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POPIS KRATICA:

- ADAMI17: od engl. A disintegrin and metalloprotease 17

-ADP: adenozin difosfat (engl. adenosine diphosphate)

-ATP: adenozin trifosfat (engl. adenosine triphosphate)

-CD14: stanicni koreceptor za liposaharide, eksprimiran na makrofagima
-CD16: IgG receptor niskog afiniteta

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

-CK-MM: kreatin kinaza skeletnog misica (engl. muscle-type creatine kinase)
-CK-MB: kreatin kinaza sréanog misSica (engl. heart-type creatine kinase)
-CK-BB: moZdana 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. /ipopolysaccharide binding protein)

-LDH: laktat dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase)

-LPS: lipopolisaharid (engl. lipopolysaccharide)

-Mb: mioglobin (engl. myoglobin)

-NF-kB: 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- B: transformirajuci faktor rasta-f (engl. transforming growth factor beta)
- VO2 max: maksimalni primitak kisika

- VO2: volumen kisika

- VCOz: volumen ugljikovog dioksida



1. UVOD



1.1. Kronicne bolesti u Hrvatskoj

U danasnje vrijeme kroni¢ne bolesti jedan su od glavnih javnozdravstvenih problema u
razvijenim zemljama. Povezane su sa zZivotnim stilom modernog doba koji ukljucuje sjedilacki
nacin zivota i reduciranu tjelesnu aktivnost. Od kroni¢nih nezaraznih bolesti godi$nje u svijetu
umre 38 milijuna ljudi $to ¢ini 68 % ukupne smrtnosti, dok je taj postotak u Europi 86 %, a u

Republici Hrvatskoj ¢ak 93 % (Tablica 1) (1).

Tablica 1. Smrtnost u Hrvatskoj uzrokovana kroni¢nim nezaraznim bolestima (1)

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

Rang MKB-X Dijagnoza Ukupno %
Sifra
I 1. 120-125 Ishemijska bolest srca 10.101 19,37
I 2. 160-169 Cerebrovaskularne bolesti 8.076 15,49
I 3. 150 Insuficijencija srca 3.059 5,87
I 4. C33-C34 Zloc¢udna novotvorina dusnika i 2.750 5,27
pluc¢a
I 5. C18-C21 Zloc¢udne novotvorine debelog 1.855 3,56
crijeva
I 6. K70, K73, K74, Kroni¢ne bolesti jetre, fibroza i 1.311 2,51
K76 ciroza
I 7. J40-J46 Bronbhitis, emfizem, astma 1.303 2,50
L8 E10-E14 Dijabetes melitus 1.296 2,49
) 170 Ateroskleroza 1.058 2,03
L 10 110-113 Hipertenzivne bolesti 1.033 1,98
' Ukupno 10 uzroka smirti 31.842 61,06
' Ukupno umrli 52.151 100,00

Redovna tjelesna aktivnost je odavno prepoznata kao primarna prevencija od oboljenja

kod 35 kroni¢nih nezaraznih bolesti koje obuhvacaju dijabetes tipa 2, bolest masne jetre,



pretilost, hipertenziju, depresiju, anksioznost, kognitivnu disfunkciju 1 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 vjezbanje donosi brojne dobrobiti za naSe zdravlje, redovito i dugotrajno
vjezbanje te intenzivna tjelesna aktivnost mogu dovest do kroni¢énog umora, misi¢nog oste¢enja

1 pojave upalnog odgovora imunoloskog sustava (4).

1.2. MiSi¢na oStecenja

Ozbiljnost miSi¢nog oSte¢enja ovisi o vrsti, intenzitetu 1 ukupnom trajanju treninga.
Intenzivna tjelesna aktivnost moze dovesti do oStecenja miSi¢nih vlakana popre¢no-prugastih
misic¢a, najéescée tijekom izvodenja novih vrsta vjezbi, a posebno ekscentri¢nim kontrakcijama

u velikom rasponu pokreta (5).

Pokazatelji toga su nam unutarstanicni metaboliti u medustanicnom prostoru.
Ponovljena elongacija miSi¢nih vlakana karakterizira ekscentricne aktivnosti te posljedicno
dovodi do mehanickih oStecenja na spoju dviju sarkomera, koje nazivamo Z-linija, te nam je to
glavni uzro¢nik otjecanja unutarstani¢nih metabolita (Slika 1). To se dogada zbog vece sile na

manje aktivna vlakna koja su pri opiranju produljenju sklona kidanju (6).
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Slika 1. Grada misSi¢ne sarkomere (7)

Tijekom metabolickog poremecaja uslijed fizicke aktivnosti moze do¢i i do smanjenja
ATP-a koji nam je dostupan te poremecaja rada Na*/K* i Ca®>" pumpe. Ukoliko se to dogodi,
izvanstaniéni Ca** naglo ulazi u unutarstani¢ni prostor, izaziva niz kaskadnih proteolitickih
reakcija na stani¢noj razini i dovodi do povecanja membranske permeabilnosti te u konacnici
otpustanja viska Ca®" iona i ostalih stani¢nih metabolita u izvanstani¢ne prostore (8). Sam
mehanizam metabolickih i mehanickih oSte¢enja za sad je joS nejasan te postoji mnogo
neslaganja izmedu istrazivaca s obzirom da je teSko izdvojiti miSi¢no oSte¢enje uvjetovano
treningom od ucinka ostalih ¢imbenika. Takoder naglaSavamo da preveliki stupanj miSi¢nog
ostecenja narusava sposobnost stvaranja sile u misicu i negativno utjece na oporavak misica
9).

1.2.1. Direktni markeri miSi¢nog oStec¢enja

Direktnim markerima miSi¢nog oSte¢enja smatraju se biokemijski markeri poput raznih
enzima 1 proteina €iji je porast u krvnom serumu povezan sa povec¢anom tjelesnom aktivnosti.
Spomenute makromolekule se u pravilu nalaze u stani¢noj citoplazmi te nam njihova pojava u

medustanicnom prostoru ukazuje na to da je doSlo do poremecaja na stani¢no/tkivnoj razini

(10).



Pri utvrdivanju postojanja miSi¢nog ostecenja najcesci ,,curec¢i 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 odrzavanju energetske ravnoteze
stanice, katalizira reverzibilnu reakciju kreatina (Cr) i adenozin trifosfata (ATP) tijekom koje
dobivamo energijom bogat kreatin-fosfat (PCr) 1 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 rije¢ o enzimu koji je u najvecoj mjeri
zastupljen u popreéno prugastim misi¢ima, povecana aktivnost CK najCeSée je izravan

pokazatelj postojanja oSte¢enja odnosno bolesti skeletnog misica (12).

|_I| ?Hs 0 ATP ADP : (I:HS 0
$)]
~N N\)l\ © \"'--"‘/, oL N o)
H 0 p— P 0
\"/ AN
H/%\H kreatin kinaza 90 GH’%\H
kreatin fosfokreatin

Slika 2. Kreatin kinaza katalizira reverzibilnu fosforilaciju kreatina u fosfokreatin

pomocu ATP-a (13)

Citoplazmatska CK sastoji se od dva tipa podjedinica: M (engl. muscle type) i B (engl.
brain type). Pomocu njih moguce je povezivanje u tri razlicita izoenzima: CK-MM (kreatin
kinaza skeletnog misi¢a), CK-MB (kreatin kinaza sr¢anog miSica), te CK-BB (mozdana kreatin
kinaza). Kod zdravih osoba ukupna kreatin kinaza mjerena iz krvnog seruma kombinacija je

CK-MM (95 %) i CK- MB (5 %) (14).



Slika 3. Struktura CK (15)

CK-MM izoenzim kemijski je vezan na sarkoplazmatski retukulum u podru¢ju M —
linijje miofibrila. Takoder je pronaden u podrucju sarkomerne I- pruge, gdje se smatra da
predstavlja pomo¢ pri povecanim energetskim zahtjevima. CK-MM izoenzim nalazi se u
stanicnoj citoplazmi, a istovremeno i u samoj strukturi miofibrila, pa se s obzirom na tu
¢injenicu postavlja pitanje da li se CK pojavljuje u medustanicnom prostoru kao znak
strukturalnih oSteCenja miSiénih vlakana ili je to znak metabolickih poremecaja cija je

posljedica povecanje permeabilnosti stanicnih membrana (16).

1.2.2. Indirektni markeri miSi¢nog oStec¢enja

Biljezi umora perifernih ljudskih miSi¢a zapravo su markeri stanicnog miSi¢énog
ostecenja koji nam pokazuju pojacan imunoloSki odgovor na mikro oStecenja. Prilikom
istrazivanja je utvrdeno kako u krvotoku broj leukocita zna€ajno raste tijekom jednokratne
aktivnosti. Prisutnost veze izmedu imunoloskog odgovora i tjelesne aktivnosti je o€ita, medutim
sami imunoloski odgovor te takoder razne kontradiktornosti poput utjecaja treninga razli¢itog
volumena, modaliteta, intenziteta, tjelesne forme ispitanika kao i njegove dobi te spola na
imunoloski odgovor mogu otezati donoSenje zakljuc¢aka (17). Sama ¢injenica da su bazalne
vrijednosti upalnih markera ljudi koji su tjelesno aktivni nize od onih koji nisu aktivni, govori

nam da mora postojati adaptacija naseg imunoloskog odgovora na redovitu tjelesnu aktivnost

(18).



Jednokratne tjelesne aktivnosti nam u organizmu stvaraju upalno stanje iako u principu
tjelesne aktivnosti na nas utjecu protuupalno. U kontekstu medicine, upalom smatramo precizno
definirane kemijske procese koji sacinjavaju degeneraciju i regeneraciju vlakana misica ali i

okolnog vezivnog tkiva nakon $to oStetimo miSi¢ programiranim tjelesnim vjezbanjem (18).

Ja¢i upalni odgovor tj. povecan broj neutrofila i monocita opazen je kod tjelesne
aktivnosti veceg intenziteta. Na staniCnoj razini nastaju mikrostrukturalne promjene koje
tijekom tjelesne aktivnosti uzrokuju brzo premjestanje neutrofila koji ¢e migrirati unutar
oStecenog tkiva te ¢e tu povecati proizvodnju reaktivnih vrsta kisika (ROS; engl. reactive
oxygen species), a posljedica toga je joS vece miSiéno oStecenje. Oni ostaju u misiénim
stanicama tijekom 24 sata te ih zatim zamjenjuju aktivne upalne stanice monociti (makrofazi),
koji stvaraju mnogobrojne proupalne citokine. Makrofazi se mogu zadrzati unutar stanice i do

14 dana od pocetka tjelesne aktivnosti (19) (Slika 4).
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Slika 4. Imunosni odgovor na miSi¢no osteCenje uzrokovano tjelesnom aktivnosti. PMN —
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1.3. Kilasifikacija monocita

Monocite definiramo kao cirkuliraju¢e krvne stanice koje Cine jednu komponentu
,mononuklearnog fagocitnog sustava“ zajedno sa makrofazima i dendriti¢kim stanicama. Oni
nam c¢ine 10% ljudskih 1 4% miSjih perifernih leukocita koji se razvijaju iz koStane srzi
zajedni¢kog mijeloidnog prekursora kojeg dijele s eritrocitima, granulocitima, trombocitima 1

dendritickim stanicama (Slika 5) (21).
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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 (stani¢ni koreceptor za liposaharide [LPS]).



3 intermedijarni
7 neklasi¢ni monociti monociti
CD14*CD16™ CD147CD16*

klasiéni
monociti
CD14-CD16

e
CD14
Slika 6. Graficki prikaz monocitne subpopulacije (23)

Subpopulacije:

a) Klasi¢ni monociti Monl (CD147"CD16") - smatramo ih prvom linijom obrane te su
nam oni zaduzeni za fagocitnu aktivnost; ¢ine oko 90% ukupnih monocita; CD14 je
jako eksprimiran, dok CD16 nije eksprimiran

b) Intermedijarni monociti Mon2 (CD147°CD16" ) - zadatak im je produkcija
reaktivnih vrsta kisika te nam pokazuju protuupalnu i proupalnu aktivnost; CD14 je
jako eksprimiran, dok je CD16 slabo eksprimiran

¢) Neklasi¢ni monociti Mon3 (CD14°CD16"") - pokazuju izrazitu protuupalnu
aktivnost 1 njihova glavna uloga je adaptacija imunoloskog sustava; CD14 je slabo

eksprimiran, CD16 je jako eksprimiran (23).

Do pojave protocne citometrije podrijetlo 1 podvrste monocita bile su slabo poznate, ali
zahvaljuju¢i ovoj tehnologiji omoguéena nam je identifikacija progenitora i diferencijacija

razli¢itih vrsta stanica (Slika 6) (24).
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&

Intermediate
CD14++ CD16+

Non-Classical
CD14+ CD16++

Chemotaxis CCR2/CCL2 CCR2/CCL2 CX3CR1/CX3CL1
CX3CR1/CX3CL1
Surface markers CCR2, CD62L, CCR2, CX3CR1, CX3CR1, slan,
CD11b, TLR-4 HLA-DR, CD74, CXCR4, HLA-DR,
CD163,CLEC10A, LFA-
GFRAZ2
Cytokines IL-10, IL-1 TNF-q, IL-10 T TNF-a
Frequency in ~80-90% <15% <15%
Peripheral Blood
Mice equivalent Ly6C+CD43+ Ly6C++CD43+ Ly6C+CD43++
CX3CR1- CX3CR1+ CX3CR1++

Slika 7. Subpopulacije monocita (25)

1.5. Ekspresija i funkcija CD14

Gotovo je 10 godina CD14 definiran isklju¢ivo na osnovi njegove lokalizacije na
mijeloidnim stanicama. Otkri¢e da moZe funkcionirati kao receptor za lipopolisaharid (LPS)

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

CD14, ranije poznat kao antigen MY23, povrSinski je antigen 1 Clan obitelji
glikoproteina na povrsini 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 veZe se na
LPS, uzrokuju¢i fosforilaciju tirozina, translokaciju nuklearnog faktora NF-«xB, izazivajuci
oslobadanje citokina i proizvodnju slobodnih radikala kisika, te igra vaznu ulogu u nizu reakcija
uzrokovanih imunoloskim i obrambenim sustavom (27).
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CD14 kao receptor za LPS prisutan je u membranskom i topljivom obliku. Membranski
CD14 (mCD14) pretezno se eksprimira na monocitima, makrofazima i granulocitima. Izvor
topljivog CD14 (sCD14) jos je nejasan. Prethodno istrazivanje koriStenjem monocita pokazalo
je da sCD14 moze biti izveden ili iz izdvajanja mCD14 ili iz izravne sekrecije monocita. Jos je

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

CD14 kao receptor stani¢ne membrane bakterijskog LPS-a, igra klju¢nu ulogu u nizu

patoloskih reakcija uzrokovanih imunoloskim i obrambenim sustavom.

mCD14: U stanicama s mCD14 kao $to su monociti, makrofagi i neutrofili, mCD14,
nakon $to je podvrgnut svom ligandu LPS/LBP, moze izazvati ciljne stanice da proizvode
citokine, poticu¢i tako tijelo da proizvede imunoloski odgovor i patolosko ostecenje. mCD14
stimulira monocite da lu¢e TNF, IL-1 i druge citokine. mCD14 stimulira makrofage da
proizvode FGF, transformirajuci faktor rasta-p (TGF-B) i PDGF, od ¢ega svi mogu inducirati
rast stanica. Osim S§to je ukljucen 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) natjece se sa CD14 stanicne membrane za vezanje na
LPS i posreduje u odgovoru endotelnih stanica i1 glatkih miSi¢nih stanica koje ne eksprimiraju
CD14 na LPS. Topivi CD14 veze se na LPS 1 vr$i razlicite fizioloske funkcije pod razli¢itim
uvjetima koncentracije. U fizioloskoj koncentraciji, sCD14 djeluje kao LPS agonist, dok u
viS§im koncentracijama, sCD14 djeluje kao LPS antagonist. Naprimjer, povecana koncentracija
sCD14 u krvi moze smanjiti vezanje LPS/LBP kompleksa na monocite i dodatno smanjiti

proizvodnju upalnih citokina, ¢ime 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 uklju¢eni u obranu domacina od

tumorskih stanica 1 stanica zaraZenih virusima. Uz prirodnu citotoksi¢nost, NK stanice mogu
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utjecati na citotoksi¢nost ovisnu o antitijelima posredovanu CD16 receptorom, te nam je zbog

toga on od velike vaznosti (31). CD16 receptor eksprimira se u dva oblika iz dva razli¢ita gena:

a) FcgRIIIb/CD16b je visoko izrazen na neutrofilima
b) FcgRIlla/CD16a je izrazen na prirodnim stanicama ubojicama (NK)

Ovi se proteini razlikuju po samo Cetiri aminokiselinska ostatka u zrelim proteinima. N-
terminalni signalni peptid ne nalazi se u potpuno obradenim proteinima. C-terminalni ostaci
CD16b cijepaju se prije dodavanja GPI sidra na novootkriveni C-terminalni serin. Oba proteina

cijepa ADAMI17 i oslobada ih sa povrSine 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 $to se oni prije tjelesne aktivnosti nalaze u marginalnim krvnim bazenima periferne krvi.
Adherani su na krvne zile, zbog ¢ega se ne mogu izmjeriti, ali uslijed stresa kojeg izaziva
tjelesna aktivnost CD16" monociti se otpustaju sa krvnih Ziva u centralni krvni bazen i mi

biljezimo njihov porast u perifernoj krvi (33).

Literatura koja istrazuje utjecaj tjelesne aktivosti na ekspresiju subpopulacija monocita
nije ¢esta 1 uglavnom se bazira na ispitanicima koji su starije Zivotne dobi ili imaju odredena
kroni¢na oboljenja (34). Kako bi doslo 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 bubreznim i
sr€¢anim oboljenjima ali smo na slicne rezultate naisli takoder i kod zdravih ispitanika. Do sada
je jedino istrazivanje akutnog utjecaja treninga razli¢itog inteziteta na ekspresiju subpopulacija
monocita provedeno pri razli¢itim modalitetima treninga s otporom, te sli¢nih istrazivanja

tijekom aerobne tjelesna aktivnosti nema (36).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA 1 HIPOTEZA
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2.1. Cilj istrazivanja

Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi kako trening razli¢itog intenziteta (ispod ili iznad

bazalnog metabolizma) utje¢e na monocitne subpopulacije na uzorku sportasa rekreativaca.

2.2. Hipoteza

Sukladno navedenim ciljevima postavljena je sljedeca hipoteza:
- Postoji znacCajna povezanost izmedu intenziteta tjelesne aktivnosti i ekspresije upalnih

CD14*CD1671 protuupalnih CD14*CD16*" monocitnih markera kod sportasa rekreativaca.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Uzorak ispitanika

Uzorak ¢ini 10 rekreativno aktivnih, zdravih ispitanika u dobi od 18 do 35 godina.
Rekreativna aktivnost koju prakticiraju je tranje 3 do 4 puta tjedno u trajanju od 30 do 40
minuta. Svi ispitanici su muskarci kako bi iskljucili utjecaj hormona na krajnje rezultate. Svi
ispitanici su upuceni u oblik i protokol istrazivanja te su dali suglasnost za sudjelovanje u istom
s moguénoscu izlaska u bilo kojem trenutku. Sedam dana prije pocetka istrazivanja ispitanici
nisu smjeli koristiti nikakve antioksidanse, a na dan ispitivanja nikakve supstance sa diuretskim
ucinkom (Caj, kava) kako im urin ne bi bio razrijeden. Ispitanicima je takoder mjeren C reaktivni
protein na dan testiranja te u slucaju njegove povisenosti ispitanik nije mogao sudjelovati u

istrazivanju.

3.2. Procedura mjerenja i varijable

Na prvom dolasku svakom ispitaniku odreden je maksimalni primitak kisika (VO2 max)
na trkackom spiroergometru inkrementalnim testom (Slika 9). Ukoliko se ispitanik prije nije
susretao sa trakom za trcanje dosao bi na jedan neovisan trening kako bi se upoznao sa na¢inom
testiranja. Protokol testiranja obuhvacao je dva dijela. U prvom dijelu testa ispitanik bi zapoceo
tréanje brzinom od 5 km/h nakon ¢ega bi se brzina povecavala svake 3 minute za 1 km/h dok
se ne dosegne brzinu od 7 km/h te je taj dio sluzio za zagrijavanje ispitanika. Zatim bi se brzina
povecavati za 0.5 km/h svakih 30 sekundi. U trenutku kada ispitanik viSe ne bi mogao pratit
brzinu pokretne trake dao bi znak da se ispitivanje zaustavi. Ovakav test koristio se za

odredivanje aerobnog praga svakog ispitanika (37).
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Slika 8. Ispitanik na traci za tr€anje

Kako su ispitanici rekreativni sportasi bio im je prilagoden intenzitet tjelesne aktivnosti
u istrazivanju — (aktivnost u zoni aerobnog praga). Zatim im je odreden individualni aerobni
prag (GET) iz podataka dobivenih VO> max testom tzv. V- slope metodom (38). To je metoda
koriStena za vizualno odredivanje prve tocke odstupanja od linearnosti izlaza ugljikovog
dioksida (VCO:») iscrtanog u odnosu na unos kisika (VO2). Tocka u kojoj je VCO; odstupio od

linije s nagibom jednakim 1,00 vizualno je odabrana kao prag izmjene plina tijekom
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inkrementalne vjezbe (39). Kako bi se umanjio utjecaj vremenskog odmaka realnog stanja u
miSi¢ima 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 tr¢anja u GET zoni, izraCunala brzina
trcanja u zoni 10% iznad (GET +10 %) 1 zoni 10% ispod (GET-10 %) aerobnog praga. Nakon
Sto je VO2 max test bio odraden, svaki ispitanik bi odradio tri 20 minutna testiranja u zonama

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

Svi testovi zapocinjali su hodanjem u trajanju od 5 minuta na pokretnoj traci pri brzini
od 5 km/h, a nakon toga bi slijedilo tréanje pri brzinama individualnim za svakog ispitanika.
Kako je u pilot istrazivanju utvrdeno da trajanje aktivnosti u zoni GET+10 % moZze maksimalno
biti 20 minuta, jer viSe od toga izabrani profil ispitanika ne moze izdrzati, vrijeme trajanja
navedenih testova prilagodili smo tome. Testiranja se odradivalo uvijek u jutarnjim satima, u
razmaku od sedam dana. Zbog psiholoskog uc¢inka koji bi mogao utjecati na rezultate testova,
prije svakog testiranja ispitanici bi izabrali Sifriranu karticu koja sa sobom nosi odredeni

intenzitet aktivnosti za taj dan. Sifre kartica bile su poznate su istrazivacima ali ne 1 ispitanicima.

3.3. Obrada uzorka krvi

Diferencijalnu krvnu sliku odredujemo Coulterovom metodom, iz uzorka pune venske
krvi, uz pomoc¢ biokemijskog auto-analizatora Beckman Coulter Olympus AU480. Uzorak krvi
potreban za proto¢nu citometriju 1 biokemijsku analizu prikupljen je od svih ispitanika 30
minuta prije i nakon treninga. Krv se uzorkovala 30 minuta nakon aktivnosti kako bi se umanjila
mogucnost 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, Njemacka) kako bi se sprijecilo nespecificno vezanje. Krv je zatim
inkubirana 20 minuta u mraku na 25°C s 4 pL anti-humanih CD14s PerCP-Cy5.5 konjugiranog
protutijela (eBioscience, SAD) 1 5 puL fikoeritrinom konjugiranih antitijela reaktivnih na ljudski
CD16 (eBioscience, SAD). Nakon lize crvenih krvnih stanica otopinom za lizu (Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach, Njemacka), stanice su analizirane na proto¢nom citometru (BD

Accuri C6, BD Biosciences, Belgija) (Slika 10). Mjereni su takoder 1 uzorci neobojanih stanica
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i obradeni su kao negativne kontrole za postavljanje odgovarajuéih regija. Prikupljali smo 10°

stanica.

Slika 9. Protoc¢ni citometar na kojem je radeno ispitivanje

3.4. Protoc¢na citometrija

Protoc¢na citometrija popularna je tehnika u hematologiji jer nam omoguéava relativno
brzu, to¢nu 1 osjetljivu analizu velikog broja stanica (42). Proto¢ni citometar sacinjavaju 3
sustava koja su medusobno povezana: proto¢nog, optickog i elektronskog. Proto¢ni sustav ¢ine
pokretacka tekucina, koja nam sluzi kako bi nosila stani€nu suspenziju, zatim stanicna
suspenzija 1 zracni potisak. Stanice iz stani¢ne suspenzije u proto¢nom sustavu pojedinac¢no
laminarnim protokom kroz sustav uske kapilare dolaze do snopa laserskog svjetla. Ono zajedno
sa le¢ama, filtrima 1 osjetnicima Cine opticki sustav. Nakon §to se stanice obasjaju laserskim
svjetlom, stupanj rasprSenja svjetlosti iste valne duljine pokazuje nam fizicke osobine stanice -
veli€ine 1 zrnatosti (43). Specificne stani¢ne strukture dodatno se obiljezavaju fluorescentnim
bojama koje mogu biti slobodne ili vezane za monoklonska protutijela. Kada fluorescentne boje
(fluorokrome) obasjamo laserskim svjetlom one emitiraju svjetlost vece valne duljine od ulazne
svjetlosti. Svjetlost hvataju detektori tj. specificni osjetnici proto¢nog citometra, kojih ima
najmanje 4 dakle hvataju Cetiri razli¢ite boje koje su vezane na Cetiri razlicita protutijela (Slika
11). Velicina stanice se moze odrediti pomoc¢u FSC-detektora (engl. forward scatter), dok se

unutarnja struktura stanice moze odrediti pomoc¢u SSC-detektora (engl. side scatter). Oba
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detektora hvataju rasprSene zrake svijetlosti te su svi svjetlosni signali pretvoreni u digitalne

signale koji se prenose u elektronsko racunalo kako bi nam sluzili za analizu (44).
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Slika 10. Razvrstavanje uzorka pomocu skretanja kapljica (45)

Za definiranje populacija stanice najceSc¢e koristimo citogram veli€ine i zrnatosti stanica
(FSCxSSC) na kojem se postavlja regija (R) analize oko ciljnih stanica. Iz njih ¢e se analizirati
specificni fluorescentni signali, Sto smatramo jednim od najvecih prednosti moderne proto¢ne
citometrije, budu¢i da stanice prije analize fizicki ne moramo razdvojiti. Velika brzina mjerenja
signala (vise od 10° stanice po sekundi) te mjerenje vise parametara u isto vrijeme (i do desetak)

takoder su neke od prednosti modernih citometara (46).

3.5. Biokemijska analiza

Sve uzorke analizirao je iskusan struénjak biokemicar u jednom laboratoriju (LabPlus)
slijedeci isti standardni postupak. Plazmatski nivo C-reaktivnog proteina visoke osjetljivosti
bilo je odredivan 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 pomoc¢u softvera FlowLogic (Inivai
Technologies, Mentone Victoria, Australija). Naprijed je prikazana fluorescencija leukocita
rasprseni/bocni (FSC/SSC) tockasti dijagrami. FSC parametar oznac¢ava promjer Celije i SSC
oznacava zrnatost stanice. Populacija limfocita je oznacena elipsom E1, monocitna populacija

s E2, a populacija granulocita s E3.

$SC

oG

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 znacajna razlika izmedu visine, tezine, dobi i indeksa tjelesne mase kod
ispitanika. Svi ispitanici su bili muskarci, kako hormonski status ne bi utjecao na rezultate, te

rekreativni sportasi bez drugih pridruzenih bolesti.

Tablica 2. Osnovne karakteristike ispitanika i njihova srednja vrijednost

karakteristika srednja vrijednost + SD
visina 185.114+3.34
teZina 89.72+7.77
dob 34.36+0.924
BMI 26.13+0.519

SD- standardna devijacija

4.2. Utjecaj treninga razlifitog intenziteta na CD14""CD16" monocitnu
podskupinu kod ispitanika amatera

Rezultati su pokazali da tjelesna aktivnost utjeCe na aktivaciju proupalnih monocita
CDI147"CD16". Trening pri intenzitetu 2 i 3 pokazao je porast proupalnih monocita kod

ispitanika, no nije imao statisticki znacajnu vaznost (Tablica 3.).

Tablica 3. Razlike u broju CD14™"CD16" proupalnih monocita pri intenzitetu 2 i3

Opisna statistika
. oy Conf.

Varijable : Ar;g:jeiﬁ;ka 95.0-00% 95?885% Min Ve r

C]]))i‘ggj)iw 9 90.44 | 1020 170.69 9.00 333.00

cg;;;;;gf 9 10078 | 872 210.28 16.00 435.00 p>0.05
C'])):)‘gé?;w 10 46.36 8.37 78.3523 7.00 177.00
Cgé‘g‘;;g?;ﬁ 10 54.63 19.15 96.11 7.00 196.00 p>0.05
C'])):)‘ggj);w 10 6436 | 14.84 105.88 7.00 251.00
Cg;‘g‘;;‘;?;f+ 10 8027 | 2594 122.59 10.00 244.00 p>0.05

*analiza varijance (ANOVA)
23



4.3. Utjecaj treninga razli¢itog intenziteta na CD14""CD16 monocitnu
podskupinu kod ispitanika amatera

Razlika u broju upalne monocitne populacije takoder je opazena. Broj upalnih monocita
CD14™°CD16  porastao je, medutim nedovoljno da bi imao statisticki znacajnu vaznost
(Tablica 4). Statisticki znaajnu vaznost je pokazala posthoc analiza na CD14""'CD16™ za
razliCite intenzitet treninga (Tablica 4a) ukoliko gledamo ukupan uzorak ispitanika. Nasi
rezultati takoder upucuju na to da vrijeme uzimanja krvi i broj testiranih subjekti utjecu na

rezultate.

Tablica 4. Razlike upalne monocitne populacije kod ispitanika pri razli¢itim intenzitetima
optere¢enjima

Opisna statistika
Aritmeticka Conf. Conf. . .
Varijable N | sredina | -95.000% | 95.000% Min Max i
P
GG EL (9 10 | 40090 | 26434 537.46 2800 | 679.00
Dogadaj 1
++ -
CD147CD16 10 | 42950 | 27940 579.59 151.00 | 75200 | 0.646
Dogadaj 1
prpem—
CLLEFREIL 11 41427 | 25708 571.45 107.00 | 963.00
Dogadaj 2
++ -
CD147CD16 11 468.09 | 31879 617.39 199.00 | 85600 | 0.162
Dogadaj 2
++ -
LT 1 396.00 302.09 489.91 23200 | 686.00
Dogadaj 3
+, -
CD147CD16 1 50236 | 39538 609.34 26600 | 72900 | 0.139
Dogadaj 3'

*analiza varijance (ANOVA)

Tablica 4a.

Ponavljana Mjerenja Analize Varijacije sa U¢inkom Veli€ine i Snage (Spreadsheet38)

Sigma-ogranicena parametrizacija U¢inkovita dekompozicija hipoteze

Stupnjevi .. e

Ucinak SS slobode F P U¢inak veli¢ine
OPTERECENIJE 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 nase zdravlje i1 sluzi kao
prevencija od mnogih nezaraznih bolesti. Takoder, pri velikom intenzitetu, aktivnost moze
imati utjecaj na odgovor imunoloskog sustava te dovesti do miSi¢nog oste¢enja. Kao produkt
tog miSi¢nog oSte¢enja imamo direktne i1 indirektne markere koji ukazuju na oStecenje.
Indirektni markeri su upalni i protuupalni monociti ¢iju smo pojavnost pratili u naSem
istrazivanju te kao konacan rezultat dobili porast upalnih i protuupalnih monocita. To nam
govori da bi tjelesna aktivnost mogla utjecati na imunoloski sustav kontroliranjem ne samo

protuupalnih ve¢ i upalnih monocita.

Pedersen i sur. u svom radu prikazuju kako nakon intenzivnog dugotrajnog vjezbanja,
imunoloski sustav karakterizira popratno ostecenje stani¢nog imunoloskog sustava i poveéana
upala. Stoga se niske koncentracije limfocita, potisnuta prirodna imunost, potisnuta
proliferacija limfocita i potisnute razine sekretornog IgA u slini nalaze istovremeno s visokim
razinama cirkuliraju¢ih proupalnih i protuupalnih citokina. Temeljni mehanizmi su

multifaktorijalni i uklju¢uju neuroendokrinoloske i metabolicke ¢imbenike (48).

Klinicke posljedice imunoloskih promjena izazvanih vjezbanjem nisu sluzbeno
identificirane, ali uc¢inak vjezbanja na dinamiku limfocita i imunolosku funkciju moze biti
povezan s u¢incima vjezbanja na otpornost infekcija i malignih bolesti, a odgovor citokina moze

biti povezan s oSte¢enjem misSica ili rast stanica (49).

Da redovito vjezbanje smanjuje rizik od kroni¢nih metabolickih 1 kardiorespiratornih
bolesti govore nam Gleeson 1 sur., dijelom zato $to vjezba ima protuupalne ucinke. Protuupalni
ucinci redovitog vjeZbanja mogu se ocitovati i smanjenjem mase visceralne masti i indukcijom
protuupalnog okruzenja sa svakim ciklusom vjezbanja. Razli¢iti mehanizmi mogu pridonijeti
stvaranju ovog protuupalnog okruzenja, ukljucujuci: povecano oslobadanje kortizola i
adrenalina iz nadbubrezne Zlijezde; povecana proizvodnja i pustanje IL-6 i drugih miokina iz
radnog skeletnog miSi¢a; 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 cirkulirajuéeg broja proupalnih monocita; i poveéanje broja TReg stanica u
cirkulaciji. Ovi protuupalni ucinci vjezbanja takoder su vjerojatno odgovorni za djelomi¢nu

imunosupresiju koja €ini elitne sportase osjetljivije na uobicajene infekcije (50).
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Trenutacno ne znamo relativnu vaznost tih razli¢itih upalnih i protuupalnih mehanizama,
iako se ¢ini da vjerojatno ovisiti o nacinu, ucestalosti, intenzitetu i trajanju vjezbe koja se izvodi.
Istrazivanja ovog tipa na uzorku zdravih ljudi koji su ukljuceni u neki od oblika rekreativne
aktivnosti dosta su rijetka. Medutim, nase istrazivanje svakako potvrduje da tjelesna aktivnost
utjeCe na imunoloski sustav, no usprkos postojanju veze i brojnim istrazivanjima ta veza jos

nije u potpunosti razjasnjena.

Treba napomenuti 1 da je glavni ogranicavaju¢i faktor kod ovog istrazivanja invazivna
metoda kojom se procjenjuje postojanja miSi¢nih oSte¢enja 1 markera imunoloskog odgovora
(uzorkovanje krvi) koji dovodi i do glavnog nedostatka ovog istrazivanja. Sam plan istrazivanja
zahtjeva Cetiri dolaska u laboratorij, a od toga tri dolaska ukljucuju uzorkovanje krvi prije i
poslije aktivnosti (ukupno 6 uzorkovanja) pa je pronalazak ispitanika koji bi bili zainteresirani
za sudjelovanje otezan. Takoder mogu¢i remeteci ¢imbenici bi mogli biti i relativno nehomogen
uzorak ispitanika (rekreativci) te ne postivanje preporuka i pravila prije testiranja. U svakom

sluc¢aju smatramo da bi povecan broj ispitanika svakako doprinio kvalitetnijem rezultatu.

Daljnjim istrazivanjima treba utvrditi nacin, intenzitet i trajanje vjezbanja potrebno za
optimiziranje protuupalnih ucinaka, a tek tada treba utvrditi je li vjezbanje uvijek korisno kao
terapija za lijeCenje bolesnika koji boluju od nekakvih upalnih stanja. Konac¢no, trebalo bi
napomenuti da su potrebna daljnja istrazivanja kako bi se jasno pokazali izravni i neizravni
molekularni mehanizmi kojim tjelesno vjezbanje utjece na imunolosku funkciju. Nema sumnje
da je redovita tjelovjezba korisna za zdravlje, ali veliki je izazov potaknuti veci dio populacije

da se ukljuci (50).
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1.

2.

Broj upalnih monocita kod ispitanika tijekom treninga u zonama GET +10% 1 GET-
10% blago je porastao, no taj porast nije imao statisticki znac¢ajnu vaznost. Medutim,
ako ispitanike ne gledamo pojedinacno ve¢ ih promatramo kao ukupan uzorak, vidimo

statistiCki znaCajan porast.

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

GET-10% nije doslo je do statisti¢ki znacajnog porasta.

29



7. LITERATURA

30



Literatura:

1. Kralj V, Brkié Bilos I, Cori¢ T, Silobréi¢ Radi¢ M, Sekerija M. Kroni¢ne nezarazne
bolesti—teret bolesti stanovniStva Hrvatske. Cardiologia Croatica. 2015;10:167-75.

2. Breda J, Farrugia Sant'Angelo V, Duleva V, Galeone D, Heinen MM, Kelleher CC,
Menzano MT, Musi¢ Milanovi¢ S, Mitchell L i sur. Mobilizing governments and society
to combat obesity: Reflections on how data from the WHO European Childhood Obesity
Surveillance Initiative are helping to drive policy progress. Obesity Reviews.
2021;22:e13217.

3. Dalbello Tir AM. Uc¢inak redovne tjelesne aktivnosti na kroni¢nu subklini¢ku sustavnu
upalu [Zavr$ni specijalisticki]. Zagreb: Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet; 2017
[pristupljeno 26.10.2022.] Dostupno na: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:914832

4. Svilar L, Krakan I, Bagari¢ Krakan L. Tjelesna aktivnost kao lijek u funkciji zdravlja.
Hrana u zdravlju i bolesti: znanstveno-stru¢ni ¢asopis za nutricionizam i dijetetiku.
2015;31:19-22.

5. Benko D. Metode vjezbanja u bodybuildingu: interval odmora [Diplomski rad]. Zagreb:
SveuciliSte u Zagrebu, Kinezioloski fakultet; 2019 [pristupljeno 22.07.2022.] Dostupno
na: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:117:703730

6. Lasevicius T, Ugrinowitsch C, Schoenfeld BJ, Roschel H, Tavares LD, De Souza EO,
Laurentino G, Tricoli V. Effects of different intensities of resistance training with
equated volume load on muscle strength and hypertrophy. European journal of sport
science. 2018;18:772-80.

7. Porter MM, Vandervoort AA, Lexell J. Aging of human muscle: structure, function and
adaptability. Scandinavian journal of medicine & science in sports. 1995;5:129-42.

8. Poropat K. FIZIOLOGIJA 1 POSTUPCI RAZVOJA MISICNE HIPERTROFIJE
[Zavr$ni rad]. Rijeka: Sveuciliste u Rijeci, Fakultet zdravstvenih studija u Rijeci; 2021
[pristupljeno 27.07.2022.] Dostupno na: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:184:537157

9. Lasevicius T, Ugrinowitsch C, Schoenfeld BJ, Roschel H, Tavares LD, De Souza EO,
Laurentino G, Tricoli V. Effects of different intensities of resistance training with
equated volume load on muscle strength and hypertrophy. European journal of sport

science. 2018;18:772-80.

31



10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Pinjuh D. Fizioloski ucinci oralnog unosa kreatin monohidrata [Zavrsni rad]. Osijek:
Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Odjel za biologiju; 2018 [pristupljeno
20.07.2022.] Dostupno na: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:181:648601

Stankovi¢ M, Radovanovi¢ D. Oksidativni stres i1 fizicka aktivnost. SportLogia.
2012;8:1-0.

Trivi¢ I. Stanja povezana s poviSenom aktivnosti kreatin kinaze u djece [ Diplomski rad].
Zagreb: SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet; 2016 [pristupljeno 18.07.2022.]
Dostupno na: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:851730

Biologydictionary.net  Editors.  "Creatine  Kinase."  Biology Dictionary,
Biologydictionary.net; 2018  [pristupljeno  20.07.2022.]  Dostupno  na:
https://biologydictionary.net/creatine-kinase/.

Wallimann T, Wyss M, Brdiczka D, Nicolay K, Eppenberger HM. Intracellular
compartmentation, structure and function of creatine kinase isoenzymes in tissues with
high and fluctuating energy demands: the'phosphocreatine circuit'for cellular energy
homeostasis. Biochemical Journal. 1992;281:21.

Fritz-Wolf K, Schnyder T, Wallimann T, Kabsch W. Structure of mitochondrial creatine
kinase. Nature. 1996;381:341-5.

Trivi¢ 1. Stanja povezana s poviSenom aktivnosti kreatin kinaze u djece [Diplomski rad].
Zagreb: SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet; 2016 [pristupljeno 20.10.2022.]
Dostupno na: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:851730

Parceti¢-Kostelac I, Beslo D, gperanda M, Jovi¢ T, bidara M, Kopacin T 1 sur.
OKSIDACIJSKI STRES U UVJETIMA INTENZIVNOG FIZICKOG NAPORA U
LJUDI I ZIVOTINJA. Stocarstvo [Internet]. 2016 [pristupljeno 01.09.2022.];70(2):71-
92. Dostupno na: https://hrcak.srce.hr/183216

Peake JM, Neubauer O, Della Gatta PA, Nosaka K. Muscle damage and inflammation
duringrecovery from exercise. J Appl Physiol 2017;122:559-70.

Beaton LJ, Tarnopolsky MA, Phillips SM. Contraction-induced muscle damage in
humans following calcium channel blocker administration. J Physiol 2002;544:849-59.
Marijanc¢evi¢ D. Ucinci trenaznog protokola ponavljanih sprintova na koncentraciju
F2t-izoprostana [Disertacija]. Zagreb: SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski  fakultet; 2021  [pristupljeno  26.10.2022.]  Dostupno  na:
https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:888391

32


https://hrcak.srce.hr/183216

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Guilliams M, Mildner A, Yona S. Developmental and Functional Heterogeneity of
Monocytes. Immunity. 2018;49:595-13.

Ozanska A, Szymczak D, Rybka J. Pattern of human monocyte subpopulations in health
and disease. Scandinavian journal of immunology. 2020;92:¢12883.

Patnaik MM, Timm MM, Vallapureddy R, Lasho TL, Ketterling RP, Gangat N, Shi M,
Tefferi A, Solary E, Reichard KK, Jevremovic D. Flow cytometry based monocyte
subset analysis accurately distinguishes chronic myelomonocytic leukemia from
myeloproliferative neoplasms with associated monocytosis. Blood cancer journal.
2017;7:e584.

Timmerman KL, Flynn MG, Coen PM, Markofski MM, Pence BD. Exercise training-
induced lowering of inflammatory (CD14+ CD16+) monocytes: a role in the anti-
inflammatory influence of exercise?. Journal of leukocyte biology. 2008;84:1271-8.
Wacleche VS, Tremblay CL, Routy JP, Ancuta P. The biology of monocytes and
dendritic cells: contribution to HIV pathogenesis. Viruses. 2018;10:65.
Ziegler-Heitbrock HW, Ulevitch RJ. CD14: cell surface receptor and differentiation
marker. Immunology today. 1993;14:121-5.

Su GL, Dorko K, Strom SC, Niissler AK, Wang SC. CD14 expression and production
by human hepatocytes. Journal of hepatology. 1999;31:435-42.

Stelter F. Structure/function relationships of CD14. Chem Immunol. 2000;74:25-41.
Bazil V, Strominger JL. Shedding as a mechanism of down-modulation of CD14 on
stimulated human monocytes. The Journal of Immunology. 1991;147:1567-74.

Hibbs ML, Selvaraj P, Carpen O, Springer TA, Kuster H, Jouvin MH, Kinet JP.
Mechanisms for regulating expression of membrane isoforms of FcyRIII (CD16).
Science. 1989;246:1608-11.

Romee R, Foley B, Lenvik T, Wang Y, Zhang B, Ankarlo D, Luo X, Cooley S, Verneris
M, Walcheck B, Miller J. NK cell CD16 surface expression and function is regulated
by a disintegrin and metalloprotease-17 (ADAM17). Blood, The Journal of the
American Society of Hematology. 2013;121:3599-08.

Roberts JT, Barb AW. A single amino acid distorts the Fc y receptor IIIb/CD16b
structure upon binding immunoglobulin G1 and reduces affinity relative to CD16a.

Journal of Biological Chemistry. 2018;293:19899-908.

33



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43,
44,

Ziegler-Heitbrock L. The CD14+ CD16+ blood monocytes: their role in infection and
inflammation. Journal of leukocyte biology. 2007;81:584-92.

Steppich B, Dayyani F, Gruber R, Lorenz R, Mack M, Ziegler-Heitbrock HL. Selective
mobilization of CD14+ CDI16+ monocytes by exercise. American Journal of
Physiology-Cell Physiology. 2000. doi:10.1152/ajpcell.2000.279.3.C578.

Wise AF, Williams TM, Rudd S, Wells CA, Kerr PG, Ricardo SD. Human
mesenchymal stem cells alter the gene profile of monocytes from patients with Type 2
diabetes and end-stage renal disease. Regenerative Medicine. 2016;11:145-58.

Wells AJ, Hoffman JR, Jatner AR, Varanoske AN, Church DD, Mangine GT. Monocyte
recruitment following high-intensity and high-volume resistance exercise.
Digital Commons(@ Kennesaw State University; 2016;75:567-7.

Batini¢ DR, Rnjak L, Dubrav¢i¢ K. Proto¢na citometrija u hematologiji. Paediatr Croat.
2006;50:176-82.

Loveless DJ, Weber CL, Haseler LJ, Schneider DA. Maximal leg-strength training
improves cycling economy in previously untrained men. Medicine and science in sports
and exercise. 2005;37:1231.

Schneider DA, Phillips SE, Stoffolano SH. The simplified V-slope method of detecting
the gas exchange threshold. Medicine and science in sports and exercise. 1993;25:1180-
4.

lannetta D, de Almeida Azevedo R, Keir DA, Murias JM. Establishing the VO2 versus
constant-work-rate relationship from ramp-incremental exercise: Simple strategies for
an unsolved problem. Journal of Applied Physiology. 2019;127:1519-27.

Schneider DA, Phillips SE, Stoffolano SH. The simplified V-slope method of detecting
the gas exchange threshold. Medicine and science in sports and exercise. 1993;25:1180-
4.

McAllister MJ, Basham SA, Waldman HS, Smith JW, Mettler JA, Butawan MB,
Bloomer RJ. Effects of psychological stress during exercise on markers of oxidative
stress in young healthy, trained men. Physiology & behavior. 2019 Jan 1;198:90-5.
Shapiro HM. Practical flow cytometry. John Wiley & Sons; 2005. 648 str.

Manohar SM, Shah P, Nair A. Flow cytometry: principles, applications and recent
advances. Bioanalysis. 2021;13:181-98.

34



45.

46.

47.

48.

49.

50.

Kalina T, Flores-Montero J, Van Der Velden VH, Martin-Ayuso M, Béttcher S, Ritgen
M, Almeida J, Lhermitte L, Asnafi V, Mendon¢ca A, de Tute R. EuroFlow
standardization of flow cytometer instrument settings and immunophenotyping
protocols. Leukemia. 2012;26:1986-2010.

McKinnon KM. Flow cytometry: an overview. Current protocols in immunology.
2018;120:5-1

Sliwinska E. Flow cytometry—a modern method for exploring genome size and nuclear
DNA synthesis in horticultural and medicinal plant species. Folia Horticulturae.
2018;30:103-28.

Frani¢ I, Rezi¢-Muzini¢ N, Markoti¢ A, Zivkovi¢ PM, Vilovi¢ M, Rusi¢ D, Bozié J.
Expression of CD44 in Leukocyte Subpopulations in Patients with Inflammatory Bowel
Diseases. Diagnostics. 2022;12:2014.

Pedersen BK, Toft AD. Effects of exercise on lymphocytes and cytokines. British
journal of sports medicine. 2000;34:246-51.

Gleeson M, Bishop NC, Stensel DJ, Lindley MR, Mastana SS, Nimmo MA. The anti-
inflammatory effects of exercise: mechanisms and implications for the prevention and

treatment of disease. Nature reviews immunology. 2011;11:607-15.

35



8. SAZETAK
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Cilj istrazivanja:

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi kako trening razli¢itog intenziteta (ispod ili iznad bazalnog

metabolizma) utjeCe na monocitne subpopulacije na uzorku sportasa 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
puL anti-humanih CD14s PerCP-Cy5.5 konjugiranih antitijelai 5 pL fikoeritrinom konjugiranih
antitijela reaktivnih na ljudski CD16. Nakon lize crvenih krvnih stanica otopinom za lizu,
stanice su analizirane na proto¢nom citometru. Mjereni su takoder i uzorci neobojanih stanica
1 obradeni su kao negativne kontrole. Podaci prikupljeni citometrom analizirani su pomocu

softvera FlowLogic.

Rezultati:

Kao rezultat istrazivanja dobili smo podatak da tjelesna aktivnost ima utjecaj na aktivaciju
protuupalne te upalne monocitne skupine. Pove¢anjem intenziteta tjelesne aktivnosti opazen je
porast broja monocitnih skupina. Takoder rezultati govore da vrijeme uzorkovanja krvi 1 broj

ispitanika utjecu na rezultate.

Zakljucak:

Trening razli¢itog intenziteta kod sportaSa 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 ve¢i 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 puL of anti-human CD14s PerCP-Cy5.5 conjugated antibodies and 5 pL 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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