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IZVESTAJ

A. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija kandidata Gordane DmitraSinovi¢ pod naslovom ,,Uticaj
magnezijuma na parametre aktivnosti hipotalamo-hipofizno-nadbubreZne i hipotalamo-
hipofizno-gonadne osovine kod ragbista” napisana je jasnim i preglednim stilom na 120
strana, ima 7 tabela, 24 slike i 167 literaturnih navoda. Sadrzaj doktorske disertacije je
izlozen u slede¢im poglavljima: Uvod, Ciljevi istrazivanja, Materijal i metode, Rezultati,
Diskusija, Zakljucci i Literatura.

Uvod je podeljen 6 vec¢ih i 3 manje celine. U okviru prve vec¢e celine opisana su
dosadasnja saznanja o distribuciji magnezijuma u organizmu, kao i mehanizmima vaznim za
odrZanje njegove homeostaze. Takode, dat je pregled glavnih uloga magnezijuma u
organizmu kao i stanja koja dovode do njegove deficijencije. U drugoj celini razmatrano je
prisustvo magnezijuma u svakodnevnoj ishrani i njegov preporucen dnevni unos, s posebnim
osvrtom na suplemente magnezijuma, njihovu efikasnost kao i primenu u ishrani sportista. U
naredna tri poglavlja sagledani su uticaj stresa i fizicke aktivnosti na interakciju hipotalamo-
hipofizno-nadbubreZne (HPA) osovine i hipotalamo-hipofizno-gonadne osovine (HPG),



kao i mehanizmi kojima magnezijum potencijalno menja njihovu interakciju. Posebna
celina posvecena je ragbiju, njegovom istorijatu i osnovnim pravilima igre, kao i opisu
energetskih sistema na koje se organizam oslanja tokom ragbi utakmice, Sto je vazno sa
aspekta razumevanja dobijenih rezultata. Na osnovu svega Sto je navedeno u uvodu
postavilo se pitanje da li suplementacija magnezijumom moZe, kod osoba koje su Cesto
izloZene stresnim situacijama, sniziti Stetne efekte stresa, kao i da li su te promene
zavisne od intenziteta fizicke aktivnosti odnosno od nacina Zivota. Kako veza
magnezijuma i hormona HPG osovine kod muskaraca, a posebno sportista nije bila
predmet ispitivanja velikog broj studija, nametnulo se pitanje da li pod uticajem
magnezijuma dolazi do promene parametara aktivnosti ove osovine.

U poglavlju Ciljevi istrazivanja jasno i koncizno su izneti i obrazloZeni ciljevi
doktorske disertacije. Cilj rada je bio: 1) da se utvrdi 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 2) da se utvrdi da li i na koji na¢in magnezijum menja dinamiku promene
parametara aktivnosti HPA i HPG osovine nakon utakmice. U cilju procene parametara
aktivnosti HPA osovine objasnjeno je da je vrSeno odredivanje nivoa ACTH, Kkortizola,
IL-6 kao i odredivanje ukupnog broja leukocita, njihove diferencijalne formule, kao i
stepena oStecenja DNK perifernih limfocita. S druge strane, radi procene aktivnosti HPG
osovine praceni su nivoi FSH, LH i testosterona, kao i broj eritrocita i koncentracija
hemoglobina. U cilju razumevanja medusobne interakcije ove dve osovine kao i
promene te interakcije pod uticajem magnezijuma, pracen je odnos nivoa testosterona i
kortizola.

U poglavlju Materijal i metode precizno su navedeni koriS¢eni materijali i reagensi, i
detaljno opisana metodologija koriS¢ena u istrazivanju. U ovom radu u ispitivanje su bile
ukljucene dve grupe ispitanika, zdravih musSkaraca uzrasta 18 do 25 godina: 1) sedentarna
grupa koju je c¢inilo 15 muskaraca, studenata, koji se nisu bavili nikakvom fizickom
aktivnoséu 2) grupa aktivnih sportista, 23 ragbi igraca, koji su nakon uzimanja uzoraka
za odredivanje bazalnih vrednosti, podeljeni u dve grupe: kontrolnu (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. Tokom 28 dana obe grupe uzimale su tablete od 250 mg Mg, dva
puta dnevno 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 studenata i ragbista pre pocetka
suplementacije i 29.dana od pocetka suplementacije, Sto je ragbistima bio dan pre
utakmice. 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. Odredivanje
hormona u serumu, salivi i plazmi vrSeno je primenom elektrohemiluminescentnih i
hemiluminescentim metoda. Karakteristike ovih metoda, kao i vrsta i nac¢in uzimanja
uzoraka, detaljno su opisane u ovoj celini rada. Kompletna krvna slika ispitanika
odredivana je na hematoloSskim brojac¢ima, primenom metode impedance i VCS
tehnologije za razvrstavanje leukocita u subpopulacije. Za procenu promena u
integritetu DNK i stepena njenog oStec¢enja koriS¢en je Comet test (gel elektroforeza
pojedinacnih ¢elija) prema tacno definisanom protokolu. Za procenu nivoa anksioznosti
sportista neposredno pred utakmicu, koriS¢en je SCAT test (Sport competition anxiety
test, SCAT) na osnovu kog su ispitanici klasifikovani u neku od tri grupe prema nivou



anksioznosti (nizak, prosecan i visok nivo anksioznosti). Za poredenje bazalnih nivoa
svih merenih parametara izmedu sedentarnih i fizi¢ki aktivnih muSkaraca, kao i za
poredene bazalnih vrednosti svih parametara kontrolne i interventne grupe ragbista, sa
njihovim vrednostima na dan pred utakmicu (Dan-1), koriS¢en je t-test. Za analizu
rezultata dobijenih pre utakmice i tokom postkompetitivnog perioda oporavka, kod
kontrolne i interventne grupe, koriS¢ena je dvofaktorska ANOVA, prac¢ena post hoc
Bonifferoni testom. Vrednost p<0.05 je smatrana statisticki zanacajnom.

B. Opis dobijenih rezultata

U poglavlju Rezultati dat je pregled rezultata dobijenih na osnovu sprovedenih
istrazivanja. Rezultati su prikazani u vidu grafika ili tabela. Prikaz rezultata je organizovan u
skladu sa postavljenim ciljevima istrazivanja. Grupisani su u 7 vecih celina: u prve dve celine
dat je prikaz bazalnih vrednosti parametara aktivnosti HPA i HPG osovine sedentarnih
muskaraca, pre i nakon suplementacije magnezijumom, kao i prikaz bazalnih vrednosti ovih
parametara kod ragbista. Poredenje vrednosti parametara aktivnosti HPA i HPG osovine
izmedu ragbista i sedentarnih muskaraca, pre i posle suplementacije magnezijumom, je
podeljeno u nekoliko manjih celina gde su prikazani paralelno rezultati, za svaki parametar
ponaosob, kod obe grupe ispitanika, pre i nakon suplementacije, uz navodenje znacajnosti u
razlikama koje postoje. 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 pracen porastom u broju eritrocita pre
svega u studenskoj populaciji. 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.

Cetvrtu veliku celinu &ini prikaz rezultata koji govore o uticaju ragbi utakmice i
suplementacije magnezijumom na dinamiku promene parametara aktivnosti HPA i HPG
osovine kod ragbista. Ovaj segment je podeljen na dve manje celine u okviru kojih su, s jedne
strane prikazani parametri aktivnosti HPA, a sa druge parametri aktivnosti HPG osovine.
Rezultati istraZivanja ukazali su da Cetvoronedeljna suplementacija magnezijumom kod
amaterski ragbi igraca, ne utice samo na obrazac promena u koncentraciji parametara
aktivnosti HPA i HPG osovine u danima nakon utakmice, ve¢ utice na njihovu
koncentraciju i pre same utakmice.

U kontrolnoj grupi, nakon ragbi utakmice dolazi do sniZenja nivoa kortizola
zajedno sa ACTH. 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. Ovi rezultati ukazuju da je moguce da su ragbisti koji su
uzimali magnezijum bili manje osetljivi na stres koji se javlja neposredno pred
utakmicu.

Rezultati disertacije su pokazali da magnezijum ne utice znacajno na dinamiku
promene LH i FSH u pre- i post-kompetitivnhom periodu, kao ni na promenu u broju
eritrocita i koncentracije hemoglobina 3to je vidljivo iz tabelarnog prikaza hematoloskih
parametar ragbista i njihovih vrednosti pre i nakon suplementacije. U okviru posebnih celina,
vrSena je procena rezultata SCAT testa kod ragbista pre i nakon suplementacije
magnezijumom, kao i procena stepena oksidativhog oSte¢enja DNK perifernih limfocita
izvodenjem Comet testa, kod obe grupe ispitanika.



C. Uporedna analiza rezultata kandidata sa podacima iz literature

U poglavlju Diskusija dobijeni rezultati su detaljno analizirani i sagledani u svetlu
podataka iz literature. Ovo poglavlje je podeljeno u 3 vecée celine. U okviru prve celine
sagledane su razlike u uticaju koji magnezijum ima kod fizicki aktivnih i fizickih neaktivnih
osoba. Rezultati su razmotreni u svetlu poznatih literaturnih podataka studija koje su se do
sada bavile ispitivanjem magnezijuma, kako na eksperimentalnim zivotinjama, tako i na
ljudima. U drugoj celini poglavlja Diskusija sagledavaju se izmene u dinamici i obrascu
promene svih parametara aktivnosti HPA 1 HPG osovine, nakon ragbi utakmice, uz poseban
osvrt na korelaciju T/C odnosa i SCAT testa. U trecoj celini analizirani su efekti tretmana
magnezijumom na oksidativno oStecenje DNK perifernih limfocita, kod obe grupe ispitanika
i objas$njena znacajna protektivna uloga magnezijuma u odrzanju integriteta i funcije DNK.

Veliki broj studija bavio se ispitivanjem viSestrukih uloga magnezijuma u organizmu
pri cemu su razgradnja glikogena, oksidacija masnih kiselina, sinteza DNK i RNK, sinteza
ATP-a samo neke od vise od 325 enzimskih reakcija u koje je uklju¢en magnezijum (Lukaski
2000). Magnezijum smanjuje osetljivost na oksidativni stres i vazan je za stabilizaciju DNK
(Hartwig 2001). Putem antagonizma sa kalcijumom, magnezijum uti¢e na aktiviranje
fagocita, kao i na aktivaciju nuklearnog faktora — kapa B (NF«B), dok u centralnom nervnom
sistemu funkcioniSe kao agonista GABA receptora, antagonista NMDA receptora (Murck
2002; Mazur i sar., 2007; Libako i sar., 2010).

U doktorskoj disertaciji pokazano je da cCetvoronedeljna 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. 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.
[zvestan broj studija izvedenih na eksperimentalnim Zivotinjama kod kojih je pracen
uticaj hipomagnezijemije na ponaSanje (Poleszak i sar., 2004), pokazao je da kod
Zivotinja sa deficijencijom magnezijuma dolazi do porasta u koncentraciji ACTH koji je
pracen izrazito anksioznim ponaSanjem (Sartori i sar., 2012) kao i da su Zivotinje nakon
davanja suplementa magnezijuma, imale znacajno niZi nivo salivarnog kortizola pracen
snizenjem agresivnog ponasanja (O'Driscoll i sar., 2013). Psiho-fizicki stres, kojem je
organizam izloZen tokom utakmice, dovodi do aktivacije HPA osovine S$to je praceno
povecanom sekrecijom adrenokortikotropnog hormona (ACTH) i kortizola (Mastorakos
i sar, 2005; Kageyama 2013). Ragbi utakmica se smatra izuztno jakim psiho-fizickim
stresorom koji izaziva jak fizioloski odgovor organizma. SniZenje nivoa ACTH i kortizola u
kontrolnoj grupi ragbista su u skladu sa ispitivanjima koja su vr$ena na ragbi igrac¢ima
(Elloumi i sar., 2003) i diza¢ima tegova (Passelergue i Lac 1999), gde je uoceno da su
neposredno nakon napornih fizickih aktivnosti, nivoi ovih hormona bili povecani, dok
su se u roku od nekoliko sati njihove vrednosti spustile ispod bazalnih nivoa. Izvestan
broj studija je pokazao da se tokom kontrakcije, u miSi¢cnom tkivu sintetiSe i oslobada
IL-6 Sto upucuje na to da je njegova sinteza deo normalnog fizioloSkog odgovora koji se
javlja kao posledica veZbanja (Pedersen i Hoffman-Goetz 2000, Steensberg i sar., 2000).
Poznato je da IL-6 ima sposobnost da aktivira HPA osovinu tako S$to stimulise
oslobadanje CRH i povecava nivo ACTH i kortizola (Mastorakos, i sar., 1993; Tsigos i
sar., 1997). kao i da odgovor kortizola na ACTH stimulaciju korelira sa koncentracijom



[L-6 u krvi. Studije koje su obuhvatale razli¢ite populacije ukazale su na znacajan porast
nivoa IL-6 nakon veZbanja: kako kod sportista, naroc¢ito nakon 24h od utakmice
(Cunniffe i sar., 2010), tako i od fizic¢ki aktivnih volontera koji nisu navikli da intenzivno
vezbaju (Philippou i sar., 2009). 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 Kkoncentraciji
serumskog kortizola praéeno i redukcijom nivoa IL-6.

Rezultati disertacije su ukazali da suplementacija magnezijumom dovodi do
porasta u bazalnim salivarnim koncentracijama testosterona, za koji se smatra da je
pouzdan marker biloSke raspoloZivosti testosterona i da odli¢no korelira sa slobodnim
testoteronom Kkoji je bioloSki aktivna forma ovog hormona (Arregger i sar., 2007).
Uoceno je da od duzine trajanja kao i intenziteta vezbanja, zavisi kakav ¢e biti fizioloski
odgovor organizma. Ukoliko se fizicka aktivnost izvodi u uslovima takmicenja, kao Sto je
utakmica, odgovor koji se javlja je daleko intenzivniji zbog toga Sto takmicenje
predstavlja izazovnu situaciju koju karakteriSu uzbudenje i strah od krajnjeg ishoda
(Passelergue i sar., 1995; Salvador i sar., 2003). Dejstvo magnezijuma na parametre
aktivnosti HPG osovine, moZe biti u vezi sa inhibitornim efektom koje magnezijum ima
na produkciju citokina, koji putem aktivacije HPA osovine, inhibiraju oslobadanje
gonadotropnog oslobadaju¢eg hormona, ¢ime sniZavaju sekreciju LH, s jedne strane, a s
druge deluju¢i na ciljna tkiva na nivou testisa, dovode do smanjene sekrecije
testosterona kao posledice smanjene osetljivosti na LH (Kyrou i Tsigos 2008; Maggio i
sar.,, 2011). Dok je nivo testosterona u kontekstu intenziteta i ucestalosti fizicke
aktivnosti, detaljno ispitivan, veoma mali broj studija bavio se pracenjem nivoa LH i
FSH. Neke od njih su pokazale da je izvodenje vezbi velikog intenziteta doprinelo
sniZenju nivoa testosterona tokom nodi, prac¢enog sniZzenom sekrecijom LH i pove¢anom
sekrecijom kortizola (Nindl i sar., 2001) Sto ukazuje da bi centralni mehanizmi
hipotalamo-hipofizne osovine mogli biti delimicno odgovorni za testikularnu
steroidogenezu. U ispitivanju (Hackney i sar., 1995) u okviru kog je praen uticaj
anaerobne i aerobne aktivnosti na reproduktivne hormone muskaraca, pokazano je da
se nivo FSH ne razlikuje znacajno od kontrolne grupe. Prema rezultatima ove disertacije
uoceno je da magnezijum ne utie znacajno na dinamiku promene LH i FSH u pre- i
post-kompetitivhom periodu. Rezultati disertacije ukazali su da je suplementacija
magnezijumom dovela do statisti¢ki znacajnog sniZenja u koncentraciji testosterona na
dan utakmice, dok se za salivarni testosteron, koji odgovara slobodnoj frakciji
testosterona, navece razlike uocavaju u postkompetitivnom periodu kada dolazi do
znacajnog sniZenja u nivou ovog hormona.

Grupa autora (Banfi i Del Fabbro 2007) sagledala je rezultate ispitivanja
hematoloskih parametara i posebno istakla znacaj njihovog odredivanja tokom cele
sezone takmicenja. Oni su kod ragbista i skijasa uocili sniZenje broja retikulocita, koje je
pratilo sniZenje u nivou hemoglobina, dok kod biciklista i fudbalera nisu uocene
znacajne promene. Efekat magnezijuma na hematoloSke parametre pracen je u studiji u
kojoj je ucestvovalo 30 tae-kvon-do takmicara (Cinar i sar., 2007), u mirovanju i nakon
velikog napora, koji su tokom Cetiri nedelje uzimali preparat magnezijuma. Pokazano je
da broj eritrocita i koncentracija hemoglobina, po zavrSenoj suplementaciji raste kod
obe grupe, dok rezultati ove disertacije nisu pokazali da suplementacija magnezijumom
utice na nivo hemoglobina i eritrocita kod ragbista.

[zvestan broj studija je pokazao da intenzivno fizicko veZbanje moZe uzrokovati
oksidativni stres koji za posledicu ima osStecenje DNK limfocita (Mastaloudis i sar., 2004;
Neubauer i sar., 2008) kao i dovesti do redukcije broja i funkcije limfocita. OStec¢enje



DNK na nivou perifernih ¢elija krvi je uglavnom posledica povecane produkcije
reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih metabolita, tokom i nakon intenzivnog veZbanja. Na
osnovu dosadasnhjih ispitivanja pretpostavljeno je da oksidativni stres predstavlja vezu
izmedu oSte¢enja DNK-a i inflamatornog odgovora koji je posledica vezbanja, kao i da je
efekat na stabilnost DNK uslovljen duzinom veZbanja i aktivno$¢u enzima koji vrse
reparaciju DNK (Reichhold i sar., 2009). Zastitni efekat koji magnezijum ima na
oksidativno oSte¢enje DNK dovodi kod ragbista do smanjenja nivoa srednjeg i teSkog
ostecenja DNK perifernih limfocita indukovanog vodonik peroksidom.
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E. Zakljucak

Podaci prezentovani ovom tezom pruzaju originalan doprinos boljem razumevanju
sveobuhvatnog uticaja magnezijuma na parametre aktivnosti hipotalamo-hipofizno-
nadbubrezne 1 hipotalam- hipofizno-gonadne osovine. U okviru ovog rada, paralelnim
ispitivanjem efekata kod fizicki aktivnih i neaktivnih musSkaraca doslo se do zanimljivih
saznja o uticaju magnezijuma na HPA-HPG interakciju. U prethodnim istrazivanjima
delimicno je ispitan uticaj magnezijuma na endokrine i hematoloSke parametre kod sportista,
ali za amaterske ragbi igrace ne postoje znacajni literaturni podaci.

Na osnovu iznetih rezultata i diskusije doneti su sledeci zakljucci:

Magnezijum ima ulogu u redukciji 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

Pokazano je da magnezijum utice na dinamiku promene ACTH i kortizola,a posebno
u danima pred utakmicu, kada se snizava osecaj napetosti i nelagodnosti koji prethodi
takmiCenju. Efekat magnezijuma na snizenje nivoa kortizola je nezavisan od fizicke
aktivnosti jer je uocen kod obe grupe ispitanika.

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 znac¢ajno ne menjaju

Magnezijumom dovodi do porasta T/C odnosa, kod obe grupe ispitanika, ¢ime se
povecava sposobnost pojedinca da kompenzuje Stetne efekte stresa, Sto je u korelaciji sa
rezultatima SCAT testa kod ragbista, po zavrSenoj suplementaciji.

Magnezijum povecava nivo bioloski aktivnog testosterona kod sedentarnih osoba
¢ime se moZe objasniti njegov pozitivan efekat na eritropoezu praden povecanjem broja



eritrocita, dok je kod fizicki aktivnih osoba ovaj efekat izostao, najverovatnije zbog redukcije
nivoa slobodnog testosterona u postkompetitivnom periodu. Dalja ispitivanja su potrebna da
bi se ovakav uticaj magnezijuma do kraja razjasnio.

Kako kod sedentarne tako i kod fizicki aktivne populacije ragbista suplementacija
magnezijumom dovodi do znacajnog smanjenja broja perifernih limfocita sa velikim
ostecenjem DNK Sto je posledica zastitnog efekta koji magnezijum ima na oksidativno
oste¢enje DNK, dok kod ragbista dovodi i do smanjenja srednjeg i teSkog oSteCenja DNK
perifernih limfocita indukovanog vodonik peroksidom.
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