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1. UVOD



Kroni¢ne bolesti predstavljaju glavni javnozdravstveni problem u svim razvijenim
zemljama svijeta. Povezanost izmedu sjedilackog nacina zivota i razvoja velikog broja
nezaraznih kroni¢nih bolesti potvrdila su brojna istrazivanja (Tremblay i sur., 2010). Prema
Booth i sur. (2011) redovita tjelesna aktivnost/vjezbanje se smatra primarnom u prevenciji ¢ak
35 kroni¢nih stanja, kao Sto su: dijabetes tipa 2, pretilost, bolest masne jetre, hipertenzija,
infarkt, kognitivna disfunkcija, depresija, anksioznost. Prema Lee i sur. (2012) ¢ak 5 milijuna
prijevremenih smrti je uzrokovano tjelesnom neaktivnosti. Odraslim osobama se, prema
uputama kako svjetske tako i1 nacionalnih zdravstvenih organizacija, preporuca 150 minuta
tjelesne aktivnosti tjedno (Pedisic i sur., 2020). 1z svega navedenog vidljive su brojne dobrobiti
redovne tjelesne aktivnosti na zdravlje ljudi, no s druge strane prakticiranje dugotrajnih i/ili
intenzivnih tjelesnih aktivnosti mogu dovesti do miSi¢nih oStec¢enja i stanja kroni¢nog umora
koji mogu biti direktno vezani uz toksi¢ni efekt produkcije slobodnih radikala kao 1 upalni

odgovor imunoloskog sustava (Cooper i sur., 2002; Ostrowski i sur., 1999).
1.1. Vrste tjelesnih aktivnosti

Prema glavnim metabolickim putevima koji su ukljuceni u proizvodnju energije tjelesna
aktivnost se moze klasificirati kao aerobna i anaerobna, s tim da je potrebno naglasiti kako ne
postoji stroga granica izmedu ova dva procesa nego je pri odredenim aktivnosti dominantan
aerobni proces dok je kod drugih dominantan anaerobni proces (Chamari i sur., 2015).

Energija oslobodena razgradnjom hranjivih tvari ne moze se neposredno Koristiti za
misi¢ni rad. Osnovni i jedini izvor energije u tjelesnim stanicama je ATP (adenozin-trifosfat),
Cije su zalihe u miSi¢ima vrlo ograni¢ene. Kako bi se ATP resintetizirao i na taj na¢in odrzavala
njegova koncentracija u mi$i¢noj stanici konstantnom (oko 5 mmol po kg misi¢a), koristi se
energija iz kemijskih izvora koji zahtijevaju prisustvo kisika (oksidacijski ili aerobni energetski
procesi) i iz kemijskih izvora koji oslobadaju energiju bez prisustva kisika (anoksidacijski ili

anaerobni energetski procesi) (Hargreaves i sur., 2020).

1.1.1. Aerobni procesi

Aerobni metabolizam, tj. oksidacija ugljikohidrata i masti (iznimno i bjelan¢evina) daje
energiju za dugotrajnu tjelesnu aktivnost niskog ili srednjeg intenziteta (hodanje, tréanje,

plivanje, planinarenje). Transportni sustav za kisik (sr¢ano-zilni i di$ni sustav) osigurava



dovoljnu koli¢inu kisika, te u lancu oksidativnih procesa (f-oksidacija masnih Kkiselina,
glikoliza, Krebsov ciklus i oksidativna fosforilacija) unutar mitohondrija (stani¢nih organela u
kojima se odvijaju oksidacijski procesi) od jednog mola glukoze nastaje 38 molova ATP-a
(Sentija, D., 2010; Bonora i sur., 2012; Hargreaves i sur., 2020).

1.1.2. Anaerobni procesi

Anaerobna glikoliza

Anaerobna glikoliza je proces djelomi¢ne anaerobne razgradnje glikogena, odnosno
glukoze (glikogen je polimer glukoze, u kojem je obliku glukoza pohranjena u misi¢ima i
jetrima) do mlije¢ne kiseline (laktati — soli mlijecne Kiseline). Taj se proces sastoji od 12
vezanih reakcija prilikom ¢ega iz jednog mola glukoze (180 grama) nastaju samo 3 mola ATP-
a (zarazliku od 38 molova ATP-a koliko nastaje aerobnim metabolizmom) (Bonorai sur., 2012;
Deshpande i sur.,2023).

Anaerobna glikoliza dovodi do akumulacije mlije¢ne kiseline u miSi¢u koju
neutraliziraju kemijski puferi. Uslucaju duljeg rada takovg intenziteta kapacitet pufera se
iscrpljuje i dolazi do smanjenja pH, odnosno acidoze, $to u konacnici vrlo brzo dovodi do
inhibicije misi¢ne kontrakcije. Stoga se znacaj anaerobnog glikolitickog sustava ocituje pri
tjelesnim i sportskim aktivnostima visokog ili maksimalnog intenziteta, trajanja od nekoliko
sekundi do 1-2 minute (npr. produljeni sprint, tr¢anje na 400m), ali i pri intervalnim
aktivnostima duzeg trajanja (npr. veslanje, tenis, odbojka) (Sentija, D., 2010; Hargreaves i sur.,
2020).

Fosfageni (alaktatni) anaerobni sustav

Uz ATP, kreatin-fosfat (CP) je drugi fosfatni spoj koji cijepanjem na kreatin (C) i
anorganski fosfat (Pa) oslobada veliku koli¢inu energije, kojom se jako brzo obnavlja ATP bez
utroska kisika. lako su zalihe kreatin-fosfata u miSi¢ima nekoliko puta vece od koncentracije
ATP-a (15-25 mmol po kg misic¢a), dovoljne su za svega 5-10 sekundi maksimalne misi¢ne
aktivnosti. Znacaj fosfagenog sustava u tjelesnim aktivnostima i sportu o€ituje se pri kratkim
sprintevima, startovima, skokovima, brzim promjenama pravca kretanja i slicnim eksplozivnim
aktivnostima koje traju do nekoliko sekundi. Ovaj sustav ima mali kapacitet (ukupnu koli¢inu
dostupne energije) ali najveéi energetski tempo (veliku brzinu oslobadanja energije) (Sentija,

D., 2010; Hargreaves i sur., 2020).



1.2. Dijagnosticki postupci za procjenu energetskih kapaciteta

Poznato je da se zahtjevi za razvijenost energetskih kapaciteta (aerobnog i anaerobnog)
razlikuje izmedu sportasa razli¢itih sportova ali 1 isto tako da postoje znacajne razlike izmedu
energetskih kapaciteta sportasa istih sportova. Razvoj pojedinih energetskih kapaciteta
zahtijeva specificne trenazne operatore i individualizirano definirane intenzitete i potrebne
intervale rada i oporavka, koje odredujemo uz pomo¢ preciznih podataka o trenutnom stanju

funkcionalnih parametara (Vuceti¢, V.,2009).
1.2.1. Vrste dijagnostickih postupaka

Testove za provedbu dijagnostike energetskih kapaciteta u praksi dijelimo, s obzirom na
mjesto testiranja, na laboratorijske 1 terenske testove, s obzirom na karakter testa na specifi¢ne
1 nespecificne. S obzirom na vrstu opterecenja dijelimo ih na testove fiksnog i1 progresivnog
opterecenja, a s obzirom na nacin izvedbe na kontinuirane (bez prekida izmedu pojedinog
stupnja opterecenja) ili diskontinuirane (s prekidima izmedu pojedinih stupnjeva opterecenja)

testove (Vudeti¢, V.,2009).
1.2.2. Testovi za procjenu aerobnog energetskog kapaciteta

Aerobni kapacitet (aerobna izdrzljivost, kardiorespiratorna izdrzljivost ili aerobni fitnes)
definira se kao sposobnost obavljanja rada kroz dulji vremenski period u uvjetima aerobnog
metabolizma. Aerobni energetski kapacitet po svojoj je definiciji mjera energetskog tempa,
odnosno intenziteta oslobadanja energije u jedinici vremena (Vuceti¢ i sur., 2005).

Opce prihvaceni parametri za procjenu aerobnoga kapaciteta su: maksimalni primitak
kisika (VO2max), aerobni (AeP) i anaerobni prag (AnP). Laboratorijskim testovima optereéenja,
mjerenjem ventilacijskih 1 metaboli¢kih parametara u kontroliranim laboratorijskim uvjetima,
mogu se precizno vrednovati sposobnosti sréanozilnog, diSnog i1 misi¢nog sustava u njihovoj
osnovnoj zajedni¢koj zadaéi - izmjeni plinova te dobiti uvide u pojedine fizioloske i
biokemijske karakteristike sportasa (Vuceti¢, V.,2009).

Moderni mjerni instrumentarij (' breath by breath' mataboli¢ki analizator, ergometri i
telemetrijski monitor sréane frekvencije) osiguravaju izravno (‘on-line') prac¢enje i naknadnu
analizu ventilacijskih i metabolickih parametara. Temeljem testa provedenoga na ergometru

dobiva se ¢itav niz izmjerenih i izvedenih ventilacijskih 1 metaboli¢kih parametara.



Parametri od interesa najcescée se mjere na pokretnom sagu, bicikl, veslackom ili nekom drugom
specijaliziranom ergometru. Danas se pretezno koriste kontinuirani progresivni testovi
opterecenja na bicikl ergometru, veslatkom ergometru ili na pokretnom sagu, gdje se porast
opterecenja postize ili povecanjem brzine saga, ili povecanjem nagiba saga (Balke, UCLA test)
ili se 1 brzina i nagib progresivno povecavaju (Bruce), ili povecanjem otpora ili snage provlaka.
U pravilu se test izvodi do iscrpljenja ispitanika, ukoliko nema kontraindikacija ili limitirajuc¢ih

faktora (Vuceti¢ i sur., 2005).

1.2.3. Maksimalni primitak kisika (VOzmax)

Maksimalni primitak kisika (VO:2max) (eng. Maximal oxigen uptake) prvi su put opisali
Hill 1 Lupton 1923. godine kao primitak kisika postignut pri maksimalnom intenzitetu vjezbanja
koji se ne moze povecati unato¢ daljnjem povecanju otpora (Burtscheri sur., 2023). Odnosno,
VO2omax mozemo promatrati kao maksimalnu sposobnost kardiorespiratornog sustava za
prijenos kisika iz zraka u tkiva (Hawkins i sur., 2007). Izrazava se u apsolutnim (litra kisika u
minuti - LO2/min) ili relativnim vrijednostima (mililitri kisika po kilogramu tjelesne tezine u
minuti - ml/kg/min). Maksimalni primitak kisika ovisi o sposobnosti kardiorespiratornog
sustava da dopremi atmosferski kisik do miSi¢nih stanica i o sposobnosti muskulature da
iskoristi taj kisik, te se Cesto u literaturi definira kao maksimalni aerobni kapacitet. VO2zmax Nije
stabilna vrijednost te je samo nekoliko tjedana vjezbanja ili prestanka treninga dovoljno za
njegovo povecanje odnosno smanjenje, ¢ine¢i ga osjetljivim pokazateljem kardiorespiratorne
kondicije (Zheng i sur., 2022).

Vrijednosti VOzmax -a U populaciji su jako raznolike. NajviSe vrijednosti VOzmax -a (>80
mL/kg/min) mjerene su kod vrhunskih sportasa u sportovima izdrzljivosti kao $to su skijasko
tr¢anje, tr¢anje na duge staze te biciklizam (Lucia i sur., 2000). Muskarci u prosjeku imaju i do
10% vise vrijednosti VO2max 0d Zena, kako u opéoj populaciji tako i medu elitnim sportasSima
(Santisteban i sur., 2022) (Tablica 1. i Tablica 2.) VO2max nije vazan parametar samo za sportase
ve¢ i za opc¢u populaciju jer je usko povezan sa duljinom zivota. lako je vrijednost VOzmax-a
znacajno genetski predodreden, te pod utjecajem procesa starenja, redovitim treningom
izdrzljivosti moze se znacajno poboljsati (od 15 do 20%) u bilo kojoj zivotnoj dobi (Bacon i
sur., 2013). Nakon 30-te godine Zivota,VO2max progresivno opada s godinama brzinom od oko
10% po desetljecu (Pimentele i sur., 2003; Fleg i sur., 2005). U kontekstu pracenja vrijednosti
VO2max kod zdravih sjedilackih i rekreativno aktivnih ljudi, vazno je napomenuti kako su
mjerene vrijednosti negativno povezan sa indeksom tjelesne mase (eng. body mass index -
BMI) (Koch i sur., 2009).



Tablica 1. Normativne vrijednosti VO2max za muskarce (Preuzeto i prilagodeno prema Cooper

Institute for Aerobics Research 1998.)

Dob (godine) | Izvrsno Iznad Prosjec¢no Ispod Slabo
prosjecno prosjecno
20-29 >55 51-55 46-50 42-45 <42
30-39 >53 48-53 44-47 41-43 <41
40-49 >52 46-52 42-45 38-41 <38
50-59 >49 43-49 38-42 35-37 <35
60-69 >45 39-45 35-38 31-34 <31
70-79 >41 36-41 31-35 28-30 <28

*vrijednosti izrazene u ml kg*min

Tablica 2. Normativne vrijednosti VO2max za zene (Preuzeto i prilagodeno prema Cooper
Institute for Aerobics Research 1998.)

Dob (godine) | Izvrsno Iznad Prosje¢no Ispod Slabo
prosjecno prosjecno
20-29 >49 44-49 40-43 36-39 <36
30-39 >45 41-45 37-40 34-36 <34
40-49 >44 39-44 35-38 32-34 <32
50-59 >35 31-35 29-30 25-28 <25
60-69 >35 32-35 29-31 26-28 <26
70-79 >35 32-35 27-29 24-26 <24

*vrijednosti izrazene u ml kg*min



1.2.4. Aerobni i anaerobni prag

Za procjenu aerobnog kapaciteta uz VO2max ,kao osnovni parametar koriste se joS$ i
aerobni i anaerobni prag. Aerobni i anaerobni prag oznacavaju dva metaboli¢ka praga koji
odjeljuju tri zone intenziteta tjelesne aktivnosti; laganu, umjerenu i teSku i imaju veliki znacaj
u klini¢koj i sportskoj funkcionalnoj dijagnostici (Skinner i sur., 1980).

Prvi, aerobni prag (AeP) (eng. gas exchange threshold; GET) odvaja laganu tjelesnu
aktivnost pri kojoj (u vremenu od oko 3 minute) primitak kisika postize stabilnu vrijednost koja
odgovara intenzitetu rada, od umjerene tjelesne aktivnosti, pri kojoj dolazi do povecanja
koncentracije mlije¢ne kiseline u radnom misicju i krvi iznad razine u mirovanju. Taj prag se
javlja pri intenzitetu od oko 40-60% VO2max, a naziva se aerobni ili laktatni prag ili prvi
ventilacijski prag (Kelly, G. E., 2001).

Pri umjerenom opterecenju intenzitet je iznad aerobnog praga, no jo$ uvijek je moguca
ravnoteza izmedu stvaranja i neutralizacije mlije¢ne kiseline, te postizanje stabilnog stanja
primitka kisika (VO>) i stabilne koncentracije mlije¢ne kiseline u krvi. Odrzavanje navedene
ravnoteze moguce je do intenziteta koji odgovara tzv. maksimalnom laktatnom stabilnom stanju
(MLSS), odnosno dovoljnoj raspolozivosti pufera ili anaerobnom pragu ili drugom
ventilacijskom pragu (Barstow i sur., 1993).

Iznad anaerobnog (AnP) odvija se teska tjelesna aktivnost pri k0joj nije moguca ravnoteza
izmedu akumulacije i neutralizacije mlije¢ne kiseline, te potros$nja kisika ne moze podmiriti
ukupne energetske zahtjeve (Heck i sur., 1985). Anaerobni prag se dostiZe pri intenzitetu od
oko 80-90% VOazmax (U ne-sportasa pri 65 - 70% VO2max, a u sportasa aerobnih disciplina i do
95% VO2max).



1.3. MiSi¢na oStecenja

Poznato je kako intenzivna tjelesna aktivnost dovodi do oSte¢enja misiénih vlakana
poprecno prugastih misic¢a koja se ocituje u pojavi unutarstani¢nih metabolita u medustanicnom
prostoru. Ekscentri¢ne aktivnosti koje karakterizira ponovljena elongacija misi¢nih vlakana
posljedi¢no dovode do mehanickih ostecenja na spoju dviju sarkomera (Z — linija) i smatraju se
jednim od glavnih uzrocnika ,,curenja“ unutarstani¢nih metabolita (Brown i sur., 1999;
Clarkson i sur., 2002).

S druge strane, uslijed metabolickih poremecaja moze do¢i do smanjenja dostupnog
ATP i poremeéaja u radu Na*/K* i Ca?* pumpi. U tom sludaju dolazi do naglog ulaska
izvanstani¢nog Ca®* u unutarstaniéni prostor, §to moze izazvati niz kaskadnih proteoliti¢kih
reakcija na stani¢noj razini i u konacnici dovesti do povecanja membranske permeabilnosti, te
otpustanje viska Ca?* iona i ostalih stani¢nih metabolita u izvanstani¢ne prostore (Brancaccio i
sur., 2010; Khan, F. Y. ,2009).

Sam mehanizam metabolickih i mehanickih miSiénih oSteCenja nije joS dobro
razjasnjen. Smatra se kako ukljucuje niz kompleksnih dogadaja ukljucujuéi stanje
oksidacijskog stresa, upalno stanje i imunoloski odgovor (Tiidus, P. M., 2005).

U danasnje vrijeme postoje brojne metode za detekciju postojanja misi¢nih ostecenja.
Snimanje magnetskom rezonancom, misi¢na biopsija, odredivanje koncentracije/aktivnosti
razli¢itih biokemijskih markera koji ,,cure iz oste¢enih stanica u medustani¢ne prostore, samo

su neke od mogu¢ih metoda (Brentano i sur., 2011).

1.3.1.Direktni markeri misi¢nog oStecenja

Biokemijski markeri kao $to su razli€iti enzimi ili proteini do ¢ijeg porasta u krvnom
serumu dolazi uslijed tjelesne aktivnosti smatraju se direktnim markerima misi¢nog osStecenja.
Zbog cinjenice Sto se spomenute makromolekule u pravilu nalaze u stani¢no/tkivnim
strukturama odnosno u stani¢noj citoplazmi, njihova pojava u medustanicnom prostoru nam

moze sugerirati da je doslo do odredenog poremecaja na stani¢no/tkivnoj razini (Brancaccio i

sur., 2010).

-----

su enzimi kreatin kinaza (CK), koji se ujedno smatra i ,zlatnim standardom®, te laktat
dehidrogenaza (LDH) (Baird i sur., 2012).



1.3.2. Kreatin kinaza (CK)

CK je dimerni enzim ukupne mase 86 kDa, koji je pronaden u mitohondrijima i
citoplazmi svih stanica u kojima je potreba za energijom velika. CK katalizira reverzibilnu
reakciju izmjene fosfatne skupine izmedu molekule kreatinfosfata i molekule ADP—a (McLeish
i sur.,2005).

|i| CI:H3 0 ATP ADP Ii] ?HS 0
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kreatin kreatinfosfat

Slika 1. Reakcija katalizirana kreatin kinazom. Preuzeto i prilagodeno sa Biology Dicitionary.

Citoplazmatska CK moze biti gradena od dva tipa podjedinica: M (muscle type) i B
(brain type) koje omogucavaju njihovo povezivanje u tri razli¢ita izoenzima; CK-MM (kreatin
kinaza skeletnog misi¢a), CK-MB (kreatin kinaza sr¢anog miSica) te CK-BB (mozdana kreatin
kinaza), dok se mitohondrijska CK pojavljuje u obliku dvaju oktamernih izoenzima poznatih
kao makro-CK zbog njihove velike molekulske mase. (Takagi i sur., 2001; Brancaccio i sur.,
2010; Teixeira i sur., 2012).

Ukupna kreatin kinaza mjerena iz krvnog seruma zdravih osoba je kombinacija CK-
MM (95%) i CK-MB (5%) izoenzima. CK-MM izoenzim je kemijski vezan na sarkoplazmatski
retukulum u podru¢ju M — linije miofibrila, te je takoder pronaden u podrucju sarkomerne I-
pruge, gdje vjerojatno predstavlja pomo¢ pri poveé¢anim energetskim zahtjevima (Heled i sur.,
2007; Baird i sur., 2012).

1.3.3. Laktat dehidrogenaza (LDH)

LDH je enzim glikolitickog anaerobnog puta, ukupne mase 144 kDa, odgovoran za
reverzibilnu pretvorbu piruvata u laktat, uz popratnu konverziju nikotinamid adenin dinukleotid
hidrida (NADH) u njegovu oksidiraju¢u formu NAD".
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Slika 2. Reakcija katalizirana laktat dehidrogenazom. Preuzeto i prilagodeno sa medicinski leksikon.

Poznato je pet izoenzimskih oblika LDH (LDH1, LDH2, LDH3, LDH4, LDH5) koji
nastaju povezivanjem M-polipeptida i H-polipeptida u razli¢itim kombinacijama (Brancaccio i
sur., 2010). M-polipeptid katalizira pretvorbu piruvata u laktat, dok je H-polipeptid odgovoran
za aerobnu oksidaciju piruvata. Kako se povecava broj M- polipetida u strukturi enzima tako je
izrazeniji anaerobni energetski put, a povecanjem broja H- polipeptida izraZeniji je aerobni
energetski put. Tako je npr. LDH1 izoenzim graden od cetiri H- polipeptida i izrazito favorizira
aerobni put dok je LDH5 izoenzim graden od Cetiri M- polipeptida i izrazito favorizira
anaerobni put dok su preostal tri izoenzima kombinacija H i M polipeptida (Koukourakis i sur.,
2003).

1.3.4. Praéenje CK i LDH pri tjelesnoj aktivnosti

CK (izoenzim CK-MM) u krvnom serumu zdravih osoba gotovo u cijelosti dolazi iz
popre¢no prugastih misica, iako je pronadena u skoro svim tkivima/organima. LDH1 izoenzim
laktat dehidrogenaze je u pravilu dominantna forma koja se moze prona¢i u krvnom serumu
zdravih osoba, $to i ne ¢udi s obzirom na ¢injenicu da je acrobni metabolizam dominantan nac¢in
oslobadanja energije. Vrijednosti navedenih enzima mjerene u krvnom serumu uvelike ovise o
dobi, spolu, tjelesnoj aktivnosti, vrsti tjelesne aktivnosti, pa ¢ak i dijelu dana kada je krv
uzorkovana. Mlade osobe imaju niZze vrijednosti navedenih enzima u odnosu na starije, dok
Zene imaju niZe vrijednosti u odnosu na muskarce, §to se objasnjava utjecajem estrogena na
memebransku stabilnost i posljedi¢no na manju membransku permeabilnost (Borges i sur.,
1989; Stremme i sur., 2004; Brancaccio. i sur., 2008).

Najvise vrijednosti enzimske aktivnosti gore navedenih enzima u krvnom serume su
izmjerene nakon jako dugih tjelesnih aktivnosti kao $to su ultra maraton i triatlon, te nakon
aktivnosti sa izrazenom ekscentricnom komponentom kao §to je trcanje nizbrdo (Clarkson i

sur., 2002). U prvom slu¢aju imamo dugotrajne, iscrpljujuce aktivnosti koje zasigurno dovode
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do metabolickih poremecaja na stani¢noj razini, dok u drugom slucaju izrazito ekscentri¢éne
aktivnosti sigurno uzrokuju mehanicka osteéenja na spoju dviju sarkomera.

Svakodnevni trening moze rezultirati trajno povisenim vrijednostima serumske CK sto
su potvrdila brojna istrazivanja. Razine CK u mirovanju su vise kod sportasa nego kod ne
treniranih osoba, dok s druge strane uslijed treninga dolazi do znacajnijeg poveéanja CK kod
netrenirani osoba u usporedbi sa sportaSima. Zapravo, ako trenirana i ne trenirana osoba odrade
istu tjelesnu aktivnost vrijednosti CK treniranih osoba su nize od onih zabiljezenih kod ne
treniranih osoba (Karamizrak i sur. 1994).

Dinamika pojavljivanja 1 ¢iS¢enja CK 1 LDH u krvnom serumu ovisi o vrsti treninga,
stupnju utreniranosti, trajanju i intenzitetu same aktivnosti. Maksimalne vrijednosti CK i LDH
nakon treninga snage mjere se 8 sati nakon aktivnosti, produljene aktivnosti maksimum
pokazuju 24 sata nakon i ostaju poviSene kroz iduc¢ih 48 sati, dok aktivnosti sa izrazenom
ekscentricnom komponentom mjere maksimum 96 sati nakon, a mogu ostati poviSene i
tjednima nakon aktivnosti (Staubli i sur., 1985; Hyatt i sur., 1998; Kobayashi i sur., 2005).

Dugotrajne i iscrpljujuce aktivnosti dovode od porasta sva tri CK izoenzima u krvnom
serumu,ali bez dokaza o mogucem oStecenju sréanog misica, dok poviSene vrijednosti CK-BB
izoenzima pokazuju znacajnu korelaciju sa simptomima i vrstom (ozbiljnosti) ozljeda kod
boksaca (Kilianski i sur., 2017; Noakes i sur., 1983).

Medutim, miSi¢ni oporavak se ne moze procijeniti promjenama u serumskim razinama
CK, buduci da nema korelacije izmedu ,,curenja“ enzima u serumu i slabljenja misi¢ne izvedbe
nakon vjezbanja (Margaritis i sur., 1999). LDH nam osim kao marker mi$i¢nog osteéenja moze
posluziti 1 pri procjeni adaptacije organizma na cesti anaerobni rad, jer su u pravilu bazalne
vrijednosti vise kod osoba koje prakticiraju anaerobne aktivnosti (Banfi i sur., 2012).

S obzirom na ¢injenicu da se CK-MM izoenzim nalazi u stani¢noj citoplazmi, a
istovremeno i u samoj strukturi miofibrila, postavlja se pitanje da li je pojava CK u
medustanicnom prostoru znak strukturalnih oStecenja misi¢nih vlakana ili uzroke pojave treba
traziti u metabolickim poremecéajima koji za posljedicu imaju povecanje permeabilnosti
stanicnih membrana. Aktivnosti sa izrazenom ekscentricnom komponentom dovode do
najveceg porasta navedenih markera u medustaniénom prostoru (mehanicka oStecenja), dok
metabolic¢ki gledano, $to je aktivnost vise aerobna, markera je manje. Porastom anaerobnog
metabolizma dolazi do poveéanja membranske permeabilnosti i posljedi€éno do porasta
mjerenih markera u krvi, iz ¢ega mozZemo zakljuciti kako intenzitet tjelesne aktivnosti ima
mnogo veéi utjecaj od volumena (Bijsterbosch i sur., 1985 ; Clarkson i sur., 2002; Lippi i sur.,
2010).
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Prema Sorichter i sur. na dinamiku pojavljivanja biokemijskih markera misi¢nog
oStec¢enja u medustani¢nom prostoru utjece i veli¢ina samih markera i to na nacin da se manje
molekule pojavljuju prve.

S obzirom na sve navedeno znacajnost mjerenja biokemijskih markera u trenaznom
procesu postaje upitna, jer je s jedne strane tesko razluciti odakle spomenuti enzimi uopcée
,cure®, dok s druge strane njihove izmjeren vrijednosti pokazuju svoje maksimalne vrijednosti
satima, pa i danima nakon aktivnosti, a ¢injenica je da sportasi u danasnje vrijeme ne treniraju

jednom tjedno.

1.4. Indirektni markeri miSi¢nog ostecenja
1.4.1. Imunoloski sustav

Imunoloski sustav ukljucuje skup strukturalnih 1 kemijskih barijera, stanica, molekula 1
procesa Cija je zajedniCka uloga zastita organizma od stranih antigena poput mikroba, virusa,
stanica raka 1 toksina. Stani¢no gledano, postoje dva razli¢ita odgovora na infekciju: urodeni i
steCeni imunitet. Urodeni imunitet se smatra prvom linijjom obrane organizma od patogena.
Urodeni imunitet je nespecifican 1 neovisan o antigenu, te su ukljucuje odmah ili unutar
nekoliko sati od susreta sa antigenom. Urodeni imunoloSki odgovor nema imunoloSku
memoriju, te nije u stanju prepoznati ili ,,zapamtiti antigen uslijed ponovnog izlaganja. S druge
strane steCeni imunitet je specifican i ovisan o antigenu zbog ¢ega je potrebno vise vremena od
izlaganja i prepoznavanja antigena do maksimalnog imunoloskog odgovora. No, s druge strane
mogucnost pamc¢enja omogucuje puno brzi odgovor uslijed ponovnog izlaganja istom antigenu.
U urodenom odgovoru sudjeluju fagociti (neutrofili, monociti i makrofagi), stanice koje
otpustaju medijatore upale (bazofili, mastociti i eozinofili), te prirodne stanice ubojice (stanice
NK, engl. natural killer cell). Tijekom steCenog odgovora dolazi do proliferacije antigen-
specificnih T 1 B stanica. Urodeni i steeni imunitet nisu medusobno isklju¢ivi nego se zapravo

nadopunjavaju (Parkin i sur., 2001.; Delves i sur., 2000.).
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1.4.2. Urodeni imunitet

Stanice imunoloskog sustava nastaju iz mati¢nih stanica koStane srzi ¢ijom
diferencijacijom nastaju mijelopoetska prastanica i zajednicka prastanica limfocita. Zajednicka
prastanica limfocita dalje diferencira u stanice limfocita B, stanice limfocita T i stanice NK.
Diferencijacijom mijelopoetskih prastanica nastaju granulociti (neutrofili, bazofili, eozinofili),
monociti, mastociti, trombociti i eritrociti (Delves i sur.2000).

Neutrofili se nakupljaju na mjestima bakterijske infekcije i ozljeda tkiva. Imaju
sposobnost fagocitoze mikroba i molekula antigena. Proizvode velike koli¢ine ROS-a (engl.
reactive oxygen species) citotoksi¢nog za bakterije, citokine TNF (engl. tumor necrosis factor)
i IL-12 (interleukin 12) (Chaplin i sur., 2010).

Imunosne stanice u tkivima se mogu diferencirati u makrofage. Imaju sposobnost
fagocitoze mikroba i molekula koje su oznacene za unistenje imunoglobulinima. Monociti
dolaze na mjesto upale ili oStecenja tkiva ubrzo nakon neutrofila i tu ostaju duze vrijeme.
Koriste dusikov oksid za ucinkovito uniStavanje patogena, te istovremeno proizvode velike
koli¢ine citokina za pojacavanje imunoloskog odgovora (IL-12 i interferon-y) (Gordon
S.,2003.).

maticna stanica

limfoidna maticna stanica mijeloidna maticna stanica

o 200 @

limfociti B stanice ubojice MeUtrofili o of;

mastociti @ monociti
T-stanica
ubojica
T-stanica
pomagac A\ 4

memorijske stanice

dendriticke stanice makrofagi

plazmatske stanice

Slika 3. Stanice imunoloskog sustava. Preuzeto i prilagodeno sa Janeway i sur., 2001,
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1.4.3. Monocitne subpopulacija

Sve do otkri¢a visebojne fluorescentne protocne citometrije podrijetla i stani¢ne loze
bili su slabo poznati. Ova tehnologija omogucila je identifikaciju diferenciranih stani¢nih
populacija na temelju ekspresije specifi¢nih stani¢nih markera.

Monociti periferne krvi definirani su ekspresijom CD14 (lipopolisaharidni receptor),
CD16 (FcyRIII receptor) i CD64 (Fc gama RI) stani¢nih povrSinskih markera, te ekspresijom
kemokinskih receptora CD192 (takoder poznat kao CCR2 — klju¢ni posrednik migracije
monocita) i CX3CR1 (fraktalkin receptor ) (Shi i sur.,2011).

S obzirom na ekspresiju CD14 (lipopolisaharidni receptor) i CD16 (FcyRIII receptor) poznata
su tri tipa monocita:

klasi¢ni monociti Monl (CD147*CD16°), ¢ine oko 90% monocita kod kojih je CD14 marker
jako eksprimiran dok CD16 marker uopce nije eksprimiran (slika 4.),

intermedijarni monociti Mon2 (CD14**CD16") kod kojih je CD14 marker jako eksprimiran,
dok je CD16 marker slabo eksprimiran (slika 4.),

te neklasiéni monociti Mon3 (CD14"CD16") kod kojih je CD14 slabo eksprimiran dok je
CD16 jako eksprimiran (slika 4.).

CDl14

CD14 ++ CD16- CD14++ CD16+ CD14+ CD16++

Slika 4. Monocitne subpopulacije. Preuzeto i prilagodeno sa Sanmarco i sur., 2018.

Klasi¢ni monociti Monl (CD14"*CD167) smatraju se prvom linijom obrane. Ukljuéeni
su u razlic¢ite funkcije, kao Sto je popravak tkiva i imunoloski odgovor. Odgovorni su za
fagocitozu te podupiru zacjeljivanje rana i koagulaciju. Pokazuju anti-apoptoticke funkcije i
reakcije na podrazaje. Eksprimiraju proupalne S-100 proteine, npr. SI00A12 i SI00A8/9 — sto

im daje sposobnost podrzavanja upale (Wong i sur., 2011; VVan Craenenbroeck i sur., 2014).
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Intermedijarni  monociti Mon2 (CD14"CD16") pokazuju proupalnu i protuupalnu
funkciju (produkcija TNFa i IL-10), te su odgovorni za proliferaciju i stimulaciju T stanica.
Oni eksprimiraju vise povrsinskih markera ukljucenih u interakcije izmedu stanica i T Stanica
koje predstavljaju antigen. Intermedijarni monociti proizvode najvece koli¢ine ROS-a od svih
subpopulacija i imaju ulogu u stvaranju novih krvnih zila ( angiogeneza) (Wong i sur., 2011,
Van Craenenbroeck i sur., 2014).

Neklasi¢ni monociti Mon3 (CD14*CD16"") pokazuju izrazitu protuupalnu aktivnost i
igraju glavnu ulogu pri adaptaciji imunoloskog sustava. Odgovorni su za proliferaciju i
stimulaciju CD4" T-stanica. Pokusima na miSevima je uo¢eno kako neklasi¢ni monociti imaju
tendenciju mobilizacije na endotelu krvnih Zzila nakon prenoSenja u miseve. In vitro
eksperimenti pokazali su ve¢u mobilnost monocita s visokom ekspresijom CD16, u odnosu na
one sa slabijom ekspresijom ili bez CD16 ekspresije. Ova pojava upucuje na konstantno
pomicanje neklasi¢nih monocita po endotelu u potrazi za znakovima upale ili oStecenja,

spremnih za brzu transmigraciju (Wong i sur., 201; Shantsila i sur., 2011).

1.4.4. Imunoloski odgovor uslijed tjelesne aktivnosti

Utjecaj tjelesne aktivnosti na imunoloSku funkciju Siroko se istrazuje od sredine 1980-
ih. U podruc¢ju imunologije vjezbanja istrazivanja su usmjerena na akutne i/ili kroni¢ne tjelesne
aktivnosti 1 njihov utjecaj na imunoloski odgovor, prilikom ¢ega je utvrdeno kako u vecini
slucajeva akutna i kronicna tjelesna aktivnost dovode do razlicitih 1 ¢esto suprotnih u¢inaka na
imunitet. Akutna aktivnost u pravilu dovodi do pojacanog imunoloskog odgovora, dok kroni¢na
dovodi do pada imunoloskog odgovora u vidu pada bazalnih vrijednosti imunoloskih stanica u
krvnom optoku (Walsh i sur., 2011).

Mikro oSte€enja na stani¢noj razini rezultiraju pojatanim imunoloskim odgovorom §to
su i dokazala brojna istrazivanja, prilikom cega je utvrdeno kako je dovoljna jednokratna
aktivnost kako bi doslo do znacajnog porasta brojnosti leukocita u krvotoku (Neves 1 sur.,
2015). lako je postojanje veze izmedu tjelesne aktivnosti i imunolo§kog odgovora ocita, velika
individualna varijabilnost samog imunoloskog odgovora kao i brojne kontradiktornosti utjecaj
treninga razli¢itog modaliteta, intenziteta, volumena, stanja tjelesnog fitnesa ispitanika, dobi,
spola na imunoloski odgovor otezavaju donoSenje konkretnih zakljucaka (Kanda i sur., 2013).

Ako uzmemo u obzir ¢injenicu kako tjelesno aktivni ljudi imaju niZe bazalne vrijednosti
upalnih markera u odnosu na ne aktivne, o¢ito mozemo zakljuciti kako postoji adaptacija

imunoloskog odgovora na redovitu tjelesnu aktivnost (Mikkelsen i sur., 2013). lako tjelesna
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aktivnost ima protuupalni utjecaj, jednokratne tjelesne aktivnosti dovode do prolaznog upalnog
stanja (Glesson i sur., 2007). Prema Neves i sur. (2015) veéi intenzitet tjelesne aktivnosti akutno
dovodi do jaceg imunoskog odgovora u vidu povecanja brojnosti neutrofila i monocita.

Nastale mikrostrukturalne promjene na stani¢noj razini uslijed tjelesne aktivnosti
uzrokuju brzu mobilizaciju neutrofila koji migriraju unutar oste¢enog tkiva gdje povecavaju
produkciju reaktivnih vrsta kisika (ROS; reactive oxygen species) koje posljedicno mogu
dovesti do jos vecih oste¢enja (Quindry i sur. 2003). Unutar 24 sata neutrofili bivaju zamijenjeni
monocitima (makrofagi), aktivnim upalnim stanicama koje stvaraju brojne proupalne citokine
(Kanda i sur., 2013).

1.4.5. Akutna aktivacija monocitnih subpopulacija uslijed tjelesne aktivnosti

Istrazivanja utjecaja tjelesne aktivnosti na ekspresiju monocitnih subpopulacija u
literaturi su dosta rijetka i usmjerena su na ispitanike sa odredenim kroni¢nim oboljenjima, te
na ljude starije zivotne dobi(Hong i sur., 2008; Timmerman i sur., 2008; Van Craenenbroeck i
sur., 2014; de Matos i sur., 2019). Najcesce su koristeni razliciti protokoli treninga sa otporom
uz longitudinalne nacrte istrazivanja kao bi se pratio utjecaj odredene vrste treninga na
ekspresiju monocitnih subpopulacija (Walsh i sur.. 2011; Markofski i sur., 2014; Yarbro i sur.,
2018) prilikom cega je utvrdena adaptivna uloga tjelesne aktivnosti u vidu pada bazalnih
vrijednosti CD16+ monocita uslijed kroni¢ne tjelesne aktivnosti §to se objaSnjava adaptacijom
imunoloskog odgovora na Cesta upalna stanja, te su navedena istrazivanja usmjerena na mogucu
intervenciju tjelesne aktivnosti na smanjenje upalnih stanja uslijed kroni¢nih oboljenja (Walsh
i sur.. 2011).

Prema Steppich i sur. (2000) dovoljna je jednokratna maksimalna anaerobna aktivnost
u trajanju od jedne minute kako bi doslo do aktivacije CD16+ monocita. Do akutnog porasta
CD16+ monocita (odmah nakon aktivnosti) vjerojatno dolazi zbog otpustanja CD16+ monocita
koji se prije tjelesne aktivnosti nalaze u marginalnim krvnim bazenima periferne Kkrvi,
adhezirani na manje krvne Zile, zbog ¢ega nisu mjerljivi. Uslijed stresa izazvanog tjelesnom
aktivnosti dolazi do otpuStanja CD16+ monocita sa krvnih Zila u centralni krvni bazen i do
njihovog porasta u perifernoj krvi (Steppich i sur. 2000).

Van Craenenbroeck i sur. (2014) su prijavili akutnu aktivaciju CD16" i CD16™"
monocita 10 minuta nakon aerobne tjelesne aktivnosti (ramp test protokol do otkaza) dok su
vrijednosti CD16™ monocita bile snizene. Istrazivanje je provedeno na uzorku ispitanika sa

odredenim bubreznim oboljenjima.
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Prema Wonner i sur. (2018) dovoljna je jednominutna aktivnost na biciklergometru pri
intenzitetu od 400 W kako bi doslo do povecanja brojnosti svih monocitnih subpopulacija kako
kod zdravih ispitanika tako i kod ispitanika sa metabolickim sindromom.

U istrazivanju koje su proveli Hong i sur. (2008) na uzorku zdravih ispitanika i
ispitanika sa povisenim krvnim tlakom 20 minutno trcanje na pokretnom sagu pri intenzitetu
od 70% od VO2max dovodi do porasta brojnosti sve tri monocitne subpopulacije odmah nakon
aktivnosti uz zadrzavanje poviSene brojnosti do 10 minuta nakon aktivnosti. Simpson i sur.
(2009) su na uzorku zdravih ispitanika koji su tr¢ali 45 minuta pri intenzitetu 75% od VO2max,
prijavili pad brojnosti CD14"*CD16 monocita odmah nakon aktivnosti i porast sat vremena
nakon aktivnost, dok su druge dvije monocitne subpopulacije pokazale obrnutu dinamiku,
porast odmah nakon aktivnosti i pad sat vremena nakon.

Prema Shantsila 1 sur. (2012) 15 minuta nakon tr¢anja na pokretnom sagu dolazi do
povecéanja brojnosti klasiénih (CD16-) monocita kod zdravih ispitanika.

Wells i sur. (2016) su prema nasim saznanjima jedini do sada istrazivali akutni utjecaj
treninga razli¢itog intenziteta (i volumena) na ekspresiju monocitnih subpopulacija, ali pri
razli¢itim modalitetima treninga s otporom za donji dio tijela. Oni su zakljucili kako intenzitet
i volumen imaju prilicno podjednak utjecaj na porast ekspresije monocitnih subpopulacija, dok

sli¢no istrazivanje pri aerobnim aktivnostima nije pronadeno.

1.5. Oksidacijski stres

Slobodni radikali su spojevi koji se prirodno stvaraju u ljudskom organizmu, te
istovremeno mogu imati 1 pozitivne (imunoloski sustav) i negativne (oStecenja lipida, proteina,
DNA molekula) u¢inke na ljudski organizam (Finaud i sur., 2006). Prema Sen, C.K. (2001)
aerobnim metabolizmom na mitohondrijskoj razini 2-5% kisikovih molekula od ukupnog
volumena kisika ( VO_) se pretvori u superoksidni anion (O2" ). Nastali superoksidni anion je
jako reaktivna Cestica koja vrlo brzo napada gradevne makromolekule (e.g. lipide, proteine)
uzrokujudi oStecenja, a nastalo stanje je poznato kao oksidacijski stres.

Oksidacijski stres ukljucuje niz kemijskih reakcija kojima nastaju takozvani reaktivni
oblici porijeklom iz kisika (engl. Reactive oxygen species, ROS) i dusika (engl. Reactive
nitrogen species, RNS). Reaktivni oblici kisika oznacavaju molekule porijeklom iz kisika te
ukljuéuju: superoksid (O2"), vodikov peroksid (H20-), hidroksilni radikal (-OH), ozon (O3) i
singlet kisik, dok reaktivnim oblicima dusika smatramo dusikov oksid (-NO) i njegove derivate
kao Sto su peroksinitrit (ONOO") i nitratni anion (NO") (Patel i sur.,1999; Preiser, J. C. 2012).
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Superoksid (O27) je kisik s dodatnim elektronom koji nastaje redukcijom molekule
kisika jednim elektronom primarno tijekom “curenja” elektrona iz mitohondrijskog

respiratornog lancu, osobito iz ubisemikinona (QH™) McCord, J. M. (2000):

QH "+ 02+ Q+ 02" (reakcijal)

i pod utjecajem enzima NADPH oksidaze (engl. nicotinamide adenine dinucleotide
phosphatase) koji katalizira proizvodnju superoksida (O2™) McCord, J. M. (2000):

NADPH +2 O, - NADP "+ H*+ 20" (reakcija 2)

Vodikov peroksid (H20>) za razliku od superoksida (O2") lako difundira kroz stani¢ne
membrane. Glavni izvor vodikova peroksida (H20.) je dismutacija superoksida (O2") uz
katalitiCko djelovanje superoksid-dismutaze (engl. superoxide dismutase, SOD). Dvije
molekule superoksida (O.") medusobno reagiraju stvaraju¢i vodikov peroksid (H20>) i kisik
Preiser, J. C. (2012):

20" +2H"—S00— H,0, + O, (reakcija 3)
Vodikov peroksid (H202) enzimatski se reducira sa ¢ak 15 razli¢itih enzima. Djelovanjem

katalaze (engl. catalase, CAT) koja se najéeS¢e nalazi u peroksisomima, mjestima najvece

produkcije vodikova peroksida (H20.) dolazi do njegovog razlaganja na vodu i Kisik:

2 H,0, —CAT—2 H,O + Oz (reakcija 4)
Vaznost odstranjivanja vodikovog peroksida (H202) je u tome §to je H202 sklon, u reakciji s
metalnim ionima (Zeljezo, bakar) stvarati puno opasniji hidroksilni radikal (-OH) (tzv.
Fentonova reakcija) (Koppenol, W. H., 1993):

H,0, + Fe?* — OH + Fe®*" + :OH (reakcija 5)

Superoksid (O2") zbog svojeg negativnog naboja ne moze ulaziti u unutra§njost membrana i ne

moze reagirati u reakcijama peroksidacije lipida, za razliku od hidroksilnog radikala (-OH).
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Jedna od reakcija odgovornih za nastanak oksidacijskog stresa je lipidna peroksidacija. To je

lan¢ana reakcija koja moze biti potaknuta hidroksilnim radikalom (-OH):

LH+ -OH — L- +H20 (reakcija 6)
L- + O, — LOO- (reakcija 7)
LOO- +LH — LOOH +L- (reakcija 8)
gdje je LH lipid sa alilnim vodikom koji je prisutan u viSestruko nezasi¢enim masnim

kiselinama (Tepsic¢ i sur., 2007).

1.5.1.Antioksidansi

Antioksidansi su tvari koje u malim koncentracijama, u odnosu prema oksidabilnim
supstratima, odgadaju ili inhibiraju oksidaciju tih supstrata. Djelovanje antioksidansa moze se
opisati sljede¢im mehanizmima:

— uklanjanjem kisika, ili utjecanjem na smanjivanje lokalnih koncentracija kisika
— uklanjanjem metalnih iona

Prema Tepsic¢ 1 sur. (2007) antioksidanse mozemo podijeliti u Cetiri skupine:

- Unutarstani¢ni antioksidacijski enzimi (Tablica 1)

- Membranski antioksidansi (Tablica 2)

- Izvanstani¢ni antioksidansi (Tablica 3)

- Niskomolekularni endogeni i nutitivni hidrofilni antioksidansi (Tablica 4)

Tablica 3. Unutarstani¢ni antioksidacijski enzimi (Preuzeto i prilagodeno prema Stefan, L.,
Tepsi¢, T., Zavidi¢, T., Urukalo, M., Tota, D., & Domitrovié, R. (2007). Lipidna peroksidacija-

uzroci i posljedice. Medicina Fluminensis: Medicina Fluminensis, 43(2.), 84-93)

superoksid-dismutaze  kataliti¢ki uklanjaju O2™

katalaza uklanja H.O> kada je prisutan u velikim koncentracijama

glutation-peroksidaze  uklanjaju H>O; kada je prisutan u malim koncentracijama; takoder
uklanjaju organske hidroperokside

citokrom-oksidaze prijeCe oslobadanje aktivnih kisikovih spojeva tijekom redukcije
O2 u H0
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Tablica 4. Membranski antioksidansi (Preuzeto i prilagodeno prema Stefan, L., Tepsi¢, T.,
Zavidi¢, T., Urukalo, M., Tota, D., & Domitrovi¢, R. (2007). Lipidna peroksidacija-uzroci i

posljedice. Medicina Fluminensis: Medicina Fluminensis, 43(2.), 84-93)

vitamin E antioksidacijsko djelovanje ostvaruje kidanjem lanaca
B-karoten ima sposobnost uklanjanja singletnoga kisika i slobodnih radikala
koenzim Q ima antioksidacijsko djelovanje u respiratornome lancu

Tablica 5. Izvanstaniéni antioksidansi (Preuzeto i prilagodeno prema Stefan, L., Tepsié, T.,
Zavidi¢, T., Urukalo, M., Tota, D., & Domitrovi¢, R. (2007). Lipidna peroksidacija-uzroci i
posljedice. Medicina Fluminensis: Medicina Fluminensis, 43(2.), 84-93)

transferin veze ione zeljeza

laktoferin veze zeljezo pri nizim vrijednostima pH-a

haptoglobin veze hemoglobin

hemopleksin  veze hem

albumin veze bakar, hem i uklanja HOC

ceruloplazmin veZe ione bakra, koristi vodikov perokid za reoksidaciju bakra

EC-SOD kataliticki uklanja superoksidni anion
EC-GPx kataliticki uklanja hidroperokside
bilirubin uklanja peroksilne radikale

urati uklanjaju radikale i veZzu metale
glukoza uklanja -OH

Tablica 6. Niskomolekularni endogeni i nutitivni hidrofilni antioksidansi (Preuzeto i
prilagodeno prema Stefan, L., Tepsi¢, T., Zavidi¢, T., Urukalo, M., Tota, D., & Domitrovi¢, R.
(2007). Lipidna peroksidacija-uzroci i posljedice. Medicina Fluminensis: Medicina
Fluminensis, 43(2.), 84-93)

glutation uklanja radikale, koristi se za konjugaciju, za regeneraciju askorbata, te kao
koenzim

vitamin C uklanja slobodne radikale doniranjem elektrona, pri ¢emu nastaje slabo
reaktivan askorbilni radikal

polifenoli  uklanjaju slobodne radikale i vezu metalne ione

bilirubin  uklanja peroksilne radikale
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urati uklanjaju radikale i vezu metalne ione

glukoza  uklanja hidroksilne radikale

selen koenzim glutation peroksidaza

1.5.2.Metode za procjenu stanja oksidacijskog stresa

Poznate su brojne metode za procjenu stanja oksidacijskog stresa: mjerenje
koncentracije slobodnih radikala; mjerenje stupnja osStecenosti lipida, proteina ili DNA
molekula; mjerenje aktivnosti i koncentracije antioksidacijske enzimske obrane. Svaka od
metoda ima svojih dobrih 1 loSih strana, a svim metodama je zajednicko to Sto postoje brojne
kontradiktornosti medu istima zbog ¢ega interpretaciji dobivenih rezultata treba pristupati sa

oprezom (Finaud i sur., 2006).

1.5.3. Mjerenje stupnja oStecenosti lipida (Lipidna peroksidacija)

Lipidnu peroksidaciju najcesS¢e uzrokuje hidroksilni radikal (-OH). Najcesce ispitivan
pokazatelj lipidne peroksidacije je malondialdehid (engl. Malondialdehyde, MDA) koji se
tijekom peroksidacije lipida stvara u malim koli¢inama.

MDA je organski spoj (aldehid) molekulske formule CH2(CHO),, a u organizmu
prevladava njegova enolna forma, te se koristi kao marker lipidne peroksidacije. Mjerenje
koncentracije malondialdehida (MDA), uz brojne kontradiktornosti, je u literaturi dosta Cesta
metoda za procjenu stanja oksidacijskog stresa (Halliwell i sur., 2004; Il'yasova i sur., 2012).

Poznate su brojne metode za detekciju i kvantifikaciju MDA u bioloSkim uzorcima od
kojih se je HPLC (tekuca kromatografija) pokazala kao najbolja u kontekstu osjetljivosti i
specifi¢nosti (Karatas i sur., 2002; Grotto i sur., 2009). Problem navedene metode u kontekstu
njene primjene u istrazivanjima povezanosti oksidacijskog stresa i tjelesne aktivnosti se nalazi
u ¢injenici da je navedena metoda relativno skupa (aparatura, reagensi), te zahtjeva dosta veliko
znanje osobe koja metodu izvodi, §to dodatno povisuje cijenu.

Osim navedene HPLC metode spektrofotometrijska TBA-MDA metoda je u literaturi
najceS¢e koriStena metoda. Navedena metoda se temelji na derivatizaciji MDA s 2-
tiobarbituratnom kiselinom (TBA) pri ¢emu MDA reagira sa dva ekvivalenta TBA prilikom
Cega nastaje MDA-(TBA)2 kompleks. Reakcija se odvija pri povisenoj temperaturi i u kiselim
uvjetima, pri cemu MDA-(TBA)2 kompleks daje crveno fluorescentno obojenje (Johnston i sur.,
2007; Grotto i sur., 2009) (Slika 5.).
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Slika 5. Prikaz kemijske reakcije nastajanja MDA-(TBA). derivata. Preuzeto i prilagodeno sa Award, N. S., 2016;

doktorska disertacija.

Navedena metoda u usporedbi sa HPLC metodom je dosta jednostavnija i jeftinija, ali je njena
specifi¢nost i osjetljivost manja uz nestabilnost produkta peroksidacije koji se odreduje i
mogucnost stvaranja artefakata radi uzorkovanja, pohrane i1 slozenosti bioloSkih uzoraka
(Stefan, L. i sur., 2007). Neovisno o tome koja metoda je odabrana, MDA se u pravilu mijeri iz
uzoraka krvi (plazma, serum), dok su neki autori odredivali koncentracije MDA iz urina
kromatografskim metoda (Korchazhkina i sur., 2003; Hadley i sur., 2009; Yalg¢in i sur., 2010).
Weitner i sur. (2016) prema naSim saznanjima su jedini do sada prijavili spektrofotometrijsku

metodu za odredivanje koncentracije MDA u urinu.

1.5.4. Oksidacijski stres uslijed tjelesne aktivnosti

Tjelesna aktivnost izaziva metabolicke promjene u organizmu Koje dovodi do aktivacije
adaptivnih mehanizama usmjerenih na uspostavljanje nove dinamicke ravnoteZe. Jedna od
najznacajnijih promjena u tom pogledu dogada se u miSi¢nom tkivu, u kojem sve veca potraznja
za energijom tijekom (i nakon) tjelesne aktivnosti generira vecu iskoristenost kisika od strane
mitohondrija (Ashton i sur., 1998).
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Poprec¢no prugasti misi¢i glavni su izvor reaktivnih oblika kisika (engl. Reactive oxygen
species, ROS). Tijekom miSi¢ne kontrakcije dolazi do povecanja prijenos elektrona iz
kompleksa I i III u mitohondrijskom respiratornom lancu §to u konacnici moze dovesti do
proizvodnje superoksidnog radikala (O27); primarnog ¢lana reaktivnih oblika kisika (ROS). Ovi
toksi¢ni produkti kontraktilne aktivnosti dismutiraju se u vodikov peroksid (H202) pomocéu
superoksid dismutaze (SOD), koja je prva obrana od radikala, nakon ¢ega se sukcesivno
detoksiciraju drugim enzimima kao $to su katalaza, glutation peroksidaza (GPx) i glutation
reduktaza (GR) (Sakellariou i sur., 2014; Powers i sur., 2011).

Ubrzani metabolic¢ki procesi (uslijed tjelesne aktivnosti) mogu dovesti do akutnog
naruSavanja unutarstani¢ne antioksidacijske obrane koja se na stani¢noj razini moze ocitovati
u povecanoj propusnosti stani¢cnih membrana uslijed lipidne peroksidacije jer slobodni radikali
kisika mogu uzrokovati oksidaciju polinezasi¢enih masnih kiselina u strukturi stani¢nih
membrana. (Michailidis i sur., 2007; Bloomer i sur., 2008; Deminice i sur., 2011). Navedeno
stanje dovodi do smanjene membranske fluidnosti, pove¢ane membranske propusnosti, pa cak
i do imunoloskog odgovora (Radak i sur., 1999; Itri i sur., 2014). Kao posljedicu oksidacije
masnih kiselina u medustani¢nom prostoru mozemo ocekivati pojavu razli€itih sekundarnih

metabolita kao $to je malondialdehid (MDA) (Janero, 1990; Finaud i sur., 2006).

1.5.5. Akutni oksidacijski stres uslijed tjelesne aktivnosti

Vecina studija utjecaja tjelesne aktivnosti na markere oksidacijskog stresa je usmjerena
na pracenje markera proteinskih ostecenja, te na ukupni antioksidacijskih kapacitet, dok je
relativno mali broj istrazivanja vezan uz istrazivanje lipidne peroksidacije.

Vecina istrazivanja spomenute markere mjeri iz uzoraka Krv i to ve¢inom u dvije vremenske
tocke (prije 1 nakon), dok je mali broj istrazivanja prikupio vise od dva uzorka krvi nakon
aktivnosti (Radeka i sur., 2003). Postoje velike nedosljednosti u rezultatima vezanim za u¢inak
vjezbanja na razine specifi¢nih biomarkera oksidacijskog stesa; razlike u subjektima (trenirani,
ne trenirani), vrsti protokola (razlike u trajanju i intenzitetu), vremenskim to¢kama uzorkovanja
krvi, na¢inu analize dobivenih podataka (Michailidis i sur., 2007).

Nekoliko studija je prijavilo akutni porast biomarkera lipidne peroksidacije nakon tjelesne
aktivnosti. Prema Bachur i sur. (2007.) produkcija ROS-a, kao i porast markera lipidne
peroksidacije (MDA) je usko vezana uz intenzitet i volumen aktivnosti s time da intenzitet
aktivnosti pokazuje najvise vrijednosti (istrazivanje na misevima), §to su i potvrdili Deminice i

sur. (2011.) usporedujuci dva razlicita protokola treninga sa vanjskim otporom. Blumer i sur.
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(2006.) nisu zabiljezili porast MDA odmah nakon aerobne aktivnosti, dok prema Michailidis i
sur. (2007.) MDA pokazuje najviSe vrijednosti sat vremena nakon aerobne aktivnosti.
Spirlandeli i sur. (2014.) su usporedujuci tri razli¢ite metode mjerenja MDA iz uzoraka krvi
(MDA-HPLC, MDA-TBARS i MDA-MP), na uzorku nogometasa primjenom RAST protokola
(Running-based Anaerobic Sprint Test), utvrdili statisti¢ki znacajan porast MDA odmah nakon
aktivnosti, koji ostaje povisen kroz iducih sat vremena.

Bouzid i sur. (2014.) su usporedujuci dvoji grupe ispitanika razli¢ite po dobi, dosli do
zakljucka kako starije osobe imaju viSe vrijednosti MDA u krvnoj plazmi nakon tjelesne
aktivnosti, dok prema Valado i sur. (2007.) nakon intenzivne anaerobne aktivnosti (Wingate
test) viSe vrijednosti MDA pokazuju trenirani od ne treniranih osoba. Za razliku od gore
navedenih istrazivanja u kojima je utvrden porast vrijednostt MDA nakon tjelesne aktivnosti,
Groussard i sur. (2003.) su jo$ ranije prijavili snizene vrijednosti MDA (MDA-TBARS
metodom iz krvne plazme) nakon provedenog Wingate testa.
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2. PROBLEM ISTRAZIVANJA



S obzirom na sve prethodno navedeno, o¢ito postoji veza izmedu misi¢nih oStecenja,
imunoloskog odgovora, oksidacijskog stresa i pojave markera misicnog oStecenja u
medustanicnom prostoru, no usprkos ocitom postojanju veze i brojnim istrazivanjima ta veza
jos nije u potpunosti razjasnjena. S druge strane, vec¢ina istrazivanja povezanosti imunoloskog
odgovora kao i stanja oksidacijskog stresa sa tjelesnom aktivnosti kao uzorak imaju sportase,
dok su istrazivanja na opcoj populaciji ve¢inom usmjerena na istrazivanja navedenih stanja na
uzorku ljudi sa odredenim kroni¢nim oboljenjima, te na uzorku ljudi starije Zivotne dobi.
Istrazivanja ovog tipa na uzorku zdravih ljudi koji su ukljuceni u neki od oblika rekreativne
aktivnosti dosta su rijetka. | dok brojni radovi upucuju na adaptivnu ulogu tjelesne aktivnosti
na smanjenje koli¢ine oksidacijskog stresa, istrazivanje samog procesa adaptacije organizma
na sam oksidacijski stres je otezan. S jedne strane vecina metoda zahtjeva uzorkovanje krvi
(invazivna metoda) $to smanjuje moguénost istrazivanja na najmladoj populaciji (djeca), dok s
druge strane relativno skupe 1 komplicirane metode onemogucavaju prikupljanje veceg i

robusnijeg bioloskog uzorka kako bi se moglo do¢i do konkretnijih zakljucaka.
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3. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA
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Glavni ciljevi istrazivanja su:

1. Utvrditi akutni utjecaj treninga razliCitog intenziteta na ekspresiju proupalnih i
protuupalnih monocita.

2. Utvrditi akutni utjecaj treninga razli¢itog intenziteta na pojavnost markera misi¢nih
oste¢enja u krvnom serumu.

3. Utvrditi akutni utjecaj treninga razli¢itog intenziteta na pojavnost markera
oksidacijskog stresa (MDA) u urinu.

4. Ispitati relativno jednostavnu i ne invazivnu metodu za procjenu lipidne peroksidacije
kako bi utvrdili njenu osjetljivost i reproducibilnost u svrhu daljnjih istrazivanja

povezanosti tjelesne aktivnosti i oksidacijskog stresa.
Sporedni cilj istrazivanja je:

1. Ispitati postojanje povezanosti izmedu markera miSicnog oSteCenja, markera

oksidacijskog stresa i imunoloskog odgovora uslijed tjelesne aktivnosti.
Hipoteze ovog istrazivanja su sljedece:

H1 - Postoji znacajna povezanost izmedu intenziteta tjelesne aktivnosti i ekspresije proupalnih
1 protuupalnih monocitnih markera kod sportasa rekreativaca.

H2 - Postoji znacajna povezanost izmedu markera miSi¢nog oStec¢enja 1 intenziteta tjelesne
aktivnosti kod sportasa rekreativaca.

H3 - Postoji znacajna povezanost izmedu markera oksidacijskog stresa 1 intenziteta tjelesne
aktivnosti kod sportasa rekreativaca.

H4 - Spektrofotometrijska metoda za odredivanje MDA u urinu je dovoljno osjetljiva i
reproducibilna, te se moze koristiti u istraZzivanjima povezanosti oksidacijskog stresa i tjelesne
aktivnosti.

H5 - Postoji znacajna povezanost izmedu markera misi¢nog oStecenja i markera imunoloskog
odgovora kod sportasa rekreativaca.

H6 - Postoji zna¢ajna povezanost izmedu markera misi¢nog oStecenja i markera oksidacijskog
stresa kod sportaSa rekreativaca.

H7 - Postoji znafajna povezanost izmedu markera imunoloskog odgovora i markera

oksidacijskog stresa kod sportasa rekreativaca.
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4. METODE RADA



Istrazivanje je provedeno na Kinezioloskom fakultetu u Splitu, Medicinskom fakultetu
u Splitu, Prirodoslovno-matematickom fakultetu u Splitu, te u privatnom medicinsko-
biokemijskom laboratoriju u Splitu. U laboratoriju za sportsku fiziologiju kinezioloSkog
fakulteta odradena su spiroergometrijska testiranja na pokretnom sagu uz nadzor izv.prof.dr.sc.
Vladimira Ivanc¢eva. U laboratoriju za medicinsku kemiju i biokemiju Medicinskog fakulteta u
Splitu su odradena mjerenja protocnim citometrom pod vodstvom izv.prof.dr.sc. Nikoline
Rezi¢ Muzinié. Spektrofotometrijske metode istrazivanja su se provodile u laboratorijima
prirodoslovno- matemati¢kog fakulteta uz nadzor izv.prof.dr.sc. Stjepana Orhanovica, dok su
se rutinske analize krvnih uzoraka odradene u medicinsko-biokemijskom laboratoriju LabPlus.
Istrazivanje je odobreno od Etickog povjerenstva Kinezioloskog fakulteta u Splitu. Istrazivanje
je provedeno u skladu s nacelima Helsinske deklaracije. Ispitanicima je objasnjeno o kakvom
se istrazivanju rade, Sto istrazivanje ukljucuje, $to se od njih oc¢ekuje prilikom istrazivanja, te je
svaki ispitanik dobrovoljno pristupio istrazivanju uz moguénost izlaska iz istrazivanja u svakom

trenutku.

4.1. Uzorak ispitanika

Uzorak ispitanika je bio sacinjen od 11 zdravih, rekreativno sportski aktivnih ispitanika
(dob od 18 do 35 godina; ITM (indeks tjelesne mase) < 30 kg/m?) koji prakticiraju tréanje kao
rekreativnu aktivnost 3 do 4 puta tjedno u trajanju od 30 do 40 minuta. Zbog moguceg
hormonskog utjecaja na rezultate mjerenja svi ispitanici su bili muskog spola.

Mjesec dana prije ukljucivanja u studiju ispitanici su upucéeni u citavi protokol
istrazivanja nakon c¢ega su dali pisani pristanak o svojevoljnom ukljuc¢ivanju u studiju sa
mogucnosc¢u izlaska iz studije u svakom trenutku studije.

Ispitanici su upuceni da barem 7 dana prije dolaska na testiranje ne koriste nikakve
antioksidanse (vitamin C, vitamin E), da izbjegavaju aktivnosti sa izrazenom ekscentriénom
komponentom (dizanje utega, pliometrija, tr¢anje nizbrdo), te da na dan dolaska na testiranje
ne koriste nikakve supstance sa diuretskim efektom (kava, ¢aj) zbog moguceg razrjedenja urina.

Prije uklju¢ivanja u istrazivanje ispitanici su ispunili upitnik o zdravstvenom statusu
kako bi utvrdili moguce dodatne utjecaje na imunoloski odgovor, dok je dodatni iskljucujuci
faktor bila vrijednosti C — reaktivnog proteina (akutni upalni marker) koji je odreden prilikom
svih testiranja i u slucaju poviSenih bazalnih vrijednosti ispitanik je iskljucen iz daljnjeg
istrazivanja. Svim ispitanicima je prije pocetka istrazivanja (najkasnije dva tjedna prije)

odreden maksimalni primitak kisika (VO2max) Na pokretnom sagu, metabolickim analizatorom
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(Quark, Cosmed, Italia). Ukoliko ispitanik nije mogao odraditi testiranje do kraja bio bi
iskljucen iz daljnjeg istrazivanja.

Ispitanicima je tijekom istrazivanja mjerena tjelesna masa i tjelesna visinu, te ukoliko je
ITM bio visi od 30 kg/m?ispitanici nisu bili uklju¢eni u istrazivanje.

Na pocetku istrazivanja 25 ispitanika je bilo zainteresirano za uklju¢ivanje u

istrazivanje. Nakon $t0 je svima objasnjen protokol istrazivanja 7 ispitanika je odustalo od
ukljucivanja u istrazivanje zbog ne mogucénosti postivanja protokola iz odredenih osobnih
razloga.
1 ispitanik je iskljuéen zbog povisenog ITM-a, a 17 ih je pristupilo spiroergometrijskom
testiranju za procjenu maksimalnog primitka kisika (VO2zmax test). Prilikom VOzmax testa dvoje
ispitanika nije uspjelo odraditi testiranje do kraja (nemoguénost dosezanja anaerobnog praga),
te su isklju€eni iz daljnjeg istrazivanja.

Nakon probira ispitanika, 15 ispitanika je ukljuceno u istrazivanje od kojih je dvoje
isklju¢eno zbog nemoguénosti odradivanja testova do kraja (20 minuta pri intenzitetu GET
+10%; engl. gas exchange threshold), jedan ispitanik je odustao zbog ozlijede na radu, dok je
jedan ispitanik iskljuen od strane provoditelja istrazivanja zbog konstantno povisenih
vrijednosti markera misi¢nih ostecenja (CK, LDH), §to je uzrokovano prirodom posla kojim se
bavi, tako da nije bilo moguce da se pridrzava preporuka o tjelesnoj ne aktivnosti prije

istrazivanja. Ukupno je 11 ispitanika zavrsSilo istrazivanje (Slika 3).
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Probir ispitanika koji 3-4
puta tjedno prakticiraju
aerobnu aktivnost u trajanja
od min. 30 minuta. Dob: od
18 do 35 godina.

(n=25)

|

Odredivanje maksimalnog

primitka Kisika (VOzmax),

inkrementalnim testom na

trkackom spiroergometru.
(n=17)

Tréanje u zonama GET,
GET-10%, GET+10%.
(n=15)

v

Ispitanici koji su zavrsili sva
Cetiri testiranja.
(n=11)

Slika 6. Hodogram istraZivanja
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Kriterij iskljuenja:

- Nemogucnost sudjelovanja u
studiji

- Povisene vrijednosti CRP-a
- ITM >30 kg/m?

- Ispitanik nije u mogucnosti
odraditi testiranje do kraja

- Razrijeden urin (ponavljanje)

- Dvostruko povisene vrijednosti
CK i LDH u usporedbi sa
referentnim vrijednostima

Ispitanici izgubljeni u pracenju:
(n=14)

- Nemoguc¢nost sudjelovanja u
studiji (n=7)

- ITM >30 kg/m? (n = 1)

- Ispitanik nije u mogucnosti
odraditi testiranje do kraja (n = 5)

- Dvostruko povisene vrijednosti
CK i LDH u usporedbi sa
referentnim vrijednostima (n = 1)




4.2. Procedura mjerenja i varijable

4.2.1. Antropometrijska mjerenja

Sva antropometrijska mjerenja izvodio je pristupnik osobno. Pri prvom dolasku u
laboratorij svakom ispitaniku izmjerene su tjelesna masa i tjelesna visina. Tjelesna masa i visina
izmjereni su koriste¢i kalibriranu vagu i visinomjer (Seca, Birmingham, UK). Iz prikupljenih
antropometrijskih mjerenja izracunat je ITM koji je izraCunat prema formuli ITM= tjelesna

masa (kg)/kvadrat tjelesne visine u metrima (m2).

4.2.2. Maksimalni primitak kisika (VO2max)

Pri prvom dolasku u laboratorij svakom je ispitaniku odreden maksimalni primitak
kisika (VO2max) inkrementnim testom na pokretnom sagu, metabolickim analizatorom. Ukoliko
ispitanik nema iskustvo u tr€anju na pokretnom sagu isti je prije ukljucivanja u istrazivanje bio
uklju¢en u jedan neovisni VOzmax test kako bi bio upoznat sa metodom testiranja kao i sa
pokretnim sagom. Protokol testiranja se sastojao od dva dijela. Prvi dio testa je pocinjao pri
brzini od 5 km/h nakon Cega se brzina povecavala svakih 3 minute za 1 km/h dok se ne postigne
brzina od 7 km/h i sluzio je za zagrijavanje ispitanika. Nakon §to bi se postigla brzina od 7
km/h brzina bi se povecavala za 0.1 km/h svakih 6 sekundi. Testiranje je prekinuto kada bi
ispitanik dao znak da ne moZze vise odrzavati brzinu pokretnog saga. Inkrementalni test sa
,ramp* protokolom sa povecanjem brzine svakih 6 sekundi se je koristio kako bi se svakom
ispitaniku $to to¢nije odredio individualni aerobni prag (GET- gas exchange threshold)
(Schneider i sur., 2005) .

4.2.3. Program treninga

S obzirom na sastav ispitanika u uzorku (rekreativni sportasi) intenzitet tjelesne
aktivnosti u istrazivanju je bila aktivnost u zoni rada koja je prilagodena ispitanicima — aktivnost
u zoni aerobnog praga. 1z podataka dobivenih VO2zmax testom svakom ispitaniku je tzv. V- slope
metodom odreden individualni aerobni prag (GET) (Beaver i sur., 1986; Schneider i sur., 1993).
Dobiveni rezultati su korigirani za 30 sekundi (vraceni unatrag) kako bi se smanjio utjecaj
vremenskog odmaka stvarnog stanja u misi¢ima sa podacima koji se dobiju iz izdahnutih
plinova (lannetta i sur. 2019). Nakon §to je svakom ispitaniku odredena njegova individualna

GET zona, svakom je ispitaniku prema brzini tr¢anja u GET zoni izraCunata brzina tréanja u
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zonama 10% ispod (GET-10%,) i 10% iznad (GET+10%) aerobnog praga. Svaki ispitanik je
nakon VOomax testa odradio tri testiranja u gore navedenim zonama (GET, GET-10%,
GET+10%) u trajanju od 20 minuta (Slika 6). Svaki od navedenih testova je zapoceo 5
minutnim hodanjem na pokretnom sagu pri brzini od 5 km/h nakon ¢ega bi uslijedilo tréanje
pri individualnim brzinama svakog ispitanika. Vrijeme trajanja navedenih testova je odredeno
s obzirom na pilot istrazivanje u kojem je utvrdeno kako je GET+10% zona u trajanju od 20
minuta maksimalno trajanje aktivnosti koju izabrani profil ispitanika moze izdrzati. Ispitanici
su testiranja odraditi u razmaku od tjedan dana, uvijek u jutarnjim satima. Kako bi smanjili
moguci psihogeni u¢inak na rezultate testova, ispitanici su prije svakog testiranja izvlacili
Sifrirane kartice intenziteta aktivnosti (Sifre poznate samo istraziva¢ima) koju trebaju odraditi

taj dan.

Slika 7. Spiroergometrijesko testiranje

4.2.4. Uzorkovanje krvi i laboratorijska analiza

Svakom ispitaniku je neposredno prije i 30 minuta nakon aktivnosti u medicinsko-
biokemijskom laboratoriju LabPlus uzet uzorak krvi (4mL) iz kubitalne vene. Pristupnik

prilikom svakog testiranja ispitanike osobno vozio u laboratoriji na uzorkovanje krvi od strane
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licenciranih laboratorijskih tehniara. Nakon S$to je krv uzorkovana dio uzorka je ostajao u
laboratoriju LabPlus na analizi dok je dio uzorka pristupnik dostavljao u laboratorij za
medicinsku kemiju i biokemiju Medicinskog fakulteta u Splitu na daljnju analizu. Uzorkovanje
krvi je napravljeno 30 minuta nakon aktivnosti kako bi se umanjio moguci utjecaj promjene
volumena krvne plazme na dobivene rezultate (Bloomer i sur. 2013).
Iz uzoraka krvi odredene su sljedece varijable:
1. Markeri imunoloskog odgovora
a) Ukupni monociti (DKS)
b) Proupalni i protuupalni monociti: Monl (CD14** CD167), Mon2 (CD14"" CD16"),
Mon3 (CD14* CD16**)
c) C-reaktivni protein (CRP)
2. Markeri miSi¢nog osteéenja
a) Enzim kreatin-kinaza (CK)
b) Enzim laktat-dehidrogenaza (LDH)

4.2.5. Protocna citometrija

Monocitne subpopulacije su odredene pomocu antitijela: anti - CD14 i anti - CD16,

metodom proto¢ne citometrije iz uzoraka pune krvi (slika 4).

/ Periferna krv * I< Antitijela
Y vY
_(
Koia \

Suspenzija ﬂ
@ — i @Obﬁeilun)e
Kultura
stanica

Svrstavanje stanica

. ... -
. -~
g e - o
FSC-A Acs, 5 prikupljanje
L J

A

Slika 8. Princip rada proto¢nog citometra. Preuzeto i prilagodeno sa Bandov, 1.,2014; doktorska disertacija.
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Uzorci krvi potrebni za proto¢nu citometriju i biokemijsku analizu prikupljeni su od
svih sudionika u razdoblju prije i 30 minuta nakon treninga. Krv je uzeta iz polietilenskog
katetera umetnutog u antekubitalnu venu. Sto mikrolitara pune krvi prethodno je tretirano
reagensom koji blokira Fc receptor (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Njemacka)
kako bi se sprijecilo nespecificno vezanje i inkubirano je 20 minuta u mraku na 25°C s 4 uL.
PerCP-Cy5.5-konjugiranih antitijela protiv ljudskog CD14s (eBioscience, SAD) i 5 pL
fikoeritrinom konjugiranih antitijela koja reagiraju na ljudski CD16 (eBioscience, SAD).
Nakon lize eritrocita otopinom za lizu (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Njemacka),
stanice su analizirane proto¢nom citometrijom (BD Accuri C6, BD Biosciences, Belgija).
Neobojeni uzorci stanica izmjereni su 1 obradeni kao negativne kontrole za postavljanje
odgovarajuc¢ih regija. Za definiciju stani¢nih populacija najceS¢e se koristi toCkasti dijagram
veli¢ine i zrnatosti stanica (FSCxSSC) na kojem se postavlja regija (R) analize oko ciljnih
stanica iz kojih ¢e se analizirati specifi¢ni fluorescentni signali. Akvizicija stanica zaustavljena
je na 10° stanica.

Podaci dobiveni citometrom analizirani su pomoc¢u FlowLogic softvera (Inivai Technologies,

Mentone Victoria, Australija).

4.2.6. Biokemijska analiza

Sve uzorke analizirao je iskusni biokemiCar u laboratoriju LabPlus slijede¢i isti
standardni postupak.

Diferencijalna krvna slika (DKS) je dobivena iz uzoraka pune krvi (venska Krv)
Coulterovom metodom pomoc¢u Beckman Coulter Olympus AU480 biokemijskog auto-
analizatora.

C-reaktivni protein (CRP) je odreden imunoturbidimetrijskim testom za kvantitativno
odredivanje C-reaktivnog proteina (CRP) u humanom serumu, pomoc¢u Beckman Coulter
Olympus AU480 biokemijskog auto- analizatora.

Aktivnost kreatin-kinaze (CK) u krvnom serumu je odredena kineti¢kim UV testom
pomoc¢u Beckman Coulter Olympus AU480 biokemijskog auto- analizatora.

Aktivnost laktat-dehidrogenaze (LDH) u krvnom serumu je odredena kinetickim UV

testom pomoc¢u Beckman Coulter Olympus AU480 biokemijskog auto- analizatora.
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4.2.7. Uzorkovanje urina i laboratorijska analiza

Uzorci urina su uzorkovani u pet vremenskih tocaka, prema slijede¢im vremenskim
intervalima: prije aktivnosti, 30 minuta nakon aktivnosti, nakon 6 sati, nakon 12 sati i nakon 24
sata. Uzorci su pohranjeni u sterilne ¢ase za urin sa ¢epom. Pri uzorkovanju urina ispitanici su
upuceni da mjehur uvijek isprazne do kraja. Uzrokovanje urina prije i 30 minuta nakon
aktivnosti je bilo pod vremenskom kontrolom pristupnika, dok su ostala tri uzorkovanja
odradena na odgovornost samih ispitanika.

Iz uzoraka urina odredena je sljedec¢a varijabla:
1. Marker oksidacijskog stresa

a) Malondialdehid (MDA)

Koncentracija malondialdehida (MDA) je odredena iz uzoraka urina
spektrofotometrijskom metodom prema Weitner i sur. (2016).
2-tiobarbiturna kiselina (TBA) i o-fosforna kiselina (0-HsPOs)nabavljeni su od Kemike,
Zagreb,Hrvatska. 1,1,3,3-tetraetoksipropan (malondialdehid bisdimetilacetal) (Sigma, St.
Louis, MO, SAD) koristen je kao MDA standard. Sve kemikalije bile su p.a. kvalitete i
koristene su bez daljnjeg procis¢avanja.

Osnovna otopina MDA (u koncentraciji od 3,0 M) pripremljena je razrjedivanjem MDA
standarda u MilliQ vodi uz dodavanje 0.1 M HCI. Osnovna otopina MDA pohranjena je u
alikvotima na —-20 °C. Radni standardi koncentracije 0.3035 mM pripremani su svjezi
svakodnevno otapanjem u MilliQ vodi (Weitner i sur. 2016; Reitnezerova i sur. 2017).
Metodom dodavanja standarda ,, standard addition method* odredena je koncentracija MDA u

uzorcima urina. Metoda pripreme uzoraka prikazana je u Tablici 1.

Tablica 7. Priprema uzoraka za metodu dodavanja standarda. Preuzeto i prilagodeno prema
Weinter i sur. 2016.

Uzorak V(urin) V(0-H3POg, V(TBA,0.6%) V(MilliQ V(standard)

/ul 1%)/ul /ul voda)/ul /ul

Slijepa proba 400 750 - 260 -
Uzorak 400 750 250 10 -
Standard 1 400 750 250 5 5
Standard 2 400 750 250 - 10
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Nakon pripreme uzoraka prema tablici 1. reakcijske smjese zagrijavane su na 90 °C
tijekom 30 minuta u temperaturno kontroliranom bloku za grijanje (G-Term 035, Fratelli Galli,
Milano, Italija). Reakcija je zaustavljena stavljanjem uzoraka na led. Koncentracija MDA
mjerena je spektrofotometrijski pri A = 532 nm. Koncentracija MDA u uzorku urina je na kraju
izraCunata kao [MDA] =—Db/ a, gdje su b i a odsjecak i nagib pravca regresijske linije.

Prije spektrofotometrijskih mjerenja svakom uzorku urina je izmjerena gustoca zbog
moguceg utjecaja gustoce na izmjerene rezultate. Uzorci urina su uzorkovani u pet vremenskih
tocaka kako bi se mogla pratit dinamika mjerenog markera u urinu.

Koncentracija  malondialdehida (MDA) je odredena iz wuzoraka wurina
spektrofotometrijskom metodom, pri ¢emu je ukupno izmjereno 165 uzoraka (55 uzoraka po
intenzitet). Svaki uzorak je mjeren tri puta kako bi se umanjila vjerojatnost pogreske pri
mjerenju, te su konacne vrijednosti izrazene kao prosjecne vrijednosti od tri mjerenja. Sva
mjerenja je obavio pristupnik osobno u biokemijskom laboratoriju Prirodoslovno-
matemati¢kog fakulteta u Splitu. Vrijednosti MDA u uzorcima koji su uzorkovani prije i nakon
aktivnosti (prvo i drugo mjerenje) su odredene neposredno nakon aktivnosti, dok su vrijednosti
u uzorcima treceg, ¢etvrtog 1 petog mjerenja odredene kroz 24 sata od uzorkovanja. Svi uzorci

su u periodu izmedu uzorkovanja i mjerenja bili pohranjeni u hladnjaku.
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4.3. Metode obrade podataka

Sve mjerene varijable su opisane standardnim deskriptivnim statistickim parametrima:
aritmetickom sredinom i pripadaju¢om standardnom devijacijom, minimalnim i maksimalnim
rezultatom, te medijalnom vrijednosti.

Normalitet distribucije izmjerenih varijabli je utvrden pomocu Kolmogorov-Smirnovljevog
testa. Za usporedbu bazalnih vrijednosti svih izmjerenih varijabli koristena je jednofaktorska
ANOVA.

T- testom za zavisne uzorke testirane su razlike izmedu dva mjerenja. Za testiranje razlika
izmedu tri ili viSe mjerenja koristena je analiza varijance ponovljenih mjerenja (RM ANOVA)
uz Fisher LSD post hoc test. Dvofaktorskom ANOVOM ponovljenih mjerenja procijenjen je
moguci utjecaj gustoce uzoraka urina na izmjerene vrijednosti, uz Bonferroni post hoc test.
Povezanost varijabli ocijenjena je Pearsonovim koeficijentom korelacije r.

Razina znacajnosti je postavljena na p<0.05. Svi podatci su obradeni u programu statistica 13.3
(TIBCO Software Inc, USA).
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5. REZULTATI



5.1. Opce karakteristike ispitanika

U istrazivanje je ukljuceno 11 ispitanika koji su odradili tri testiranja pri tri razlicita

intenziteta u razmaku od tjedan dana. Antropometrijske karakteristike su prikazane u tablici 1.

Tablica 8. Antropometrijske karakteristike ispitanika

Broj ispitanika (n)  Dob (godine)  Visina (cm) Tjelsna masa (kg) 1TM (kg/m?)
11 34,4 0,9 185,2+3,3 89,7x7,7 26,1+1,7

*Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina uz pripadajuéu standardnu devijaciju.

Kratice: ITM — indeks tjelesne mase

5.2. Parametri dobiveni spiroergometrijskim VO2zmax testom na pokretnom sagu

Spiroergometrijskim VO2max testom na pokretnom sagu na uzorku od 11 ispitanika
izmjerena je prosjecna vrijednost relativnog maksimalnog primitka kisika (RVO2maxskg) U ViSini
od 48,65 mL/kg/min, Sto prema literaturi (s obzirom na dob ispitanika) odgovara iznad
prosjeénim vrijednostima. RVOzmaxkg Kao i ostali parametri dobiveni VOzmax testom su

prikazani u tablici 2.

Tablica 9. Parametri dobiveni spiroergometrijskim VOzmax testom na pokretnom sagu

Varijable AS Min Max SD
VEmax (L/min) 150,86 124,4 176,2 15,6
VO3 (mL/min) 4264 3632 5161 485,1
VCO2(mL/min) 4711 4091 5632 496,6
RVO2maxikg (ML/kg/min) 48,65 42,23 55,68 4,6
HRmax(otk,/min) 188,91 179 198 6,3
RQmax 1,14 0,96 1,24 0,1
V max 15,07 12 17 1,6

Kratice: AS - aritmeti¢ka sredina, Min - minimalni rezultati mjerenja, Max - maksimalni rezultati mjerenja, SD -
standardna devijacija, VEma — maksimalna minutna ventilacija, VO, — maksimalni primitak kisika, VCO, —

izdahnuti ugljikov (1V) oksid, RVOamaxkg — relativni maksimalni primitak kisika, HRmax— maksimalna frekvencija

srca, RQmax — respiracijski kvocijent, Vimax — maksimalna postignuta brzina tréanja.
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5.3. Praéenje markera oksidacijskog stresa

Odredivanjem MDA iz urina pri tri razli¢ita intenziteta tr¢anja (GET — 10%, GET i GET
+ 10 %) utvrden je porast koncentracije MDA nakon tjelesne aktivnosti u odnosnu na pocetno
stanje pri sva tri intenziteta aktivnosti. U sva tri slucaja porast je vec¢i od 50% u odnosu na
pocetno stanje; GET -10% (63,1%), GET (72,9%) i GET +10% (91,5%). Primjetna je i relativno
pravilna dinamika smanjenja koncentracije mjerenog markera u oporavku, 6, 12 i 24 sata nakon
aktivnosti (opaska: uzorkovanje urina nije bilo pod kontrolom voditelja istrazivanja).
Dobivene vrijednosti uz pripadajuce deskriptivne parametre su prikazane u tablici 3.

*GET (Gas exchange threshold — aerobni prag)

Tablici 10. Deskriptivni parametri za izmjerene vrijednosti malondialdehida (MDA) iz

uzoraka urina pri tri razli¢ita intenziteta u pet vremenskih tocaka

Vrijeme N AS* SD Min Max Median
uzorkovanja

(MDA)
Al 11 1,03 0,55 0,10 2,08 0,98
A2 11 1,68 0,74 0,23 2,82 1,79
A3 11 1,38 0,63 0,65 2,50 1,47
Ad 11 1,23 0,68 0,13 2,45 0,95
A5 11 1,12 0,92 0,12 2,88 0,92
Bl 11 1,07 0,44 0,27 1,83 1,12
B2 11 1,85 1,01 0,70 4,25 1,65
B3 11 1,45 0,90 0,05 3,48 1,28
B4 11 1,14 0,57 0,53 2,38 1,05
BS 11 0,82 0,62 0,17 2,41 0,60
C1 11 1,06 0,73 0,10 3,10 0,92
C2 11 2,03 2,06 0,35 7,66 1,49
C3 11 1,12 0,71 0,08 2,15 0,97
C4 11 1,61 0,98 0,87 4,20 1,29
C5 11 1,21 0,77 0,23 2,85 1,10

*vrijednosti MDA izraZzene u pmol/L
Kratice: A — GET — 10%, B — GET, C - GET + 10 %; 1 — prije aktivnosti, 2 — nakon aktivnosti, 3 — Sest sati nakon

aktivnosti, 4 — dvanaest sati nakon aktivnosti, 5 — dvadeset i ¢etiri sata nakon aktivnosti
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MDA — malondialdehid, N — broj uzoraka, AS — aritmetic¢ka sredina, SD — standardna devijacija, Min —minimalni

rezultati mjerenja, Max — maksimalni rezultati mjerenja, Medijan — medijalna vrijednost)
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Slika 9. Grafi¢ki prikaz dinamike MDA pri tri razlidita intenziteta u pet vremenskih tocaka

Iz grafickog prikaza (Slika 2.) je vidljiv porast vrijednosti MDA nakon aktivnosti pri
sva tri intenziteta. Dinamika nakon 6, 12 i1 24 sata pokazuje veca ili manja odstupanja ovisno o
intenzitetu. Analizom varijance ponovljenih mjerenja utvrdena je statisticki znacajna razlika
samo unutar intenziteta GET (p < 0,05) dok kod ostala dva intenziteta GET — 10% (p=0,106) i
GET +10% (p=0,137) nije utvrdena. Post hoc analizom utvrdene su statisticki znacajne razlike

kako je prikazano u tablicama 4,5,6.

Fisher LSD post hoc testom rezultata izmjerenih pri intenzitetu GET — 10% utvrdene su
statistiCki znacajne razlike izmedu prvog i drugog mjerenje (p=0,01), te izmedu drugog i petog
mjerenja (p=0,03). Daljnjom analizom moze se vidjeti kako je vrijednost izmedu drugog i

Cetvrtog mjerenja statisticki grani¢no znacajna (p=0,09) (Tablica 4).

Tablica 11. Fisher LSD test pri intenzitetu GET — 10%

Vrijeme Al A2 A3 A4 A5
uzorkovanja (1,03) (1,68) (1,38) (1,23) (1,12)
Al
A2 0,01
A3 0,17 0,24
Ad 0,42 0,09 0,57
A5 0,72 0,03 0,31 0,65
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Kratice: A - GET — 10%; 1 — prije aktivnosti, 2 — nakon aktivnosti, 3 — Sest sati nakon aktivnosti, 4 — dvanaest
sati nakon aktivnosti, 5 — dvadeset i Cetiri sata nakon aktivnosti

Fisher LSD post hoc testom rezultata izmjerenih pri intenzitetu GET utvrdene su
statisticki znacCajne razlike izmedu prvog i drugog mjerenje (p=0,00), drugog i Cetvrtog
mjerenja (p=0,00), drugog i petog mjerenja (p=0,00), te izmedu tre¢eg i petog mjerenja
(p=0,01). Daljnjom analizom moze se vidjeti kako je vrijednost izmedu drugog i treceg

mjerenja statisti¢ki grani¢no znacajna (p=0,08) (Tablica 5).

Tablica 12. Fisher LSD test pri intenzitetu GET

Vrijeme Bl B2 B3 B4 B5
uzorkovanja (1,07) (1,85) (1,45) (1,14) (0,82)
Bl
B2 0,00
B3 0,10 0,08
B4 0,74 0,00 0,18
B5 0,27 0,00 0,01 0,15

Kratice: B - GET; 1 — prije aktivnosti, 2 — nakon aktivnosti, 3 — Sest sati nakon aktivnosti, 4 — dvanaest sati nakon

aktivnosti, 5 — dvadeset i Cetiri sata nakon aktivnosti
Fisher LSD post hoc testom rezultata izmjerenih pri intenzitetu GET +10% utvrdene su

statistiCki znaCajne razlike izmedu prvog i drugog mjerenje te izmedu drugog i treCeg mjerenja.

Grani¢na znacajnost utvrdena je izmedu drugog i petog mjerenja( Tablica 6).

Tablica 13. Fisher LSD test pri intenzitetu GET + 10%

Vrijeme C1 C2 C3 C4 C5
uzorkovanja (1,06) (2,03) (1,12) (1,61) (1,21)
Cl
C2 0,03
C3 0,89 0,04
C4 0,20 0,33 0,25
C5 0,74 0,06 0,84 0,35

Kratice: C - GET + 10%; 1 — prije aktivnosti, 2 — nakon aktivnosti, 3 — Sest sati nakon aktivnosti, 4 — dvanaest sati

nakon aktivnosti, 5 — dvadeset i Cetiri sata nakon aktivnosti

Fisher LSD post hoc testom rezultata izmjerenih pri sva tri intenziteta aktivnosti

utvrdene su statistic¢ki znacajne razlike izmedu po¢etnog mjerenja i 30 minuta nakon aktivnosti,
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Sto je vidljivo iz podataka u tablicama 4, 5 1 6. Graficki prikaz dobivenih rezultata prokazan je

na slici 2.
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Slika 10. Grafi¢ki prikaz izmjerenih vrijednosti MDA prije i 30 minuta nakon aktivnosti pri tri razli¢ita
intenziteta trcanja, prikazan kao vrijednosti aritmeticke sredine

Usporedbom vrijednosti MDA u urinu prije 1 30 minuta nakon aktivnosti utvrden je
porast koncentracije mjerenog markera preko 50% pri sva tri intenziteta (Slika 3), dok analizom
varijance ponovljenih mjerenja nije utvrdena statisticki znacajna razlika u porastu mjerenog
markera izmedu tri razliCita intenziteta (p=0,78). Za potrebe analize navedenih promjena
koriStene su vrijednosti AMDAL, AMDAZ i AMDAZ3 koje su izracunate kako slijedi: Vrijednost
AMDAL pri intenzitetu GET-10% dobivena je kao razlika A2-A1l; Vrijednost AMDAZ2 pri
intenzitetu GET dobivena je kao razlika B2 — B1; Vrijednost AMDAZ pri intenzitetu GET+10%
dobivena je kao razlika C2—-C1. Fisher LSD post hoc testom nisu utvrdene statisticke znacajnost
izmedu AMDAL, AMDAZ2 i AMDAZ3 varijabli.
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Slika 11. Grafi¢ki prikaz promjene koncentracije malondialdehida (izrazen kao A MDA) pri tri razli¢ita intenziteta

tréanja.

Zbog moguceg utjecaja gustofe na izmjerene vrijednosti MDA u uzorcima urina
svakom uzorku je izmjerena gustoca. Dvofaktorskom ANOVOM ponovljenih mjerenja nije
utvrdena statisticki znacajna razlika izmjerenih vrijednosti gustoc¢e unutar faktora intenzitet (p=
0,84; 1?=0,017), unutar faktora vrijeme (p=0,37; n?=0,01) kao ni unutar interakcije
intenzitet*vrijeme (p=0,14; n?=0,14).Bonferroni post hoc testom nisu utvrdene statisticki

znacajne razlike izmedu izmjerenih vrijednosti gusto¢e urina.
5.4. Praéenje markera misi¢nih oStecenja

Markeri misi¢nih oSte¢enja kreatin kinaza (CK) i laktat dehidrogenaza (LDH) odredeni
su iz krvnog seruma.

5.4.1. Kreatin kinaza (CK)

Utvrdene su statisticki znacajne razlike izmedu aktivnosti enzima kreatin-kinaze prije i
30 minuta nakon aktivnosti pri sva tri praena intenziteta aktivnosti. T- testom za zavisne
uzorke na razini p < 0,05 utvrdene su znacajne razlike kako slijedi: CK1 vs. CK1' (p=0,0009),
CK2vs. CK2' (p=0,01) i CK3 vs. CK3' (p=0,002). Kretanje aktivnosti CK prikazani su u tablici

8. i naslici 4.
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Tablica 14. Deskriptivni parametri aktivnosti enzima kreatin kinaze (CK) prije i nakon tjelesne

aktivnosti pri tri razlicita intenziteta tréanja

Varijabla N AS* SD Min Max Median
CK1 11 168,73 66,90 79,00 292,00 160
CK1' 11 190,00 72,84 87,00 346,00 190
CK2 11 181,45 109,66 87 430 181,45
CK2' 11 204,45 127,34 88 513 204,45
CK3 11 194,55 52,53 107 259 205
CK3' 11 214,45 52,99 118 300 221

*vrijednost CK izraZzena kao U/L

Kratice: N — broj uzoraka, AS — aritmeti¢ka sredina, SD — standardna devijacija, Min — minimalni rezultati
mjerenja, Max — maksimalni rezultati mjerenja, Medijan — medijalna vrijednost

CK1/CK1'—vrijednosti kreatin kinaze prije i nakon GET — 10% intenziteta, CK2/CK2' — vrijednosti kreatin kinaze
prije i nakon GET intenziteta, CK3/CK3' — vrijednosti kreatin kinaze prije i nakon GET + 10% intenziteta
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Slika 12. Grafi¢ki prikaz izmjerenih vrijednosti CK prije i 30 minuta nakon aktivnosti pri tri razli¢ita intenziteta
tr¢anja, prikazan kao vrijednosti aritmeticke sredine

Usporedbom aktivnosti CK u krvi prije i 30 minuta nakon tjelesne aktivnosti utvrden je
porast aktivnosti mjerenog markera pracenog pri sva tri intenziteta (Slika 5). Najveci apsolutni
porast enzimske aktivnosti utvrden je pri intenzitetu GET (23 U/L), dok je pri intenzitetima
GET-10% (21,27 U/L) i GET+10% (19,9 U/L) porast manji. Izracunom rezultata u postotcima
utvrdene su promjene kako slijedi: GET-10% (+12,5%), GET (+12,7%) i GET+10% (+10,2%).
Analizom varijance ponovljenih mjerenja nije utvrdena statisticki znacajna razlika u porastu

aktivnosti mjerenog markera izmedu tri razliCita intenziteta (p=0,92). Za potrebe analize
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navedenih promjena koriStene su vrijednosti ACK1, ACK2 i ACK3 koje su izra¢unate kako
slijedi: Vrijednost ACK1 pri intenzitetu GET-10% dobivena je kao razlika CK1'-CK1;
Vrijednost ACK2 pri intenzitetu GET dobivena je kao razlika CK2'-CK2; Vrijednost ACK3 pri
intenzitetu GET+10% dobivena je kao razlika CK3'-CK3. Daljnjom analizom dobivenih
rezultata Fisher LSD post hoc testom nije utvrdena statisticka znacajnost izmedu ACK1, ACK2

i ACK3 varijabli (tablica 9).
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Slika 13. Grafi¢ki prikaz promjene aktivnosti kreatin kinaze (izrazen kao ACK) pri tri razliita intenziteta
tjelesne aktivnosti

Tablica 15. Fisher LSD test razlika u aktivnosti kreatin kinaze (ACK) pri tri razli¢ita intenziteta

aktivnosti
A CK A CK1 A CK?2 A CK3
(21,27) (23,00) (19,91)
A CK1
A CK2 0,83
A CK3 0,86 0,69

Kratice: ACK1- razlika CK1'i CK1; ACK2- razlika CK2'i CK2; ACK3 - razlika CK3'i CK3
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5.4.2. Laktat dehidrogenaza (LDH)

Utvrdene su statisticki znac¢ajne razlike izmedu aktivnosti enzima laktat dehidrogenaze
prije i 30 minuta nakon aktivnosti pri sva tri pracena intenziteta aktivnosti. T- testom za zavisne
uzorke na razini P < 0,05 utvrdene su znacajne razlike kako slijedi: LDH1 vs. LDH1' (p=
0,0004), LDH2 vs. LDH2' (p=0,01) i LDH3 vs. LDH3' (p=0,0007). Kretanje aktivnosti LDH
prikazani su u tablici 8. i na slici 6.

Tablica 16. Deskriptivni parametri enzima laktat dehidrogenaze (LDH) prije i nakon tjelesne
aktivnosti pri tri razli¢ita intenziteta aktivnosti

Varijabla N AS* SD Min Max Median
LDH1 11 163,64 30,70 129 210 159
LDH1' 11 184,64 34,47 149 250 177
LDH2 11 171,00 57,94 108 331 151
LDH2' 11 200,55 83,87 123 432 187
LDH3 11 168,55 45,71 64 216 180
LDH3' 11 189,18 53,31 72 257 204

*vrijednost LDH izrazena kao U/L

Kratice: N — broj uzoraka, AS — aritmeti¢ka sredina, SD — standardna devijacija, Min — minimalni rezultati
mjerenja, Max — maksimalni rezultati mjerenja, Medijan — medijalna vrijednost

LDH1/LDH1' — vrijednosti laktat dehidrogenaze prije i nakon GET — 10% intenziteta, LDH2/LDH2' — vrijednosti
laktat dehidrogenaze prije i nakon GET intenziteta, LDH3/LDH3' — vrijednosti laktat dehidrogenaze prije i nakon
GET + 10% intenziteta
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Slika 14. Grafi¢ki prikaz izmjerenih vrijednosti LDH prije i 30 minuta nakon aktivnosti pri tri razli¢ita intenziteta

tr¢anja, prikazan kao vrijednosti aritmeticke sredine

Prac¢enjem aktivnosti LDH u krvi prije 1 30 minuta nakon tjelesne aktivnosti utvrden je
porast aktivnosti mjerenog markera pra¢enog pri sva tri intenziteta. Najvec¢i apsolutni porast
enzimske aktivnosti utvrden je pri intenzitetu GET (29,55 U/L), dok je pri intenzitetima GET-
10% (21 U/L) i GET+10% (20,63 U/L) porast manji i priblizno jednak. IzraCunom rezultata u
postotcima utvrdene su promjene kako slijedi: GET-10% (+13%), GET (+17%) i GET+10%
(+12%). Analizom varijance ponovljenih mjerenja nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u
porastu aktivnosti mjerenog markera izmedu tri razlicita intenziteta (p=0,52). Za oznacavanje
vrijednosti navedenih promjena koristene su kratice ALDH1, ALDH2 i ALDH3 (Slika 7).
Vrijednost ALDH1 pri intenzitetu GET-10% dobivena je kao razlika LDH1'-LDHZ1; Vrijednost
ALDH2 pri intenzitetu GET dobivena je kao razlika LDH2'-LDH2; Vrijednost ALDH3 pri
intenzitetu GET+10% dobivena je kao razlika LDH3'-LDH3. Daljnjom analizom dobivenih
rezultata Fisher LSD post hoc testom nije utvrdena statisticka znacajnost izmedu ALDH1,
ALDH2 i ALDH3 varijabli (tablica 11).
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Slika 15. Graficki prikaz promjene aktivnosti enzima laktat dehidrogenaze (izrazen kao ALDH) pri tri razli¢ita

intenziteta tjelesne aktivnosti

Tablica 17. Fisher LSD test razlika u aktivnosti laktat dehidrogenaze (ALDH) pri tri razlicita
intenziteta aktivnosti

A LDH A LDH1 A LDH2 A LDH3
(21,00) (29,55) (20,64)

A LDH1

A LDH2 0,34

A LDH3 0,96 0,32

Kratice: ALDH1- razlika LDH1' i LDH1; ALDH2- razlika LDH2' i LDH2; ALDHS3 - razlika LDH3' i LDH3
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5.5. Praéenje markera imunolo§kog odgovora

5.5.1. C —reaktivni protein (CRP)

Koncentracija C — reaktivnog proteina u krvnom serumu je odredivana zbog ¢injenice
da je samo istrazivanje zapoceto U vrijeme pandemije COVID — 19, kao i zbog potrebe da se
utvrde potencijala akutna upalna stanja kod ispitanika zbog samog nacrta istrazivanja, te je
sluzila kao moguc¢i iskljucujuéi faktor.

Pra¢enjem koncentracije C- reaktivnog proteina (CRP) nisu tvrdene statisticki znacajne
razlike izmedu koncentracija CRP-a prije i 30 minuta nakon aktivnosti pri sva tri praéena
intenziteta aktivnosti. T- testom za zavisne uzorke na razini p < 0,05 nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike kako slijedi: CRP1 vs. CRP1' (p=0,89), CRP2 vs. CRP2' (p=0,30) i CRP3 vs.
CRP3' (p=0,47). Kretanje koncentracija CRP-a prikazane su na slici 8.

Izmjeren vrijednosti CRP-a svih sudionika u istrazivanju su kroz cijelo vrijeme
istrazivanja bile unutar referentnih vrijednosti (CRP < 5 mg/L) $to je takoder vidljivo u

grafickom prikazu (Slika 8.).
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Slika 16. Grafi¢ki prikaz promjene koncentracije C — reaktivnog proteina (CRP) pri tri razli¢ita intenziteta tjelesne
aktivnosti
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Pra¢enjem promjene koncentracije C — reaktivnog proteina pri tri razli¢ita intenziteta
tjelesne aktivnosti nisu utvrdene znacajne razlike izmedu prvog i drugog mjerenja kod sva tri
intenziteta, $to je vidljivo iz izracunatih vrijednosti promjena izrazenih kao varijable ACRP1=
0,00, ACRP2=0,1 i ACRP3=-0,04 (Slika 9). Vrijednost ACRP1 pri intenzitetu GET-10%
dobivena je kao razlika CRP1'-CRP1; Vrijednost ACRP2 pri intenzitetu GET dobivena je kao
razlika CRP2'-CRP2; Vrijednost ACRP3 pri intenzitetu GET+10% dobivena je kao razlika
CRP3'-CRP3. Pri intenzitetu GET-10% nije doslo do promjene mjeren koncentracije, intenzitet
GET pokazuje blagi porast, a intenzitet GET +10% blagi pad koncentracije.

Analizom varijance ponovljenih mjerenja nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika medu

varijablama ACRP1, ACRP2 i ACRP3 (p = 0,36).
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Slika 17. Grafi¢ki prikaz promjene koncentracije C- reaktivnog proteina (izrazen kao ACRP) pri tri razli¢ita
intenziteta tjelesne aktivnosti

5.5.2. Ukupni monociti - Diferencijalna krvna slika (DKS)

Standardnim biokemijskim metodama odredeni su ukupni monociti prije i nakon
tjelesne aktivnosti pri tri razli¢ita intenziteta. Deskriptivni parametri broja ukupnih monocita
prikazani su u tablici 12.

Pra¢enjem broja ukupnih monocita nisu tvrdene statisticki znacajne razlike prije 1 30 minuta
nakon aktivnosti pri sva tri pradena intenziteta aktivnosti. T- testom za zavisne uzorke na razini
p < 0,05 dobiveni su sljede¢i rezultati: monociti 1 vs. monociti 1' (p=0,12), monociti 2 vs.

monociti 2' (p=0,98) i monociti 3 vs. monociti 3' (p=0,73).
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Tablica 18. Deskriptivni parametri ukupnih monocita prije i nakon tjelesne aktivnosti pri tri
razlicita intenziteta tr¢anja

Varijabla N AS* SD Min Max Median
monocitil 11 0,48 0,09 0,31 0,64 0,48
monocitil' 11 0,53 0,12 0,40 0,70 0,50
monociti2 11 0,47 0,17 0,30 0,90 0,40
monociti2' 11 0,47 0,13 0,26 0,66 0,41
monociti3 11 0,57 0,14 0,36 0,90 0,57
monociti3' 11 0,55 0,13 0,35 0,74 0,53

*vrijednost monociti izrazena kao x 10%/L

Kratice: N — broj uzoraka, AS — aritmeti¢ka sredina, SD — standardna devijacija, Min — minimalni rezultati

mjerenja, Max — maksimalni rezultati mjerenja, Medijan — medijalna vrijednost

monociti 1/monociti 1' — broj monacita prije/nakon GET — 10% intenziteta, monociti 2/monociti 2'- broj monocita

prije/nakon GET intenziteta, monociti 3/monociti 3' — broj monocita prije/nakon GET + 10% intenziteta

Iz grafickog prikaza je vidljiv trend pada broja monocita s porastom intenziteta tr¢anja (Slika

9).
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Slika 18. Graficki prikaz broja monocita pri tri razli¢ita intenziteta tjelesne aktivnosti
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Pri intenzitetu GET- 10% doslo je do porasta broja monocita, pri intenzitetu GET nije doslo do
promjene, dok je pri intenzitetu GET+ 10% utvrden pad broja ukupnih monocita (Slika 10).
Analizom varijance ponovljenih mjerenja nije utvrdena statisticki znacajna razlika medu
varijablama Amonol, Amono2 i Amono3 (p=0,56). Vrijednost Amonol pri intenzitetu GET-
10% dobivena je kao razlika monol'—monol; Vrijednost Amono2 pri intenzitetu GET dobivena
je kao razlika mono2'-mono2; Vrijednost Amono3 pri intenzitetu GET+ 10% dobivena je kao
razlika mono3'-mono3. Daljnjom analizom dobivenih rezultata Fisher LSD post hoc testom
nije utvrdena statisticka znacajnost izmedu Amonol, Amono2 i Amono3 izracunatih vrijednosti
(tablica 10).
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Slika 19. Grafi¢ki prikaz promjene broja ukupnih monocita (izrazen kao Amono) pri tri razli¢ita intenziteta tjelesne
aktivnosti

Tablica 19. Fisher LSD test razlika u broju monocita (A mono) pri tri razli¢ita intenziteta

aktivnosti
A monociti A monol A mono2 A mono3
(0,05) (0,00) (-0,02)
A monol
A mono2 0,44
A mono3 0,31 0,81

Kratice: Amonol- razlika monol'i monol; Amono2- razlika mono2' i mono2; Amono3 - razlika mono3' i mono3
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5.5.3. Monocitne subpopulacije

Metodom protoc¢ne citometrije odredena su protutijela na humane biljege monocita
konjugiranih s odgovaraju¢im kromogenima: CD14-FITC (BD Pharmingen, San Diego, CA),
4 uL CD16-PE (BD Pharmingen, San Diego, CA). Populacije su razdvojene na neklasi¢ne
CD14'CD16™ (protuupalni monociti), klasitne CD14"*CD16  (proupalni monociti) i
intermedijarne CD14"*CD16" (proupalni/protuupalni monociti) slika 20. Izmjerene vrijednosti
izrazene su kao medijan intenziteta fluorescencije (MFI- median fluorescence intensity)
pracenih tipova monocita. Ekspresija navedenih monocitnih subpopulacija pra¢ene su prije

tjelesne aktivnosti 1 30 minuta nakon aktivnosti pri tri razlicita intenziteta.

A B
107 3
- 108 3 " "
.o granulociti CD14*CD16
e 5.56% CD14*CD16*
\ # 1051 416%
9 t.)
a =
10
(&)
CD14*CD16"
; 1033 76.54%
.\:;a.,) Jmonociti
A PR :.5“2': 0
lmd limfociti M ~. 4 . .
L) T L]
50 100 0 0% 105  10° 107
ESC CD14—FITC

Slika 20. Reprezentativni gate za leukocite (A) i monocitne subpopulacije intermedijernih (CD14**CD16%),
klasi¢nih (CD14**CD16) i neklasni¢nih (CD14*CD16**) stanica (B).

5.5.3.1.CD14*CD16** monociti

Pracenjem ekspresije CD16 na ne klasi¢cnim CD14*CD16** monocitima nisu tvrdene
statisticki znac€ajne razlike prije 1 30 minuta nakon aktivnosti pri sva tri intenziteta aktivnosti
(deskriptivni parametri prikazani u tablici 11). T- testom za zavisne uzorke na razini p < 0,05
dobivene su znadajnosti kako slijedi: CD14'CD16""1 vs. CD14'CD16""1' (p=0,22),
CD147CD16%2 vs. CD147CD16"*2' (p=0,22) i CD14"CD16"*3 vs. CD14*CD16"*3' (p=0,15).
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Tablica 20. Deskriptivni parametri ne klasi¢nih CD14"CD16"* monacita prije i nakon tjelesne
aktivnosti pri tri razlicita intenziteta tréanja

Varijabla N AS* SD Min Max Medijan
CD14'CD16™"1 11 24753,95 1447436  3185,000 46306,0 29273,00
CD14*CD16™1' 11 21335,59 11147,43 3295,000 37535,0 21875,00
CD14"CD162 11 18540,18 10997,74 4125,000 32770,0  20313,00
CD14'CD16™2' 11 20800,64 9632,90  4793,000 335655  21563,00
CD14"CD16"3 11 18291,18 9442,73  3247,500 31921,5 18087,00

CD14'CD16™3' 11 19436,86 10043,87 2995,000 35628,0  19224,00

* izraZzen kao MFI (median fluorescence intensity)

N — broj uzoraka, AS — aritmeti¢ka sredina, SD — standardna devijacija, Min — minimalni rezultati mjerenja, Max
— maksimalni rezultati mjerenja, Medijan — medijalna vrijednost

CD14*CD16**1/ CD14*CD16**1'- ekspresija protuupalnih monocita prije/nakon GET — 10% intenziteta,
CD14*CD16"2/ CD14*CD16**2" - ekspresija protuupalnih monocita prije/nakon GET intenziteta,
CD14*CD16"*3/ CD14*CD16**3'"- ekspresija protuupalnih monocita prije/nakon GET + 10% intenziteta

ﬁ'j\. i PR I S 1§

1 q -
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Slika 21. Promjena ekspresije ne klasi¢nih CD14*CD16* monocita (MFI) prije i nakon tjelesne aktivnosti pri tri
razli¢ita intenziteta tréanja

ZabiljeZen je pad ekspresije CD16 na CD14"CD16™ monocitima pri aktivnosti intenziteta
GET-10%, dok je pri intenzitetima GET 1 GET+10% utvrdeno povecanje ekspresije CD16
pracenih monocita (Slika 12. i Slika 13.)

Analizom varijance ponovljenih mjerenja nije utvrdena statisticki znacajna razlika medu
varijablama ACD14'CD16"*1, ACD14'CD16""2 i ACD14'CD16""3 (p=0,10). Vrijednost
ACDI14'CD16™ pri intenzitetu GET -10% dobivena je kao razlika CD14"CD16™ 1' i
CD147CD16™ 1; Vrijednost ACD14"CD16™" pri intenzitetu GET dobivena je kao razlika
CD14*CD16™ 2' i CD14'CD16" 2; Vrijednost ACD14"CD16™" pri intenzitetu GET+10%
dobivena je kao razlika CD14"CD16"* 3' i CD14"CD16"" 3. Daljnjom analizom dobivenih
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rezultata Fisher LSD post hoc testom utvrdena je statisticka znaCajnost izmedu
ACDI147CD16™1 i ACD14"CD16"2, dok izmedu ostalih varijabli statisticka zna¢ajnost nije
utvrdena (tablica 12).

CD14*CD16™ monociti
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Slika 22. Grafi¢ki prikaz promjene ekspresije CD16 neklasi¢nih CD14*CD16*" monocita (izrazen kao MFI) prije

i nakon tjelesne aktivnosti pri tri razli¢ita intenziteta trcanja.
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Slika 23. Graficki prikaz promjene ekspresije CD16 neklasi¢nih CD14*CD16™ monocita (izrazen kao
ACD14*CD16™) pri tri razli¢ita intenziteta tréanja
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Tablica 21. Fisher LSD test razlika u ekspresiji CD 16 neklasi¢nih CD14*CD16" monocita (A
CD147CD16™) pri tri razliita intenziteta tréanja

ACD14'CD16™ ACD14'CD16™1 ACD14'CD16"2 A CD14'CD16""3

(-3418,36) (2260,45) (1145,68)
ACD14*CD16"1
ACD14*CD16"2 0,04
A CD14*CD16""3 0,10 0,68

Kratice: ACD14*CD16""1- razlika CD14"CD16™ 1" i CD14*CD16™"1; ACD14*CD16"*2- razlika CD14"CD16"*
2'i CD14'CD16"" 2 ; ACD14"CD16"*3- razlika CD14°'CD16"* 3'i CD14*CD16"" 3

5.5.3.2. CD14**CD16* monociti

Praenjem ekspresije CD16 na intermedijarnim CD14**CD16" monocita nisu tvrdene
statistiCki znaCajne razlike prije 1 30 minuta nakon aktivnosti pri sva tri pra¢ena intenziteta
aktivnosti (deskriptivni parametri prikazani u tablici 13). T- testom za zavisne uzorke na razini
p < 0,05 dobivene su znacajnosti kako slijedi: CD14"*CD16"1 vs. CD14"*CD16"1' (p=0,71),
CD147"CD16%2 vs. CD14"*CD16%2' (p=0,45) i CD14**CD16*3 vs. CD14**CD16"3' (p=0,63).

Tablica 22. Deskriptivni parametri intermedijarnih CD14"*CD16" monocita prije i nakon
tjelesne aktivnosti pri tri razli¢ita intenziteta tréanja

Varijabla N AS* SD Min Max Medijan
CD14**CD16"1 11 15556,64 14661,46 2350,000 55105,0 11041,00
CD14**CD16™1' 11 13340,64 13476,88 2323,500 49188,0  8776,00
CD14'*CD16%2 11 9685,00 7947,67  2703,000 22729,0  6697,00
CD14**CD16%2' 11 7922,77 444162  3251,000 17161,0  7659,00
CD14**CD16"3 11 10205,00 7191,26  2013,000 26039,0  9728,00
CD14™"CD16%3' 11 10921,18 8790,61  2248,000 29128,5  9245,00

* jzrazen kao MFI (median fluorescence intensity)

Kratice: N — broj uzoraka, AS — aritmeti¢ka sredina, SD — standardna devijacija, Min — minimalni rezultati
mjerenja, Max — maksimalni rezultati mjerenja, Medijan — medijalna vrijednost

CD14**CD16*1/ CD14**CD16*1'- ekspresija intermedijarnih monocita prije/nakon GET — 10% intenziteta,
CD14**CD16*2/ CD14**CD16*2'- ekspresija intermedijarnih monocita prije/nakon GET intenziteta,
CD14**CD16*3/ CD14**CD16*3'"- ekspresija intermedijarnih monocita prije/nakon GET + 10% intenziteta

Pracenjem ekspresije CD16 na CD14"*CD16" monocitima utvrden je pad ekspresije pri
aktivnostima intenziteta GET-10% i GET, dok je pri intenzitetu GET+10% utvrdeno povecanje

ekspresije intermedijarnih monocita (Slika 14. i Slika 15.)
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Analizom varijance ponovljenih mjerenja nije utvrdena statisticki znacajna razlika medu
varijablama ACD14"*CD16"1, ACD14""CD16"2 i ACD14+'CD16*3 (p=0,78). Vrijednost
ACD14""CD16" pri intenzitetu GET-10% dobivena je kao razlika CD14"*CD16'1' i
CD14"*CD16"1; Vrijednost ACD14"*CD16" pri intenzitetu GET dobivena je kao razlika
CD14"*CD16"2' i CD14""CD16"2; Vrijednost ACD14""CD16" pri intenzitetu GET+10%
dobivena je kao razlika CD14"*CD16*3"'i CD14""CD16"3.

Daljnjom analizom dobivenih rezultata Fisher LSD post hoc testom nije utvrdena statisticka
znacajnost medu ACD147*CD16%1, ACD14™"CD16%2 i ACD14™"CD16%3 varijablama $to je
vidljivo u tablici 14.
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Slika 24. Grafi¢ki prikaz promjene ekspresije CD16 intermedijarnih CD14**CD16" monocita (izrazena kao MFI)

prije i nakon tjelesne aktivnosti pri tri razliita intenziteta tréanja.

60



A CD14*CD16* monociti
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Slika 25. Graficki prikaz promjene ekspresije CD16 intermedijarnih CD14**CD16" monocita (izrazen kao
ACD14**CD16") pri tri razliita intenziteta tréanja

Tablica 23. Fisher LSD test razlika u ekspresiji CD16 intermedijarnih CD14**CD16* monocita
(A CD14*CD16") pri tri razli¢ita intenziteta tréanja

ACD14"*CD16" ACD14""CD16"1 ACD14"CD16'2 A CD14"*CD16'3

(-2216,00) (-1762,23) (716,18)
ACD14**CD16%1
ACD14**CD16*2 0,92
A CD14**CD16*3 0,52 0,58

Kratice: ACD14"*CD16"1- razlika CD14*CD16"1' i CD14™*CD16*1; ACD14"*CD16*2- razlika CD14"*CD16"2'
i CD14**CD16*2 ; ACD14**CD16"3- razlika CD14**CD16*3' i CD14**CD16*3
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5.5.3.3. CD14**CD16 monociti

Pracenjem ekspresije CD16 na klasicnim CD147*CD16™ monocitima nisu tvrdene
statisticki znacajne razlike u ekspresiji prije i 30 minuta nakon aktivnosti pri sva tri pracena
intenziteta aktivnosti (deskriptivni parametri prikazani u tablici 15). T- testom za zavisne
uzorke na razini p < 0,05 dobiveni su znacajnosti kako slijedi: CD14""CD161 vs.
CD147*CD161" (p=0,67), CD14"*CD1672 vs. CD14"*CD1672' (p=0,07) i CD14""CD1673 vs.
CD14"*CD1673' (p=0,12).

Tablica 24. Deskriptivni parametri klasi¢nih CD14"*CD16 monocita prije i nakon tjelesne

aktivnosti pri tri razli¢ita intenziteta tré¢anja

Varijabla N AS* SD Min Max Median

CD14"*CD161 11 385,55 63,65 313,00 510,0 358,00
CD14™*CD161' 11 389,05 50,58 327,00 512,0 375,50
CD14"*CD162 11 357,64 72,60 244,50 491,5 347,00
CD14™*CD162' 11 378,41 52,92 313,00 464,0 360,50
CD14"*CD1673 11 370,95 52,75 290,50 478,0 365,50

CD14™*CD163' 11 379,59 49,98 308,00 456,0 362,00

* izrazen kao MFI (median fluorescence intensity)
Kratice: N — broj uzoraka, AS — aritmeti¢ka sredina, SD — standardna devijacija, Min — minimalni rezultati

mjerenja, Max — maksimalni rezultati mjerenja, Medijan — medijalna vrijednost

CD14™*CD16'1/CD14"*CD16'1"- ekspresija klasi¢nih monocita prije/nakon GET-10% intenziteta, CD14**CD16
2/ CD14**CD16°2"- ekspresija klasi¢énih monocita prije/nakon GET intenziteta,

CD14™*CD16'3/ CD14"*CD16°3'- ekspresija klasi¢nih monocita prije/nakon GET + 10% intenziteta

Utvrdena je povecana ekspresija CD16 na klasi¢nim CD14**CD16 monocitima pri sva
tri intenziteta tjelesne aktivnosti (GET-10%, GET i GET+10%), sto je i vidljivo na slikama 15
i 16.
Analizom varijance ponovljenih mjerenja nije utvrdena statisticki znacajna razlika medu
varijablama ACDI14""CD161, ACD14""CD162 i ACD14""CD163 (p=0,28). Vrijednost
ACDI147*CD16" pri intenzitetu GET -10% dobivena je kao razlika CD14"*CD1671" i
CD147"CD16°1; Vrijednost ACD14""CD16" pri intenzitetu GET dobivena je kao razlika
CD14™"CD1672' i CD14"*CD162; Vrijednost ACD14""CD16™ pri intenzitetu GET+10%
dobivena je kao razlika CD14""CD163'i CD14"*CD163.
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Daljnjom analizom dobivenih rezultata Fisher LSD post hoc testom nije utvrdena statisticka
znacajnost medu ACD14""CD16°1, ACD14""CD1672 i ACD14"*CD1673 varijablama $to je
vidljivo u tablici 15.
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Slika 26. Graficki prikaz promjene ekspresije CD16 klasi¢énih CD14**CD16™ monocita (izrazen kao MFI) prije i
nakon tjelesne aktivnosti pri tri razliita intenziteta tréanja.
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Slika 27. Graficki prikaz promjene ekspresije CD16 klasicnih CD14**CD16" monocita (izrazen kao
ACD14**CD16") pri tri razliita intenziteta tr¢anja
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Tablica 25. Fisher LSD test razlika u ekspresiji CD16 klasi¢nih CD14""CD16™ monocita (A
CD14*CD16) pri tri razli¢ita intenziteta aktivnosti

ACD14**CD16- ACD14**CD161  ACD14™CD162 A CD14**CD163
(3,50) (20,77) (8,64)

ACD14**CD16'1

ACD14**CD1672 0,12

A CD14*"CD163 0,64 0,27

Kratice: ACD14™*CD16°1- razlika CD14"*CD16'1' i CD14"™CD16°1; ACD14""CD16°2- razlika CD14**CD162" i
CD14*"CD162 ; ACD14*"CD16°3- razlika CD14**CD16'3' i CD14*"CD16°3

5.6. Povezanost markera miSi¢nog oStecenja, oksidacijskog stresa i imunoloskog odgovora

5.6.1.Povezanost markera miSi¢énog oStecenja, oksidacijskog stresa i imunoloSkog

odgovora pri intenzitetu GET -10%

Pri intenzitetu GET -10% nisu utvrdena znacajne korelacija izmedu markera misi¢énog
oStecenja, oksidacijskog stresa i imunoloskog odgovora. Daljnjom analizom dobivenih
rezultata moze se vidjeti kako je povezanost markera oksidacijskog stresa (MDA) i markera
miSi¢nih oSte¢enja (CK i LDH) grani¢no znacajna i to sa negativnim predznakom (tablica 18).
Povezanosti izmedu ostalih pra¢enih markera nisu utvrdene, a njihove p vrijednosti Pearsonova

koeficijenta korelacije prikazane su u tablicama 17 i 19.

Tablica 26. Povezanost markera misi¢nog oSte¢enja sa markerima imunoloskog odgovora pri

intenzitetu GET -10%.*

Varijabla ~ CD14*CD16™ (MFI) CD14**CD16*(MFI) CD14*"CD16 (MFI)
CK (U/L) - 0,011 (0,97) -0,12 (0,72) -0,352 (0,28)
LDH (U/L) 0,023 (0,94) -0,376 (0,25) 0,384 (0,24)

* Pearsonov koeficijent korelacije r (p vrijednost)

Tablica 27. Povezanost markera mi$i¢nog oSte¢enja sa markerima oksidacijskog stresa pri

intenzitetu GET -10%.*

Varijabla MDA (mmol/L)
CK (U/L) - 0,533 (0,09)
LDH (U/L) - 0,571 (0,06)

* Pearsonov koeficijent korelacije r (p vrijednost)
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Tablica 28. Povezanost markera oksidacijskog stresa i markera imunoloskog odgovora pri
intenzitetu GET — 10%.*

Varijabla CD14°CD16™ (MFI) CD14**CD16*(MFI) CD14"*CD16 (MFI)
MDA (mmol/L) 0,353 (0,28) 0,441 (0,17) -0,308 (0,35)
* Pearsonov koeficijent korelacije r (p vrijednost)

5.6.2. Povezanost markera miSiénog oStecenja, oksidacijskog stresa i imunoloskog

odgovora pri intenzitetu GET

Pri intenzitetu GET utvrdena je znaCajna negativna korelacija izmedu ekspresije
monocitne subpopulacije CD14"CD16"" i markera miSi¢nih o$te¢enja (LDH) (tablica 20).
Povezanosti izmedu ostalih pra¢enih markera nisu utvrdene, a njihove p vrijednosti Pearsonova

koeficijenta korelacije prikazane su u tablicama 20,21 i 22.

Tablica 29. Povezanost markera mi$i¢nog oStecenja sa markerima imunoloskog odgovora pri
intenzitetu GET.*

Varijabla CD14*CD16™ (MFI) CD14"*CD16*(MFI) CD14""CD16 (MFI)
CK (U/L) -0,423 (0,19) 0,140 (0,67) -0,211 (0,53)
LDH (U/L) -0,627 (0,03) -0,183 (0,58) -0,563 (0,07)

* Pearsonov koeficijent korelacije r (p vrijednost)

Tablica 30. Povezanost markera miSi¢nog oste¢enja sa markerima oksidacijskog stresa pri

intenzitetu GET.*

Varijabla MDA (mmol/L)
CK (U/L) -0,350 (0,29)
LDH (U/L) 0,159 (0,63)

* Pearsonov koeficijent korelacije r (p vrijednost)

Tablica 31. Povezanost markera oksidacijskog stresa i markera imunoloskog odgovora pri
intenzitetu GET.*

Varijabla CD14*CD16™ (MFI) CD14°CD16*(MFI) CD14**CD16 (MFI)
MDA (mmol/L) -0,119 (0,72) -0,466 (0,14) -0,447 (0,16)

* Pearsonov koeficijent korelacije r (p vrijednost)
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5.6.3. Povezanost markera miSi¢énog oStecenja, oksidacijskog stresa i imunoloskog

odgovora pri intenzitetu GET +10%

Pri intenzitetu GET +10% utvrdena je znacajna pozitivna korelacija izmedu ekspresije
monocitne subpopulacije CD14"*CD16" i markera miSi¢nih oStecenja (LDH) (tablica 23).
Povezanosti izmedu ostalih pra¢enih markera nisu utvrdene, a njihove p vrijednosti Pearsonova

koeficijenta korelacije prikazane su u tablicama 23,24 i 25.

Tablica 32. Povezanost markera misi¢nog ostecenja sa markerima imunoloskog odgovora pri

intenzitetu GET +10%.*

Varijabla CD14*CD16™ (MFI) CD14™"CD16*(MFI) CD14""CD16 (MFI)
CK (U/L) 0,047 (0,88) 0,344 (0,29) 0,374 (0,25)
LDH (U/L) 0,079 (0,81) 0,352 (0,28) 0,602 (0,04)

* Pearsonov koeficijent korelacije r (p vrijednost)

Tablica 33. Povezanost markera mi$i¢nog oStecenja sa markerima oksidacijskog stresa pri

intenzitetu GET +10%.*

Varijabla MDA (mmol/L)
CK (U/L) 0,158 (0,64)
LDH (U/L) -0,244 (0,46)

* Pearsonov koeficijent korelacije r (p vrijednost)

Tablica 34. Povezanost markera oksidacijskog stresa i markera imunolo$kog odgovora pri
intenzitetu GET +10%.*

Varijabla CD14*CD16™ (MFI) CD14"*CD16*(MFI) CD14""CD16 (MFI)
MDA (mmol/L) -0,408 (0,21) -0,151 (0,65) -0,423 (0,19)
* Pearsonov koeficijent korelacije r (p vrijednost)
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6. RASPRAVA



Provedeno istrazivanje analiziralo je utjecaj tjelesne aktivnosti razlicitih intenziteta (i
jednakog volumena) na pojavnosti i dinamiku odredenih markera misi¢nog oStecenja,
oksidacijskog stresa i imunoloSkog odgovora. Dobiveni rezultati ukazuju na odredene
varijabilnosti pracenih markera, dok znacajne pravilnosti u povezanosti medu istima nisu

utvrdene.

S obzirom na ¢injenicu da je uzorak ispitanika (rekreativci) u osnovi jako heterogena
skupina, nakon probira i odradenih svih predvidenih testiranja pokazalo se da smo na kraju
dobili relativno homogenu skupinu sa prosje¢nim relativnim maksimalnim primitkom kisika
(RVO2maxikg) u visini od 48,65 mL/kg/min, $to prema Cooper institutu za acrobna istrazivanja

odgovara iznad prosje¢nim vrijednostima s obzirom na dob ispitanika.

Pracenjem aktivnosti kreatin kinaze (CK) 1 laktat dehidrogenaze (LDH) pri tri razlicite
intenziteta tjelesne aktivnosti (GET -10%, GET, GET +10%) rezultati su pokazali kako je
dovoljna 20-minutna aktivnost pri najnizem intenzitetu kako bi doslo do statisticki znacajnog
porasta aktivnosti mjerenih markera 30 minuta nakon aktivnosti, a shodno tome statisticki
znaCajan porast je utvrden i pri ostala dva (viSa) intenziteta, dok statisticki znacajna razlika
medu intenzitetima nije utvrdena.

Ne postojanje razlika medu intenzitetima moze nas uputiti na zakljuak kako navedena
metoda nije dovoljno osjetljiva za razlikovanje prac¢enih intenziteta, dok s druge strane i vrijeme
uzorkovanja (30 minuta nakon) vjerojatno nije dovoljno kako bi vrijednosti pracenih markera
dosegle svoj maksimum.

U istrazivanjima ¢esto mozemo vidjeti nacrte koji prate aktivnosti navedenih markera u
viSe vremenskih toCaka kako bi se doslo do maksimalnih vrijednosti, no njihov znacaj u
sportskoj dijagnostici ostaje upitan. Razlog je $to razliciti tipovi, intenziteti i volumeni tjelesnih
aktivnosti dosezu svoj maksimum u razli¢ito vrijeme, a CK i LDH ne dosezu svoje vrhunce
istovremeno (LDH maksimum doseZe ranije). Prema rezultatima sli¢nih istrazivanja CK doseze
svoj maksimum u vremenskom rasponu od 6h do 24h, a LDH u rasponu od 3h do 12h.
Povecanjem volumena aktivnosti (polumaraton, maraton) maksimalne vrijednosti pracenih
enzima mjere se i danima nakon aktivnosti (Callegari i sur., 2017; Brancaccio i sur., 2006;
Bessa, A. L. isur., 2016).

Prema nekim autorima na pojavnost pra¢enih molekula u krvnom serumu moZe utjecati
1 veli¢ina samih molekula, pri ¢emu se manje molekule pojavljuju prve zbog potencijalne manje
membranske propusnosti na pocetku stvaranja mikroruptura misi¢nog tkiva. No, rezultati ovog

istrazivanja ne upucuju na takav zakljucak jer je najveca izmjerena promjena aktivnosti,
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usporedujudi pocetno stanje i stanje nakon 30 minuta, utvrdena kod LDH enzima (koji je veci)
i to pri GET (srednjem) intenzitetu aktivnosti.

Nadalje, iako se intenzitet tjelesne aktivnosti smatra jednim od glavnih ¢imbenika koji
utjeCu na pojavnost mjerenih markera, dobiveni rezultati mjerenja ne potvrduju takvu
pretpostavku, jer uvidom u rezultate mjerenja moze se vidjeti kako CK i LDH najvece promjene
biljeze pri srednjem intenzitetu (GET).

lako se pracenje biokemijskih markera kao S§to su kreatin kinaza (CK) i laktat
dehodrogenza (LDH) u kontekstu procjene potencijalnih misi¢nih oste¢enja koristi ve¢ dugi niz
godina, te bi se moglo re¢i kako su to postale rutinske analize 1 dalje postoje ocite
kontradiktornosti u interpretaciji dobivenih rezultata istraZzivanja gledano kroz razlicit
intenzitet, volumen, vrstu aktivnosti, vrijeme uzorkovanja kao i kroz same biokemijske
karakteristike pracenih molekula. S obzirom na sve navedeno mozemo zakljuciti kako znacaj
ovakvih istrazivanja moZemo traZiti jedino u kontekstu pracenja potrebnog vremena za
oporavak nakon odredene iscrpljujuce tjelesne aktivnosti (npr. maraton) ili nakon odredenog

perioda sportskih priprema.

Tijekom pracenja promjene koncentracije malondialdehida (MDA) u urinu ispitanika
utvrden je porast koncentracije mjerenog markera pri sva tri intenziteta aktivnosti. lako je porast
u sva tri slu¢aja veéi od 50% u odnosu na pocetno stanje: GET -10% (63,1%), GET (72,9%) i
GET +10% (91,5%), statisti¢ki znacajna razlika medu intenzitetima nije utvrdena. Razloge ne
postojanja razlika medu intenzitetima vjerojatno mozemo traziti u relativno malom uzorku ili u
mogucem utjecaju neke druge varijable koja pri ovom istrazivanju nije kontrolirana npr.
turbiditet uzoraka (kontrolirana samo gustoca).

Fisher LSD post hoc testom rezultata izmjerenih pri intenzitetu GET — 10% utvrdene su
statistiCki znaCajne razlike izmedu prvog i drugog mjerenje, te izmedu drugog 1 petog mjerenja.
Na temelju dobivenih rezultata testa moze se zakljuciti kako dvadeset minutno tr¢anje pri
intenzitetu za 10 % manjem (brzinski) od aerobnog praga (GET — 10%) dovodi do mjerljivog i
statisticki zna€ajnog porasta MDA u urinu nakon aktivnosti. Utvrdena statisticki znacajna
razlika izmedu drugog i1 petog mjerenja (nakon 24 h) vjerojatno ukazuje na vrijeme potrebno
kako bi se vrijednosti MDA u urinu vratile na pocetno stanje (prije aktivnosti). Daljnjom
analizom moze se vidjeti kako je vrijednost izmedu drugog i1 Cetvrtog mjerenja statisticki
grani¢no znacajna, iz ¢ega se moze zakljuciti kako je potrebno izmedu 12 1 24 sata kako bi se

vrijednosti MDA vratile u pocetno stanje.
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Fisher LSD post hoc testom rezultata izmjerenih pri intenzitetu GET utvrdene su
statisticki znacajne razlike izmedu prvog i drugog mjerenje, drugog i Cetvrtog mjerenja, drugog
1 petog mjerenja, te izmedu tre¢eg i petog mjerenja. Na temelju dobivenih rezultata testa moze
se zakljuciti kako dvadeset minutno tréanje pri intenzitetu na aerobnom pragu (GET) dovodi do
mjerljivog i statisticki znacajnog porasta MDA u urinu nakon aktivnosti. Ostale statistiCki
utvrdene razlike nam vjerojatno sugeriraju kako je potrebno oko 12 sati kao bi se povisene
vrijednosti MDA u urinu vratile na razinu pocetnog stanja

Fisher LSD post hoc testom rezultata izmjerenih pri intenzitetu GET +10% utvrdene su
statistiCki znaCajne razlike izmedu prvog 1 drugog mjerenje te izmedu drugog i treceg mjerenja.
Na temelju dobivenih rezultata testa moze se zakljuciti kako dvadeset minutno tréanje pri
intenzitetu za 10% iznad (brzinski) aerobnog praga (GET +10%) dovodi do mjerljivog i
statistiCki znac¢ajnog porasta MDA u urinu nakon aktivnosti. Utvrdena razlika izmedu drugog i
treCeg mjerenja vjerojatno je uzrokovana greSkom u mjerenju (protokolu; zbog nemogucénosti
kontrole ispitanika pri uzorkovanju treceg, Cetvrtog 1 petog uzorka) sto je vidljivo 11z grafickog
prikaza (Graf 1.).

S obzirom na provedene post hoc analize svih intenziteta mozemo zakljuéiti kako je pri
sva tri intenziteta doslo do znacajnog 1 mjerljivog porasta koncentracije MDA u urinu 30 minuta
nakon aktivnosti. Nadalje, o¢ekivano vrijeme ¢iS¢enja MDA iz urina je pri aktivnostima
intenziteta do aerobnog praga (GET -10% i GET) vjerojatno do 12 sati, dok je pri aktivnosti
iznad aerobnog praga (GET +10%) vjerojatno potrebno vise vremena (do 24h), s tim da
vrijednosti izmjeren pri intenzitetu GET +10% trebamo promatrati s rezervom zbog ocite (ve¢
spomenute) greSke u mjerenju.

Prema dostupnoj literaturi, rezultati ovog istrazivanja se u cijelosti uklapaju u ve¢
provedena istrazivanja sli¢nog tipa, pri ¢emu je MDA odredivan iz uzoraka krvi MDA- HPLC
i MDA- TBARS metodama (Spirlandeli, A., 2014; Thirupathi, A., 2021).

Na temelju svega navedenog mozemo zakljuciti kako je provedena spektrofotometrijska
MDA -TBARS metoda iz uzoraka urina dovoljno osjetljiva da moZe detektirati stanje
oksidacijskog stresa uslijed tjelesne aktivnosti, dok samu osjetljivost metode treba jo§ ispitati
kroz potencijalno drugacije intenzitete i volumene tjelesne aktivnosti uz moguée paralelno
pracenje koncentracije MDA u krvi MDA- HPLC metodom koja se smatra zlatnim standardom

za ovakvu vrstu istraZivanja.

C- reaktivni protein (CRP) tijekom Citavog istrazivanja nije mjerio nikakva odstupanja

od referentnih vrijednosti $to nam sugerira da nitko od ispitanika nije imao potencijalu akutnu
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upalu koja bi mogla utjecati na rezultate istrazivanja. Moguéu potencijalu aktivaciju CRP-a u
kontekstu akutnog odgovora uslijed tjelesne aktivnosti u ovom sluc¢aju nismo mogli ni o¢ekivati
zbog relativno malog volumena treninga i1 kratkog vremenskog razmaka od aktivnosti do
uzorkovanja krvi (30 minuta). Samo jedna studija do sada je prijavila porast CRP-a uslijed
tjelesne aktivnosti na uzorku rekreativaca, ali unutar 24h od aktivnosti, dok ostale provedene

studije nisu zabiljezile znacajne promjene CRP-a u krvnom serumu (Brown, W. M. i sur., 2015).

Pra¢enjem ukupnog broja monocita prije i 30 minuta nakon aktivnosti, pri sva tri
intenziteta nisu utvrdene statisticki znacajne razlika, ali je ipak vidljiva odredena monocitna
dinamika koja je u suprotnosti sa ve¢inom istrazivanja slicnog tipa. Naime, pregledom literature
autori ve¢inom navode akutni porast brojnosti ukupnih monocita odmah nakon aktivnosti, ¢ije
vrijednosti ostaju povisene 3-4 sata nakon aktivnosti, neovisno o intenzitetu i volumenu same
aktivnosti, $to u ovom istrazivanju nije slucaj (Natale, V i sur., 2003; Bhatti, R. i sur., 2007;
Peake, J. M. i sur., 2017). Rezultati ovog istrazivanja sugeriraju pad brojnosti ukupnih monocita
s porastom intenziteta Sto potencijalno moze biti vezano uz nastanak misi¢nih oStecenja i
monocitnu aktivaciju u popravku istih. Moguce je da pri viSem intenzitetu (potencijalno veca i
ranija oSte¢enja) uzrokuju raniju migraciju monocita iz krvi u tkivo (gdje je 1 doslo do oStecenja)
zbog Cega je u diferencijalnoj krvnoj slici povecanjem intenziteta aktivnosti zabiljezen pad

ukupnih monocita 30 minuta nakon aktivnosti.

Analizom podataka dobivenih proto¢nom citometrijom, tijekom pra¢enja monocitnih
subpopulacija nisu utvrdene bitnije statisticke znacajnosti kod nijedne subpopulacije, mada su
uocene odredene varijabilnosti i pravilnosti u dinamici mjerenih subpopulacija.

Sva tri tipa monocitnih subpopulacija pokazuju povecanu ekspresiju CD16 pri
intenzitetu iznad aerobnog praga (GET +10%), dok je kod klasi¢nih CD14"*CD16" (proupalnih)
monocita utvrdena povecana ekspresija pri sva tri intenziteta. Ekspresija na ne klasi¢nim
CD147CD16™" (protuupalni) monocitima pri intenzitetu GET (na aecrobnom pragu) je takoder u
porastu, dok je pri intenzitetu ispod praga u padu. Intermedijarni CD14"*CD16"
(pro/protuupalni) monociti pokazuju smanjenu ekspresiju CD 16 pri oba niza intenziteta (GET
-10% 1 GET). S obzirom na ¢injenicu kako postoji jako mali broj istraZivanja u kojima se prate
monocitne subpopulacije u kontekstu utjecaja tjelesne aktivnosti na ekspresiju istih jako je tesko
uklopiti dobivene rezultate u postojeca istrazivanja. Moguce objasnjenje dobivenih rezultata se
vjerojatno krije u samoj dinamici pojavljivanja, aktivacije i migracije u tkivo, pracenih
monocitnih subpopulacija, koja je uvelike ne razjasnjena. Pitanje je, u kojem trenutku veé

postojeci monociti u perifernoj krv migriraju u osteceno tkivo kod tjelesne aktivnosti, a kojem
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trenutku se aktiviraju monociti iz marginalnih perifernih sudova kojih inace nema u krvnom
optoku i zaSto se uopcCe aktiviraju. Povecan intenzitet tjelesne aktivnosti dovodi do poveéanja
ekspresije CD16 markera kod svih tipova monocita §to je vidljivo i iz rezultata ovog
istrazivanja, jer je pri intenzitetu GET +10% ekspresija CD16 markera kod sva tri tipa monocita
u porastu, iako nije statisticki dokazano. Nadalje, iz rezultata je vidljivo kako se monocitnim
subpopulacijama koje eksprimiraju CD16 (FcyRIII receptor) pri nizim intenzitetima ekspresija
CD16 markera smanjuje 30 minuta nakon aktivnosti. Ako uzmemo u obzir Cinjenicu kako
neutrofili takoder imaju FcyRIII receptor (Hundt i sur., 1993), a prema literaturi oni su prvi koji
ulaze u oSteceno tkivo, postoji mogucnost da je FCyRIII receptor aktivator inicijalne migracije
monocita unutar ostecenog tkiva, zbog ¢ega veé postojeéi monociti koji pokazuju najvisu
ekspresiju CD16 markera, iz periferne krvi migriraju u oSteceno tkivo, §to u konacnici mjerimo
kao pad ekspresije. Nadalje, visoki intenzitet u zoni GET+10% moguée dovodi do uklju¢ivanja
monocita iz marginalnih perifernih sudova $to uzrokuje porast mjerene ekspresije CD16
markera. Moguc¢u ulogu CD16 markera u inicijalnoj migraciji monocita u tkivo (Ruiz i sur.,
2025) dodatno potkrepljuje primjeceno povecanje ekspresije CD16 kod klasi¢nih (CD16)
monocita pri sva tri intenziteta, Sto nam ukazuje na kretanje klasiénih monocita prema
intermedijerima.

Kako se u literaturi ekspresija CD16 markera ¢esto povezuje sa odredenim kroni¢nim
oboljenjima (Ruiz 1 sur., 2025) moguce je da redovna (kroni¢na) tjelesna aktivnost dovodi do
adaptacije monocitne aktivnosti u stanje kroni¢nog imunoloskog odogovora, samo §to i dalje

ostaje nerazjasnjeno je li taj odgovor proupalni, protuupalni ili je kombinacija i jednog i drugog.

Prac¢enjem povezanost markera misi¢nog ostec¢enja, oksidacijskog stresa i imunoloskog
odgovora pri tri razli¢ita intenziteta tjelesne aktivnosti utvrdeno je nekoliko znacajnih korelacija
koje se ne mogu promatrati same za sebe zbog odite velike kompleksnosti u povezanosti
prac¢enih dogadaja do kojih dolazi uslijed miSi¢nih ostecenja.

Porastom intenziteta aktivnosti uo¢ena je negativna povezanost markera oksidacijskog
stresa (MDA) i monocitnih subpopulacija, Sto dodatno potvrduje teoriju o migraciji vec¢
postoje¢ih subpopulacija u oste¢eno tkivo, ukoliko je ta teorija to¢na. Naime, povecana
vrijednost MDA trebala bi ukazivati na izraZeniju lipidnu peroksidaciju i potencijalno veca
miSiéna oStecenja Cija je pojavnost pozitivho povezana sa intenzitetom; Sto je intenzitet
aktivnosti ve¢i, do oStec¢enja bi trebalo dolaziti ranije, $to u konac¢nici dovodi do ranije migracije
monocita u tkivo i njihovog nestanka iz krvnog optoka. No ovakvu teoriju treba uzeti s

rezervom zbog Cinjenice da je MDA odredivan iz urina, dok su monocitne subpopulacije
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odredivane iz krvi $to potencijalno moze dovesti do krivih zaklju¢aka u vremenskom slijedu
dogadaj jer zasigurno postoji vremenski odmak od pojave MDA u krvi do njegove pojave u
urinu.

Povezanosti izmedu markera miSi¢nih oste¢enja (CK i LDH) i monocitnih
subpopulacija pri nizim intenzitetima (GET -10% i GET) ne pokazuju nekakvu veliku
pravilnost (neke su pozitivne, a neke negativne) dok prelaskom aerobnog praga (GET +10%)
mozemo vidjeti trend pozitivnih korelacija izmedu svih pracenih varijabli pri ¢emu je utvrdena
i statisti¢ki znacajna korelacija izmedu LDH i CD14"*CD16  monocita (p=0,04). Moguce je da
se pri intenzitetima ispod aerobnog praga ispreplecu razliciti procesi koji ne pokazuju pravilnost
1 razli¢iti su od osobe do osobe. Nadalje, jo§ uvijek nije sa sigurno$¢u poznato $to, odakle i u
kojem trenutku ,,curi, no pretpostavlja se da prelaskom aerobnog praga metabolicki procesi
postaju konzistentniji i bolje regulirani, te manje variraju ovisno o pojedincu. Stoga, utvrdene
pozitivne korelacije nam mogu sugerirati blisku povezanost markera miSi¢nih oStecenja 1
aktivacije monocitinih subpopulacija iz perifernih krvnih sudova uslijed aktivnosti visokog

intenziteta (iznad aerobnog praga).

Znacajnije povezanosti izmedu markera miSi¢nih oSte¢enja i1 oksidacijskog stresa nisu
utvrdene, niti postoje odredene pravilnosti, limitacija studije je vjerojatno uzrokovana
nepravilnim vremenskim slijedom u uzorkovanju odnosno pojavnosti, mjerenih markera u Krvi

i U urinu.
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Ogranicenja i nedostatci istraZivanja

Glavni ogranicavajuci faktor kod ovog istrazivanja je invazivna metoda procjene
postojanja misi¢nih oste¢enja i markera imunoloskog odgovora (uzorkovanje krvi) koji ujedno
dovodi i do glavnog nedostatka ovog istrazivanja. Kako sam nacrt istrazivanja zahtjeva cetiri
dolaska u laboratorij od kojih tri dolaska uklju¢uju uzorkovanje krvi prije i poslije aktivnosti
(ukupno 6 uzorkovanja) pronalazak ispitanika koji bi bili zainteresirani za sudjelovanje je bio
otezan, $to je u konacnici, nakon probira ispitanika dovelo do relativno malog broja ispitanika
u uzorku. Nadalje, ve¢ spomenuta invazivna metoda onemogucila je pracenje dinamike markera
miSi¢nih oSteCenja i markera imunoloSkog odgovora kroz 24 sata nakon aktivnosti, jer bi
navedeno zahtijevalo dodatnih 6 do 9 uzorkovanja krvi po ispitaniku, $to bi zasigurno dodatno
otezalo pronalazak zainteresiranih ispitanika.

Nedostatak ovog istrazivanja je i nemogucnost pracenja da li se ispitanici pridrzavaju preporuka
i pravila u koja su bili upuceni prije dolaska na testiranje.

Uzorkovanje urina prije i 30 minuta nakon aktivnosti je bilo pod kontrolom provoditelja
istrazivanja, dok su ostala tri uzorkovanja odradena na odgovornost samih ispitanika, sto je

takoder nedostatak ovog istrazivanja (vidljivo iz rezultata).
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7. ZAKLJUCAK



Pra¢enjem markera misi¢nih ostecenja (CK i LDH), pri tri razli¢ita intenziteta tjelesne
aktivnosti, doslo je do statisticki znacajnog porasta aktivnosti navedenih markera u
krvnom serumu pri sva tri intenziteta 30 minuta nakon aktivnosti. Statisticki znacajna

razlika izmedu intenziteta nije utvrdena.

Pracenja promjene koncentracije malondialdehida (MDA) u urinu ispitanika utvrden je
porast koncentracije mjerenog markera pri sva tri intenziteta aktivnosti, dok statisticki

znacajna razlika medu intenzitetima nije utvrdena.

Potrebno vrijeme ¢iS¢enja MDA iz urina pri 20 minutnom tréanju €iji je intenziteta oko

aerobnog praga je 12 do 24 sata.

Provedena spektrofotometrijska MDA -TBARS metoda iz uzoraka urina je dovoljno

osjetljiva da moze detektirati stanje oksidacijskog stresa uslijed tjelesne aktivnosti.

Utvrdena je povecana ekspresija CD16 kod sva tri tipa monocitnih subpopulacija
(CD14'CD16"*, CD14"*CD16%, CD14"*CD16") pri intenzitetu iznad aerobnog praga.
Ekspresija CD16 kod upalnih CD14**CD16" je u porastu pri sva tri intenziteta.

Uocene potencijalne povezanosti izmedu markera miSi¢nog oStec¢enja, oksidacijskog
stresa i imunoloSkog odgovora, nastale uslijed tjelesne aktivnosti, potrebno je dalje

istrazivati kao bi se doslo do konkretnijih zakljucaka.

ZnaCaj ovog istrazivanja je Cinjenica da je istrazivanje odradeno na populaciji

rekreativaca Sto nije Cest slucaj u istrazivanjima ovog tipa. IstraZene su zone aktivnosti sportasa

rekreativaca, a prema dobivenom rezultatima o¢ito je kako i rekreativne aktivnosti, kao $to je

20 minutno tréanje u zonama ispod aerobnog takoder dovode do misi¢nih oStec¢enja koja se

o€ituju u povecanju markera CK 1 LDH.

Ovaj rad je utvrdio dovoljnu osjetljivost spektrofotometrijske MDA -TBARS metode iz

uzoraka urina i njen moguci potencijal za daljnja istraZivanja utjecaja tjelesne aktivnosti na

stanje oksidacijskog stresa, osobiti u kontekstu dobivanja veéeg i robusnijeg uzorka, kao i

mogucénosti provodenja istraZivanja na mladoj populaciji zbog Cinjenice da metoda nije

invazivna jer ne zahtjeva uzorkovanje krvi.
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Utvrdene promjene na monocitnim subpopulacijama daju nam smjernice za daljnja
istrazivanja povezanosti imunoloskog sustava i tjelesne aktivnosti, ali i moguceg utjecaja
tjelesne aktivnosti na modifikacije imunoloSkog sustava u kontekstu razli¢itih patoloskih stanja,

kroz aktivnosti primjerene op¢oj populaciji.
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9. SAZETAK



Opce je poznato kako intenzivna tjelesna aktivnost dovodi do oste¢enja misi¢nih vlakana

koja se o€ituje u pojavi unutarstani¢nih metabolita u medustani¢nom prostoru. Mikro oSte¢enja
na stani¢noj razini rezultiraju pojacanim imunoloskim odgovorom u vidu monocitne aktivacije.
S obzirom na ekspresiju CD14 (lipopolisaharidni receptor) i CD16 (FcyRIII receptor) poznata
su tri tipa monocita. Ubrzani metaboli¢ki procesi mogu dovesti do stanja oksidacijskog stresa
koje se ocituje u povecanoj membranskoj propusnosti uslijed lipidne peroksidacije
(malondialdehida u medustani¢cnom prostoru).
Ocito postoji veza izmedu miSi¢nog ostecenja, imunoloskog odgovora i oksidacijskog stresa,
te je stoga i cilj ovog rada bio utvrditi postojanje veze izmedu navedenih pojava uslijed tjelesne
aktivnosti razli¢itog intenziteta uz primjenu relativno jednostavne i ne invazivne metode za
procjenu moguce lipidne peroksidacije.

Kako su ispitivanja ovog tipa ve¢inom usmjerena na istraZzivanja na populaciji sportasa,
dok je opca populacija relativno zapostavljen, uzorak ispitanika u ovom istrazivanju je bio
sacinjen od 11 sportasa rekreativaca, prosjeéne dobi 34 godine, koji su odraditi tri testiranja pri
tri razliCita intenziteta (intenzitet GET (gas exchange threshold), intenzitet GET — 10% i
intenzitet GET + 10%) u trajanju od 20 minuta, prilikom ¢ega su prikupljeni uzroci krvi prije
i 30 minuta nakon aktivnosti, te uzroci urina prije, te 30 minuta, 6 sat, 12 sat i 24 sata nakon
aktivnosti. Iz uzoraka krvi odredeni su markeri miSi¢nih oste¢enja (CK i LDH), te monocitne
subpopulacije CD14*CD16**, CD14**CD16*, CD14"*CD16", dok je iz uzoraka urina odreden
marker lipidne perokisdacije MDA spektrofotometrijskom MDA-TBARS metodom.

Rezultati su pokazali da je dovoljna 20 minutna aktivnost intenziteta GET — 10% kako bi
doslo do znacajnog porasta aktivnosti CK i LDH (p=0,0009; p=0,0004), dok znacajna razlika
izmedu intenziteta nije utvrdena (p=0,92; p=0,52). Marker lipidne peroksidacije MDA pri sva
tri intenziteta pokazuje znacajan porast 30 minuta nakon aktivnosti (p=0,01; p=0,00; p=0,03),
dok statisticki znacajna razlika izmedu intenziteta nije utvrdena (p=0,78). Utvrdeno je kao je
pri intenzitetima do anaerobnog praga potrebno do 12 sati kako bi doslo vracanja MDA na
vrijednosti prije aktivnosti, a dok je pri intenzitetu iznad praga potrebno do 24 sata za isto.

Sva tri tipa monocitnih subpopulacija pokazuju povecanu ekspresiju pri intenzitetu
iznad aerobnog prag (GET +10%), dok klasi¢ni CD14"*CD16" (proupalni) monociti pokazuju
povecanje ekspresije pri sva tri intenziteta, ali dinamika pojavljivanja, aktivacije i migracije u
tkivo, prac¢enih monocitnih subpopulacija ostaje 1 dalje nedovoljno razjasnjena.

Ovo istraZivanje pokazalo je kako i rekreativne aktivnosti, relativno niskog intenziteta,
takoder dovode do misi¢nih ostecenja. Nadalje, spektrofotometrijska MDA-TBARS metoda

dovoljno je osjetljiva za istrazivanja povezanosti tjelesne aktivnosti i oksidacijskog stresa, te
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smo dobili nove smjernice u istrazivanju utjecaja intenziteta tjelesne aktivnosti na ekspresiju

monocitnih subpopulacija.
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10. ABSTRACT



It is well known that intense physical activity leads to muscle fiber damage, which is

manifested in the appearance of intracellular metabolites in the intercellular space. Micro-
damage at the cellular level results in an enhanced immune response in the form of monocyte
activation. Three types of monocytes are known based on the expression of CD14
(lipopolysaccharide receptor) and CD16 (FcyRIII receptor). Accelerated metabolic processes
can lead to a state of oxidative stress, which is manifested in increased membrane permeability
due to lipid peroxidation (malondialdehyde in the intercellular space).
There is obviously a connection between muscle damage, immune response and oxidative
stress, and therefore the aim of this work was to determine the existence of a connection
between the mentioned phenomena due to physical activity of different intensity with the
application of a relatively simple and non-invasive method for assessing possible lipid
peroxidation.

As tests of this type are mostly focused on research on the population of athletes, while
the general population is relatively neglected, the sample of subjects in this study was made up
of 11 recreational athletes, average age 34, who performed three tests at three different
intensities (intensity GET (gas exchange threshold), intensity GET - 10% and intensity GET +
10%) for a duration of 20 minutes, during which blood samples were collected before and 30
minutes after the activity, as well as urine samples before, and 30 minutes, 6 hours, 12 hours
and 24 hours after the activity. Muscle damage markers (CK and LDH) and monocyte
subpopulations CD14"*CD16*, CD14**CD16*, CD14"*CD16" were determined from the blood
samples, while the lipid peroxidation marker MDA was determined from the urine samples
using the spectrophotometric MDA-TBARS method.

The results showed that 20 minutes of GET - 10% intensity activity is sufficient to cause
a significant increase in CK and LDH activity (p=0.0009; p=0.0004), while no significant
difference between the intensities was found (p=0.92; p=0.52). The lipid peroxidation marker
MDA at all three intensities shows a significant increase 30 minutes after the activity (p=0.01;
p=0.00; p=0.03), while a statistically significant difference between the intensities was not
determined (p=0.78).

It was determined that at intensities up to the anaerobic threshold, it takes up to 12 hours for
MDA to return to pre-activity values, while at intensities above the threshold, it takes up to 24
hours for the same.

All three types of monocyte subpopulations show increased expression at an intensity
above the aerobic threshold (GET +10%), while classic CD14"*CD16" (proinflammatory)

monocytes show an increase in expression at all three intensities, but the dynamics of
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appearance, activation and migration into the tissue of the monitored monocyte subpopulations
remains insufficiently elucidated.

This study showed that even relatively low-intensity recreational activities also lead to
muscle damage. Furthermore, the spectrophotometric MDA-TBARS method is sensitive
enough to investigate the relationship between physical activity and oxidative stress, and we
have obtained new guidelines in investigating the influence of physical activity intensity on the
expression of monocyte subpopulations.
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