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"Uticaj hroni¢nog intenzivnog treninga na parametre oksidativnog stresa i masnokiselinski

profil plazme i eritrocita kod sportistkinja"

1ZVOD

Intenzivna fizicka aktivnost utice na metabolizam lipida i masnih kiselina (MK), dovodi do
povecane potrosnje kiseonika u miSi¢ima 1 drugim tkivima §to vodi povecanoj produkciji
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i moze uticati na funkciju imunog sistema. Uticaj hroni¢nog
intenzivnog vezbanja na parametre oksidativnog stresa i masnokiselinski profil fosfolipida
kod aktivnih sportistkinja nije dovoljno ispitivan. Zbog toga je ova studija imala za cilj da
ispita MK profil fosfolipida plazme i eritrocita, parametre oksidativnog stresa, aktivnost
enzima antioksidativne zastite, kao i aktivnost monocita kao dela imunog sistema, kod dve
grupe aktivnih sportistkinja: vaterpolistkinja (n=15) 1 fudbalerki (n=19). Kontrolnu grupu
(n=14) su cinile zdrave devojke istih godina starosti koje se ne bave fizickom aktivnosc¢u.
Uprkos slicnom dijetarnom unosu, MK profil plazme pokazao je znatno veéi udeo
stearinske, oleinske i mononezasi¢enih masnih kiselina (MUFA) 1 znacajno nizi procenat
ukupnih i n-6 polinezasi¢enih MK (PUFA) kod fudbalerki u odnosu na vaterpolo i kontrolnu
grupu. Sa druge strane vaterpolistkinje su imale viSu procentualnu zastupljenost
palmitoleinske i1 arahidonske kiseline u odnosu na kontrolnu grupu. MK profil eritrocita
pokazao je znacajno veci procenat oleinske kiseline i MUFA kod fudbalerki u odnosu na
kontrolnu grupu, i smanjeni procenat stearinske kiseline uz viSi udeo palmitinske i
palmitoleinske kiseline kod vaterpolistkinja u odnosu na druge dve grupe. Obe grupe
sportistkinja su imale znacajno nizi procenat n-6 PUFA 1 ukupnih PUFA u poredenju sa
kontrolnom grupom. Procenjena aktivnost desaturaza i elongaza u eritrocitima takode je
promenjena kod sportistkinja.

Analiza parametara oksidativnog stresa pokazala je znacajno vec¢i ukupni antioksidativni
status u plazmi i veci stepen lipidne peroksidacije u eritrocitima kod sportistkinja u odnosu
na kontrolnu grupu. Koncentracija H>O; u plazmi bila je veca kod sportistkinja u odnosu na
neaktivne zene, ali su fudbalerke imale vis$i nivo H,O; i u odnosu na vaterpolistkinje. Sa
druge strane, koncentracija O, bila je najniza kod vaterpolistkinja a najviSa kod fudbalerki,

znacajno visa i u odnosu na kontrolnu grupu. Koncentracija NO, u plazmi bila je znacajno



viSa kod fudbalerki u odnosu na kontrolnu grupu. Aktivnost enzima antioksidativne zastite u
eritrocitima razlikovala se izmedu sportistkinja i kontrolne grupe. Tako je aktivnost katalaze
kod sportistkinja bila znac¢ajno viSa u odnosu na kontrolnu grupu, dok se aktivnost glutation-
peroksidaze nije razlikovala izmedu ispitivanih grupa. Aktivnost superoksid-dismutaze bila
je najvisa kod vaterpolistkinja, i nije se znacajno razlikovala izmedu fudbalerki i kontrolne
grupe. Analiza metabolicke aktivnosti mononuklearnih ¢elija periferne krvi pokazala je vecu
aktivnost mononuklearnih ¢elija kod sportistkinja, dok se produkcija O, i NO; u
mononuklearnim ¢elijama nije razlikovala izmedu ispitivanih grupa.

Nasi rezultati su pokazali da dugotrajna intenzivna fizicka aktivnost znacajno utie na
masnokiselinski profil fosfolipida plazme 1 eritrocita, parametre oksidativnog stresa,
aktivnost enzima antioksidativne zaStite, menja aktivnost mononuklearnih ¢elija periferne
krvi ali ne uti¢e na produkciju O,” i NO; u mononuklearnim ¢elijama. Zapazene razlike
izmedu grupa vaterpolistkinja i fudbalerki ukazuju da tip sporta igra znacajnu ulogu u

promenama u metablizmu kod sportistkinja.

Kljuéne reci: fosfolipidi, masne kiseline, fizicka aktivnost, vaterpolo, fudbal, sportistkinje,
slobodni radikali, enzimi antioksidativne zastite, mononuklearne ¢elije
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UDK broj: 577.115.3 (043.3)



"The effect of chronic intensive training on oxidative stress parameters and fatty acid

profiles of plasma and erythrocytes in female athletes"

ABSTRACT

Intensive physical activity affects metabolism of lipids and fatty acids (FA), increases
consumption of oxygen in muscles and other tissues that leads to increased production of
reactive oxygen species and can affect immune system. The effect of chronic intensive
exercise on parameters of oxidative stress and phospholipids FA composition in elite female
athletes has not been studied extensively so far. Thus the aim of this study was to investigate
FA profiles in plasma and erythrocytes phospholipids, parameters of oxidative stress,
activity of antioxidative enzyme system and activity of monocytes as a part of immune
system in two groups of active female athletes: water polo (n=15) and football (n=19)
players. The control group was composed of 14 apparently healthy age-matched sedentary
women. In spite of similar dietary patterns, plasma FA profile in the football players showed
significantly higher proportion of stearic acid, oleic acid and monounsaturated FA (MUFA),
and significantly lower proportion of total and n-6 polyunsaturated FA (PUFA) than the
water polo and control group. The water polo players had higher percentages of palmitoleic
acid and arachidonic acid than the control subjects. Erythrocyte FA profile differed among
groups. We found significantly higher proportion of oleic acid and MUFA in the football
group than in the controls, and decreased stearic acid and elevated palmitic and palmitoleic
acid in the water polo players than in the other two groups. Both groups of athletes had
significantly lower percentages of n-6 PUFA and total PUFA compared to the controls. The
estimated activities of elongase and desaturases in erythrocytes were also altered in the
athletes.

Analysis of oxidative stress parameters showed significantly higher plasma total antioxidant
status and higher lipid peroxidation in erythrocytes of the athletes than in the controls.
Concentration of H,O, in plasma was higher in the athletes compared with sedentary
women, but also higher in football than in the water polo players. On the other hand, level of
0,” was the lowest in water polo players and the highest in the football group.

Concentrations of both O,” and NO,  were significantly higher in the football than in the



control group. Catalase activity was significantly higher in the athletes that in sedentary
women, while glutation peroxidase activity was similar in all groups. Superoxide-dismutase
activity was higher in the water polo group than in the other two groups. Furthermore,
metabolic activity of peripheral blood mononuclear cells was higher in the athletes, and
production of O,” i NO," in mononuclear cells did not differ among the studied groups.

Our results have shown that long-term, intense physical training significantly affected FA
status of plasma and erythrocyte phospholipids, oxidative stress and antioxidant enzyme
activity in women. It aso changes metabolic activity of mononuclear cells but not the
production of O,” i NO, in mononuclear cells. The observed differences between the water
polo and the football players suggest that the type of regular training may contribute to the
altered metabolism in athletes.

Key words. phospholipids, fatty acids, physical activity, water polo, football, female athl etes,
free radicals, antioxidant enzymes, mononuclear cells

Scientific field: biology

Specia topic: physiology

UDK number: 577.115.3 (043.3)



LISTA SKRACENICA

AA-arahidonska kiselina

ANOVA-analiza varijanse

ALA-a linoleinska kiselina

ATP-adenozin trifosfat

BHT-butilovani hidroksitoluen

BMI-indeks telesne mase (engl. body mass index)
CAT- katalaza

cGMP-cikli¢ni guanozin monofosfat

CoA- koenzim A

COX-ciklooksigenaza

CPT-1- karnitin palmitoil-transferaza-1

CRP-C reaktivni protein
DHA-dokozaheksaenska kiselina
DPA-dokozapentaenska kiselina
EPA-eikozapentaenska kiselina

FFA-slobodne masne kiseline (engl. free fatty acid)
FL-fosfolipidi

GLC-gasno te¢na hromatografija

GR- glutation reduktaza

GSH- glutation

GSH-Px- glutation peroksidaza

GST- glutation S-transferaza

HDL-lipoproteini velike gustine

HOL-holesterol

IL- interleukin

INFy-interferon gama

LA-linolna kiselina

LC PUFA-dugolancane polinezasi¢ene masne kiseline-(eng/. long chain polyunsaturated
fatty acid)

LDL-lipoproteini male gustine



LPS-lipopolisaharid

LT- leukotrijeni

MDA -malondialdehid

MK- masne kiseline

MUFA-mononezasi¢ene masne kiseline

NADPH-nikotinamid adenine dinukleotid fosfat (redukovana forma)
NAD'- nikotinamid adenin dinukleotid (oksidovana forma)
NBT- engl. nitro blue tetrazolium

NOS- azot oksid sintaza (engl. nitric oxide synthase)
PBS-fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline)

PG- prostaglandini

PMA-engl. phorbol myristate acetate

PUFA-polinezasi¢ene masne kiseline

ROS- reaktivne vrste kiseonika (engl. reactive oxygen species)
RNS- reaktivne vrste azota (engl. reactive nitrogen species)
SDS-natrijum dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)
SFA-zasi¢ene masne kiseline

SOD- superoksid dismutaza

TAS-ukupni antioksidativni status (engl. total antioxidant status)
TCA-trihlorsiréetna kiselina

TG-trigliceridi

TLC-tankoslojna hromatografija

TNF-a- engl. tumor necrosis factor-o

TX- tromboksani

UH- ugljeni hidrati
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1.UVOD

Lipidi predstavljaju heterogenu grupu organskih jedinjenja ¢ija je zajednicka
karakteristika nerastvorljivost u vodi. Uloga lipida u organizmu je viSestruka. Oni
predstavljaju izvore energije, strukturne i funkcionalne elemente ¢elijske membrane, izvore
esencijalnih masnih kiselina 1 nosace liposolubilnih vitamina. Prema hemijskom sastavu
lipidi se dele na proste 1 slozene. Prema naelektrisanju lipidi se dele na neutralne gde
spadaju trigliceridi, holesterol i holesterol-estri; 1 polarne gde spadaju fosfolipidi i
glikolipidi. Osnovna bioloSka uloga triglicerida u organizmu je da sluze kao efikasan izvor
energije. Holesterol, kao najrasprosranjeniji steroid u organizmu, vazan je sastojak bioloskih
membrana i prekursor je steroidnih hormona i zucnih kiselina. Fosfolipidi su integralni
delovi bioloskih membrana i imaju ¢itav niz esencijalnih funcija (Dowhan 1 Bogdanov,
2002).

Zbog ovako kompleksne uloge u organizmu, lipidi su konstantno u fokusu naucnih

istrazivanja.

1.1. BioloSki znacaj fosfolipida

Fosfolipidi (FL) su slozeni lipidi, ¢iji se molekuli sastoje iz alkohola (glicerola ili
sfingozina), masnih kiselina, fosforne kiseline i azotne baze. Zavisno od vrste alkohola koji
sadrze dele se u dve velike grupe:

. Glicerofosfolipide (sadrze glicerol) 1

. Stingofosfolipide (sadrze sfingozin)

Fosfolipidi su amfipati¢ni molekuli. Njihov hidrofobni (nepolarni) deo predstavljaju lanci
masnih kiselina (MK), a hidrofilni (polarni) deo je fosforilisani alkohol. Ovakva priroda
omogucava stvaranje fosfolipidnog dvosloja u c¢elijskim membranama i fosfolipidnog
omotaca na povrsini lipoproteinskih cestica. Hidrofilni kraj PL okrenut je ka vodenom
miljeu, a hidrofobni masnokislinski rep ka nepolarnoj unutrasnjosti dvosloja (Dowhan i

Bogdanov, 2002) (slika 1).
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Kao esencijalan deo svih bioloskih membrana, FL. omogucavaju odrzavanje njenog
integriteta, kao 1 ¢itav niz esencijalnih funkcija (Nelson i Cox, 2005):

. fluidnost i propustljivost membrane;
. prenos signala hormona i citokina;
. regulacija aktivnosti citokina;
. influks Ca?'.

Ove funkcije FL se zasnivaju na svojstvu da mogu preci iz gel stanja (u kom su ¢vrsto
upakovani) u sol stanje (te¢no kristalno), koje uslovljava njihovu veliku mobilnost - lateralnu
difuziju, rotaciju oko svoje ose, kao i kretanje izmedu spoljaSnjeg i unutrasnjeg sloja (tzv.
flip-flop mehanizam) na tranzicionoj temperaturi. Tranziciona temperatura membranskih
fosfolipida je u funkciji njihovih polarnih grupa, duzine ugljovodonikovog lanca masnih
kiselina, njihove nezasi¢enosti (Sto je kraé¢i lanac masnih kiselina i njihova ve¢a nezasi¢enost
to je niza tranziciona temperatura), kao i sadrzaja holesterola u membrani (Macfarlane i sar.,
2008). Holesterol je prisutan u plazma membrani eukariotskih c¢elija u koli¢inama
ekvimolarnim svim membranskim fosfolipidima (u membranama organela eukariota ga ima
manje), a njegova osnovna uloga je kontrola fluidnosti membrana. On uleze medu lance

masnih kiselina fosfolipida i onemogucava njihovu kristalizaciju na niskim temperaturama, a



takode stericki ometa velike pokrete lanaca masnih kiselina smanjujuéi pri tome fluidnost.
OdrZavanje membrane u poluévrstom stanju je od najveée vaznosti za odrzavanje
nesmetanog transmembranskog transporta (Dowhan 1 Bogdanov, 2002).

Metabolizam FL predstavlja dinamican proces sinteze, razgradnje i obnavljanja
membrana. U Celijskoj membrani FL su asimetricno poredani- kiseli su lokalizovani na
unutrasnjoj strani membrane, a neutralni na njenoj spoljnoj strani i u stalnoj su dinamickoj
ravnotezi sa FL seruma. Stoga, nivo FL seruma i njihovih frakcija (fosfatidilholina,
fosfatidiletanolamina, sfingofosfolipida i lizofasfatidilholina) predstavlja ,,ogledalo* stanja
membranskih FL (Nikolaidis i Mougios, 2004; Kent, 1995; Macfarlane i sar., 2008).

Sastav masnih kiselina fosfolipida reflektuje tip masti unetih ishranom i koristi se kao
biohemijski parametar za prac¢enje unosa masnih kiselina. Medutim, promene u metabolizmu
lipida, kod razlicitih fizioloskih 1 patoloskih stanja, takode uticu na kvalitativni i
kvantitativni odnos masnih kiselina fosfolipida.

Fluidnost membrane odreduju pre svega fosfolipidi odnosno duzina, nezasi¢enost i
prostorna izomerija polinezasi¢enih masnih kiselina koje ulaze u njihov sastav ( Laposata,
1995; Stubbs i Smith, 1984). Promena fluidnosti membranskih lipida ima uticaja na razlicite
procese u ¢eliji ukljucujuci i aktivnosti membranskih enzima (adenilciklaze, 5-nukleozidaze,
Na',K"ATPaze). Utvrdeno je da se sinteza triglicerida u Celiji razlikuje u zavisnosti od
masnokiselinskog profila membrana. Povecana zastupljenost n-3 masnih kiselina inhibira
sintezu triglicerida. Inhibicija sinteze triglicerida mogla bi se ostvariti i direktno preko
kontrole transkripcije lipogenih enzima. Zastupljenost polinezasi¢enih masnih kiselina u
membrani poveéava aktivnost Na',K ' ATPaza i uti¢e na H' transport u mitohondrijama $to bi
moglo predstavljati mehanizam kojim promene masnokiselinskog profila utiCu na
metaboli¢ku aktivnost. Na aktivnost Na" K ATPaze odlazi oko 20 % potro$nje energije
bazalnog metabolizma, a veéa propustljivost za H' jone takode dovodi do povecane
potros$nje energije. Dijetne intervencije koje dovode do promena u membrani ukljucuju
promene u sadrzaju holesterola, odnosu holesterola i fosfolipida, distribuciji fosfolipidnih
klasa, kao i tipu masnih kiselina u fosfolipidima membrana. Promene u zasi¢enosti MK
membrane takode dovode do promena u membranskoj fluidnosti. Membrane koje imaju

manji indeks nezasi¢enosti sa velikim procentom zasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidima



imaju manju fluidnost u odnosu na membrane sa velikim indeksom nezasi¢enosti (Laposata,

1995; Stubbs 1 Smith, 1984).

1.2. Masne kiseline

Masne kiseline se u organizmu nalaze u dva oblika: slobodne ili neesterifikovane
(engl. free fatty acids, FFA) 1 esterifikovane. U plazmi FFA (5% od ukupnih masnih
kiselina prisutnih u krvi) su reverzibilno vezane pre svega za albumin, a u manjoj meri za
globuline i lipoproteine. Najveci deo MK u cirkulaciji (95%) je esterifikovan, vezan u obliku
triglicerida (45%), holesterol-estara (15%) 1 fosfolipida (35%) (Simopoulos, 1999). U Tabeli
1. prikazane su najvaznije MK prisutne u mastima zivotinjskog porekla.

Masne kiseline, u zavisnosti od odsustva ili prisustva dvogubih veza, mogu biti
zasi¢ene 1 nezasi¢ene. Prema broju dvogubih veza nezasicene MK mogu biti
mononezasic¢ene i polinezasi¢ene. Prema geometrijskoj izomeriji nezasi¢ene masne kiseline
se mogu pojaviti u dva oblika cis i trans. Trans masne kiseline nastaju:

. u procesu hidrogenizacije nezasi¢enih masnih kiselina u biljnim uljima pri
proizvodnji margarina i drugih ¢vrstih masnoca,

. u procesu rafinisanja biljnih ulja (koja sadrze nezasicene masne kiseline) pri
visokim temperaturama i pri zagrevanju ulja na visokim temperaturama pri przenju hrane,

. u procesu hidrogenizacije nezasi¢enih masnih kiselina od strane bakterija u
probavnom traktu preZivara.

Obzirom da se trans masne kiseline nalaze u Cesto upotrebljavanim namirnicama,
uobicajenom ishranom ih nije moguce u potpunosti izbe¢i. Smatra se da visok unos trans
masnih kiselina predstavlja znacajan faktor rizika za aterosklerozu i koronarne bolesti srca
jer snizava nivo HDL-holesterola a povecava nivo LDL-holesterola (Mensink, 1990).
Koli¢ina unetih #rans masnih kiseina varira u zavisnosti od geografskog podrucja. Literaturni
podaci se razlikuju, ali se uopSteno moze re¢i da je unos najmanji u mediteranskim
zemljama, dok je u zemljama Evropske Unije i Amerike veci. Konfiguracija dvogubih veza
kod nezasi¢enih MK u prirodi uvek je cis (Nikolaidis i Mougios, 2004; Macfarlane i sar.,
2008). U fizioloskim uslovima masne kiseline su u jonizovanom obliku (Nikolaidis i

Mougios, 2004; Macfarlane i sar., 2008).



U bioloskim sistemima MK obi¢no sadrze paran broj ugljenikovih atoma najcescée od
14-24, pri ¢emu su najzastupljenije masne kiseline sa 16 i 18 C atoma. Kod Zivotinja lanac
masnih kiselina gotovo je bez izuzetka nerazgranat (Macfarlane i sar., 2008). Kod
polinezasi¢enih masnih kiselina dvogube veze su odvojene barem jednom metilenskom
grupom (Nikolaidis i Mougios, 2004; Macfarlane i sar., 2008).

Tabela 1. Najvaznije MK u zivotinjskim mastima

Masne kiseline

Trivijalni naziv : Hemijski naziv . Skracena oznaka

Zasicene masne Kiseline (SFA)

buterna 1 Butanska ' 4:0
kapronska . Heksanska L 6:0
kaprilna . Oktanska . 8:0
kaprinska ' Dekanska ' 10:0
laurinska I dodekanska o 12:0
miristinska | tetradekanska L 14:0
palmitinska . heksadekanska L 16:0
stearinska . oktadekanska . 18:0
arahinska i eikozanska L 20:0
behenska ! dokozanska ! 22:0
lignocerinska 1 tetrakozanska 1 24:0
Mononezasi¢ene masne Kiseline (MUFA)

palmitoleinska | cis-9-dekaenska : 16:1, n-7
oleinska . cis-9-oktadekaenska . 18:1,n-9
vakcenska . cis-11-oktadekaenska . 18:1,n-7
gadoleinska ' cis-9-eikozaenska ' 20:1, n-7
Erucna 1 cis-13-dokozenska o 22:1,n-9
cetoleinska \  cis-11-dokozenska . 22:1,n-11
nervonska . cis-15-tetrakozaenska . 24:1,n-9
Polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA)

Linolna I cis-9,12-oktadekadienska ' 18:2, n-6
v-linolenska | cis-6,9,12-oktadekatrienska | 18:3, n-6
a-linolenska \ cis-9,12,15-oktadekatrienska . 18:3,n-3
dihomo-y-linolenska | cis-8,11,14-eikozatrienska . 20:3,n-6
arahidonska | cis-5,8,11,14-eikozatetraenska ' 20:4, n-6
eikozapentaenska ! cis-5,8,11,14,17-eikozapentaenska ! 20:5, n-3
dokozapentaenska 1 cis-7,10,13,16,19-dokozapentaenska 1 22:5,n-3
dokozaheksaenska | cis-4,7,10,13,16,19-dokozaheksaenska |, 22:6, n-3




1.2.1. Sinteza masnih Kiselina

Sinteza masnih kiselina odvija se u jetri, masnom tkivu, plu¢ima, mozgu. Prekursor
svih C atoma u MK je acetil-CoA koji nastaje oksidativnom dekarboksilacijom piruvata,
razgradnjom aminokiselina i B-oksidacijom MK. Pocetna faza sinteze MK predstavlja
sintezu malonil-CoA koji nastaje karboksilacijom acetil-CoA u prisustvu acetil-CoA
karboksilaze. Nakon toga sledi niz od 4 reakcije: elongacija, redukcija, dehidratacija 1
ponovna redukcija koji vodi sintezi butiril-ACP. Naime, najpre se acetil-CoA 1 malonil-CoA,
u prisustvu acetil/malonil CoA-ACP transacilaze vezu za acil noseéi protein (engl. Acyl
carrier protein-ACP) pri ¢emu nastaju acetil-ACP i malonil-ACP. U reakciji acetil-ACP i
malonil-ACP koju katalizuje acil-malonil sintaza nastaje acetoacetil-ACP. Acetoacetil-ACP
se uz pomo¢ NADPH i enzima B-ketoacil-ACP reduktaze redukuje do D-B-hidroksibutiril-
ACP. Sledi proces dehidratacije u prisustvu p-hidroksiacil-ACP dehidrataze u kome nastaje
a,B-trans butenoil-ACP. U prisustvu NADPH i enzima enoil-ACP-reduktaze nastaje butiril-
ACP. U sledec¢em nizu reakcija butiril-ACP reaguje sa malonil-ACP i ciklus se ponavlja.
Sinteza MK se nastavlja do palmitoil-ACP (ukupno 7 ciklusa) kada se pod dejstvom
tioesteraze oslobada palmitat.

Svi enzimi koji ucestviju u sintezi MK povezani su u jedan polipeptidni lanac, sa 7
razli¢itih domena, kojeg nazivamo sintaza masnih kiselina (engl. Fatty acis syntase-FAS).
FAS omogucava sintezu MK do 16 C atoma.

MK sa veé¢im brojem C atoma se sintetiSu pomocu enzima endoplazmati¢nog
retikuluma. Elongacija se nastavlja reakcijom malonil-CoA i acil-CoA, a zatim slede reakcije
redukcije, dehidratacije i ponovne redukcije (Cook i McMaster, 2002) koje vode elongaciji
lanca MK.

Nezasicene masne kiseline se sintetiSu u prisustvu enzima acil-CoA desaturaza.
Konverzija zasi¢enih u mononezasi¢ene masne kiseline se vrsi u jetri, kao najvaznijem
organu, pod dejstvom kljuénog enzima stearil-CoA desaturaze (A9 desaturaze) koji vrsi
inserciju dvogube cis veze na A9 poziciji pri ¢emu iz stearil-CoA nastaje oleil-CoA, a iz
palmitoil-CoA nastaje palmitoleil-CoA (Kim i Ntambi, 1999). Na taj nacin se iz SFA
palmitinske (16:0) 1 stearinske (18:0) kiseline dobijaju MUFA palmitoleinska (16:1 n-7) 1
oleinska kiselina (18:1 n-9).



Pored ovih enzima u endoplazmati¢nom retikulumu se nalaze kompleksni sistemi desaturaza
A6 1 AS odgovornih za stvaranje dvostrukih veza u dugolan¢anim masnim kiselinama. Pod
dejstvom ovih desaturaza nastaju metaboliti linolne i a-linoleinske kiseline (slika 2 1 3).
Desaturacija linolne i a-linolenske kiseline deSava se pod dejstvom A6 desaturaze, dok je
brzina desaturacije dihomo-y-linolenske (20:3n-6) i arahidonske kiseline (20:4n-6) odredena
aktivno$¢éu AS desaturaze (Benatti i sar., 2004). Sinteza DHA (22:6n-3) odvija iz 22:5n-3
putem dve sukcesivne elongacije, koju prate A6 desaturacija 24:5n-3 u 24:6n-3, a potom

retrokonverzija do DHA (Marzo i sar., 1999; Marzo i sar., 1996).

linolna kiselina  9,12-18:2 iz hrane
AB- dematuraz{
v-linolenska kiselina6.9,12-15:3
elongaza l
dihomao-r linolenska 8,11,14-20:3 ——= prostaglandin PG,
AE-dEE;aturazal

staglandin PG5
arahidonska 581114-204 ——= prostagiandin =

kiselina l
elongaza
7.101316-22:4
elongaza l
9.1215.18-244
lG-dEEE‘turEZEI

6,912.15,18-24:5

retrokonverzija l

471013,16-225

Slika 2. Biosinteza polinezasi¢enih masnih Kiselina n-6 familije



o-linolenska 91215183 iz hrane
JE-dESETUFEZEl

6.9.1215-184
elungazal

811,14 17-204

JE-dEEEturazal
EPA 58.11.1417-20:56 —= prostaglandin PG,

elongaza l

710.13.16.19-225 _Ad-desaturaza _ ;74043 1619226

mikroalge DHA
elongaza

§512,15,18,21-24:5

JE-deaaturazal EPA-eikozanopentaenska kiselina

6.912 15 18 21-24 DHA-dokozatetraenska kiselina

retrokonve rzijal

DHA 471013,16.19-226

Slika 3. Biosinteza polinezasi¢enih masnih kiselina n-3 familije

Ki¢menjaci nemaju A12 1 A15 desaturaze odgovorne za konverziju oleinske kiseline u
linolnu 1 a-linolensku kiselinu. Stoga nisu u moguénosti da sintetiSu polinezasi¢ene n-6 i n-3
MK de novo (Hastings i sar., 2001), ve¢ se moraju unositi hranom. Esencijalne masne

kiseline su linolna 1 a-linolenska kiselina.

1.2.2. Razgradnja masnih kiselina

MK su hemijski relativno inertne i da bi se povecala njihova reaktivna sposobnost
neophodno je da se pod dejstvom enzima acil-CoA sintetaze i utroSak ATP-a u procesu

oksidativne fosforilacije prevedu u tioestre, jedinjenja bogata energijom koja poseduju visok



potencijal za prenos grupa. Proces aktivacije MK katalizuje acil-CoA sintaze (tiokinaze), pri
¢emu najpre nastaje acil-adenilat anhidrid a zatim acil-CoA. Obzirom da se proces, [-
oksidacije MK se odvija u mitohondrijalnom matriksu, acil-CoA nastao u citoplazmi na
spoljasnjoj mitohondrijalnoj membrani, mora biti transportovan u matriks mitohondrija. Za
prolaz aktivirane MK kroz unutra$nju mitohondrijalnu membarnu neophodan je karnitin. U
medumembranskom prostoru mitohondrija acil-CoA reaguje sa karnitinom u prisustvu
enzima karnitin aciltransferaze I pri ¢emu nastaje acil-karnitin. Acil-karnitin se zahvaljujuci
translokazi koja se nalazi u unutrasnjoj mitohondrijskoj membrani prenosi u mitohondrijalni
matriks uz istovremeni prenos karnitina iz matriksa u medumembranski prostor. U matriksu
acil-karnitin reaguje sa CoA u prisustvu karnitin aciltransferaze II i tako nastaje acil-CoA i
oslobada se karnitin (Kerner i Hoppel, 2000). Acil-CoA u mitohondrijalnom matriksu
podleze procesu B-oksidacije.

Proces B-oksidacije MK odvija se kroz 4 reakcije: prva reakcija je oksidacija acil-CoA,
pomoéu enzima acil-CoA dehidrogenaze pri emu nastaje trans-A’-enoil-CoA. Slede¢i korak
je hidratacijom dvostruke veze, u prisustvu enoil-CoA-hidrataze i stvarnje se L-3-
hidroksiacil-CoA. Dehidrogenizacijom [B-hidroksiacil-CoA, pomocu L-3-hidroksilacil-CoA
dehidrogenaze nastaje B-ketoacil-CoA. Poslednji korak je raskidanje Ca-Cg veze u reakciji
tiolize (Claisen estarskim cepanjem), pomocu tiol-grupe drugog molekula CoA, u prisustvu
B-ketoacil-CoA-tiolaze 1 formiranje acetil-CoA i1 novog acil-CoA, koji sadrzi 2C atoma
manje nego pocetni (Macfarlane, 2008).

Mitohondrija sadrzi 3 acil-CoA-dehidrogenaze specificne za kratke, srednje i
dugolancane MK-acil-CoA. Reakcija katalizovana ovim enzimom ukljucuje uklanjanje
protona sa Ca i transfer vodonikovog jona sa Cgna FAD. Rezultuju¢i FADHj; se reoksiduje u
mitohondrijalnom elektron transportnom lancu.

Svaki krug oksidacije MK produkuje jedan NADH, jedan FADH, jedan acetil-CoA.
Oksidacija acetil-CoA u ciklusu limunske kiseline generiSe dodatno jedan FADH, i tri
NADH koji se reoksiduju kroz oksidativnu fosforilaciju uz stvaranje ATP-a.

U slucajevima poviSene lipolize, kao $to se deSava u neregulisanom dijabetes melitusu
ili prekomerenom gladovanju, molekuli acetil-CoA reaguju gradeci acetoacetil-CoA iz kog
se u Lynenn-ovom ciklusu ketogeneze stvaraju ketonska tela (acetoacetat, hidroksibuterna

kiselina i aceton).



Proces f-oksidacije odvija se i u peroksizomima na odvojen i nezavisan nacin, i ima
sasvim drugaciju ulogu u odnosu na opisan nacin u mitohondrijama. MK u peroksizomima
ne podlezu oksidativnoj fosforilaciji 1 predstavljaju glavni izvor acetil jedinica neophodnih
za sintezu novih MK u procesu elongacije. Uloga ovog sistema je u obezbedivanju
homeostaze esencijalnih polinezasicenth MK u organizmu neophodnih za sintezu

membranskih lipida (Lee i sar., 1998).

1.2.3. Bioloski znacaj zasi¢enih masnih kiselina

Zasi¢ene masne kiseline (engl. Saturated fatty acids-SFA) mogu biti kratkolancane,
srednjelancane i1 dugolancane. lako u sastav membranskih 1 serumskih FL ulaze samo
dugolancane zasi¢ene MK, od bioloSkog znacaja su i kratkolancane. Zasi¢ene MK mogu
razli¢ito uticati na zdravlje ljudi (Grandy, 1994; Thormar i sar., 1994; German, 1999;
Mensink i sar., 2003). Tako na primer buterna kiselina (C4:0) pozitivno deluje na ljudsko
zdravlje, jer je dobro poznat modulator genske funkcije i ima ulogu u prevenciji
kancerogenih oboljenja (German, 1999). Kaprilna (C8:0) i kaprinska (C10:0) kiselina mogu
imati antiviralnu aktivnost (Thormar i sar., 1994). Laurinska kiselina (C12:0), osim
antiviralne, moze imati i1 antibakterijsku aktivnost (Sun i sar., 2002) i moze delovati kao
agens protiv karijesa (Schuster i sar., 1980). Sa druge strane, laurinska, miristinska i
palmitinska kiselina imaju negativan efekat na zdravlje, jer deluju izrazito aterogeno i
trombogeno. Ove masne kiseline su zastupljene najvise u hrani zivotinjskog porekla.

Dugolanc¢anim zasi¢enim MK bogate su masti Zivotinjskog porekla. Pove¢an unos ovih
MK dovodi do povecenja nivoa ukupnog i LDL holesterola sto moze dovesti do povecanja
telesne tezine, gojaznosti i sr¢anih oboljenja. Stearinska kiselina se dugo smatrala masnom
kiselinom koja deluje proaterogeno i povecava rizik za kardiovaskularne bolesti. Medutim,
novija istrazivanja su pokazala da stearinska kiselina ne povecava nivo holesterola i nije
aterogena (Grandy, 1994; Thormar 1 sar., 1994; German, 1999; Mensink i sar., 2003) ve¢ ¢ak
ima protektivni efekat na proces ateroskleroze (Kelly i sar., 2001). Takode pokazano je da
stearinska kiselina ima antikancerogeni efekat time $to indukuje apoptozu u ¢elijama tumora

(Evans i sar., 2009).
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1.2.4. Bioloski zna¢aj mononezasi¢enih masnih kiselina

Mononezasi¢ene masne kiseline (engl. monounsaturated fatty acids-MUFA) koje ulaze
u sastav FL su palmitoleinska i oleinska kiselina. U ishrani glavni izvor nezasi¢enih MK je
maslinovo ulje. Preko 92% unetih MUFA hranom c¢ini oleinska kiselina (Kris-Etherton,
1999). Osim maslinovog ulja, bogat izvor oleinske kiseline su i ulje od repice, masno meso,
slanina, mleko i mle¢ni proizvodi, koStunjavo voce i avokado (Vuci¢ i sar., 2012). U
cirkulaciji se prenosi vezana za albumin. Transport kroz c¢elijske membrane vrSi se
olakSanom difuzijom i pasivnim flip-flop mehanizmom (Stump i sar, 2001). Oleinska
kiselina ima ¢itav niz bioloski vaznih uloga. Ona snizava nivo ukupnog i LDL holesterola u
organizmu. Uzrokuje kvantitativne promene u LDL Cesticama i Cini ih rezistentnijim na
oksidativhu modifikaciju (Haug 1 sar., 1992). Osim toga, oleinska kiselina dovodi do
snizavanja nivoa triglicerida u organizmu (Haug i sar., 1992), smanjuje rizik od koronarnih
arterijskih oboljenja (Mensink i sar., 2003). Postoje indikacije da ima i protektivni efekat na
razvoj maligniteta (Ip, 1997). Smatra se da je oleinska kiselina najznacajniji faktor
blagotvornog efekta mediteranskog nacina ishrane, za koji je pokazano da snizava rizik od
kardiovaskularnih 1 neurodegerativnih bolesti. Integrisana u sastavu membranskih
fosfolipida, oleinska kiselina reguliSe fluidnost ¢elijske membrane, reguliSe aktivnost niza
enzima, ukljucujuéi i1 desaturaze, efikasnost transmembranskog transporta 1 receptorsku

aktivnost, deluje na transukciju signala i gensku ekspresiju (Kris-Etherton, 1999).

1.2.5. Bioloski zna¢aj polinezasi¢enih masnih kiselina

Linolna kiselina (LA, 18:2 n-6) i a-linolenska kiselina (ALA, 18:3 n-3) su esencijalne
masne kiseline koje se moraju uneti u organizam putem ishrane (Haug 1 sar., 2007). LA je
prekursor n-6 serije polinezasi¢enih MK (engl. Polyunsaturated fatty acid-PUFA) dok je
ALA prekursor n-3 serije. One podlezu procesima elongacije i desaturacije i zahvaljujuci
posebnom enzimskom sistemu produkuju se n-6 i n-3 dugolan¢ane masne kiseline (engl.
Long-chain polyunsaturated fatty acid- LC PUFA) u organizmu. Dok se dijetarne LA i ALA
nalaze prvenstveno u biljnim uljima, dugolan¢ane masne kiseline mogu biti konzumirane i iz
hrane Zivotinjskog porekla (Haug i sar., 2007). PUFA u organizmu imaju ¢itav niz veoma

bitnih bioloskih funkcija: regulacija rasta i razvoja organizma, razvoj retine i mozdanih
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funkcija, regulacija imunog odgovora, uticaj na kancerogenezu (Benatti i sar., 2004).
Znacajnost LC PUFA povezana je sa njihovom strukturnom ulogom, njihovim specificnim
interakcijama sa membranskim proteinima, i njihovom sposobnos¢u da sluze kao prekursori
sekundarnih glasnika. Dugolan¢ane n-6 i n-3 masne kiseline sintetiSu se iz LA i ALA u
prisustvu istog enzimskog sistema mikrozomalnih desaturaza i elongaza pri ¢emu je A6
desaturaza mera tj. kontrolni korak u ovom procesu. Afinitet A6 desaturaze je najveci za
ALA, manji za LA 1 najmanji za oleinsku kiselinu i zbog toga se desaturacija i elongacija n-9
PUFA deSava pri kombinovanom deficitu n-3 i n-6 PUFA (Carnam i Beare-Rogers, 1988).
Afinitet A6 desaturaze opada od n-3>n-6>n-9. Ljudski organizam konvertuje ALA do
eikozapentaenske kiseline (EPA) i DHA, ali je kapacitet za ovu konverziju limitiran.
Neumereno unoSenje n-6 masnih kiselina moze redukovati elongaciju i desaturaciju ALA i
time dovesti do deficita n-3 masnih kiselina. Zbog toga je izbalansirani unos n-6 i n-3
masnih kiselina veoma vazan za optimalni funkcionisanje organizma. Najce$¢i metabolicki
odgovor na deficit n-3 PUFA je kompezatorno povecanje n-6 masnih kiselina, a pre svega
dokozapentaenske (DPA 22:5 n-6) koja se takode sintetiSe u prisustvu desaturaza i elongaza
(Van Houwelingen i sar., 1996). Medutim, uloga PUFA n-3 i n-6 serije je razli¢ita, a nekada
i sasvim suprotna. Masne kiseline eikozapentaenska (EPA n-3) i arahidonska (AA n-6)
kiselina su prekursori lipidnih medijatora tzv. eikozanoida gde spadaju prostaglandini (PG),
tromboksani (TX) i leukotrijeni (LT). Eikozanoidi se sintetiSu iz MK sa 20 C atoma EPA i
AA u prisustvu enzima cikooksigenaze 1 1 2 pri ¢emu nastaju PG 1 TX, dok u prisustvu
lipooksigenaze LT. Eikozanoidi su regulatorni molekuli koji imaju autokrino ili parakrino
dejstvo. Oni menjaju aktivnost Celija u kojima su sintetisani ili susednih Ccelija.
Prostaglandini stimuliSu inflamaciju, reguliSu protok krvi u odredenim organima, kontroliSu
transport jona kroz membranu. Tromboksani su vazokonstriktori i veoma jaki hipertenzivni
agensi koji olakSavaju agregaciju trombocita. Medutim, razli¢ite serije eikozanoida sintetiSu
se iz EPA 1 AA imaju sasvim razli¢ito dejstvo u organizmu. Tako PGE-2 i LTB-4 koji se
sintetiSu iz AA kao odgovor na povrede i stres 1 imaju snazno proinflamatorno dejstvo, dok
PGE-3 i LTB-5 sintetisani iz EPA moduliraju efekat PGB-2 i LTB-4, obi¢no na istim ciljnim
¢elijama. Derivati EPA se fomiraju sporije u odnosu na derivate AA ali slabe njihov efekat,
Stite¢i tako organizam od sréanog i mozdanog udara, ali i od inflamatornih bolesti kakve su

lupus, artritis i astma (Calder, 2003). Osim toga, EPA preko svojih mono- i trihidroksi
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derivata suzbija proizvodnju proinflamatornih citokina kao sto su IL-1p, TNF-a. Shodno
tome, jedna od veoma vaznih funkcija n-3 PUFA je antiinflamatorno dejstvo (Simopoulos,
2002; Calder i Yaqoob, 2009).

Poremecaj nivoa PUFA i odnosa n-6/n-3 PUFA u organizmu ucestvuje u nastanku niza
inflamatornih (astma) i autoimunih oboljenja (reumatoidni artritis, Sjegnerov sindrom,
psorijaza, Kronova bolest), neuroloskih i psihijatrijskih oboljenja (multipla skleroza,
Alchajmerova bolest, Sizofrenija), metabolickih i endokrinih (dijabetes melitus, gojaznost),
hroni¢nih neinflamatornih oboljenja (ciroza jetre, bubrezna insuficijencija) kao i malignih
oboljenja (Fernandes i Venkatraman, 1993; Finstad i sar., 1994; Herrocks i Yeo, 1999;
Josyla i Schut 1999; Liu i sar., 2001; Mukutmoni-Norris i sar., 2000; Nair i sar., 1997;
Siddiqiu i sar., 2001; Simopoulos, 1991; Weneger i sar., 1999; Yaqoob i sar., 1994).

1.3. Fizi¢ka aktivnost

Fizicka aktivnost predstavlja planirano, kontrolisano vezbanje koje se ponavlja sa
ciljem da se odrzi ili poboljsa jedna ili vise komponenti fizicke spremnosti. Redovna i
umerena fiziCka aktivnost ima snazan pozitivan uticaj na ljudsko zdravlje. Postoji mnogo
razli¢itih mehanizama kojima vezbanje blagotvorno deluje na funkcionisanje organizma
ukljuuju¢i efekte na metabolizam lipida, arterijski pritisak, funkcije endotela,
vazodilataciju, koagulaciju, fibrimolizu, osetrljivost na insulin i telesni sastav (Lee i sar.,
2003; Endres i sar., 2003).

Prema bioenergetskim karakteristikama sportovi se mogu klasifikovati na one koje koriste
dominantno aerobni, anaerobni ili meSoviti tj. aerobno-anaerobni metabolizam. Energija
koje je neophodna organizmu za dugotrajnu fizicku aktivnost niskog ili srednjeg intenziteta
nastaje oksidacijom ugljenih hidrata (UH) i masti a u retkim sli¢ajevima i proteina. Rezerve
UH u organizmu u obliku glikogena nalaze se u jetri i skeletnim miSi¢ima. Razgradnjom
glikogena u prisusutvu enzima glikogen fosforilaze nastaje glukozo 1-fosfat koji pomocu
fosfoglukomutaze daje glukozo 6-fosfat. Glukozo 6-fosfat u glikolitickom putu prelazi u
piruvat uz istovremeno stvaranje ATP. U aerobnim uslovima naredni korak za dobijanje

energije iz glukoze je oksidativna dekarboksilacija piruvata, kojom nastaje acetil-CoA.
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Acetil-CoA se u ciklusu limunske kiseline potpuno oksiduje do CO,. U sluc¢aju kada u ¢eliji
nema dovoljno kiseonika, kakav je slu¢aj sa miSi¢ima koji se intenzivno kontrahuju, piruvat
prelazi u laktat. Redukciju piruvata u laktat katalizuje laktat dehidrogenaza u prisustvu
NADH. U toj reakciji se regenerise NAD" koji omoguéava da se odrzi kontinuitet procesa
glikolize, 1 oslobada se mala koli¢ina energije. Laktat koji nastaje u aktivnim miSi¢ima
prenosi se krvotokom u jetru gde se ukljucuje u proces glukoneogeneze. Znatno vise energije
se oslobodi u aerobnim uslovima ciklusom Ilimunske kiseline 1 oksidativnom
dekarboksilacijom piruvata. Ukoliko se koncentracija laktata pove¢a u misi¢ima moze doci
do pada pH vrednosti. U uslovima kada pH vrednost padne ispod 6.9 moze do¢i do inhibicije
misi¢ne kontrakcije i zamora kod sportiste.

Masti skladiSte znatno vecu koli¢inu energije od ugljenih hidrata (9 Kcal : 4 Kcal po
gramu tezine), ali za oslobadanje iste koli¢inu energije, neophodno im je oko 15% vise
kiseonika. Za razliku od ugljenih hidrata, rezerve telesnih masti u organizmu su velike- oko
16% telesne tezene kod muskaraca i 24% kod Zena. Relativni udeo masti kao izvor energije
najvedi je u mirovanju, i opada s povecanjem intenziteta telesne aktivnosti. Apsolutni udeo
masti kao izvora energije (izraZen u gramima/minuti), medutim, raste s povecanjem
opterecenja, i postize maksimalnu vrednost pri intenzitetu od priblizno 60-70% VO,max.
VO;max se definise kao maksimalna koli¢ina kiseonika koju organizam moze da potrosi pri
intenzivnoj fizi¢koj aktivnosti u vremenu od jednog minuta. VO,max zavisi od sposobnosti
sistema organa za disanje, nervnog sistema i srca da dopreme kiseonik iz atmosfere do
miSiénih celija 1 sposobnosti radne muskulature da iskoristi O, u procesu oksidativne
razgradnje hranljivih materija. Kada je intenzitet vezbanja preko 85% VO,max (priblizni
intenzitet pri anaerobnom pragu), udeo masti kao izvora energije za miSiéni rad je
zanemariv. U tim slucajevima kao izvor energije miSi¢ne ¢elije koriste zalihe glikogena.

Razlaganje proteina kao izvora energije deSava se samo u izuzetnim stanjima gladovanja,
nedostatka UH ili kod produzenih fizickih aktivnosti koje mogu trajati i nekoliko dana.

Vaterpolo je timski, meSoviti sport i predstavlja kombinaciju plivanja, bacanja lopte i
borilackih vestina (Smith, 1998). Zajedno sa fudbalom, veslanjem i kriketom, u konkurenciji
muskaraca, predstavlja jedan od sportova sa najduzom tradicijom olimpijskog timskog
takmicenja (Radovanovi¢ i sar., 2007). Medutim, vaterpolo je u konkurenciji Zena postao

olimpijski sport tek na Olimpijadi 2000. godine u Sidneju. Mada Srbija ima dugu i uspesnu
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tradiciju u muskom vaterpolu, vateopolo u konkurenciji Zena je u usponu u nasoj zemlji tek
u poslednjih nekoliko godina.

Fudbal je sport u kome se visok intenzitet igre smenjuje sa periodima redovnog
oporavka (Bangsbo i sar., 2006; Bradley i sar., 2009; Krustrup i sar., 2010; Mohr i sar.,
2005). To je uglavnom aerobni sport, ali tokom intenzivnog perioda igre, koju odlikuju
kratki sprintevi, dolazi do perioda anaerobnog metabolizma (Krustrup i sar., 2010; Mohr i
sar., 2003). Kada je u pitanju takmicenje u Zenskoj konkurenciji 1 razvoj Zenskog fudala u

Srbiji, on je veoma sli¢an razvoju vaterpola.

1.3.1. Metabolizam masti tokom fizi¢ke aktivnosti

Kao sto je ve¢ pomenuto energija koja pretvara hemijsku energiju u misi¢ni rad smesStena
je u ATP. Najvece energetske rezerve u organizmu su endogeni triacilgliceroli (TG). TG su
predominantno smesteni u adipoznom tkivu oko 17500 mmol kod odraslog normalno
uhranjenog coveka, a znatno manja u misi¢ima oko 300 mmol i u plazmi oko 5 mmol.
Ukupni sadrzaj energije koji je smeSten u TG kod odraslog coveka je 60 puta veéi od onog
koji se nalazi u glikogenu. Dakle oksidacija masnih kiselina tokom vezbanja predstavlja
glavni izvor energije. KoriS¢enje MK kao izvora energije zahteva hidrolizu triacilglicerola
koji se nalaze u adipoznom tkivu, miSi¢ima i plazmi i isporuku oslobodenih MK do
mitohondrija skeletnih misi¢a gde ¢e se oksidovati. Posle 12 casovnog gladovanja, najveci
deo energije koja se obezbeduje organizmu u stanju mirovanja je B-oksidacijom masnih
kiselina iz triacilglicerola koji su smesteni u adipoznom tkivu (Horowitz i Klein, 2000).
Lipoliticka aktivnost adipoznog tkiva je regulisana ravnotezom hormona koji stimuliSu
(kateholamini) ili inhibiraju (insulin) hormon-senzitivnu lipazu, koja pak hidrolizuje TG do
glicerola 1 masnih kiselina. Tokom mirovanja, koli¢ina masnih kiselina koja se oslobodi iz
masnog tkiva obi¢no prevazilazi koli¢inu oksidovanih MK, tj. stopa oksidovanih MK je dva
puta manja od one koja je oslobodena u plazmi (Klein i sar., 1989). Zbog toga se veliki deo
MK koje su se oslobodile u procesu lipolize iz TG masnog tkiva, reestirifikuju u TG i to

uglavnom u jetri (slika 4).
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MASNO TKIVO GLICEROL

Slika 4. Metabolizam masti

Vezbanje umerenog intenziteta u kome je maksimalna potrosnja kiseonika od 25-
65%, povezano je sa 5-10 puta povecanom oksidacijom masnih kiselina u odnosu na
kolicinu MK koja se oksiduje u stanju mirovanja. Do toga dolazi usled povecanih
energetskih potreba misi¢a i poboljSane dostupnosti MK. Veliki deo ovih MK potice od TG
iz adipoznog tkiva u kome se lipoliza povecava 2-3 puta (Wolfe i sar., 1990; Klein 1 sar.,
1994) pod dejstvom povecane B adrenergicne stimulacije (Arner 1 sar., 1990). Osim toga
procenat oslobodenih MK koje su se reesterifikovale se smanjuje za polovinu (Wolfe i sar.,
1990), verovatno zbog povecanog protoka krvi §to omogucava isporuku MK iz adipoznog
tkiva u misi¢e. Umereno vezbanje dvostruko povecava prokrvljenost u adipoznog tkiva a
viSe od 10 puta u misi¢ima (Horowitz i Klein, 2000). Povec¢ano uklanjanje MK iz adipoznog
tkiva posebno je znaCajno za prevenciju potencijalno toksi¢nog efekta regionalnog
nagomilavanja MK. Masne kiseline se kroz cirkulaciju transportuju vezane za albumin.
Hodgetts 1 saradnici (1991) su pokazali da se odnos albumina i MK u venskoj krvi koja
dolazi iz potkoznog masnog tkiva povecala sa 2:1 iz stanja mirovanja na 6:1 kolika je bila na
kraju vezbanja. Nekoliko istrazivaca je pokazalo da se tokom 120 minuta vezbanja
lipoliticka razgradnja TG desava ne samo u adipoznom tkivu, nego i u misi¢ima i plazmi
(Romijn i sar., 1993; Martin i sar., 1993; Phillips i sar., 1996). Medutim, minimalne promene

u koncentraciji TG u miSi¢ima nakon duZeg vezbanja ukazuju da misi¢i nisu glavni izvor
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MK tokom vezbanja (Kiens i Richter, 1998; Starling i sar., 1997; Bergman i sar., 1999;
Wendling i sar., 1996). Takode, literaturni podaci govore da se u toku odmora 5-10%
ukupne oksidacije masnih kiselina potice iz TG plazme (Turcotte i sar., 1992). Dakle, TG iz
adipoznog tkiva su dominantni izvor MK u toku fizicke aktivnosti.

I tokom intenzivnog vezbanja dolazi do lipolize u adipoznom tkivu. Sli¢no kao kod
umerenog vezbanja, potreba za MK postaje ve¢a od stope oksidacije MK i MK koje se
oslobadaju u plazmu iz TG adipoznog tkiva se transportuju do miSi¢a. Tako se tokom
povecanja duzine vezbanja, relativni doprinos intramuskularnih TG za hidrolizu 1 oksidaciju
MK smanjuje, jer se povecava koncentracija MK u plazmi iz TG adipoznog tkiva. Treninzi
izdrzljivosti dovode do povecanja maksimalne oksidacije masti tokom vezbanja (Horowitz i
Klein, 2000). Postoji nekoliko faktora koji doprinose adaptivnom odgovoru organizma na
intenzivan trening. To su: povecanje gustine mitohondrija u skeletnim mi$i¢ima, Sto
povecava kapacitet za oksidaciju masti; Sirenje kapilara u skeletnim misi¢ima, §to povecava
isporuku MK misi¢ima; povecanje koliine karnitin-transferaze koja omogucava prenos
dugolanc¢anih MK kroz mitohondrijalnu membranu i povecanje kolic¢ine MK vezujuceg
proteina koji reguliSe prenos MK u miocite (Turcotte i sar., 1991; Turcotte i sar., 1999).
Medutim, kod vezbanja visokog intenziteta, smanjuje se mogucnost oksidovanja MK u
miSi¢ima (Sidossis i sar., 1997). Smanjenje oksidacije MK u miSi¢ima tokom intenzivnog
vezbanja povezano je sa povecanjem metabolizma glikogena u miSi¢ima. Visoka stopa
glikogenolize tokom vezbanja visokog intenziteta povecava koncentraciju malonil-CoA u
misi¢ima (Elayan 1 Winder, 1991; Saddik i sar., 1993). Malonil-CoA inhibira O-karnitin
palmitoil transferazu-I tj. CPT-I koji omogucava unos dugolancanih MK u mitohondrije
(Horowitz i Klein, 2000). Na taj nacin visoka stopa glikogenolize tokom vezbanja visokog
intenziteta smanjuje prenos MK u mitohondrije inhibicijom CPT (Sidossis i sar., 1997).

Osim triglicerida, i FL mogu hidrolizovati na alkohol i masne kiseline i obezbediti
nije vazna, jer je utvrdeno da prolongirano vezbanje ne uti¢e na sadrzaj FL u miSi¢ima i jetri
(Nikolaidis 1 Mougios, 2004), a neznatno smanjuje koli¢inu FL u srcu (Horowitz i Klein,

2000).
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1.3.2. Uticaj fizicke aktivnosti na lipidni profil

Poznato je da fizicka aktivnost utice na metabolizam lipoproteina i usporava stepen
ateroskleroze u koronarnim arterijama kod ljudi (Petrovi¢-Oggiano, 2010). Studije pokazuju
da umerena fizicka aktivnost redukuje rizik za kardiovaskularne bolesti za 20%, a kod
osoba koje su fizicki znatno aktivnije i do 27% (Lee i sar., 2003; Williams 1 sar., 2002) i
dovodi do povecanja koncentracije HDL-holesterola i snizavanja vrednosti triglicerida,
ukupnog i LDL- holesterola u cirkulaciji (Wannamethee i Schaper, 2001; Secco i sar., 2000).
Sa druge strane, ne postoje detaljni podaci o promenama u metabolizmu lipida uzrokovanim
intenzivnim, napornim dugogodis$njim treningom, kakav je slucaj kod vrhunskih sportista.
Mora se uzeti u obzir da se sportovi veoma razlikuju po bioenergetskim karakteristikama i
da se prema tome variraju i osobine treninga i takmicenja, §to sve uti¢e na metabolicke

promene.

1.3.3. Uticaj fizicke aktivnosti na masnokiselinski profil tkiva

Podaci iz literature govore da i akutno i hroni¢no vezbanje utiCu na promene u
masnokiselinskom profilu u gotovo svim lipidnim klasama u plazmi (Nikolaidis i Mougios,
2004). Tako je pokazano da akutno vezbanje uti¢e na kratkotrajne promene FFA u plazmi
tako $to dovodi do povecanja nivoa neesterifikovanih MK u plazmi 1 u animalnim i1 u
humanim studijama (Bernard i sar., 1999; Bersheim 1 sar., 1999; Conquer 1 sar., 2002;
McClelland i sar., 1995; McClelland i sar., 1999; Mougios i sar., 1995; Mougios i sar., 1998;
Mougios i sar., 2003; Vincent i Brackenbu, 1987). Slobodne MK su vazan energetski izvor
za skeletne miSi¢e (Nikolaidis i Mougios, 2004). One su najlabilnija klasa lipida u plazmi
prilikom vezbanja koja nastaje pri hidrolizi TG u adipoznom tkivu, pa su zbog toga i
najproucavanija klasa lipida u smislu efekta vezbanja na lipide (Mougios i sar.,. 1995;
Borsheim i sar., 1999). Medutim, mnogi autori tvrde da su ove promene kratkog daha, i da
nakon nekoliko sati od momenta kada se vezbanje zavrSilo, te promene nestaju. Kada su u
pitanju esterifikovane MK, analiza MK profila u TG, estrima holesterola i FL pokazuje
razli¢ite rezultate u razli¢itim studijama. Dok neki autori nalaze promene u MK pojedinih
lipidnih klasa, drugi navode da akutno vezbanje ne dovodi do promena u MK profilima

lipidnih klasa u plazmi (Nikolaidis i Mougios, 2004). Tako Mougios i saradnici (1995) u
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studiji u kojoj ispituju MK profil TG seruma rukometaSa navode da nakon 60 minutne
utakmice dolazi do povecanja udela MUFA tj, palmitoleinske i oleinske kiseline a smanjenja
udela palmitinske kiseline sugeriSu¢i da akutno vezbanje uglavnom deluje na MUFA TG i
menja odnos MUFA/SFA u TG seruma (Mougios i sar., 1995). Medutim, kada je isti autor
analizirao MK profil u TG seruma, pokazao je da nakon akutnog vezbanja dolazi do
povecanja procentualne zastupljenosti samo linolne kiseline kod muskaraca srednjih godina,
dok kod zena iste starosne dobi nije bilo znacajnih promene u MK profilu TG seruma
(Mougios i sar., 1998).

Za razliku od akutnog vezbanja, broj studija koji se bavio uticajem hroni¢nog vezbanja
na MK profil lipidnih klasa plazme i tkiva, znatno je manji. Osim toga i promene u MK
profilu slobodnih MK ali i MK koje ulaze u sastav TG i FL u plazmi su znatno manje u
hroni¢nom, u odnosu na akutno vezbanje (Nikolaidis i Mougios, 2004). Tako su Allard i
saradnici (1973) pokazali da hroni¢no vezbanje utice na MK profil FL i TG plazme i nalaze
povecanje PUFA i n-6 PUFA u obe lipidne klase, kod pacijenata sa koronarnim oboljenjima
srca. MUFA se povecava u TG a smanjuje u FL kao odgovor na hroni¢no vezbanje kod ljudi
sa koronarnim oboljenjem srca. Osim toga dve studije iz iste laboratorije pokazuju da nema
promena u MK profilu u FL i estrima holesterola plazme kod ljudi koju su 12 nedelja bili
izlozeni aktivnosti voznje bicikla i tr€anja (Andersson i sar., 1998; Andersson i sar., 2000).
Ono $to se moze zakljuciti iz ovih studija je da rezultati na humanim i animalnim studijama
nisu konzistentni. Takode, moguce je da razlike poticu i od vrste sporta, intenziteta i duzine
vezbanja ne samo pojedinacnih treninga ve¢ i koliko se dugo ispitanici bave odredenom
fizickom aktivnos$cu.

Za razliku od plazme efekat dugotrajnog vezbanja na masnokiselinski profil skeletnih
miSic¢a znatno je viSe proucavan. Na metabolizam mi$i¢a dnevno se trosi 20% energije u
toku mirovanja (Pan i sar., 1995), ¢ine¢i ga jednim od najvaznijih tkiva za homeostazu
glukoze 1 masnih kiselina. Kada se ispituje efekat vezbanja na MK profil skeletne
muskulature, treba naglasiti da razlic¢iti tipovi miS$ica razli¢ito odgovaraju i1 adaptiraju se na
stimulus koji se oslobada tokom vezbanja. Osim toga rezultati razli¢itih studija govore da
MK profil skeletnih miSi¢a kod akutnog vezbanja umnogome zavisi od tipa miSi¢nog vlakna
1 ishrane. Ipak, studije na ljudima i eksperimentalnim zivotinjama su pokazale da redovno

vezbanje menja MK status u misi¢ima nezavisno od ishrane (Helge i sar., 1999). Analiza
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uticaja hroni¢nog vezbanja na MK profil FL skeletnih misi¢a pokazuje grani¢ne promene u
zastupljenosti MUFA 1 PUFA. Odnos n-6/n-3 se smanjuje u studijama (Andersson i sar.,
2000; Helge i sar., 1999; Thomas i sar., 1977), ili se ne menja (Andersson i sar., 1998), dakle
Glavna metabolicka uloga masnog tkiva je skladiStenje i oslobadanje masti. Danas se
zna da je masno tkivo dinamicno tkivo i da se morfoloski i metaboli¢ki adaptira na vezbe
izdrzljivosti kod ljudi. Malo studija je ispitivalo efekat vezbanja na MK profil u adipoznom
tkivu. Medutim ono §to je pokazano je da hroni¢no vezbanje vodi povecanju zastupljenosti
PUFA i n-6 PUFA i aktivnosti A6 i AS desaturaze, a smanjenju MUFA 1 aktivnosti A9
desaturaze u adipoznom tkivu.
skeletne miSice, odrazava se u MK sastavu eritrocita. Eritrociti se zbog toga ¢esto koriste za
proucavanje promena u sastavu ¢elijske membrane izazvanih razli¢itim faktorima (kao Sto je
oksidativni stres) jer ih je lakSe dobiti u poredenju sa ¢elijama iz tkiva. Eritrociti reflektuju i
promene MK u mi$i¢ima, veoma su pogodni za ispitivanje efekta hronicnog vezbanja na
metabolizam MK. Medutim, mali broj studija ispituje uticaj akutnog vezbanja na FA profil u
eritrocitima. Ceder i saradnici (1988) nalaze povecanje procentualnog udela PUFA, n-6 i n-3
PUFA u ukupnim lipidima eritrocita neposredno nakon maratonske trke, ali ve¢ nakon 21h
od zavrSetka trke, ove vrednosti se vra¢aju na minimum. Sumikawa 1 saradnici (1993) su
ispitivali efekat jedrenja na MK sastav u 2 klase FL. Oni su na$li smanjenje zastupljenosti
PUFA, n-6 1 n-3 PUFA nakon vezbanja. Druge studije su pokazale de se MK profil u
lipidima eritrocita uglavnhom ne menja kod hroni¢nog vezbanja (Kamada i sar., 1993;
Nakano 1 sar., 2001). U ovim studijama uglavnom dolazi do malog snizenja udela MUFA i
proporcionalno malog povecanja PUFA kod muskaraca sportista u odnosu na kontrolnu
grupu. Raniji rezultati iz naSe laboratorije su pokazali razliku uglavnom u zasi¢enim MK i
linolnoj kiselini izmedu sportista i kontrolne grupe. Tako je u studiji u kojoj je proucavan
efekat fudbala i koSarke na MK profil eritrocita, pokazana znacajno veca zastupljenost
stearinske kiseline i SFA u eritrocitima koSarkasa u odnosu na kontrolnu grupu. Osim toga,
kosarkas$i su imali i znacano nizi udeo linolne kiseline kako u odnosu na kontrolnu grupu
tako 1 u odnosu na fudbalere (TepSi¢ i sar, 2009). U studiji u kojoj je pracen efekat boksa na

MK profil eritrocita, takode je pokazan znacajno visi nivo palmitinske i stearinske kiseline i
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ukupnih SFA, a nizi nivo linolne kiseline kod sportista u poredenju sa muskarcima koji ne
treniraju (Tepsi¢ i sar., 2011).

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da su promene u masnokiselinskom profilu kod
redovnog izlaganja fizickoj aktivnosti nedovoljno ispitane. Posebno je nejasan uticaj
viSegodiSnjeg intenzivnog vezbanja kao S$to je slucaj sa vrhunskim sportistima. Broj studija
koje su ispitivale promene u sastavu MK kod aktivnih sportista je veoma mali, najées¢e na
vrlo malom broju ispitanika, a dobijeni rezultati pokazuju znacajne varijacije medu
studijama. To ukazuje da bi 1 sama vrsta sporta kojom se ispitanik bavi mogla znac¢ajno da
utice na metabolizam MK. Takode, prema naSim saznanjima literaturni podaci koji pokazuju
efekat dugotrajne intenzivne fizicke aktivnosti na Zenama uopste ne postoji. Uzimajuéi u
obzir dokazani uticaj hormona na sistem desaturaza i elongaza, kao i €injenicu da tip 1
intenzitet treninga nisu jednaki kod muSkaraca 1 Zena ¢ak i kad se bave istim sportom, moze
se ocekivati da promene u metabolizmu MK nadene kod elitnih sportista nisu iste kao kod
zena. Zbog toga je jedan od ciljeva ove doktorske disertacije bio da se ispita status MK u FL

plazme 1 eritrocita kod Zena koje se aktivno bave vrhunskim sportom.
1.4. Oksidativni stres

Oksidativni stres je definisan kao stanje izmenjene ravnoteze izmedu slobodnih
radikala sa jedne i sistema antioksidativne zastite sa druge strane (Sies, 1991). Reaktivne
vrste kiseonika (engl. Reactive oxygen species-ROS) i reaktivne vrste azota (engl. Reactive
nitrogen species-RNS) nastaju tokom normalnih fizioloSkih procesa u ¢eliji 1 ucestvuju u
odbrani organizma od infektivnih agenasa, a kao signalni molekuli i regulatori celijskih
funkcija u procesima prezivljavanja, proliferacije i Celijske smrti, kao i u regulaciji
metabolizma 1 intercelularnoj komunikaciji (Valko 1 sar., 2007). U ROS se ubrajaju slobodni
radikali kiseonika: superoksid anion radikal, hidroksil radikal, hidroperoksil radikal, peroksil
radikal i alkoksil radikal, kao i neradikalske vrste: vodonik peroksid, hipohlorasta kiselina,
ozon, singletni kiseonik. U RNS se ubrajaju slobodno radikalske vrste kao $to su azot oksid
radikal i azot dioksidni radikal, kao i neradikalske vrste: azotasta kiselina, nitrozo katjon,
nitroksidni anjoj, peroksinitrit, azot-(IV) oksid, azot-(IIl) oksid itd. (Leeuwenburgh i
Heinecke 2001). Kada u bioloskim sistemima dode do prevelike produkcije ROS i RNS, ovi

molekuli reaguju sa celijskim komponentama izazivaju¢i oSteCenja DNK, oksidativnhu
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modifikaciju proteina i menjaju strukturu lipida i polinezasi¢enih masnih kiselina. Posledice
ovih reakcija vode ka nastanku degerativnih procesa, sindroma i bolesti kakvi su proces
starenja, osteoporoza, ishemijska bolest srca, akutne i hroni¢ne inflamatorne bolesti,
oboljenja centralnog nervnog sistema i kancera (Ames i sar., 1993; Dargel, 1992, Pesi¢ i sar.,
2009). Ravnoteza izmedu korisnih 1 Stetnih dejstava slobodnih radikala je veoma znacajan
aspekt zivih organizama i postiZze se mehanizmom koji se zove "redoks regulacija".

Fagocitujuce Celije takode proizvode jake oksidanse, generiSuci reaktivne vrste koje
ubijaju patogene. Aktivirani neutrofili koriste membranski enzimski kompleks-NADPH
oksidazu koji produkuje O,". Superoksid anion radikal moZze direktno da reaguje sa
biomolekulima ili da se prevede u H,O,. Vodonik peroksid se zauzvrat prevodi u hipohlornu
kiselinu (HOCI) posredstvom mijeloperoksidaza, enzima koga sekretuju neutrofili i monociti
(Leeuwenburgh 1 Heinecke, 2001). HOCI je inflamatorni medijator i jak oksidans koji moze
da u prisustvu nitrita generiSe druge metabolite kao §to je nitril-hlorid (NO,Cl). Medutim,
aktivirani neutrofili mogu da koriste mijeloperoksidaze i H>O, i da konvertuju nitrite u azot
dioksid radikal (NO,), i na taj na¢in formiraju potencijalno Stetna jedinjenja (Eiserich i sar.,
1998).

ROS u ¢elijama nastaju i tokom drugih metabolickih procesa kao $to su oksidacija D-
amino kiselina, aktivacija citohroma P4so, degradacija ksantina do mokra¢ne kiseline,
autooksidacija kateholamina i intenzivna B-oksidacija MK (Ji, 1999).

Superoksid anjon radikal (O;") nastaje uglavnom u mitohondrijama redukcijom
molekula kiseonika jednim elektronom uklju¢uju¢i NADH-dehidrogenazu i ubihinon-Q-
citohrom b kompleks. U procesu prenoSenja elektrona u elektrontransportnom lancu
mitohondrija, deSava se da se mali broj elektrona prebaci na kiseonik prerano i dode do
formiranja O,". Ovako nastao O," spontano dismutuje do H,O, i O,, ili je reakcija efikasno
katalizovana mitohondrijalnom MnSOD. Pretpostavlja se da izmedu 1-3% elektrona u
elektrontransportnom lancu dolazi do O; i tako formiraju O,” umesto da redukuju O, do
H,O. Superoksid anjon radikal nastaje i pri autooksidaciji flavina, pterina, kateholamina, kao
1 delovanjem spoljasnjih agenasa kao $to je zraCenje i delovanjem citostatika. MoZze nastati i
oksidacijom hemoglobina i mioglobina u methemoglobin i metmioglobin (Valko i sar.,
2006). U fizioloskim uslovima O, ne izaziva toksi¢ne efekte jer ga enzim superoksid-

dismutaza transformise u manje aktivan vodonik peroksid.
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Glavno mesto svaranja vodonik peroksida (H»0;) redukcijom kiseonika sa dva
elektrona u prisustvu brojnih oksidaza, u ¢elijama su peroksizomi. Toksi¢nost vodonik
peroksida u peroksizomima sprecena je dejstvom katalaze koja ga razlaze do vode i
kiseonika. Osim u peroksizomima, H,O, moze da nastane i u mitohondrijama, mikrozomima
1 endoplazmati¢nom retikulumu delovanjem: urat-oksidaze, monoaminooksidaze, oksidaze
D-aminokiselina, oksidaze L-hidroksikiselina, kao i u reakcijama autooksidacije askorbata,
glutationa, tiola i kateholamina. lako se ne moZze definisati kao slobodni radikal jer nema
nesparenih elektrona i mada predstavlja najstabilniji intermedijerni produkt redukcije
kiseonika, vodonik peroksid iskazuje brojne toksi¢ne efekte. H,O, dovodi do oksidacije
sulthidrilnih grupa proteina i do inicijacije procesa lipidne peroksidacije, a u reakciji sa
jonima metala dovodi do stvaranja izuzetno reaktivnog hidroksil radikala (Valko i sar.,
2007). U slucajevima kada dode do ostecenja peroksizoma, veliki deo H,O, se oslobada u
citoplazmu, indukujuc¢i stanje oksidativnog stresa u celiji.

Hidroksil radikal (OH) je neutralni oblik hidroksil anjona. On je najreaktivniji
intermedijerni produkt parcijalne redukcije kiseonika i ima veoma kratak poluzivot, svega
10”s (Pastor i sar., 2000). Redok stanje u éeliji zavisi od redoks para Fe*"i Cu” i odrzava se
u okviru veoma strogih fizioloSkih granica. U uslovima stresa pod dejstvom O, dolazi do
oslobadanja Fe*" iz molekula u kojima se nalazi. Oslobodeno Fe*” moZe reagovati sa H,O,u
tzv. Fentonovoj reakciji

Fe*' +H,0,—Fe’" + 'OH+OH "
pri ¢emu stvara ‘OH. Osim toga O, moZe reagovati sa H,O, u tzv. Haber—Weiss-ovoj
reakciji
0;" +H,0,—0; + ‘OH+OH"
1 takode generisati hidroksil-radikal, a u kombinaciji sa Fentonovom reakcijom vrSiti
redukciju Fe'™ dajuéi O,

Fe'' +0," —Fe’" +0,
Hidroksil radikal o$te¢uje mitohondrijsku membranu, DNK, membranu celije i izaziva
lipidnu peroksidaciju. Ove promene mogu dovesti do ireverzibilnog ostecenja Celije.

Peroksil radikali (ROO’) su derivati O; koji takode nastaju u zivim sistemima.
Najjednostavniji peroksil radikal je protonovana forma O," koji se naziva hidroperoksil

radikal ili perhidroksil radikal (HOO). Hidroperoksil radikal vrs$i peroksidaciju
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polinezasi¢enih masnih kiselina u Zivim sistemima u procesu koji se zove lipidna
peroksidacija (LP). LP predstavlja niz lancanih slobodno radikalskih reakcija koje dovode do
oksidativne modifikacije PUFA, §to za posledicu moze imati razaranje ¢elijskih membrana 1
¢elijsku smrt (Close 1 sar., 2005). Prvi korak u inicijaciji LP predstavlja oduzimanje atoma
vodonika iz PUFA koje ulaze u sastav bioloskih membrana i tako nastaje lipidni radikal (L).
Sto je veéi broj dvogubih veza u lancu vidih masnih kiselina, to je lak$e odvajanje
vodonikovog atoma. Zbog toga su PUFA tako podlozne lipidnoj peroksidaciji, a medu njima
su LA, EPA 1 DHA najceS¢i supstrati za LP. U daljim procesima LP, teku lan¢ane slobodno-
radikalske reakcije (propagacija) u kojima dolazi do stvaranja peroksil-radikala i organskih
hidroperoksida (Dargel, 1992). Tok propagacije zavisi od odnosa lipida i proteina u
membrani. Sastav MK i koncentracija kiseonika, takode uti¢u na fazu propagacije. Za vreme
propagacije lipidni hidroperoksidi (LOOH) u prisustvu gvozda disosuju do lipooksidnog
(LO) 1 peroksil radikala (LOO") koji reiniciraju peroksidaciju.

L-H+ OH —H,O + L

L +0,—-LOO

LOO +LH—LOOH + L

LOO + RH—LOOH + R

Finalni proizvodi lipidne peroksidacije su: malondialdehid (MDA) i 4-hidroksi nonenal
(engl. 4-Hydroxynonenal-HNE). MDA moze da reaguje sa slobodnim amino-grupama
proteina i sa nukleinskim kiselinama i da dovede do jos vecih ostecenja ¢elije (Aikens i Dix,
1991). Proizvod peroksidacije n-6 PUFA (LA i AA), 4-hidroksi nonenal, je toksi¢an i
inhibira rast ¢elija, modifikuje lipoproteine, podsti¢e aterosklerozu. MetaboliSe se preko
GSH-konjugata do merkapturne kiseline (Valko i sar., 2007). Prooksidansi prekidaju lan¢ane
reakcije 1 stvaraju stabilne proizvode tj. uvode reakcije u terminalne faze. Terminaciju
otpoc¢inje vitamin E koji daje elelktrone za prekidanje reakcije.
Azot oksid (NO) je znacajan regulator i medijator brojnih procesa u nervnom, imunom

1 kardiovaskularnom sistemu (Valko i sar., 2007). Kao intracelularni signalni molekul, NO
ucestvuje u vazodilataciji krvnih sudova, vaskularnom permeabilitetu i inhibiciji adhezije i
agregacije trombocita. NO je neurotransmitter, a u imunom sistemu modulira citotoksi¢nost
makrofaga. Azot oksid nastaje u gotovo svim c¢elijama, oksidacijom L-arginina u prisustvu

azot oksid sintaze (engl. Nitric oxide synthase- NOS) (Ghafourifar i Cadenas, 2005). Postoje
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tri NOS izoforme: tip I ili neuronalna NOS (nNOS), tip II ili iducibilna NOS (iNOS), i tip III
ili endotelijalna NOS (eNOS). NO je klju¢ni regulator funkcije i broja mitohondrija koji
ukljucuje sintezu novih, funkcionalno aktivnih mitohondrija (Clementi i Nisoli, 2005) a
moze imati i anti-apoptotsku aktivnost (Gladwin i sar., 2004). Negativne efekte na ljudsko
zdravlje NO ispoljava grade¢i ONOO™ koji u reakeiji sa drugim molekulima produkuje OH'
(Cadenas, 2004). U ekstracelularnoj sredini reaguje sa O, i H>O i formira nitrit (NO;') 1 nitrat

(NOs") anjone.

1.4.1. Sistem antioksidativne odbrane organizma

Reaktivne vrste koje nastaju kao deo metabolickih procesa u organizmu neutraliSu se
sistemom antioksidativne odbrane. U normalnim fizioloSkim uslovima, proizvodnja ROS i
RNS je u ravnotezi s antioksidativnim sistemom. To omogucava telu da odrzi uravnotezeni
redoks status (Djordjevi¢, 2004). Antioksidativni sistem ima ulogu da inaktivise ROS i RNS
ili da prekida reakcije u kojima oni nastaju. Cine ga enzimska i neenzimska endogena
jedinjenja, kao i antioksidativna jedinjenja koja u organizam dospevaju putem hrane. Enzimi
superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i glutation peroksidaza (GSH-Px) su glavni
delovi endogenog antioksidativnog sistema (Ji 1 sar., 2000). Neenzimski endogeni
antioksidanti, kao §to su mokra¢na kiselina i thioli (ukljucujuéi i ukupni glutation, L-cistein,
homocistein i1 cistein-glicin) su priznati kao klju¢ni fizioloski antioksidanti koji direktno
reaguju sa ROS 1 RNS 1 poboljSavaju funkcionalnu sposobnost drugih antioksidanta
(Hellsten i sur 1997; Sen i Packer, 2000). Osim toga, postoji nekoliko mo¢nih antioksidanata
koji su prisutni u hrani. Tokoferoli (vitamin E), na primer, su efikasni Cistaci slobodnih
radikala koji mogu konvertovati superoksid anjon radikal, hidroksil radikal i lipid peroksil
radikal u manje reaktivne molekule (Powers i sar., 2004). Askorbinska kiselina (vitamin C)
je takode efikasan antioksidant jer direktno reaguje sa slobodnim radikalima i formira
stabilan proizvod (Gomez-Cabrera i sar., 2008). I neka jedinjenja karotenoida su veoma
efikasni dijetarni antioksidanti ¢ija antioksidativna funkcija zavisi od njihove strukture
(Young i Lowe, 2001). Na primer, likopen je jedan od najmoc¢nijih antioksidanata iz grupe
karotenoida koji direktno moze dezaktivirati singletni kiseonik (Di Mascio i sar., 1989), dok

je P-karoten vrlo reaktivan za peroksil-radikale (Burton i Ingold, 1984).

25



1.4.2. Antioksidativni enzimi

Aktivnost enzima SOD, CAT, GSH-Px i glutation reduktaze se najcesce ispituje kao
odgovor organizma na oksidativni stres (Urso i Clarkson, 2003). Jedan od najefikasnijih
intracelularnih enzima antioksidativne odbrane od superoksid anjon radikala je superoksid
dismutaza (Powers i Lennon, 1999) (slika 5). SOD je antioksidativni enzim koji katalizuje
dismutaciju O,~ do molekulskog kiseonika i manje reaktivne vrste vodonik-peroksida H,O,
(Valko 1 sar., 2006).

20, + 2H °°>H,0, + 0,

SOD postoji u nekoliko izoformi koje se razlikuju po prirodi metala i
aminokiselinskog sastava u aktivnom mestu, kao i po broju subjedinica, kofaktora i drugih
karakteristika. Kod ljudi postoje tri forme SOD: citoplazmaticna CuZn-SOD,
mitohondrijalna Mn-SOD 1 ekstracelularna SOD (EC-SOD) (Landis i Tower, 2005). SOD
neutraliSe O, u reakcijama sukcesivne oksidacije i redukcije i tranzicije metalnog jona u
aktivnom mestu (Mates 1 sar., 1999). CuZn-SOD je enzim molekulske mase od 32kDa koji
se sastoji od 2 subjedinice. Svaka subjedinica sadrzi u aktivnom mestu metalnu grupu koju
¢ine joni Cu i Zn. Enzimska aktivnost ne zavisi od pH u intervalu od 5-9.5. Mitohondrijska
Mn-SOD je homotetramer, tezine 96kDa koja u svakoj subjedinici sadrzi jedan atom Mn.
Tokom dismutacije O," dolazi do redukcije Mn(III) u Mn(Il) a zatim oksidacije u Mn(III).
Mn-SOD je jedan od najefikasnijih enzima koji ima antitumorsku aktivnost. Ekstracelularna
SOD je tetramer, sekretorni glikoprotein sa Cu i Zn u aktivnom mestu i visokim afinitetom
za odredene glikozaminoglikane kao $to su heparin i heparin-sulfat. Ona se u tkivima sisara
pojavljuje uglavnom da kordinira citokine a ne kao odgovor pojedinih ¢elija na oksidaciju
(Mates i sar., 1999).

Razgradnja H,O; do vode i kiseonika u ¢elijama se ostvaruje preko katalaze koja je
smestena u mitohondrijama i peroksidzomima u svim tkivima sisara (Urso 1 Clarkson, 2003).
Moze se naci i1 slobodna u citosolu retikulocita 1 zrelih eritrocita (slika 5). Katalaza je
tetramerni hemoprotein molekulske mase 240kDa. Sastoji od 4 subjedinice i sadrzi

protoporfirinsko jezgro sa jonom gvozda u aktivhom centru.

2H,0, ““T— 2H,0 + 0,
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Glutation peroksidaza katalizuje glutation zavisnu redukciju vodonik peroksida u
vodu i organskih hidroperoksida u odgovarajuce alkohole prema slede¢im jednac¢inama:
2GSH + H,0, ®*"™—GSSG + 2H,0
2GSH + ROOH “*""™-GSSG + ROH + H,0
GSH je snazan reduktant koji ucestvuje i oksido redukuju¢im reakcijama u kojima se
neutraliSu peroksidi, u odrzanju tiol grupa protein u redukovanom stanju i u konjugaciji sa
ksenobioticima koja je posredovana glutation-S transferazom (GST). Nakon uce$¢a u
oksidoreducionim reakcijama, redukovani glutation se regeneriSe iz oksidovane forme
dejstvom glutation reduktaze (GR) (Mates i sar., 1999) (slika 5). Metabolizam glutationa je
jedan od najvaznijih mehanizama antioksidativne odbrane. Postoje 2 forme GSH-Px od
kojih je jedna Se zavisna (citoplazmati¢na i mitohondrijalna) a druga Se nezavisna i pripada
familiji enzima glutation-S-transferazne aktivnosti (Mates 1 sar., 1999). Ove dve forme
enzima se razlikuju po broju subjedinica, prirodi vezivanja Se u aktivnom mestu, i njihovih
katalitickih mehanizama. Kod ljudi postoje 4 razli¢ite Se-zavisne glutation peroksidaze
(Mates 1 sar., 1999). Poznato je da svi enzimi daju 2 elektrona za redukciju peroksida i
formiraju selen-hidroksid (Se-OH). Antioksidativna svojstva svih seleno enzima je da

eliminisu perokside kao potencijalne supstrate za Fentonovu reakciju.
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Slika 5. Slobodni radikali i putevi njihove medusobne konverzije

1.4.3. Efekat vezbanja na oksidativni stres

Tokom intenzivnog vezbanja, ukupna potrosnja kiseonika moze da poraste do 20 puta
(Saltin 1 Astrand, 1967), dok potrosnja kiseonika u aktivnim misSi¢ima moze biti i do 100
puta veca u odnosu na potroSnju u stanju mirovanja (Davies 1 sar., 1982). Oko 95-98% od
ukupne potrosnje kiseonika se koristi za proizvodnju ATP-a, dok 2-5% kiseonika moze biti
redukovan i dovesti do stvaranja ROS i RNS. Antioksidativni enzimi mogu biti aktivirani
selektivno tokom akutnog vezbanja u zavisnosti od izlozenosti tkiva oksidativnom stresu kao
i od unutraS$njeg sistema antioksidativne zastite (Powers i Jackson, 2008). Ve¢ pomenuti
SOD, katalaza, glutation- peroksidaza i glutation-reduktaza predstavljaju primarnu odbranu
organizma od oksidativnog stresa tokom vezbanja (Dekany i sar., 2006). Poznato je da
naporno vezbanje dovodi do proizvodnje preterane koli¢ine ROS i RNS i vodi pojavi
oksidativnog stresa (Sastre i sar., 1992). Takode se predpostavlja da slobodni radikali, ¢ija je
proizvodnja povecana tokom intenzivnog vezbanja, deluju kao signali za poboljSanje

produkcije enzima vaznih za obranu ¢elije i adaptaciju na vezbanje (Jackson, 2008).
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Za potvrdu oksidativnog stresa u organizmu izazvanog intenzivnom fizickom
aktivnoS¢u najceSce se ispituje aktivnost eznizma antioksidativne odbrane u eritrocitima 1
skeletnim miSi¢ima. Brojna istraZivanja ukazuju na viSu aktivnost SOD u krvi i miSi¢ima
kod sportista u odnosu na ljude koji se ne bave sportom. Tako je pokazana veca aktivnost
SOD u mitohondrijama miSi¢a kod odbojkaSa (Ortenblad i sar., 1997), vec¢a aktivnost SOD u
plazmi fudbalera (Brites 1 sar., 1999), kao i vec¢a aktivnost SOD u eritrocitima maratonaca i
sprintera (Marzatico 1 sar., 1997), u odnosu na ljude koji ne treniraju. Medutim, nisu sve
studije u skladu sa ovim zaklju¢cima. Neki autori pokazuju da nema promena u aktivnosti
SOD kod biciklista u odnosu na ljude koji se ne bave sportom (Tiidus i sar., 1996). Tauler i
sar. (1999) nisu pronasli nikakve promene u aktivnosti SOD u eritrocitima kod dijatlonaca,
dok Hubner-Wozniak i sar. (1994) pokazuju da kod skijaSa letaca nakon akutnog vezbanja
dolazi do smanjenja aktivnosti SOD u eritrocitima.

U studijama Oh-Ishi i sar., (1997) i Hollander i sar., (1999) odredivana je aktivnost
katalaze u skeletnim miSi¢ima, i pokazana je povecana aktivnost ovog enzima nakon
treninga. Medutim, nasuprot njima rezultati vec¢ine studija ne pokazuju promene u aktivnosti
CAT u misi¢ima nakon treninga (Ji, 1999; Jenkins, 1988; Ji, 1995), dok je mali broj autora
pronasao smanjenje aktivnosti CAT u skeletnim miSi¢ima nakon treninga (Leeuwenburgh i
sar., 1994; Laughlin i sar., 1990). Aktivnost katalaze u eritrocitima sprintera odredivali su,
Ohno 1 sar., (1988), Robertson i sar., (1991) i Marzatico i sar., (1997) 1 u svim radovima
nadeno je povecanje aktivnosti ovog enzima u odnosu na kontrolnu grupu.

Rezultati istrazivanja aktivnosti GSH-Px kod sportista i ljudi koji se ne bave fizickom
aktivnoS¢u, takode se razlikuju i nisu konzistentni. Dok su neki autori pokazali da je
aktivnost GSH-Px kod trkaca u stanju mirovanja bila veca od ljudi koji ne treniraju
(Marzatico i sar., 1997), ima i onih koji ne nalaze znacajne razlike u aktivnosti GSH-Px ili
glutation-reduktaze izmedu sportista i kontrolne grupe (Robertson i sar., 1991).

lako se zna da povecéana fizicka aktivnost vodi povecanoj produkciji ROS i RNS,
novija istrazivanja pokazuju da su kod sportista dobro razvijeni adaptivni procesi na pojavu
stresa, te da je kod njih promenjena aktivnost enzima antioksidativne zaStite i nivo
endogenih antioksidanasa. Osim toga, brojne studije ispituju efekat vezbanja na oksidaciju
lipida i proteina ali rezultati se veoma razlikuju i poruka o uticaju vezbanja na oksidativni

status je donekle zbunjujuca. Takode, vec¢ina studija koje proucavaju oksidativni stres i
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antioksidativni status odnosi se na programe i protokole iscrpljuju¢eg vezbanja i to
uglavnom kod muskaraca (Aguilo i sar., 2005; Fatouros i sar., 2010; Tauler i sar., 2005).
Kako estrogen moZe imati zastitnu funkciju protiv ROS tokom veZbanja kod netreniranih
zena (Akova 1 sar., 2001), postojanje polnih razlika u oksidativniom stresu i
antioksidativnom odgovoru izazvanih treningom, ne moze se iskljuciti. Zbog toga je jedan
od ciljeva ove teze bio da se ispita da li se kod dugogodisnjeg treniranje fudbala i vaterpola
menja oksidativni status sportistkinja 1 aktivnost enzima antioksidativne odbrane u odnosu

na zZene koje se ne bave sportom.

1.5. Fizi¢ka aktivnost i imuni sistem

Imuni sistem se sastoji od specificne i nespecificne odbrane organizma od stranih
materija i deli se na urodeni i adaptivni ili steceni. Urodeni odbrambeni sistem je prva linija
odbrane protiv infekcija. On obuhvata prirodne Celije ubice (engl. Natural Killer cells-NK
¢elije), razlicite fagocitne Celije (neutrofili, bazofili, eozinofili, monociti 1 makrofage) 1 jos$
nekoliko vaznih faktora kao Sto su proteini akutne faze, komponente komplementa, lizozimi
i interferoni. Adaptivni ili steCeni imuni sistem omogucava da se dobije odgovor na
specifi¢ne antigene. On obuhvata T i B limfocite i imunoglobuline (Shephard i Shek, 1994).

Fizicka aktivnost moze imati i pozitivan i negativan efekat na funkciju imunog sistema
(Gleeson, 2007). Smatra se da redovna, umerena fizicka aktivnost blagotvorno deluje na
imunitet i da je povezana sa smanjenom incidencom od infekcija. Sa druge strane pokazano
je da dugotrajno i iscrpljuju¢e vezbanje dovodi do depresije razli¢itih funkcija imunog
sistema 1 da ove promene zavise od duzine i intenziteta vezbanja (Gleeson, 2007).

Reakcija imunog sistema na dugotrajno intenzivno vezbanje moze biti akutna i
hroni¢na. Akutni odgovor organizma na naporno i produzeno vezbanje pracen je
odgovorima sli¢nim onima koje organizam ima u slu¢aju infekcija, sepse ili traume i traje 3-
24 casa posle vezbanja (Northoff i sar., 1998). Ti odgovori podrazumevaju znacajno
povecanje broja leukocita kao i povecanje koncentracije supstanci u cirkulaciji koje uti¢u na
funkciju leukocita. Tu priradaju: TNF-a, inflamatorni protein-1 makrofaga, IL-1p,
antiinflamatorni citokini: IL-6, IL-10 i IL-1 receptor agonist (IL-1ra), proteini akutne faze i

CRP (Northoff i sar., 1998).
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Broj limfocita, neutrofila i monocita znacajno se povecava tokom ili neposredno nakon
vezbanja (Rhind i sar., 2001). Osim povecanja broja leukocita, funkcija leukocita takode se
menja kao odgovor na organizma na fizicku aktivnost. Tako je pokazano da kod sportista
nakon vezbanja dolazi do privremenog smanjenja razlic¢itih imunoloskih funkcija kakve su
respiratorni prasak neutrofila, smanjenja proliferacije limfocita, i da to moze trajati i
nekoliko sati po zavrSetku treninga (Pyne, 1994; Robson i sar., 1999). Osim toga, pokazano
je 1 da je proizvodnja IL-6 od strane monocita (Starkie i1 sar., 2001) kao 1 IL-2 i [IFN-y u T
limfocitima inhibirana nekoliko sati nakon vezbanja (Lancaster i sar., 2004; Northoff i sar.,
1998).

Kao posledice intenzivne fizicke aktivnosti, javljaju se promene u koncentraciji
hormona koji imaju imunomodulatorni efekat. Pokazano je da se nakon treninga u plazmi
povecava koncentracija adrenalina, kortizola, hormona rasta i prolaktina (Rhind i sar., 2001).
Sve ove promene su akutni odgovor organizma na vezbanje.

Nekoliko studija je pokazalo da se broj i funkcija leukocita kod sportista, nakon vise od
24 h od poslednjeg treninga, ne razlikuje od kontrolne grupe tj. da se ove promene gube
nakon tog perioda (Gleeson, 2007). Medutim, kada sportisti intenziviraju pripreme, $to u
proseku traje nakoliko dana ili nedelja, moze do¢i do pojave pretreniranosti koja se odrazava
na imunoloske funkcije. Hroni¢ni odgovor imunog sistema na intenzivnu i napornu fizicku
aktivnost u velikoj meri zavisi od hormonalnih faktora i takode se odrazava na broj i
funkciju ¢elija imunog sistema. Premda se u ranoj fazi vezbanja pod dejstvom kateholamina
povecava broj leukocita, kada je fizicka aktivnost izuzetno produzena ukupan broj leukocita
se smanjuje jer monociti i NK ¢elije migriraju u oStec¢eno tkivo tj. misi¢ (Shephard 1 Shek,
1994). Osim toga i funkcija celija imunog sistema tj. oksidativni prasak neutrofila i
monocita, odnos CD4/CD8 T limfocita, sinteza antitela i citotoksicnost NK celija se
smanjuje Cak i kod dobro utreniranih sportista, kada se poveca intenzitet i trajanje treninga
(Gleeson i sar., 1995; Lancaster i sar., 2004; Robson i sar., 1999; Verde i sar., 1992).

Monociti imaju vaznu ulogu i u urodenom i1 u adaptivnom imunom odgovoru. U
steCenom odgovoru ucestvuju tako S§to prezentuju antigene T limfocitima, a u urodenom
proizvodnjom citokina (Morgado 1 sar., 2012). lako je imuni sistem suprimiran tokom
perioda veoma napornih treninga, sportisti nisu imuno deficijentni. Oni se u periodu

intenzivnih priprema nalaze u vecem riziku od cestih infekcija, kakve su infekcije gornjih
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disajnih puteva ili grip, Sto je nekoliko studija na fudbalerima i pokazalo (Bury i sar 1998;
Fahlman i1 Engels, 2005; Rebelo i sar., 1998). Takode treba naglasiti da intenzivan trening
¢esto ukljucuje ne samo napornu fizicku aktivnost, ve¢ i dijetarni energetski deficit a takode
1 nedostatak sna i razli¢ite fizioloske promene. Ovi viSestruki ¢inioci uticu na promene u
funkciji imunog sistema.

Naporno vezbanje dovodi i do povecane proizvodnje ROS i pojave oksidativnog stresa
u organizmu. Medutim, 1 fagocitne celije kao §to su neutrofili, monociti i makrofage
produkuju ROS pomoc¢u membranskog enzimskog kompleksa NADPH oksidaze (Nielsen i
sar., 2008). Aktivacija NADPH oksidaze moze biti indukovana brojnim faktorima kao $to su
mikrobni agensi. Vezivanjem mikrobnih agenasa (bakterija ili virusa), kakav je
lipopolisaharid LPS za receptore neutrofila, monocita i makrofaga, enzimski kompleks
NADPH oksidaze redukuje molekulski kiseonik i stvara velike koli¢ine O, . Ovako nastao
O, indukuje uniStavanje mikroba zarobljenih u fagolizozomima ¢ime se organizam bori
protiv infekcija. Medutim, pokazano je da NADPH okisidaza moze biti aktivirana i pod
dejstvom razliCitih stimulusa koji nastaju tokom intenzivnog vezbanja (Miyazaki i sar.,
2001). Dong i saradnici (2011) su pokazali da je ovaj enzim znacajno aktiviran u
neutrofilima pretreniranih pacova, i da kao rezultat toga dolazi do poveéane produkcije O, a
1 respiratornog praska u neutrofilima. Povecana produkcija O, moze dovesti do reakcije sa
a NO 1 stvaranja visokoreaktivnih peroksinitrita ONOO™ koji mogu indukovati lipidnu
peroksidaciju 1 sulthidrilnu oksidaciju proteina. Pored ostalog, NO ucestvuje 1 u Celijski
posredovanom imunom odgovoru, posto ima jaku antimikrobnu i antiviralnu aktivnost (Nijs
1 sar., 2005). Literaturni podaci govore da intenzivna fizicka aktivnost aktivira iNOS i
dovodi do povecane produkcije NO u makrofagama (Woots i sar., 2000). Dakle, produzeno
vezbanje dovodi do povecanja ROS i RNS u pojedinim ¢elijama imunog sistema i time utice
na imuni odgovor. Ipak, efekti hroni¢nog intenzivnog vezbanja kod vrhunskih sportista na
¢elije imunog sistema nisu dovoljno ispitani, a posebno kod Zena koje se bave sportom. Zato
je jedan od ciljeva ove teze bio da se ispitaju promene u funkciji monocita kod aktivnih
sportistkinja koje treniraju u proseku 2 sata dnevno i viSe od 8 godina se aktivno bave

fudbalom ili vaterpolom.
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2.CILJ ISTRAZIVANJA

Brojne klinicke studije pokazale su da redovna i umerena fizicka aktivnost pozitivno
deluje na ukupno zdravstveno stanje organizma i ucestvuje u prevenciji ve¢ine metabolickih
poremacaja kao Sto su gojaznost, dijabet tipa 2 i ateroskleroze. Vazne prednosti redovne
fizicke aktivnosti su pozitivan efekat na metabolizam masti i povecanje koncentracije HDL-
holesterola 1 smanjenje koncentracije TG i1 LDL-holesterola, kao i1 pojacan klirens
hilomikrona uz povecanje aktivnosti lipiproteinkle lipase. Tokom intenzivnog veZzbanja
potrebe za slobodnim masnim kiselinama, pre svega PUFA i u manjoj meri SFA, u
miSi¢nom tkivu rastu, jer su i potrebe za energijom znatno vece. Zbog toga je adekvatan
status PUFA kod sportista, veoma vazan i neophodan ne samo da bi zadovoljile energetske
potrebe organizma, ve¢ i da se ne naruSe vazne regulatorne i strukturne uloge koje n-3 i n-6
PUFA imaju u organizmu. Medutim, neke studije su pokazale da masnokiselinski profil
razlicitih tkiva moze biti promenjen usled redovne fizicke aktivnosti, i da to moZze uticati na
opste zdravstveno stanje sportista i postizanje rezultata.

Tokom intenzivnog vezbanja povecava se potroSnja kiseonika u miSi¢ima 1 drugim
tkivima $to dovodi do povecanja produkcije slobodnih radikala u organizmu. Kada
koncentracija slobodnih radikala prevazide kapacitet antioksidativne odbrane organizma,
dolazi do pojave oksidativnog stresa. Literaturni podaci o uticaju vezbanja na redoks
homeostazu kod ljudi su kontroverzni, zbog razli€ite vrste i uslova treninga, i zato ih je
veoma teSko porediti. Osim toga, mali broj studija je proucavao parametre oksidativnog
stresa 1 aktivnost enzima antioksidativne odbrane kod aktivnih spotristkinja.

Redovna i umerena fizicka aktivnost blagotvorno deluje na funkciju imunog sistema i
povezana je sa smanjenom incidencom od infekcija. Medutim, dugotrajno i iscrpljujuce
vezbanje dovodi do depresije razli¢itih funkcija imunog sistema i te promene zavise od
duZine i intenziteta vezbanja. Da li, i u kolikoj meri dugogodi$nja intenzivna fizicka
aktivnost utice na MK profil plazme i eritrocita, oksidativni stres i aktivnost mononuklearnih

¢elija periferne krvi, kod Zena nije u potpunosti razjasnjeno.
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Zbog toga je osnovni cilj ovog rada bio da se ispita delovanje redovne, programirane i

kontrolisane fizicke aktivnosti na:

e Antropometrijske karakteristike, kompletnu krvnu sliku (KS), sedimentaciju (SE) i
biohemijske parametre krvi, kod ispitanica zenskog pola;

e Masnokiselinski profil fosfolipida plazme i eritrocita kod ispitanica zenskog pola;

e Parametre oksidativnog stresa i aktivnost enzima antioksidativne odbrane plazme i
eritrocita kod ispitanica Zenskog pola;

e Aktivnost mononuklearnih ¢elija periferne krvi i produkciju O,” i NO u mononuklearnim
¢elijama kod ispitanica zenskog pola;

e Da se uporede ispitivani parametri izmedu dve grupe sportistkinja i kontrolne grupe.
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3. MATERIJAL 1 METODE

3.1. Dizajn studije

U studiju je ukljueno 15 vaterpolistkinja i 19 fudbalerki koje predstavljaju
reprezentaciju Srbije a regrutovane su iz vodec¢ih klubova iz Beograda. Kontrolnu grupu
¢inilo je 14 Zenskih osoba slicnog indeksa telesne mase i godina starosti, koje se ne bave
fizickom aktivnos¢u. Kriterijum za ukljucivanje u studiju bio je da su ispitanice zdrave,
nepusaci, da su vrednosti jutarnje glikemije <5.89 mmol/l, holesterola <5.2 mmol/l i
triglicerida <1.7 mmol/l, kao i da 6 meseci pre ukljucenja u studiju nisu uzimale lekove koji
uticu na metabolizam lipida (hipolipidemike, beta blokatore, diuretike ili hormone),
dijetetske suplemente ili biljne preparate. Tokom ispitivanog perioda, sportistkinje su
trenirale 5.77 £ 1.09 dana nedeljno i 1.93+ 0.29 sati dnevno (X = SD). Sve ispitanice
dobrovoljno su potpisale saglasnost za ucestvovanje u istrazivanju. Studija je odobrena od
strane Etickog komiteta Republickog zavoda za medicine sporta, gde je obavljen intervju za
dobijanje opStih informacija o navikama u ishrani, uzeta krv 1 gde su izvrSena
antropometrijska merenja. Opsti podaci kao $to su starosna dob, duzina dnevnog i nedeljnog
treninga, kao 1 koriS¢enje suplemenata u ishrani, dobijeni su kroz odgovore na
standardizovane upitnike pod nadzorom nutricioniste. Takode, sve ispitanice su imale
redovan menstrualni ciklus (26-32 dana), nisu uzimale oralna kontraceptivna sredstva niti
druge oblike hormonske terapije i uklju¢ene su u studiju u ranoj folikularnoj fazi

menstrualnog ciklusa.

3.2. Antropometrijska merenja ucesnica studije

Merenje visine tela, izrazeno u centimetrima, vrSeno je prema standardizovanoj
proceduri stadiometrom (Perspective Enterprises, Kalamazoo, MI) sa precizno$¢u od 1mm.
Telesna masa, masa masnog tkiva, miSi¢na masa i ukupna voda, izrazene u kilogramima,
procenjivane su metodom analize bioelektricne impadance. Za analizu bioelektricne
impedance, koja se zasniva se na odredivanju otpora koji pruza tkivo prilikom prolaska slabe
naizmeni¢ne struje (800 mikroampera) kroz ljudski organizam, koris¢en je elektronski
aparat (Tanita TBF-300, Tanita Corp, Japan), sa preciznos¢u od 0.1kg. Za procenu stepena

uhranjenosti ispitanica koriS¢en je indeks telesne mase (BMI) koji predstavlja koli¢nik
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telesne mase u kilogramima i kvadrata telesne visine u metrima (BMI= TM(kg)/(TV(m))
(Garrow i Webster, 1985). Procenat telesnih masti automatski je odredivan na aparatu Tanita

TBF-300.

3.3. Navike u ishrani ispitanica ukljucenih u studiju

Sve ispitanice koje su ukljuene u studiju su se hranile tipiénom ishranom naseg
podneblja u kojoj su najzastupljenije namirnice bile mleko i mle¢ni proizvodi, junec¢e meso i
jaja, dok je riba konzumirana jednom u dve nedelje ili rede. Nacin ishrane i da ispitanice
nisu koristile dijetetske suplemente u vreme ukljucenja u studiju, utvrdili smo na osnovu
metode za utvrdivanje stanja ishrane - Anketa o ucestalosti uzimanja pojedinih namirnica
(semi-quantified food frequency questionnaire-FFQ) (McNaughton i sar., 2007, Wolk 1 sar.,
2001). Ovaj anketni metod zasniva se na grupama namirnica kojima ispitanik odreduje
ucestalost konzumiranja namirnica u toku dana, nedelje, meseca. FFQ je sadrzao 142
namirnice i napitke koji se najcesce koriste u Srbiji. Namirnice su podeljene u grupe (mleko
1 mlecni proizvodi, meso i preradevine od mesa, riba i jaja, masti 1 ulja, zitarice, voce i
povrce, orasasti plodovi, brza hrana, konzervisana hrana 1 napitci. Za svaku grupu namirnica
belezeni su sledeci podaci: (a) ucestalost konzumiranja tokom nedelje (1-7), 1-3 puta tokom
meseca ili ne konzumira, i (b) veli¢ina porcije (mala, srednja i velika) prikazana slikom.
Ucestalost konzumiranja je prevodena u srednje vrednosti dnevnog unosa u gramima za
svaku namirnicu ili grupu namirnica. PreraCunavanje nutrijenta vrSeno je koriS¢enjem US
Department of Agriculture food composition tables (2006) i nutritivnim tabelama sastava
namirnica Joki¢a i saradnika (1999).

Da je kontrolna grupa bila fizi¢ki neaktivna ili su se minimalno bavile fizickom
aktivnos¢u (hodanje ili voznja bicikla manje od 2 sata nedeljno) a sportistkinje trenirale u
proseku 2 sata dnevno, utvrdili smo na osnovu standardnih pitanja vezanih za fizicku
aktivnost. Individualne ankete sa ispitanicama o nacinu ishrane i fizickoj aktivosti, kao i

nutritivnu kalkulaciju sam li¢no sprovodila da bi se izbegle razlike u nacinu interpretacije.
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3.4. Priprema bioloskih uzoraka

Krv je uzimana ujutru, posle 12 h gladovanja, 18 h nakon poslednjeg treninga. Serum
je izolovan spontanom koagulacijom na sobnoj temepraturi. Koagulum je odvojen
centrifugiranjem 10 min na 1860 x g obrtaja u Eppendorf 5804 centrifugi i u serumu su,
odmah nakon odvajanja, odredeni biohemijski parametri.

Masnokiselinski profil fosfolipida, totalni antioksidativni status, koncentracije nitrita
(NOy), kao 1 reaktivnih kiseoni¢nih vrsta vodonik peroksida (H,O,) i superoksid-anjon-
radikala (O;"), odredivani su u plazmi. Plazma je izolovana centrifugiranjem 20 min na 2880
x g pune krvi sa citratom kao antikoagulansom, odvojena od ¢elija krvi i zamrznuta u
porcijama od 0.5 ml.

Nakon odvajanja plazme i leukocita, eritrociti su isprani 3 puta u fizioloskom rastvoru,
centrifugiranjem 10 min na 1860 x g, razdeljeni u manje porcije i do analize ¢uvani na -
70°C. U eritrocitima je odredivan masnokiselinski profil fosfolipida, a u hemolizatu
eritrocita aktivnost SOD, CAT i GSH-Px, kao i MDA kao mera stepena lipidne
peroksidacije.

Priprema hemolizata sastojala se u odvajanju eritrocita iz heparinizirane krvi
centrifugiranjem (10 minuta na 1860 x g u minuti), nakon ¢ega su eritrociti isprani tri puta sa
3 ml fizioloskog rastvora i centrifugirani 10 minuta na 1860 x g u minuti. Nakon poslednjeg
odlivanja supernatanta, eritrociti su lizirani sa 2 ml hladne vode i preneti na 4°C 15 minuta,
kako bi se zavrSio proces hemolize.

Mononuklaerne ¢elije u kojima je odredjivana metabolocka aktivnost, kao i sposobnost

produkcije O," 1 NO, izolovani su iz periferne krvi ispitanica.

3.5. Biohemijske analize

Kompletna krvna slika odredena je automatski na hematoloskom analizatoru ABX
MICROS 60. Za odredivanje koncentracije triglicerida, ukupnog holesterola, HDL-
holesterola, LDL-holesterola i glukoze, koriS¢eni su komercijalni testovi (ELITECH
Diagnostic, Svajcarska) prema uputstvu proizvodada. Analize su uradene na biohemijskom

analizatoru Cobas Mira, Roche, Svajcarska.
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3.6. Analiza masnokiselinskog profila fosfolipida plazme i eritrocita gasno-tecnom

hromatografijom

Ukupni lipidi plazme i eritrocita ekstrahovani su smeSom organskih rastvaraca
hloroform-metanol 2:1 (v/v). Lipidne klase su razdvojene tankoslojnom hromatografijom
(TLC). Masne kiseline fosfolipidne frakcije su esterifikovane, a dobijeni metil estri MK su

razdvajani gasno-te¢nom hromatografijom (GLC).

3.6.1. Ekstrakcija ukupnih lipida iz plazme

U 0.5 ml plazme dodato je 4,5 ml smeSe organskih rastvaraca hloroform-metanol 2:1
(v/v) koji sadrzi 50 mg butilhidroksitoluena (BHT) ili 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenola,
kao antioksidansa u 100 ml smeSe rastvaraca, uz snazno muckanje. Dobijeni lipidni ekstrakt
je propusten kroz disk natrijum sulfata i uparen do suva. Suvi precis¢en ekstrakt je rastvoren
u 0.2 ml smesSe hloroform-metanol 2:1 (v/v) i koris¢en za hromatografsko razdvajanje

lipidnih klasa.

3.6.2. Ekstrakcija ukupnih lipida iz eritrocita

Homogenizacija oko 2 g eritrocita vrSena je u avanu sa 5 ml smeSe rastvaraca
hloroform-metanol 2:1 (v/v) u koji je dodat BHT (antioksidans). Nakon toga je dodato 5 ml
smeSe hloroform-metanola 1:2 (v/v), 5 ml smeSe hloroform-metanola 1:1 (v/v) i uzorak
ostavljen preko no¢i u zamrzivacu. Dobijeni lipidni ekstrakt je proceden kroz filter papir i
uparen do suva. Nakon toga suvi lipidni ekstrakt je preciS¢en 3 puta sa po 2 ml smeSe
organskih rastvaraca hloroform-metanol 1:1 (v/v). Tako prec¢is¢eni ekstrakt rastvoren je u 0.2
ml smeSe hloroform-metanol 2:1 (v/v) i koriS¢en za hromatografsko razdvajanje lipidnih

klasa.

3.6.3. Razdvajanje lipidnih klasa tankoslojnom hromatografijom (TLC)

Fosfolipidi plazme 1 eritrocita izolovani su jednodimenzionom TLC na silika gelu
GHgoo, MERCK, Velika Britanija, debljine 0.5 mm. Ukupni lipidni ekstrakt plazme i
eritrocita nanoSen je na prethodno aktiviranu plocu. Kao sistem za razvijanje koriS¢ena je
smesSa rastvaraca petroletar-dietiletar-siréetna kiselina (87:12:1, v/v/v). Razdvojene frakcije

lipida identifikovane su pod UV lampom (slika 6).
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Slika 6. TLC hromatogram neutralnih lipida

(PL = fosfolipidi, DG = diacilgliceroli, HOL = holesterol,
TG = triacilgliceroli, HOL-E =estri holesterola.

3.6.4. Metilacija masnih kiselina

Masne kiseline su direktno esterifikovane po modifikovanoj metodi transesterifikacije
(Cristopherson 1 Glass, 1969). Frakcija fosfolipida plazme i eritrocita preneta je u epruvete
za metilaciju, estrakcijom sa odgovarajuceg sloja silika gela sa 1.5 ml heksana. Proces
esterifikacije poceo je dodatkom 0.2 ml 2M NaOH u metanolu i termostatiranjem na 85°C 1
sat, a nastavljen dodatkom 0.2 ml 1M H,SO4 u metanolu i termostatiranjem 2 sata na 85°C.
Posle metilacije ohladene epruvete su centrifugirane na 1860 x g, 15 minuta, i heksanski sloj

uparen do suva u struji azota.

3.6.5. Analiza masnih kiselina gasno-tecnom hromatografijom

Masne kiseline su analizirane gasno-tecnom hromatografijom (engl. Gas liquid
chromatography-GLC) na aparatu SHIMADZU 2014, Kyoto, Japan. KoriS¢ena je kapilarna
kolona Rtx 2330, RESTEK,USA, dimenzija 60 m i 0.25 mm ID. Debljina filma stacionarne
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faze je 0.20 pm. Protok noseceg gasa (helijuma) bio je 5 ml/min, protok vazduha 320
ml/min, a vodonika 30 ml/min. Temperatura detektora bila je 240°C a injektora 220°C.
Temperatura kolone sa 140°C kolika je bila na startu, je podizana do 190°C, brzinom
3°C/minutu, a zatim do 210°C brzinom od 1°C/minutu.

Uzorci pripremljenih metil-estara rastvoreni su neposredno pre injektovanja u oko 20
ul heksana (zavisno od koli¢ine suvog ostatka), a od toga je injektovan 1 pl.

Masne kiseline su indentifikovane uporedivanjem sa hromatogramom standarda masnih
kiselina PUFA-2 standard (Supelco, Inc., Belleforte, Pa., USA). Rezultati su izrazeni u
procentima od ukupno razdvojenih masnih kiselina. Primer GLC hromatograma masnih

kiselina fosfolipida seruma prikazan je na slici 7.

18:0

20:4

180 181 182

20:3

161 1 | : 224 225 276
20:5

Slika 7: GLC hromatogram masnih kiselina PL seruma
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3.7. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

3.7.1. Odredivanje ukupnog antioksidativnog statusa

Ukupni antioksidativni status (emgl.Total Antioxidant Status-TAS) je odredivan u
plazmi, spektrofotometrijski po metodi Millera i saradnika (1993). Test se zasniva na
redukciji  ABTS"  (1,2'-azino-di-(3-etilbenzilazolin  sulfonat))  katjon  radikala
antioksidansima iz plazme, $to vodi smanjenju apsorbance na 660 nm. ABTS" , koji ima
stabilnu plavo-zelenu boju, nastaje u reakciji ABTS (1,2'-azino-di-(3-etilbenzilazolin
sulfonat)) sa metmioglobinom i vodonik-peroksidom. Antioksidansi suzbijaju stvaranje ove
boje u stepenu koji je proporcionalan njihovoj koncentraciji u plazmi. TAS je odredivan na
biohemijskom analizatoru Cobas Mira a rezultati su izrazeni kao mmol/l. U 5ul plazme
dodato je 250 ul 80 mM fosfatnog pufera a nakon 30 s 20 pl TAS hromogena (ABTS 610
Umol/l i metmioglobin 6.1umol/l). Koncentracija antioksidanasa u plazmi izraunata je na

slede¢i nacin:

F=1/A Asp- A ASt sp - slepa proba

C=F x (A Asp- A Auzorka) St-standard-uzorak poznate koncentracije
Gde je: A Asp=Aj-A; Aj-apsorbanca na pocetku reakcije

A Auzorka= Aj-A, Aj-apsorbanca na kraju reakcije

A ASt= Ar-A,

3.7.2. Odredivanje lipidne peroksidacije

Koncentracija malondialdehida (MDA), krajnjeg proizvoda lipidne peroksidacije u
eritrocitima, odredivana je reakcijom sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) po metodi
Cynamon i saradnika (1985). U 0.125 ml lizata eritrocita dodato je 1.25 ml 20%
trihlorsir¢etne kiseline i 0.5 ml 0.67% TBA. Smesa je zatim zagrevana 60 minuta na 95°C,
ohladena na sobnoj temperaturi 1 u svaki uzorak dodato je 2 ml n-butanola. Nakon toga
smeSa je centrifugirana a koncentracija MDA se odredivana u supernatantu
spektrofotometrijski na 535 nm. Koncentracija MDA je izraCunata upotrebom molarnog
ekstincionog koeficijenta za kompleks MDA-tiobarbiturna kiselina koji iznosi 1.56x10 mol”

'x em™ i izraZena je u nmol/gHb.
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3.7.3. Odredivanje superoksid anjon radikala

Koncentracija superoksid anjon radikala (O;”) u plazmi odredivana je po metodi
Auclaira i Voisina (1985). Metoda je zasnovana na sposobnosti O, "~ da redukuje nitro grupu
nitro tetrazolium plavog (engl. Nitro Blue Tetrazolium — NBT) (2,2’-di-p-nitrofenil-5,5’-
difenil-3,3’-(3,3’-dimetoksi-4,4’-difenilen)-ditetrazolium hlorid) do nitroformazan plavog.
Redukcija Zuto obojenog NBT-a do plavog formazana koriS¢ena je kao mera stvaranja
superoksid-anjon- radikala. Apsorbanca je merena na talasnoj duzini maksimalne apsorpcije
formazana od 550 nm. U 0.05 ml plazme dodato je 0.95 ml esejne smese koja sadrzi: 50 mM
TRIS pufer (pH = 8.6), 0.1 mM EDTA, 0.1 mg/ml Zelatina i 0.1 mM NBT. Na pocetku
reakcije izmerena je apsorbanca uzorka (A;), a zatim svakih 60 s do stabilizacije apsorbance
Sto je podrazumevalo dobijanje dve uzastopne priblizno iste vrednosti. Poslednja vrednost
oznaCena je kao A;. Kao slepa proba koris¢ena je destilovana voda. Koncentracija

oslobodenog O, izrazena u nmol/ml plazme, izraunata je na sledeci nacin:

nmol O, /ml plazme= AE/0.015 x 1/0.05
gde je: AE = AE, - AE,,
AE uzorka — E2u = Elu

AEslepe probe = E2sp - Elsp

3.7.4. Odredivanje vodonik peroksida

Odredivanje koncentracije vodonik peroksida (H,O,) je zasnovano na oksidaciji fenol-
crvenog tj. fenolsulfonftaleina vodonik peroksidom iz plazme, u prisustvu peroksidaze, po
metodi Picka i Keisaria (1980). U 0.2 ml plazme dodato je 0.8 ml sveze napravljenog
rastvora fenol crvenog (Phenol Red Solution — PRS) koji sadrzi 140 mM NaCl, 10 mM
fosfatnog pufera pH=7, 5.5 mM glukoze i 0.28 mM fenol crvenog. Nakon toga, uzorcima je
dodato 10 ul peroksidaze i inkubirani su 10 minuta na sobnoj temperaturi. Reakcija je
zaustavljena 1 boja razvijena dodatkom 1IN NaOH. Apsorbanca oksidovanog fenol crvenog
merena je na 610 nm. Koncentracija H,O; je odredivana na osnovu standardne krive za H,O,

1 1zraZena u nmol/ml plazme.

42



3.7.5. Odredivanje nitrita

Koncentracija nitrita, koja je mera produkcije NO je odredivana u plazmi Grisovim
reagensom. U 0.2 ml plazme je dodato 0.1 ml 3 N PCA (engl. Perchloride acid) i 0.4 ml 20
mM EDTA (engl. Ethylenediaminetetraacetic acid) i ostavljeno na ledu 15 minuta. Nakon
toga, uzorci su centrifugirani 15 minuta na 3825 x g, supernatant je odliven, a talog je
resuspendovan u 2M K,CO; do pH=7.4. U 0.1 ml ovog uzorka dodaje se 0.25 ml Grisovog
reagensa (Green 1 saradnici, 1982) koji sadrzi jednake zapremine 0.1% rastvora naftil-
etilendiamin-dihidrohlorida u destilovanoj vodi i 1 % rastvor sulfanilamida u 5% H3;PO41sa
nitritima gradi kompleks ljubiaste boje. Nakon 5-10 minuta inkubacije na sobnoj
temperature, odredivana je koncentracija oslobodenih nitrita spektrofotometrijski na talasnoj

duZini od 550 nm.

3.8. Odredivanje aktivnosti enzima antioksidativne odbrane

Kao $to je ranije navedeno, intenzivna fizicka aktivnost dovodi do povecane potrosnje
miokardu. Kada produkcija ROS prevazide kapacitet antioksidativne zastite kao procesa koji
neprestano funkcioniSe u zdravom organizmu, dolazi do pojave oksidativnog stresa. Enzimi
superoksid dismutaza, katalaza i glutation peroksidaza, koji su prisutni u gotovo svim ¢elijama
1 ¢ine deo sistema antioksidativne zastite organizma, predstavljaju prvu liniju odbrane protiv
ROS nastalih tokom intenzivnog vezbanja. Uloga SOD je da katalizuje dismutaciju toksi¢nog
0,7, nastalog tokom oksidativnih energetskih procesa, do H;O, 1 O,. CAT direktno razgraduje
toksi¢ni H,O, do H,O i O,, dok GSH-Px razlaze H,O, koriste¢i ga za oksidaciju drugog
supstrata, glutationa (GSH) koji prelazi u oksidovani glutation (GSSG).

3.8.1. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Aktivnost superoksid dismutaze odredivana je u eritrocitima po metodi Goldsteina i
saradnika (1988). Kao izvor superoksid anjon radikala u ovoj metodi koristi se ksantin.
Superoksid anjon radikal, generisan iz ksantina prilikom prevodenja u mokra¢nu kiselinu u
prisustvu ksantin oksidaze, reaguje sa akceptorom elektrona 2-(4-jodfenil)-3-(4-nitrofenol)-

S-feniltetrazolijum hloridom (INT) i formira crvenu boju. SOD iz uzorka uklanja superoksid
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anjon radikal pri ¢emu inhibira ovu reakciju. Jedinica aktivnosti superoksid dismutaze
definisana je kao koli¢ina enzima koja uzrokuje inhibiciju ove reakcije za 50% u
odgovaraju¢im uslovima. U 5ul uzorka (lizata eritrocita koji je razblazen 25 puta sa 0.01M
fosfatnim puferom, pH=7) dodato je 170 ul radnog reagensa (koji sadrzi 0.05 mmol/l
ksantina, 0.025 mmol/l INT 1 0.94 mmol/l fosfatnog pufera) a nakon 30 s 25 pl ksantin
oksidaze (80U/l). Procenat inhibicije SOD odredivan je na osnovu standardne krive
konstruisane na osnovu vrednosti apsorbanci o€itanih za seriju standardnih rastvora poznate
koncentracije SOD (4.84, 2.42, 1.21, 0.60, 0.30 U/ml). Standardi su razblazeni u 0.01M
fosfatnom puferu, pH=7. Aktivnost SOD merena je na 500 nm i izraZzena u jedinicama po
gramu prethodno odredenog hemoglobina (U/gHb). Za izraCunavanje aktivnosti enzima
koristili smo slede¢u formulu:

(IOO'Auzorka) X 25/Hg iz lizata ER

3.8.2. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze je odredivana po metodi Aebi i saradnika (1984), koja se zasniva na
spektrofotometrijskom pracenju promene apsorbance na 230 nm. Na ovoj talasnoj duzini
H,0, ima maksimum apsorpcije koji se menja usled razgradnje standardne koncentracije
H,0, (10 mM) katalazom iz uzorka. Jedinica aktivnosti CAT definisana kao aktivnost
enzima potrebna za razgradnju 1 pmol H,O; za 60 s na 25 °C i pH =7.0. CAT je izrazena
kao U/gHb. U 50 pul uzorka (lizata eritrocita koji je pripremljen tako $to je u 50 pl hemolizata
dodato 50 pl 95% etanola 1 5 ml vode 1 inkubirano 10 minuta na 37°C) dodato je 50 ul 1M
Tris pufera pH =8 i 1 ml 10 mM rastvora vodonik peroksida. Na spektrofotometru se prati
pad apsorbance svakih 30 sekundi, tokom 3 minuta. Aktivnost katalaze izracunata je pomocu

formule:

CAT=100x R x AA
Hbx Vx0.071
gde je:
AA - srednja vrednost promene apsorbance u minuti;
R - faktor razblazenja (101);
Hb - koli¢ina hemoglobina (u g/100 ml lizata);
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V - zapremina uzorka (u ml);

0.071 - milimolarni apsorptivni koeficijent vodonik peroksida.

3.8.3. Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze

Aktivnost glutation peroksidaze odredivana je u eritrocitima po metodi Paglia i
Valentine (1967). Glutation peroksidaza katalizuje oksidaciju glutationa sa kumen
hidroperoksidom. Oksidovani glutation se konvertuje do redukovane forme u prisustvu
glutation-reduktaze i NADPH koji se oksiduje do NADP" §to se odrazava padom apsorbance
na 340 nm. Jedinica aktivnosti GSH-Px je definisana kao koli¢ina enzima koja oksiduje
InM NADPH u minuti i izrazava se u U/g Hb. U 5ul uzorka (0.05 ml heparizirane krvi u
koju je dodato Iml destilovane H,O, a nakon 5 minuta inkubiranja na sobnoj temperaturi i 1
ml Drapkinovog reagensa) dodato je 220 pl radnog reagensa (koji sadrzi 4 mmol/l
glutationa, 0.5 mmol/l glutation reduktaze, 0.034 mmol/l NADPH, 0.05M fosfatnog pufera
pH=7.2 i EDTA 4.3mmol/l) i 10 pl kumen hidroksiperoksida koncentracije 0.18 mmol/I.
Apsorbanca je merena na 340 nm a aktivnost enzima izra¢unata na sledeci nacin:

(Auzorka-Aslepe probe) x 41= U/gHb

Hemoglobin(g)

3.9. Izolovanje mononuklearnih ¢elija iz pune krvi i odredivanje aktivnosti,

respiratornog praska i produkcije NO u mononuklearnim éelijama periferne krvi

Celije imunog sistema proizvode O, i NO tokom oksidativnog praska koji se aktivira
u toku zapaljenskih procesa. Medutim, obzirom da je pokazano da se imuni sistem aktivira i
pod dejstvom stimulatora nastalih tokom fizi¢ke aktivnosti, jedan od nasih ciljeva bio da
utvrdimo da li je u mononuklearnim ¢elijama sportistkinja povecana produkcija O,", kao i da
li se aktivnost (odrzivost) mononuklearnih ¢elija ali i produkcija NO razlikuje izmedu

sportistkinja 1 fizicki neaktivnih Zena.
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3.9.1. Izolovanje mononuklearnih éelija iz pune krvi

Puna krv sa EDTA pomesana je u odnosu 1:2 sa PBS (eng/. Phosphate buffered saline:
2,8 mM NaH,POy; 7,2 mM Na,HPOy; 0,8% NaCl). Na po 15 ml gustinskog gradijenta za
izdvajanje mononukleranih ¢elija (1,077 g/ml) u 50 ml-skim epruvetama nanoSeno je po 30
ml razblaZzene ¢elijske suspenzije i centrifugirano 40 minuta na 400 x g. Po zavrSenom
centrifugiranju, gornji sloj razblazene plazme je odbacen a mononuklearne celije iz
interfaznog prstena su skupljene u resuspendovane u PBS-u. Celije su taloZene
centrifugiranjem (10 min, 405 x g), a zatim dva puta resuspendovane u PBS-u i isprane od
gustinskog gradijenta centrifugiranjem. Tre¢i put su celije resuspendovane u RPMI 1640
medijumu (10 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) sa 1% L-
glutamin, 1% Streptavidin-Penicilin i 7,5% NaHCO3) i centrifugirane 5 minuta na 180 x g da
bi se pored ostataka gustinskog gradijenta uklonili i trombociti. Za kultivaciju ¢elija koriS¢en
je osnovni medijum obogacen inaktivisanim fetalnim tele¢im serumom (FCS engl. fetal calf

serum), u koncentraciji od 10%.

3.9.2. Test redukcije tetrazolijumske soli MTT

Metabolicka aktivnost (odrzivost) ¢elija je analizirana kvantitativnom kolorimetrijskom
metodom u kojoj je MTT (engl. (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) (MTT, ICN Biomedicals, Ohio, USA) metabolicki redukovan do formazana
karakteristicne boje (Mosmann, 1983). MTT mogu da redukuju samo aktivne mitohondrije
zivih Celija pa je stoga ovaj test pogodan za merenje broja vijabilnih ¢elija, njithovog stanja
aktivacije 1 proliferacije. Po 100 pl sveze izolovane ¢elijske suspenzije u koncentraciji od
5x10° éelija/ml, dodato je u bunardiée ploe sa 96 mesta. Svaki uzorak raden je u 6
ponavljanja. U 3 bunarci¢a svakog uzorka dodato je po 10 ul LPS (engl. lipopolysaccharide
from E. coli, serotype 055: BS5 strain; Sigma Chemicals Co., St. Louis, Mo., USA),
koncentracije 100 pg/ml a u preostala 3 po 10 ul medijuma. Celije su postavljene na 1 plo¢u
za 24-satnu kultivaciju. Nakon zavrsene kultivacije u svaki bunar¢i¢ je dodato po 10 pl
radnog rastvora MTT-a, koncentracije 5 mg/ml. Kulture su inkubirane jo§ 3 sata na 37°C, u
vlaznoj atmosferi. Proces redukcije je prekinut dodavanjem 100 pl 10% SDS-a u HCI.

Dobijena boja je rastvarana preko no¢i na 37°C. Apsorbanca rastvora, Ciji intenzitet

odgovara stepenu redukcije MTT-a izmerena je na 540 nm na ELISA ¢itacu.
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3.9.3. Test redukcije NBT soli

Odredivanje produkcije superoksid-anjon-radikala O,” u mononuklearnim c¢elijama
periferne krvi, zasnovano je na reakciji redukcije nitro tetrazolium plavog (eng/. Nitro Blue
Tetrazolium — NBT) (Merck, Nemacka,) (2,2’-di-p-nitrofenil-5,5’-difenil-3,3°-(3,3’-
dimetoksi-4,4’-difenilen)-ditetrazolium hlorid) sa O, do nitroformazan plavog. Test se radi
u celijskim kulturama sa i bez PMA (engl. phorbol 12-myristate 13-acetate) (Sigma
Chemicals Co., St. Louis, Mo., USA), kao stimulatora. Po 100 pl ¢elijske suspenzije u
koncentraciji od 5x10° ¢elija/ml, dodato je u bunari¢e ploce sa 96 mesta. Svaki uzorak
raden je u 6 ponavljanja. U 3 bunarci¢a svakog uzorka dodato je 10 ul PMA koncentracije
500 ng/ml, a u preostala 3 po 10 pl medijuma. Nakon 5 minuta inkubiranja u svaki bunarci¢
je dodato po 10 pul NBT reagensa koncentracije 5 mg/ml, 1 ¢elijska kultura je inkubirana 30
minuta na 37°C u vlaznoj atmosferi. Proces redukcije je prekinut dodavanjem 100 pl 10%
SDS-a sa 1M HCI (10 pl 1M HCI na 1 ml 10% SDS-a). Razvijanje dobijene boje se
nastavlja na 37°C, preko no¢i. Intenzitet reakcije se izrazava na osnovu intenziteta

apsorbance na 540 nm na ELISA ¢itac¢u (Labsystems Multiskan PLUS, Finska).

3.9.4. Odredivanje nitrita Griess-ovom rekcijom
Proizvodnja NO, kvantitkovana kao akumulacija nitrita u 24 ¢asovnoj ¢elijskoj kulturi,
odredivana je spektofotometrijski koriste¢i Grisovu reakciju sa natrijum nitritom kao
standardom (Green i sar., 1982). Po 100 pl ¢elijske suspenzije u koncentraciji od 5x10°
¢elija/ml, dodato je u bunarcice ploce sa 96 mesta. Svaki uzorak raden je u 6 ponavljanja. U
3 bunarcica svakog uzorka dodato je po 10 ul LPS, koncentracije 100 pg/ml a u preostala 3
po 10 pul medijuma. Celije su postavljene u ploée za 24-¢asovnu kultivaciju. Po zavrienoj
kultivaciji, neadherentne ¢elije 1 supernatanti su skupljane i centrifugirane. Supernatanti su
odvojeni i zamrznuti do analize.
U 50 pl supernatnata ¢elijskih kultura, standarda i slepe probe (medijum) dodato je
50 pl radnog rastvora Grisovog reagensa (jednake zapremine 0,1% rastvora naftil-
etilendiamin-dihidrohlorida u destilovanoj vodi i 1 % rastvor sulfanilamida u 5% H3;POy,).
Reakcija se odvija u plo¢ama od 96 mesta sa ravnim dnom. Posle inkubiranja od 10 minuta
na sobnoj temperaturi, odredivana je apsorbanca na 540 nm. Koncentracija nitrita odredivana

je na osnovu standardne krive konstruisane na osnovu vrednosti apsorbanci ocitanih za seriju
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standardnih rastvora poznate koncentracije NaNO, (100, 50, 25, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 uM).

Standardi su razblazeni u medijumu.

3.10. Statisticka obrada rezultata

Za obradu dobijenih rezultata koriS¢en je statisticki paket SPSS for Windows (Release
13.0, Chicago, IL, USA). Pre testiranja numerickih varijabli proveravan je tip distribucije.
Normalnost raspodele podataka ispitivana je Shapiro—Wilkovim testom. Kod normalne
raspodele podataka, za poredenje rezultata izmedu grupa koriS¢ena je jednofaktorska
ANOVA, dok su razlike medu grupama ispitane Tukey post hoc testom. U neparametrijskoj
statistici gde raspodela podataka nije bila normalna koriS¢en je Mann Whitney U-test. Za

najnizi stepen znacajnosti uzeta je vrednost verovatnoce p<0.05.
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4. REZULTATI

4.1. Antropometrijske karakteristike i dijetarni unos aktivnih sportistkinja i

kontrolne grupe

4.1.1. OpSte i antropometrijske karakteristike ucesnica studije

Demografske i antropometrijske karakteristike ispitanica koje su uklju¢ene u studiju
prikazane su u Tabeli 2. Sve ucesnice studije su bile slicne Zivotne dobi. Sportistkinje su se
bavile sportom vise od 9 godina: 9.88 godina vaterpolistkinje i 9.1 godina fudbalerke.
Distribucije telesne visine i indeksa telesne mase (BMI) se nisu znacajno razlikovale izmedu
ispitivanih grupa, dok je telesna masa fudbalerki bila znacajno niza (p<0.05) u poredenju sa

vaterpolistkinjama.

Tabela 2. Opste karakteristike u€esnica studije

Opste karakteristike Kontrolna Grupa Grupa
grupa vaterpolistkinja fudbalerki
(n=14) (n=15) (n=19)
Zivotno doba (godine) 23.67+1.56 21.71+4.5 21.19+2.45
Telesna visina (cm) 169.64+4.37 170.54+5.27 169.33+5.04
Telesna masa (kg) 62.66+8.20 67.59+6.53 62.74+4.77#
Indeks telesne mase BMI 21.53+2.28 23.04+1.49 22.01+1.23
(kg/m’®)
Sportski staz (godine) 9.88+2.10 9.12+1.98

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. #p<0.05 znacajna
razlika u odnosu na grupu vaterpolistkinja. Koris¢ena je jednofaktorska analiza varijanse

(ANOVA) sa Tukey post hoc testom.
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Metodom bioelektricne impedance procenjeni su procenat telesnih masti, masa

masnog tkiva, bezmasna masa tela i ukupna voda u organizmu, u sve tri ispitivane grupe. Svi

ispitivani parametri su se razlikovali izmedu sportiskinja i kontrolne grupe, a bilo je razlika i

medu samim sportiskinjama (tabela 3). Tako su ukupna voda i bezmasna masa tela bile

znacajno vece, a procenat masti znacajno manji kod obe grupe sportistkinja u odnosu na

kontrolnu grupu. Osim toga, masa masnog tkiva i procenat masti fudbalerki bili su znacajno

nizi (p<0.01; p<0.05) i u odnosu na vaterpolistkinje.

Tabela 3. Antropometrijske karakteristike ucesnica u studiji

Kontrolna Grupa Grupa

grupa vaterpolistkinja fudbalerki

(n=14) (n=15) (n=19)
Procenat masti (%) 25.50+4.31 23.43+3.76* 19.81+3.34%**#
Masa masnog tkiva (kg) 16.24+4.60 15.94+4.08 12.454+2.38**##
Bezmasna masa tela (kg) 46.43+4.19 51.26+3.26%* 50.29+4.16*
Ukupna voda TBW (kg) 34.00+3.07 37.51+2.40%* 36.81+3.04*

Vrednosti su predstavijene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavija

znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na
grupu vaterpolistkinja.* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, # p<0.05, ## p<0.01, #H#
p<0.001. Koriscena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.
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4.1.2. Analiza dijetarnog upitnika

Dijetarni unos ispitanica odreden je metodom za utvrdivanja stanja ishrane - Anketa o

ucCestalosti uzimanja pojedinih namirnica (semi-quantified food frequency questionnaire-

FFQ) za poslednja 3 meseca, i prikazan u Tabeli 4. Rezultati anketnih upitnika pokazali su

da se ispitivane grupe ne razlikuju znac¢ajno, kako u ukupnom energetskom unosu, tako ni u

unosu proteina, ugljenih hidrata, masti i masnih kiselina.

Tabela 4. Dijetarni unos ispitivanih grupa

Kontrolna Grupa Grupa
grupa vaterpolistkinja fudbalerki
(n=14) (n=15) (n=19)
Energija (kcal/day) 2295.67+109.64 2417.09+108.48 2350.14+83.98
Proteini (% energije) 17.25 £1.10 18.08+1.61 17.87+1.35
Ugljeni hidrati 55.83+1.92 54.70+1.74 55.46+1.61
(% energije)
Masti (% energije) 30.80+1.08 30.08+1.77 30.32+1.34
Zasi¢ene masne 9.78+1.26 9.24+1.21 9.23+1.12
kiseline (% energije)
Mononezasi¢ene 9.94+1.19 9.91+1.53 9.87+1.42
masne Kiseline
(%oenergije)
Polinezasi¢ene masne 7.02+1.26 6.70+2.24 6.84+1.72

Kkiseline (% energije)

Vrednosti su predstavijene kao srednja vrednost £ standardna devijacija.
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4.2. Krvna slika, sedimentacija, biohemijski parametri seruma, masnokiselinski
profil fosfolipida plazme i eritrocita i procena aktivnosti elongaza i desaturaza i

plazmi i eritrocitima ispitivanih grupa
Krvna slika 1 sedimentacija odredivane su neposredno nakon vadenja krvi. lako je bilo

znacajnih razlika u koncentraciji hemoglobina izmedu fidbalerki i druge dve ispitivane

grupe, sve vrednosti su se nalazile u okvirima referentnih (tabela 5).

Tabela 5. Vrednosti krvne slike 1 sedimentacije krvi ispitivanih grupa

Krvna slika Kontrolna Grupa Grupa

i sedimentacija grupa vaterpolistkinja fudbalerki
(n=14) (n=15) (n=19)

LE (10°/L) 5.24+0.90 4.84+0.98 6.0+1.56

ER (*10"*/L) 4.29+0.29 4.18+0.38 4.34+0.30

HGB (g/L) 121.82+9.28 125.18+7.71 131.9247.73%**##

HCT (1/L) 0.37+0.02 0.36+0.03 0.37+0.02

MCYV (fL) 86.52+3.11 87.02+4.29 86.34+3.69

MCH (pg) 29.62+1.92 30.36+1.78 30.43+1.58

MCHC (g/L) 340.75+17.12 348.47+12.27 352.27+5.48

PLT (*10°/L) 242.25+30.86 243.38+£31.26 242.84+42.05

SE 4.00+1.89 4.12+1.36 4.84+1.08

Vrednosti su predstavijene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavija
znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na
grupu vaterpolistkinja. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, #p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001.

Korisc¢ena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.
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4.2.1. Biohemijski parametri seruma

Biohemijski parametri odredivani su u serumu neposredno nakon vadenja krvi.

Rezultati su pokazali da je bilo znacajnih razlika u veéini merenih parametara izmedu

ispitivanih grupa, ali i da su se koncentracije svih parametara nalazile u okvirima referentnih

vrednosti (tabela 6).

Tabela 6. Vrednosti biohemijskih parametara krvi ispitivanih grupa

Kontrolna Grupa Grupa

grupa vaterpolistkinja fudbalerki

(n=14) (n=15) (n=19)
Glukoza (mmol/l) 4.17+0.32 4.82+0.82 4.07+0.27
TG (mmol/l) 0.82+0.29 0.73+0.37 0.58+.20*
HOL (mmol/l) 4.35+0.67 4.53+0.91* 3.94+0.60***#
HDL holesterol (mmol/l) 1.61+0.21 1.66+0.36 1.52+0.06
LDL holesterol (mmol/l) 3.10+0.93 2.56+0.72* 2.16£0.56***#
LDL/HDL 2.02+0.72 1.55+0.38%* 1.43+0.38%**
HOL/HDL 1.72+0.28 1.81+0.20 1.88+0.26

Vrednosti su predstavijene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavija

znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na

grupu vaterpolistkinja. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, #p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001.

Koriscena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.
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4.2.2. Analiza masnokiselinskog profila fosfolipida plazme ispitivanih grupa

Odredivanjem masnokiselinskog profila u fosfolipidima plazme detektovano je

prisustvo 13 masnih kiselina. One su podeljene u 3 grupe: zasiCene masne kiseline,

mononezasi¢ene masne kiseline i polinezasi¢ene masne kiseline.

4.2.2.1. Zastupljenost zasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidima plazme

Masnokiselinski profil zasi¢enih masnih kiselina fosfolipida plazme ispitivanih grupa

prikazan je u Tabeli 7. Procenat palmitinske kiseline (16:0) bio je gotovo isti u svim

grupama. Udeo stearinske kiseline (18:0) u grupi fudbalerki bio je znacajno visi kako u

odnosu na vaterpolistkinje (p<0.01) tako i u odnosu na kontrolu grupu (p<0.05). Takode,

grupa fudbalerki je imala i najvis$i udeo ukupnih zasi¢enih masnih kiselina koji je bio

znacajno visi samo u odnosu na grupu vaterpolistkinja (p<0.05).

Tabela 7. Procentualna zastupljenost zasi¢enih masnih kiselina fosfolipida plazme

ispitivanih grupa

Masne kiseline Kontrolna Grupa Grupa

(mol %) grupa vaterpolistkinja fudbalerki
(n=14) (n=15) (n=19)

16:0 27.72+1.60 27.67+1.83 27.72+1.59

18:0 15.31+1.42 15.22+1.07 16.47£1.12*##

SFA 43.03+1.47 42.88+1.90 44.19+1.52#

Vrednosti su predstavijene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavija

znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na

grupu vaterpolistkinja. *p<0.05, #p<0.05, ##p<0.01. Koris¢ena je jednofaktorska analiza

varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.
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4.2.2.2. Zastupljenost mononezasiéenih masnih kiselina u fosfolipidima plazme

U fosfolipidima plazme detektovane su 3 mononezasiCene masne kiseline:
palmitoleinska (16:1n-7), oleinska (18:1n-9) i vakcenska (18:1n-7). U poredenju sa
kontrolnom grupom i grupom vaterpolistinja, fudbalerke su imale znacajno visi (p<0.001)
udeo oleinske kiseline i ukupnih mononezasi¢enih masnih kiselina (MUFA) (p<0.001 1
p<0.01, redom) (tabela 8). Osim toga, grupa vaterpolistkinja je imala vi§i udeo (p<0.05)

palmitoleinske kiseline u odnosu na kontrolnu grupu.

Tabela 8. Procentualna zastupljenost mononezasi¢enih masnih kiselina fosfolipida plazme

ispitivanih grupa

Masne kiseline Kontrolna Grupa Grupa

(mol %) grupa vaterpolistkinja fudbalerki
(n=14) (n=15) (n=19)

16:1 n-7 0.42+0.13 0.59+0.18* 0.52+0.18

18:1 n-9 9.03+1.03 8.85+1.56 10.42+1.21%**###

18:1 n-7 1.23+0.21 1.45+0.22 1.46+0.26

MUFA 10.68+1.17 10.89+0.70 12.40+1.44***##

Vrednosti su predstavijene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavija
znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na
grupu vaterpolistkinja. *p<0.05, ***p<0.001, ##p<0.01, ###p<0.001. Koriscena je
Jjednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.

4.2.2.3. Zastupljenost polinezasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidima plazme
Polinezasi¢ene masne kiseline su zbog razliite hemijske strukture podeljene u dve
grupe: n-3 1 n-6 PUFA, koje imaju veoma razlicito fizioloSko dejstvo u organizmu. lako su

uocene razlike u sadrzaju n-3 PUFA izmedu kontrolne grupe i grupa sportistkinja, razlike
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nisu bile statisticki znacajne. Sa druge strane, PUFA n-6 serije su se znacajno razlikovale
(tabela 9). Najniza procentualna zastupljenost LA (18:2 n-6), ukupnih i n-6 PUFA, pokazana
je kod fudbalerki. Tako je udeo LA bio znac¢ajno nizi (p<0.01) u odnosu na kontrolnu grupu,
a udeo n-6 PUFA i u odnosu na kontrolnu (p<0.01) i grupu vaterpolistkinja (p<0.05). Udeo
ukupnih PUFA bio je znacajno nizi (p<0.001) kod fudbalerki u odnosu na druge dve grupe
ispitanica. Medutim, procenat AA (20:4 n-6) bio je visi kod obe grupe sportistkinja, ali

znacajno samo u grupi vaterpolistkinja u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0.05).

Tabela 9. Procentualna zastupljenost polinezasi¢enih masnih kiselina fosfolipida plazme

ispitivanih grupa

Masne Kkiseline Kontrolna Grupa Grupa

(mol %) grupa vaterpolistkinja fudbalerki
(n=14) (n=15) (n=19)

18:2 n-6 27.89+2.48 25.60+3.02 25.06£2.04%*

20:3 n-6 2.66+0.68 2.76+0.78 2.46+0.65

20:4 n-6 10.96+1.60 12.44+1.89* 11.50+1.25

22:4 n-6 0.56+0.15 0.71+0.25 0.61+0.24

n-6 42.06+1.78 41.51+2.47 39.63+1.90%*#

18:3 n-3 0.11+0.10 0.15+0.12 0.14+0.10

20:5n-3 0.28+0.21 0.36+0.26 0.30+0.20

22:5n-3 0.59+0.19 0.77+0.30 0.66+0.19

22:6 n-3 3.26+1.33 3.30+1.34 2.68+0.73

n-3 4.23+1.70 4.58+1.88 3.78+0.98

n-6/n-3 11.27+4.11 10.76+4.89 11.13+2.78

PUFA 46.29+1.72 46.10+2.23 43.41+1.78% **##H

Vrednosti su predstavijene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavija
znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na
grupu vaterpolistkinja. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, #p<0.05, ###p<0.001. Koriséena
Jje jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.
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4.2.2.4. Procenjena aktivnost desaturaza i elongaza u plazmi

Aktivnost sistema desaturaza i elongaza u plazmi nije direktno merena ve¢ je

procenjena kao odnos pojedinih masnih kiselina (tabela 10). Procenjene aktivnosti ovih

enzima nisu se znacajno razlikovale izmedu 3 ispitivane grupe.

Tabela 10. Procenjena aktivnost desaturaza i elongaza plazme ispitivanih grupa

Desaturaze i Kontrolna Grupa Grupa
elongaze u grupa vaterpolistkinja fudbalerki
plazmi (n=14) (n=15) (n=19)
A9 desaturaza 0.59+0.13 0.57+0.07 0.63+0.09
(18:1n-9/18:0)

A 6 desaturaza 0.10+0.03 0.11+0.04 0.10+0.03
i elongaza

(20:3n-6/18:2n-6)

A S desaturaza 4.33+1.14 4.78+1.40 5.00+1.39
(20:4n-6/20:3n-6)

elongaza 0.56+0.07 0.55+0.06 0.60+0.06
(18:0/16:0)

Vrednosti su predstavijene kao srednja vrednost £ standardna devijacija.
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4.2.3. Analiza masnokiselinskog profila fosfolipida eritrocita ispitivanih grupa

4.2.3.1. Zastupljenost zasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidima eritrocita

Procentualna zastupljenost zasi¢enih masnih kiselina fosfolipida eritrocita u ispitivanim
grupama prikazana je u Tabeli 11. Grupa vaterpolistkinja je imala znacajno visi procenat
palmitinske kiseline u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.001) i grupu fudbalerki (p<0.01) i
znacajno nizi (p<0.01) procenat stearinske kiseline u odnosu na druge dve grupe ispitanica.
Takode, procenat 16:0 razlikovao se znacajno (p<0.05) i izmedu grupe fudbalerki i kontrolne

grupe u kojoj je bio najnizi.

Tabela 11. Procentualna zastupljenost zasi¢enih masnih kiselina fosfolipida eritrocita

ispitivanih grupa

Masne kiseline Kontrolna Grupa Grupa

(mol %) grupa vaterpolistkinja fudbalerki
(n=14) (n=15) (n=19)

16:0 23.39+0.40 26.46+£0.56%** 24.77+1.61%##

18:0 18.73+1.38 17.14+0.63** 18.68+0.82##

SFA 42.12+1.31 43.60+1.01 43.44+1.73

Vrednosti su predstavijene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavija
znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na
grupu vaterpolistkinja. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ##p<0.01. Koriscena je
Jjednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.

4.2.3.2. Zastupljenost mononezasiéenih masnih kiselina u fosfolipidima eritrocita

Rezultati analize masnokiselinskog profila mononezasi¢enih masnih kiselina
fosfolipida eritrocita ispitivanih grupa, pokazali su da su najvisi udeo oleinske kiseline i
ukupnih MUFA, imale fudbalerke, ali da je njihov udeo znacajno visi samo u odnosu na

kontrolnu grupu (p<0.01; p<0.05) (tabela 12). Sa druge strane najvisi udeo palmitoleinske
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kiseline (16:1 n-7) imala je grupa vaterpolistinja, koji je bio znac¢ajno visi kako u poredenju
sa kontrolnom grupom (p<0.01) tako i u poredenju sa grupom fudbalerki (p<0.001).
Zastupljenost vakcenske kiseline (18:1n-7) nije se znacajno razlikovala u eritrocitima

razli¢itih grupa.

Tabela 12. Procentualna zastupljenost mononezasi¢enih masnih kiselina fosfolipida eritrocita

ispitivanih grupa

Masne kiseline Kontrolna Grupa Grupa
(mol %) grupa vaterpolistkinja fudbalerki
(n=14) (n=15) (n=19)
16:1 n-7 0.33+0.10 0.50+0.09** 0.23£0.07###
18:1 n-9 14.08+0.70 14.84+0.48 15.60+1.36%*
18:1 n-7 1.52+0.16 1.64+0.28 1.60+0.21
MUFA 15.97+0.72 16.98+0.45 17.42+1.44*

Vrednosti su predstavijene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavija
znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na
grupu vaterpolistkinja. *p<0.05, **p<0.01, ###p<0.001. Korisc¢ena je jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.

4.2.3.3. Zastupljenost polinezasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidima eritrocita

Analiza polinezasi¢enih masnih kiselina fosfolipida eritrocita pokazala je znacajno nizu
(p<0.05) zastupljenost n-6 PUFA i ukupnih PUFA u obe grupe sportiskinja u odnosu na
kontrolnu grupu (tabela 13). Medutim, od pojedinacnih n-6 PUFA, jedino je udeo dihomo-y-
linolenske kiseline (DGLA, 20:3 n-6) bio znac¢ajno nizi kod sportistkinja nego u eritrocitima
kontrolne grupe, dok je zastupljenost ostalih n-6 PUFA (LA, AA 1 DTA) bila sli¢na kod sve
tri ispitivane grupe. Sto se tie n-3 PUFA udeo i ukupnih i pojedinaénih n-3 PUFA u

eritrocitima nije se znacajno razlikovao po grupama. Izuzetak je bila a-linolenska kiselina
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(ALA, 18:3 n-3) ¢iji je procenat kod fudbalerki bio znacajno visi (p<0.05) u poredenju sa

kontrolom.

Tabela 13. Procentualna zastupljenost polinezasi¢enih masnih kiselina fosfolipida eritrocita

ispitivanih grupa

Masne kiseline Kontrolna Grupa Grupa
(mol %) grupa (n=14) vaterpolistkinja fudbalerki
(n=15) (n=19)
18:2 n-6 14.22+0.87 14.27+0.75 14.74+1.09
20:3 n-6 2.57+0.78 1.98+0.24* 1.46+0.32%**#
20:4 n-6 15.32+0.68 14.47+0.68 14.54+1.75
22:4 n-6 4.00+0.78 3.64+0.13 3.50+0.71
n-6 36.12+1.12 34.36+0.83* 34.14+2.35%
18:3 n-3 0.11+0.09 0.13+0.06 0.26+0.19*
20:5n-3 0.25+0.10 0.20+0.05 0.32+0.18
22:5n-3 1.45+0.26 1.17+0.16 1.35+0.36
22:6 n-3 4.01+0.89 3.54+0.64 3.11+0.83
n-3 5.81+1.09 5.06+0.58 5.04+1.25
n-6/n-3 6.49+1.77 6.89+0.89 7.09+1.55
PUFA 41.93+1.02 39.42+0.88* 39.18+3.00%

Vrednosti su predstaviljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavija
znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na
grupu vaterpolistkinja. *p<0.05, ***p<0.001, #p<0.05. Korisc¢ena je jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.
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4.2.3.4. Procenjena aktivnost desaturaza i elongaza u eritrocitima

U Tabeli 14. je prikazana procenjena aktivnost desaturaza i elongaza u eritrocitima
ispitivanih grupa. Procenjena aktivnost AS5-desaturase (koja se izraCunava se kao odnos
20:4n-6/20:3n-6) u eritrocitima je bila znacajno visa kod fudbalerki nego u dve ostale grupe.
Takode, obe grupe sportiskinja pokazale su nizu procenjenu aktivnost A6-desaturase (20:3n-
6/18:2n-6) i elongaze u eritrocitima u odnosu na kontrolnu grupu, pri ¢emu je aktivnost A6-
desaturase i1 elongaze bila niza kod fudbalerki 1 u poredenju sa vaterpolistkinjama (p <0.05).
Odnos 18:1 / 18:0 u eritrocitima, kao mera aktivnosti A9-desaturaze, bio je znacajno visi u
grupi vaterpolistkinja u odnosu na kontrolnu grupu (p <0.05), dok je aktivnost elongaze bila

je niza kod vaterpolistkinja u poredenju sa druge dve grupe ispitanica (p <0.05).

Table 14. Procenjena aktivnost desaturaza i elongaza u eritrocitima ispitanica

Desaturaze i Kontrolna Grupa Grupa
elongaze u grupa vaterpolistkinja fudbalerki
eritrocitima (n=14) (n=15) (n=19)

A 9 desaturaza 0.84+0.09 0.96+0.05* 0.92+0.10
(18:1n-9/18:0)

A 6 desaturaza i 0.18+0.05 0.14+0.02* 0.10+£0.02*%**#
elongaza

(20:3n-6/18:2n-6)

A 5 desaturaza 6.48+2.17 7.40+0.92 10.15£1.48***##
(20:4n-6/20:3n-6)

elongaza 0.80+0.06 0.65+0.02* 0.760.06#
(18:0/16:0)

Vrednosti su predstavijene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavija
znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na
grupu vaterpolistkinja. *p<0.05, ***p<0.001, #p<0.05, ##p<0.01. Koris¢ena je
Jjednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.
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4.3. Redoks promene u plazmi i eritrocitima kod aktivnih sportistkinja i kontrolne

grupe
4.3.1. Parametri oksidativnog stresa

Poznato je da intenzivna fizicka aktivnost dovodi do vecée produkcije reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (0,7, HO, 1 ‘'OH) kao i do povecane produkcije azot oksida u organizmu.
ROS mogu reagovati sa proteinima, lipidima i DNK i dovesti do ostecenja ¢elija. Zbog toga
je jedan od ciljeva naseg istrazivanja bio odrediti koncentraciju O;~, H,O; nitrita (NO;") kao
meru proizvodnje NO, kao i TAS koji predstavlja ukupnu koncentraciju antioksidativnih
jedinjenja u organizmu, u plazmi. Osim toga, odredivali smo i MDA kao strepen lipidne

peroksidacije u eritrocitima.

4.3.1.1. Lipidna peroksidacija

Koncentracija malondialdehida, krajnjeg proizvoda lipidne peroksidacije, odredivana je
u eritrocitima ispitanica i rezultati su prikazani na grafiku 1. Dobijeni rezultati su pokazali
znacajno vecu koncentraciju MDA kod vaterpolistkinja (p<0.05) i fudbalerki (p<0.001) u
odnosu na kontrolnu grupu. Takode, nisu nadene znacajne razlike u koncentracijama MDA

izmedu vaterpolistinja i fudbalerki.
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Grafik 1. Koncentracija malondialdehida u eritrocitima.

Vrednosti su predstavijene kao X+ SD. *predstavlja znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu
grupu. *p<0.05, ***p<0.001. Koris¢ena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa
Tukey post hoc testom

4.3.1.2. Ukupni antioksidativni status
Merenjem ukupnog antioksidativnog statusa u plazmi pokazano je da obe grupe

sportistkinja imaju znacajno visi (p<0.05) nivo TAS u odnosu na kontrolnu grupu, kao i da

ne postoje znacajne razlike u nivou TAS izmedu dve grupe sportistkinja (grafik 2).
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Grafik 2. Koncentracija TAS u plazmi
Vrednosti su predstavijene kao X+ SD. *predstavlja znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu
grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na grupu vaterpolistkinja. *p<0.05.

Koriscena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.

4.3.1.3. Superoksid anjon radikal

Koncentracija superoksid anjon radikala u plazmi sportistkinja i kontrolne grupe
prikazana je na grafiku 3. Dok je grupa fudbalerki imala visi nivo O," kako u odnosu na
kontrolnu (p<0.05) tako i u odnosu na grupu vaterpolistkinja (p<0.001), vaterpolistinje su

imale najnizi nivo O,", koji je bio znacajno nizi (p<0.05) i u odnosu na kontrolnu grupu.
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Grafik 3. Koncentracija superoksid anjon radikala u plazmi ispitivanih grupa

Vrednosti su predstavijene kao X+ SD. *predstavlja znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu
grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na grupu vaterpolistkinja. *p<0.05,
*¥p<0.001, ##H p<0.001. Koriséena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa
Tukey post hoc testom.

4.3.1.4. Vodonik peroksid

Za razliku od O,", koncentracija H>O; u plazmi bila je znacajno visa (p<0.001) kod obe
grupe sportistkinja u odnosu na kontrolnu grupu (grafik 4). Porede¢i rezultate izmedu grupa
sportistkinja, koncentracija H,O, bila je znacajno viSa kod fudbalerki (p<0.05) nego kod

vaterpolistkinja.

65



nmol/mi
40
35
30
25
20
15
10

5

***#

kontrola vaterpolo fudhal

Grafik 4. Koncentracija vodonik-peroksida u plazmi ispitivanih grupa.

Vrednosti su predstavijene kao X+ SD. *predstavlja znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu
grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na grupu vaterpolistkinja.* p<0.05,
*p<0.01, ***p<0.001, # p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001. Koriscena je jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.

4.3.1.5. Nitriti

Redovna fizicka aktivnost dovodi do povecanja bazalne proizvodnje azot monoksida u
endotelnim ¢elijama. U ovom radu je koncentracija nitrita u plazmi merena kao stepen
produkcije NO u endotelijalnim ¢elijama. Najvisa koncentracija NO, izmerena je u grupi
fudbalerki, ali je statisticki znacajno bila visa samo u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.05)

(grafik 5).
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Grafik 5. Koncentracija nitrita u plazmi sportistkinja i kontrolne grupe
Vrednosti su predstavljene kao X= SD. *predstavija znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu
grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na grupu vaterpolistkinja. *p<0.05.

Koriscena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.

4.3.2. Aktivnost enzima antioksidativne odbrane u eritrocitima sportistkinja i

kontrolne grupe

Enzimi antioksidativne odbrane (SOD, CAT i GSH-Px) koji predstavljaju prvu liniju
odbrane od ROS, prisutni su u gotovo svim ¢elijama a u eritrocitima je njihova aktivnost
veca 1 do 2 puta nego u ostalim ¢elijama. Njihova uloga je da redukuju ROS do vode i

kiseonika 1 tako Stite organizam od moguceg Stetnog dejstva slobodnih radikala.
4.3.2.1. Aktivnost superoksid dismutase
Aktivnost superoksid dismutaze u eritrocitima bila je znacajno veéa kod

vaterpolistkinja u poredenju kako sa kontrolnom grupom (p<0.05) tako i sa grupom
fudbalerki (p<0.01) (grafik 6).

67



SOD

U/gHb
2500

*HH
2000

1500 -

1000 -

500 -

lkontrola vaterpolo fudbel

Grafik 6. Aktivnost superoksid dismutaze u eritrocitima
Vrednosti su predstavljene kao X+ SD. *predstavija znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu
grupu, # predstavilja znacajnu razliku u odnosu na grupu vaterpolistkinja. *p<0.05, ##

p<0.01. Koris¢ena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.

4.3.2.2. Aktivnost katalaze

Rezultati odredivanja aktivnosti katalaze (grafik 7) u eritrocitima ispitivanih grupa,

pokazali su znacajno vecu aktivnost CAT u obe grupe sportistkinja (p<0.05) u poredenju sa

kontrolnom grupom, dok se medu sportistkinjama nije razlikovala.
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Grafik 7. Aktivnost katalaze u eritrocitima ispitivanih grupa
Vrednosti su predstavljene kao X+ SD. *predstavlja znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu
grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na grupu vaterpolistkinja. *p<0.05.

Koriscena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.

4.3.2.3. Aktivnost glutation peroksidaze

Za razliku od aktivnosti drugih enzima antioksidativne odbrane u eritrocitima,

aktivnost glutation peroksidaze (grafik 8) nije se znacajno razlikovala izmedu ispitivanih

grupa.
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Grafik 8. Aktivnost glutation peroksidaze u eritrocitima ispitivanih grupa

Vrednosti su predstavijene kao X+ SD.

4.4. Efekat fizicke aktivnosti na aktivnost mononuklearnih éelija periferne krvi i

produkciju O, i NO u njima kod ispitanica Zenskog pola

Jedan od ciljeva naSeg istrazivanja je bio da utvrdimo da li aktivno bavljenje sportom
kod Zena povecava produkciju O,” u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi, obzirom da je
pokazano da neki stimulusi koji nastaju tokom vezbanja dovode do povecane aktivnosti
NADPH-oksidaze koja redukuje kiseonik do O,”. Osim toga, mononuklearne ¢elije (MNC)
produkuju 1 NO kao odgovor na infekciju, ali 1 kao odgovor na razli¢ite inflamatorne
citokine, a mi smo takode ispitivali da li do povec¢ane produkcije NO u MNC dolazi i usled

dugotrajne fizicke aktivnosti.
4.4.1. Aktivnost mononuklearnih ¢elija periferne krvi ispitivanih grupa

Analiza aktivnosti mononuklearnih ¢elija periferne krvi, pomo¢u MTT testa, pokazala
je znacajno vecu aktivnost na pocetku eksperimenta kod vaterpolistkinja u odnosu na

kontrolnu grupu (p=0.014) (tabela 15). Inicijalna metabolicka aktivnost u MTT testu bila je
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2,5 puta visa kod vaterpolistkinja u odnosu na kontrolnu grupu. Nakon 24 c¢asovne
inkubacije aktivnost/broj celija vaterpolistkinja u MTT je pala na 62% od inicijalne
vrednosti. lako je aktivnost kontrolne grupe pala za svega 15% ona je u apsolutnim

vrednostima bila 2 puta manja od vrednosti koje su imale ¢elije sportistkinja.

Tabela 15. Metabolicka aktivnost mononuklearnih ¢elija ispitivanih grupa nakon 24 h

inkubacije sa i bez stimulatora (LPS)

Kontrolna Grupa
¢ grupa vaterpolistkinja P
(n=14) (n=15)
to 0.62 (0.48-0.96) 1.61 (1.08-2.27) 0.014
t 24h 0.55 (0.46-0.73) 1.06 (0.48-1.55) 0.048
t 24h+LPS 0.55 (0.34-0.56) 1.03 (0.61-1.56) 0.005

Vrednosti Asqyg su predstavljene kao medijana. Koriscen je neparametriski Mann Whitney U-

test.

4.4.2. Produkcija superoksid anjon radikala u mononuklearnim ¢elijama

periferne krvi ispitivanih grupa

Respiratorni prasak mononuklearnih ¢elija periferne krvi odredivan je citohemijskim
testom za respiratorni prasak na osnovu sposobnosti ¢elija da redukuju NBT do formazana.
Do redukcije NBT dolazi u reakciji boje i O, koji nastaje u ¢elijama redukcijom O, pod
dejstvom NADPH-oksidaze. Isti broj celija sportistkinja i devojaka koje se ne bave sportom
je zasejano u bunarci¢e. Rezultati merenja respiratornog praska pokazali su da nije bilo
znacajnih razlika u nivou O, izmedu kontrolne grupe i grupe vaterpolistkinja (grafik 9).
Povecanje produkcije O,” sa PMA bilo je na isti naCin stimulisano kod kontrole i

sportistkinja, ali je kod nekoliko sportistkinja bilo ¢ak 30 puta vece.
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Grafik 9. Produkcija superoksid anjon radikala u mononuklearnim ¢elijama ispitivanih grupa
sa 1 bez stimulatora (PMA)

Vrednosti su predstavijene kao X+ SD. *predstavlja znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu
grupu, # predstavlja znacajnu razliku u odnosu na grupu vaterpolistkinja. *p<0.05.

Koriscena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey post hoc testom.

4.4.3. Produkcija azot monoksida u mononuklearnim delijama periferne krvi

ispitivanih grupa

Poznato je da inflamatorni citokini mogu stimulisati leukocite, pre svega
mononuklearne fagocite i neutrofile da produkuju NO. Da li i u kojoj meri viSegodis$nja
fizicka aktivnost uti¢e na produkciju NO u leukocitima nije sasvim jasno. Mi smo odredivali
NO produkciju u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi, odreduju¢i akomulaciju nitrita u
24 casovnoj kulturi supernatanta ¢elija. Nasi rezultati su pokazali da se proizvodnja NO nije
znacajno razlikovala izmedu ispitivanih grupa, ali su na stimulaciju LPS-om ¢elije kontrolne
grupe odgovorile smanjenom produkcijom. LPS stimulacija nije uticala na proizvodnju NO

u ¢elijama sportistkinja (tabela 16).

72



Tabela 16. Produkcija nitrita u monocitima ispitivanih grupa sa i bez stimulatora (LPS)

Kontrolna Grupa
grupa vaterpolistkinja P
(n=14) (n=15)
NO; (uM) 5.5 (3.3-4.5) 3.2 (1.2-6.1) 0.09
NO;+LPS 2.2 (0.3-3.0) 4.5 (1.2-8.6) 0.026

(uM)

Vrednosti su predstavijene kao medijana. Koriséen je neparametriski Mann Whitney U-test.
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5. DISKUSIJA

Intenzivna fizicka aktivnost utice na metabolizam lipida, dovodi do promena u
iskoris¢enju MK kao energetskog supstrata, do mobilizacije masnokiselinskih rezervi iz
masnog tkiva i do prometa lipida izmedu organa i tkiva. Dugotrajno intenzivno vezbanje
dovodi do povecanja nivoa polinezasi¢enih masnih kiselina u masnom tkivu i povecava
kapacitet skeletnih i sr¢anog miSi¢a da oksiduju MK (Ney i sar., 2009).
jetri i drugim tkivima, i produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) koji mogu dovesti do
oste¢enja svih celijskih makromolekula ukljucujuéi lipide, proteine i nukleinske kiseline.
Antioksidativni enzimi mogu biti aktivirani selektivno tokom akutnog vezbanja, u zavisnosti
od izloZenosti tkiva oksidativnom stresu kao i od unutrasnjeg sistema antioksidativne zastite
(Powers 1 Jackson, 2008). Superoksid dismutaza, katalaza i1 glutation peroksidaza,
predstavljaju primarnu odbranu organizma od oksidativnog stresa tokom vezbanja (Dékany i
sar., 2006).

Eritrociti su posebno osetljivi na oksidativni stres zbog stalne izlozenosti dejstvu ROS
koji se konstantno generiSu u samim eritrocitima i u cirkulaciji u normalnim fizioloskim
uslovima, a u velikoj meri mogu biti meta oksidativnhog oStecenja tokom intenzivnog
vezbanja. Oni sadrze Cu-Zn-SOD, CAT i Se zavisnu GSH-Px, tj. veoma visoki sistem
antioksidativne zasStite, Cija aktivnost moze biti ve¢a u odnosu na mnoga druga tkiva u
organizmu (Nikoli¢-Koki¢ i sar., 2006). Osim toga, dosadaSnja saznanja govore da fizicka
aktivnost izaziva znaCajne fizioloSke promene u imunom sistemu, u zavisnosti od tipa,
intenziteta i trajanja vezbanja (Wang i sar., 2006). Glavni izvor imuno inflamatornih
medijatora su monociti koji predstavljaju i prvu liniju odbrane protiv napada patogena
(Wang 1 sar., 2006). Naporno akutno vezbanje moze izazvati monocitozu 1 sistemsku
endotoksemiju a pokazano je da su aktivirani monociti tokom intezivnog vezbanja izvor
povecane koncentracije proinflamatornih citokina (Rhind i sar., 2001).

U ovom radu je ispitivano kako sportovi sa razli¢itim uticajem na aerobni i anaerobni
metabolizam miSi¢a uti¢u na metabolizam masnih kiselina, parametre oksidativnog stresa i

funkciju imunog sistema kod aktivnih sportistkinja.
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Sve ucesnice u nasoj studiji bile su slicnih opstih 1 antropometrijskih karakteristika.
Medutim, procenat masti i masa masnog tkiva su znacajno nizi a procenat vode i misi¢nog
tkiva su znacajno visi kod sportistkinja nego kod kontrolne grupe, Sto je posledica
intenzivne, dugogodisnje fizicke aktivnosti.

Analiza dijetarnog upitnika je pokazala veoma slican unos energije i makronutrijenata,
mada bi se oCekivalo da je taj unos znacajno ve¢i kod sportistkinja s obzirom na znatno vecu
potro$nju. Sve ispitanice se hrane na nacin tipi¢an za naSe podneblje, gde je unos masti
preko 30% ukupnog energetskog unosa.

S obzirom da su sve ispitanice bile zdrave, svi ispitivani biohemijski parametri su u
granicama referentnih vrednosti. Medutim, znacajne razlike u vecini parametara ipak
postoje. Sportistkinje imaju bolji lipidni profil, tj. nize vrednosti triglicerida, holesterola i
LDL-holesterola, Sto je direktna posledica fizicke aktivnosti. HDL-holesterol je isti u svim
grupama, iako prema podacima iz literature fizicka aktivnost i vezbanje povecavaju nivo
HDL (Durstine i sar., 2001). Ipak nasi rezultati nisu pokazali znacajan porast HDL kod
vrhunskih sportistkinja.

Postoje vrlo ograniceni podaci o masnokiselinskom profilu fosfolipida seruma i
eritrocita kod aktivnih sportista oba pola, tako da nasi podaci mogu doprineti razumevanju
kako su profesionalne sportiskinje prilagodene redovnom i dugotrajnom treningu. Osim
toga, studija o masnokiselinskom sastavu FL plazme i eritrocita moze doprineti razumevanju
u kolikoj meri vrsta fizicke aktivnosti, ali 1 nutritivni Cinioci, mogu uticati na svojstva
bioloskih membrana a time i na fizicke performanse sportistkinja.

Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su slicne MK profile FL plazme izmedu
vaterpolistkinja i kontrolne grupe, ali znatno razli¢it MK profil u plazmi fudbalerki. Dok je
procenat palmitinske kiseline bilo slican u svim ispitivanim grupama, fudbalerke su imale
znacajno vise nivoe stearinske kiseline i ukupnih SFA u fosfolipidima plazme u odnosu na
vaterpolo i kontrolnu grupu. Malo studija je pokazalo znaCajne razlike izmedu
masnokiselinskog profila fosfolipida plazme elitnih sportista i kontrolne-neaktivne grupe.
Ipak nasa ranija studija (Tepsic i sar., 2009) u kojoj smo ispitivali uticaj hronicnog vezbanja
na MK profil fosfolipida plazme kod muskaraca, pokazala je razlike u ukupnim SFA izmedu
sportista 1 kontrolne grupe, dok su Anderson 1 saradnici (2000) pokazali nizi nivo

palmitinske kiseline (16:0) u fosfolipidima seruma i estara holesterola kod sportista.
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Medutim, oni su takode otkrili vec¢i procenat stearinske kiseline u FL miSi¢a sportista u
poredenju sa muSkarcima koji nisu bili fizi¢ki aktivni a bili su na osmonedeljnom tretmanu
ishrane sa sliénim sadrzajem MK. Ti rezultati sugeriSu da je intenzivni trening doveo do
povecane endogene sinteze stearinske kiseline u miSi¢ima. Animalni modeli takode su
pokazali razliku izmedu treniranih i netreniranih pacova (Nikolaidis i sar., 2004). Ipak, do
sada nije bilo studija koje su ispitivale MK profil FL plazme kod vrhunskih sportistkinja,
tako da se gore navedeni podaci ne mogu u potpunosti koristiti za poredenje sa naSim
rezultatima. Naime na MK profil osim fizicke aktivnosti uti¢u i nutritivni i hormonski
Cinioci. Status zasi¢enih masnih kiselina u plazmi zavisi od endogene sinteze i unosa
hranom. Medutim, nasi rezultati pokazuju da metabolizam MK zavisi i od tipa sporta tj. da
razliciti sportovi mogu uticati na endogenu sintezu razli¢itih MK. Iako je povecana relativna
koncentracija SFA pozitivno povezana s razvojem dijabetesa (Risti¢c-Medi¢ 1 sar., 2006),
kardiovaskularnim bolestima (Skidmore i sar., 2010) i kancerom (Cvetkovi¢ i sar., 2010),
ovaj efekat se moze pripisati palmitinskoj kiselini pre nego stearinskoj kiselini, koja ¢ak ima
1 kardioprotektivni efekat (Kelly i sar., 2001) 1 smanjuje rizik od nastanka kancera (Evans i
sar., 2009). Zbog toga ne mozemo re¢i da viSi nivo SFA kod fudbalerki moze imati
negativan uticaj na ops$te zdravstveno stanje ovih sportistkinja, s obzirom da je kod njih
povecan udeo protektivne stearinske kiseline.

Nadalje, utvrdili smo znafajno viSi nivo oleinske kiseline i ukupnih MUFA u
fosfolipidima plazme kod fudbalerki u poredenju sa vaterpolistkinjama i kontrolnom
grupom. Za razliku od nasih rezultata, literaturni podaci govore da nema znacajnih promena
u nivou MUFA u PL plazme izmedu sportista i neaktivnih muskaraca (TepSi¢ i sar., 2009;
Andersson i sar., 2000; Andersson i sar., 1998). Veci procenat oleinske kiseline i MUFA ima
protektivni efekat na bolesti srca i koronarnih arterija (Haug i sar., 2007). Da li je treniranje
fudbala i u kolikoj meri uticalo na sintezu mononezasi¢enih masnih kiselina ne mozemo sa
sigurnoS¢u trvrditi, ali nasi rezultati, obzirom da nismo pokazali razliku u unosu ovih MK
izmedu ispitivanih grupa, idu u prilog ovakvoj trvdnji. Imaju¢i u vidu povecanje i njenog
prekursora 18:0, moguce je da je i konverzija 18:0 u 18:1 znacajno povecana kod fudbalerki.
Takode, studije sa kojima smo poredili nase rezultate odnose se na muskarce, tako da se

razlike medu polovima i uticaj estrogena na MK profil ne moze zanemariti.
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U skladu s pove¢anim nivoima SFA i MUFA u FL plazme, fudbalerke su u naSem
istrazivanju imale znacajno niZu procentualnu zastupljenost ukupnih PUFA ali i linolne
kiseline (18:2 n-6) i n-6 PUFA u odnosu na vaterpolo i kontrolnu grupu. Za razliku od nasih
rezultata, Andersson i saradnici (2000) nisu pronasli nikakav uticaj hroni¢nog aerobnog
vezbanja na PUFA sadrzaj u FL plazme, a Tepsic 1 sar. (2009) su pokazali pove¢anje DGLA
(20:3n-6) kod profesionalnih fudbalera i ukupnih PUFA, DTA (22:4 n-6) i AA kod
kosarkasa. Analiza PUFA u plazmi kod vaterpolistkinja pokazala je ve¢i procenat AA u
odnosu na fudbalerke i1 kontrolnu grupu. Uloga AA u organizmu je viSestruka a izmedu
ostalog AA i eikozanopentaenska kiselina (EPA, 20:5 n-3) su prekursori eikozanoida. EPA
je prekursor antiinflamatornih eikozanoida: PGE; i LTBs, Derivati AA su PGE; 1 LTB4 i oni
mogu uticati na produkciju proinflamatornih (TNF-a, IL-1b, a posebno IL-6) i
imunomodulatornih citokina, i time utiu na funkcionisanje imunog sistema (Kogteva i
Bezuglov, 1998). Tako imuni odgovor kome posreduju PUFA, moze biti promenjen usled
promena u proizvodnji citokina i drugih imunolosSkih medijatora (James i sar., 2000).
populacije usled supresije imunog sistema (Gleeson i sar., 1995). Dakle MK profil plazme i
sinteza eikozanoida mogu biti odgovorne za promenjen imuni odgovor kod vrhunskih
sportista (James i sar., 2000).

Masnokiselinski profil eritrocita znatno utice na fluidnost bioloskih membrana.
Nekoliko studija je potvrdilo pove¢anu fluidnost membrane eritrocita kod aktivnih sportista
(Ney i sar., 2009; Kamada i sar., 1993; Smith i1 sar., 1999). Za razliku od MK profila plazme
vaterpolistkinja koji se nije razlikovao u nivoima zasi¢enih masnih kiselina u poredenju sa
kontrolnom grupom, MK profil eritrocita je pokazao visi udeo palmitinske kiseline i nizi
udeo stearinske kiseline kod vaterpolistkinja ne samo u odnosu na kontrolnu grupu, ve¢ i u
odnosu na grupu fudbalerki. Takode je i druga grupa sportistkinja, fudbalerke, imala visi
udeo 16:0 u odnosu na kontrolnu grupu. To ukazuje na povecanu stabilnost membrane
eritrocita kod sportistkinja u nasoj studiji. Rezultati MK profila eritrocita vaterpolistkinja se
razlikuju od rezultata studije Andersson i saradnici (2000) koja je pokazala manji procenat
palmitinske kiseline 1 ve¢i procenat stearinske kiseline u miSi¢ima kod sportista u odnosu na
muskarce koji nisu trenirali, ukazujuci na povec¢anu endogenu sintezu stearinske kiseline u

misi¢ima. Ipak, ovi rezulatati se odnose na miSi¢e i radeni su na muskarcima, tako da
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rezultati nisu direkto poredivi, iako eritrociti generalno odslikavaju i stanje MK u miSi¢ima.
Takode, prethodna studija iz nase laboratorije (Tepsic¢ i sar., 2009) pokazala je visi nivo 18:0
1 nizi nivo 16:0 kod sportista u odnosu na kontrolnu grupu. Medutim, u ovom radu je
pokazano da je nivo stearinske kiseline u plazmi i u eritrocitima fudbalerki bio znacajno visi
nego kod vaterpolistkinja, sugeriSu¢i da je kod fudbalerki doslo do povecane endogene
sinteze stearinske kiseline pod uticajem odredenog tipa fizicke aktivnosti. Dakle, status MK
u eritrocitima se menja u zavisnosti od tipa sporta.

Sli¢no rezultatima u plazmi, fudbalerke su imale veci nivo oleinske kiseline 1 ukupnih
MUFA u eritrocitima, u odnosu na kontrolnu grupu, $to takode potkrepljuje Cinjenicu da je
kod fudbalerki pojacana endogena sinteza mononezasi¢enih MK, kao i u FL plazme.
Smanjene procentualne zastupljenosti DGLA, ukupnih PUFA i n-6 PUFA, pronadene su u
obe grupe sportistkinja u odnosu na kontrolnu grupu. Zanimljivo je da, uprkos malim
razlikama u n-3 sadrzaju imedu tri ispitivane grupe u FL plazme i eritrocita, znatno veci
procenat naden je samo u esencijalnoj, a-linolenskoj kiselini u FL eritrocitima kod
fudbalerki. Posto udeo ALA u eritrocitima zavisi od viSemese¢nog unosa i metabolicke
aktivnosti, verovatan razlog viSeg procenat ALA je niZa konverzija u ostale n-3 PUFA, Sto
potvrduje i nizi procenat DHA kod fudbalerki u odnosu na ostale 2 grupe. Relativni sadrzaj
n-3 i n-6 PUFA uti¢e na stabilnost membrana obzirom da n-3 PUFA povecavaju stabilnost
eritrocita i drugih ¢elijskih membrana, dok ukupne n-6 PUFA negativno uticu na stabilnost
membrane tj. u pozitivnoj su korelaciji sa osmotskom fragilnos¢u (Ney i sar., 2009).
Nekoliko grupa istrazivaca je pokazalo da redovna fizicka aktivnost utice na sadrzaj n-6 i n-
3 PUFA na razli¢ite nacine, smanjuje n-6 PUFA s tendencijom smanjenja odnosa n-6/n-3
PUFA u FL skeletnih misica (Ney i sar., 2009; Andersson i sar., 1998). Medutim, Nakano i
sar. (2001) su pokazali slican MK profil FL eritrocita kod maratonaca i neaktivnih
pojedinaca, dok su Kamada i sar. (1993) pronasli nesto nizi udeo MUFA i visi PUFA u
eritrocitima kod muskih sprintera i maratonaca nego kod muskaraca koji se ne bave sportom.
Iako smo pronasli znacajno smanjenje procenta n-6 PUFA kod sportistkinja u odnosu na
kontrolnu grupu, sve tri ispitivane grupe su imale nizak status n-3 PUFA 1 visok nivo n-6
PUFA 1 zbog toga nepovoljan odnos n-6/n-3. Sli¢an n-6/n-3 odnos ima i kontrolna grupa,
koji je znatno viSi od preporuka Svetske zdravstvene organizacije. To se moze pripisati

niskom dijetarnom unosu ribe i morskih plodova i visokom unosu suncokretovog ulja u
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naSem podneblju. Zbog toga promene navika u ishrani u celoj populaciji, pogotovu kod
vrhunskih sportiskinja, mogu poboljSati njithov masnokiselinski status i blagotvorno uticati
na fizicke performanse i opste zdravlje.

Znacajne razlike u nivoima MK u FL plazme i eritrocita izmedu tri ispitivane grupe,
dovele su do promene procenjene aktivnosti enzimskog sistema desaturaza i elongaza.
Aktivnost ovih enzima procenjena je prema odnosu pojedinacnih masnih kiselina. Iako
nismo pronasli razlike u aktivnosti desaturaza u plazmi izmedu ispitivanih grupa, aktivnost
ovih enzima u eritrocitima se znacajno razlikuje izmedu ispitivanih grupa. Tako je odnos
20:4(n-6)/20:3(n-6) koji odrazava aktivnost AS5-desaturaze, za koji je pokazano da je u
pozitivnoj korelaciji sa insulinom kod ljudi (Borkman i sar., 1993; Pan i sar., 1995), bio
znacajno veci kod fudbalerki u odnosu na kontrolnu i vaterpolo grupu. Odnos 20:3 n-6 i
18:2 n-6, koji odrazava aktivnost A6-desaturase i elongaze, smanjen je kod obe grupe
sportistkinja u poredenju sa kontrolnom grupom. Takode, bilo je razlika u aktivnosti ovog
enzima i izmedu samih sportistkinja, tj. kod fudbalerki je bio smanjen u odnosu na
vaterpolistkinje. lTako se ovi rezultati razlikuju od rezultata kod profesionalnih sportista
(Tepsi¢ 1 sar., 2009; Andersson i sar., 2000), aktivnost A5 i A6-desaturaza zavisi 1 od
dijetarnih i hormonskih faktora. Nadalje, povisena aktivnost A9-desaturase, izraCunata
odnosom 18:1/18:0, otkrivena je u vaterpolo grupi u odnosu na kontrolnu grupu. Ovi
rezultati se slazu sa rezultatima na animalnom modelu (Szabo i sar., 2002), gde je pronadena
visa aktivnost A9-desaturaze u misSi¢ima kunica nakon hroni¢nog tréanja, ali se razlikuju od
naSih prethodnih rezultata kod musSkaraca gde smo pokazali nizu aktivnost A9-desaturaze
kod elitnih koSarkasa (Tepsic¢ i sar., 2009).

Uocenu razliku izmedu MK profila i aktivnosti desaturaza kod aktivnih vaterpolistkinja
i fudbalerki je tesko objasniti u ovom trenutku, a jedan od mogucih razloga je razlika u vrsti
sporta kojim se ispitanice bave. lako obe vrste sportova spadaju u sportove sa aerobno-
anaerobnim metabolizmom, u fudbalu dominira aerobni metabolizam sa svega 20% uces¢a
anaerobnog metabolizma u vreme intenzivnog razdoblja igre (Bangsbo i sar., 2006; Bradley
1 sar., 2009; Krustrup i sar., 2010; Mohr i sar., 2005). Za razliku od fudbala vaterpolo je
sport sa znacajno ve¢im udelom anaerobnog metabolizma (Pyne 1 sar., 2001). Studije su
pokazale da redovno aerobno vezbanje ima blagotvoran uticaj na lipidni metabolizam, ali da

anaerobni trening dovodi do smanjenja vrednosti lipidnih parametara u serumu (Aellen i sar.,
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1993). Osim toga, razli¢iti MK profili dobijeni u ovoj studiji u odnosu na studije u kojima su
ukljuceni muskarci, su verovatno barem delimi¢no posledica hormonskih faktora koji uticu
na endogenu sintezu i promene u sastavu MK fosfolipida plazme i eritrocita.

Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji pokazuju da hroni¢ni, intenzivan trening izrazito
uti¢e na MK profil FL u plazmi i eritrocitima. Primecena razlika izmedu vaterpolistkinja i
fudbalerki pokazuje da i tip redovnog vezbanja moze uticati na metabolizam masnih
kiselina. Dakle, ovo istrazivanje ukazuje na potrebu za specificnim dijetarnim
intervencijama, zavisno od vrste sporta, kod aktivnih sportistkinja.

Polinezasi¢ene masne kiseline kao integralni delovi celijskih membrana mogu
reagovati sa ROS, pri ¢emu dolazi do stvaranja lipidnih peroksida i oSte¢enja lipida.
Prekomerna koli¢ina ROS koja nastaje tokom vezbanja i zavisi od vrste i1 intenziteta
vezbanja, moze savladati odbrambeni mehanizam ¢elije i uzrokovati lipidnu peroksidaciju,
kod sportista. Tokom raspada lipidnih hidroksiperoksida nastaje trikarbonski aldehid-
malondialdehid. U ovom radu nivo MDA, kao indeks lipidne peroksidacije, bio je znacajno
veci kod sportistkinja u odnosu na kontrolnu grupu, dok se medu sportovima nije znacajno
razlikovao. Postoji veoma mali broj studija koji se bavi uticajem hroni¢nog sporta na nivo
MDA u eritrocitima kod Zena. Mnoge studije baziraju se na odredivanju parametara
oksidativnog stresa pre i neposredno nakon utakmica, dok se mali broj radova bazira na
ispitivanju stepena lipidne peroksidacije kod dugogodisnjeg, intenzivnog treninga, kako kod
muskaraca, tako 1 kod Zena. Tako Cavas (2005), koji je proucavao oksidativni stres pre i
posle utakmice kod sportista koji se bave podvodnim ragbijem, navodi da nema znacajnih
promena u nivou lipidne peroksidacije u eritrocitima pre i posle utakmice kod Zena, ali da
raste kod muskaraca, sugeriSu¢i da estrogen ima protektivnhu ulogu na produkciju ROS.
Drugi autori su pokazali da nema promena u nivou MDA u plazmi kod fudbalerki Sto je
objasnjeno ili poboljSanom zastitom od oksidativnog stresa koja postoji kod dobro
utreniranih sportista (Brites i sar., 1999; Cazzola i sar., 2003) ili zastitnom ulogom estrogena
(Kendall i Eston, 2002). To ukazuje da postoje razlike u odgovoru na oksidativni stres i nivo
antioksidanasa kod muskaraca i Zena fudbalera. Takodje, postoje razli€iti podaci o stepenu
lipidne peroksidacije u razli¢itim tipovima sportova (Duthie i sar., 1990; Cavas, 2005).
Razlika u dobijenim rezultatima moze poticati od: (1) intenziteta i vremena vezbanja, (2)

vrste uzorka i/ ili ispitanika, i (3) metode kojom se odreduje lipidna peroksidacija (Miyazaki
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i sar.,, 2001). Nasi rezultati pokazuju da kod aktivnih sportistkinja koje treniraju
svakodnevno, postoji hroni¢no visi nivo lipidne peroksidacije nego kod zena koje nisu
fizicki aktivne. Osim toga nivo PUFA 1 eritrocitima fudbalerki takode je bio najnizi, Sto
nedvosmisleno ukazuje na Cinjenicu da se odredeni procenat ovih MK oksidovao, te da
fudbal dovodi do povecanja lipidne peroksidacije, a samim tim uti¢e kako na fluidnost
membrane tako i na njenu funkciju.

Superoksid anjon radikal nastaje u mitohondrijama redukcijom kiseonika jednim
elektronom. Za razliku od fudbalerki kod kojih je koncentracija O, bila najviSa, grupa
vaterpolistkinja je imala najnizu koncentraciju superoksid anjon radikala u plazmi. Nasuprot
tome, aktivnost SOD je bila najviSa ba§ u grupi vaterpolistkinja. Martinovi¢ i saradnici
(2009) koji su pratili aktivnost SOD i koncentraciju O," kod profesionalnih odbojkasica,
pokazali su da je viSa aktivhost SOD pracena smanjenjem superoksid anjon radikala u
plazmi i da zavisi od duzine bavljenja sportom, tj. da je ova razlika veca Sto bavljenje
sportom traje duze (Martinovi¢ i sar., 2009). Dakle, aktivnost superoksid dismutaze i
koncentracija superoksidnog anjona moze biti korisna za praenje adaptacije sportista na
trening. Isti autori smatraju da se na osnovu ovih rezultata moze predvideti razvoj
antioksidativnog odbrambenog sistema i u skladu s tim prilagodi intenzitet treninga radi
postizanja optimalnih rezultata. Visoka aktivnost SOD u ovoj disertaciji, moze se povezati
sa Cinjenicom da aktivnost SOD raste tek pri veoma visokoj koncentraciji O,", te da je
koncentracija O," u jednom trenutku bila dovoljno velika da stimuliSe aktivnost SOD. SOD
je svojim delovanjem preveo O;” do H,0O, i1 tako se smanjila koncentracija supeoksid anjon
radikala. Iako je koncentracija O, bila znacajno visa kod fudbalerki nego kod ostale 2 grupe,
aktivnost SOD kod fudbalerki je bila znacajno niza u odnosu na grupu vaterpolistkinja. Nizu
aktivnost SOD u grupi fudbalerki mozemo povezati sa ¢injenicom da koncentracija O, nije
bila dovoljno visoka da poveca aktivnost SOD. Vatepolistkinje su imale ve¢u aktivnost SOD
Sto ukazuje da je kod njih O,” bio znatno povisen, $to je uticalo na porast aktivnosti SOD i
dovelo do konverzije O,” u H,O, a samim tim i do smanjenja koncentracije O,". PoviSena
aktivnost SOD-a u poredenju sa osobama koje se ne bave aktivno sportom, nadena je i u
drugim studijama ukljucujuéi fudbalere (Cazzola i sar., 2003; Brites 1 sar., 1999) i ragbiste
(Evelson 1 sar., 2002). Medutim nekoliko autora je pokazalo da se aktivnost SOD kod osoba

koje se bave fudbalom ne razlikuje znacajno od kontrolne grupe (Buczynski i sar., 1991;
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Elosua i sar., 2003; ). Takode treba naglasiti da najveci broj ovih studija ispituje parametre
oksidativnog stresa kod muskaraca, dok je podataka koji se odnose na Zene, a posebno one
koje se bave fudbalom i vaterpolom veoma malo.

Dok je niska koncentracija O, u plazmi pracena visokom aktivnoS¢u SOD u
eritrocitima vaterpolistkinja, viSa koncentracija H,O; u plazmi pracena je ve¢om aktivnoséu
katalaze u eritrocitima u odnosu na kontrolnu grupu. Jedno od mogucih objasnjenja nizeg
nivoa O;" 1 viSeg nivoa H,O, uz povecanu aktivnost oba enzima nalazi se u brzini hemijskih
reakcija u kojima se ovi slobodni radikali razgraduju. Brzina enzimske reakcije u kojoj SOD
katalizuje dismutaciju O,” u molekulski kiseonik i H,O, iznosi 2 x 10° 1/molsec, dok se
reakcija koju katalizuje katalaza odvija brzinom 10’ 1/ molsec, pri Gemu dolazi do
razgradnje H,O, u vodu i molekulski kiseonik. Dakle, O," se razgraduje znatno brze od
H,0, i1 zbog toga je aktivnost SOD visa a koncentracija O, niza, dok su H,O, i katalaze u
direktnoj srazmeri. H,O, nastaje redukcijom dva atoma kiseonika sa dva elektrona uz
dodatak 2 protona. Mnoge oksidaze upotrebljavaju ovaj mehanizam da direktno redukuju O,
do H,0,.

Za razliku od SOD koji se razlikovao izmedju grupa sportistkinja, aktivnost katalaze je
kod sportistkinja bila ve¢a u odnosu na kontrolnu grupu, dok se medu sportovima nije
razlikovala. Medutim, rezultati ispitivanja aktivnosti katalaze nisu konzistentni u vec
publikovanim radovima. Na primer, Djordjevic i saradnici (2011) su pokazali nizu aktivnost
katalaze u eritrocitima kod mladih rukometasa u odnosu na kontrolnu grupu. Druge studije
su nasle da nema promena u aktivnosti katalaze, kao posledica intenzivnog treninga
(Miyazaki 1 sar., 2001; Lekhi i sar., 2007; Metin i sar., 2003; Ortenblad i sar., 1997). Sve
navedene studije ispituju aktivnost katalaze kod muskaraca, dok se veoma mali broj studija
bavi analizom oksidativnog statusa kod Zena. Porast nivoa H,O, u ovom radu pracen je
porastom aktivnosti katalaze kod sportistkinja. Ovaj podatak ukazuje da je kod vrhunskih
sportistkinja koje su u dugogodiSnjem, intenzivnom treningu, doSlo do veoma dobrog
razvoja enzimskog antioksidativnog sistema kao zaStite od potencijalnog oksidativnog
oStecenja celija izazvanog fizickim opterecenjem, a pogotovu do povecanja aktivnosti
katalaze koja predstavljaju drugi nivo antiokisidativne zastite u eritrocitima u kaskadi O,”

/SOD/H,0,/CAT.
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Iako je aktivnost katalaze bila vec¢a kod sportiskinja u odnosu na kontrolnu grupu,
aktivnost GSH-Px se nije razlikovala izmedu ispitivanih grupa. GSH-Px ima ve¢i afinitet za
vodonik-peroksidom od katalaze kada je H,O, prisutan u ¢eliji ili u plazmi u malim
koncentracijama. Medutim, kada je koncentracija H,O» u ¢eliji ili plazmi visoka, kao $to je u
uslovima intenzivnog treninga, katalaza je znatno efikasnija u njegovoj detoksikaciji. U
takvim okolnostima, kao odgovor organizma na intenzivno vezbanje, dolazi do povecanja
aktivnosti katalaze koja pomaze u konverziji H,O, do H,O i O,. Obzirom da je GSH-Px je
Se-zavisan enzim, a da je na teritoriji Srbije pokazan deficit Se (Djujic i sar., 2004), kao i
smanjena aktivnost GSH-Px u populaciji (Nikoli¢-Koki¢ i sar., 2006), moglo bi se
predpostaviti da je i to jedan od razloga zbog koga ne postoje razlike u aktivnosti GSH-Px
izmedu ispitivanih grupa. Sli¢no nasim rezultatima, Ortenblad i saradnici (1997) opisuju da
nema razlike u aktivnosti GSH-Px ili GR u eritrocitima izmedu treniranih i osoba koje ne
treniraju nakon kratkih maksimalnih vezbi u eritrocitima, ali da postoje razlike u aktivnosti
ovih enzima u miSi¢ima izmedu dve ispitivane grupe (Urso i Clarkson, 2003).

Osim enzima antioksidativne odbrane, odredivan je 1 ukupni antioksidativni status kod
sve tri grupe ispitanica. TAS je bio znacajno veci kod sportistkinja, u odnosu na kontrolnu
grupu, ali se medu sportovima nije znacajno razlikovao, tako da ne mozemo govoriti o
razli¢itom nivou antioksidanasa iz hrane izmedu sportiskinja, koji bi kupirao oslobadanje
0O, izazvano fizickim optere¢enjem.

Tokom napornog vezbanja dolazi do povec¢anja potrosnje kiseonika i do nekoliko puta,
pri cemu se uz ROS povecava i produkcija reaktivnih azotovih vrsta, prete¢i da narusi redoks
ravnotezu 1 dovede do oksidativnog stresa. lako velina istraZzivaca povezuje povecanu
produkciju RNS, tokom intenzivnog vezbanja, sa nepovoljnim fizioloskim uticajem, novije
studije istrazuju alternativnu ulogu RNS kao adaptaciju na dugogodiSnje vezbanje.
Koncentracija nitrita u ovom radu, kao mera produkcije NO, u plazmi bila je visa kod
sportistkinja u odnosu na kontrolnu grupu, ali znac¢ajno samo kod fudbalerki. Jo§ su ranije
studije pokazale da redovna fizi¢ka aktivnost povecava bioraspolozivost NO (Kingwell i
sar., 1997; Jungersten i sar., 1997). Ipak, Djordjevic i sar. (2011) nisu nasli znacajne razlike
u koncentraciji NO izmedu rukometaSa 1 kontrolne grupe, kao ni izmedu sportista sa
razli¢itom aerobnom snagom. Oni navode da ponavljanje vezbi dovodi do povecane

produkcije NO koji povoljno deluje na vaskularni sistem (Jungersten i sar., 1997). Takode je
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pokazano da ljudi koji se redovno bave fizickom aktivno$¢u imaju vecu bazalnu proizvodnju
NO od ljudi koji nisu fizicki aktivni (Poveda i sar., 1997; Banfi i sar., 2006). Medutim,
bioraspolozivost NO koja je povecana kao posledica veZzbanja, je prolazna i zbog toga moze
biti izgubljena za vreme neaktivnog perioda (Maiorana i sar., 2003). Rezultati ove teze se
slazu sa rezultatima brojnih studija koje pokazuju da je bioraspolozivost NO povecana kod
sportista (Rassaf i sar., 2007; Allen i sar 2006; Hambrecht i sar., 1998) u odnosu na ljude
koji se ne bave sportom. Razloge vece produkcije NO kod fudbalerki u odnosu na
vaterpolistkinje, mozda moZemo povezati sa time da je u fudbalu aerobna aktivnost znatno
veca nego kod vaterpola, te da je NO u direktnoj korelaciji sa aerobnim metabolizmom.

Dosadasnji rezultati su pokazali da dugotrajno intenzivno bavljenje sportom moze da
promeni profil MK u fosfolipidima plazme i eritrocita, kao i da dovede do pojave
oksidativnog stresa 1 povecanja aktivnosti enzima antioksidativhe odbrane. Osim toga,
fizicko vezbanje uti¢e 1 na funkcionisanje imunog sistema. Redovno vezbanje umerenog
intenziteta je obi¢no povezano sa povecanjem otpornosti organizma na infekcije (Matthews i
sar., 2002). Sa druge strane naporno vezbanje moze biti povezano sa prolaznom
imunosupresijom, i potencijalno moze da poveca osetljivost na infekcije (Nieman i Pedersen,
1999), pogotovu gornjih disajnih puteva (Friman i Wesslen 2000).

Monociti su fagocitujuc¢e celije i ¢ine deo i urodenog i steCenog imunog sistema.
Njihov broj se znacajno povecava tokom ili neposredno nakon vezbanja (Shephard i1 Shek,
1994) i odrzava se tokom 72 h. Medutim, efekat vezbanja na monocite i makrofage zavisi od
mogo faktora, izmedu ostalog i od vremena kada je uzeta krv u odnosu na vreme treninga,
izvora tkivnih makrofaga, intenziteta i duzine vezbanja (Shephard 1 Shek, 1994). Zbog toga
je jedan od ciljeva bio da se utvrdi efekat dugogodisnjeg bavljenje vaterpolom kod Zena na
aktivnost mononuklearnih ¢elija, u periodu od 18 h nakon treninga. Nivo redukovanog MTT
direktno koreliSe sa brojem aktivnih ¢elija u ¢elijskoj kulturi (Mosmann, 1983; Carmichael 1
sar., 1987). Prema dobijenim rezultatima intenzivna fizicka aktivnost dovodi do znacajno
vece aktivnosti tj. znatno veceg broja vijabilnih ¢elija sportistkinja u odnosu na osobe koje
nisu fizicki aktivne. Osim toga, rezultati su pokazali da je odrzivost mononuklearnih ¢elija
smanjena tokom vremena, tj. nakon 24 h, u obe ispitivane grupe ali ne znacajno $to je u
skladu sa rezultatima drugih autora (Vlaski 1 sar., 2010). Takode je pokazano da je i nakon

24-casovne inkubacije aktivnost nestimulisanih i stimulisanih monocita bila znac¢ajno veca u
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grupi vaterpolistkinja u poredenju sa kontrolnom grupom. To ukazuje na povecanu
sposobnost 1 adaptivnost monocita sportistkinja da reaguju na spoljne stimuluse.

Kada se mononuklearne celije periferne krvi aktiviraju razliCitim neinfektivnim ili
infektivnim agensima kakav je LPS ili endotoksid, oni oslobadaju proinflamatorne citokine
kao $to su IL-1B3, TNF-a, IL-6 i antagonist IL-1 receptora (Rhind i sar., 2001). Osim toga,
sve fagocitujuce ¢elije (monociti, makrofage i neutrofili) u kontaktu sa mikrobnim agensima
produkuju 1 oslobadaju veliku koli¢inu reaktivnih kiseoni¢nih i azotovih vrsta. NADPH-
oksidaza, koja se nalazi u membrani ¢elija, je neaktivna i aktivira se pod dejstvom razlicitih
citokina ili mikrobnih agenasa kao Sto su LPS i PMA. Zato je ispitivano da li fizicka
aktivnost i neki stimulusi koji se oslobadaju prilikom aktivnog vezbanja mogu da dovedu do
povecanog respiratornog praska u mononuklearnim celijama, obzirom da je njihova
aktivnost veca u grupi sportistkinja u odnosu na kontrolnu grupu. Rezultati su pokazali da
nije bilo znacajnih razlika u nivou O, izmedu grupe sportistkinja i kontrolne grupe.
Znacajnih razlika je bilo, prema ocekivanju, u PMA stimulisanoj u odnosu na spontanu
redukciju NBT u obe ispitivane grupe, ali ne i izmedu grupa. Neki autori pokazuju da je kod
sportista neposredno nakon vezbanja smanjen respiratorni prasak i smanjena stimulacija LPS
(Pyne, 1994; Robson i sar., 1999). Medutim, ima autora koji pokazuju povecanje
bakteriocitne aktivnosti i povecanje u produkciji O, kod profesionalnih kosarkaSa tokom
sezone (Benoni i sar., 1995).

Proizvodnja NO pomoc¢u inducibilne NO sintaze takode je regulisana razli¢itim
inflamatornim citokinima (TNF a, IFN vy, IL-18, IL-1 af}) 1 bakterijskim agensima (npr. LPS)
na transkripcionom i posttranskripcionom nivou (Bogdan, 2000). Ali osim ovih stimulusa
pokazano je i da i fizicka aktivnost moze pokrenuti proizvodnju NO posredovanu
inducibilnom NOS. Mada su neki autori pokazali da se produkcija NO,, kao mera
produkcije NO, povecava u makrofagama nakon fizicke aktivnosti (Woods i sar., 2000), u
ovoj studiji nije bilo razlika kako u spontanoj produkciji nitrita, tako ni u LPS stimulisanoj
produkeciji nitrita u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi, izmedu ispitivanih grupa.

Dobijeni rezultati pokazuju da je dugogodiSnje bavljenje sportom dovelo do vece
aktivnosti monocita kod Zena koje treniraju vaterpolo u odnosu na ispitanice sli¢ne Zivotne
dobi koje nisu fizicki aktivne. Medutim analizom produkcije O,” i NO nisu dobijene

znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa, Sto ukazuje da fizicka aktivnost nije dovela do
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pojacane aktivnosti NADPH-oksidaze i NOS u mononuklearnim c¢elijama. Treniranje

vaterpola ne dovodi do promena u funkciji mononuklearnih ¢elija, kod osoba zenskog pola.
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6. ZAKLJUCAK

Shodno postavljenih ciljevima, rezultati dobijeni u ovom radu upucuju na sledece

zakljucke:

Dugogodisnje treniranje fudbala 1 wvaterpola pozitivno deluje na biohemijske,
hematoloske 1 antropometrijske parametre, o ¢emu svedoce:

visi nivo hemoglobina kod fudbalerki u odnosu na vaterpolistkinje i kontrolnu grupu;
niza koncentracija holesterola, TG i LDL-holesterola kod spotristkinja u poredenju sa
kontrolnom grupom;

nizi procenat masti i ve€a bezmasna masa tela kod sportistkinja u odnosu na kontrolnu
grupu.

Treniranje fudbala uti¢e na metabolizam masnih kiselina u FL plazme, dovode¢i do
povecanja udela stearinske kiseline, oleinske kiseline i MUFA S§to moze imati
protektivni efekat na bolesti srca i koronarnih arterija.

Niza procentualna zastupljenost linolne kiseline, n-6 PUFA i ukupnih PUFA u FL
plazme 1 eritrocita fudbalerki kao i eritrocita vaterpolistkinja, moze biti posledica
oksidacije ovih MK na Sta ukazuje i visok nivo lipidne peroksidacije u eritrocitima
sportistkinja.

Vec¢i procenat arahidonske kiseline u FL plazme kod vaterpolistkinja moze imati
negativne efekte na zdravlje, obzirom da je AA prekursor proinflamatornih i
imunomodulatornih citokina i moZe uticati na funkciju imunog sistema.

Treniranje vaterpola menja MK profil eritrocita, pove¢avajuci procenat zastupljenosti
palmitinske kiseline i smanjuci procenat stearinske u FL eritrocita, $to moze negativno
uticati na zdravlje zbog poznatog aterogenog i1 trombogenog efekta palmitinske
kiseline.

Razlike u MK profilu FL plazme i eritrocita izmedu grupa sportistkinja ukazuju da
metabolizam MK u velikoj meri zavisi i od tipa fizicke aktivnosti.

Iako nije bilo znacajnih razlika u n-3 PUFA statusu izmedu ispitanica, sve tri ispitivane
grupe imale su nizi n-3 status u odnosu na preporuke Svetske zdravstvene ogranizacije.

S obzirom da povecani unos n-3 MK suprimira dejstvo enzima koji generiSu slobodne
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10.

radikale, naSa preporuka je povecanje unosa n-3 MK kod sportista, §to moze imati
blagotvoran efekat na fizicke performanse i opste zdravlje.

Redovna, intenzivna fizicka aktivnost indukuje promene u parametrima oksidativnog
stresa 1 aktivnosti enzima antioksidativne odbrane, kroz povecanje:

nivoa TAS 1 H,O, u plazmi sportistkinja;

aktivnosti katalaze u eritrocitima sportiskinja;

vrednosti O, i NO;™ u plazmi kod fudbalerki.

Niza koncentracija O, 1 viSa aktivnost SOD u grupi vaterpolistkinja u odnosu na grupu
fudbalerki, ukazuje da adaptivni mehanizmi antioksidativne odbrane zavise od tipa
sporta i to da su bolje razvijeni kod vaterpolistkinja u odnosu na fudbalerke.
Dugogodisnje bavljenje sportom dovelo je do promena u aktivnosti mononuklearnih
¢elija periferne krvi kod sportistkinja u odnosu na kontrolnu grupu. Istovremeno, iako
je oksidativni status sportistkinja u cirkulaciji promenjen u odnosu na Zene koje nisu
fizicki aktivne, produkcija superoksid anjon radikala i azot oksida u mononuklearnim

¢elijama se ne menja kao odgovor organizma na fizicku aktivnost.
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kiselina 1 folata: unapredenje ishrane u Srbiji." Projekte je finansiralo i finansira Ministarstvo

za prosvetu, nauku i tehnoloski razvoj Republike Srbije.



Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

MoTtnucaHu-a Mp AnekcaHapa Apcuh

Bpoj ynuca

UzjaBrbyjem
[a je AoKkTopcka AucepTaluja nog HacrnoBom

»YTULAj XPOHUYHOT MHTEH3UBHOT TPEHUHIA Ha NapaMeTpe OKCUAATUBHOT CTpeca U

MacHOKUCEMUHCKM Npodunn nnasme 1 epuTpoLUTa Kog ClopTUCTKUHE “

® [pe3ynTaT CONCTBEHOr NCTpaXuBaykor paja,

* [a NpeanioxeHa guceprtauuja y UENWHW HU y OenoBuMa Huje Guna npeanoxeHa 3a
Aobujatbe Guno koje gunnome npema CTyAWCKUM NporpaMuma Apyrux BUCOKOLUKOMCKUX
ycTaHoBa,

* [la Cy pPe3ynTaTh KOPEKTHO HaBedeHU 1
* [ia HMCcaMm KpLuno/na ayTopcka npaBa U KOPUCTUO UHTEMNEKTYanHy CBOjUHY ApYriX nuua.

MoTnuc gokTopaHga

Y beorpagy, 3.9.2012. 7
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Mpunor 2.

MU3jaBa 0 uCTOBETHOCTU WITaMNaHe U eNIeKTPOHCKe Bep3uje
OOKTOpPCKOr paga

Ume 1 npesume ayTtopa Mp AnekcaHapa Apcuh
Bpoj ynuca
CTtyaujcku nporpam Buonoruja

Hacnos paga ,YTuuaj XpOHWYHOr MHTEH3UBHOT TPEHUHIa Ha NapaMeTpe OKCUaaTUBHOr cTpeca 1

MacHOKUCENMHCKU Npodnn NNasMe 1 epuTpounTa Kog CnopTUCTKUHa

MeHTOp npod ap Bato Kopah, ap BecHa Byuyuh

MoTtnucanu _mp AnekcaHgpa Apcuh

n3jasrbyjem Aa je wramnaHa Bepsuja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNeKTPOHCKOj Bepauju
Kojy cam npeaao/na 3a objaBrevBake Ha nopTany [OuUrutanHor peno3uTopujyma
YHusepauteta y Beorpaay.

HossorbaBam ga ce objaBe Moju nuyHWM Nojauu BesaHu 3a Aobujarbe akagemcKor 3Barba
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 nNpesume, roguHa u MecTo poflersa U AaTym oabpaHe paja.

OBM NUYHW Nopaun Mory ce o6jaBUTU Ha MPEXHUM cTpaHuuama guruTtanse bubnuoTeke, y
€NeKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukauujama YHusepauTeta y Beorpaay.

MoTtnuc nokrtopaHaa

Y Beorpagy, 3.9.2012.
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem VYHusepsutetcky 6GuGnuoteky ,Csetosap Mapkosuh* pna y Aurutantu
penosutopujym YHusepauteta y Beorpany yHece Mojy 4OKTOPCKY AUcepTaLujy Nog HACHOBOM:

»YTNLE] XPOHUYHOT MHTEH3NBHOT TPEHUHIa Ha NapaMeTpe OKCWAATUBHOT cTpeca u

MaCHOKUCENUHCKM Npodun Nnasme u epuTpoLuTa Kog CopTUCTKNHa

KOja je Moje ayTopcKo ferno.

Huceprauujy ca ceum npunosnma npefao/na cam y eneKTPOHCKOM dopmaTy norogHom 3a
TpajHO apxuBupatse.

Mojy nokTopcky aucepTauujy noxparseHy y [urutanHu penosuTopujym YHusepsuteta y
Beorpaay mory fa-kopucte cau koju nowTyjy oapesbe cagpxaxe y ogabpaHom TUNy nuueHue
KpeaTusHe 3ajeqHuue (Creative Commons) sa kojy cam ce oanyyuno/na.

1. AytopcTtBo
2. AyTopcTBO - HEKOMepLujanHo
@AyTopCTBo — HekomepLuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMepLijanHo — AENUTU MO UCTUM YCIIOBUMA
5. AyTopcTBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTU NOA UCTUM YCroBUMA

(Monumo fa 3aokpyxuTe camo jefjHy OA LUECT NoHyReHMX NULIEHLW, KpaTak onuc NULEeHUM 4aT
je Ha nonefuHu nucra).

MoTtnuc pokropaHga

Y beorpagy, _3.9.2012.
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1. AyTopcTeo - [lossorbasaTe yMHOXasare, AUCTPubyumly v jasHo caonwrasame Aena, u
npepage, axo ce HaBene uMe ayTopa Ha Hauud oapehed op CTpaHe ayTopa whu pasaoya
mueHue, HaK 1 y xoMepuujanse cepxe. 0so e xajcnoSoaHnia of CBUX NuLeHLM.

2. AyTOpCTBO — HekoMmepuuwjanHo. [ossorbasate yMHOXaBawe, AuCTPUBYUMly W jaBHO
caonuTaBambe Lena, W NPepaje, ako ce HaBeAe uMe ayTopa Ha Hauun ofpeher of crpaHe
ayTopa unv gasaoua nuuedue. Osa NUUESHUS HE [03BOIbasa KoMepunjansy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekoMepuujanHo ~ Bes npepage. Jossorbasare yMHOXEEAKE, AMCTEUBY UMY U
jaBHO caoniTaBare Aena, Ges npomeHa, npeobnukosama nny ynotpebe Aena y CBOM Aeny,

AKO CE HAaBEeNe VMe ayTopa Ha Hauud oapehen oa cTpane ayTopa uny aasaoua nuueHue. Osa
nuueHla He [oIBOrbaBa komepuujanty ynotpely fena. Y ofHOCY Ha CBE ogTane nuueHue,
OBOM NULEHLIOM ce orpanudasa Hajsehu ofum npasa kopuwhera pena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPLM]anHO — SENUTY 04 UCTUM Yonosuma. [03BOMbARATE YMHOXKABAIE,
AMCTPUBYUU]Y ¥ jaBHO caonuTasatbe [ena, u Npepaje, ako ce HaBele UMe ayTopa Ha HaunH
ofpefien Of CTpare ayTopa WK AaBaoUa NUUEHLE 1 ako Ce NPepaaa ANCTOUBYUDa Nog UCToM
WY CITANHOM nuueHuom. OBa NuueHua He [03Bo/baBa KoMepuujansy ynotpety aena u
npepaga.

5. AyTopctBo — 6e3 npepage. [lossorbasare YMHOXaBare, AUCTPUBYLM)Y U jaBHO
caonuiTasatke ferna, Ges npomera, npectnukosawa unu ynotpebe fena y CBOM feny, ako ce
HeBelle UMe ayTopa Ha HauuH oapefen of cTpaHe aytopa wiu hasaoua nvedue. Osa
nUyeHLa JO3B0ILABa KoMepUrjanty ynoTpedy aena.

6. AyTOPCTBO - A&NUTY MOA UCTUM YCoBUMA. [l03BOrbaBATE YMHOXEBAE, QUCTOUBYLUY !
jaBHO caoniTapatee Aena, u Npepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha Hauud oapeReH o
CTpaHe ayTopa wnu [aBacus NULBHLE U ako ce npepsia aucTpubynpa noa veTom uny
criguKoM nuleHuom. Osa nuleHuya gossorbasa Komepuujandy ynotpeby nena v npepasa.
Cnuusa je codTREPCKAM NULIEHUAME, OLHOCHO MALEHLAMa OTBOPEHOr KoL a,
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