, "Ponekad” ili "Cesto" upisivanjem "x" u odgovarajuéu kuéicu.

Retko Ponekad Cesto

1. Takmicenje protiv drugih je zabavno za drustvo [ O O

2. Pre utakmice osecam nelagodnost [ O O

3. Pre utakmice sam zabrinut da necu igrati dobro [ N O

4. Ja sam dobar sportista tokom utakmice [ O O

5. Tokom utakmice brinem se da ne pogre§im [ O O

6. Pre utakmice sam smiren ~ [] O O

7. Za utakmicu je vazno da se postavicilj  [] O O

8. Pred utakmicu osecam nelagodnost u stomaku [ O O

9. Neposredno pred pocetak utakmice srce mi brze kuca nego obicno [ O O

10. Volim da se takmi¢im u sportovima koji zahtevaju veliko fizicko  [] O O
naprezanje

11. Pred utakmicu sam opusten  [] O O

12. Pred utakmicu sam nervozan [ O O

13. Timski sportovi su uzbudljiviji od individualnih sportova  [] O O

14, Postajem nervozan Zele¢i da utakmica pocne Stopre [ O O

15. Pred utakmicu postajem napet [ O O

SCAT Rezultat ]

Slika 5. Upitnik za procenu nivoa anksioznosti u sprotskim takmicenjima (SCAT test)

(modifikovano prema referenci Martens R, i sar., 1990)
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3.5. ANALIZA PODATAKA

Statisticka analiza je izvedena primenom odgovarajucih statistickih testova.
[spitivanje raspodele podataka i slaganje sa Gauss-ovom raspodelom procenjeno je
primenom Shapiro-Wilkov testa. Ukoliko parametri nisu normalno distribuirani,
primenjena je logaritamska transformacija, tako da su za dalju proveru statisticki
znacajnih razlika koriS¢eni parametarski testovi za proveru razlika izmedu dve
grupe ( t- test) ili viSe grupa (ANOVA). T-test je koriS¢en za:

e Za poredenje bazalnih nivoa svih merenih parametara izmedu sedentarnih i

fizicki aktivnih muskaraca,
e Za poredene bazalnih vrednosti svih parametara kontrolne i interventne grupe,
sa njihovim vrednostima na dan pred utakmicu (Dan-1).

Za analizu rezultata dobijenih pre utakmice i tokom postkompetitivhog perioda
oporavka, kod kontrolne i interventne grupe, koriS¢ena je dvofaktorska analiza
varijanse (ANOVA). Ovim testom je analiziran efekat koji moZe imati
suplementacija magnezijumom na dinamiku promene svih merenih parametara, u
odgovarajuc¢im tackama vremena (Dan-1, Utakmica, Dan 1, Dan 3 i Dan 6); Ukoliko
bi bila dobijena statisticki znacajna F vrednost, analiza prostih efekata je
sprovedena posebno za vreme i tretman magnezijumom, uz upotrebu Bonniferoni
post hoc testa za viSestruka poredenja i vrednost p<0,05 je smatrana statisticki
znacajnom. Ukoliko interakcioni efekat nije bio statisticki znacajan, izvrSena je
analiza glavnog efekta za svaku nezavisnu varijablu (u ovom slucaju vreme i
tretman magnezijumom). Za utvrdivanje postojanja korelacije izmedu
koncentracije razli¢itih parametara koriS¢en je Pirson-ov test. Za statisticku
analizu podataka su koriS¢eni programi SPSS verzija 21 (Chicago, IL, USA) i Prism 7
for Windows (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) a podaci su prikazani

kao srednja vrednost i standardna greska odredivanja.
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4. REZULTATI

4.1.BAZALNI NIVOI PARAMETARA AKTIVNOSTI HPA I HPG OSOVINE KOD
SEDENTARNIH MUSKARACA PRE I NAKON SUPLEMENTACIJE
MAGNEZIJUMOM

Za utvrdivanje postojanja razlike u vrednosti parametara aktivnosti HPA i HPG
osovine kod ispitivane sedentarne populacije, pre i nakon suplementacije
magnezijumom, primenjen je t-test parova, koji je ukazao na postojanje statisticki
znacajne razlike u vrednostima Cetiri parametra, pre i nakon suplementacije
magnezijumom (Tabela III). Prikazani rezultati ukazuju da, iako nema znacajne
promene nivoa ACTH u plazmi, uoCen je statisticki znacajno sniZenje nivoa
kortizola (p<0,05) nakon suplementacije magnezijumom. Interleukin-6 je takode
pokazao statisticki znacajno sniZenje (p<0,05) nakon dugotrajne primene
magnezijuma kod sedentarnih muskaraca. Rezultati analize hormona HPG osovine
pokazali su trend rasta nivoa FSH nakon cetvoronedeljne suplementacije
magnezijumom, a takode je, posle primene magnezijuma, uo¢en znacajan porast
izraCunatog odnosa T/C u serumu, dok u salivi nije dosSlo do statisticki znacajne

promene.
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Tabela III Parametari aktivnosti HPA i HPG osovine kod studenata, pre i nakon suplementacije magnezijumom (n=15).

re magnezijuma posle magnezijuma
Min | Max X SEM | Min | Max X SEM p

Parametri aktivnosti HPA osovine:

ACTH (pmol/L) 6,45 15,18 9,48 0,777 5,51 24,57 | 10,57 | 1,599 | 0,383
Kortizol u serumu (nmol/L) 243,7 | 589,5 | 450,4 | 28,48 | 2359 | 563,55 381 31,17 | 0,016
Kortizol u salivi (nmol /L) 3,04 27,41 15,00 2,426 2,42 74,10 19,20 5,651 0,371
Odnos kortizol saliva/ kortizol serum 0,92 5,78 3,21 4,457 0,77 18,61 4,65 1,289 0,219
IL - 6 (pg/mL) 1,00 3,19 1,91 0,188 1,02 2,97 1,57 0,156 | 0,036

Parametri aktivnosti HPG osovine:

FSH (1U/L) 1,55 5,61 3,51 0,413 1,06 6,89 3,78 0,451 | 0,044
LH (1U/L) 2,37 6,26 4,41 0,297 2,12 16,28 5,49 0,951 | 0,233
Testosteron u serumu (nmol/L) 6,60 19,72 13,39 1,271 7,52 21,6 13,97 1,158 0,283
Testosteron u salivi (nmol/L) 0,62 1,50 1,01 0,072 0,61 1,91 1,15 0,112 0,078
T/C odnos serum 1,12 5,49 3,09 0,320 1,52 5,80 3,90 0,386 | 0,018

T/C odnos saliva 3,57 20,39 9,49 1,528 2,58 33,06 | 11,21 | 2,313 | 0,396
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4.2. BAZALNI NIVOI PARAMETARA AKTIVNOSTI HPA I HPG OSOVINE KOD
RAGBISTA

Na Slici 6. vizuelno je predstavljen raspored uzorkovanja za ragbiste, pre i nakon

suplementacije.

Kontrolna grupa, n=10

Slika 6. Algoritam uzorkovanja bioloSkog materijala kod ragbista. Pre nego Sto se
zapocelo sa uzimanjem magnezijuma uzeti su bazalni uzorci, na dan pre utakmice. Igraci
su nasumice podeljeni u interventnu (n=13) i kontrolnu (n=10) grupu. Oni koji su
dodeljeni interventnoj grupi su tokom narednih 28 dana uzimali 500 mg magnezijuma
dnevno, podeljeno u dve jednake doze, dva puta dnevno sa intervalom od 12h izmedu
doza. posle 4 nedelje suplementacije (29.dana eksperimenta) Sto je bio dan pre utakmice,
uzeti su uzorci krvi i salive. Uzimanje bioloskih uzoraka je takode uradeno na dan
takmicenja (Utakmica), sledeteg dana po zavrSenoj utakmici (Dan 1), treceg (Dan 3) i

Sestog dana (Dan 6) nakon utakmice.

Nakon Sto su ragbi igraci nasumice podeljeni u interventnu (n=13) i kontrolnu
(n=10) grupu, bazalne koncentracije svih merenih parametara su poredene
primenom Studentovog t-testa. S obzirom da nije bilo statisti¢i znacajne razlike u
merenim parametrima izmedu dve grupe, pre nego Sto je interventna grupa
zapocCela suplementaciju magnezijumom, bazalne vrednosti svih igrac¢a koji su
uCestvovali u istraZivanju su prikazane kao jedinstvene bazalne vrednosti za
ragbiste, na svim Slikama i u Tabelama. Bazalne vrednosti svih odredivanih

parametara kod ragbista date su u Tabeli IV.
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Tabela IV Bazalni nivoi ispitivanih parametara aktivnosti HPA i HPG osovine kod ragbista

(n=23).

Min Max X SEM

Parametri aktivnosti HPA osovine:

ACTH (pmol/L) 3,62 13,55 9,18 0,598
Kortizol u serumu (nmol/L) 345,1 655,3 475,5 15,34
Kortizol u salivi (nmol/L) 7,64 39,3 19,74 1,899
Odnos kortizol saliva/ kortizol serum 1,53 10,61 4,19 0,427
IL - 6 (pg/mL) 0,49 2,14 1,57 0,093
Ukupan broj leukocita (x 10%/L) 5,32 11,00 7,45 0,26
Neutrofili (%) 36,7 66,6 51,56 1,607
Limfociti (%) 19,4 47,00 34,37 1,542
Monociti (%) 6,35 13,60 10,18 0,415
Eozinofili (%) 0,99 6,40 3,07 0,343
Bazofili (%) 0,40 2,22 0,83 0,078

Parametri aktivnosti HPG osovine:

FSH (IU/L) 1,89 8,08 4,90 0,372
LH (IU/L) 2,24 6,44 4,64 0,270
Testosteron u serumu (nmol/L) 13,2 26,99 20,00 0,756
Testosteron u salivi (nmol/L) 0,58 1,66 0,89 0,049
T/C odnos serum 2,67 5,97 4,27 0,188
T/C odnos saliva 1,69 10,12 5,42 0,524
Eritrociti (x 1012/L) 4,4 5,26 4,75 0,063
Hemoglobin (g/L) 132 168 150,91 | 1,921

4.3.POREDENJE VREDNOSTI PARAMETARA AKTIVNOSTI HPA 1 HPG
OSOVINE IZMEPU RAGBISTA I SEDENTARNIH MUSKARACA, PRE I
POSLE SUPLEMENTACIJE MAGNEZIJUMOM

4.3.1. Nivo ACTH

Na Slici 7. graficki je predstavljen odnos izmedu nivoa ACTH u plazmi, kod
studenata i kod ragbista, pre i nakon suplementacije magnezijumom. Sa grafika se
moZe uociti da ne postoji statisticki znacajna razlika u bazalnoj koncentraciji ACTH

kako kod studenata, tako i kod ragbista, pre i nakon suplementacije
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magnezijumom. MoZe se primetiti da je nivo ACTH nizi kod ragbista u poredenju sa

studentima, $to postaje posebno uocljivo nakon suplementacije magnezijumom.

ACTH
157 =1 Pre Mg
210 T EZ Posle Mg
2 s
= -
I
=, %ﬁ%
<
e
6 i

Slika 7. Bazalna koncentracija ACTH u plazmi kod ragbista i studenata, pre i nakon

uzimanja magnezijuma.

4.3.2. Nivo kortizola u serumu i salivi

Kod studenata je uoceno statisticki znacajno sniZenje nivoa kortizola (p<0,05)
nakon suplementacije magnezijumom. Kod ragbista, nakon suplementacije
magnezijumom, sniZenje u nivou serumskog kortizola u odnosu na bazalni nivo pre
pocetka suplementacije, je joS znacajnije (p<0,01). Za razliku od serumskog
kortizola, za salivarni kortizol nije pokazano postojanje statisticki znacajne razlike
u koncentraciji ni za jednu grupu ispitanika, ni pre niti posle zavrSene
suplementacije (Slika 8). Slitna situacija je uocena i kada je izracunat indeks

salivarni/serumski kortizol.
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Slika 8. Bazalna koncentracija kortizola (A) u serumu, (B) u salivi i (C) odnosa Csal/Cser,

kod ragbista i studenata, pre i nakon uzimanja magnezijuma.
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4.3.3. Nivo IL-6

Interleukin-6 je, takode, pokazao statisticki znacajno sniZenje (p<0,05) nakon
dugotrajne primene magnezijuma kod sedentarnih muskaraca, dok je kod ragbista
sniZenje bazalne koncentracije IL-6 jos izrazenije (p<0,001). Pokazalo se da je, po
zavrSenoj Cetvoronedeljnoj suplementaciji, doslo do statisti¢ki znacajnog sniZenja
bazalne koncentracije ovog parametra izmedu ove dve populacije muskaraca

(p<0,01) Sto se moze videti na Slici 9.

2,5- |
=1 Pre Mg

EZ Posle Mg

p <0001

IL-6 pg/mL

Slika 9. Bazalna koncentracija IL-6 u serumu kod ragbista i studenata, pre i nakon

uzimanja magnezijuma.

4.3.4. Nivo FSHiLH

Rezultati dobijeni u studiji pokazali su da je, pre uzimanja magnezijuma, nivo FSH
statisticki znacajno visi (p<0,05) kod ragbista u odnosu na vrednosti kod
sedentarnih muskaraca, dok nakon zavrSetka cetvoronedeljne suplementacije
magnezijumom ova razlika prestaje da bude statisticki znacajna, jer FSH kod
ragbista pokazuje trend pada, dok se kod studenata uocava trend rasta ovog

parametra (Slika 10.)
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Sto se ti¢e nivoa LH, iako primenom t-testa nije dokazano postojanje statisticki
znacajne razlike u nivou ovog parametra izmedu ragbista i studenata, slicno kao i
za FSH uocCava se razlika u trendu kretanja koncentracije LH kod ove dve razlicite
populacije muskaraca (Slika 11.). Naime, kao i FSH, nakon dugotrajnog uzimanja

magnezijuma LH kod ragbista pokazuje trend pada, dok se kod studenata uocava

neznatni porast koncentracije ovog hormona.

p<0,05
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-
—
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Slika 10. Bazalna koncentracija FSH u serumu kod ragbista i studenata, pre i nakon

uzimanja magnezijuma.
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Slika 11. Bazalna koncentracija LH u serumu kod ragbista i studenata, pre i nakon

uzimanja magnezijuma.
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4.3.5. Nivo testosterona u serumu i salivi

Na Slici 12A. uocava se da su bazalne koncentracije testosterona u serumu kod
ragbista statisticki znacajno viSe nego kod sedentarnih muskaraca, kako pre
suplementacije magnezijumom (p<0,001) tako i nakon cetvoronedeljne primene
magnezijuma (p<0,01). Ako se svaka od ove dve populacije posmatra zasebno,
moZe se primetiti da primena magnezijuma ne utiCe znacajno na promenu
koncentracije testosterona u serumu. Za razliku od testosterona u serumu, nivo
testosterona u salivi nije znacajno razliit izmedu ove dve populacije muSkaraca,
niti se nakon primene magnezijuma uocCava statisticki znacCajna promena u

koncentracije ovog hormona u salivi, ni kod jedne grupe ispitanika (Slika 12B.)

25 p <0,001

=1 Pre Mg
E= Posle Mg

1
p<0,01

Testosteron serum (nmol/L)

1,57
= Prevg

EE Posle Mg

1,01

0,51

Testosteron saliva (nmol/L)

0,0

Slika 12. Bazalna koncentracija testosterona (A) u serumu i (B) salivi, kod ragbista i

studenata, pre i nakon uzimanja magnezijuma.
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4.3.6. Odnos T/C u serumu i salivi

p<0,01 =1 Pre Mg
EE Posle Mg

p<0,05
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Slika 13. Bazalna koncentracija serumskog i salivarnog T/C odnosa kod ragbista i

studenata, pre i nakon uzimanja magnezijuma.

Na osnovu rezultata studenske populacije i fizicki aktivnih muskaraca (Slika 13.)
dobijeno je, da je vrednost izracunatog serumskog T/C odnosa statisticki znacajno
veta kod ragbista, kako pre (p<0,01) tako i nakon dugotrajnog uzimanja
magnezijuma (p<0,01). Kod obe grupe je uoceno da suplementacija magnezijumom
dovodi do znacajnog porasta odnosa T/C (p<0,05). Za razliku od serumskog,
salivarni T/C odnos, posle 4 nedelje uzimanja magnezijuma, se znacajno povecava
kod ragbista dok kod studentske populacije porast T/C odnosa nije statisticki

znacajan. PrimecCeno je da je pre primene suplementa magnezijuma, postojala
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znacajna razlika u vrednosti salivarnog T/C odnosa, izmedu dve populacije

muskaraca, da bi se po zavrSenoj suplementaciji ovi odnosi prakti¢no izjednacili.
4.3.7. Hematoloski parametri

Analiza kompletne krvne slike radena je kod ragbista i studenata, kako pre tako i
nakon suplementacije magnezijumom. Za poredenje bazalnih vrednosti, kod
ragbista su koriS¢eni podaci dobijeni iz uzoraka interventne grupe, uzetih 29. dana
od pocetka suplementacije, Sto je zapravo bio dan pred utakmicu (Dan-1).
Vrednosti hematoloskih parametara, za obe grupe ispitanika, prikazane su

tabelarno (Tabela V).

Nasa studija je, za grupu studenata, ukazala na znacajan porast u broju eritrocita
(p<0,001), Sto nije bilo praceno porastom koncentracije hemoglobina dok je

ukupan broj leukocita ostao nepromenjen (Tabela V).

Tabela V Rezultati krvne slike kod sedentarnih muskaraca i amaterskih ragbi igraca, pre i

nakon zavrSene suplementacije magnezijumom.

STUDENTI Eitrociti (x 1012 L-1) [ Hemoglobin (g/L) | Ukupnileukociti (x 10° L-1)
Pre Mg suplementacije 5,08 (0,098)*** 157,1 (1,89) 6,77 (0,371)
Posle Mg suplementacije 5,34 (0,109) 157,4 (2,57) 6,98 (0,473)
RAGBISTI Eitrociti (x 1012 L-1) Hemoglobin (g/L) | Ukupni leukociti (x 10° L-1)
Pre Mg suplementacije 4,75 (0,063) 150,9 (1,92) 7,45 (0,260)
Posle Mg suplementacije 4,91 (0,091) 147,4 (2,37) 6,42 (0,338)*

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost (SEM). *p <0.05, ***p<0.001.

Treba da se napomene da za razliku od studenata, gde dolazi do znacajnog porasta
u broju eritrocita po zavrSenoj suplementaciji magnezijumom, kod ragbista nema
znacajne promene niti u broju eritrocita niti u koncentraciji hemoglobina. Takode,
moZe se primetiti da je broj eritrocita kao i koncentracija hemoglobina, kod fizicki
aktivnih muskaraca, kako pre tako i nakon suplementacije, niZi u odnosu na

sedentarne muskarce iste uzrasne dobi. S druge strane, kod ragbista je uoceno

53



Uticaj magnezijuma na parametre aktivnosti HPA i HPG osovine kod ragbista

statisticki znacajno sniZenje ukupnog broja leukocita po zavrSenoj suplementaciji

(p<0,05), u odnosu na ukupan broj leukocita pre pocetka suplementacije.

Bez obzira sto kod studenata nije uocena promena u broju leukocita doslo je do
promene u leukocitarnoj diferencijalnoj formuli. Naime, uoceni su statisticki
znacajno sniZenje u procentu neutrofilnih granulocita (p<0,05), kao i trend porasta
(p=0,064) procenta limfocita (Tabela VI). Kod ragbista se moZe uociti statisticki
znacajno sniZenje u procentu bazofila u odnosu na vrednost pre pocetka
suplementacije (p<0,01) kao i sniZenje broja monocita. Ukoliko se posmatra NE/LY
odnos, uoCava se da kod ragbista nema znacajne promene u vrednosti ovog
parametra dok se kod studenata, po zavrSenoj suplementaciji magnezijumom,

njegova vrednost smanjuje za oko 45%.

Tabela VI Rezultati diferencijalne leukocitarne formule kod sedentarnih muskaraca i

amaterskih ragbi igraca, pre i nakon zavrsSene suplementacije magnezijumom.

0, 0, 0, 0, 0,
STUDENTI NE% LY% E0% BA% M0% Egl/lg
Pre Mo suplementaciic 56,66 31,46 2,80 0,50 8,54 1,80
§sup J (1,54) (1,53) (0,44) (0,56) (0,55) (0,50)
Posle Me suslementacie 53,57 34,10 2,59 0,46 9,06 1,57
§sup J (1,85)* | (1,55) (0,37) (0,86) (046) | (0,62)**
0, 0, 0, 0, 0,
RAGBISTI NE% LY% E0% BA% M0% 1251/12(
Pre Mo sunlementaciic 51,56 34,37 3,07 0,83 10,18 1,50
§sup ) (1,61) (1,54) (0,34) (0,08) (0,41) (0,84)
Posle Ma sublementacie 52,55 33,75 4,29 0,43 8,98 1,55
§sup ) (1,28) (1,19) 0,78) | (0,08)** | (0,48) (0,81)

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost (SEM), *p <0,05, **p<0,01.
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4.4. UTICA] RAGBI UTAKMICE I SUPLEMENTACIJE MAGNEZIJUMOM NA
DINAMIKU PROMENE PARAMETARA AKTIVNOSTI HPA I HPG OSOVINE

4.4.1. UTICA] MAGNEZIJUMA NA DINAMIKU PROMENE PARAMETARA
AKTIVNOSTI HPA OSOVINE KOD RAGBISTA PRE I NAKON
UTAKMICE

4.4.1.1. Uticaj suplementacije magnezijumom na nivo ACTH

Dvofaktorska analiza varijanse nije pokazala statisticki znacajnu interakciju
izmedu efekta suplementacije magnezijumom i vremena u odnosu na
koncentraciju ACTH (F4,105=1,695, p=0,157) Sto znaci da je uticaj magnezijuma na

koncentraciju ACTH nezavisan od vremena.

Na Slici 14. se moZe uociti razliit obrazac promene nivoa ACTH kod ragbista koji
su uzimali magnezijum i kontrolne grupe. Za razliku od glavnog (marginalnog)
efekta vremena koji je pokazao da ne postoji statisticki znacajna razlika u
koncentraciji ACTH kako pre tako i nakon primene magnezijuma, glavni efekat
suplementacije magnezijumom pokazao je statisticki znacajnu razliku u
koncentraciji ACTH izmedu interventne i kontrolne grupe (F(1,105 =16,207,
p<0,001). Postoji statisticki znacajan porast od 2,73 (6,79) pmol/L u koncentraciji

ACTH u interventnoj u odnosu na kontrolnu grupu.

Takode, ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu bazalne koncentracije ACTH i
koncentracije odredene dan pre utakmice (Dan-1), kako za ragbiste u kontrolnoj
grupi (tisess = 0,620, p > 0,05), tako i za ragbiste koji su uzimali suplement

magnezijuma (tige63 = 0,873, p > 0,05).
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Slika 14. Uticaj magnezijuma na obrazac promene nivoa ACTH kod ragbista, pre i nakon
takmicenja. Promena u nivou ACTH tokom svih vremenskih tacaka, za kontrolnu grupu

(plavi), interventnu grupu (crveni), sa bazalnim vrednostima (zeleni).

4.4.1.2. Promena nivoa kortizola u serumu i salivi

U odgovoru organizma na intenzivno fizicko veZbanje, pod uticajem magnezijuma
dolazi do promene u obrascu kretanja nivoa kortizola Slika 15. NaS$i rezultati su
pokazali da postoji statisticki znacajna interakcija izmedu efekta suplementacije
magnezijumom i vremena u odnosu na koncentraciju kortizola u serumu
(F4,105)=3,261, p=0,015). S obzirom da postoji znacajna interakcija, primenjena je
tehnika tumacenja podataka oznacena kao analiza prostih efekata. Analiza prostog
efekta tretmana magnezijumom pokazala je statistiCcki znacajno sniZenje u
koncentraciji serumskog nivoa kortizola (Cser) kod interventne grupe u poredenju
sa kontrolnom grupom (F(1,105)=10,923, p=0,001) (Slika 15A). Post hoc analiza sa
Bonifferoni testom pokazala je da je ovo smanjenje u koncentraciji kortizola
izmedu ispitivanih grupa, najvee dan pre utakmice (Dan-1) i na sam dan
takmicenja (Utakmica). Za razliku od ragbista koji su uzimali magnezijum i kod
kojih postoji znacajno sniZenje u nivou kortizola na dan pre utakmice (Dan-1) u
odnosu na bazalni nivo (p<0,01), kod kontrolne grupe ove razlike nisu uocene.
lako dvofaktorska analiza varijanse nije pokazala statisticki znacajnu interakciju

izmedu efekta suplementacije magnezijumom i vremena u odnosu na
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koncentraciju salivarnog kortizola (F4,105) =2,301, p=0,064), kao Sto se moze videti
na Slici 15B, glavni efekat suplementacije magnezijumom pokazao je statisticki
znacajnu razliku u koncentraciji salivarnog kortizola (Csal) izmedu dve grupe
(F(1,105) =8,533, p=0,004).
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Slika 15. Uticaj magnezijuma na obrazac promene nivoa kortizola kod ragbista, pre i
nakon takmicenja. Promena u nivou kortizola tokom svih vremenskih tacaka, za kontrolnu
grupu (plavi), interventnu grupu (crveni), sa bazalnim vrednostima (zeleni). (A) Promena
nivoa kortizola u serumu: * p<0,01 za odgovarajuce tacke vremena za kontrolnu grupu u
odnosu na grupu koja je uzimala magnezijum. (B) Promena nivoa kortizola u salivi:

p<0,01 za razliku u srednjoj vrednosti koncentracije kortizola izmedu Dan-6 i Dan-1

nivoa (glavni efekat vremena).
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Postoji statisticki znacajno sniZenje od 5,34 (1,83) nmol/L u koncentraciji
salivarnog kortizola u interventnoj u odnosu na kontrolnu grupu. Glavni efekat
vremena pokazao je statisticki znacajno povecanje (p<0,01) od 11,53 (2,89)
nmol/L u srednjoj koncentraciji salivarnog kortizola izmedu Sestog dana nakon
utakmice (Dan 6) i dana pre takmicenja (Dan-1). Ni za jednu grupu nije uocena
statisticki znacajna razlika izmedu srednjeg bazalnog i Dan-1 nivoa salivarnog
kortizola. Zatim je izracunat Csal/Cser indeks, pri ¢emu je u kontrolnoj grupi uocen
njegov porast kroz sve tacke vremena (Slika 16.). Ne postoji statisticki znacajna
interakcija izmedu vremena i suplementacije magnezijumom u odnosu na
Csal/Cser indeks (F4,2105) =1,575, p=0,186). Slicno kao i u slucaju salivarnog
kortizola, glavni efekat vremena pokazao je statisticki znacajno povecanje (p<0,05)
od 2,81 (0,85) nmol/L u srednjoj vrednosti Csal/Cser indeksa izmedu Sestog dana
nakon utakmice (Dan 6) i dana pre takmicenja (Dan-1). Dodatno, nije uocCena
statisticki znacajna razlika izmedu srednjeg bazalnog i Dan-1 nivoa Csal/Cser

indeksa niti za kontrolnu niti za interventnu grupu.
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Slika 16. Uticaj magnezijuma na obrazac promene Csal/Cser indeksa kod ragbista, pre i
nakon takmicenja. Promena u nivou Csal/Cser indeksa tokom svih vremenskih tacaka, za
kontrolnu grupu (plavi), interventnu grupu (crveni), sa bazalnim vrednostima (zeleni).
™ p<0,05 za razliku u srednjoj vrednosti Csal/Cser indeksa izmedu Dan-6 i Dan-1 nivoa

(glavni efekat vremena).
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4.4.1.3. Uticaj magnezijuma na nivo IL-6

Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je statisticki znacajnu interakciju izmedu
efekta suplementacije magnezijumom i vremena u odnosu na koncentraciju IL-6
(F4,105) =4,896, p<0,001), Sto znaci da je uticaj magnezijuma na koncentraciju IL-6
zavisan od vremena. Efekat ragbi utakmice na promenu nivoa IL-6 je uocljiv samo
u kontrolnoj grupi (Slika 17.) $to je i potvrdeno izvodenjem analize prostog efekta
vremena koji je pokazao statisticki znacajnu razliku (Fa,105 =9,195, p<0,001) u
srednjoj koncentraciji IL-6 izmedu razlicitih dana. Analiza prostog efekta tretmana
magnezijumom pokazala je statisticki znacajno sniZenje u koncentraciji nivoa IL-6
kod ragbista koji su uzimali magnezijum u poredenju sa kontrolnom grupom, u
svakoj tacki vremena. Postoji statistiCki znacajna razlika izmedu bazalne
koncentracije IL-6 i koncentracije odredene dan pre utakmice (Dan-1) kod ragbista

koji su uzimali suplement magnezijuma (t3z,297 = 4,424, p < 0,001).
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Slika 17. Suplementacija magnezijumom znacajno uti¢e na IL-6 kod ragbista. Promena
nivoa IL-6 tokom svih vremenskih tacaka, za kontrolnu grupu (plavi), interventnu grupu
(crveni), sa bazalnim vrednostima (zeleni). ™ p<0,01 i ** p<0,001 za odgovarajuce tacke
vremena za kontrolnu grupu u odnosu na grupu koja je uzimala magnezijum; + p<0,05, +*
p<0,01 i+ p<0,001 u kontrolnoj grupi za razlicite tacke vremena; ### p<0,001 za nivo IL-6

kod ragbista koji su uzimali magnezijum dan pre utakmice (Dan-1) vs. bazalni IL-6 nivo.
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4.4.2. UTICA] MAGNEZIJUMA NA DINAMIKU PROMENE PARAMETARA
AKTIVNOSTI HPG OSOVINE KOD RAGBISTA PRE I NAKON
UTAKMICE

4.4.2.1. Uticaj magnezijuma na nivo LH i FSH kod ragbista

Dvofaktorska analiza varijanse nije pokazala statisticki znacajnu interakciju
izmedu efekta suplementacije magnezijumom i vremena u odnosu na
koncentraciju FSH (F4,105=0,335, p=0,854), kao i u odnosu na koncentraciju LH
(F4,105=1,285, p=0,281), Sto znaci da je uticaj magnezijuma na koncentraciju ova
dva hormona nezavisan od vremena. Na Slici 18. se moZe uociti slican obrazac
promene nivoa FSH i LH kod ragbista koji su uzimali magnezijum, pri ¢emu oba
hormona imaju niZu vrednost dan pred utakmicu (Dan-1) u odnosu na kontrolnu
grupu, dok svoju maksimalnu vrednost dostizu dan nakon utakmice (Dan 1).
Medutim, primena glavnog efekta vremena pokazala je da ne postoji statisticki
znacajna razlika u koncentraciji LH i FSH kako pre tako ni nakon primene
magnezijuma. Osim toga, ni glavni efekat suplementacije magnezijumom nije
pokazao statistic¢ki znacajnu razliku u koncentraciji LH i FSH izmedu interventne i
kontrolne grupe. Ne postoji statisticki znaCajna razlika izmedu bazalne
koncentracije ni LH niti FSH, i odgovaraju¢ih koncentracija ovih hormona
odredenih dan pre utakmice (Dan-1), kako za ragbiste u kontrolnoj grupi (p >

0,05), tako i za ragbiste koji su uzimali suplement magnezijuma (p > 0,05).
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Slika 18. Uticaj magnezijuma na obrazac promene nivoa FSH i LH kod ragbista, pre i
nakon takmicenja. Promena u nivou FSH i LH tokom svih vremenskih tac¢aka, za kontrolnu
grupu (plavi), interventnu grupu (crveni), sa bazalnim vrednostima (zeleni). (A) Promena

nivoa FSH u serumu. (B) Promena nivoa LH u serumu.
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4.4.2.2. Uticaj magnezijuma na nivo testosterona kod ragbista

Nasi rezultati su pokazali da postoji statisti¢ki znacajna interakcija izmedu efekta
suplementacije magnezijumom i vremena u odnosu na koncentraciju testosterona
u serumu (F4,105=3,950, p=0,005). S obzirom da postoji znacajna interakcija,
primenjena je tehnika tumacenja podataka oznacena kao analiza prostih efekata.
Analiza prostog efekta tretmana magnezijumom pokazala je statisticki znacajno
sniZenje u koncentraciji serumskog nivoa testosterona (Tser) kod interventne
grupe u poredenju sa kontrolnom grupom (F(1,105=22,638, p<0,001) (Slika 19A.)
Post hoc analiza Bonifferoni testom pokazala je da je ovo smanjenje u koncentraciji
testosterona izmedu ispitivanih grupa, najvec¢e na sam dan takmicenja (Utakmica).
Analiza prostog efekta za vreme ukazala je da u kontrolnoj grupi dolazi do
statisticki znacajnog sniZenja u koncentraciji testosterona na Danl u odnosu na
dan utakmice (p=0,025), dok nakon suplementacije magnezijumom, uocljiv je
statisticki znacajan porast u koncentraciji testosterona treceg (p<0,05) i Sestog

dana (p<0,01) nakon utakmice, u odnosu na dan utakmice.

Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je statisticki znacajnu interakciju izmedu
efekta suplementacije magnezijumom i vremena u odnosu na koncentraciju
testosterona u salivi (F4,105) =13,767, p<0,001), Sto znaci da je uticaj magnezijuma
na koncentraciju testosterona u salivi zavisan od vremena. Efekat ragbi utakmice
na promenu nivoa testosterona u salivi moze se uociti samo u kontrolnoj grupi
(Slika 19B.) sto je i potvrdeno izvodenjem analize prostog efekta vremena koji je
pokazao statisticki znacajnu razliku (F4,105) =23,489, p<0,001) u koncentraciji
testosterona u salivi izmedu razli¢itih dana. Analiza prostog efekta tretmana
magnezijumom pokazala je statisticki znacCajno sniZenje u koncentraciji nivoa
salivarnog testosterona kod ragbista koji su uzimali magnezijum u poredenju sa
kontrolnom grupom, u svakoj tacki vremena, osim za Dan-1, kada je neznatno visi.

Dodatno, nije uoc¢ena statisticki znacajna razlika izmedu srednjeg bazalnog i Dan-1

nivoa testosterona u serumu i salivi, niti za kontrolnu niti za interventnu grupu.
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Slika 19. Uticaj magnezijuma na obrazac promene nivoa testosterona kod ragbista, pre i
nakon takmicenja. Promena u nivou Kkortizola tokom svih vremenskih tacaka, za kontrolnu
grupu (plavi), interventnu grupu (crveni), sa bazalnim vrednostima (zeleni). (A) Promena
nivoa testoterona u serumu. (B) Promena nivoa testosterona u salivi. ™ p<0,01 i **p<0,001
za odgovarajuce tacke vremena za kontrolnu grupu u odnosu na grupu koja je uzimala
magnezijum; +p<0,05 i **+* p<0,001 u kontrolnoj grupi za razli¢ite tacke vremena; # p<0,05 i

##p<0,01 za razlicite tacke vremena kod ragbista koji su uzimali magnezijum.
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4.4.2.3. Promena T/C odnosa pod uticajem magnezijuma

Primenom dvofaktorskog ANOVA testa, pokazano je da ne postoji statisticki
znacajna interakcija izmedu efekta suplementacije magnezijumom i vremena u
odnosu na nivo odnosa T/C u serumu (Fa,105=1,251, p=0,294), Sto znaci da je
uticaj vremena na promenu T/C odnosa potpuno nezavisan od uticaja
magnezijuma. Ni glavni efekat vremena, kao ni glavni efekat suplementacije
magnezijumom, nisu ukazali na postojanje statistiCcki znacajnih razlika u
vrednostima ovog parametra, kako pre tako ni posle suplementacije
magnezijumom. Ipak, ukoliko se posmatra Slika 20A. moZe se uoCiti da je u
kontrolnoj grupi iz dana u dan promena ovog odnosa neznatna, dok po zavrSenoj
suplementaciji nivo T/C dostiZe svoj maksimum dan pred utakmicu, da bi nakon

toga imao trend pada i dostigao svoju minimalnu vrednost dan nakon utakmice.

Kada je re¢ o salivarnom T/C odnosu, posmatrano kroz statisticki obradene
podatke, situacija je ista kao i u serumu - ne postoji statisticki znacajna interakcija
izmedu vremena i efekta suplementacije magnezijumom u odnosu na nivo odnosa
T/C u salivi (F,105=1,773, p=0,140). Takode, ni glavni efekat vremena, ni glavni
efekat suplementacije magnezijumom nisu dali statisticki znacajne razlike. Pa ipak,
ukoliko pogledamo graficki prikaz promena ovog parametra (Slika 20B.) uocavaju
se izvesne razlike u odnosu na kretanje ovog parametra u serumu. Naime, u
kontrolnoj grupi, ovaj parametar ima trend rasta i svoj maksimum dostiZze dan
nakon utakmice, da bi nakon toga opet krenuo da pada. Kada je rec¢ o grupi ragbista
koji su uzimali magnezijum, vrednost salivarnog T/C odnosa je najveca dan pred

utakmicu, da bi svoj minimum dostigla dan nakon utakmice (Dan 1).

[zmedu bazalne vrednosti T/C odnosa i vrednosti odredene dan pre utakmice
(Dan-1) kod ragbista koji su uzimali suplement magnezijuma, postoji statistici
znacajna razlika i za serum (tis391 = -2,322, p < 0,05) i za salivu (t14,304 = -3,436, p <

0,01), dok se za kontrolnu grupu ova razlika ne uocava.
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Slika 20. Uticaj magnezijuma na obrazac promene nivoa T/C odnosa kod ragbista, pre i
nakon takmicenja. Promena u nivou T/C odnosa tokom svih vremenskih tacaka, za
kontrolnu grupu (plavi), interventnu grupu (crveni), sa bazalnim vrednostima (zeleni). (A)
Promena nivoa T/C odnosa u serumu. (B) Promena nivoa T/C odnosa u salivi. #* p<0,01 i
### p<(0,001 za nivo T/C odnosa kod ragbista koji su uzimali magnezijum na dan pre

utakmice (Dan-1) vs. bazalni nivo T/C.
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4.5. PROCENA REZULTATA SCAT TESTA KOD RAGBISTA PRE I NAKON
SUPLEMENTACIJE MAGNEZIJUMOM

Test anksioznosti u sportskim takmicenjima (Sport competition anxiety test, SCAT)
je test kojim se kod sportista procenjuje nivo uzbudenja i stresa pred utakmicu.
Ragbisti koji su selektovani u interventnu grupu, radili su ovaj test neposredno
pred utakmicu, i na osnovu rezultata koji su dobijeni svrstani su u neku od tri
kategorije: < 17 - nizak nivo anksioznosti, od 17 do 24 - prosecan nivo
anksioznosti, i >24 - visok nivo anksioznosti. Analiza rezultata je izvedena tako $to
je za svakog ragbistu interventne grupe vrSeno poredenje rezultata SCAT testa pre
i nakon zavrSene suplementacije magnezijumom, i ovi rezultati su prikazani na
Slici 21. Tako razlika u vrednostima SCAT rezultata nije statisticki znacajna uocava
se da je po suplementaciji magnezijumom, vrednost SCAT rezultata niZa Sto govori

0 smanjenju nivoa anksioznosti pred utakmicu.
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Slika 21. Rezultati SCAT testa ragbista interventne grupe, pre i nakon suplementacije
magnezijumom.

Na osnovu izracunatog Pearson-ovog koeficijenta korelacije, utvrdeno je da ne
postoji znacajna korelacija izmedu SCAT testa i nivoa kortizola, kao ni izmedu

SCAT testa i nivoa testosterona ali ni T/C odnosa na dan utakmice.
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Medutim, kako je uoceno da je dan pred utakmicu kod interventne grupe odnos
T/C bio statisticki znaCajno viSi u odnosu na bazalne vrednosti, ispitano je postoji
korelacija izmedu ovih vrednosti i rezultata SCAT testa po zavrSenoj
suplementaciji. UoCena je negativna korelacija izmedu SCAT rezultata i serumskog
T/C odnosa (r=-0,598, n=13, p=0,031) kao i izmedu SCAT rezultata i nivoa
testosterona (r=-0,555, n=13, p=0,049). Grafikoni rasipanja (scatter plots)
sumarizuju rezultate (Slika 22.). Postojanje negativne korelacije ukazalo je da sa
porastom T/C odnosa dan pre utakmicu dolazi do sniZenja SCAT rezultata, Sto
ukazuje da je pre svega odnos ova dva hormona, vazan za ponasanje i odgovor na

stres u takmicenju, kod muskaraca.
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Slika 22. (A) Korelacija izmedu rezultata SCAT testa i nivoa testosterona. (B) Korelacija

izmedu rezultata SCAT testai T/C odnosa.
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4.6. UTICA] MAGNEZIJUMA NA HEMATOLOSKE PARAMETARE KOD
RAGBISTA PRE I NAKON UTAKMICE

Za razliku od ostalih parametara, odredivanje hematoloskih parametara je vrSeno
u uzorcima uzetim dan pred utakmicu (Dan-1), dan nakon utakmice (Dan 1) i
Sestog dana nakon utakmice (Dan 6). Dvofaktorska analiza varijanse je takode
koriS¢ena kako bi se analizirao uticaj koji suplementacija magnezijumom moZe da
ima na dinamiku promene hematoloskih parametara, u odredenim tackama

vremena.

Ova studija ukazala je da je nakon cCetiri nedelje primene magnezijuma, ukupan
broj leukocita u interventnoj grupi znacajno nizi u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0,05), a takode su primecene promene u diferencijalnoj formuli (Table VII).
Dokazano je da postoji statisticki znacajna interakcija izmedu efekta
suplementacije magnezijumom i vremena u odnosu na procenat neutrofila (%NE)
(F2,63) =3,359, p=0,041). U kontrolnoj grupi, dan nakon utakmice, uoceni su porast
u procentu neutrofila i sniZenje procenta limfocita, Sto dovodi do porasta u
vrednosti odnosa neutrofila i limfocita (NE/LY odnos). Kada je re€ o ragbistima
koji su uzimali magnezijum, glavne razlike su nadene dan nakon utakmice (Dan 1):
analiza prostog efekta suplementacije magnezijumom za %NE, pokazala je
statisticki znacajno sniZenje od skoro 12% u %NE, dok je glavni efekat
suplementacije magnezijumom za limfocite, pokazao statisticki znacajan porast od
9% u %LY, u odnosu na njihove vrednosti u kontrolnoj grupi, sto je dovelo do
sniZenja NE/LY odnosa. U kontrolnoj grupi, bazofili su pokazali statisticki znacajno
sniZenje na Dan1 (p<0,05), i zatim ponovo porast na Dané6 (p<0,05), dok je nakon
uzimanja magnezijuma doSlo do znacajnog sniZenja u procentu kako bazofila
(%BA) tako i monocita (%MO) u interventnoj u poredenju sa kontrolnom grupom.
T-test je ukazao na statisticki znacajnu razliku izmedu bazalnih vrednosti i Dan-1
vrednosti za ukupne leukocite i %BA kod grupe ragbista koji su bili na
suplementaciji magnezijumom, dok ostale populacije leukocita nisu uocene razlike,

niti za kontrolnu niti za interventnu grupu.
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Za razliku od celija bele loze, kod eritrocita, kao i za koncentraciju hemoglobina,
dvofaktorska ANOVA je pokazala da ne postoji statisticki znacajna interakcija
izmedu vremena i suplementacije magnezijumom, odnosno da je uticaj
magnezijuma na ove parametre nezavisan od vremena. Analiza glavnog efekta
vremena i suplementacije, nije pokazala da postoje statisticki znacajne razlike u
koncentraciji ovih parametara, na Dan-1, Danl i Dané6. Dodatno, nije uocena
statisticki znacajna razlika izmedu srednjeg bazalnog i Dan-1 broja eritrocita i

hemoglobina, niti za kontrolnu niti za interventnu grupu.
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Tabela VII Hematoloski parametri u kontrolnoj i interventnoj grupi amaterskih ragbi igraca.

p " Bazal dnosti Dan-1 Danl Dan6
arametar azaine vrednost Ragbisti Ragbisti Mg |Ragbisti Ragbisti Mg Ragbisti Ragbisti Mg

Ukupni leukociti, x 10° L™ 7,45 (0,26) 7,60 (0.27) | 6,42 (0,34)°| 6,73(0,22) | 6,29(0,28) | 6,65(0,28) | 6,94 (0,26)
Neutrofili, % 51,56 (1,61) 51,83 (1,79) | 52,55 (1,28) | 56,81 (1,64) | 50,49 (1,38)* | 52,77 (1,70) | 53,70 (1,72)
Limfociti, % 34,37 (1,54) 33,85 (1,86) | 33,75 (1,19) | 29,72 (1,15) | 35,98 (1,21)* | 32,76 (1,23) | 35,72 (1,66)
Monociti , % 10,18 (0,41) 10,47 (0,65) | 8,98 (0,48)* | 10,35 (0,91) | 9,38 (0,48) |10,32 (0,92) | 6,83 (0,43)
Bazofili, % 0,83 (0,08) 0,73 (0,06) | 0,43 (0,08)* | 0,47 (0,06)" | 0,45(0,04) |0,81(0,04)¢| 0,37 (0,06)*
Eozinofili, % 3,07 (0,34) 3,12 (0,47) | 4,29 (0,78) | 2,65(0,39) 3,71 (0,66) | 3,13(0,52) | 3,38(0,64)
NE /LY odnos 1,50 (0,84) 1,53 (0,72) | 1,55(0,81) | 1,91(0,60) | 1,40 (0,08)* | 1,61(0,07) | 1,50 (0,90)
Eritrociti, x 10" L™ 4,75 (0,063) 4,76 (0,105) , 4,91 (0,091) | 4,67 (0,115), 4,71 (0,073) | 4,91 (0,145), 4,88 (0,069)

: : :
Hemoglobin, g/L 150,9 (1,92) 150,8 (1,94) , 147,4(2,37) | 146,2 (2,49), 148,4(2,16) | 153,1(3,10), 146,3 (1,51)

1 1 1

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost (SEM). Promena u ukupnom broju leukocita i diferencijalnoj formuli, kao i u broju eritrocita i
koncentraciji hemoglobina, odredena je na dan pre takmicenja (Dan-1), 24h nakon zavrSene utakmice (Dan1) i Sestog dana postkompetitivnog
perioda (Dan6). 2p<0,05 u poredenju sa istom tackom vremena za kontrolnu grupu, bp<0,05 u poredenju sa Dan-1 u kontrolnoj grupi, ¢p<0,05 u

poredenju sa Dan1 u kontrolnoj grupi.
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4.7.PROCENA STEPENA OKSIDATIVNOG OSTECENJA DNK PERIFERNIH
LIMFOCITA PRE I NAKON SUPLEMENTACIJE MAGNEZIJUMOM KOD
OBE GRUPE ISPITANIKA

Za procenu uticaja magnezijuma na stepen osStecenja DNK, izvrSena je nasumicna
selekcija studenata, kao i ragbista kontrolne i interventne grupe, koji su podeljeni u
Cetiri grupe:

Grupa 1: studenti sa sedentarnim stilom Zivota, bez suplementacije magnezijumom
(n=5).

Grupa 2: studenti sa sedentarnim stilom Zzivota, koji su uzimali 500 mg/dan
magnezijuma tokom 28 dana (n=5).

Grupa 3: ragbisti, bez suplementacije magnezijumom (n=5).

Grupa 4: ragbisti, koji su uzimali 500 mg/dan magnezijuma tokom 28 dana (n=8).

Uzorci krvi ragbista su uzeti dan nakon utakmice (Dan 1), otprilike 20h po

zavrSetku meca.

Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da je nivo bazalnog endogenog oStecenja
DNK, prikazanog kao broj Celija sa migrirajutom DNK (Slika 23A.), pre pocetka
suplementacije magnezijumom, bio ve¢i kod ragbista u odnosu na studente
(p=0,042). Slicno tome, nivo oStecenja DNK u ¢elijama izloZenim dejstvu H20: je
bio znacajno visi kod ragbi igraca (Slika 23B.). Nakon Cetiri nedelje suplementacije,
nije bilo statisticki znacajne razlike u ukupnom broju ¢elija sa oSte¢enim jedrom, u
prisustvu H202, izmedu studenata koji vode sedentarni nacin Zivota i ragbi igraca

koji su uzimali magnezijum (Slika 23B.).

Osim toga, uradena je evaluacija stepena DNK oStecenja i dobijeni skorovi su
podeljeni na nisko + srednje oStecenje i visoko + potpuno oStecCenje. Rezultati su
prikazani na Slici 24. Nije uocCena statisticki znacCajna razlika izmedu grupa kada

Celije nisu bile izloZene dejstvu H20,.

Nakon cetiri nedelje suplementacije magnezijumom, broj c¢elija sa niskim +
srednjim oStecenjem (B+C), nakon izlaganja dejstvu H20: je statisticki znacajno

manji kod ragbista u poredenju sa odgovarajuom kontrolnom grupom ragbista
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(p=0,002) (Slika 24A.). Ono Sto je zanimljivo je da ovakav uticaj nije uoCen u
studentskoj populaciji u odnosu na odgovarajucu kontrolnu grupu studenata

(p=0,099) (Slika 24A.).

Na slici Slici 24B. prikazano je da je suplementacija magnezijumom bila efikasna u
sniZavanju broja Celija sa teSkim oSte¢enjem DNK kod obe grupe ispitanika u
odnosu na njihove odgovarajuce kontrole. Nakon izlaganja dejstvu H202 broj ¢elija
sa sa visokim i potpunim oSte¢enjem DNK (D+E kategorije) je znacajno nizi kod
studenata (p=0,025) i ragbi igraca (p=0,002) koji uzimali magnezijum. Takode,
broj Celija sa sa visokim i potpuno oSteenim jedrom je znacajno visi kod ragbista

nego kod studenata koji nisu uzimali suplement magnezijuma (p<0,001).
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Slika 23. Efekat Cetvoronedeljne suplementacije magnezijumom na broj perifernih

limfocita sa oSte¢enjem DNK, evaluiran pomoc¢u Comet testa. Ispitanici su podeljeni u 4

grupe, u zavisnosti od suplementacije magnezijumom i nivoa fizicke aktivnosti: sedentarni

(Studenti), sedentarni sa suplementacijom magnezijumom (Studenti Mg), ragbi igraci

(Ragbisti) i ragbi igraci sa suplementacijom magnezijumom (Ragbisti Mg). Broj ispitanika

po grupi: Studenti (n=5), Studenti Mg (n=5), Ragbisti (n=5) i Ragbisti Mg (n=8). (A)

Bazalni broj Celija sa migrirajuom DNK. (B) Broj ¢elija sa migrirajuom DNK nakon

izlaganja dejstvu 1,5mmol/L H;0,. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost (SEM).

Dobijena razlika je smatrana statisti¢ki znacajnom kada je p<0,05 ("p<0,05; *p<0,01).
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Slika 24. Efekat Cetvoronedeljne suplementacije magnezijumom na stepen oStecenja DNK
perifernih limfocita nakon izlaganja dejstvu 1,5 mmol/L H;0, evaluiran pomoéu Komet
testa. Ispitanici su podeljeni u 4 grupe, u zavisnosti od suplementacije magnezijumom i
nivoa fizicke aktivnosti: sedentarni (Studenti), sedentarni sa suplementacijom
magnezijumom (Studenti Mg), ragbi igraci (Ragbisti) i ragbi igraci sa suplementacijom
magnezijumom (Ragbisti Mg). Broj ispitanika po grupi: Studenti (n=5), Studenti Mg (n=5),
Ragbisti (n=5) i Ragbisti Mg (n=8). (A) Broj ¢elija sa niskim i srednjim stepenom oStecenja
DNK (B i C). (B) Broj celija sa visokim i potpunim stepenom oSte¢enja DNK (D i E).
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost (SEM). Dobijena razlika je smatrana statisticki

znacajnom kada je p<0,05 (*p<0,05; *p<0,01; **p<0,001).
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5. DISKUSIJA

5.1. RAZLIKE U UTICAJU MAGNEZIJUMA NA BAZALNE NIVOE
PARAMETARA AKTIVNOSTI HPA I HPG OSOVINE IZMEDU RAGBISTA 1
SEDENTARNIH MUSKARACA

U prvom delu nasSeg rada bavili smo se ispitivanjem razlika izmedu uticaja koji
magnezijum ima na parametre aktivnosti HPA i HPG osovine ragbista i njihovu
medusobnu interakciju, u odnosu na efekte koje ispoljava kod muskaraca istog

uzrasta koji se ne bave aktivno sportom.

Pokazano je da cetvoronedeljna suplementacija magnezijumom kod obe grupe
muskaraca, ima diskretne efekte na nivo hormona hipotalamo-hipofizno-gonadne
osovine, sa znacajnim povecanjem T/C odnosa, koji je pra¢en porastom u broju
eritrocita pre svega u studenskoj populaciji (Tabela V). Osim toga suplementacija
magnezijumom je dovela do sniZenja u koncentraciji kortizola i nivoa IL-6, kao i do
promena u leukocitarnoj diferencijalnoj formuli, koji su posebno izrazeni u grupi

ragbista koji su uzimali magnezijum.

Literaturni podaci o uticaju magnezijuma na HPA osovinu dobijeni u okviru studija
na eksperimentalnim Zivotinjama, kao i u okviru studija na ljudima, su prili¢no
kontroverzni. U jednoj od njih (84) izmedu ostalog, ispitivan je uticaj koji akutna
i.v. administracija MgS0O4 ima na nokturalnu sekreciju hormona kod deset zdravih
muskaraca, i pokazano je da se nivo ACTH smanjuje, dok nivo kortizola, kao i
hormona rasta, prolaktina, i melatonina, ostaje nepromenjen. Rezultati navedene
studije su bili konzistentni sa polaznom pretpostavkom od koje se krenulo u
istrazivanju - da magnezijum jon ispoljava GABA-agonisticki i NMDA-
antagonisticki efekat na nokturalnu sekreciju hormona. S druge strane, u drugoj
studiji (102) u koju su bile ukljucene starije osobe, pokazano je da je subhroni¢na

suplementacija magnezijumom redukovala nivo kortizola bez promene u nivou
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ACTH. Izvestan broj studija izvedenih na eksperimentalnim Zivotinjama kod kojih
je pracen uticaj hipomagnezijemije na ponaSanje (87), pokazao je da kod Zivotinja
sa deficijencijom magnezijuma dolazi do porasta u koncentraciji ACTH koji je
pracen izrazito anksioznim ponaSanjem (86) kao i da su Zivotinje kojima je dat
magnezijumom bogat suplement, imale znacajno niZi nivo salivarnog kortizola
pracen sniZenjem agresivnog ponasanja (103). Za razliku od toga, Cinar i saradnici
(31) su pokazali porast u koncentraciji ACTH nakon jednomesec¢ne suplementacije
magnezijumom kod sedentarnih osoba i osoba koje su se bavile taekvondom. Nasi
rezultati su u saglasnosti sa studijama u kojima je subhroni¢na ili hroni¢na
primena magnezijuma redukovala nivo kortizola, bez uticaja na nivo ACTH.
Ukoliko uporedimo efekat suplementacije magnezijumom kod ragbista i studenata
uoceno je sniZenje koncentracije kortizola kod obe grupe ispitanika, dok kada je
re¢ o ACTH, suplementacija nije imala nikakav efekat na nivo ovog hormona ni kod
jedne ispitivane grupe muskaraca. Postoji nekoliko moguc¢nosti koje mogu
doprineti takvim rezultatima. Jedna od mogucénosti je da akutna primena
magnezijuma ima centralne efekte, na nivou hipotalamusa, hipokampusa ili
amigdala, pod cijim uticajem se sniZava sinteza CRH u paraventrikularnom
nukleusu, S$to vodi sniZenju koncentracije kortizola. Drugi korak, koji treba
razmotriti, je uticaj magnezijuma na prelazak kortizola kroz krvno-moZzZdanu
barijeru putem p-glikoprotein zavisnih (p-gp) puteva, s obzirom da je magnezijum
koaktivator p-gp i pomaZe u transportu kortizola van mozga (21). Za akutnu
primenu magnezijuma bi se ocekivalo da snizi centralni mehanizam povratne
sprege, ali efekat dugotrajne primene suplementacije i p-gp ekspresije zahteva
detaljnija ispitivanja. Ipak, ne moZe se pouzdano tvrditi da ovaj mehanizam
negativne povratne sprege ima klju¢nu ulogu u regulaciji nivoa kortizola nakon
dugotrajne suplementacije magnezijumom. Druga mogucnost, koja je verovatnija,
je direktan inhibitorni efekat magnezijuma na Ccelije kore nadbubrega i
sintezu/sekreciju glukokortikoida, Sto moZe biti posledica smanjene osetljivosti
nadbubrega na dejstvo ACTH, kao Sto je predlozio Murck (21). Svakako su
potrebna dalja ispitivanja potencijalnih molekularnih mehanizama koji leZze u

osnovi ovakvog efekta magnezijuma.
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Neuroendokrini i imuni sistem imaju blisku medusobnu komunikaciju putem
citokina i steroidnih hormona, Sto obezbeduje adekvatan odgovor organizma na
promene u Zivotnom okruZenju (104). Dobro je poznato da IL-6 ima sposobnost da
aktivira HPA osovinu tako Sto stimuliSe oslobadanje CRH i povecava nivo ACTH i
kortizola (55, 89). Postoji i obrnut efekat u kome odgovor kortizola na ACTH
stimulaciju korelira sa koncentracijom IL-6 u krvi. Prema rezultatima nase studije
(Slika 9.), bazalni nivo IL-6 je bio znacajno smanjen nakon suplementacije i kod
fizicki neaktivnih ispitanika i kod ragbista, pri cemu je po zavrSenoj suplementaciji
uoceno da je nivo IL-6 kod ragbista znacajno niZi nego kod studenata. Ovako
izraZzena razlika u koncentraciji IL-6 izmedu dve grupe ispitanika navodi na
pretpostavku da magnezijum moZe biti aktivno ukljucen u interakciju izmedu HPA
osovine i IL-6, Sto bi trebalo potvrditi dodatnim studijama koje bi ispitale ovu vezu.
Nedavno je grupa istrazivaca otkrila potencijalni mehanizam uticaja magnezijuma
na oslobadanje citokina, s obzirom da su pokazali da MgS0O4 smanjuje produkciju
citokina od strane lipopolisaharid-stimulisanih celija endotela i placentalnih
eksplantata (105, 106). Rochelson i saradnici (105) su pokazali da je tretman
endotelnih celija humane umbilikalne vene sa MgSO4, pre lipopolisaharid
stimulacije, inhibirao produkciju inflamatornih medijatora i ekspresiju ¢elijskih
adhezionih molekula i to na dozno zavisni nacin, najverovatnije putem supresije
nuklearne translokacije i aktivacije NF-kB. Niz studija je pokazalo da
suplementacija magnezijumom in vivo i in vitro povetava bazalni nivo IkBa i
sniZzava aktivaciju NF-xB, ¢ime se snizava produkcija citokina i hemokina (93, 105,
106). Dalje, pokazano je da kratkotrajno izlaganje Kklinicki efikasnoj koncentraciji
MgS04 in vitro, dovodi do smanjenja produkcije TNF-alfa i IL-6 od strane
neonatalnih monocita, smanjene ekspresije gena za citokine i proteine. (93). lako
su monociti glavni izvor sekrecije citokina, naSa studija nije pokazala promenu u
njihovom broju kod studenata nakon dugotrajne suplementacije magnezijumom,
ve¢ je samo doSlo do sniZenja broja neutrofila, Sto je u skladu sa predloZenim
antiinflamatornim efektom magnezijuma (107). Takode, zbog promena u broju
neutrofila i limfocita, doSlo je do sniZenja odnosa neutrofila i limfocita (NE/LY).
Odnos neutrofila i limfocita nalazi svoju primenu kao marker inflamacije, i njegova

prediktorna uloga ispitivana je u vezi sa letalnim ishodom kod karcinoma i
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kardiovaskularnih oboljenja (108, 109). Interesantan rezultat naSe studije leZi u
Cinjenici da kod ragbista po zavrSenoj suplementaciji, nije uo¢eno sniZenje ovog
odnosa pre utakmice, ali se on znacajno menja dan nakon utakmice, Sto ce
naknadno biti diskutovano. Medutim, za razliku od studenata, po zavrSenoj
suplementaciji kod ragbista je uoCeno znacajno sniZenje procenta bazofila i
monocita. Ovi rezultati zajedno sa sniZzenjem IL-6 sugeriSu da produZena
suplementacija magnezijumom moZe potencijalno delovati kao anti-inflamatorni

agens.

Prema rezultatima naSe studije, izgleda da je uticaj magnezijuma na hipofizno-
gonadne hormone delikatniji nego njegov uticaj na hipofizno-adrenalne
komponente. Promene koje su uocene nisu bile statisticki znacajne, ali zanimljivo
je primetiti da je kod studenata uocen porast u serumskoj koncentraciji sva tri
hormona (FSH, LH i testosterona), dok je kod ragbista doSlo do sniZenja njihovog
nivoa (prikazano na Slikama 10-12.). Uticaj magnezijuma na muske polne hormone
nije puno ispitivan i rezultati su oskudni i kontradiktorni. U studiji koju su izveli
Zofkova (110) i saradnici ucestvovalo je 10 zdravih muskaraca, kod kojih je nakon
intravenske infuzije MgS04 uocCeno blago sniZenje serumskog testosterona, bez
uticaja na nivo FSH i LH. Studija u kojoj su ucestvovali sportisti i sedentarni
ispitanici (32) pokazala je da je iscrpljujuce vezbe dovode do porasta u nivou i
ukupnog i slobodnog testosterona kako kod sedentarnih ispitanika tako i kod
osoba koje su redovno vezbale, kao i da je po zavrSenoj jednomesecnoj
suplementaciji magnezijumom, nivo testosterona vec¢i kod osoba koje su uzimale
magnezijum i vezbale za razliku od sedentarnih osoba. Brilla i saradnici (167) su
pokazali da nivo ukupnog i slobodnog testosterona kod fudbalera raste nakon
osam nedelja suplementacije sa ZMA preparatom (30 mg cink monometionin
aspartat, 450 mg magnezijum aspartat i 10,5 mg vitamina B6). Statisticki znacajna
razlika u koncentraciji testosterona izmedu studenata i ragbista je u vezi sa opste
poznatom cCinjenicom proisteklom iz prethodnih ispitivanja koja su dokazala da
cak i dovoljo dugo izvodenje vezbi koje su niskog intenzititeta moZe dovesti do
znacajnog porasta u nivou testosterona (111). Rezultati naSe studije za obe grupe

ispitanika su ukazali da suplementacija magnezijumom dovodi do porasta u
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bazalnim salivarnim koncentracijama testosterona, za koji se smatra da je pouzdan
marker biloSke raspoloZivosti testosterona i da odli¢no korelira sa slobodnim
testosteronom koji je bioloski aktivna forma ovog hormona (112). Ipak, neki
literaturni podaci govore o tome da dugotrajno vezbanje moze dovesti do sniZenja
nivoa testosterona, Sto moZe biti posledica njegove smanjene sinteze na nivou
testisa ili zbog centralne disfunkcije HPG osovine, Sto moZe biti u vezi sa
povecanjem nivoa hormona povezanih sa stresom (113, 114). Maggio (115) i
saradnici su pokazali u svojoj studiji o magnezijumu i anaboli¢ckim hormonima kod
starije populacije, da je unos magnezijuma povecao bioaktivnost testosterona kao i
da je pozitivno uticao na sekreciju insulinu slicnog faktor rasta 1, ¢ime su
pretpostavili da magnezijum moZe biti vazan modulator anaboli¢ko/katabolicke
ravnoteZe, koja je posebno naruSena kod starijih osoba. U prilog ove Cinjenice
govori i studija koja je ukazala da postoji nekompetitivna inhibicija izmedu
magnezijuma jona i testosterona za vezivanje za seks-hormon-vezujuc¢i globulin
(sex hormon-binding globulin, SHBG) Sto dovodi do porasta u bioraspoloZivosti
testosterona (116). Naime, poznato je da je kod muskaraca oko 65% testosterona
vezano za SHBG, oko 33% za albumin, dok je svega 2-3% dostupno kao slobodan
testosteron. Ovaj slobodni testosteron, zajedno sa albumin vezanom frakcijom
zapravo predstavlja bioloski aktivni testosteron koji tacnije reflektuje androgeni
status osobe (117). Druga studija, koja je saglasna sa prethodno navedenim
efektima koje unos magnezijuma ima na funkciju muskih gonada, je skorija studija
izvedena na Wistar pacovima koja je pokazala da magnezijum povecéava aktivnost
androgenih enzima i serumski nivo testosterona (118). Rezultati su bili izraZeniji u
grupi zivotinja koja je u duZem periodu bila izloZena tretmanu i autori su smatrali
da je to posledica direktnog efekta viSka magnezijuma na muske gonade. Dalja
ispitivanja u ovoj oblasti su neophodna, kako bi se ispitao uticaj koji magnezijum
ima na reproduktivni sistem. Jedna od mogu¢nosti kojima se moZe objasniti
dejstvo magnezijuma na parametre aktivnosti HPG osovine, moze biti u vezi sa
inhibitornim efektom koje magnezijum na produkciju citokini koji putem aktivacije
HPA osovine, inhibiraju oslobadanje gonadotropnog oslobadaju¢eg hormona, ¢ime

sniZzavaju sekreciju LH, s jedne strane, a s druge deluju¢i na ciljna tkiva na nivou
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testisa, dovode do smanjene sekrecije testosterona kao posledice smanjene

osetljivosti na LH (115, 119).

Znacajan rezultat naSeg istraZivanja je povecanje odnosa nivoa testosterona i
kortizola (T/C) po zavrSetku suplementacije magnezijumom kod obe grupe
ispitanika (Slika 13.), jer se smatra da je odnos ova dva hormona znacajniji nego
njihove pojedinacne koncentracije. Ovakvi rezultati ukazuju da bi magnezijum
mogao da modifikuje anabolicko/katabolicku ravnotezu u situacijama gde je ovaj
odnos narusen. Koli¢nik T/C se koristi za evaluaciju odgovora organizma na stres
kao i za procenu fizickih sposobnosti sportista (45). Imajuci u vidu rezultat naSe
studije, moze se zakljuCiti da je osnovni razlog porasta ovog koli¢nika, sniZenje
nivoa kortizola koje se kod obe grupe ispitanika uoCava nakon zavrSene
suplementacije magnezijumom, dok se nivo testosterona neznatno menja. S
obzirom da je kod ragbista, kao fizicki aktivnih osoba, nivo testosterona visi i po
zavrSenoj suplementaciji, dok je sniZenje koncentracije kortizola znatno vece, T/C
zadrzava kod ragbista visi nivo u odnosu na studente. Kao Sto je ve¢ objasnjeno,
potencijalni uticaj magnezijuma na nivo kortizola leZi u njegovoj interakciji sa
razli¢itim nivoima HPA osovine. Visok nivo T/C odnosa govori u prilog ¢injenici da
sportisti bolje kompenzuju efekat stresa, jer da bi se ovaj odnos narusio tacnije
snizio T/C odnos, sportisti mogu da kompenzuju mnogo vece fluktuacije u nivo
kortizola a da ova ravnoteza ne bude narusSena. Naime, aktivacija HPA osovine pod
uticajem fizicke aktivnosti, obrnuto je proporcionalna nivou utreniranosti, jer se
treningom zapravo povecava kapacitet organizma da podnese vece opterecenje uz

manju aktivaciju HPA osovine (36).

Cinar i saradnici (29, 120) su pokazali da nakon suplementacije magnezijumom
znacajno raste nivo leukocita, eritrocita, hemoglobina i trombocita. U ovim
studijama doza magnezijuma koja je koriS¢ena je bila znacajno visa (10 mg/kg
telesne mase Sto je 800-900 mg Mg/dan) od doze koju smo mi koristili u nasoj
studiji, u kojoj smo uocili samo blagi porast u koncentraciji crvenih krvnih zrnaca
kod studentske populacuje dok kod ragbista nije uocena promena u broju
eritrocita (Tabela V). Ova razlika moZe delimi¢no biti posledica doze koja je

koriS¢ena, i moZe se smatrati da doza od 500 mg po danu tokom mesec dana ima
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blagi stimulatorni efekat na eritropoezu kod mladih muSkaraca. PosSto je dobro
poznat stimulatorni efekat testosterona na sintezu eritropoetina koji vodi do
porasta u broju eritrocita, iako se nivo testosterona nije znacajno promenio, porast
u broju eritrocita moZe se objasniti time Sto je povecana bioraspoloZivost
testosterona. Za razliku od fizicki neaktivnih muskaraca, kod ragbista je uoceno
znacajno sniZenje ukupnog broja leukocita po zavrSenoj suplementaciji, kao i
sniZenje u broju monocita koji su glavna mesta produkcije citokina. Za razliku od
ragbista, kod studenata dolazi do sniZenja NE/LY odnosa po zavrSenoj
suplementaciji magnezijumom, Sto zajedno moze ukazati na zaStitni potencijal

magnezijuma u o¢uvanju integriteta imunog sistema.

5.2. UTICA] MAGNEZIJUMA NA PROMENU INTERAKCIJE IZMEDU HPA 1
HPG OSOVINE KOD RAGBISTA

Poznato je da intenzitet veZbanja odreduje koji ¢e se energetski sistem primarno
koristiti tokom veZbanja ili perioda odmora. S obzirom na prirodu ragbija, u kom
se periodi intenzivne aktivnosti smenjuju sa kratkim periodima nepotpunog
odmora, pretpostavlja se da je aktivacija i aerobnih i anaerobnih puteva
energetskog metabolizma uklju¢ena u odrzanje nivoa ATP-a neophodnog za
obezbedenje dovoljne kolicine energije (121). Niz studija se bavilo ispitivanjem
uticaja koji ima pozicija igraca na razlicite biohemijske i endokrinoloSke parametre
ragbista (122, 123). Pretpostavlja se postojanje razlika u metabolizmu i fizickoj
spremnosti izmedu igraca melea i igraca linije, tako da se prilikom odabira igraca
za kontrolnu i interventnu grupu, teZilo tome da u obe grupe budu podjednako
zastupljena oba tipa igraca. Kako nije uocena razlika izmedu bazalnih vrednosti
ispitivanih parametara za ispitivane grupe igrac¢a, bazalne vrednosti su

posmatrane kao jedinstvene (Tabela IV).

Vecina dostupnih literaturnih podataka koja govori o igraima ragbija, vezana je za
elitni (profesionalni) ragbi. Gabbett je jedan od retkih autora koje sproveo niz
ispitivanja vezanih za antropometrijske i fiziolosSke karakteristike igraca
amaterskog ragbija. Naime, u ispitivanju koje je ukljucilo 35 amaterskih igraca

ragbija (98), ispitivane su antropometrijske karakteristike (visina, teZina, BMI),
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zatim miSi¢na snaga (pracenjem vertikalnog skoka), brzina (sprint na 10 m i 40 m)
kao i maksimalna aerobna snaga (multistepeni fitnes test). DoSlo se do zakljucka
da su fizioloSke i antropometrijske karakteristike amaterskih igraca slabo
razvijene, da se ne primenjuje specifican program treninga u zavisnosti od pozicije
koju igraci igraju, i da ovakvi rezultati mogu biti u vezi sa tim Sto je intenzitet igre
znacajno slabiji, kao i sa tim Sto ne postoji adekvatna finansijska stimulacija, kao

Sto je to u slucaju profesionalnog ragbija.

Rezultati naSeg istrazivanja ukazali su da cetvoronedeljna suplementacija
magnezijumom kod amaterski ragbi igraca, ne uti¢e samo na obrazac promena u
koncentraciji parametara aktivnosti HPA i HPG osovine u danima nakon utakmice,

vec utice na njihovu koncentraciju i pre same utakmice.

U kontrolnoj grupi, nakon ragbi utakmice dolazi do sniZenja nivoa kortizola
zajedno sa ACTH. Ovi rezultati su u skladu sa ispitivanjima koja su vrSena na ragbi
igracima (47) i dizacima tegova (124), gde je uoceno da su neposredno nakon
napornih fizi¢kih aktivnosti, nivoi ovih hormona bili povec¢ani, dok su se u roku od
nekoliko sati njihove vrednosti spustile ispod bazalnih nivoa. Na osnovu rezultata
dobijenih u okviru ovog rada, suplementacija magnezijumom menja ovaj obrazac
promene koncentracije hormona. Najznacajnija razlika je odsustvo porasta nivoa
kortizola neposredno pred utakmicu, dok je kod kontrolne grupe on uocljiv (Slika
15). Ovi rezultati ukazuju da je moguce da su ragbisti koji su uzimali magnezijum

bili manje osetljivi na stres koji se javlja neposredno pred utakmicu.

Postoji niz dokaza koji potvrduju ulogu magnezijuma u odgovoru organizma na
stres kao i ulogu u nastanku anksioznog ponasanja, ali mehanizam koji je u osnovi
ovih efekata, jos uvek nije razjasnjen. Pokazano je da magnezijum jon ima svojstva
NMDA-antagoniste i agoniste GABA receptora (21) stoga porast njegove
koncentracije moZe doprineti sniZenju osecaja anksioznosti. S druge strane,
pokazano je da deficijencija magnezijuma moze dovesti do anksioznog ponasanja i
naruSavanja ravnoteZe HPA osovine, koja upotrebom anksiolitika i antidepresiva

moZe biti ponovno uspostavljena (86).
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Rezultati dobijeni nakon suplementacije magnezijumom su u skladu sa jednom od
studija koja se bavila uticajem magnezijuma na hormonski i imunski odgovor
utreniranih sportista (31). U toj studiji, ispitivan je uticaj jednomesecne
suplementacije magnezijumom u dozi od 10 mg/kg/dan, i programa veZbi na nivo
ACTH i kortizola kod mladih taekvondo igraca i sedentarnih ispitanika. Pokazano
je da su, kod obe grupe ispitanika, kako pri odmaranju, tako i pri velikoj
iscrpljenosti, nivoi ACTH i kortizola nakon unosa magnezijuma, bili znacajno vedci
kod svih ispitanika. Iako je dnevna doza magnezijum suplementa koju smo koristili
u ovom radu, bila manja, kod ragbista je uocen znacajan porast u koncentraciji
ACTH posebno u postkompetitivnom periodu: Danl (+75%), Dan3 (+82%) i Dan6
(+46%) (Slika 14.).

Suplementacija magnezijumom je najviSe uticala na koncentraciju kortizola u
serumu pre utakmice, Sto se moZe dovesti u vezu sa ulogom magnezijuma u
sniZenju osecaja napetosti i nelagodnosti koji prethodi utakmici. Uticaj na nivo
salivarnog kortizola, koji se moZe smatrati slobodnom frakcijom hormona, je bio
najocigledniji na kraju postkompetitivnog perioda. Poznato je da se samo 3-10%
ukupnog ciruliSuc¢eg kortizola nalazi u nevezanom slobodnom stanju, dok se vecina
preostalog kortizola vezuje visokim afinitetom za kortikosteroid-vezujuci protein
(CBG), i oko 10-15% slabim afinitetom za albumin (125). Nivo CBG moZe biti
znacajno izmenjen tokom inflamatornog odgovora organizma, kada dolazi do
znacajne redukcije njegovog nivoa (126). Proteolizom njegovog “reactive center
loop” (RCL) mesta dolazi do ireverzibilnog gubitka sposobnosti da steroide vezuje
visokim afinitetom, Sto olakSava otpusStanje glukokortioida na mestu oStecenja
tkiva ili inflamacije. Proinflamatorni citokini poput IL-6 dovode do smanjene
produkcije CBG u jetri (127) i njihova povecana koncentracija odrzava nizak nivo
CBG tokom inflamacije. Osim toga, povecanje ACTH u odgovoru na stres, uzrokuje
porast produkcije glukokortikoida Sto mozZe prevazi¢i inaCe smanjeni kapacitet
CBG za vezivanje hormona i dovesti do porasta slobodnog kortizola (128).
Salivarni kortizol odli¢no korelira sa slobodnim kortizolom u krvi (129). Porast
salivarnog kortizola, koji se u kontrolnoj grupi, uocava treceg i Sestog dana nakon

utakmice moZe biti posledica upravo sniZenja proizvodnje CBG, dok s druge strane,
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nivo ukupnog kortizola posle utakmice ostaje na skoro konstantantnom nivou, Sto
zajedno moZe biti uzrok visokog odnosa slobodnog/ukupnog kortizola koji je dat
kao saliva/serum kortizol odnos (Csal/Cser). Kod ragbista koji su uzimali
suplement magnezijuma ne uocava se porast Csal/Cser odnosa u
postkompetitivnom periodu $to moZe biti posledica antininflamatornog dejstva

koje magnezijum ostvaruje kroz sniZenje nivoa proinflamatornog citokina IL-6.

Poznato je da su hormoni HPG osovine pod uticajem aktivnosti HPA osovine. Posto
je, na osnovu dosadasSnjih saznanja dobijenih iz studija izvedenih na
eksperimentalnim Zivotinjama, kao i na ljudima, dokazano da magnezijum
uCestvuje u modulaciji aktivnosti HPA osovine, pretpostavljeno je da Ce ostvariti
izvestan uticaj i na parametre aktivnosti HPG osovine, pa je iz tog razloga i
ispitivana dinamika promene LH, FSH i testosterona, kako pre tako i nakon
utakmice. Medutim, u nasSoj studiji uoCeno je da magnezijum ne utice znacajno na
dinamiku promene LH i FSH u pre- i post - kompetitivnom periodu. Dok je nivo
testosterona u kontekstu intenziteta i ucestalosti fizicke aktivnosti, detaljno
ispitivan, veoma mali broj studija bavio se pra¢enjem nivoa LH i FSH. Neke od njih
su pokazale da je izvodenje veZbi velikog intenziteta doprinelo sniZenju nivoa
testosterona tokom no¢i, pratenog snizenom sekrecijom LH i povecanom
sekrecijom kortizola (130) Sto ukazuje da bi centralni mehanizmi hipotalamo-
hipofizne osovine mogli biti delimi¢no odgovorni za testikularnu steroidogenezu.
MacConnie i saradnici (131) su pokazali da akutno veZbanje nije dovelo do
promene u koncentraciji LH merenoj tokom 8 sati, Sto je takode potvrdeno u
ispitivanju (132) u okviru kog je pracen uticaj anaerobne i aerobne aktivnosti na
reproduktivne hormone muskaraca, gde je pokazano da se nivo FSH ne razlikuje
znacajno od kontrolne grupe, dok dolazi do prolaznog povecanja nivoa
testosterona, prolaktina i kortizola. U drugoj studiji (133) uocen je znacajan porast
u koncentraciji LH tokom perioda oporavka nakon fiz¢ke aktivnosti kod
utreniranih sportista (133). Uticaj magnezijum na nivo reproduktivnih hipofiznih
hormona (FSH i LH) kod sportista je slabo ispitan, jer se ve¢ina studija bazirala na

ispitivanju uticaja koji magnezijum moZe da ima na nivo testosterona, kao i na
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odnos testosterona i kortizola koji sluzi kao mera narusene anabolicko-katabolicke

ravnoteZe u organizmu.

Poslednjih decenija vlada veliko interesovanje za utvrdivanje povezanosti nivoa
androgena i stepena agresivnosti pojedinca i u tom smislu izveden je veliki broj
psihoendokrinoloskih ispitivanja zasnovanih na statistickoj obradi podataka
dobijenih za pojedine grupe osoba, posebno asocijalnog i agresivnog ponasanja,
kakvi su kriminalci. Postoje dokazi da uticaj testosterona na agresivno ponasanje
nije uvek statisticki znacajan, ali da svakako postoji pozitivna korelacija (134).
Visok nivo testosterona dovodi se i u vezu sa ocekivanjem pozitivnog ishoda
odnosno nivoom motivisanosti za postizanje pobednickog rezultata u sportu ili
poboljSanja statusne pozicije u svakodnevnom Zivotu. Ovakav licni dozivljaj
doprinosi ili povecanju nivoa testosterona ili odrZzanju njegovog poviSenog nivoa
(135). PsiholosSki stres je u vezi sa povecanim nivoom kortizola, koji dovodi do
stimulacije sinteze SHBG u jetri, Sto sledstveno dovodi do sniZenja nivoa slobodnog

testosterona a samim tim i sniZenja odnosa T/C.

U istrazivanju koje su sproveli Papacosta i saradnici (136) ispitivana je veza
izmedu nivoa salivarnog kortizola, testosterona, T/C odnosa, salivarnog
sekretornog IgA i stepena anksioznosti pobednika i onih koji su izgubili me¢ tokom
internacionalnog dZudo takmicenja. Odredivanje je vrSeno tri puta: neposredno
pre, u toku takmicenja i nakon takmicenja, pri emu je prvi uzorak, zajedno sa
rezultatima upitnika, koriS¢en za procenu kongnitivne i somatske anksioznosti.
Uocili su da su pobednici imali visi nivo kortizola, niZi T/C odnos tokom utakmice,
bez promene u nivou testosterona, kao i visok nivo kognitivhe anksioznosti
neposredno pred utakmicu, Sto je ukazalo na bolju psiholosku pripremu
pobednika, koji su tokom takmicenja mogli bolje da kontroliSu nivo stresa. Ovi
rezultati su skladu sa ranijom studijom koji su sproveli Salvador i saradnici (34)
gde je takode uocen porast kortizola neposredno pred takmicenje, dok je izostao
porast testosterona za koji su ocekivali da ¢e sa nivoom motivacije biti visi. ReCeno
je da sniZenje ovog odnosa za viSe od 30% moZe ukazati na stanje pretreniranosti,
pri tome treba voditi racuna o tumacenju ovih rezultata imajuc¢i u vidu da uzrok

sniZenja ovog odnosa moze biti porast nivoa kortizola i/ili pad testosterona. Grupa
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istraZivaca (45) poredila je rezultate upitnika o stanju pretreniranosti ragbista sa
nivoom testosterona i T/C odnosa, koji su pokazali negativnu korelaciju izmedu
nivoa testosterona kao i T/C odnosa, dok za kortizol nije uocena korelacija.
Rezultati nase studije pokazali su da je suplementacija magnezijumom dovela do
statisticki znacajnog sniZenja u koncentraciji testosterona na dan utakmice, dok se
za salivarni testosteron, koji odgovara slobodnoj frakciji testosterona, najvece
razlike uocavaju u postkompetitivnom periodu (Dan1, Dan3 i Dan6) kada dolazi do
znacajnog sniZenja njegovog nivoa (Slika 20.). Kako je magnezijum takode doveo
do sniZenja u nivou salivarnog kortizola za isti period vremena, uticaj na T/C
odnos je izostao. Za razliku od salivarnog kortizola, kod serumskog kortizola je
uoCeno znacajno sniZenje koncentracije dan pre utakmice kao i na dan same
utakmice. Kako je na dan utakmice doSlo do sniZenja i nivoa testosterona i nivoa
kortizola kod ragbista koji su uzimali magnezijum, odnos T/C se odrZao na istom
nivou. Upravo iz tog razloga nije uoCeno postojanje korelacije izmedu rezultata
SCAT testa i T/C odnosa, ni pre ni nakon suplementacije magnezijumom. Medutim,
nasi rezultati su ukazali na znacajan porast serumskog T/C odnosa kod ragbista
koji su uzimali magnezijum, na dan pre utakmice, Sto je u vezi sa znacajnim
sniZenjem nivoa kortizola koji prethodi takmicenju. SniZenje rezultata SCAT testa
nakon zavrsSene suplementacije magnezijumom, pokazuje negativnu korelaciji sa
nivoom testosterona i T/C odnosa na Dan-1, dok nije utvrdeno postojanje

korelacije sa kortizolom.

Cetvoronedeljna suplementacija magnezijumom pokazala je znacajan uticaj na
nivo IL-6 posebno u postkompetitivnom periodu. Naime porast nivoa IL-6 koji se
uocava nakon utakmice u kontrolnoj grupi, potpuno je izostao kod ragbista koji su
koristili suplement magnezijuma. Studije koje su obuhvatale razlic¢ite populacije
ukazale su na znacajan porast nivoa IL-6 nakon vezbanja: kako kod sportista,
narocito nakon 24h od utakmice (50), tako i od fizic¢ki aktivnih volontera koji nisu
navikli da intenzivno veZbaju (137). Rezultati istrazivanja na ragbistima koji nisu
koristili magnezijum, su u skladu sa rezultatima prethodno navedenih studija.
Rezultati koji su dobijeni za studentsku populaciju takode ukazuju da je sniZenje u

koncentraciji serumskog kortizola prac¢eno i redukcijom nivoa IL- 6. Postoje brojni
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podaci proistekli iz niza studija, koji ukazuju na znacajnu ulogu koju magnezijum
ima u produkciji citokina, koji moduliSu aktivnost HPA osovine i/ili imuni odgovor.
Ove studije su ukazale da deficijencija magnezijuma doprinosi porastu
koncentacije C-reaktivnog proteina (138), aktivaciji fagocita i posledi¢no visokoj
produkciji citokina (11). Sugimoto i sar. (93) su pokazali da MgS04 suplementacija,
kako in vivo tako i in vitro, povecava nivo IkBa, dovodeci do sniZene aktivacije

NFkB i smanjene produkcije IL-6 i TNF-a.

Znacajan rezultat ovog rada je i promena u odnosu neutrofila i limfocita (NE/LY
odnos) koji se moze smatrati markerom subklinie inflamacije (139). Najveca
promena je uoCena 24 sata nakon takmicenja (Danl), nakon suplementacije
magnezijumom, kada je procenat neutrofila sniZen, dok je procenat limfocita
povecan, u odnosu na njihove vrednosti u kontrolnoj grupi, sto je dovelo do
sniZzenja od blizu 36% u NE/LY odnosu (Tabela VII). Smatra se da je porast u
ukupnom broju leukocita, pre svega neutrofila, posledica inflamatorne reakcije
indukovane vezbanjem (62) i da je ovaj porast proporcionalan intenzitetu i
trajanju vezbanja (61). Naporne fizicke veZbe mogu dovesti do oksidativnog stresa,
koji dovodi do ostecenja DNK limfocita i sledstvenog smanjenja u njihovom broju i
funkciji (69). U skladu sa nalazima prethodnih studija, da intenzivno vezbanje
dovodi do redukcije u broju bazofila kao posledice njihove degranulacije (140), su i
rezultati dobijeni u okviru ovog rada, za kontrolnu grupu ragbista. Nakon cetiri
nedelje uzimanja suplemenata magnezijuma, nije uocena znacajna promena u
broju bazofila ni dan pre niti nakon takmicenja. Dokazano je da magnezijum
smanjuje osetljivost na oksidativni stres i da je neophodan za stabilizaciju DNK
(16). Ovi rezultati zajedno sa sniZenjem IL-6 i procentom monocita i bazofila,
sugeriSu da produZena suplementacija magnezijumom moZe potencijalno delovati

kao anti-inflamatorni agens.

Uticaj treninga i takmicenja na vrednosti hematoloskih parametara, bio je predmet
ispitivanja velikog broja studija u koje su bili ukljuceni pripadnici razli¢itih
sportskih disciplina. Grupa autora na celu sa Banfijem (141) sagledala je rezultate
prethodnih ispitivanja i posebno istakla znacaj odredivanja ovih parametara

tokom cele sezone takmicenja. Oni su kod ragbista i skijaSa uocili sniZenje broja
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retikulocita, koje je pratilo sniZenje u nivou hemoglobina, dok kod biciklista i
fudbalera nisu uocCene znacajne promene. U eksperimentalnoj studiji na pacovima
(142) pokazano je da deficijencija magnezijuma dovodi do stvaranja eritrocita koji,
iako imaju normalan izgled, daleko su podloZniji razvoju biohemijskih i
morfoloskih abnormalnosti sa starenjem (elije. Efekat magnezijuma na
hematoloske parametre pracen je u studiji (29) u kojoj je ucestvovalo 30
taekvondo takmicara, u mirovanju i nakon velikog napora, koji su tokom cetiri
nedelje uzimali preparat magnezijuma u koli¢ini od 10 mg Mg/kg /dan. Pokazali su
da nivo eritrocita i hemoglobina, po zavrsenoj suplementaciji raste kod obe grupe,
kao i da je uoCen porast u broju leukocita. Za razliku od ove studije, nase
istraZivanje nije pokazalo da suplementacija magnezijumom utiCe na nivo
hemoglobina i eritrocita kod ragbista (Tabela VII). lako je nakon suplementacije
magnezijumom, uocljiv statisticki znacajan porast u koncentraciji testosterona u
serumu treceg (p<0.05) i Sestog dana (p<0.01) nakon utakmice, u odnosu na dan
utakmice, izgleda da je efekat koji testosteron ima na eritropoezu izostao jer je
nivo slobodnog testosterona, kojem bi odgovarao salivarni testosteron, znacajno
nizi kod interventne grupe nego u kontrolnoj grupi (Slika 19.). Kontroverzni
rezultati ispitivanja hematoloskih parametara kod sportista, ostavljaju prostor za
dalja ispitivanja, kojima bi se ta¢no objasnio mehanizam dejstva magnezijuma na

ove strukture.

5.3. MAGNEZIJUM UTICE NA STEPEN OSTECENJA DNK PERIFERNIH
LIMFOCITA

U naSem radu uporedivali smo oStecenje DNK koje se javlja u perifernim
limfocitima krvi ragbi igraca i grupe sedentarnih mladica iste uzrasne dobi, nakon
Cetvoronedeljne suplementacije magnezijumom. Stepen DNK oStecenja je
procenjen izvodenjem Comet testa, u prisustvu i odsustvu H20;. Rezultati naSe
na oStecenje nego Sto je to slucaj sa DNK perifernih limfocita sedentarnih mladica,
kako u prisustvu tako i u odsustvu H202. Takode, nasa studija je pokazala da, iako

suplementacija magnezijumom nije imala efekat na oStecenje DNK kod
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netretiranih limfocita, smanjila je broj Celija sa velikim oSte¢enjem DNK kod obe

grupe ispitanika.

U nasoj studiji, stepen oSte¢enja DNK koji je izraZen kao broj ¢elija sa migriraju¢om
DNK, bio je znacajno povecan kod ragbi igraca nakon utakmice, u poredenju sa
sedentarnim studentima, ukazujuéi da intenzivno veZbanje ima negativne efekte
na integritet DNK (Slika 23.). Rezultati nase studije su u skladu sa podacima koji
dokazuju da naporna fizicka aktivnost moZe dovesti do nestabilnosti DNK, s
obzirom da je dokazano da akutno i naporno vezbanje dovode do oksidativnog
stresa, zbog povecanje produkcije reaktivnih kiseonic¢nih i azotnih vrsta (70, 143).
Ipak, rezultati studija koje se bave uticajem veZbanja (treninga i utakmica) na
stabilnost DNK, su i dalje kontroverzni. Niess i saradnici (144) su dokazali
prisustvo oSte¢enja DNK kod 10 od 12 ulesnika u polumaratonu, 24 sata nakon
trke. Slicne promene u stepenu oStecenja DNK registrovali su i Hartmann i
saradnici (145). Upotrebom Comet testa, dokazana je migracija DNK kod Sest
atleticara 24h nakon kratkog triatlona koji se smatra veZbom izdrzivosti. U obe
studije poredena je migracija DNK 24h pre i nakon trke. Hartman i saradnici (145)
su uzimali uzorke krvi i sedam puta tokom narednih pet dana, pri ¢emu je nivo
migracije DNK je ostao povecan 5 dana nakon trke. Iako je vecina studija pokazala
povecan nivo migracije DNK 24h nakon kompetitivnih veZbi izdrZljivosti, Briviba i
saradnici (146) primenom Comet testa, nisu uocili promene u strukturi lanaca
DNK, kod deset ucesnika, nakon polu maratona i maratona. Naravno ograniCenje u
interpretaciji rezultata ovih studija (144-146) predstavlja ¢injenica da su kori$¢eni
razliCiti protokoli, obuhvacden je mali broj ucesnika koji se se medusobno

razlikovali po nivou utreniranosti.

U naSoj studiji pokazali smo da su ragbisti koji su uzimali magnezijum imali
znacajno nizi broj perifernih limfocita sa oSte¢enjem DNK nakon tretmana H202 u
poredenju sa ragbistima kontrolne grupe. Suplementacija magnezijumom je
ocigledno imala zaStitni efekat na oksidativno ostecenje DNK kod ragbista, s
obzirom da su se i nivo srednjeg i nivo teskog H202 indukovanog osSte¢enja DNK
smanjili u odnosu na odgovarajuce nivoe kod ragbista koji nisu uzimali

suplementaciju. Osim toga ovaj efekat je bio viSe izraZen kod ragbista u odnosu na
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studente, kod kojih je suplementacija magnezijumom bila pra¢ena sniZenjem DNK
oStecenja ali efekat je bio statisticki znaCajan samo u smanjenju broja limfocita sa
velikim oStecenjem DNK. Moguce objasnjenje za razliku u uticaju magnezijuma na
nivo oStecenja perifernih limfocita izmedu ragbista i studenata leZi u Cinjenici da
intenzivna fizicka aktivnost povecava potrebu za magnezijumom. Postoje dokazi
da i kratko vezbanje visokim intenzitetom kao i naporne dugotrajne vezbe dovode
do znacajnog gubitka magnezijuma putem znoja i urina (20). Takode, tokom
vezbanja dolazi do redistribucije magnezijuma u odredene delove tela, uz
povecanu produkciju energije i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (147, 148). Stoga, neki
autori predlazu da bi kratkotrajne, kao i dugotrajne naporne vezbe, trebalo da
budu pracene povecanjem unosa magnezijuma za 10-20% u odnosu na dnevne

preporuke za osobe istog pola i uzrasta sa sedentarnim nacinom Zivota (20).

Studije izvedene na ljudima, kao i na eksperimentalnim Zivotinjama, ukazale su da
deficijencija magnezijuma ima negativni uticaj na fizicku sposobnost (149). Ali to
nije jedini negativan uticaj: istrazivanja izvedena na eksperimentalnim Zivotinjama
pokazala su da u nedostatku magnezijuma dolazi do uve¢anja mitohondrija, pojave
dezorganizovanog sarkoplazmatskog retikuluma u skeletnim miSi¢ima, do
povecanog formiranja lipidnih radikala i azot oksida, remete se endogeni zastitni
mehanizmi kao Sto su oni vezani za metabolizam glutationa (150, 151). Takode je
pokazano da energic¢ne vezbe indukuju inflamatorni odgovor zbog oStecenja tkiva,
dovodeci do povecane produkcije ROS, narocito u aktiviranim fagocitima (71, 152-
154). Takahashi i saradnici (61) nisu uocili znac¢ajnu promenu u produkciji ROS u
neutrofilima neposredno nakon ragbi utakmice, ali su uocili da se 4 sata nakon
utakmice ona znacajno povecava. Neki od autora su ukazali da dugotrajno
vezbanje umerenim intenzitetom, mozZe indukovati adaptivni odgovor u ljudskom
organizmu putem povecane ekspresije antioksidativnih enzima kao Sto su Cu/Zn
superoksid dizmutaza i sniZenjem H202 u mitohondrijama misSi¢nog tkiva (155,
156). Efikasnost adaptivnih mehanizama u oksidativnom stresu indukovanih
redovnom fizickom aktivnos¢u takode zavisi od individualnog Zivotnog stila,
ishrane i ekspresije gena koji su ukljuceni u reparacione mehanizme DNK (157,

158). Buduce studije koje bi se bavile ispitivanjem uticaja napornog veZzbanja na
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stabilnost DNK, bi trebalo duZe da traju i prate integritet DNK najmanje pet dana s
obzirom da neki od autora tvrde da je za velike promene u DNK reparacionim

mehanizmima potrebno vise od 24 sata (67, 71, 159, 160).

Prethodna istraZivanja ukazala su na Stetno dejstvo deficijencije magnezijuma na
lipidnu peroksidaciju u kardiovaskularnom sistemu kao i da su tkivni homogenati
oni dobijeni od Zivotinja koje su unosile adekvatne koli¢ine magnezijuma putem
hrane (161). MoZe se zakljuciti da Sto je veci stepen deficijencije magnezijumom, to

su periferni limfociti krvi viSe osetljivi na oksidativni stres uzrokovan sa Hz0x.

Rezultati naSe studije navode na zaklju¢ak da naporno veZbanje povecava
osetljivost perifernih limfocita krvi na oksidativni stres i da suplementacija
magnezijumom pokazuje protektivne efekte u smanjenju nivoa njihovog H20:
indukovanog osStetenja DNK, ¢ime se ukazuje na znacaj unoSenja adekvatne
koli¢ine magnezijuma kako kod studenata sa sedentarnim nacinom Zivota tako i

kod fizicki aktivnih osoba.
5.4. OGRANICEN]A STUDIJE

Rezultati nasSe studije podrZavaju pretpostavku da c¢ak i relativno niske doze od
500 mg Mg na dan, nakon jednomesecne primene kod mladih muskaraca, redukuju
nivo hormona stresa i imaju blag stimulatorni efekat na hipofizno-gonadni sistem.
Postoje indikacije da magnezijum, kao esencijalni katjon, posebno ucestvuje u
regulaciji anabolicko/kataboliCke ravnoteze, kao i da zbog svog antiinflamatornog
potencijala, moZe imati ulogu u imunoregulaciji. Podaci dobijeni u ovom radu
pokazuju da suplementacija magnezijumom mozZe pozitivno uticati na pojedine
psiholoSke parametre koji mogu biti poremeceni kod mladih muskaraca koji se

svakodnevno susrecu sa razli¢itim izazovima koji uticu na kvalitet Zivota.

Ogranicenje studije je to Sto nije bila randomizirana placebo kontrolisana studija i
Sto su rezultati ovde dobijeni preliminarni, tako da su potrebna dalja ispitivanja na
vecoj populaciji. Tokom studije, moguce je da su se pojavili faktori koji su bili

nepoznati ili teSki za merenje i mogli su da uti¢u na dobijene podatke, kao $to su
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iznenadni stres u privatnom zivotu, bolest ili fizicka povreda koje nisu bile od

velikog znacaja da bi ih ispitanici prijavili.

Glavno ogranicenje ovog rada je relativno mali broj ragbi igraca koji su bili
ukljuceni u studiju i nedostatak striktnog pracenja dijetetskog unosa pre izvodenja
ispitivanja. Uprkos tome, ovo je prva prospektivna observaciona studija koja je
ispitivala povezanost izmedu parametara aktivnosti HPA i HPG osovine kod
amaterskih ragbi igraca. Da bi se identifikovali osnovni molekularni mehanizmi
koji razjasnjavaju vezu izmedu magnezijuma, imunog odgovora i interakcije
izmedu HPA i HPG osovine kod fizicki aktivnih osoba, potrebna su dalja i viSe

kontrolisana ispitivanja.
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6. ZAKLJUCCI

e Magnezijum ima ulogu u smanjenju imunog odgovora nakon naporne
fizicke aktivnosti kao Sto je ragbi utakmica, Sto se ogleda u sniZenju
nivoa IL-6 i odsustvu porasta NE/LY odnosa nakon suplementacije. Ovaj
efekat je nezavisan od fizicke aktivnosti jer je uocen kod obe grupe

ispitanika.

e Magnezijum uti¢e na dinamiku promene ACTH i kortizola, pre svega
neposredno pred utakmicu, Sto se moZe dovesti u vezu sa ulogom
magnezijuma u sniZenju osecaja napetosti i nelagodnosti koji prethodi
utakmici. Efekat magnezijuma na nivo kortizola je nezavisan od fizicke

aktivnosti jer je uocen kod obe grupe ispitanika.

e Uticaj magnezijuma na parametre aktivnosti HPG osovine kod fizicki
aktivnih osoba kao i kod sedentarnih muskaraca ogleda se pre svega u

promeni nivoa testosterona, dok se nivoi LH i FSH znacajno ne menjaju.

e Promena T/C odnosa govori o interakciji HPA i HPG osovine kao i
sposobnosti induvidue da se nosi sa stresom - suplementacija
magnezijumom je dovela do porasta ovog odnosa neposredno pred
utakmicu, pre svega zbog sniZenja nivoa kortizola, ¢ime je pozitivno
uticao na sposobnost pojedinca da kompenzuje Stetne efekte stresa, sto
je u korelaciji sa rezultatima SCAT testa po zavrSenoj suplementaciji.
Efekat magnezijuma na odnos T/C je nezavisan od fizicke aktivnosti jer

je uocen kod obe grupe ispitanika.

e Magnezijum povecava nivo slobodnog bioloski aktivnog testosterona
kod sedentarnih osoba ¢ime se moZe objasniti pozitivan efekat

magnezijuma na eritropoezu pra¢en povecanjem broja eritrocita, dok je
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kod fizicki aktivnih osoba ovaj efekat izostao, najverovatnije zbog
sniZenja u nivou slobodnog testosterona u postkompetitivnom periodu.
Dalja ispitivanja su potrebna da bi se ovakav uticaj magnezijuma do

kraja razjasnio.

e Kod sedentarne populacije suplementacija magnezijumom dovodi do
znacajnog smanjenja broja perifernih limfocita sa velikim oStecenjem
DNK Sto je posledica zaStitnog efekta koji magnezijum ima na

oksidativno oStecenje DNK.

e Kod fizicki aktivne populacije ragbista suplementacija magnezijumom
pokazuje protektivne efekte dovode¢i do smanjenja nivoa srednjeg i
teSkog oStecenja DNK perifernih limfocita indukovanog vodonik

peroksidom.
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MNpunor 1.

UsjaBa o aytopcTBy

fornucaHu-a lNopaana M. AmuTpalumHosuh_

Opoj uHaekca _ 73/06

UsjaBrbyjem
[a je JOKTOpCKa gucepTaumja nog HacnoBoM

YTnyaj MarHesujyma Ha napameTpe akTMBHOCTW XWMNOTanamo-xmnousHo-HaabybpexHe u

XVMNoTanamo-xmnousHo-roHagHe 0COBUHE Ko parbucta

® pe3ynTart CoONCTBeHOr UCTpaXxuBadkor paga,

* [a npeanoxeHa auceptauuja y LENVHU HU Yy Jenosuma Huje Buna npeanoxexa
3a pobujare Ouno koje Aunnome npema CTYAWICKUM Nporpamuma Apyrux
BUCOKOLLIKOSNCKUX YCTaHoBa,

® [a Cy pe3ynratun KOPpeKTHO HaBeaeHun n

* [a HuCaM Kplumo/na ayTtopcka npaBa W KOPUCTUO MHTENEKTyarHy CBOjuHY
ApYrux nuua.

MoTnuc gokTopaHaa

KX 2T

Y beorpagy, __31.maj 2018,




Mpwnor 2.

N3jaBa 0 MICTOBETHOCTM WITaMMNaHe U eNIEKTPOHCKe
Bep3uje [OKTOpPCKOr paaa

Vme u npesume aytopa [opaaHa M. AmutpawmHosuh

bpoj nHaekca 73/06

Cryaujcku nporpam __MeanumHcka Buoxemuja

Hacnos paga YTuuaj marHesnjyma Ha napameTpe akTUBHOCTU XunoTanamo-
XuMnopmaHo-HaabybpexHe M XxMnoTanamo-xvnodusHo-roHagHe OCOBMHE KOA parbucTa

MeHTOpHK

Mpodb. ap CeetnaHa UribaTtosuh, pegosuy npodecop PapmaueyTckor dpakynrera
YHuBepauteTa y Beorpaay

Mpodh. ap BecHa MNewnh, BaHpeaHu npodecop PapmaueyTckor dpakynreTta
YHusepauteta y beorpaay

[loTtnucana lopgaHa M. ImutpawmnHosuh

MsjaBreyjem aa je wramnaHa Bepavja MOr JOKTOPCKOr paja WCTOBETHa eNeKTPOHCKO]
Bep3anju Kojy cam npepao/nma 3a objaerbuBake Ha noprtany OurutanHor
peno3uTopujyma YHuBepsuteta y Beorpaay.

[ossorbaBam fAa ce ofjaBe MoOjU NUYHWM Nodaun BesaHu 3a Aobuvjarbe akagemckor
3Bara OKTOPa Hayka, Kao LITO Cy UMe U NpesuMe, roanHa U MecTo pohiersa 1 aaTym
ofbpaHe paga.

OBn nuyHu nojaun Mory ce 00jaBUTW Ha MPEXHUM CTpaHulama aurutande
BubnuoTeke, y enekTpoHCKOM KaTanory u y nybnukaumjama YHusepsuteta y Beorpagy.

MoTnuc aokropaHaa

S Al

7

Y Beorpaay, 31.maj 2016.




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YuusepanTetcky Gubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh* aga y [AurutanHu
penosutopujym YHusepauTeta y beorpagy yHece MoOjy AOKTOPCKY AucepTtauujy nog
HacnoBom:

YTULLG] MATHE3WYMA HO NARAMETDE AKTUBHOCTU XMMNOTAAOMO-XMNOTDUIHO-
HOABYOpEXHE U XMNOTAATAMO-XMUMOTOUIHO-TOHAAHE OCOBMHE KOA PArBUCTA

KOja je Moje ayTopCKo Aerno.

AducepTaumjy ca cBuM Npuno3numa npenao/na cam y eneKkTpoHckom chopmMarty norogHoM
3a TpajHO apxusupare.

Mojy OOKTopCcKy aucepTauujy noxpamweHy y JurutanHu penosntopujym YHuBep3uteta
y beorpagy Mory aa Kopucte CBMW KOju NOwWTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyyuno/na.

1. AyTOpCTBO
2. AYTOpPCTBO - HEKOMEpPLUjanHo

3. AYyTOpCTBO — HEkoMepumjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHO — AeNUTU NOA UCTAM YCIoBUMA
5. AyTopcTBo — 6e3 npepage
6. AYyTOPCTBO — AEnUTN Nog UCTUM yCnoBuMa

(Monumo aa 3aoKpyxuTe camo jedHy of WwecT NoHyfeHux nuueHun, kpartak onuvc
nuueHumn aarT je Ha nonehuHn nucta).

Mortnuc aokropaHpa

= N -

T

Y beorpagy, _ 31.maj 2016.




1. AytopcTeo - [lossomsasaTe yMHOXaBarbe, ONCTPUOYLM)Y U jaBHO caonwTasarbe
Aena, n npepage, ako ce Hasene nMe ayTopa Ha Ha4uH oapeheH o cTpaHe ayropa
Wi nasaoua nuleHue, Jak uy Komepumnjante cepxe. Oso je HajcnoboaHuja on cBux
nvgeHUmM.

2. AyTtopcTBo — HekomepuujanHo. JossossapaTte yMHOXaBarbe, AUCTPUGYUM)Y 1 jaBHO
caoniutasarbe fgena, v npepage, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha Ha4wiH ofpeheH of
CTpare aytopa vnu fasaoua nuuexue. OBa NnueHLa He R03BO/BABA KOMepUWjaiHy
ynoTpeby gena.

3. AyTopcTBO - HeKoMepumnjanHo ~ 6ea npepage. [ossorbasate YMHOXaBarbe,
ANCTpUOYUM)Y WM jaBHO caonwTasaree Aena, 6e3 npomeHa, nNpeoBNMKOBAFLA WK
ynotpebe fena y csoMm feny, ako ce HaBeae vMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH o
CTpaHe ayTopa unn pasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He A03BO/baBa KoMepuujanHy
ynoTtpeby pena. Y ogHocy Ha cee ocTane JMLEHLE, OBOM NUUEHLOM Ce orpaHuyasa

HajBehu oOum npasa kopuirherba nena.

4. AytopcTBO - HekomepuujanHo — fenvtv nNog ucTum ycnosuma. [ossorsasarte
YMHOXaBarbe, AUCTPUBYLMNjY 1 jaBHO CaonuTaBarbe Aena, n npepage, ako ce Hasege
VIME ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa vnun gasaoua nuueHue u axko ce
npepana pucTpubyvipa nog UCTOM WM CAVYHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
AO3BO/baBa Komepumjanyy yrnotpeby nena u npepaaa.

5. AyTtopcTBo — 6Ges npepapge. [lossorbaBaTe ymHOXaBarbe, AncTpudyumnjy n jasHo
caonwraearbe fena, 6e3 npomeHa, NPeobnMKoBarba UK ynotpebe gena y csom
Aeny, ako ce Hasefe MMe ayTopa Ha HauvH oapekeH on CTpaxe aytopa nnm gasaoua
muerue. Osa nNuueHLa 4o3BO/basa Komepuujanyy ynoTpeby gena.

6. AyTOpCcTBO - menutu nog WUCTUM ycnosuma. [losBorbaBaTte ymHOXaBarbe,
ANCTPUMOYLUWjy W jaBHO caonwTasarbe Aena, n npepage, ako ce Hasede UMe ayTopa
Ha HauMH oapeheH op cTpaHe ayTopa wunu aasaoua nvleHue v ako ce npepapa
AnCTpubympa nog UCTOM WU CANYHOM mudeHuom. Osa nuueHua [o3BOrbaBa

Komepumjaniy ynotpeGy pena v npepaga. Cnndxa je COMTBEPCKUM NULIEHLAMA,
OAHOCHO NleHamMa OTBOPEHOr Koaa.
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