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POPIS KRATICA: 

 

- ADAM17: od engl. A disintegrin and metalloprotease 17 

-ADP: adenozin difosfat (engl. adenosine diphosphate) 

-ATP: adenozin trifosfat (engl. adenosine triphosphate) 

-CD14: stanični koreceptor za liposaharide, eksprimiran na makrofagima 

-CD16: IgG receptor niskog afiniteta 

- CD16b: od engl. cluster of differentiation 16b, 

-CK-MM: kreatin kinaza skeletnog mišića (engl. muscle-type creatine kinase) 

-CK-MB: kreatin kinaza srčanog mišića (engl. heart-type creatine kinase) 

-CK-BB: moždana kreatin kinaza (engl. brain-type creatine kinase) 

-CK: kreatin kinaza (engl. creatine kinase) 

-FGF: od engl. fibroblast growth factor 

- FSC-detektora: od eng. forward scatter detector 

- GET: individualni aerobni prag 

-GPI: glikozil-fosfatidilinozitol (engl. glycosylphosphatidylinositol) 

-IL-1: interleukin 1 (engl. interleukin) 

-LBP: LPS vezni protein (engl. lipopolysaccharide binding protein) 

-LDH: laktat dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase) 

-LPS: lipopolisaharid (engl. lipopolysaccharide) 

-Mb: mioglobin (engl. myoglobin) 

-NF-κB: nuklearni faktor koji kontrolira transkripciju DNA (engl. nuclear factor kappa-light-

chain-enhancer of activated B cells) 

-NK: stanice prirodne ubojice (engl. natural killer) 

-PCr: kreatinin fosfat (engl. phosphocreatine) 

-PDGF: od engl. platelet-derived growth factor 

-PMN: polimorfonuklearni leukociti (engl. Polymorphonuclear Leukocytes) 

-ROS: reaktivne vrste kisika (engl. reactive oxygen species) 

- SSC-detektor: od engl. side scatter detectot 

-TNF: od engl. tumor necrosis factor  

-TGF- β: transformirajući faktor rasta-β (engl. transforming growth factor beta) 

- VO2 max: maksimalni primitak kisika 

- VO2: volumen kisika 

- VCO2: volumen ugljikovog dioksida 
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1. UVOD 
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1.1. Kronične bolesti u Hrvatskoj 
 

U današnje vrijeme kronične bolesti jedan su od glavnih javnozdravstvenih problema u 

razvijenim zemljama. Povezane su sa životnim stilom modernog doba koji uključuje sjedilački 

način života i reduciranu tjelesnu aktivnost. Od kroničnih nezaraznih bolesti godišnje u svijetu 

umre 38 milijuna ljudi što čini 68 % ukupne smrtnosti, dok je taj postotak u Europi 86 %, a u 

Republici Hrvatskoj čak 93 % (Tablica 1) (1). 

 

Tablica 1. Smrtnost u Hrvatskoj uzrokovana kroničnim nezaraznim bolestima (1) 

TABLICA 1. Rang ljestvica 10 vodećih uzroka smrti u Hrvatskoj 2008. godine 

Rang MKB-X 

šifra 

Dijagnoza Ukupno % 

1. I20-I25 Ishemijska bolest srca 10.101 19,37 

2. I60-I69 Cerebrovaskularne bolesti 8.076 15,49 

3. I50 Insuficijencija srca 3.059 5,87 

4. C33-C34 Zloćudna novotvorina dušnika i 

pluća 

2.750 5,27 

5. C18-C21 Zloćudne novotvorine debelog 

crijeva 

1.855 3,56 

6. K70, K73, K74, 

K76 

Kronične bolesti jetre, fibroza i 

ciroza 

1.311 2,51 

7. J40-J46 Bronhitis, emfizem, astma 1.303 2,50 

8. E10-E14 Dijabetes melitus 1.296 2,49 

9. I70 Ateroskleroza 1.058 2,03 

10. I10-I13 Hipertenzivne bolesti 1.033 1,98 

Ukupno 10 uzroka smrti 31.842 61,06 

Ukupno umrli 52.151 100,00 

 

 

Redovna tjelesna aktivnost je odavno prepoznata kao primarna prevencija od oboljenja 

kod 35 kroničnih nezaraznih bolesti koje obuhvaćaju dijabetes tipa 2, bolest masne jetre, 
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pretilost, hipertenziju, depresiju, anksioznost, kognitivnu disfunkciju i mnoge druge ali 

mehanizmi koji dovode do smanjenja rizika od obolijevanja nisu u potpunosti poznati (2). 

 Prema uputama Svjetske zdravstvene organizacije odraslim osobama se savjetuje 150 

minuta tjelesne aktivnosti tjedno. Ukoliko su treninzi srednjeg intenziteta potrebno je 5 puta 

tjedno trenirati 30-60 minuta, a za trening visokog intenziteta 20-60 minuta 3 puta u tjednu (3). 

Iako redovito vježbanje donosi brojne dobrobiti za naše zdravlje, redovito i dugotrajno 

vježbanje te intenzivna tjelesna aktivnost mogu dovest do kroničnog umora, mišićnog oštećenja 

i pojave upalnog odgovora imunološkog sustava (4). 

 

   

1.2. Mišićna oštećenja 
 

Ozbiljnost mišićnog oštećenja ovisi o vrsti, intenzitetu i ukupnom trajanju treninga. 

Intenzivna tjelesna aktivnost može dovesti do oštećenja mišićnih vlakana poprečno-prugastih 

mišića, najčešće tijekom izvođenja novih vrsta vježbi, a posebno ekscentričnim kontrakcijama 

u velikom rasponu pokreta (5). 

Pokazatelji toga su nam unutarstanični metaboliti u međustaničnom prostoru. 

Ponovljena elongacija mišićnih vlakana karakterizira ekscentrične aktivnosti te posljedično 

dovodi do mehaničkih oštećenja na spoju dviju sarkomera, koje nazivamo Z-linija, te nam je to 

glavni uzročnik otjecanja unutarstaničnih metabolita (Slika 1). To se događa zbog veće sile na 

manje aktivna vlakna koja su pri opiranju produljenju sklona kidanju (6). 
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Slika 1. Građa mišićne sarkomere (7) 

 

Tijekom metaboličkog poremećaja uslijed fizičke aktivnosti može doći i do smanjenja 

ATP-a koji nam je dostupan te poremećaja rada Na+/K+ i Ca2+ pumpe. Ukoliko se to dogodi, 

izvanstanični Ca2+ naglo ulazi u unutarstanični prostor, izaziva niz kaskadnih proteolitičkih 

reakcija na staničnoj razini i dovodi do povećanja membranske permeabilnosti te u konačnici 

otpuštanja viška Ca2+ iona i ostalih staničnih metabolita u izvanstanične prostore (8). Sam 

mehanizam metaboličkih i mehaničkih oštećenja za sad je još nejasan te postoji mnogo 

neslaganja između istraživača s obzirom da je teško izdvojiti mišićno oštećenje uvjetovano 

treningom od učinka ostalih čimbenika. Također naglašavamo da preveliki stupanj mišićnog 

oštećenja narušava sposobnost stvaranja sile u mišiću i negativno utječe na oporavak mišića 

(9). 

1.2.1. Direktni markeri mišićnog oštećenja 

 

Direktnim markerima mišićnog oštećenja smatraju se biokemijski markeri poput raznih 

enzima i proteina čiji je porast u krvnom serumu povezan sa povećanom tjelesnom aktivnosti. 

Spomenute makromolekule se u pravilu nalaze u staničnoj citoplazmi te nam njihova pojava u 

međustaničnom prostoru ukazuje na to da je došlo do poremećaja na stanično/tkivnoj razini 

(10). 
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 Pri utvrđivanju postojanja mišićnog oštećenja najčešći „cureći“ produkti koji se koriste 

jesu kreatin kinaza (CK), ona se ujedno smatra zlatnim standardom, te laktat dehidrogenza 

(LDH) (11). 

Kreatin kinaza  je enzim koji ima glavnu ulogu u održavanju energetske ravnoteže 

stanice, katalizira reverzibilnu reakciju kreatina (Cr) i adenozin trifosfata (ATP) tijekom koje 

dobivamo energijom bogat kreatin-fosfat (PCr) i adenozin difosfat (ADP) (Slika 2). To je 

dimerni enzim ukupne mase 86 kDa, a pronalazimo ga u mitohondrijima i citoplazmi stanica 

koje imaju veliku potrebu za energijom. Kako je riječ o enzimu koji je u najvećoj mjeri 

zastupljen u poprečno prugastim mišićima, povećana aktivnost CK najčešće je izravan 

pokazatelj postojanja oštećenja odnosno bolesti skeletnog mišića (12). 

 

 

Slika 2. Kreatin kinaza katalizira reverzibilnu fosforilaciju kreatina u fosfokreatin 

pomoću ATP-a (13) 

 

 Citoplazmatska CK sastoji se od dva tipa podjedinica: M (engl. muscle type) i B (engl. 

brain type). Pomoću njih moguće je povezivanje u tri različita izoenzima: CK-MM (kreatin 

kinaza skeletnog mišića), CK-MB (kreatin kinaza srčanog mišića), te CK-BB (moždana kreatin 

kinaza). Kod zdravih osoba ukupna kreatin kinaza mjerena iz krvnog seruma kombinacija je 

CK-MM  (95 %) i CK- MB (5 %) (14). 
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Slika 3. Struktura CK (15) 

 

CK-MM izoenzim kemijski je vezan na sarkoplazmatski retukulum u području M – 

linije miofibrila. Također je pronađen u području sarkomerne I- pruge, gdje se smatra da 

predstavlja pomoć pri povećanim energetskim zahtjevima. CK-MM izoenzim nalazi se u 

staničnoj citoplazmi, a istovremeno i u samoj strukturi miofibrila, pa se s obzirom na tu 

činjenicu postavlja pitanje da li se CK pojavljuje u međustaničnom prostoru kao znak 

strukturalnih oštećenja mišićnih vlakana ili je to znak metaboličkih poremećaja čija je 

posljedica povećanje permeabilnosti staničnih membrana (16). 

 

1.2.2. Indirektni markeri mišićnog oštećenja 

 

Biljezi umora perifernih ljudskih mišića zapravo su markeri staničnog mišićnog 

oštećenja koji nam pokazuju pojačan imunološki odgovor na mikro oštećenja. Prilikom 

istraživanja je utvrđeno kako u krvotoku broj leukocita značajno raste tijekom jednokratne 

aktivnosti. Prisutnost veze između imunološkog odgovora i tjelesne aktivnosti je očita, međutim 

sami imunološki odgovor te također razne kontradiktornosti poput utjecaja treninga različitog 

volumena, modaliteta, intenziteta, tjelesne forme ispitanika kao i njegove dobi te spola na 

imunološki odgovor mogu otežati donošenje zaključaka (17). Sama činjenica da su bazalne 

vrijednosti upalnih markera ljudi koji su tjelesno aktivni niže od onih koji nisu aktivni, govori 

nam da mora postojati adaptacija našeg imunološkog odgovora na redovitu tjelesnu aktivnost 

(18).  
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Jednokratne tjelesne aktivnosti nam u organizmu stvaraju upalno stanje iako u principu 

tjelesne aktivnosti na nas utječu protuupalno. U kontekstu medicine, upalom smatramo precizno 

definirane kemijske procese koji sačinjavaju degeneraciju i regeneraciju vlakana mišića ali i 

okolnog vezivnog tkiva nakon što oštetimo mišić programiranim tjelesnim vježbanjem (18). 

 Jači upalni odgovor tj. povećan broj neutrofila i monocita opažen je kod tjelesne 

aktivnosti većeg intenziteta. Na staničnoj razini nastaju mikrostrukturalne promjene koje 

tijekom tjelesne aktivnosti uzrokuju brzo premještanje neutrofila koji će migrirati unutar 

oštećenog tkiva te će tu povećati proizvodnju reaktivnih vrsta kisika (ROS; engl. reactive 

oxygen species), a posljedica toga je još veće mišićno oštećenje. Oni ostaju u mišićnim 

stanicama tijekom 24 sata te ih zatim zamjenjuju aktivne upalne stanice monociti (makrofazi), 

koji stvaraju mnogobrojne proupalne citokine. Makrofazi se mogu zadržati unutar stanice i do 

14 dana od početka tjelesne aktivnosti (19) (Slika 4).  

 

 

Slika 4. Imunosni odgovor na mišićno oštećenje uzrokovano tjelesnom aktivnosti. PMN – 

polimorfonuklearni leukociti; Mb – mioglobin; CK – kreatin-kinaza; ROS – reaktivni kisikovi 

spojevi (20) 



8 
 

 
 
 

1.3. Klasifikacija monocita 
 

Monocite definiramo kao cirkulirajuće krvne stanice koje čine jednu komponentu 

„mononuklearnog fagocitnog sustava“ zajedno sa makrofazima i dendritičkim stanicama. Oni 

nam čine 10% ljudskih i 4% mišjih perifernih leukocita koji se razvijaju iz koštane srži 

zajedničkog mijeloidnog prekursora kojeg dijele s eritrocitima, granulocitima, trombocitima i 

dendritičkim stanicama (Slika 5) (21). 

 

 

Slika 5. Razvoj monocita (22) 

 

 

1.4. Subpopulacije monocita 
 

Monocite dijelimo na tri tipa s obzirom na ekspresiju CD16 (IgG receptor niskog 

afiniteta) i CD14 (stanični koreceptor za liposaharide [LPS]).  
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Slika 6. Grafički prikaz monocitne subpopulacije (23) 

 

Subpopulacije: 

a) Klasični monociti Mon1 (CD14++CD16-) - smatramo ih prvom linijom obrane te su 

nam oni zaduženi za fagocitnu aktivnost; čine oko 90% ukupnih monocita; CD14 je 

jako eksprimiran, dok CD16 nije eksprimiran 

b)  Intermedijarni monociti Mon2 (CD14++CD16+ ) - zadatak im je produkcija 

reaktivnih vrsta kisika te nam pokazuju protuupalnu i proupalnu aktivnost; CD14 je 

jako eksprimiran, dok je CD16 slabo eksprimiran  

c) Neklasični monociti Mon3 (CD14+CD16++) - pokazuju izrazitu protuupalnu 

aktivnost i njihova glavna uloga je adaptacija imunološkog sustava; CD14 je slabo 

eksprimiran, CD16 je jako eksprimiran (23).  

 

Do pojave protočne citometrije podrijetlo i podvrste monocita bile su slabo poznate, ali 

zahvaljujući ovoj tehnologiji omogućena nam je identifikacija progenitora i diferencijacija 

različitih vrsta stanica (Slika 6) (24). 
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Slika 7. Subpopulacije monocita (25) 

 

 

1.5. Ekspresija i funkcija CD14 
 

Gotovo je 10 godina CD14 definiran isključivo na osnovi njegove lokalizacije na 

mijeloidnim stanicama. Otkriće da može funkcionirati kao receptor za lipopolisaharid (LPS) 

promijenio je koncept njegove uloga u fiziologiji mijeloidnih stanica (26). 

CD14, ranije poznat kao antigen MY23, površinski je antigen i član obitelji 

glikoproteina na površini stanice. Protein kodiran genom CD14 prvenstveno se eksprimira u 

monocitima/makrofagima. On je receptor visokog afiniteta za gram-negativni endotoksin 

lipopolisaharid LPS i komplekse LPS veznog proteina (LBP). CD14 prepoznaje i veže se na 

LPS, uzrokujući fosforilaciju tirozina, translokaciju nuklearnog faktora NF-κB, izazivajući 

oslobađanje citokina i proizvodnju slobodnih radikala kisika, te igra važnu ulogu u nizu reakcija 

uzrokovanih imunološkim i obrambenim sustavom (27). 
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           CD14 kao receptor za LPS prisutan je u membranskom i topljivom obliku. Membranski 

CD14 (mCD14) pretežno se eksprimira na monocitima, makrofazima i granulocitima. Izvor 

topljivog CD14 (sCD14) još je nejasan. Prethodno istraživanje korištenjem monocita pokazalo 

je da sCD14 može biti izveden ili iz izdvajanja mCD14 ili iz izravne sekrecije monocita. Još je 

neizvjesno je li monocit jedini ili čak glavni izvor sCD14 (28). 

           CD14 kao receptor stanične membrane bakterijskog LPS-a, igra ključnu ulogu u nizu 

patoloških reakcija uzrokovanih imunološkim i obrambenim sustavom. 

mCD14: U stanicama s mCD14 kao što su monociti, makrofagi i neutrofili, mCD14, 

nakon što je podvrgnut svom ligandu LPS/LBP, može izazvati ciljne stanice da proizvode 

citokine, potičući tako tijelo da proizvede imunološki odgovor i patološko oštećenje. mCD14 

stimulira monocite da luče TNF, IL-1 i druge citokine. mCD14 stimulira makrofage da 

proizvode FGF, transformirajući faktor rasta-β (TGF-β) i PDGF, od čega svi mogu inducirati 

rast stanica. Osim što je uključen u aktivaciju stanica kao LPS receptor, CD14 ima i druge 

funkcije. CD14 je jedan od receptora za prepoznavanje i fagocitozu apoptotskih stanica na 

makrofazima (29). 

sCD14: Topljivi CD14 (sCD14) natječe se sa CD14 stanične membrane za vezanje na 

LPS i posreduje u odgovoru endotelnih stanica i glatkih mišićnih stanica koje ne eksprimiraju 

CD14 na LPS. Topivi CD14 veže se na LPS i vrši različite fiziološke funkcije pod različitim 

uvjetima koncentracije. U fiziološkoj koncentraciji, sCD14 djeluje kao LPS agonist, dok u 

višim koncentracijama, sCD14 djeluje kao LPS antagonist. Naprimjer, povećana koncentracija 

sCD14 u krvi može smanjiti vezanje LPS/LBP kompleksa na monocite i dodatno smanjiti 

proizvodnju upalnih citokina, čime se regulira upalni odgovor (29). 

 

 

1.6. Ekspresija i funkcija CD16 
 

           CD16 je Fc receptor imunoglobulina G (IgG) niskog afiniteta koji se eksprimira na 

prirodnim stanicama ubojicama (NK), granulocitima, aktiviranim makrofagima i nekim T 

limfocitima (30). NK stanice su veliki granulirani limfociti uključeni u obranu domaćina od 

tumorskih stanica i stanica zaraženih virusima. Uz prirodnu citotoksičnost, NK stanice mogu 
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utjecati na citotoksičnost ovisnu o antitijelima posredovanu CD16 receptorom, te nam je zbog 

toga on od velike važnosti (31). CD16 receptor eksprimira se u dva oblika iz dva različita gena: 

a) FcgRIIIb/CD16b je visoko izražen na neutrofilima 

b) FcgRIIIa/CD16a je izražen na prirodnim stanicama ubojicama (NK) 

 

Ovi se proteini razlikuju po samo četiri aminokiselinska ostatka u zrelim proteinima. N-

terminalni signalni peptid ne nalazi se u potpuno obrađenim proteinima. C-terminalni ostaci 

CD16b cijepaju se prije dodavanja GPI sidra na novootkriveni C-terminalni serin. Oba proteina 

cijepa ADAM17 i oslobađa ih sa površine stanice nakon aktivacije stanice (32). 

 

 

1.7. Utjecaj tjelesne aktivnosti na subpopulacije monocita 
 

Odmah nakon aktivnosti dolazi do akutnog porasta CD16+ monocita vjerojatno zbog 

toga što se oni prije tjelesne aktivnosti nalaze u marginalnim krvnim bazenima periferne krvi. 

Adherani su na krvne žile, zbog čega se ne mogu izmjeriti, ali uslijed stresa kojeg izaziva 

tjelesna aktivnost CD16+ monociti se otpuštaju sa krvnih živa u centralni krvni bazen i mi 

bilježimo njihov porast u perifernoj krvi (33).  

Literatura koja istražuje utjecaj tjelesne aktivosti na ekspresiju subpopulacija monocita 

nije česta i uglavnom se bazira na ispitanicima koji su starije životne dobi ili imaju određena 

kronična oboljenja (34). Kako bi došlo do aktivacija CD16+ monocita potrebna je samo 

jednokratna maksimalna anaerobna aktivnost u trajanju od jedne minute (35). Akutna aktivacija 

CD16+ monocita prijavljena je nakon aerobne tjelesne aktivnosti  kod ispitanika s bubrežnim i 

srčanim oboljenjima ali smo na slične rezultate naišli također i kod zdravih ispitanika. Do sada 

je jedino istraživanje akutnog utjecaja treninga različitog inteziteta na ekspresiju subpopulacija 

monocita provedeno pri različitim modalitetima treninga s otporom, te sličnih istraživanja 

tijekom aerobne tjelesna aktivnosti nema (36). 
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA I HIPOTEZA 
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2.1. Cilj istraživanja 

 
Osnovni cilj ovog istraživanja bio je utvrditi kako trening različitog intenziteta (ispod ili iznad 

bazalnog metabolizma) utječe na monocitne subpopulacije na uzorku sportaša rekreativaca. 

 

 

2.2. Hipoteza 
 

Sukladno navedenim ciljevima postavljena je sljedeća hipoteza:  

 - Postoji značajna povezanost između intenziteta tjelesne aktivnosti i ekspresije upalnih 

CD14⁺⁺CD16⁻i protuupalnih CD14⁺CD16⁺⁺ monocitnih markera kod sportaša rekreativaca.  
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3. MATERIJALI I METODE 
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3.1. Uzorak ispitanika 
 

Uzorak čini 10 rekreativno aktivnih, zdravih ispitanika u dobi od 18 do 35 godina. 

Rekreativna aktivnost koju prakticiraju je trčanje 3 do 4 puta tjedno u trajanju od 30 do 40 

minuta. Svi ispitanici su muškarci kako bi isključili utjecaj hormona na krajnje rezultate. Svi 

ispitanici su upućeni u oblik i protokol istraživanja te su dali suglasnost za sudjelovanje u istom 

s mogućnošću izlaska u bilo kojem trenutku. Sedam dana prije početka istraživanja ispitanici 

nisu smjeli koristiti nikakve antioksidanse, a na dan ispitivanja nikakve supstance sa diuretskim 

učinkom (čaj, kava) kako im urin ne bi bio razrijeđen. Ispitanicima je također mjeren C reaktivni 

protein na dan testiranja te u slučaju njegove povišenosti ispitanik nije mogao sudjelovati u 

istraživanju. 

 

 

3.2. Procedura mjerenja i varijable 
 

Na prvom dolasku svakom ispitaniku određen je maksimalni primitak kisika (VO2 max) 

na trkačkom spiroergometru inkrementalnim testom (Slika 9). Ukoliko se ispitanik prije nije 

susretao sa trakom za trčanje došao bi na jedan neovisan trening kako bi se upoznao sa načinom 

testiranja. Protokol testiranja obuhvaćao je dva dijela. U prvom dijelu testa ispitanik bi započeo 

trčanje brzinom od 5 km/h nakon čega bi se brzina povećavala svake 3 minute za 1 km/h dok 

se ne dosegne brzinu od 7 km/h te je taj dio služio za zagrijavanje ispitanika. Zatim bi se brzina 

povećavati za 0.5 km/h svakih 30 sekundi. U trenutku kada ispitanik više ne bi mogao pratit 

brzinu pokretne trake dao bi znak da se ispitivanje zaustavi. Ovakav test koristio se za 

određivanje aerobnog praga svakog ispitanika (37). 
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Slika 8. Ispitanik na traci za trčanje 

 

Kako su ispitanici rekreativni sportaši bio im je prilagođen intenzitet tjelesne aktivnosti 

u istraživanju – (aktivnost u zoni aerobnog praga). Zatim im je određen individualni aerobni 

prag (GET) iz podataka dobivenih VO2 max testom tzv. V- slope metodom (38). To je metoda 

korištena za vizualno određivanje prve točke odstupanja od linearnosti izlaza ugljikovog 

dioksida (VCO2) iscrtanog u odnosu na unos kisika (VO2). Točka u kojoj je VCO2 odstupio od 

linije s nagibom jednakim 1,00 vizualno je odabrana kao prag izmjene plina tijekom 
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inkrementalne vježbe (39). Kako bi se umanjio utjecaj vremenskog odmaka realnog stanja u 

mišićima s dobivenim podacima iz izdahnutih plinova rezultate koje dobijemo moramo 

korigirati tj. vratiti unatrag za 30 sekunda (40). Svakom ispitaniku se prvo odredila njegova 

individualna GET zona te zatim, s obzirom na brzinu trčanja u GET zoni, izračunala brzina 

trčanja u zoni 10% iznad (GET +10 %) i zoni 10% ispod (GET-10 %) aerobnog praga. Nakon 

što je VO2 max test bio odrađen, svaki ispitanik bi odradio tri 20 minutna testiranja u zonama 

koje smo gore naveli (GET, GET-10 %, GET+10 %).  

Svi testovi započinjali su hodanjem u trajanju od 5 minuta na pokretnoj traci pri brzini 

od 5 km/h, a nakon toga bi slijedilo trčanje pri brzinama individualnim za svakog ispitanika. 

Kako je u pilot istraživanju utvrđeno da trajanje aktivnosti u zoni GET+10 %  može maksimalno 

biti 20 minuta, jer više od toga izabrani profil ispitanika ne može izdržati, vrijeme trajanja 

navedenih testova prilagodili smo tome. Testiranja se odrađivalo uvijek u jutarnjim satima, u 

razmaku od sedam dana. Zbog psihološkog učinka koji bi mogao utjecati na rezultate testova, 

prije svakog testiranja ispitanici bi izabrali šifriranu karticu koja sa sobom nosi određeni 

intenzitet aktivnosti za taj dan. Šifre kartica bile su poznate su istraživačima ali ne i ispitanicima. 

 

 

3.3. Obrada uzorka krvi 
 

Diferencijalnu krvnu sliku određujemo Coulterovom metodom, iz uzorka pune venske 

krvi, uz pomoć biokemijskog auto-analizatora Beckman Coulter Olympus AU480. Uzorak krvi 

potreban za protočnu citometriju i biokemijsku analizu prikupljen je od svih ispitanika 30 

minuta prije i nakon treninga. Krv se uzorkovala 30 minuta nakon aktivnosti kako bi se umanjila 

mogućnost utjecanja mijenjanja volumena krvne plazme na rezultate (41). Sto mikrolitara pune 

krvi je prethodno tretirano reagensom za blokiranje Fc receptora (Miltenyi Biotec GmbH, 

Bergisch Gladbach, Njemačka) kako bi se spriječilo nespecifično vezanje. Krv je zatim 

inkubirana 20 minuta u mraku na 25°C s 4 µL anti-humanih CD14s PerCP-Cy5.5 konjugiranog 

protutijela (eBioscience, SAD) i 5 µL fikoeritrinom konjugiranih antitijela reaktivnih na ljudski 

CD16 (eBioscience, SAD). Nakon lize crvenih krvnih stanica otopinom za lizu (Miltenyi Biotec 

GmbH, Bergisch Gladbach, Njemačka), stanice su analizirane na protočnom citometru (BD 

Accuri C6, BD Biosciences, Belgija) (Slika 10). Mjereni su također i uzorci neobojanih stanica 
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i obrađeni su kao negativne kontrole za postavljanje odgovarajućih regija. Prikupljali smo 106 

stanica. 

 

 

Slika 9. Protočni citometar na kojem je rađeno ispitivanje 

 

 

3.4. Protočna citometrija 
 

Protočna citometrija popularna je tehnika u hematologiji jer nam omogućava relativno 

brzu, točnu i osjetljivu analizu velikog broja stanica (42). Protočni citometar sačinjavaju 3 

sustava koja su međusobno povezana: protočnog, optičkog i elektronskog. Protočni sustav čine 

pokretačka tekućina, koja nam služi kako bi nosila staničnu suspenziju, zatim stanična 

suspenzija i zračni potisak. Stanice iz stanične suspenzije u protočnom sustavu pojedinačno 

laminarnim protokom kroz sustav uske kapilare dolaze do snopa laserskog svjetla. Ono zajedno 

sa lećama, filtrima i osjetnicima čine optički sustav. Nakon što se stanice obasjaju laserskim 

svjetlom, stupanj raspršenja svjetlosti iste valne duljine pokazuje nam fizičke osobine stanice - 

veličine i zrnatosti (43). Specifične stanične strukture dodatno se obilježavaju fluorescentnim 

bojama koje mogu biti slobodne ili vezane za monoklonska protutijela. Kada fluorescentne boje 

(fluorokrome) obasjamo laserskim svjetlom one emitiraju svjetlost veće valne duljine od ulazne 

svjetlosti. Svjetlost hvataju detektori tj. specifični osjetnici protočnog citometra, kojih ima 

najmanje 4 dakle hvataju četiri različite boje koje su vezane na četiri različita protutijela (Slika 

11). Veličina stanice se može odrediti pomoću FSC-detektora (engl. forward scatter), dok se 

unutarnja struktura stanice može odrediti pomoću SSC-detektora (engl. side scatter). Oba 
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detektora hvataju raspršene zrake svijetlosti te su svi svjetlosni signali pretvoreni u digitalne 

signale koji se prenose u elektronsko računalo kako bi nam služili za analizu (44). 

 

 

Slika 10. Razvrstavanje uzorka pomoću skretanja kapljica (45) 

 

Za definiranje populacija stanice najčešće koristimo citogram veličine i zrnatosti stanica 

(FSC×SSC) na kojem se postavlja regija (R) analize oko ciljnih stanica. Iz njih će se analizirati 

specifični fluorescentni signali, što smatramo jednim od najvećih prednosti moderne protočne 

citometrije, budući da stanice prije analize fizički ne moramo razdvojiti. Velika brzina mjerenja 

signala (više od 103 stanice po sekundi) te mjerenje više parametara u isto vrijeme (i do desetak) 

također su neke od prednosti modernih citometara (46). 

 

 

3.5. Biokemijska analiza 
 

Sve uzorke analizirao je iskusan stručnjak biokemičar u jednom laboratoriju (LabPlus) 

slijedeći isti standardni postupak. Plazmatski nivo C-reaktivnog proteina visoke osjetljivosti 

bilo je određivan lateks turbidimetrijskom metodom (Abbott Laboratories, Chicago, SAD). 

Ostale biokemijske analize mjerene su standardnim laboratorijskim metodama. 
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3.6. Analiza podataka 
 

Podaci prikupljeni citometrom analizirani su pomoću softvera FlowLogic (Inivai 

Technologies, Mentone Victoria, Australija). Naprijed je prikazana fluorescencija leukocita 

raspršeni/bočni (FSC/SSC) točkasti dijagrami. FSC parametar označava promjer ćelije i SSC 

označava zrnatost stanice. Populacija limfocita je označena elipsom E1, monocitna populacija 

s E2, a populacija granulocita s E3. 

 

 

Slika 11. Reprezentativan graf za limfocite (E1), monocite (E2), granulocite (E3). (47) 
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4. REZULTATI 
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4.1. Antropometrijski parametri ispitanika 
 

Nije postojala značajna razlika između visine, težine, dobi i indeksa tjelesne mase kod 

ispitanika. Svi ispitanici su bili muškarci, kako hormonski status ne bi utjecao na rezultate, te 

rekreativni sportaši bez drugih pridruženih bolesti. 

 

Tablica 2. Osnovne karakteristike ispitanika i njihova srednja vrijednost 

SD- standardna devijacija  

 

 

 

4.2. Utjecaj treninga različitog intenziteta na CD14++CD16+ monocitnu 

podskupinu kod ispitanika amatera   
 

Rezultati su pokazali da tjelesna aktivnost utječe na aktivaciju proupalnih monocita 

CD14++CD16+. Trening pri intenzitetu 2 i 3 pokazao je porast proupalnih monocita kod 

ispitanika, no nije imao statistički značajnu važnost (Tablica 3.). 

 

Tablica 3. Razlike u broju CD14++CD16+ proupalnih monocita pri intenzitetu  2 i 3 

*analiza varijance (ANOVA) 

karakteristika srednja vrijednost ± SD 

visina 185.11±3.34 

težina 89.72±7.77 

dob 34.36±0.924 

BMI 26.13±0.519 

Varijable 

Opisna statistika 

N 
 

Aritmetička 

sredina 
 

Conf. 

-

95.000% 
 

Conf. 

95.000% 
 

Min 
 

Max 
 

 p* 
 

CD14++CD16+ 

Događaj 1 
 

9 90.44 10.20 170.69 9.00 333.00  

CD14++CD16+ 

Događaj 1' 
 

9 100.78 -8.72 210.28 16.00 435.00 p ˃ 0.05 

CD14++CD16+  

Događaj 2 
 

10 46.36 8.37 78.3523 7.00 177.00  

CD14++CD16+  

Događaj 2' 
 

10 54.63 19.15 96.11 7.00 196.00 p ˃ 0.05 

CD14++CD16+  

Događaj 3 
 

10 64.36 14.84 105.88 7.00 251.00  

CD14++CD16+  

Događaj 3' 
 

10 80.27 25.94 122.59 10.00 244.00 p ˃ 0.05 
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4.3. Utjecaj treninga različitog intenziteta na CD14++CD16- monocitnu 

podskupinu kod ispitanika amatera 

 

Razlika u broju upalne monocitne populacije također je opažena. Broj upalnih monocita 

CD14++CD16-  porastao je, međutim nedovoljno da bi imao statistički značajnu važnost 

(Tablica 4). Statistički značajnu važnost je pokazala posthoc analiza na CD14++CD16- za  

različite intenzitet treninga (Tablica 4a) ukoliko gledamo ukupan uzorak ispitanika. Naši 

rezultati također upućuju na to da vrijeme uzimanja krvi i broj testiranih subjekti utječu na 

rezultate.  

   
Tablica 4. Razlike upalne monocitne populacije kod ispitanika pri različitim intenzitetima  

opterećenjima 

 

Varijable 

Opisna statistika 

N 
 

Aritmetička  

sredina 
 

Conf. 

-95.000% 
 

Conf. 

95.000% 
 

Min 
 

Max 
 

p* 
 

CD14++CD16- 

Događaj 1 
 

10 400.90 264.34 537.46 28.00 679.00  

CD14++CD16- 

Događaj 1' 
 

10 429.50 279.40 579.59 151.00 752.00 0.646 

CD14++CD16- 

Događaj 2 
 

11 414.27 257.08 571.45 107.00 963.00  

CD14++CD16- 

Događaj 2' 
 

11 468.09 318.79 617.39 199.00 856.00 0.162 

CD14++CD16- 

Događaj 3 
 

11 396.00 302.09 489.91 232.00 686.00  

CD14++CD16- 

Događaj 3' 
 

11 502.36 395.38 609.34 266.00 729.00 0.139 

*analiza varijance (ANOVA) 

 
Tablica 4a.   

 

Učinak 

Ponavljana Mjerenja Analize Varijacije sa Učinkom Veličine i Snage (Spreadsheet38)  

Sigma-ograničena parametrizacija Učinkovita dekompozicija hipoteze 

SS 
 

Stupnjevi  

slobode 
 

F 
 

p 
 

Učinak veličine 
 

OPTERECENJE 
 

20170 2 0.2352 0.792817 0.025466 

TRETMAN 
 

75260 1 7.1837 0.025196 0.443886 

OPTERECE*TRETMAN 
 

13453 2 0.3597 0.702808 0.038428 

ANOVA 
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Redovita tjelesna aktivnost donosi brojne dobrobiti za naše zdravlje i služi kao 

prevencija od mnogih nezaraznih bolesti. Također, pri velikom intenzitetu, aktivnost može 

imati utjecaj na odgovor imunološkog sustava te dovesti do mišićnog oštećenja. Kao produkt 

tog mišićnog oštećenja imamo direktne i indirektne markere koji ukazuju na oštećenje. 

Indirektni markeri su upalni i protuupalni monociti čiju smo pojavnost pratili u našem 

istraživanju te kao konačan rezultat dobili porast upalnih i protuupalnih monocita. To nam 

govori da bi tjelesna aktivnost mogla utjecati na imunološki sustav kontroliranjem ne samo 

protuupalnih već i upalnih monocita. 

Pedersen i sur. u svom radu prikazuju kako nakon intenzivnog dugotrajnog vježbanja, 

imunološki sustav karakterizira popratno oštećenje staničnog imunološkog sustava i povećana 

upala. Stoga se niske koncentracije limfocita, potisnuta prirodna imunost, potisnuta 

proliferacija limfocita i potisnute razine sekretornog IgA u slini nalaze istovremeno s visokim 

razinama cirkulirajućih proupalnih i protuupalnih citokina. Temeljni mehanizmi su 

multifaktorijalni i uključuju neuroendokrinološke i metaboličke čimbenike (48). 

Kliničke posljedice imunoloških promjena izazvanih vježbanjem nisu službeno 

identificirane, ali učinak vježbanja na dinamiku limfocita i imunološku funkciju može biti 

povezan s učincima vježbanja na otpornost infekcija i malignih bolesti, a odgovor citokina može 

biti povezan s oštećenjem mišića ili rast stanica (49). 

           Da redovito vježbanje smanjuje rizik od kroničnih metaboličkih i kardiorespiratornih 

bolesti govore nam Gleeson i sur., dijelom zato što vježba ima protuupalne učinke. Protuupalni 

učinci redovitog vježbanja mogu se očitovati i smanjenjem mase visceralne masti i indukcijom 

protuupalnog okruženja sa svakim ciklusom vježbanja. Različiti mehanizmi mogu pridonijeti 

stvaranju ovog protuupalnog okruženja, uključujući: povećano oslobađanje kortizola i 

adrenalina iz nadbubrežne žlijezde; povećana proizvodnja i puštanje IL-6 i drugih miokina iz 

radnog skeletnog mišića; smanjena ekspresija TLR-a na monocitima i makrofagima (s 

naknadnom inhibicijom nizvodnog stvaranje proupalnih citokina); inhibicija infiltracije 

masnog tkiva monocitima i makrofagima; fenotipsko prebacivanje makrofaga unutar masnog 

tkiva; smanjenje cirkulirajućeg broja proupalnih monocita; i povećanje broja TReg stanica u 

cirkulaciji. Ovi protuupalni učinci vježbanja također su vjerojatno odgovorni za djelomičnu 

imunosupresiju koja čini elitne sportaše osjetljivije na uobičajene infekcije (50). 
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           Trenutačno ne znamo relativnu važnost tih različitih upalnih i protuupalnih mehanizama, 

iako se čini da vjerojatno ovisiti o načinu, učestalosti, intenzitetu i trajanju vježbe koja se izvodi. 

Istraživanja ovog tipa na uzorku zdravih ljudi koji su uključeni u neki od oblika rekreativne 

aktivnosti dosta su rijetka. Međutim, naše istraživanje svakako potvrđuje da tjelesna aktivnost 

utječe na imunološki sustav, no usprkos postojanju veze i brojnim istraživanjima ta veza još 

nije u potpunosti razjašnjena.  

Treba napomenuti i da je glavni ograničavajući faktor kod ovog istraživanja invazivna 

metoda kojom se procjenjuje postojanja mišićnih oštećenja i markera imunološkog odgovora 

(uzorkovanje krvi) koji dovodi i do glavnog nedostatka ovog istraživanja. Sam plan istraživanja 

zahtjeva četiri dolaska u laboratorij, a od toga tri dolaska uključuju uzorkovanje krvi prije i 

poslije aktivnosti (ukupno 6 uzorkovanja) pa je pronalazak ispitanika koji bi bili zainteresirani 

za sudjelovanje otežan. Također mogući remeteći čimbenici bi mogli biti i relativno nehomogen 

uzorak ispitanika (rekreativci) te ne poštivanje preporuka i pravila prije testiranja. U svakom 

slučaju smatramo da bi povećan broj ispitanika svakako doprinio kvalitetnijem rezultatu. 

Daljnjim istraživanjima treba utvrditi način, intenzitet i trajanje vježbanja potrebno za 

optimiziranje protuupalnih učinaka, a tek tada treba utvrditi je li vježbanje uvijek korisno kao 

terapija za liječenje bolesnika koji boluju od nekakvih upalnih stanja. Konačno, trebalo bi 

napomenuti da su potrebna daljnja istraživanja kako bi se jasno pokazali izravni i neizravni 

molekularni mehanizmi kojim tjelesno vježbanje utječe na imunološku funkciju. Nema sumnje 

da je redovita tjelovježba korisna za zdravlje, ali veliki je izazov potaknuti veći dio populacije 

da se uključi (50). 

. 
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6. ZAKLJUČAK 
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1. Broj upalnih monocita kod ispitanika tijekom treninga u zonama GET +10% i GET-

10% blago je porastao, no taj porast nije imao statistički značajnu važnost. Međutim, 

ako ispitanike ne gledamo pojedinačno već ih promatramo kao ukupan uzorak, vidimo 

statistički značajan porast. 

 

2. U broju protuupalnih monocita kod ispitanika tijekom treninga u zonama GET +10% i 

GET-10% nije došlo je do statistički značajnog porasta. 
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8. SAŽETAK 
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Cilj istraživanja:  

 

Cilj ovog istraživanja je utvrditi kako trening različitog intenziteta (ispod ili iznad bazalnog 

metabolizma) utječe na monocitne subpopulacije na uzorku sportaša rekreativaca. 

 

Materijali i metode: 

 

 Uzorci krvi svih sudionika uzeti su za analizu 30 minuta prije i nakon treninga. Uzorak je 

tretiran reagensom za blokiranje Fc receptora te je inkubirana 20 minuta u mraku na 25°C s 4 

µL anti-humanih CD14s PerCP-Cy5.5 konjugiranih antitijela i 5 µL fikoeritrinom konjugiranih 

antitijela reaktivnih na ljudski CD16. Nakon lize crvenih krvnih stanica otopinom za lizu, 

stanice su analizirane na protočnom citometru. Mjereni su također i uzorci neobojanih stanica 

i obrađeni su kao negativne kontrole. Podaci prikupljeni citometrom analizirani su pomoću 

softvera FlowLogic. 

 

Rezultati:  

 

Kao rezultat istraživanja dobili smo podatak da tjelesna aktivnost ima utjecaj na aktivaciju 

protuupalne te upalne monocitne skupine. Povećanjem intenziteta tjelesne aktivnosti opažen je 

porast broja monocitnih skupina. Također rezultati govore da vrijeme uzorkovanja krvi i broj 

ispitanika utječu na rezultate. 

 

Zaključak:  

 

Trening različitog intenziteta kod sportaša rekreativaca (ispod ili iznad bazalnog metabolizma) 

utjecao je na porast broja upalnih i protuupalnih monocita, ali je za bolje razumijevanje utjecaja 

intenziteta potrebno uzeti u obzir vrijeme uzorkovanja krvi i veći uzorak. 
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The aim of this study:  

The aim of this research is to determine how training at different intensities (below or above 

basal metabolism) affects monocyte subpopulations in a sample of recreational athletes. 

 

Methods:  

Blood samples of all participants were taken for analysis 30 minutes before and after training. 

The sample was treated with Fc receptor blocking reagent and incubated for 20 minutes in the 

dark at 25°C with 4 µL of anti-human CD14s PerCP-Cy5.5 conjugated antibodies and 5 µL of 

phycoerythrin-conjugated antibodies reactive to human CD16. After the lysis of red blood 

cells with lysis solution, the cells were analyzed on a flow cytometer. Samples of unstained 

cells were also measured and processed as negative controls. Data collected by cytometer 

were analyzed using FlowLogic software. 

 

Results: As a result of the research, we obtained an information that physical activity has an 

impact on the activation of anti-inflammatory and inflammatory monocyte groups. By 

increasing the intensity of physical activity, an increase in the number of monocyte groups 

was observed. The results also tell that the time of blood sampling and the number of subjects 

have an influence on results. 

 

Conclusion: Training of different intensity in recreational athletes (below or above basal 

metabolism) affects the increase in the number of inflammatory and anti-inflammatory 

monocytes, but for a better understanding of intensity influence, it is necessary to take into 

account the time of blood sampling and a larger sample. 
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