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Rekreacijsko ronjenje s komprimiranim plinskim smjesama (engl. self-contained underwater
breathing apparatus, SCUBA) poseban je oblik tjelesne aktivnosti, koja zbog specifi¢nih uvjeta
okoline izaziva stresni odgovor organizma. Dosada$nje su studije djelovanja SCUBA ronjenja
na ljudski organizam uocile razli¢ite u¢inke na kardiovaskularni sustav (KVS), no molekularna
pozadina tih ucinaka jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjena. Cilj je ovog istrazivanja bio
pridonijeti razumijevanju promjena kardiovaskularnog, misi¢nog i imunosnog sustava
izazvanih rekreacijskim SCUBA ronjenjem na molekularnoj razini pracenjem specifi¢nih
biokemijskih biljega. U tu je svrhu jedna skupina ronilaca (N=16) izvela 1 neovisan (30 min,
30 m), a druga skupina (N=14) 5 susljednih zarona (jednom tjedno, 30 min, 20-30 m), obje
nakon najmanje 5 mjeseci neronjenja, kako bi se procijenio ucinak jednokratnog SCUBA
ronjenja, odnosno njegov kumulativni uéinak. Plazmatske koncentracije Gal-3, hs-Tnl, NT-
proBNP, mioglobina, hs-CRP, IL-6, VEGF i ET-1, serumske koncentracije CRP, CK, CK-MB
i LD te ukupan broj leukocita odredeni su prije i nakon zarona u obje studije, a u studiji s jednim
zaronom i 3 i 6 sati nakon zarona. U studiji uc¢inka jednokratnog zarona uoceni su statisticki
znacajni porasti konc. Gal-3, hs-Tnl, NT-proBNP, mioglobina i VEGF te pad konc. ET-1
odmah nakon ronjenja u odnosu na vrijednosti prije ronjenja, a konc. hs-CRP se nisu zna¢ajno
mijenjale. Vr$ne koncentracije, uz povratak na bazalne vrijednosti 6 sati nakon ronjenja, za
mioglobin i VEGF uocene su odmah nakon zarona, a za Gal-3 3 sata nakon zarona. Konc. hs-
Tnl i NT-proBNP kontinuirano su rasle tijekom cijelog perioda pracenja. Nakon inicijalnog
pada, konc. ET-1 je pocela rasti 3 sata nakon zarona, no do 6. sata nije dostigla svoju bazalnu
vrijednost. U studiji sa susljednim zaronima potvrdene su sve prethodno uocene promjene
koncentracija mjerene odmah nakon ronjenja, a uoc¢eni kumulativni u¢inak na kardiovaskularni
i miSi¢ni sustav o€itovao se kontinuiranim padom konc. Gal-3, hs-Tnl, mioglobina i VEGF te
porastom konc. NT-proBNP, IL-6 i ET-1 kroz promatrani period pra¢enja od mjesec dana.
Utvrdena je i klinicka znacajnost promjena hs-Tnl, Gal-3, NT-proBNP i mioglobina koje se
dogadaju unutar fizioloskih mehanizama prilagodbe organizma rekreacijskom SCUBA
ronjenju. Zakljucno, jednokratno rekreacijsko SCUBA ronjenje, nakon 5 mjeseci dugog perioda
neronjenja, uzrokuje nezeljene, ali reverzibilne promjene, koje ukljuuju blago osStecenje
sréanog misica, naruSavanje integriteta membrane skeletnog miSic¢a te snaznu aktivaciju
vaskularnog endotela, dok se pri opetovanom ronjenju (jednom tjedno tijekom mjesec dana)
pokrec¢u mehanizmi prilagodbe, Cime se nezeljeni uinci ronjenja ublazavaju.

Kljucéne rijeci: SCUBA ronjenje, kardiovaskularni sustav, adaptacijski mehanizmi, biomarkeri
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Background: Recreational SCUBA (self-contained underwater breathing apparatus) diving is
a special form of physical activity, which due to specific environmental conditions, triggers a
stress response of the organism. Previous studies on the effects of SCUBA diving on the human
organism have revealed different effects on cardiovascular system (CVS), but molecular
mechanisms that lead to these changes remain unclear. The aim of this study was to contribute
to the understanding of molecular background of (pato)physiological changes in cardiovascular,
muscular, and immune system, caused by recreational SCUBA (rSCUBA) diving by
monitoring specific biochemical markers.

Methods: For this purpose, one group of divers (N=16) performed 1 independent dive, while
another group (N=14) performed 5 dives in a series, both after 5 months long non-diving period,
to evaluate the effect of single-dive and repeated-dives on CVS, respectively. In the single-dive
effect study, blood samples were collected in 4 time-points: immediately before (Ao) and after
(A1) the dive, and 3 (A2) and 6 (As) hours after. In cumulative effect study divers preformed 5
consecutive dives (one per week), and blood samples were collected in 6 time-points:
immediately before (Ki.1) and after (Ki.2) the 1% dive, immediately before (K2.1) and after
(K2-2) the 3" dive, and immediately before (Ks.1) and after (Ks-) the 5™ dive. Gal-3, hs-Tnl,
NT-proBNP, myoglobin, hs-CRP, IL-6 VEGF, and ET-1 plasma concentrations, CRP, CK, CK-
MB, and LD serum concentrations as well as total leukocyte count were determined using
appropriate analytical methods. It was hypothesized that rSCUBA diving causes changes in
concentration of selected parameters, due to molecular and cellular processes that a part of
organism’s response and adaptation to the specific environmental conditions.

Results: In the single-dive effect study, statistically significant increases in NT-proBNP, hs-
Tnl, VEGF, myoglobin, and Gal-3 plasma concentrations were detected immediately after the
dive compared with pre-dive concentrations. A statistically significant decrease in ET-1 conc.
noticed immediately after the dive, was followed by an increase 3 h after diving. It continued
to rise up to 6 h after the dive, but it did not reach its initial pre-dive value. After the initial
increase, hs-Tnl and NT-proBNP conc. continued to rise during the whole recovery period
(from Ao to Az). Myoglobin, VEGF, and Gal-3 conc. returned to their initial values 6 h after the
dive, whereas the peak values of myoglobin and VEGF were noticed immediately after the dive,
and of Gal-3 3 h after the dive. No change in hs-CRP plasma concentration was observed after
the dive. Clinically significant changes (difference higher than calculated RCV) in hs-Tnl and
NT-proBNP conc. during the recovery period (A2, As) as compared to the pre-dive period (Ao)
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were observed. Although statistically significant, there was no clinically significant difference
for hs-NT-proBNP and hs-Tnl between Ao and A:. Gal-3 conc. was clinically significantly
higher in its peak value (A2) as compared to the pre-dive value (Ao). There was also clinically
significant increase in hs-Tnl conc. and decrease in myoglobin conc. 6 hours (Azs) after the dive
as compared to the post-dive value (A1).

In the repeated-dives effect study the first dive induced statistically significant changes in
concentrations of majority biomarkers, but not in total leukocyte count, CRP, hs-CRP, CK-MB,
and LD. Myoglobin, hs-Tnl, NT-proBNP, VEGF, Gal-3, IL-6, and CK values significantly
increased, while ET-1 conc. decreased immediately after the first dive. The third and fifth dives
caused the same significant changes in all biomarkers, including the increase in total leukocyte
count, CRP, hs-CRP, CK-MB, and LD values after the dive. There were also significant
changes in all biomarkers’ values if comparing the pre-dive 3 (Kz2-1) and 5 (K3-1) values to the
pre-dive 1 (Ki.1) values; hs-CRP, IL-6, NT-proBNP, and ET-1 values increased significantly
with each preformed dive, while myoglobin, hs-Tnl, VEGF, and Gal-3 values decreased. If
comparing all post-dive values (Ki-2, K22, K3-2), only ET-1 did not changed significantly.
Conclusions: Changes in hs-Tnl, NT-proBNP, Gal-3, myoglobin, ET-1, and VEGF conc.
observed in the single-dive study suggest that rSCUBA diving (30 m, 30 min) triggers adverse
but reversible changes in cardiovascular function and integrity. Although majority of the
processes underlying those consequences (e.g. cell damage and stretch, changed cell membrane
permeability, ROS production) are fundamentally pathological, their scope and strength do not
reach an extent that is sufficient to cause permanent damage or disruption of basic homeostatic
functions of the particular tissue. However, under challenging environmental conditions, stress
forces organisms to adapt to the rapidly changing surroundings. In the repeated-dives effect
study, we showed that repeatedly performed rSCUBA diving (five dives, one per week) triggers
activation of an adaptive response of the cardiovascular, muscular, and immune system, which
was reflected in changes in the specific biomarkers. No clinically relevant impairment of any
observed systems was noticed, but all measured biomarkers showed different dynamics of
change with repeatedly performed rSCUBA diving. Therefore, it would be interesting to
monitor dynamics of changes in these biomarkers with rSCUBA diving performed repeatedly
over a longer period of time, thus providing an opportunity either to confirm the observed

adaptive response or to disclose possible adverse effects.

Key words: SCUBA diving, cardiovascular system, adaptational mechanisms, biomarkers
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Voda prekriva gotovo 70% povrsine Zemlje. Premda je Zivot na Zemlji zapoceo upravo
u oceanima, milijunima godina kasnije, uslijed evolucijske prilagodbe, doslo je do znacajnih
fizioloskih promjena koje su omogucile boravak organizama na kopnu, ali koje su istovremeno
ve¢ini kopnenih Zivotinja i ¢ovjeku uskratile dugotrajniji boravak pod vodom. lIpak, od
prapovijesti su ¢ovjekov Zivot i djelatnosti vezani za vodu, no duzi boravak i aktivnosti pod
vodom predstavljaju napor za ljudski organizam, a u sluc¢aju dugotrajnije izlozenosti mogucéi su
negativni uc¢inci. Naime, nemoguénost odrzavanja homeostaze i prilagodbe uvjetima vodenog
okolisa (organizma samog ili uz pomo¢ opreme) moze dovesti do znacajnih ozljeda (barotrauma

srednjeg uha), pobola (edem pluca, dekompresijska bolest), pa ¢ak i smrti.

Zbog specifi¢nih fizikalnih karakteristika vode (gustoca, pritisak i toplinski kapacitet)
kao i okoli$nih ¢imbenika (poviSeni hidrostatski tlak, temperatura) boravak pod vodom za
ljudski organizam predstavlja znacajan izazov, koji se u najvec¢oj mjeri reflektira adaptivnim
promjenama u respiratornom, kardiovaskularnom, misi¢énom, koStanom i sredi$njem zivéanom
sustavu te mehanizmima regulacije tjelesne temperature. Ovisno o vrsti aktivnosti (plivanje,
ronjenje) te dubini i trajanju boravka u vodenom okoliSu, osim fizioloskih mehanizama
prilagodbe, mogu¢ je razvoj patoloskih i toksi¢nih stanja, kako zbog utjecaja okoliSa (sniZena
temperatura vode) tako i zbog neophodne primjene opreme za boravak pod vodom (disanje

komprimiranih plinova pod povisenim tlakom, hiperoksija, imerzija tijela).

Ronjenje predstavlja svaki boravak ljudskog organizma ispod vodene povrSine uz
koristenje adekvatne opreme. Upravo ga se zbog uvjeta u kojima se odvija, a ne samog tjelesnog
napora kojeg je potrebno uloziti, Cesto svrstava u ekstremne sportove. Popularnosti i
globalizaciji razli¢itih oblika ronjenja prethodio je prije svega razvoj sofisticirane ronilacke
opreme, standardizacija ronilackih protokola i razumijevanje fiziologije ljudskog organizma
pod vodom. Premda su dosadasnja znanstvena istrazivanja prepoznala brojne pozitivne ucinke
redovite i umjerene tjelesne aktivnosti u odrzavanju zdravlja organizma, pokazano je da
pojedina¢ni ili kontinuirani intenzivni tjelesni napori, poput ronjenja, mogu uzrokovati

znacajnu aktivaciju stresnog odgovora organizma koji moze imati i Stetne posljedice.

Ronjenje s primjenom autonomnog ronilackog uredaja za disanje (engl. Self-Contained
Underwater Breathing Apparatus, SCUBA), za razliku od ronjenja na dah ili plutajuéi
povrSinom vode uz pomo¢ disalice, karakterizirano je pojaanim tjelesnim naporom zbog
izloZenosti tijela posebnim fizikalnim uvjetima, poput disanja komprimiranog zraka ili drugih
plinskih smjesa pri povisenom tlaku. Pojacana fizicka aktivnost koja je kod SCUBA ronjenja
dodatno izrazena zbog teZine ronilacke opreme i povecanog otpora kretanju pod vodom,

2



UvoD

zajedno s u¢inkom imerzije i niske temperature okoliSa, izaziva stresni odgovor, prije svega
respiratornog, kardiovaskularnog i lokomotornog sustava. Dosadasnje spoznaje o utjecaju
ronjenja na ove i ostale organske sustave temelje se uglavnom na praé¢enju klinickih znakova i
simptoma, dok je razumijevanje molekularnih procesa kao i poznavanje promjena specificnih

biokemijskih parametara nedostatno, StoviSe neke su osnovne informacije jo$ uvijek nepoznate.

1.1. RONJENJE UZ POMOC AUTONOMNOG RONILACKOG UREDAJA ZA
DISANJE (SCUBA)

Povijest SCUBA ronjenja usko je povezana s razvojem opreme koja se koristi prilikom
njegovog izvodenja. Premda se ne moze sa sigurnoS¢u utvrditi kada je ronjenje na dubine vece
od par metara prvi puta prakticirano, postoje dokazi koji upucuju da je to bilo 5000 godina prije
Krista. Prva su ronjenja bila na dah, a provodena su s ciljem eksploatacije bisera i spuzvi na
dubinama ne ve¢im od 30 m i ne dulje od 2 min (1). Kasnije se razvio oblik vojnog ronjenja
koje je svoj vrhunac dostiglo u velikim pomorskim bitkama u razdoblju 1800. — 400. godine
prije Krista. Prvi konkretan dokaz primitivnog oblika ronjenja s opremom predstavlja asirski
reljef na kojem je prikazan muskarac koji pliva pod vodom udisu¢i zrak iz velikih koznih vreca,
a koji datira iz 885. godine prije Krista, dok je prvi autentiCan zapis o ronjenju S opremom

pronaden u rukopisu grékog povjesni¢ara Herodota iz 450. godine prije Krista (2).

Prva ideja o razvoju neovisnog podvodnog ronilackog aparata koji bi zamijenio
dotadasnje ronilacko zvono dizajnirano 1535. godine (Guiglielmo de Lorena), zabiljeZena je
1680. godine izumom talijanskog znanstvenika Borellija. Godine 1837. Augustus Siebe
konstruirao je tzv. ronilacku kacigu u koju se zrak kompresorom dopremao s povrSine vode.
Prvu zadovoljavaju¢u ronilacku opremu razvio je francuski dvojac Benoit Rouquayrol i
Auguste Denayrouze 1863. godine, ali uz znacajan nedostatak adekvatnih visokotlacnih
kompresora i cilindara, zbog ¢ega se zrak i dalje morao dopremati cijevima s povrSine vode.
Godine 1878. Henry Fleus razvija prvi SCUBA aparat zatvorenog tipa koji je iz izdahnutog
zraka filtrirao ugljikov dioksid te ga tako ¢inio ponovno adekvatnim za udisanje. Tom su
opremom ronioci u kasnom 19. stolje¢u mogli dosezati dubine od 50 m, ali uz znacajan razvoj

dekompresijske bolesti koju je prvi opisao francuski znanstvenik Paul Bert (1).

Prvi samostalni podvodni aparat za disanje komprimiranog plina otvorenog tipa u
uvjetima poviSenog hidrostatskog tlaka konstruirali su 1943. Emilie Gagnan i Jacques-YVes

Cousteau. Moderni SCUBA aparat koji se koristi danas (visokotla¢ni regulator na cilindru plina
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i crijevo koje doprema plin na ventil u ustima) dizajnirao je australski inZenjer Ted Eldred

pocetkom 50-ih godina proslog stoljeca (1).

Komercijalno ronjenje razvija se tijekom 19. i 20. stolje¢a i ukljuuje razvoj prvih
autonomnih aparata za disanje pod vodom i standardiziran pristup razvoju ronilackih protokola.
Suvremeni se oblici ronjenja po svojoj namjeni mogu podijeliti na amatersko i profesionalno
ronjenje, odnosno na sportsko ili rekreacijsko i tehnicko ronjenje s obzirom na potrebnu obuku,
iskustvo, uvjete zarona (dubina) i koriStenu opremu za ronjenje. Profesionalno ronjenje
podrazumijeva obavljanje placenih poslovnih ili vojnih zadataka pod vodom koji se mogu
odvijati u uvjetima rekreacijskog ili tehnickog ronjenja. Medutim, naj¢es¢i oblik ronjenja
predstavlja rekreacijsko ili sportsko ronjenje koje, sukladno europskoj (EN 14153-2) i
medunarodnoj normi (ISO 24801-2) te Svjetskom udruzenju za podvodne aktivnosti (fra.
Confédération Mondiale des Activités Subaquatiques, CMAS; engl. World Underwater
Federation, WUF), predstavlja ronjenje ograni¢eno na dubine do 40 metara uz koristenje
isklju¢ivo komprimiranog zraka ili nitroxa (plinske smjese kisika i dusika, gdje udio kisika ne
prelazi 40%) uz izravan, vertikalni pristup povr$ini i postupno izranjanje bez dekompresijskog
zaustavljanja (3). Prema istim smjernicama, tehni¢kim se ronjenjem smatra svaki oblik ronjenja
koji nadilazi normalne limite rekreacijskog ili sportskog ronjenja, a podrazumijeva aktivnosti
koje ukljucuju jednu ili viSe sljedecih karakteristika: ronjenje na dubini ve¢oj od 40 metara,
obavezno dekompresijsko zaustavljanje, zabranjen vertikalni pristup povrsini ili koriStenje vise
razli¢itih smjesa komprimiranih plinova tijekom jednog zarona (3, 4). Primjena smjesa plinova
poput trimixa (kisik, dusik, helij) 1 helioxa (kisik, helij) omoguéava dublje zarone i1 duze
zadrzavanje pod vodom s obzirom na to da sadrZe nizi postotak kisika i dusika u odnosu na

zrak.

S rastu¢om popularnosti rekreacijskog ronjenja kao jedinstvene tjelesne aktivnosti u
zadnjem desetljecu, s vise od 90.000 aktivnih kvalificiranih ronilaca u Ujedinjenom Kraljevstvu
i 3.500.000 u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (5) javlja se i potreba za boljim
razumijevanjem osnovnih fiziolo§kih mehanizama prilagodbe organizma uvjetima podvodnog

okolisa.
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1.2. FIZIOLOSKE PROMJENE ORGANIZMA TIJEKOM RONJENJA
1.2.1. U¢inak imerzije tijekom ronjenja na funkciju srca

Uronjenost ili imerzija ljudskog tijela u vodu, djelovanjem hidrostatskog tlaka vode i
kompresijom venskih odjeljaka perifernih dijelova tijela uzrokuje premjestanje krvi prema
srediSnjem torakalnom podru¢ju uzrokuju¢i povecanje centralnog venskog tlaka (6).
Intratorakalno povecanje volumena krvi povecava: 1. volumen na kraju dijastole, 2. udarni

volumen i 3. sréani minutni volumen (7).

Rastezanje sréanog atrija te povecanje arterijskog pulsnog tlaka pobudit ce
intratorakalne baroreceptore koji detektiraju rastezanje i aktivirati sr¢ano-endokrino-bubreznu
os (natriuretski hormon) te uzrokovati diurezu (8). Uzrok povecanju volumena plazme je i
transkapilarni pomak izvanstani¢ne tekucine u krv uslijed utjecaja hidrostatskog tlaka okoline
koji smanjuje i kapacitet venskog perifernog odjeljka te dodatno uzrokuje pomak krvi prema
toraksu (9). Uz to, autotransfuzija, koja se dogada prvenstveno iz kapilara nogu, dodatno
poveéava volumen krvne plazme te smanjuje njezin koloidno-osmotski tlak (10). Pomak
tekuc¢ine dogada se 1 iz samih stanica pri ¢emu je uloga bubrega osigurati pojacano lucenje
tekuc¢ine kako bi se smanjilo povecanje volumena plazme, a time i dodatno sréano opterecenje

(112).
1.2.2. Uc¢inak imerzije tijekom ronjenja na raspodjelu tjelesnih tekucina

Volumen plazme se na pocetku ronjenja povecava za 7% $to je rezultat djelovanja
hidrostatskog tlaka vode na organizam koji uzrokuje povecanje tlaka u tkivima iznad
hidrostatskog tlaka u kapilarama uzrokuju¢i kapilarnu reapsorpciju tekucine (8). Kako se
povecava dubina ronjenja, tako linearno rastu tlakovi u tkivu, kapilarama i centralnom venskom
odjeljku. S obzirom na to da se osmolarnost plazme ne mijenja, dolazi do hemodilucije i pada
koloidno-osmotskog tlaka plazme. Medutim, nema promjene u volumenu intersticijske
tekucine, kao ni znacajnije promjene protoka tekucine kroz limfni sustav. Dokaz da se volumen
plazme najviSe povecava pomakom tekucine iz stanica jest povecanje plazmatske koncentracije
aminokiselina i kalijevih (K*) iona (11). Kompenzacijski mehanizam bubreznog odgovora
dovoljan je za odrzavanje normalne homeostaze kardiovaskularnog sustava samo ako imerzija
ne traje dulje od 12 sati (12). Prosje¢no povecanje sréanog minutnog volumena tijekom ronjenja
iznosi 32 — 62%. U tom rasponu ne dolazi do promjene srednjeg arterijskog tlaka jer se smanjuje

ukupni periferni otpor krvnih zila (6, 11).
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1.2.3. Ucinak imerzije tijekom ronjenja na promjene u protoku krvi

Sistemska potro$nja kisika (O2) ne mijenja se tijekom ronjenja. To znaci da ¢e, uslijed
pojacanog protoka, dostava kisika nadilaziti stvarne metabolicke potrebe tkiva. U normalnim
bi uvjetima doslo do autoregulacije protoka koji bi odgovarao metaboli¢kim potrebama tkiva
(6). Medutim, u uvjetima ronjenja proces autoregulacije je modificiran jer dolazi do sustavnog
povecéanja protoka krvi (13). Uslijed pojacanog rada srca i pluca, dolazi do povecanja protoka
krvi kroz vanjske medurebrene misiée i sré¢ani misi¢ (13). Povecava se protok krvi kroz kozu i
potkozno masno tkivo. Protok kroz bubrege ostaje nepromijenjen. Medutim, protok krvi kroz
crijeva, jetru, gusSteracu i slezenu raste. Tijekom daljnjeg ronjenja visceralni protoci padaju na
predimerzijsku razinu i povecani sr¢ani minutni volumen se kompenzira preraspodjelom

protoka na nerespiratorne skeletne misice (14).

1.2.4. Ucinak spola i dobi na odgovor organizma na imerziju tijekom ronjenja

Unato¢ fizioloskim razlikama i razlikama u veli¢ini tijela, ne postoji razlika u
kardiovaskularnoj i bubreznoj prilagodbi organizma imerziji s obzirom na spol, pa se opisane
prilagodbe organizma jednako odnose na muskarce i zene (15). Premda utjecaj dobi na odgovor
organizma na izazove ronjenja zahtjeva podrobnija i sustavnija istrazivanja, dokazano je da

povecanje sr¢anog minutnog volumena pada starenjem (16).

1.2.5. Ucinak imerzije tijekom ronjenja na bubreg i neuroendokrini regulatorni sustav

Imerzija u normalno hidriranih ljudi izaziva diurezu, natriurezu, kaliurezu i povecava
klirens slobodne vode (6), ali ne u¢inkom na glomerularnu filtraciju ve¢ promjenom tubularnih
mehanizama. Povecani klirens slobodne vode odvija se uslijed pada plazmatske koncentracije
vazopresina (17) ¢ija je koncentracija u uvjetima imerzije primarno regulirana arterijskim
baroreceptorima i sr¢anim mehanoreceptorima (12), a ne osmolarnosti plazme. Imerzija
uzrokuje i pad plazmatske aktivnosti renina i aldosterona (18). Medutim, diureza i natriureza
prisutni su jos 40 min nakon imerzije i odvijaju se prenaglo da bi bili primarno ovisni o supresiji
sekrecije aldosterona. Sirenje atrija uzrokuje otpustanje atrijskog natriuretskog peptida (ANP)
koji djeluje pozitivno na diurezu, natriurezu, vazodilataciju te pomak tekuéine iz vaskularnih
odjeljaka. Imerzija uzrokuje naglo povisenje koncentracije ANP u plazmi (12, 19) koji djeluje
vise sati, kao i bubrezni odgovor koji traje 2 — 4 sata nakon imerzije (11, 20). Uz jednaki protok
krvi kroz bubreg tijekom imerzije, ¢ini se da najveci utjecaj na promjenu bubrezne funkcije te

posljedicno lucenje vode i natrija (18) ima inhibicija simpaticke aktivnosti (21) putem
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mehani¢kog rastezanja atrija i/ili aktivacije arterijskih baroreceptora. Sazetak svih ucinaka

imerzije na ljudski organizam prikazan je na Slici 1.
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Slika 1. Sazetak cirkulacijskih, bubreznih i neurohormonalnih odgovora organizma u imerziji. Preuzeto

i prilagodeno prema Pendergast i sur. (7).

Sredi$nja ekspanzija volumena i poviSeni sréani minutni volumen posljedica su kompresije venskih odjeljaka i
autotransfuzije. Porast sréanog minutnog volumena koje se dogada zbog imerzije toliko je jak da nadilazi
energetske i metabolicke potrebe organizma u mirovanju, ali i tijekom vjezbanja. Aktivacija kardiovaskularnih
mehanoreceptora i pojacano izluéivanje atrijskog natriuretskog peptida aktivira niz neurohormonalnih
mehanizama koji poti¢u izlu€ivanje natrija i vode smanjujuéi hipervolemijui prilagodavajuci protok krvi i izmjenu
kisika. Najsnazniji mehanizam djelovanja na bubrege ostvaruje simpati¢ki ziv€ani sustav. Ostali hormonski
odgovori, poput izravne osjetljivosti bubrega na natriuretske peptide, dodatno modificiraju primarni bubrezni

neurohormonalni odgovor na imerziju tijela.
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1.2.6. Ucinak imerzije na ravnotezu plinova (Kisik, ugljikov dioksid, dusik)

Suprotno boravku na visokim nadmorskim visinama, hipoksija nije problem tijekom
imerzije s opremom za disanje s obzirom na to da hidrostatski tlak ujedno povisuje i parcijalni
tlak kisika (pO2). Medutim, poviseni pO2 uzrokuje stanje tkivne hiperoksije koja moze imati
toksi¢ne ucinke na organizam (22), posebice na respiratorni (23) i ziv€ani sustav (24).
Adaptacijski su mehanizmi prilagodbe hiperoksiji ograni¢eni, S obzirom na to da se radi o
umjetno izazvanom stanju (poviseni hidrostatski tlak vode, barokomore), suprotno hipoksiji za
koju je organizam razvio brojne kompenzacijske mehanizme. Cini se da su periferna
vazokonstrikcija i umjereni pad sréanog minutnog volumena fizioloski mehanizmi kojima se
smanjuje unutarstani¢ni pO2 (23) ¢ime dolazi do prilagodbe stanju hiperoksije. Na razini
stanice, kemijske reakcije posredovane antioksidacijskim enzimima reduciraju koliinu
nastalog superoksida i vezanih produkata (reaktivnih kisikovih spojeva) (23). Medutim, vazno
je napomenuti da su mehanizmi prilagodbe hiperoksiji ograni¢eni te da toksi¢nost kisika
predstavlja potencijalno znacajan rizik boravka pod vodom (22) ili tijekom drugih
hiperoksi¢nih stanja (23, 24).

Alveolarna ventilacija u zdravih je osoba precizno regulirana kako bi odrzavala
arterijski parcijalni tlak ugljikovog dioksida (pCOz) na otprilike 40 mmHg (25). Tijekom
ronjenja se najceSée dogada retencija CO2 uzrokovana spontanom ili samovoljnom
hipoventilacijom (radi uStede plina za disanje) ili nemoguéno§¢u ubrzanja disanja uslijed slabih
ili umornih respiratornih misi¢a. Ronjenjem prouzrocena retencija CO2 moze primarno
uzrokovati stanje ugljicne narkoze (26) i konvulzije (27) ili sekundarno pojacati toksi¢nost
kisika u sredi$njem ziv€anom sustavu uz razvoj dusi¢ne narkoze (26). Mehanizmi retencije CO-
nisu u potpunosti razjasnjeni. Jedan od glavnih uzroka hipoventilacije tijekom ronjenja
najvjerojatnije je smanjena osjetljivost respiracijskog sustava na porast koncentracije CO2 (26)
ili pak komorbiditet vezan uz aktivnost respiratornih misi¢a. Nedavna istrazivanja pokazala su
da ciljano vjezbanje respiratornih misi¢a moze prevenirati osteéenje respiratorne funkcije u vise
od 85% slucajeva (28), normalizirati respiracijsku osjetljivost na CO2 (29) te pojacati

izdrzljivost ronilaca (30) i podvodnu tjelesnu aktivnost (28, 30) te smanjiti retenciju CO- (29).

PoviSenje parcijalnog tlaka duSika (N2), uz poviSeni pO2, predstavlja najveci rizik
razvoja toksi¢nih djelovanja inertnih plinova zbog kompresije uzrokovane hidrostatskim
tlakom vode. Ukoliko se tijekom dekompresije za vrijeme tehnickog ronjenja, tijekom
izranjanja, inertni plinovi (poput N2) ne eliminiraju spontano procesom pluéne perfuzije, moze

do¢i do formiranja mjehuri¢a plina u tkivima i krvi i razvoja dekompresijske bolesti (27).
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Tijekom kompresije uzrokovane hidrostatskim tlakom vode najce$¢e se smanjuje slobodna
perfuzija plinova koja je dodatno naruSena selektivnim promjenama sréanog minutnog
volumena. Nastajanje mjehuri¢a plina smanjuje se disanjem plinova pod negativnim tlakom
tijekom ronjenja ili boravkom u barokomori nakon izranjanja (31). Nedavna su istrazivanja
pokazala da tjelovjezba prije ronjenja znacajno smanjuje rizik formiranja mjehurica i razvoja
dekompresijske bolesti. Povoljan utjecaj ima i dusikov oksid (NO) (32) ¢ija je neosporna uloga
dokazana u smanjenju perfuzije tijekom stresa uzrokovanog hladnocom (33), poveéanju
perfuzije plinova tijekom tjelovjezbe (34) te eliminaciji N2 tijekom ronjenja (35). Promjene u
perifernoj cirkulaciji vezane uz promjenu temperature vode (36) i zagrijavanje tijela dokazano
reduciraju formiranje mjehurica i rizik od razvoja dekompresijske bolesti (37). Na velikim
dubinama, gdje se razvija visoki tlak i kompresija, N2 ima narkoti¢ni u¢inak. Zbog toga je
dubina na kojoj se smije udisati smjesa Oz i N2 ograni¢ena na 30 do 50 metara (27). Na ve¢im
se dubinama preporucuje koristenje nenarkoti¢nih inertnih plinova poput helija u smjesi s

kisikom kao §to su trimix (sadrzi dusik, kisik i helij) 1 heliox (sadrzi kisik i helij).
1.2.7. U¢inak temperature vode na organizam prilikom ronjenja

Vecina vodenih povrSina U svijetu ima temperaturu daleko ispod termoneutralne za
ljudski organizam (< 34 — 35°C). To, zbog visoke termalne vodljivosti i kapaciteta vode, moze
biti uzrok hipotermije. Ronjenje u hladnoj vodi izaziva poja¢ano premjestanje krvi prema
prsima uz manje izrazeni porast volumena plazme te sli¢ni porast udarnog i sr¢anog minutnog
volumena kao prilikom imerzije u termoneutralnoj vodi (36). Sve promjene uzrokovane
hladnocom dogadaju se uslijed pojacane aktivnosti simpatickog zivéanog sustava (38). U
takvim uvjetima dolazi do porasta broja otkucaja srca (36). U hladnoj vodi, kutana
vazokonstrikcija uzrokovana je padom temperature koze. Medutim, tek pad tjelesne
temperature znacajno aktivira simpatikus i uzrokuje daljnju vazokonstrikciju potkoznog tkiva i
miSica tijekom aklimatizacije na hladnocu za vrijeme produljenog boravka u hladnoj vodi (39).
Uz simpatikus, kao medijator regulacije temperature isti¢e se NO (40) ¢ija se koncentracija u

izdahnutom zraku smanjuje tijekom boravka u hladnoj vodi (33).

Otpor otpustanju tjelesne topline u hladni okolis$ osigurana je slojem potkoznog masnog
tkiva i perifernom vazokonstrikcijom (41) koja je regulirana ili centralno ili lokalno putem NO
(40). Dodatni odgovor smanjenju temperature koze i tijela je inicijacija drhtanja kako bi se
generirala dodatna metabolicka toplina (40). Tijekom boravka u hladnoj vodi vazokonstrikcija
ne zahvaca isklju¢ivo kozu 1 potkozje, ve¢ 1 miSice Sto pridonosi tezem podnoSenju tjelesnog

napora pri hladno¢i (36).



UvoD

Dubina ima znac¢ajan ucinak na stres uzrokovan niskom temperaturom vode s obzirom
na to da je na ve¢im dubinama kompresija uzrokovana hidrostatskim tlakom vode na tijelo veca.
To dodano pojacava termalnu provodljivost vode, pa je gubitak topline veci (42). Uoceno je,
takoder, znacajno smanjenje kognitivnih sposobnosti ronilaca u hladnoj vodi (43). U
adaptacijskom odgovoru organizma na stres uzrokovan hladnom vodom nisu uocene razlike
izmedu spolova (44). Studije utjecaja dobi na adaptacijski odgovor organizma u hladnoj vodi
do sada jos$ nisu provedene (7). U¢inak imerzije tijela u hladnu vodu na kardiovaskularni sustav

sazet je na Slici 2.
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Slika 2. Kardiovaskularne promjene uzrokovanje imerzijom tijela u hladnu vodu. Preuzeto i prilagodeno
prema Pendergast i sur. (7).
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1.3. PATOFIZIOLOSKE POSLJEDICE RONJENJA
1.3.1. Imerzijom uzrokovani edem pluca

Imerzijom uzrokovani edem pluca (engl. immersion pulmonary edema, IPE) ocituje se
simptomima hipoksemije: kasljem, hemoptizom, dispnejom, a javlja se ¢eS¢e kod mladih,
najéescée povlaci spontano, a samo kod nekih pojedinaca moze zavrsiti smréu (48). Lijeci se B2
adrenergickim agonistima i diureticima. Uzrok IPE najéesce je stres kapilara pluc¢a uzrokovan
ubrzanim protokom krvi i poviSenim krvnim tlakom (46) uz dodatne ¢imbenike poput porasta
opterecenja ventrikula, povecanja volumena krvi u plu¢ima, hipertenzije pulmonalne arterije i
hladne vode (49). Dodatni ¢imbenici za razvoj IPE jesu disfunkcija lijevog ventrikula (50),
akutni koronarni sindrom (51), akutna reverzibilna disfunkcija miokarda (49), hipertenzija i

aktivacija simpatikusa (49).
1.3.2. Dekompresijska bolest

Dekompresijska bolest (engl. decompression illness, DCI) predstavlja sindrom
uzrokovan nakupljanjem mjehuri¢a plina u krvnim zilama ili tkivu prilikom dekompresije, a
uslijed disanja komprimiranog plina (52). Razlikujemo dva osnovna mehanizma nastanka DCI.
Nedovoljan izlazak plina kroz traheobronhalno stablo uzrokuje hiperekspanziju pluca i rupturu
alveola. U tom slucaju alveolarni plin preko intersticija pluc¢a ulazi u medijastinum odakle
moze udi u vrat, potkoZno tkivo i abdomen. Moze u¢i u pluénu kapilarnu krv 1 arterijsko stablo
uzrokuju¢i arterijsku plinsku emboliju (engl. arterial gas embolism, AGE), rupturu pleure ili
pneumotoraks. Drugi mehanizam podrazumijeva in situ formaciju mjehurica zbog
supersaturacije tkiva inertnim plinom. De novo nastajanje mjehuri¢ca moguca je u tkivu oko
zglobova, lednoj mozdini i drugim tkivima. Klinicki se manifestira kao dekompresijski sindrom
(engl. decompression syndrome, DCS) (52). Nastali mjehuri¢i ostvaruju svoje ucinke
mehani¢kom distorzijom tkiva (uzrokuju¢i bol) i1 okluzijom krvne Zile (embolije) ili u slucaju
DCS ostecenjem endotela, ekstravazacijom plazme, hemokoncentracijom i Sokom (52). Javlja
se 1 vazoplegija, stanje endotelne hipoosjetljivosti na vazoaktivne tvari. Uo€ena je i1 aktivacija
trombocita te adhezija leukocita na endotel krvnih zila (53). Najce$¢e manifestacije DCI
ukljucuju bol (tipi¢no uz zglobove), paresteziju, slabost, motorne ispade, promjenu mentalnog
stanja, mucninu, vrtoglavicu i gubitak koordinacije (52, 54). Simptomi se najéeSée javljaju
unutar par minuta od izrona ako je u pitanju AGE, odnosno do 24 sata nakon izrona ako je u
pitanju DCS (52).
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1.4. UCINAK TJELESNE AKTIVNOSTI NA BIOMARKERE U KRVI

Dosadasnja znanstvena istrazivanja prepoznala su brojne pozitivne uinke redovite i
umjerene tjelesne aktivnosti na odrzavanje zdravlja organizma (55). Medutim, pojedinacni ili
kontinuirani intenzivni tjelesni napori mogu uzrokovati stresni odgovor organizma s moguéim
negativnim, pa i fatalnim ishodima (56). S rastu¢om popularno$¢u sportova visokog intenziteta
tjelesne aktivnosti poput maratona, ultra-maratona, triatlona i dugih biciklisti¢kih utrka (57)
namecée se pitanje mogucénosti adaptacije organizma takvom stresu, posebice sréanog,
krvozilnog i miSi¢nog sustava. Naj¢eSca prilagodba kardiovaskularnoga sustava intenzivnom
vjezbanju poznata je pod nazivom ,atletsko srce* i predstavlja skup fizioloskih prilagodbi
vjezbanju koje ukljucuju uvecanje sr¢anih komora, zadebljanje ventrikularnog dijela sréanog
miSi¢a te pojacanu parasimpati¢ku inervaciju srca u mirovanju (58). Navedene promjene
najcesce su vezane uz normalnu funkciju lijevog ventrikula. Medutim, ukoliko dode do znatne
hipertrofije lijevog ventrikula, javljaju se promjene u njegovoj funkciji koje su najces¢i uzrok
iznenadne smrti mladih sportasa (56, 59). Osim na lijevi ventrikul, razliciti oblici tjelesne
aktivnosti mogu uzrokovati poviSenje sréanog ritma (broj otkucaja u minuti), udarnog i

minutnog volumena te sistoli¢kog krvnog tlaka (60).

Biomarkeri su endogene supstance otpusStene u cirkulaciju tijekom tjelesne aktivnosti
razli¢itim mehanizmima (Slika 3.) nakon stresa ili oSte¢enja stanice, organa ili organskih
sustava. Brojne intenzivne tjelesne aktivnosti, poput maratona i ultramaratona, najceSce
uzrokuju promjene u koncentracijama razli¢itih kardiovaskularnih biomarkera. To je, medutim,

privremeno i ovisno o intenzitetu i trajanju aktivnosti (61).

1.4.1. Biomarkeri sréanog oStefenja i rastezanja

1.4.1.1. Sréani troponini

Troponini su proteini koji sudjeluju u regulaciji miSi¢ne kontrakcije ¢ineci interakcije
aktina s miozinom osjetljivim na citosolnu koncentraciju kalcija (62). Troponinski kompleks
Cine 3 razli¢ita proteina (63): troponin C (TnC) veli¢ine 18 kDa, troponin I (TnI) veli¢ine 21

kDa i troponin T (TnT) veli€¢ine 37 kDa.

Prva studija u kojoj je pokazana povezanost tjelesne aktivnosti s otpustanjem troponina
u cirkulaciju provedena je jos 1987. godine (64). Medutim, do nedavno nije postojao jasan
konsenzus o kojem redu veli¢ine otpustanja je rije¢ s obzirom na neujednacenost studija u
smislu veli¢ine uzorka, odabira sudionika (samo profesionalni sportasi) 1 koriStenja testova za

detekciju troponina. Treba istaknuti da su prve imunokemijske tehnike za odredivanje troponina
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Slika 3. Potencijalni mehanizmi ukljuceni u otpustanje biomarkera u cirkulaciju nakon tjelovjezbe. Preuzeto i prilagodeno prema Le Goff i sur. (58).
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iz srca imale visoku kriznu reaktivnost s troponinima iz skeletnog misi¢a te da nisu bile
prikladne za mjerenje niskih (nanogramskih) koncentracija. Razvojem metoda visoke
osjetljivosti i proSirenjem studija na veci broj ispitanika omoguéen je bolji uvid u sve
molekularne mehanizme koji dovode do porasta koncentracije troponina u cirkulaciji nakon

tjelesne aktivnosti (65).

Brojne su studije pokuSale objasniti vjeZbanjem uvjetovano otpustanje troponina u
cirkulaciju. Medutim, teSko je izvesti opéeniti zakljucak o klini¢koj zna¢ajnosti tog otpustanja.
Najc¢es¢e spominjani uzroci ukljuuju pojacanu propusnost membrane kardiomiocita
uzrokovanu mehani¢kim stresom, pojacanu proizvodnju reaktivnih kisikovih spojeva ili pak
promjenu u kiselinsko-bazi¢noj ravnotezi (66 — 70). S obzirom na to da se troponin u cirkulaciju
otpusta u dvije faze, logicno je zakljuciti da je za prvi porast odgovorna promjena u propusnosti
membrane miocita iz kojeg se otpusta citosolni troponin. Drugi porast uzrokovan je
otpustanjem troponina vezanog uz troponinski kompleks (57). Neki autori zagovaraju teoriju
da je otpustanje troponina I (Tnl) rezultat loma troponinskog kompleksa u miofibrilima te da je
izravan dokaz stani¢ne smrti, koja ne ukljucuje nuzno nekrozu (71). Drugi pak, porast
koncentracije troponina povezuju s tzv. nekrotskim otoci¢ima koje nije moguce detektirati

standardnim klinickim tehnikama (72).

Uoceno je, nadalje, da intenzitet vjeZbanja korelira s koncentracijom troponina na nacin
da aktivnosti veceg intenziteta i kraceg trajanja uzrokuju njegovo najintenzivnije otpustanje
(73). Dodatno, primije¢eno je da je otpustanje troponina manje kod maratonaca koji dulje
treniraju, §to sugerira prilagodbu sréanog misica intenzivnoj tjelesnoj aktivnosti s postupnim
smanjivanjem ozljede (74). U opéoj populaciji koncentracija troponina iznad 99. percentile uz
porast ili pad nakon retestiranja indicira dijagnozu akutnog infarkta miokarda (75). Isti scenarij
nerijetko se dogada i u studijama utjecaja intenzivnih oblika tjelesne aktivnosti na koncentraciju
troponina (74, 76).

1.4.1.2. Natriuretski peptidi

Prvi izolirani natriuretski peptid bio je atrijski (engl. atrial natriuretic peptide, ANP)
kao hormon odgovoran za natriurezu i diurezu koji izlucuje tkivo sréanog atrija (77). B-tip ili
mozdani tip natriuretskog peptida (engl. B-type or brain natriuretic peptide, BNP), kao i C-tip
(engl. C-type natriuretic peptide, CNP) izolirani su iz tkiva mozga svinje (78). Kasnije su
studije pokazale da se sinteza BNP-a u ljudi odvija u kardiomiocitima (79), dok je CNP
eksprimiran u sredi$njem zivéanom sustavu i perifernim tkivima (80). ANP i BNP imaju vaznu
ulogu u regulaciji krvnog tlaka i homeostaze tjelesnih tekuéina tako §to smanjuju vaskularni
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tonus, pojaCavaju ekskreciju vode i elektrolita bubrezima i djeluju antifibrozno i
antihipertrofi¢no na srce, upravo antagonisti¢ki djelovanju renin-angiotenzin-aldosteronskog
sustava (RAAS) (81).

Povisene koncentracije ANP-a i BNP-a u cirkulaciji znak su jakog povecanja
opterecenja ventrikula tlakom koje je posljedica elongacije miocita uslijed povisenog Krvnog
tlaka, veceg priljeva krvi, neurohormonske aktivacije, disfunkcije srca, zatajenja srca, akutnog
koronarnog sindroma, kardiomiopatije ili drugih sli¢nih sindroma (83). S obzirom na to da su
izravan biljeg disfunkcije srca, odredivanje koncentracije BNP-a i njegovog prohormonskog N-
terminalnog fragmenta (NT-proBNP) nuzno je za dijagnozu, stupnjevanje i pracenja odgovora
na terapiju kardiovaskularnih bolesti (83). Plazmatska koncentracija natriuretskih peptida
izravno korelira s ozbiljnoS¢u ventrikularne disfunkcije, a njithova se snazna negativna

prediktivna vrijednost koristi za isklju¢ivanje akutnog ili kroni¢nog zatajenja srca (82, 84).

Porast plazmatske koncentracije NT-proBNP uocen je u razli¢itim studijama nakon
intenzivnog vjezbanja (85, 86). Smatra se da je njegov porast nakon tjelesne aktivnosti
posljedica aktivacije neuroendokrinog sustava, a ne znak uznapredovale disfunkcije srca (79).
Porast koncentracije natriuretskih peptida posljedica je prolazne produkcije/sekrecije iz samog
srca, fenomenu Kkoji se temelji na subklinickoj nekrozi stanica miokarda (85, 87). Mogu¢ je i
porast koncentracije NT-proBNP uslijed porasta plazmatskih kateholamina, povecanog
mehanic¢kog djelovanja na ventrikul, promjene u dinamici energije, homeostazi kalcija ili
proizvodnje reaktivnih kisikovih spojeva (85, 86). Takoder je uoc¢eno da iskusniji sportasi imaju

najvise koncentracije natriuretskih peptida nakon tjelesne aktivnosti (87).

Koristenjem mi§jeg modela uoceno je da natriuretski peptidi imaju i citoprotektivni
ucinak na nacin da limitiraju opseg infarkta poviSenjem cikli¢kog gvanozin-monofosfata
(cGMP) otvarajuc¢i adenozin-trifosfat osjetljive kalijeve kanale (Katp) na membranama
mitohondrija u miocitima (88). Ista hipoteza postavljena je i u istraZivanju utjecaja tjelesne
aktivnosti na prividno zdrave sportase gdje porast natriuretskih peptida nije posljedica ozljede
miokarda nego zaStita miokarda i regulacija njegovog rasta (89). Unato¢ svemu, sli¢no kao i
kod troponina, jos nije utvrden stvaran mehanizam otpustanja natriuretskih peptida, no €ini se,

ipak, da se radi o fizioloSkom, a ne patofizioloSkom fenomenu.
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1.4.2. Biomarkeri integriteta membrane miocita

1.4.2.1. Mioglobin

Mioglobin je monomerni protein, izgraden od 153 aminokiseline, niske molekularne
mase (18 kDa) (90). Tri su izoforme mioglobina normalno prisutne u ljudskom mi$i¢u. Osim u
pohrani i prijenosu kisika (91), mioglobin sudjeluje u mikrovaskularnoj i tkivnoj regulaciji
luéenja dusikovog oksida (NO) $to dovodi do otpustanja iona zeljeza iz molekule hema u
mioglobinu. To pak promovira peroksidaciju membrana mitohondrija (92). Ve¢ blagi porast
koncentracije mioglobina u cirkulaciji narusava funkciju bubrega i ravnotezu elektrolita u
zdravih pojedinaca (93). Stanje znacajnog oStecenja skeletnih misica s razvojem nekroze naziva
se rabdomioliza. Ona je karakterizirana visestruko povisenom koncentracijom mioglobina i
katalitickom aktivnos$¢u kreatin-kinaze (CK) u serumu i mokraci te visokim rizikom razvoja

akutnog bubreznog zatajenja (94).

Nakon intenzivne tjelesne aktivnosti, mioglobin se u cirkulaciju otpusta kao rezultat
razgradnje samog proteina u miSi¢ima (95). Njegova plazmatska koncentracija nakon vjezbanja
raste unutar 30 min (96), a povisenom moze ostati tijekom sljedecih 5 dana, najvjerojatnije zbog
laganog upalnog procesa u samom misi¢u (97). Aktivnost CK i koncentracija mioglobina
koreliraju s upalom koja se o€ituje neutrofilnim odgovorom kao dijelom odgovora misiénog
tkiva na stres (98). Stoga se mioglobin moze smatrati korisnim biomarkerom za pracenje

ucinkovitosti rada i prilagodbe misi¢nog tkiva vjezbanju (99).

1.4.2.2. Galektin-3 (Gal-3)

Galektin-3 (Gal-3) je protein iz obitelji galektina, molekulske mase 29-32 kDa, kodiran
genom LGALS3 na kromosomu 14. Galektini su lektini koji specifi¢no prepoznaju i vezu -
galaktozidne ostatke putem evolucijski konzervirane domene (engl. carbohydrate recognition
domain, CRD) veli¢ine 130 aminokiselinskih ostataka (100). Gal-3 je ubikvitarno eksprimiran
u brojnim tkivima u ljudskom organizmu; od imunosnih stanica (makrofagi, monociti,
neutrofili, eozinofili, bazofili, Langerhansove stanice, dendriticne stanice, mastociti) i
senzornih neurona, do razlicitih vrsta epitelnih i endotelnih stanica (101). Tkiva s najve¢om
ekspresijom su pluca, guSteraca, zeludac, crijeva, jajnici, maternica i nadbubrezne Zlijezde.
Odredeni stimulansi mogu potaknuti pove¢anu ekspresiju 1 u drugim stanicama ili tkivima

poput limfocita, srca i jetre (102).

Gal-3 je ukljucen u velik broj fizioloskih i patofizioloskih mehanizama, ukljucujuci

imunosne i upalne reakcije. Pretpostavlja se da u patofiziologiji srca Gal-3 sudjeluje u
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“mehanizmu prezivljavanja miokarda” nakon ishemije, a potvrdeno je da je on vrlo vazan
¢imbenik u sr¢anom remodeliranju nakon infarkta miokarda (103). U op¢oj su populaciji visoke
koncentracije Gal-3 indikator lose prognoze i mortaliteta (100, 104). Smatra se da su u
kardiovaskularnoj (pato)fiziologiji, glavni izvor Gal-3 sréani makrofagi koji se aktiviraju
tijekom upalnih procesa (100, 104). Kao biomarker, komplementaran je NT-proBNP jer daje
informaciju o uzvodnoj (engl. upstream) progresiji kardiomiopatije (kao indikator fibroze i
remodeliranja srca), dok je NT-proBNP nizvodni (engl. downstream) indikator poviSenog
krvnog tlaka i rastezanja sréanog misi¢a (rezultat fibroze i remodeliranja). Odredivanje konc.
Gal-3 u smislu prognoze kardioloskih bolesti odobrilo je 2013. godine Americ¢ko udruZenje za
srce (engl. American Heart Association, AHA) i Americki kolegij za kardiologiju (engl.
American College of Cardiology, ACC) (105). Uz navedeno, visoka koncentracija Gal-3
upucuje na povecani rizik smrtnosti i rehospitalizacije za pacijente sa zatajenjem srca (104,
105).

Neke su studije pokazale da dugotrajno sudjelovanje u fizickim aktivnostima visokog
intenziteta uzrokuje fibrozu sréanog misica koja moze biti uzrok sr¢anih aritmija (106). Stoga
se Gal-3, izmedu ostalog, smatra zanimljivim sréanim biomarkerom za kardiovaskularno
pracenje sportasa (107). Nekoliko je studija provedeno s ciljem istrazivanja povezanosti Gal-3
i sporta, pa je tako uocen znacajan porast koncentracije Gal-3 nakon tr¢anja na 30 km (106),
maratona (108) i ultramaratona (91). Porast koncentracije Gal-3 niti u jednoj od navedenih
studija nije korelirao sa sréanim troponinima niti NT-proBNP. Nadalje, porast koncentracije
Gal-3 ve¢i je kod sportasa nego u opcoj populaciji $to se pripisuje nedovoljnom vremenu
odmora nakon ponavljanih treninga (58). Porast koncentracije Gal-3 obrnuto je proporcionalan
intenzitetu treninga, suprotno standardnim biomarkerima upale interleukinu-6 (IL-6) i
leukocitima $to se pripisuje prilagodbi skeletnih misi¢a koji smanjuju upalni odgovor (106).
Medutim, i dalje ostaje nerazjasnjeno je li za porast koncentracije Gal-3 nakon tjelesne
aktivnosti u ljudi odgovoran skeletni misi¢ (84, 106) ili ona reflektira strukturne sréane
anomalije uzrokovane intenzivnim vjezbanjem (84). IstraZivanje Hattascha i suradnika (106)
provedeno na animalnom modelu, dalo je barem donekle odgovor na ovo pitanje jer je pokazalo
da ekspresija MRNA Gal-3 znacajnije raste u skeletnom nego u sréanom misicu (98% naprema
20%) kod uvjezbanih miSeva u odnosu na sedentarne zivotinje. Time je ovo istraZivanje
potvrdilo skeletni misi¢ kao glavni izvor otpustanja Gal-3 tijekom i nakon vjezbanja. Nadalje,
povisene koncentracije Gal-3 vrlo se brzo vracaju na pocetne vrijednosti nakon zavrsetka

aktivnosti, sugeriraju¢i da luéenje ne bi trebalo biti dovoljno da uzrokuje remodeliranje srca i
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posljedi¢no fibrozu (58). Istrazivanja koja bi potvrdila negativan kardiovaskularni u¢inak Gal-

3 kao posljedicu dugotrajnog bavljenja tjelesnom aktivno$c¢u jos nisu provedena.

1.4.2.3. Kreatin-kinaza (CK) i CK-MB izoenzim

Kreatin-kinaza (CK) je dimerni globularni protein sastavljen od dvije podjedinice
molekularne mase 43-45 kDa. Katalizira reverzibilnu izmjenu visoko-energijskih fosfatnih
veza izmedu fosfokreatina i1 adenozin-difosfata (ADP) koji nastaju tijekom kontrakcije misica
te tako odrzava omjer koncentracija adenozin-trifosfata (ATP) i ADP-a u miocitima u ravnoteZi.
Postoji najmanje 5 izoformi enzima CK: 3 citoplazmatske (CK-MM, CK-MB i CK-BB) i 2
mitohondrijske (nesarkomerna i sarkomerna) (109). Citoplazmatski izoenzimi razli¢ito su
tkivno rasprostranjeni i marker su razli¢itih tkivnih ozljeda. Izoenzim CK-MM je pronaden u
nekoliko domena miSi¢nih vlakana gdje je potroSnja ATP-a jako visoka te se smatra
biomarkerom bolesti skeletnih misi¢a (110), dok je izoenzim CK-MB vezan uz nekrozu i
oStecenje sréanog misSic¢a (111), a izoenzim CK-BB moze se naci u cirkulaciji nakon nekih

cerebralnih ostecenja (112).

Razli¢iti ¢imbenici utjeCu na stupanj aktivnosti enzima CK tijekom i nakon tjelesne
aktivnosti. Najvise serumske vrijednosti pronadene su nakon dugotrajnih intenzivnih vjezbanja
poput ultramaratona (113) i triatlona (114). Svakodnevni trening rezultira trajnim povisenjem
serumske kataliticke koncentracije CK (115) ¢ije su bazalne vrijednosti vise kod sportasa u
odnosu na op¢u populaciju (116). Medutim, kod profesionalnih sportasa bazalne su vrijednosti
ipak, kao i porasti nakon vjeZbanja, zna¢ajno niZe u odnosu na rekreativce (117, 118). VrSna
kataliti¢ka aktivnost, koja moze biti i dvostruko ve¢a u odnosu na bazalnu, o¢ekuje se uglavnom

unutar 8 sati nakon napornog treninga (119).

1.4.2.4. Laktat-dehidrogenaza (LD)

Laktat-dehidrogenaza (LD) enzim je koji reverzibilno katalizira reakciju pretvorbe
piruvata u laktat uz istovremenu konverziju reduciranog nikotinamid-adenin-dinukleotida
(NADH) u oksidirani NAD*. U organizmu je normalno prisutno 5 izoenzima (LD1 — LD5)
sastavljenih od M (miSi¢ni, engl. muscle) i H (src¢ani, engl. heart) polipeptida, tako da je
izoenzim LD5 graden od 4 M monomera, izoenzim LD4 od 3 M i 1 H monomera, izoenzim
LD3 od 2 M i 2 H monomera, izoenzim LD2 od 1 M i 3 H monomera, a izoenzim LD1 od 4 H
monomera (120). Serumska kataliticka koncentracija LD-a je nespecifi¢ni biomarker ostecenja

stanica (121).
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Vjezbanje znacajno povisuje kataliticku koncentraciju LD u serumu (122), a stupanj
aktivnosti ovisi o intenzitetu i trajanju tjelesne aktivnosti (123). Primjerice, nakon maratona,
aktivnost LD mozZe se i udvostruciti te ostati povisena tijekom naredna 2 tjedna (124). Porast
kataliti¢ke koncentracije nakon tjelesne aktivnosti uglavnom se odnosi na ukupni LD, s obzirom
na to da nije utvrdena promjena omjera LD1/LD2 (125). Porast vrijednosti izoenzima LD1
nakon vjezbanja ne iskljuCuje otpustanje iz sr¢anog misi¢a (126). Otpustanje enzima LD iz
miSi¢nih stanica vezano je uz promjene propusnosti samih stanica ili njihovog stvarnog

mehani¢kog ostecenja (127).
1.4.3. Biomarkeri aktivnosti vaskularnog endotela

Vaskularni endotel ¢ine stanice koje oblazu unutarnje povrsine krvnih zila. Premda se
inicijalno smatrao inertnim, stati¢kim slojem krvozilnog sustava, danas je poznato da je to tkivo
s velikim brojem bitnih autokrinih i parakrinih funkcija koje proizvodi mnostvo vazoaktivnih
(konstrikcijskih i dilatacijskih) ¢imbenika (Slika 4.) koji djeluju na glatke misiéne stanice
krvnih zila (128). Endotel je u stanju prepoznati hemodinamicke sile i odgovoriti otpusStanjem
vazoaktivnih spojeva koji ¢e odrzati normalnu vaskularnu homeostazu. Pojam ,,endotelna
funkcija® predstavlja mnostvo fizioloskih promjena poput regulacije adherencije leukocita,
aktivacije trombocita, mitogeneze i aktivacije koagulacijske kaskade. Ostecenje endotela vodi
upala, ateroskleroza (129) i kardiovaskularne bolesti (130). Rizik razvoja kardiovaskularnih
bolesti ovisit ¢e o promjenama u sastavu vazoaktivnih tvari od kojih se najviSe istiCu
prostaglandini i endotelin-1 (ET-1). Navedene promjene aktivirat ¢e veliki broj
prooksidacijskih procesa koji reduciraju bioraspolozivost dusikovog oksida (NO) (131).

Tijekom tjelovjezbe endotel je konstantno izlozen hemodinamickim silama koje variraju
u magnitudi 1 usmjerenju te su ovisne o anatomskim karakteristikama krvne Zile. Djelovanje
navedenih sila smatra se vaznim aktivatorom endotela sto za posljedicu ima remodeliranje, ali
i formiranje novih krvnih Zila (neovaskularizaciju) (132) primarno pod utjecajem faktora rasta
endotela krvnih zila (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) (133).
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Slika 4. Autokrine i parakrine tvari koje se otpustaju iz endotela. Izradeno prema tekstu iz Haram i sur.
(128).

1.4.3.1. Endotelin-1 (ET-1)

Endotelin-1 (ET-1), peptid graden od 21 aminokiseline, pleiotropna je molekula
najpoznatija po svojoj vazokonstrikcijskoj aktivnosti (134). Uz endoteline ET-2 i ET-3 ¢ini
porodicu koju karakteriziraju 2 disulfidna mosta i 6 konzerviranih aminokiselinskih ostataka na
C kraju molekule. Ljudski ET-1 sintetizira se kao pre-pro-polipeptid, a klju¢nu ulogu u kidanju
i aktivaciji molekule ima endotelin-konvertiraju¢i enzim (ECE-1) (135). Osim u endotelu,
eksprimiran je u leukocitima, stanicama glatkih miSi¢a krvnih zila, sr€anim miocitima i
astrocitima (136). Poticaj za lucenje ET-1, osim mehanic¢ke stimulacije endotela, mogu biti i
razli¢iti hormoni i proupalni citokini (137). Proizvodnja ET-1 inhibirana je dusikovim oksidom,
prostaciklinima i atrijskim natriuretskim peptidom (ANP) (138). ET-1 proizvode i izlu¢uju u
najveéem opsegu stanice vaskularnog endotela. Uz potentni vazokonstrikcijski, ima i
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proliferacijski u¢inak na stanice glatkih miSi¢a krvnih Zila (139), stimulira kontrakciju
miokarda i rast sr¢anih miocita, regulira otpustanje drugih vazoaktivnih tvari (140) te moze
kontrolirati upalni odgovor promovirajué¢i adheziju i migraciju neutrofila te stimulirajuci

produkciju proupalnih citokina (141).

Redovita tjelesna aktivnost znacajno smanjuje plazmatsku koncentraciju ET-1 u opc¢oj
populaciji (142). Tijekom tjelesne aktivnosti dolazi do interakcije signalnih puteva ET-1 s NO
(143) tako da je smanjenje koncentracije ET-1 uvjetovano pojaéanom produkcijom NO (144).
Medutim, kontinuirana tjelovjezba uzrokovat ¢e porast bazalnih vrijednosti ET-1 kako bi se
aktiviralo njegovo proliferacijsko djelovanje na glatke misice krvnih zila (143, 145). Nadalje, s
obzirom na to da tjelovjezba povisuje krvni tlak te je moguée da se krvna Zila na nekim mjestima
stanji, porast ET-1 predstavlja adaptaciju organizma kako bi se proliferacijom zastitio endotel
od naglih promjena krvnog tlaka i stanjivanja krvnih Zzila (146). Uzimajuc¢i u obzir sve
navedeno, promjene u koncentraciji ET-1 tijekom i nakon tjelovjezbe smatraju se fiziolosSkom

adaptacijom organizma (146).

1.4.3.2. Faktor rasta endotela krvnih zZila (VEGF)

Faktor rasta endotela krvnih zila (VEGF ili VEGF-A), poznat i pod imenom faktor
propusnosti krvnih Zzila (engl. vascular permeability factor, VPF), snazan je medijator
angiogeneze i vaskulogeneze u fetalnom i odraslom razdoblju (147). Tijekom embriogeneze
VEGF regulira proliferaciju, migraciju i prezivljenje endotelnih stanica (147) odredujuci tako
gustocu 1 debljinu krvne Zile. Po rodenju, VEGF sudjeluje u odrzavanju integriteta endotelnih
stanica kao potentni mitogen za mikro- i makrovaskularne endotelne stanice. Clan je porodice
trombocitnih faktora rasta (engl. platelet-derived growth factor, PDGF) koja je karakterizirana
prisutnoS¢u 8 konzerviranih cisteinskih ostataka koji tvore cistinski ¢vor 1 formiraju

antiparalelni disulfidno vezani dimer molekule VEGF-a (148).

Angiogeneza, koja Cini sastavni dio multifaktorske adaptacije endotela tjelovjezbi, u
najvecoj je mjeri posredovana aktivno$¢u VEGF-a i faktora rasta fibroblasta (engl. fibroblast
growth factor, FGF) (133). VEGF izravno utjeCe na promjene sastava izvanstani¢cnog matriksa
i proliferaciju endotelnih stanica (148). Tijekom tjelovjezbe, neovaskularizacija je najpotrebnija
I najizrazenija u skeletnom misi¢ju gdje VEGF ostvaruje svoj agiogenezni ucinak (149). To
omogucuje miSi¢nom tkivu da ostvari bolji i1 brzi prijenos kisika izmedu mikrocirkulacije i
mitohondrija samog misica (150). Medutim, adaptacija organizma tjelovjezbi vodit ¢e redukciji

ekspresije gena za VEGF (MRNA) (148, 151) te smanjenju njegove bazalne koncentracije.
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Zakljuéno, uloga VEGF u adaptaciji organizma na pojacanu tjelesnu aktivnost bitna je u

inicijalnoj fazi kada se dogada znacajna angiogeneza (148).

1.4.4. Biomarkeri upale

Upala je karakterizirana kaskadom stani¢nih i molekularnih dogadaja kao odgovor na
¢imbenike koji naruSavaju integritet i homeostazu organizma, kakvim se moze smatrati i
intenzivna tjelesna aktivnost (152). Upala je kljuc¢an dio obrane organizma, odrzavanja tkivne
homeostaze te eliminacije Stetnih ¢imbenika ili oSte¢enog tkiva (153). Zanimljivo je, medutim,
da redovita umjerena tjelesna aktivnost moze dugoro¢no djelovati protuupalno (151, 154).
Posljedi¢no, ucinci tjelovjezbom uzrokovane upale mogu se podijeliti na akutne (za vrijeme i
odmah nakon pocetka bavljenja tjelesnom aktivnos¢u) i dugoro¢ne (nakon nekog vremena
bavljenja tjelesnom aktivnoscu ili prestanka bavljenja istom) (155). Neovisno o poticaju, u upali
¢e se aktivirati brojne kompleksne kaskade §to se moze ocitovati promjenom broja perifernih
krvnih stanica, aktivnosti granulocita, aktivnosti prirodnih stanica ubojica (engl. natural killer
cells, NK), proliferaciji limfocita i plazmatskim koncentracijama citokina. Ipak, kakav ¢e biti
intenzitet upalnog odgovora ovisi o tipu, intenzitetu i trajanju tjelovjezbe, ali i o dobi i

klinickom stanju sudionika (152).

Citokini su topljivi proteini ili glikoproteini koji se proizvode i izlu¢uju tijekom upale.
Sudjeluju u komunikaciji izmedu imunosnih stanica te imunosnih stanica s drugim,
neimunosnim stanicama i u regulaciji razlicitih bioloskih procesa (156). Njihova je proizvodnja
regulirana vrlo brzo nakon stimulacije, a lu¢enje moze biti prolazno ili produljeno (157). U
slu¢aju tjelesne aktivnosti, proupalni citokini poput faktora nekroze tumora alfa (engl. tumour
necrosis factor, TNF-a), IL-1p i IL-6 otpustaju se neposredno nakon tjelesne aktivnosti, da bi
kasnije zapocelo izlu¢ivanje protuupalnih ili regulatornih citokina (IL-4, IL-10, IL-1RA, IL-13)
koji stiSavaju upalni odgovor (153). Osim citokinima, akutna upalna reakcija pracena je
porastom ukupnog broja leukocita na periferiji i povisenjem koncentracije specificnih proteina
akutne faze (158), poput C-reaktivnog proteina (CRP) koji predstavlja biomarker sustavne
upale i povezan je s rizikom oboljenja, morbiditetom i mortalitetom od kardiovaskularnih
bolesti (157).

1.4.4.1. C-reaktivni protein (CRP)
CRP sintetizira i izlucuje jetra. Mnostvo je stimulansa koji ¢e uzrokovati porast njegove
koncentracije u cirkulaciji: infekcija, trauma, operacija, kroni¢na upalna stanja, umjerena i

intenzivna tjelesna aktivnost (159). Studije utjecaja vjezbanja na koncentraciju CRP-a zapocele
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su jos 1990-tih godina od kada je provedeno vise od 15 prospektivnih klinickih studija. One su
utvrdile da koncentracija CRP-a korelira s kratkotrajnim i dugotrajnim smanjenjem mortaliteta

te s kardiovaskularnim bolestima, ukljuc¢ujuéi akutnu i kroni¢nu ishemijsku bolest srca (160).

Porast koncentracije CRP-a u niskom koncentracijskom rasponu, mjereno metodama s
pojacanom osjetljivoséu ili visoke osjetljivosti (engl. high-sensitivity, hs-CRP), pokazao se kao
jak neovisan faktor rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti u buduénosti. Smjernice
Americkog udruZenja za srce (AHA) i CDC-a (engl. Center for Disease Control) svrstavaju
pacijente u 3 skupine prema koncentraciji hs-CRP-a: niskog (hs-CRP < 1 mg/L), srednjeg (hs-
CRP = 1-3 mg/L) i visokog (hs-CRP > 3 mg/L) rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti u
sljede¢ih 10 godina (161).

Uc¢inak tjelovjezbe na sintezu, izlu¢ivanje i dinamiku promjene koncentracije CRP-a i
dalje je predmet brojnih rasprava. U pravilu, radi se o porastu koncentracije odmah nakon (162)
ili 1 dan nakon (163) tjelesne aktivnosti. Medutim, kako je utvrden i pad koncentracije CRP-a
nakon tjelovjeZzbe (158), nije moguce u potpunosti donijeti zaklju¢ak o kakvom je uéinku zaista
rije¢. Izmedu ostalog, pretpostavlja se da je porast koncentracije CRP-a nuzan za supresiju
sinteze proupalnih citokina u tkivnim makrofagima i indukciju sinteze protuupalnih citokina
(163).

1.4.4.2. Interleukin-6 (I1L-6)

Interleukin-6 (IL-6) je pleiotropni citokin koji ima razli¢ite imunosne i metabolicke
ucinke (164). Smatra se proupalnim citokinom koji regulira akutni upalni odgovor. Receptori
preko kojih ostvaruje svoje ucinke prisutni su na adipocitima, skeletnim miocitima i
hepatocitima. Ukljuéen je u patogenezu akutnog koronarnog sindroma putem nekoliko
mehanizama: stimulacija produkcije fibrinogena i CRP-a i drugih proteina akutne faze u jetri,
stimulacija makrofaga na proizvodnju tkivnog faktora i matriks-metaloproteinaza (MMP),
agregacija trombocita, stimulacija proizvodnje adhezijskih molekula, TNF-a i proliferacija

vaskularnih stanica glatkih misic¢a (165).

Intenzivna tjelesna aktivnost pracena je porastom njegove koncentracije i do 100 puta
Sto se smatra povoljnim protuupalnim u¢inkom tjelesne aktivnosti na organizam (166). Trenutni
porast koncentracije nakon tjelovjeZzbe posredovan je transkripcijskom aktivacijom u skeletnim
misiénim vlaknima (167, 168) i masnom tkivu (169, 170). Tijekom tjelesne aktivnosti IL-6
ostvaruje svoje metabolicke ucinke ovisne o dostupnosti glikogena u misicu (167, 168, 171).

Redukcija intramuskularnog glikogena pojacava transkripciju IL-6 mMRNA u skeletnim
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misi¢ima putem aktivacije AMPK (172) i p38 MAPK (167). IL-6 djeluje i kao signal za
otpustanje glukoze iz jetre kako bi se tijekom tjelovjezbe odrzavala njezina normalna
homeostaza (173). Uz to, IL-6 pojacava lipolizu i oksidaciju masnih kiselina u adipocitima
(169, 170) kako bi se omoguc¢ila dostupnost slobodnih masnih kiselina za proizvodnju energije
kada su zalihe glikogena u miSi¢u niske. Osim misi¢nog i masnog tkiva, IL-6 se tijekom
tjelovjezbe moze izluciti i iz infiltriranih limfocita, neutrofila, monocita i drugih imunosnih
stanica te stimulirati produkciju protuupalnih citokina i medijatora poput kortizola, IL-1RA,
IL-10 i CRP-a (163). Faktori koji utjeCu na izvor i koli¢inu izlu¢enog IL-6 tijekom tjelovjezbe
ukljucuju frekvenciju, trajanje 1 intenzitet tjelesne aktivnosti te status uvjezbanosti i kolic¢inu
misi¢ne mase (174). Visoke koncentracije IL-6 miSi¢nog porijekla u pravilu se ocekuju tijekom
i odmah nakon tjelesne aktivnosti aludirajuéi na oStecenje samog misi¢a, dok se IL-6 izlu¢en iz
infiltriranih imunosnih stanica ocekuje u kasnijoj fazi tijekom oporavka i regeneracije

oSte¢enog tkiva (174).

1.4.4.3. Ukupan broj leukocita

Leukociti (bijele krvne stanice) dio su imunosnog sustava organizma koje proizvodi
kosStana srz. Nakon nastanka izlaze u krvotok te se prenose u razlic¢ita limfoidna tkiva i organe
gdje se nastavlja njihovo sazrijevanje. Fundamentalni znacaj leukocita je brzi i snazan

obrambeni odgovor prema moguéem infektivnom agensu (159).

Tjelesna aktivnost uzrokuje prolaznu leukocitozu (poviseni broj leukocita) koja ovisi o
intenzitetu vjezbanja, odnosno, jace je izrazena kod tjelesne aktivnosti visokog intenziteta i
neuvjezbanih pojedinaca (152). PoviSeni broj leukocita prati se 30 min do 3 sata nakon
tjelovjeZbe, a potom se vraca na bazalne vrijednosti, najéeS¢e unutar 24 sata nakon prestanka
tjelesne aktivnosti (175). Porast ukupnog broja leukocita posljedica je rasta broja neutrofila i
makrofaga uz pad broja limfocita (176). Opcenito, nedostaju studije koje bi detaljnije objasnile

promjene u broju leukocita u odnosu na tjelesne aktivnosti razlicitih intenziteta i trajanja.

1.5. UCINAK RONJENJA NA BIOMARKERE KARDIOVASKULARNOG SUSTAVA

Razumijevanje fiziologije ronjenja zahtjeva razumijevanje fiziologije sporta te
prilagodbe kardiovaskularnog sustava uvjetima u kojima se ronjenje kao tjelesna aktivnost
odvija. Koliko je to vazno, svjedo€i niz istraZivanja provedenih na profesionalnim i dobro
uvjezbanim, iskusnim roniocima u kojima je naglasak stavljen na mjerenje klinickih parametara
poput dijastoli¢kog krvnog tlaka (177, 178), udarnog volumena lijeve Kklijetke (179), brzine
otkucaja srca (180), ejekcijske frakcije lijevog ventrikula (177, 178, 179), krutosti arterija (179,
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180), stupnja stvaranja plinskih mjehuri¢a (177 — 180) ili promjenama u ultrazvuku (UZV) (177
—179) i elektrokardiogramu (EKG) (180) srca prije i nakon ronjenja.

Pregledom literature, uocena je znacajna neujednacenost studija utjecaja imerzije tijela
na promjene u kardiovaskularnom sustavu, pa se tako studije najcescée bitno razlikuju u: broju
sudionika (koji je u pravilu vrlo malen), izvjezbanosti ronilaca (najces¢e se radi o
profesionalnim i vojnim roniocima te instruktorima ronjenja), vrsti zarona (najcesce staticka ili
dinamicka apneja i tehnicko SCUBA ronjenje), opetovanosti i razmacima izmedu susljednih
zarona (najceS¢e 3 — 6 dana sa svakodnevnim zaronima, rjede jednokratno), provodenju
dekompresije, koristenom plinu za disanje (komprimirani zrak, nitrox, trimix), dubini (radi se
ili 0 relativno plitkom rekreacijskom ili znac¢ajno dubokom tehni¢kom ronjenju) i trajanju,
dinamici mjerenja klinickih i laboratorijskih parametara (u pravilu se studije baziraju na
mjerenju parametara prije i odmah nakon ronjenja) te metodama za odredivanje laboratorijskih
parametara koje su najceSée imunokemijske i razli¢itih generacija osjetljivosti Sto dodatno

otezava, odnosno onemogucava usporedbu rezultata.

Zbog svega navedenog, gotovo je nemogucée usporedivati rezultate studija ucinka
ronjenja na laboratorijske biomarkere medusobno, prije svega zbog njihovog iznimno
ograni¢enog broja, pa se studije na roniocima najceS¢e usporeduju sa studijama tjelesnih
aktivnosti visokih i vrlo visokih intenziteta. No, ni ta usporedba nije u potpunosti mogucéa, jer
se ronjenje ipak odvija u uvjetima okoli$a koji se ne mogu usporediti s boravkom na kopnu ili
u uvjetima s jednakom izloZenoS¢u tlaku, ali bez provodenja imerzije. Izvrstan je primjer
nesuglasnosti izmedu rezultata studija provedena na roniocima u uvjetima stvarnog ronjenja i
nakon boravka u hiperbari¢noj komori, pri ¢emu nije uocen porast koncentracije NT-proBNP
nakon boravka u barokomori, dok je nakon zarona na 10 m dubine uoéen pad koncentracije
(181).

Prema literaturi, BNP i njegov N-terminalni fragment prohormona, kao biomarkeri
sr¢anog oStecenja 1 rastezanja, najceS¢e su mjereni parametri kojima se prate (pato)fizioloske
promjene kardiovaskularnog sustava uzrokovane ronjenjem. Uoceni su porasti natriuretskih
peptida kod profesionalnih ronilaca odmah nakon SCUBA ronjenja primjenom razli¢itih
plinova za disanje, na razli¢itim dubinama i razli¢itim vremenom trajanja (177, 181 — 184) koji
se prate do 5 sati nakon ronjenja (181, 182). Medutim, u studijama sa susljednim zaronima u
trajanju 4 — 6 dana s razmacima od 24 sata izmedu svakog zarona, nije uo¢ena promjena NT-
proBNP, kada su usporedene sve vrijednosti prije i sve vrijednosti poslije ronjenja (177, 183)
Sto upucuje da nema prilagodbe organizma niti kumulativnog ucinka, bilo zbog nedovoljnog
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razmaka izmedu zarona bilo zbog utreniranosti sudionika. Staticka apneja (185), kao i razvoj
DCS i IPE (186) dovest ¢e takoder do porasta koncentracije NT-proBNP. Medutim, ¢ini se da
kod dobro uvjezbanih i iskusnih vojnih ronilaca porast BNP nakon jednog zarona nije moguce
uociti (187).

Utvrdeno je da ronjenje uzrokuje takoder otpustanje sr¢anih troponina 11 T, ali samo u
sluaju razvoja IPE (186, 188). DCS (186) i staticka apneja (189, 190) nisu uzrokovale
promjene u koncentracijama ¢Tn odmah nakon ronjenja, iako je jedna studija uocila znacajan
porast visoko-osjetljivog Tnl (hs-Tnl) 4 sata nakon staticke apneje (185). Jedina do sada
provedena studija u¢inka SCUBA ronjenja na koncentraciju Tnl kod dobro uvjezbanih i
iskusnih vojnih ronilaca nije uocila zna¢ajan porast odmah nakon ronjenja (187), kao ni

znacajan porast koncentracije mioglobina.

Opcenito, $to se ti¢e mjerenja biomarkera integriteta membrane miocita, mioglobin i
Gal-3 do sada nisu bili predmetom istrazivanja, u smislu u¢inka imerzije na promjenu njihovih
koncentracija. Porast mioglobina uocen je u prikazu slucaja gdje je nakon apneje doslo do
razvoja nesvjesnog stanja kada je mioglobin porastao 40 i 150 min nakon razvoja simptoma
(189), ali nije doslo do porasta Tnl niti CK-MB. Stati¢ka apneja uzrokovat ¢e porast kataliticke
koncentracije CK 4 sata nakon eksperimenta uz pad vrijednosti sljedece jutro, ali bez povratka
na bazalnu vrijednost. Isto istrazivanje nije uo¢ilo promjenu kataliticke koncentracije LD (191).
Medutim, studija provedena na profesionalnim SCUBA roniocima u uvjetima tehni¢kog
ronjenja (192) utvrdila je znacajan porast katalitiCke koncentracije LD i CK odmah nakon
ronjenja, uz kontinuirani rast do 3 sata nakon ronjenja. Uvjeti rekreacijskog SCUBA ronjenja
uzrokovat ¢e znacajan porast kataliticke koncentracije CK odmah nakon ronjenja (193), kao i

razvoj IPE (188).

Promjena aktivnosti vaskularnog endotela u ovisnosti o ronjenju praéenjem promjene
specificnih biomarkera za sada je najslabije istrazena od svih promatranih segmenata adaptacije
kardiovaskularnog sustava. Studija u€inka rekreacijskog SCUBA ronjenja nije uocila promjenu
koncentracije ET-1 nakon ronjenja, kao niti prilagodbu nakon 4 susljedna ronjenja s razmacima
od 24 sata izmedu svakog (193). Jedina studija koja je uocila porast VEGF i pad ET-1 odmah
nakon ronjenja te vrac¢anje ET-1 na bazalne vrijednosti, ali ne i VEGF 3 sata nakon ronjenja,
provedena je na profesionalnim roniocima i u uvjetima tehnickog ronjenja (192). U istoj je

studiji uoCen 1 porast ukupnog broja leukocita 3 sata nakon ronjenja.
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Istrazivanja utjecaja ronjenja na biomarkere upale te pocetnu aktivaciju, ali i adaptaciju
imunosnog sustava najvise su pratila upravo ukupan broj leukocita te koncentraciju IL-6 i CRP.
Uoceno je da je nakon 5 susljednih apneja ukupan broj leukocita znacajno porastao nakon 5.
apneje i ostao je povisen do 40 min poslije (194). Pokazano je da je tehnicko SCUBA ronjenje,
koje su u studiji izveli profesionalni ronioci, uzrokovalo porast broja leukocita tek 3 sata nakon
ronjenja (195, 192). To je potvrdeno i u studiji na amaterskim roniocima, Koji su proveli
rekreacijsko ronjenje, u kojoj je porast pracen od 3. do 6. sata nakon ronjenja (196). Medutim,
kada su rekreacijsko SCUBA ronjenje izveli certificirani instruktori ronjenja, porast broja
leukocita nije uocen (188), kao niti zna¢ajna promjena njihovog broja nakon 4 susljedna zarona
S 24 sata razmaka izmedu svakog (197). Vojni trening od 44 dana nije uzrokovao znacajan
porast IL-6 nakon zavrSetka obuke (198), kao niti boravak u suhim uvjetima hiperbari¢ne
komore (199). Medutim, tehnicko SCUBA ronjenje uzrokovalo je porast koncentracije 1L-6
odmah nakon ronjenja kod iskusnih instruktora ronjenja (200), ali i porast MRNA IL-6 izolirane
iz neutrofila kod profesionalnih ronioca koji je praceni do 3. sata nakon ronjenja (201). Porast
CRP-a zabiljezen je samo u prikazu slucaja iskusnog ronioca nakon razvoja simptoma IPE
(202), dok je pad njegove koncentracije zabiljezen kod natjecatelja ronjenja na dah nakon
stati¢ke apneje (190).

Pregledom literature utvrdeno je da studije u kojima su mjerene koncentracije Gal-3, hs-
Tnl, hs-CRP, VEGF i mioglobina u vise vremenskih to¢aka nakon jednokratnog i/ili
kontinuiranog rekreacijskog ronjenja s komprimiranim zrakom nisu provedene. Detaljan

pregled literature prikazan je u Tablici 1.
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. . . ure udi .. . . v . v . . oV | migié {imu '
Tablica 1. Pregled literature ucinka ronjenja i drugih oblika podvodnih aktivnosti na biomarkere kardiovaskularnog, miSi¢nog i imunosnog sustava
SOTOR. BROJ 1P RONILACA VRSTA OPETOVANGST PROVEDENA KORISTENI DUBINA TRAJANJE BROJ | VREMENA REZULTATI MIERENIA
Ereferenca)) RONILACA ZARONA DEKOMPRESIJA PLIN (m) (min) UZORKOVANJA KRVI
. . . 2 (prije pocetka i nakon ; X 5
Ersson profesionalni 44 dana za DA i NE - prye p ; nema promjene IL-6 nakon zavrsetka trenaznog procesa
(2002) (198) 1 vojni ronioci SCUBA redom (1-4/dne)  (ovisno o dubini) KZ, nitrox 3-57 3-48 Zavrse;fgcgsesamog u odnosu na vrijednost prije
Sureda . . . .. N 1 CK 4h nakon apneje uz pad sljedece jutro, ali bez
(2004) (191) 7 pro:gzlic())r;iallnl apneja 60 '?:;ﬁ”a u n.p. n.p. n.p. n.p. 3 (sﬁ.rgfe’;huqu)on’ povratka na bazalne vrijednosti
/ ) nema promjene LD i leukocita izmedu mjerenja
18 profesionalnih iedni i i inuirani
Bakovié " 8 fﬁzfas'n"anﬁa'ﬂ' ) 5 SUSEEdmhdsz 8 (prije provodenia apneja, (Tj Ii%koc_lta r|1(akon 5. akpnleje stlj(_ontil(nm_ranlm porastom
2005) (194) 22 be iskustva apneja razmakom o n.p. n.p. n.p. n.p. nakon 1., 3. i 5. apneje te 10, 0 40 min nakon protokola u obje skupine
( o min 20, 40§60 min nakon) nema porasta leukocita u skupini splenektomiranih
(6 splenektomiranih)
m - . .
(20((5)2) Fl%Z) 10 utrenirani SCUBA jednokratno NE nije navedeno 10 60 5 (prije zarona, nakon 30, T NT-proBNP nakon 60 i 300 min u odnosu na
vojni ronioci 60, 300 min i nakon 24 h)  vrijednost prije zarona
. . nema promjene u koncentracijama troponina T i CK-
(Zgggfr(sfgg) 1 pacijent volonter 2223’?33%2 nije primjenjivo n.p. n.p. n.p. 10s 3 (ko,r::ir,?l:;;;?)l 150 MB, 1 koncentracija Mb 40 i 150 min nakon u odnosu
na vrijednost prije
f 8 profesionalnih . ~ f
o Town | SOUBA  jednokmmo DA iz 10 s (oo edvan 1 NT-proBip odmah nakon i 5h nakon u odosu
ronilac
Sureda profesionalni tehnicko . DA 3 (prije, odmah nakoni3 1 leukocita 3h nakon u odnosu na vrijednosti prije i
(2009) (195) ! ronioci SCUBA Jednokratho — 5min na 3m) Kz 40 25 h nakon izrona) odmah nakon ronjenja
boravak u DA : e 2 (prije i odmah nakon P ~ : P
(2(';/{%()11‘;29) 5 volonteri hiperbariénoj  jednokratno (simulacija5min ~ 100% kisik 1S£;rr2udlacblijr?e 60 izlaska iz hiperbaritne Egm‘;rf romjene 1L-6 nakon boravka u hiperbaricnoj
komori na 6 i 3m dubine) u komore)
iskusni 1 NT-proBNP odmah nakon zarona mjereno 1. i 6. dana
ronioci NITROX o u odnosu na vrijednosti mjerene prije zarona istog dana,
Marinovi¢ 7 (Hrvatska jedinica tehnicko svaki dan kroz 6 DA TRIMIX 55-80 65-75 6 (prije inakonzarona s promjene NT-proBNP odmah nakon zarona
(2010) (177) za traganje | SCUBA dana za redom (svaki dan druga ) ) organiziranin 1., 3. 16. hiereng 3. dan u odnosu na vrijednost mjerenu prije
Spasavanje na mjesavina i drugi dan) . . .
moru) sastav) zarona istog dana, nema promjene NT-proBNP izmedu
1., 3.,i 6. dana u vrijednostima prije i nakon zarona.
certificirani TRIMIX 1 NT-proBNP odmah nakon zarona mjereno 3. dan u
ronioci (koristen do dna i odnosu na vrijednost mjerenu prije zarona istog dana
Ljubkovié¢ 7 ‘H?ﬁ?‘féﬁf“i“a SCUBA svaki dan kroz 3 DA d°i§}6$‘)“‘ra 63-65 59.83 4 (prije i nakon zarona  Nema promjene NT-proBNP odmah nakon zarona
(2010) (183) spaéavgnjjc a dana za redom NITROX organiziranih 1. i 3. dan)  mjereno 1. dan u odnosu na vrijednost mjerenu prije
moru) (kori&ten nakon zarona istog dana, nema promjene NT-proBNP izmedu
21. metra izrona) 1.i 3. dana u vrijednostima prije i nakon zarona
Passino iskusni - " . 1 NT-proBNP odmah nakon u odnosu na vrijednost
(2011) (184) 12 ronioci SCUBA jednokratno NE nije navedeno 15 30 2 (prije i nakon zarona) prije zarona
| ET-1 odmah nakon u odnosu na vrijednost prije zarona, a 3h
nakon se ne vraca na pogetnu vrijednost, 1 VEGF odmah nakon
f f DA " u odnosu na vrijednost prije zarona, 3h nakon | u odnosu na
Sureda 9 profesionalni SCUBA jednokratno (3min na 6m dubine i Kz 50 35 3 (prije zarona, odmah prethodnu vrijednost ali se ne vraéa na pocetnu, 1 Leukocita 3h

(2012) (192)

ronioci

6min na 3m dubine)

nakon i 3 h nakon)

nakon izrona u odnosu na vrijednost prije zarona i odmah nakon
izrona, 1 LD i CK odmah nakon i 3h nakon izrona (kontinuirani
rast) u odnosu na vrijednost prije zarona
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AUTOR <
BROJ VRSTA PROVEDENA KORISTENI DUBINA TRAJANJE BROJ | VREMENA
Ei%[r’;r'l\‘cg)) RONILACA  T'PRONILACA ZARONA OPETOVANOST  pekOMPRESIIA PLIN m (min) UZORKOVANJAKRvI ~ REZULTATIMIERENJA
S‘éaki dan kéoz 4 6 (prije i nakon zarona  ema promjene leukocita niti nakon jednog provedenog
Thom certificirani ana za redom organiziranin 1. i4.dani  zarona u odnosu na vrijednosti prije zarona, nema
(2012) (197) 16 ronioci SCUBA (Egﬁfrtonﬁlfi;’grﬁn NE Kz 18 49 prije i nakon kontrolnog  promjene leukocita ako se gledaju samo sve vrijednosti
mijeseci nakon) zarona) prije i sve vrijednosti nakon provedenih zarona
. nema promjene ET-1 nakon zarona mjereno 1. i 4. dan
S\é:rlj;(iznr:c;gfn 4 6 (prije i nakon zarona U 0dnosu na vrijednosti mjerene prije zarona istog dana
Bilopavlovi¢ N R organiziranin 1. i4.dani  nema promjene ET-1 izmedu 1. i 4. dana u
(2013) (193) 16 zdravi ronioci SCUBA (Iigg?rtonlziji;r(zi)r??n NE Kz 18 49 prije i nakon kontrolnog  vrijednostima prije zarona, 1 CK odmah nakon izrona u
mieseci nakon) zarona) odnosu na vrijednost prije ronjenja (u kontrolnom
zaronu)
. . . DA . 1 mMRNA IL-6 (izolirana iz neutrofila) odmah nakon u
(Zoslljlr)e?;Ol) 9 pro:gzligré?lnl tsegljcBlX jednokratno (3min na 6m dubine i Kz 50 35 8 (n'zrﬂfnzﬁginﬁgﬁggah odnosu na vrijednost prije i 3h nakon u odnosu na
6min na 3m dubine) vrijednost prije i odmah poslije ronjenja
Kjeld natjecateljski apneja, zaron . nije L ) nema promjene hs-TnT nakon apneje, | CRP nakon
(2015J) (203) 1 roniJoci najdah P né\ dah Jednokratno n-p- primjelnjivo 08 30630 s 2 (prije i nakon apneje) apnejep : preie. +
Louge . 19 IPE - . ) } po prijemu u hitnu 111 NT-proBNP kod IPE, 1 NT-proBNP kod DCS
(2016) (186) 31 pacijent 12 DCS SCUBA nije navedeno nije navedeno Kz 3-59 15-90 sluzbu 1 hs-Tnl kod IPE, nema promjene hs-Tnl kod DCS
Perovic¢ 17 amaterski SCUBA jednokratno NE KZ 30 30 4 (prije, odmah nakon, 3i 1 leukocita 3 i 6h nakon izrona u odnosu na vrijednost
(2017) (196) ronioci 6 h nakon ronjenja) prije ronjenja
(20?3)5((:;00) 6 Ir;ztr:?ekntj(;n SCUBA jednokratno (3mirl13r¢a\ 5m) EAa’i\: r(]?tr:‘rol;)hed 15 20 2 (prije i nakon ronjenja) 1 IL-6 nakon ronjenja
Eichhorn iskusni apbneia. zaron 4 (orite. odmah nak 1 NT-proBNP odmah nakon uz stabilan porast sve do
17 (elitni) pneja, jednokratno n.p. n.p. n.p. 297452's (prije, odmah nakon, 4, nawon U odnosu na vrijednost prije
(2018) (185) ronioci na dah na dah 30min 14 h nakon apneje) 1 hs-Tnl 4h nakon u odnosu na vrijednost prije
Marlinge 12 . . - - ) } po prijemu u hitnu sluzbu 1 hs-TnT i CK 6 h nakon prijema, nema promjene Tnl
(20183) ('188) pacijepata IPE nije navedeno nije navedeno nije navedeno nije navedeno 5-40 11-24 i 6 h nakon prijema 6h nakon prijema, | BNP 6h nakon prijema
Morishima 1 pacijent  iskusni intruktori SCUBA jednokratno DA nije navedeno 18,7 56 po prijemu u hitnu stuzbu NEMa porasta NT-proBNP
(2018) (202) IPE SCUBA ronjenja (3min na 5m) 1 CRP po prijemu
Marlinge iskusni vojni - komprimirani ) } . nema promjene Tnl, BNP i Mb nakon u odnosu na
(2019) (187) 12 ronioci SCUBA jednokratno NE Jrak 5-40 11-24 2 (prije i nakon zarona) vrijednosti prije zarona

IPE — imerzijom uzrokovani pluéni edem; DCS — dekompresijska bolest; n.p. — nije primjenjivo; KZ — komprimirani zrak, 1 - statisti¢ki znacajan porast, | - statisticki znacajan pad.
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Rekreacijsko ronjenje s komprimiranim plinskim smjesama, odnosno SCUBA ronjenje,
poseban je oblik tjelesne aktivnosti, koja zbog specificnih uvjeta okoline u kojoj se odvija
izaziva stresni odgovor organizma. Premda su dosadasnja znanstvena istraZivanja prepoznala
brojne pozitivne ucinke redovite i umjerene tjelesne aktivnosti za odrzavanje zdravlja
organizma, smatra se da pojedinacni ili kontinuirani intenzivni tjelesni napori, kakvo je i
ronjenje samo po sebi, mogu imati negativne ucinke, prije svega na kardiovaskularni sustav.
Koliko je taj utjecaj velik i znacajan, najbolje govore studije provedene na profesionalnim ili
dobro uvjezbanim roniocima u uvjetima tehnickog ronjenja koje se uglavnom temelje na
pracenju promjene raznih klinickih parametara, dok su studije koje prate dinamiku promjena
specifiénih biomarkera nakon rekreacijskog ronjenja vrlo rijetke.

Svrha je ovog rada pridonijeti razumijevanju molekularnih i stani¢énih mehanizama
adaptacijskog odgovora kardiovaskularnog, misi¢nog i imunosnog sustava pri rekreacijskom
SCUBA ronjenju te ispitati klinicku znacajnost promjene odabranih biljega s ciljem njihove
preciznije klinicke primjene u slucajevima ronilackih nesreca.

Osnovna je hipoteza da jednokratno SCUBA ronjenje kod rekreativnih ronioca izaziva
promjene plazmatskih koncentracija odabranih biljega uslijed narusavanja integriteta KVS, dok
se kod ponavljanog ronjenja uslijed opetovanog izlaganja fizioloSkom stresu pokrecu
molekularni 1 stani¢ni mehanizmi prilagodbe koji ublazavaju narusavanje integriteta KVS, a
time i promjene koncentracija odabranih biljega.

Cilj je rada bio ispitati ucinke jednokratnog i opetovanog rekreacijskog SCUBA
ronjenja na kardiovaskularni sustav pracenjem koncentracija biljega sréanog oStecenja i
rastezanja (hs-Tnl, NT-proBNP), integriteta membrane miocita (Gal-3, mioglobin, CK, CK-
MB, LD), upale (CRP, hs-CRP, IL-6, broj leukocita) te prilagodbe vaskularnog endotela
(ET-1, VEGF).

Kako bi se ostvario zadani cilj provedene su dvije neovisne studije koje su ukljucivale
sljedece postupke:

U studiji jednokratnog u¢inka SCUBA ronjenja:

e organiziran je jednokratni eksperimentalni zaron na dubinu do 30 metara u trajanju od 30
minuta u kojem su sudjelovali ronioci koji nisu prethodno ronili barem 5 mjeseci

e uzorci krvi prikupljeni su u 4 vremenske tocke: neposredno prije i nakon eksperimentalnog
zarona te 3 i 6 sati nakon ronjenja te su u plazmi izmjerene koncentracije biomarkera
sréanog oStecenja i rastezanja (hs-Tnl, NT-proBNP), integriteta membrane miocita (Gal-3,
mioglobin), upale (hs-CRP) te prilagodbe vaskularnog endotela (ET-1, VEGF)

31



OBRAZLOZENIE TEME

ispitana je klinicka znacajnost promjene biomarkera kroz vremenski period od 6 sati nakon
ronjenja
ispitana je povezanost Gal-3 s biljezima srcanog oSteCenja i rastezanja (hs-Tnl, NT-

proBNP) te integriteta membrane miocita (mioglobin)

U studiji kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja:

organizirano je 5 susljednih eksperimentalnih zarona, s tjedan dana razmaka izmedu svakog
zarona, na dubine 20 — 25 metara (1. zaron) te 30 metara (ostali zaroni) u trajanju od 30
minuta u kojem su sudjelovali ronioci koji nisu ronili barem 5 mjeseci prije pocetka studije
uzorci krvi prikupljeni su u 6 vremenskih to¢aka: neposredno prije i nakon 1., 3. i 5. zarona
te je odreden ukupan broj leukocita i koncentracije biomarkera sréanog osteCenja i
rastezanja (hs-Tnl, NT-proBNP), integriteta membrane miocita (Gal-3, mioglobin, CK,
CK-MB, LD), upale (CRP, hs-CRP, IL-6) te aktivacije vaskularnog endotela (ET-1, VEGF)
ispitana je klini¢ka znacajnost promjene biomarkera nakon svakog zarona tijekom kojeg su

prikupljeni uzorci
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3.1. ISPITANICI

U istrazivanje je bilo ukljuc¢eno ukupno 30 rekreativnih ronilaca muskoga spola; 16
ispitanika u studiju procjene ucinka jednokratnog SCUBA ronjenja te 14 ispitanika u studiju
procjene kumulativnhoga ucinka SCUBA ronjenja. Svi su ispitanici prije provedbe
eksperimentalnog dijela bili upoznati sa svrhom i tijekom istrazivanja, odnosno objasnjen im je
plan eksperimentalnih zarona te vaznost pridrzavanja svih potrebnih zahtjeva tijekom ronjenja.
Istrazivanje je provedeno u skladu s HelsinSkom deklaracijom, a ispitanici su pisanim
pristankom pristali na dobrovoljno sudjelovanje u provedenim studijama. Provedbu istrazivanja
odobrilo je Povjerenstvo za eti¢nost eksperimentalnog rada Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu (Klasa: 643-02/19-01/02; Ur. broj: 251-62-03-19-12 od 14.
ozujka 2019. te Klasa: 643-02/19-01/02; Ur. broj: 251-62-03-19-35 od 17. svibnja 2019.).

Ispitanici su odabrani prema jasno odredenim kriterijima ukljucenja: neprakticiranje
ronjenja tijekom zimskog razdoblja u minimalnom vremenskom periodu od 5 mjeseci, vazeca
medicinska potvrda za ronjenje, indeks tjelesne mase izmedu 20 i 30 kg/m?, neuzimanje bilo
kakvih lijekova 7 dana prije istrazivanja te suzdrzavanje od vjezbanja 48 sati prije svakog
zarona. Uz postojanje povijesti bilo kakve kroni¢ne bolesti ili znacajnijeg pobola unutar 3
mjeseca prije pocetka istrazivanja, kriteriji isklju¢enja bili su profesionalno bavljenje sportom,
pusenje te klini¢ki znacajno odstupanje u nalazima laboratorijskih pretraga. Vazan kriterij
iskljucenja iz studije bio je i razvoj blagih 1i teskih znakova dekompresijske bolesti, nakon
provedenih zarona, sto nije bio slu¢aj niti u jednog ispitanika.

Zdravstveni status ispitanika ukljuc¢enih u studiju procjene ucinka jednokratnog SCUBA
ronjenja procijenjen je sistematskim pregledom koji je proveden od strane lije¢nika, specijalista
baromedicine 1 pomorske medicine, a obuhvacao je uzimanje detaljne anamneze,
antropometrijska mjerenja, mjerenje krvnog tlaka te laboratorijsku obradu. Procjena
zdravstvenog statusa ispitanika u studiji kumulativnog ucinka provedena je uvidom u
medicinsku dokumentaciju 1 anamnesticke podatke te provedbom antropometrijskih mjerenja 1
laboratorijske obrade.

Kada su u obzir uzeti svi kriteriji ukljucenja i isklju€enja, pridrZzavanje dizajna zarona
te laboratorijski parametri i sukladnost uzoraka, od pocetnog broja od 34 ispitanika konacan
broj ispitanika sveden je na 30, jer su 4 ispitanika iskljucena iz druge studije; jedan zbog
znacajne hipotireoze, jedan zbog izrazite lipemije uzoraka prije i nakon prvog zarona te dva

uslijed nepridrZzavanja zadanog profila zarona.
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3.2. EKSPERIMENTALNI ZARONI

Eksperimentalni zaroni obiju studija provedeni su na obali Jadranskog mora pokraj
Dubrovnika; studija u¢inka jednokratnog SCUBA ronjenja u travnju 2016. godine, a studija
kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja tijekom ozujka i travnja 2019. godine.

Profili zarona uskladeni su s ronilackim algoritmima koji se koriste u rekreacijskom
ronjenju (3); ronioci su se pridrzavali preporucene brzine zarona i izrona (203) te nisu provodili
dekompresijsko zaustavljanje (Slika 5.), ronili su isklju¢ivo u skupini, a za disanje su Koristili
komprimirani zrak. Svi su ronioci bili opremljeni mokrim ronilackim odijelima te ronilackim
racunalima s kojih su preuzeti profili zarona s ciljem analize dubine 1 trajanja zarona, kao i
temperature mora. Temperature zraka u objema studijama kretale su se izmedu 16 1 20 °C, dok
je temperatura mora na povrsini bila izmedu 15 i 17 °C, a na dubini od 30 metara izmedu
13115 °C.

U studiji procjene ucinka jednokratnog SCUBA ronjenja, ronioci su jednokratno
zaronili do 30 metara dubine u trajanju od 30 do 35 minuta, dok su u studiji procjene
kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja to ucinili uzastopno 5 puta s minimalnim razmakom od
tjedan dana izmedu svakog zarona: prvi zaron bio je na dubinu od 20 metara u trajanju od 30
do 35 minuta, a svaki sljede¢i na dubinu od 25 do 30 metara u trajanju od 30 do 35 minuta
(Slika 5.).

‘3
&

H\/ -\\____f____._ ~_ /— ~
10 m/min
< 9 m/min
20-30m , ff
v Fo

v

30-35 min

Slika 5. Shematski prikaz profila zarona.

Maksimalna dubina zarona kretala se izmedu 20 i 30 metara u trajanju 30 do 35 minuta. Maksimalna brzina zarona
nije prelazila 10 metara u minuti, kao niti brzina izrona 9 metara u minuti. Ronioci nisu provodili dekompresijsko
zaustavljanje.
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3.3. UZORKOVANJE KRVI I IZDVAJANJE PLAZME | SERUMA

U svim vremenskim to¢kama venska je krv uzorkovana izravno zatvorenim sustavom u
vakuum epruvete s Ko:EDTA kao antikoagulansom (za dobivanje plazme) te epruvete s
aktivatorom zgruSavanja i gel separatorom (za dobivanje seruma) (Vacuette, Greiner Bio-One
GmbH). Uzorkovanje je provelo stru¢no laboratorijsko osoblje, prema vaze¢im nacionalnim i
medunarodnim preporukama za uzorkovanje venske krvi (204).

Svi su uzorci dopremljeni u odgovaraju¢im hladenim spremnicima u Odjel za
laboratorijsku dijagnostiku Opc¢e bolnice Dubrovnik unutar 30 minuta od uzorkovanja. Plazma
i serum dobiveni nakon centrifugiranja 10 minuta pri 2200 g (3500 okretaja u minuti), odmah

su odvojeni i pohranjeni na -80 °C do provodenja analiza.

3.4. VREMENSKE TOCKE UZORKOVANJA KRVI

Studija procjene ucinka jednokratnog SCUBA ronjenja obuhvacala je etiri vremenske
tocke uzorkovanja krvi: neposredno prije izvodenja zarona (Ao) izmedu 9:15 h i 9:45 h;
neposredno nakon ronjenja (A1) izmedu 10:45 h i 11:15 h; 3 sata nakon ronjenja (Az) izmedu
13:45 h i 14:15 h; te 6 sati nakon ronjenja (As) izmedu 16:45 h i 17:15 h (Slika 6.).

ZAFiON
| | | | | —
-30 0-15 180 360 minuta
1 1 1 1
A0 Al A2 A3

Slika 6. Vremenske tocke uzorkovanja u studiji procjene ucinka jednokratnog SCUBA ronjenja.

Studija procjene kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja obuhvacala je Sest vremenskih
tocaka uzorkovanja krvi: neposredno prije (K1-1) i nakon (K1-2) prvog zarona, neposredno prije
(K2-1) 1 nakon (K2-2) zarona organiziranog 2 tjedna nakon prvog zarona te neposredno prije
(Kz-1) 1 nakon (Ks2) zarona organiziranog mjesec dana nakon prvog zarona (Slika 7.). Sva
uzorkovanja provedena su 15 minuta neposredno prije pocetka zarona i 15 minuta neposredno

nakon izrona u prijepodnevnim satima.
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1. ZARON 2. ZARON 3. ZARON 4. ZARON 5. ZARON
1 1 1 1 1 vrijeme
| | | | >
1 8 15 22 29 dani
1 [ [
K1-1 K1-2 K2-1 K2-2 K3-1 K3-2

Slika 7. Vremenske to¢ke uzorkovanja u studiji procjene kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja.

3.5. METODE ODREDIVANJA BIOMARKERA

Svi testovi koriSteni u ovom istrazivanju, osim testova za odredivanje koncentracije
galektina-3 (Gal-3), ET-1 i VEGF, koriste se u rutinskom radu medicinsko-biokemijskog
laboratorija i ispunjavaju kriterije kvalitete svih segmenata laboratorijskih procesa prema HRN
EN ISO 15189 medunarodnoj normi za akreditaciju medicinsko-biokemijskih laboratorija.
Tocnost rezultata odredivanja za rutinske metode provjerena je analizom komercijalnih
kontrolnih materijala neposredno prije pocetka analitickog segmenta, dok je tocnosti i
reproducibilnost odredivanja Gal-3, ET-1 1 VEGF utvrdena mjerenjem svih uzoraka i
kalibracijskih to¢aka u duplikatu.

Svi biomarkeri odredeni Su standardiziranim metodama prikladnih analitickih
karakteristika, s komercijalno pribavljenim reagensima na certificiranim analizatorima, kako je

navedeno u Tablici 2.

Tablica 2. Analiticke platforme i metode za odredivanje biomarkera.

PARAMETAR UZORAK METODA ANALIZATOR  PROIZVODPAC REAGENSA
hs-Tnl

L6 CLIA UniCel DxI 600
mioglobin plazma
hs-CRP IT Beckman Coulter,
CRP Brea, CA, USA
AU 680
CK serum
CK-MB SF
LD
broj leukocita puna krv FC Cell Dyn Ruby Abbott Diagnostics,
NT-proBNP CMIA Architect i1000sg Abbott Park, Illinois, USA
Gal-3
plazma BEP 2000 R&D Systems Inc.,
en(\:I/OEtSI‘II; 1 ELISA Advance Minneapolis, USA

hs-Tnl — visoko-osjetljivi (engl. high-sensitivity) troponin I, IL-6 — interleukin-6, hs-CRP — visoko-osjetljivi C-reaktivni
protein, CK — kreatin-kinaza, CK-MB — kreatin-kinaza, MB izoenzim, LD — laktat-dehidrogenaza, NT-proBNP — N-terminalni
fragment prohormona mozdanog natriuretskog peptida (engl. brain natriuretic peptide), Gal-3 — galektin-3, VEGF — faktor
rasta endotela krvnih zila (engl. vascular endothelial growth factor), CLIA — kemiluminiscentna imunoanaliza (engl.
chemiluminescence immunoassay), IT — imunoturbidimetrija, SF — spektrofotometrija, CMIA — kemiluminiscentna
imunoanaliza bazirana na mikroCesticama (engl. chemiluminescent microparticle immunoassay). FC — proto¢na citometrija
(engl. flow citometry), ELISA — enzimski imunotest na ¢vrstoj fazi (engl. enzyme-linked immunosorbent assay).
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3.6. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Pri odabiru statistickih testova u obzir je uzeta normalnost raspodjele dobivenih
rezultata (testirana Shapiro-Wilk testom) te broj ispitanika ukljucenih u ovo istrazivanje. Za
testiranje razlika izmedu zavisnih brojcanih varijabli koriSteni su neparametrijski testovi
Wilcoxon signed-rank test za dvije, odnosno Friedman ANOVA za vise od dvije zavisne
varijable. Ako je Friedmanovim testom utvrdeno postojanje razlike izmedu testiranih varijabli,
proveden je post-hoc test prema Conoveru (205) kako bi se utvrdilo koja se to¢no varijabla
statistiCki znaCajno razlikuje od druge varijable. Za usporedbu rezultata osnovnih karakteristika
ronilaca (dob, visina, tezina, indeks tjelesne mase (ITM)) izmedu dviju studija koriSten je
Mann-Whitney statisti¢ki test. Za prepoznavanje str$ecih (netipi¢nih) vrijednosti (engl. outlier
values) koristen je model po Tukey-U. Svi rezultati izrazeni su kao medijan i interkvartilni
raspon, osim dobi ispitanika koja je izrazena kao medijan i raspon. Statisti¢ka analiza dobivenih
rezultata provedena je u raCunalnom programu MedCalc verzije 14.8.1 (MedCalc, Mariakerke,
Belgium). Statisticki zna¢ajnom razlikom proglaSena je svaka testirana razlika s dobivenom
P-vrijednosti < 0,05.

Prikladnost veli¢ine uzorka procijenjena je analizom statistiCke snage testa preko
veli¢ine ucinaka (promjena koje Zelimo uociti) koje su preuzete iz prethodnih istrazivanja za
dostupne parametre (Gal-3, hs-Tnl, NT-proBNP, ET-1, IL-6, LD, CK (106, 206 — 208)). S
obzirom na to da se zaklju¢ivalo uz pogresku prvog reda od 5% (P<0,05) i da je odabrana snaga
istrazivanja od najmanje 90% ($=0,10), pomoc¢u MedCalc programa dobiven je minimalni broj
uzoraka potreban da se Zeljena razlika uoci. Procijenjeni minimalni broj uzoraka potreban da
se uoCe promjene svih parametara u skladu je s brojem ispitanika ukljuc¢enih u oba pokusa ove
studije.

Za utvrdivanje povezanosti pojedinih parametara, posebice Gal-3 i hs-Tnl, NT-proBNP
i mioglobina, a s ciljem razlu¢ivanja o njegovom mjestu otpustanja (srce ili skeletni misi¢),
koristen je Spearmanov koeficijent korelacije (rho, p). Statisticki znacajna povezanost (uz
P<0,05) tumacena je sukladno Coltonovu kriteriju (zar 0 do 0,25 ili 0 do -0,25 kao nepostojanje
povezanosti; za r 0,26 do 0,50 ili -0,26 do -0,50 kao slaba povezanost; za r 0,51 do 0,75 ili
-0,51 do -0,75 kao umjerena do dobra povezanost; zar 0,76 do 1 ili -0,76 do -1 kao vrlo dobra
do izvrsna povezanost).

Kako bi se uz statisticku utvrdila i klinicka znacajnost promjene koncentracija rutinski

mjerenih parametara, za svaki je parametar izraCunana referentna vrijednost promjene (engl.
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reference change value, RCV) vrijednost (1) i indeks individualnosti (engl. individuality index,
I1) (2) (209, 210) prema formulama:

(1) RCV = V2 X Z X [CVZ + CV?

) =1

CVg

gdje su CVg interindividualna, CV, intraindividualna bioloska varijabilnost (BV), CVa
analiticka nepreciznost metode, a odabrana Z-vrijednost 1,96, za 95% dvosmjernu statisti¢ku
znacajnost promjene. Trenutno najrelevantnija baza bioloske varijabilnosti Europske federacije
za klini¢ku kemiju i laboratorijsku medicinu (EFLM) nema podataka o CVg i CV, za odabrane
parametre pa su podaci za Tnl, CRP, hs-CRP, NT-proBNP, mioglobin, CK, CK-MB i LD
preuzeti iz baze podataka Minchinela i suradnika (211), dok su za Gal-3 i interleukin-6 koristeni
dostupni literaturni podaci (212, 213). CVa je izracunan iz rezultata unutarnje kontrole kvalitete
rada Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku Klini¢ke bolnice Dubrava za razdoblje
1.1. — 31.12.2018. za sve parametre osim za Gal-3 za koji je CVa preuzet iz proizvodacevih
podataka o inicijalnoj verifikaciji testa i interleukin-6 za koji je CVa preuzet iz vlastitih
laboratorijskih podataka o inicijalnoj verifikaciji testa.

Kako bi se procijenila klinicka zna¢ajnost promjene rezultata za svakog ispitanika

izraCunan je postotak razlike u odnosu na vrijednosti prije ronjenja prema formuli (3):

o (An—A,
(3) % razlike = (A—) x 100

0

gdje je An vrijednost neposredno nakon ronjenja, 3 i 6 sati nakon ronjenja, a Ao vrijednost prije
ronjenja. Srednja vrijednost postotaka razlike (% razlike) svih ispitanika veca od RCV za

pojedini parametar smatrana je klini¢ki znac¢ajnom promjenom.
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4.1. OSNOVNE KARAKTERISTIKE RONILACA

Sistematskim pregledom, ispunjavanjem anketnog listica te antropoloskim mjerenjima
utvrdene su osnovne karakteristike ispitanika obiju studija provedenog istrazivanja (Tablica 3.).
Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u dobi (P=0,493), tezini (P=0,289), visini (P=0,389) i
ITM (P=0,479) izmedu ispitanika pojedine studije.

Tablica 3. Antropometrijski parametri ispitanika obiju studija.

STUDIJA STUDIJA P
JEDNOKRATNOG UCINKA (N=16) KUMULATIVNOG UCINKA (N=14) (Mann-Whitney)
DOB (godine)” 42 (30-47) 42 (19-54) 0,493
TEZINA (kg)' 90 (85-92) 84,5 (75-93) 0,289
VISINA (cm)t 180 (180-185,5) 180 (175-186) 0,389
ITM (kg/m?)* 27,7 (24,8-28,4) 26,4 (23,5-28,9) 0,479

ITM — indeks tjelesne mase (engl. body mass index), * izrazeno kao medijan i raspon, } izrazeno kao medijan i
interkvartilni raspon (engl. interquartile range, IQR)

4.2. UCINAK SCUBA RONJENJA NA KARDIOVASKULARNE, MISICNE I
IMUNOSNE BIOMARKERE

4.2.1. Studija procjene ucinka jednokratnog SCUBA ronjenja

U studiji procjene ucinka jednokratnog SCUBA ronjenja s komprimiranim zrakom
mjerene su plazmatske koncentracije Gal-3, NT-proBNP, hs-Tnl, mioglobina, hs-CRP, VEGF
i endotelina-1 ¢iji su medijani i interkvartilni rasponi u svim to¢kama mjerenja (Ao — As)
izraZeni u Tablici 4.

UocCeni su statisti¢ki znacajni porasti koncentracija Gal-3, hs-Tnl, NT-proBNP,
mioglobina i VEGF te pad koncentracija ET-1 odmah nakon ronjenja u odnosu na vrijednosti
prije ronjenja, a koncentracije hs-CRP se nisu znacajno mijenjale. Vr$ne koncentracije, uz
povratak na bazalne vrijednosti 6 sati nakon ronjenja, za mioglobin i VEGF uocene su odmah
nakon zarona, a za Gal-3 3 sata nakon zarona. Koncentracije hs-Tnl i NT-proBNP kontinuirano
su rasle tijekom cijelog perioda pracenja. Nakon inicijalnog pada, koncentracija ET-1 je pocela

rasti 3 sata nakon zarona, no do 6. sata nije dostigla svoju bazalnu vrijednost.
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Tablica 4. Rezultati odabranih biomarkera u studiji u¢inka jednokratnog SCUBA ronjenja (N=16).

(Fr)n?el:\:;;l\;lei;lr—]ﬁs) Ao A1 A2 A3 P (Friedman)
NT-proBNP 27,6 118 37,574 42,0 "8 46,9 <0001
(pg/mL) (21,0-41,6) (28,9-52,6) (30,2-60,0) (34,9-62,1) '
hs-troponin | 0,57 ™ 0,87 " 1,71 18 2,24 "t <0001
(ng/L) (0,35-2,10) (0,71-2,55) (0,99-4,36) (1,17-4,72) '
Gal-3 5,12 71 5,55 ¥ 5,79 1§ 5,29 fi <0001
(ng/mL) (3,59-6,77) (3,84-7,43) (4,83-8,57) (3,25-6,64) '
mioglobin 64,0 99,5 ¥ 83,5 "1t 70,5 % <0001
(ng/mL) (50,0-81,0) (83,5-126,5) (64,0-109,5) (52,0-87,5) '
hs-CRP 1,2 1,1 0,9 0,9 0.357
(mg/L) (0,4-1,5) (0,5-1,4) (0,5-1,5) (0,3-1,5) ‘
VEGF 106,1 18 178,9 ¢ 93,4 "1t 1225 *f1 <0001
(pg/mL) (95,7-135,8) (132,1-267,5) (74,2-121,9) (113,0-141,3) '
endotelin-1 6,4 1§ 2,9 3,47t 3,9t <0001
(ng/mL) (3,1-8,3) (2,8-3,3) (3,0-4,0) (3,0-5,2) '

Rezultati su izrazeni kao medijani i interkvartilni rasponi. NT-proBNP — N-terminalni fragment prohormona mozdanog
natriuretskog peptida (engl. brain natriuretic peptide), Gal-3 — galektin-3, hs — visoko-osjetljivi (engl. high-sensitivity), VEGF
— faktor rasta endotela krvnih Zila (engl. vascular endothelial growth factor). Ao — neposredno prije ronjenja, A1 — neposredno
nakon ronjenja, Az — 3 sata nakon ronjenja, As — 6 sati nakon ronjenja. Statisti¢ki znacajno (P<0,05) post-hoc testom po
Conoveru u odnosu na Ao (*), A1 (1), A2 (1), Az (§).

Nakon identifikacije i izdvajanja strSec¢ih vrijednosti iz statisticke analize rezultata u
studiji procjene ucinka jednokratnog SCUBA ronjenja na plazmatske koncentracije Gal-3, NT-

proBNP, hs-Tnl, mioglobina, hs-CRP, VEGF i endotelina-1 dobiveni su rezultati ¢iji su

medijani i interkvartilni rasponi svih to¢aka mjerenja (Ao — Asz) prikazani u Tablici 5.

Tablica 5. Rezultati odabranih biomarkera u studiji u¢inka jednokratnog SCUBA ronjenja nakon
izdvajanja strsecih vrijednosti (N=14-16).

(Tn?gnAal\jAei;ﬁzi) Ao Al Az As vrsi}refjerfgst (Friegman)
NT(ﬁS/rr?E;\IP (23?1'?3?7) (2?,14:?481[?1) (23?6?5;;) (32?%%0?1) R8, R12 <0,001
hs_t(rr?gp/ir)"n | (0?3,2?;,;8) (0?7'?)?1,;2) (0,152?3,1%7) (1,21’\}3?3,21) R12 <0,001

(r%?:ni) (3,55,;-26;7) (3?8’2?7;:3) (4?8’;?8;;7) @3 252.% ,;4) nema <0,001
”EL%%?ES” (58,?)’33;,0) (833215122,5) (64?:3’—510;,5) (527%-%;,5) nema <0,001
QEE/FE)P (o,zlﬁi,s) (o,éif,) (o,glis) (0,&2,5) nema 0,357
(XgE/rCﬁE) (gé?ei'fogfl) (121f31725+7§,2) (728,33'-103;&,3) (11102,2’-?%2;,9) R7,R8 <0,001
Thgmh Girn  (@ran (086  (o4s RS <oo0

Rezultati su izrazeni kao medijani i interkvartilni rasponi. NT-proBNP — N-terminalni fragment prohormona mozdanog
natriuretskog peptida (engl. brain natriuretic peptide), Gal-3 — galektin-3, hs — visoko-osjetljivi (engl. high-sensitivity), VEGF
— faktor rasta endotela krvnih Zila (engl. vascular endothelial growth factor). Str§eca vrijednost (engl. outlier value), RX —
oznaka ronioca ¢iji su rezultati sadrzavali strSecu vrijednost. Ao — neposredno prije ronjenja, A1 — neposredno nakon ronjenja,
Az— 3 sata nakon ronjenja, As — 6 sati nakon ronjenja. Statisticki zna¢ajno (P<0,05) post-hoc testom po Conoveru u odnosu na

Ao (%), Aw (1), Az (1), As (§)-
Analizom rezultata bez strSecih vrijednosti uoc¢ava se dodatno statisticki znacajan porast
koncentracije endotelina-1 izmedu mjerenja 3 sata (A2) i 6 sati (As) nakon izrona (P<0,05).
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4.2.2. Studija procjene kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja

U studiji procjene ucinka opetovanog SCUBA ronjenja s komprimiranim zrakom
mjerene su plazmatske koncentracije Gal-3, NT-proBNP, hs-Tnl, mioglobina, hs-CRP, IL-6,
VEGF i endotelina-1, serumske koncentracije CRP, CK, CK-MB, LD te ukupan broj leukocita
¢iji su medijani i interkvartilni rasponi u svim to¢kama mjerenja prikazani u Tablici 6.

U ovoj studiji potvrdene su sve prethodno uocene promjene koncentracija mjerene
odmah nakon ronjenja, a uo€eni kumulativni u¢inak na kardiovaskularni i miSi¢ni sustav
ocitovao se kontinuiranim padom koncentracija Gal-3, hs-Tnl, mioglobina i VEGF te porastom
koncentracija NT-proBNP, IL-6 i ET-1 kroz promatrani period pra¢enja od mjesec dana.

Tablica 6. Rezultati biomarkera studije kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja (N=14).

PARAMETAR P (Friedman)
. Lo K1 K1 K. K. K. K.
(mjerna jedinica) n v = 22 o - Kiapas Kia-2132
broj leukocita 7,31 6,81 6,92 6,93 6,82 7,21
(x109/|_) (5,75-8,68) (5,94-9,48) (5,87-8,41) (5,98-10,9) (6,47-8,19) (6,47-9,69) 0,801 0,765
P (Wilcoxon) 0,194 0,042 0,761
CRP 1,29 1,33 1,29 1,35 2,55 2,53
(mg/L) (0,69-2,35) (0,79-2,21) (0,72-3,80) (0,80-3,69) (0,56-4,20) (0,61-4,90) 0,623 0,936
P (Wilcoxon) 0,173 0,011 0,296
interleukin-6 0,81 1,07 0,95 1,37f 1,08 1,74 F
(pg/mL) (0,46-1,15) (0,81-1,66) (0,58-2,13) (0,83-2,39) (0,53-1,23) (1,14-3,15) 0,266 0,006
P (Wilcoxon) <0,001 <0,001 <0,001
CK-MB 7,0 8,5 6,5 8,07 7,0 7,08
(U/L) (6,0-8,0) (7,0-9,0) (5,0-8,0) (7,0-10,0) (6,0-8,0) (6,0-9,0) 0,449 0,034
P (Wilcoxon) 0,365 <0,001 0,625
hs-troponin | 2,70" 4,328 2,49 3,141 1,84 2,617
(ng/L) (2,08-4,20) (3,33-6,01) (1,85-3,32) (2,70-5,61) (1,74-2,48) (2,19-3,29) 0,003 <0,001
P (Wilcoxon) <0,001 <0,001 <0,001
NT-proBNP 27,84 31,6 30,3" 39,51 44,7 5321
(pg/mL) (19,9-47,9) (22,4-56,9) (24,9-54,2) (30,6-60,1) (26,1-80,3) (35,8-99,9) <0,001 <0,001
P (Wilcoxon) <0,001 <0,001 <0,001
hs-CRP 0,30 % 0,60 ¥ 1,00 " 1,10 " 1,80 1,90 ¥
(mg/L) (0,10-1,65) (0,20-1,65) (0,48-1,83) (0,68-1,90) (1,30-3,35) (1,40-3,68) <0,001 <0,001
P (Wilcoxon) 0,074 0,019 0,004
CK 129 154 142 164 129 162
(U/L) (100-171) (121-206) (113-169) (138-183) (110-167) (127-194) 0,368 0,409
P (Wilcoxon) <0,001 <0,001 <0,001
LD 146 152§ 154 173 1 147 1618
(U/L) (127-163) (131-170) (138-175) (145-193) (131-155) (149-167) 0,107 0,001
P (Wilcoxon) 0,626 <0,001 <0,001
mioglobin 76! 101 M 69! 871 65" 831
(ng/mL) (71-88) (92-114) (65-79) (82-99) (60-73) (71-89) <0,001 <0,001
P (Wilcoxon) <0,001 <0,001 <0,001
Gal-3 4,08' 5,30 ¥ 398! 4521 3227 4,121
(ng/mL) (2,62-4,66) (3,10-6,96) (2,42-4,60) (2,88-5,15) (2,15-4,34) (2,81-4,84) <0,001 <0,001
P (Wilcoxon) <0,001 <0,001 <0,001
VEGF 3824 60,7 31 31,77 48,811 26,9 " 3351
(pg/mL) (31,1-61,9) (50,5-93,9) (24,1-54,3) (32,3-61,9) (22,9-32,3) (25,3-56,9) <0,001 <0,001
P (Wilcoxon) <0,001 <0,001 <0,001
endotelin-1 6,58 ¥ 4,38 6,65 4,49 6,83 " 4,58
(pg/mL) (6,42-6,80) (4,19-4,70) (6,56-6,95) (4,28-4,85) (6,70-7,52) (4,15-4,70) <0,001 0,426
P (Wilcoxon) <0,001 <0,001 <0,001

Rezultati su izrazeni kao medijani i interkvartilni rasponi. CRP — C-reaktivni protein, CK-MB — kreatin-kinaza, MB izoenzim,
hs — visoko-osjetljivi (engl. high-sensitivity), NT-proBNP — N-terminalni fragment prohormona mozdanog natriuretskog
peptida (engl. brain natriuretic peptide), CK — kreatin-kinaza, LD — laktat-dehidrogenaza, Gal-3 — galektin-3, VEGF — faktor
rasta endotela krvnih zila (engl. vascular endothelial growth factor). Ki-1 — neposredno prije 1. zarona, Ki-2 — neposredno nakon
1. zarona, Kz-1 — neposredno prije 3. zarona, Kz-2 — neposredno nakon 3. zarona, Ks.1 — neposredno prije 5. zarona, Ks-2 —
neposredno nakon 5. zarona. Statisti¢ki znacajno (P<0,05) post-hoc testom po Conoveru u odnosu na Ki-1 (*), Ki-2 (), Ko1

(), K22 (§), Ka-1 (1), Ka-2 ().
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Nakon utvrdivanja i izdvajanja strSe¢ih vrijednosti iz statistiCke analize rezultata u

studiji procjene u¢inka opetovanog SCUBA ronjenja na plazmatske koncentracije Gal-3, NT-

proBNP, hs-Tnl, mioglobina, hs-CRP, IL-6, VEGF i endotelina-1, serumske koncentracije

CRP, CK, CK-MB, LD te ukupan broj leukocita dobiveni su rezultati ¢iji su medijani i

interkvartilni rasponi kroz sve to¢ke mjerenja prikazani u Tablici 7.

Tablica 7. Rezultati biomarkera studije kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja nakon odbacivanja
strsec¢ih vrijednosti (N=11-13).

PARAMETAR

Strieca

P (Friedman)

(mjerna jedinica) K11 K12 K21 K22 K1 K2 vrijednost Ki12.1/31 Ki-22-213-2
broj leukocita 6,46 6,38 6,56 6,55 6,80 6,95
(x109L) (574-819)  (592-834) (572-7,63) (583-844) (597-753)  (6,23-8,24) Féllg- 0,368 0,926
P (Wilcoxon) 0,519 0,151 0,301
CRP 1,16 1,18 1,07 1,12 2,02 2,07
(mg/L) (056-187)  (0,66-1,94)  (0,61-160) (0,68-176)  (0,56-379) (057-384)  R2, R12 0578 0,926
P (Wilcoxon) 0,339 0,043 0,677
interleukin-6 0,59 0,99 % 0,84 1,22°F 0,97 1,471
(pg/mL) (0,39-1,09 (0,70-1,34)  (0,54-1,16)  (0,83-1,83)  (0,47-1,21)  (0,91-2,19) RRllOi 0,562 0,038
P (Wilcoxon) 0,001 0,001 0,001
CK-MB 7.0 7,0 6,0 80" 7.0 7,08
(UIL) (6,0-7,8) (6,3-9,0) (5,3-7,0) (7,0-9,8) (6,0-7,0) (5,3-7,8) Rlés“’ 0,489 0,050
P (Wilcoxon) 0,461 0,002 0,688
hs-troponin | 2,89 4,09 ¥ 2,38 2,841 199" 2,58 18
(ng/L) (1,93-455)  (3,22577)  (L67-324) (266-475) (1,78239) (211294 R, R7 0,013 <0,001
P (Wilcoxon) <0,001 0,001 <0,001
NT-proBNP 2711 31,08 28,8 35,41 32,1 41,81
(pg/mL) (185-334)  (20,9-42,1)  (24,7-39,7)  (30,1-50,7)  (25,9-51,8)  (33,4-60,9) R%EB’ <0,001 <0,001
P (Wilcoxon) <0,001 <0,001 <0,001
hs-CRP 0,25 0,60 1,00 " 0,951 1,60 4 1,701
(mg/L) (010-145)  (0,20-L40) (045165 (0,65-165) (135-290) (140-310) R2,R12  <0,001 <0,001
P (Wilcoxon) 0,078 0,078 0,008
CK 123 144 128 154 125 152
(UIL) (99-151) (118-171)  (112-160)  (136-171)  (100-163)  (117-187) Ralg“v 0,757 0715
P (Wilcoxon) 0,001 0,001 0,001
LD 154 168 156 174 1 147 161°%
(UIL) (141-184)  (142-173)  (140-175)  (156-194)  (135-156)  (152-169) R12 0,203 0,001
P (Wilcoxon) 0,636 0,001 0,001
mioglobin 744 100 ¥ 70" 921 65" 86 ™
(ng/mL) (70-83) (90-109)  (68-76)  (85101)  (60-73) (71-90)  R4,RI2 <0001  <0,001
P (Wilcoxon) <0,001 <0,001 <0,001
Gal-3 3724 4,79 ¥ 3,58 4,371 275 3,891
(ng/mL) (243-447)  (299-615) (227-433) (287-506) (189-366) (275456 RLR5  <0,001 <0,001
P (Wilcoxon) <0,001 <0,001 <0,001
VEGF 370! 56,2 31 311! 39,41 24,77 30,51
(pg/mL) (282-46,6)  (444-845) (235352) (323-581) (229-305) (253524) RLR12  <0,001 <0,001
P (Wilcoxon) 0,001 0,001 0,001
endotelin-1 6,56 433 6,65 4,42 6,80 ¥ 4,56
(pg/mL) (6,39-6,76)  (4,19-459)  (6,54-6,95)  (4,26-4,74)  (6,48-7,48)  (4,14-4,70) R1 <0,001 0,589
P (Wilcoxon) 0,001 0,001 0,001

Rezultati su izraZeni kao medijani i interkvartilni rasponi. CRP — C-reaktivni protein, CK-MB — kreatin-kinaza, MB izoenzim,
hs — visoko-osjetljivi (engl. high-sensitivity), NT-proBNP — N-terminalni fragment prohormona mozdanog natriuretskog
peptida (engl. brain natriuretic peptide), CK — kreatin-kinaza, LD — laktat-dehidrogenaza, VEGF — faktor rasta endotela krvnih
zila (engl. vascular endothelial growth factor). StrSeca vrijednost (engl. outlier value), RX—oznaka ronioca sa strSecom
vrijednoscu. Ki-1 — neposredno prije 1. zarona, Ki-2 — neposredno nakon 1. zarona, Kz-1 — neposredno prije 3. zarona, Ka.2 —
neposredno nakon 3. zarona, Ks-1— neposredno prije 5. zarona, Ks-2 — neposredno nakon 5. zarona. Statisti¢ki znacajno (P<0,05)

post-hoc testom po Conoveru u odnosu na K 1-1 (*), K 1-2 (1), K 2-1 (}), K 2-2 (§), K 3-1 (I), K 3-2 ().
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Provodenjem statistiCke analize rezultata bez strSe¢ih vrijednosti uocava se izostanak
statistiCke znacajnosti promjene rezultata ukupnog broja leukocita i visoko-osjetljivog CRP
izmedu mjerenja neposredno prije (K21) i neposredno nakon 3. zarona (Kz-2). U odnosu na
analizu rezultata sa strSe¢im vrijednostima, koncentracije mioglobina i Gal-3 statisticki
znacajno padaju (P<0,05) ve¢ prije 3. zarona (K2-1) u odnosu na vrijednost prije 1. zarona
(K1-1), ali u istom promatranom razdoblju izostaje statisticki znacajan pad koncentracije VEGF.

S obzirom na to da su analizom rezultata bez strSecih vrijednosti dobiveni gotovo
identi¢ni rezultati uz istaknute iznimke koje dodatno potvrduju ve¢ uocene razlike, rezultati u
nastavku i rasprava temelje se rezultatima analize svih sudionika kako bi se zadrzala prikladna

snaga studije.

4.3. PROCJENA UCINKA SCUBA RONJENJA NA SRCANE MIOCITE MJERENJEM
BIOMARKERA SRCANOG OSTECENJA I RASTEZANJA

4.3.1. Studija procjene ucinka jednokratnog SCUBA ronjenja na biomarkere sréanog

oStecenja i rastezanja (hs-Tnl, NT-proBNP, hs-CRP)

Kako bi se procijenio uc¢inak jednokratnog SCUBA ronjenja na biomarkere sr¢anog
oSte¢enja i rastezanja u prikupljenim uzorcima izmjerene su koncentracije hs-Tnl, hs-CRP i
CK-MB neposredno prije i nakon ronjenja te 3 i 6 sati nakon zarona.

Uocen je statisticki znacajan porast plazmatskih koncentracija NT-proBNP (P<0,05) i
hs-Tnl (P<0,05) odmah nakon zarona (A1) u usporedbi s koncentracijama prije zarona (Ao).
Koncentracije NT-proBNP i hs-Tnl nastavile su rasti u cijelom periodu oporavka (3 sata (A2)
(obje P<0,05) i 6 sati nakon (As) (obje P<0,05)). Statisticki zna¢ajna razlika obiju koncentracija
uocena je izmedu mjerenja Al i A3 (obje P<0,05). Stabilan rast koncentracija NT-proBNP i hs-
Tnl od Ao do Az (sve P<0,05) vidljiv je na Slici 8. i Slici 9. Mjerenje hs-CRP-a nije pokazalo
statisticki znacajne promjene koncentracija (P=0,357) izmedu svih mjerenja (Ao do As) $to je

vidljivo na Slici 10.
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Slika 8.

Rezultati su prikazani to¢kastim grafikonom (engl. dot-plot) s oznadenim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. P (Friedman ANOVA, post-hoc po Conoveru). NT-proBNP — N-terminalni fragment
prohormona mozdanog natriuretskog peptida (engl. brain natriuretic peptide), Ao — neposredno prije ronjenja, A1 — neposredno
nakon ronjenja, A2— 3 sata nakon ronjenja, As — 6 sati nakon ronjenja.
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Slika 9. U¢inak jednokratnog SCUBA ronjenja na koncentraciju hs-Tnl.

Rezultati su prikazani toCkastim grafikonom (engl. dot-plot) s ozna¢enim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. P (Friedman ANOVA, post-hoc po Conoveru). Ao —neposredno prije ronjenja, A1 — neposredno
nakon ronjenja, A2 — 3 sata nakon ronjenja, As — 6 sati nakon ronjenja.
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Slika 10. U¢inak jednokratnog SCUBA ronjenja na koncentraciju hs-CRP.

Rezultati su prikazani to¢kastim grafikonom (engl. dot-plot) s oznacenim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. P (Friedman ANOVA) = 0,357. Ao — neposredno prije ronjenja, A1 — neposredno nakon
ronjenja, A2— 3 sata hakon ronjenja, As — 6 sati nakon ronjenja.

4.3.2. Studija procjene ucinka opetovanog SCUBA ronjenja na biomarkere sréanog

oStecenja i rastezanja (hs-Tnl, NT-proBNP, hs-CRP i CK-MB)

Kako bi se dobio uvid u posljedice opetovanog SCUBA ronjenja na biomarkere sr¢anog
oStecenja i rastezanja, osim mjerenja hs-Tnl, NT-proBNP i hs-CRP neposredno prije i nakon
1., 3.15. zarona, izmjerena je i kataliticka koncentracija izoenzima CK-MB.

Utvrdeno je da se kataliticka koncentracija CK-MB nije statisticki znac¢ajno mijenjala
nakon 1. (Ki-2) (P=0,365) i 5. (Ks-2) (P=0,625) zarona u usporedbi s pripadaju¢im vrijednostima
prije navedenih zarona (K11, Ks.1). Medutim, vidljiv je statisticki znac¢ajan porast (P<0,001)
nakon 3. zarona (K2-2) u odnosu na vrijednost prije zarona (Kz-1). Usporedba svih vrijednosti
prije i nakon zarona otkrila je statisti¢ki znacajan porast (P<0,05) CK-MB nakon 5. zarona (Kaz-
2) U odnosu na vrijednost nakon 3. zarona (K2-2) (Slika 11.). Koncentracije NT-proBNP i hs-
Tnl statisti¢ki su znacajno rasle (sve P<0,001) nakon svakog zarona u usporedbi s vrijednostima
prije zarona (Slika 12., Slika 13.). Nadalje, uocen je statisticki zna¢ajan porast hs-CRP nakon
3. (P=0,019) i 5. (P=0,004) zarona u odnosu na pripadajuce vrijednosti prije zarona (Slika 14.).
Kad su usporedene samo vrijednosti prije i samo vrijednosti nakon svih zarona uocen je
statisticki znacajan pad koncentracija hs-Tnl te statisti¢ki znaCajni porasti koncentracija NT-

proBNP i hs-CRP izmedu svih to¢aka mjerenja (sve P<0,05).
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Slika 11. Kumulativni u¢inak ronjenja na kataliticku aktivnost CK-MB.

Rezultati su prikazani to¢kastim grafikonom (engl. dot-plot) s oznadenim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. *statisticki znacajno (Wilcoxon), **statisticki znacajno (Friedman ANOVA, post-hoc prema
Conoveru), CK-MB — kreatin-kinaza, MB izoenzim (engl. creatine-kinase, myocardial band), Ki-1 —neposredno prije 1. zarona,
K12 — neposredno nakon 1. zarona, Kz-1 — neposredno prije 3. zarona, K22 — neposredno nakon 3. zarona, Ks-1 — neposredno
prije 5. zarona, Ks-2 — neposredno nakon 5. zarona.

200 |~ ..
P<0,05
r 1
180 — P<0,05™ P<0,05" .
160 | P<0,05™ |
P<0,05™ P<0,05"
140 — I ' . I P<0,001"
- P<0,001
E | e e o o o o e o e e e e e e L e e
& 120 P<0,001” O
s r 1
S 100 ® ¢ e PS
2 o
& 80
= e
60 —
9+ | T @ @ e
20—
o | | | | | |

Slika 12. Kumulativni u¢inak ronjenja na koncentraciju NT-proBNP.

Rezultati su prikazani toCkastim grafikonom (engl. dot-plot) s ozna¢enim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. *statisticki znacajno (Wilcoxon), **statisticki znac¢ajno (Friedman ANOVA, post-hoc prema
Conoveru), NT-proBNP — N-terminalni fragment prohormona moZzdanog natriuretskog peptida (engl. brain natriuretic
peptide), Ki-1 — neposredno prije 1. zarona, Ki-2 — neposredno nakon 1. zarona, Kz.1 — neposredno prije 3. zarona, Ka-2 —
neposredno nakon 3. zarona, Kz-1 — neposredno prije 5. zarona, Ks-2 — neposredno nakon 5. zarona.
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Slika 13. Kumulativni u¢inak ronjenja na koncentraciju hs-Tnl.

Rezultati su prikazani tockastim grafikonom (engl. dot-plot) s oznacenim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. *statisticki znacajno (Wilcoxon), **statisticki znacajno (Friedman ANOVA, post-hoc prema
Conoveru), hs-Tnl — visoko-osjetljivi troponin I, K11 — neposredno prije 1. zarona, Ki-2 — neposredno nakon 1. zarona, Kz-1 —

neposredno prije 3. zarona, Kz-2 — neposredno nakon 3. zarona, Ks-1 — neposredno prije 5. zarona, Ks-2 — neposredno nakon 5.
zarona.
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Slika 14. Kumulativni u¢inak ronjenja na koncentraciju hs-CRP.

Rezultati su prikazani tockastim grafikonom (engl. dot-plot) s ozna¢enim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. *statisticki znacajno (Wilcoxon), **statisticki znacajno (Friedman ANOVA, post-hoc prema
Conoveru), hs-CRP — visoko-osjetljivi CRP, Ki.1 — neposredno prije 1. zarona, Ki-2 — neposredno nakon 1. zarona, Kz.1 —

neposredno prije 3. zarona, Kz-2 — neposredno nakon 3. zarona, Ks-1 — neposredno prije 5. zarona, Ks.2 — neposredno nakon 5.
zarona.
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4.4, UCINAK SCUBA RONJENJA NA INTEGRITET MEMBRANE MIOCITA

4.4.1. Studija procjene u¢inka jednokratnog SCUBA ronjenja na biomarkere integriteta

membrane miocita (mioglobin, galektin-3)

U cilju ispitivanja ucinka jednokratnog SCUBA zarona na integritet membrane miocita
izmjerene su plazmatske koncentracije mioglobina i Gal-3 neposredno prije, neposredno nakon
zarona te 3 i 6 sati nakon zarona.

Uocen je statisticki znacajan porast (P<0,05) koncentracije mioglobina odmah nakon
zarona (A1) u odnosu na mjerenje prije zarona (Ao). Nakon prvobitnog rasta, zamijeéen je
statisti¢ki znacajan pad (obje P<0,05) koncentracija u mjerenjima 3 i 6 sati nakon zarona (A,
Az) ako se vrijednosti usporeduju s vrijedno$¢u odmah nakon zarona (A1). Specifi¢na dinamika
porasta i pada na bazalne vrijednosti vidljiva je na Slici 15. Statisticki znacajan porast (P<0,05)
koncentracije Gal-3 zabiljezen je odmah nakon zarona (Ai) u odnosu na vrijednost prije
ronjenja (Ao). Taj porast (P<0,05) nastavljen je sve do 3 sata nakon zarona (A2), kada Gal-3
postize svoju vr$nu koncentraciju. Sest sati nakon zarona (As) Gal-3 statisti¢ki znacajno pada
(P<0,05) u odnosu na prethodnu to¢ku mjerenja (Az) i vraca se na svoju po¢etnu vrijednost prije

zarona (Ao) (Slika 16.).
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Slika 15. U¢inak jednokratnog SCUBA ronjenja na koncentraciju mioglobina.

Rezultati su prikazani toCkastim grafikonom (engl. dot-plot) s oznaenim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. P (Friedman ANOVA, post-hoc po Conoveru). Ao —neposredno prije ronjenja, A1 — neposredno
nakon ronjenja, A2 — 3 sata nakon ronjenja, As — 6 sati nakon ronjenja.
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Slika 16. U¢inak jednokratnog SCUBA ronjenja na koncentraciju galektina-3.

Rezultati su prikazani tockastim grafikonom (engl. dot-plot) s oznacenim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. P (Friedman ANOVA, post-hoc po Conoveru). Ao — neposredno prije ronjenja, A1 —neposredno
nakon ronjenja, A2— 3 sata nakon ronjenja, As — 6 sati nakon ronjenja.

4.4.2. Studija procjene kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja na biomarkere integriteta

membrane miocita (mioglobin, galektin-3, LD i CK)

U studiji procjene ucinka kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja na integritet membrane
miocita uz mioglobin i Gal-3 izmjerene su i kataliticke koncentracije LD i CK u serumu
ispitanika prije i nakon 1., 3. i 5. zarona.

Uoceni su statisticki znacajni porasti koncentracija mioglobina i Gal-3 nakon svakog
izvedenog zarona (sve P<0,001). Medutim, usporedbom svih vrijednosti prije i svih vrijednosti
nakon zarona uocen je znaCajan pad vrijednosti (sve P<0,05) oba mjerena parametra, uz
izostanak statistiCke znacajnosti izmedu koncentracija mjerenih prije 3. (K2-1) u odnosu na 1.
zaron (Ki.1) (Slika 17., Slika 18.). Kataliticka koncentracija CK rasla je statisticki zna¢ajno
nakon svakog zarona (sve P<0,001). Medutim, ako se usporede sve vrijednosti prije (P=0,368)
i sve vrijednosti nakon zarona (P=0,409), kataliticke koncentracije CK medusobno se statisti¢ki
znacajno ne razlikuju (Slika 19). Kataliti¢cka koncentracija LD znacajno je rasla (obje P<0,001)
nakon 3. (K22) i 5. zarona (Ks-2) u odnosu na vrijednosti prije zarona (Ko.1, Ks.1). Kada se
usporede sve vrijednosti nakon zarona vidi se statisti¢ki znacajan porast vrijednosti (P<0,05)

nakon 3. (K2-2) u odnosu na vrijednost nakon 1. zarona (K1-2), dok je vrijednost nakon 5. zarona
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(Ks-2) statisticki znacajno niza (P<0,05) u odnosu na vrijednost nakon 3. zarona (K:-2)
(Slika 20.).
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Slika 17. Kumulativni u¢inak SCUBA ronjenja na koncentraciju mioglobina.

Rezultati su prikazani tockastim grafikonom (engl. dot-plot) s oznaenim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. *statisticki znacajno (Wilcoxon), **statisticki znacajno (Friedman ANOVA, post-hoc prema
Conoveru), Ki-1 — neposredno prije 1. zarona, Ki-2 — neposredno nakon 1. zarona, Kz-1 — neposredno prije 3. zarona, Kz-2 —
neposredno nakon 3. zarona, Kz-1 — neposredno prije 5. zarona, Ks-2 — neposredno nakon 5. zarona.
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Slika 18. Kumulativni u¢inak SCUBA ronjenja na koncentraciju galektina-3.

Rezultati su prikazani toCkastim grafikonom (engl. dot-plot) s ozna¢enim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. *statisticki znacajno (Wilcoxon), **statisticki znagajno (Friedman ANOVA, post-hoc prema
Conoveru), Ki-1 — neposredno prije 1. zarona, Ki-2 — neposredno nakon 1. zarona, K21 — neposredno prije 3. zarona, Kz2 —
neposredno nakon 3. zarona, Kz-1 — neposredno prije 5. zarona, Ks-2 — neposredno nakon 5. zarona.

52



REZULTATI

700 |—

P<0,001" P<0,001"

1 1
600 — p<0,001" O @
1

@ @
500 —

400 |—

300 |- ° °®

KREATIN-KINAZA (U/L)
e

200

RI < 177 U/L

100

Slika 19. Kumulativni SCUBA u¢inak ronjenja na kataliti¢ku koncentraciju CK.

Rezultati su prikazani to¢kastim grafikonom (engl. dot-plot) s oznacenim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. *statisti¢ki zna¢ajno (Wilcoxon), CK — kreatin-kinaza, Ki-1 — neposredno prije 1. zarona, Ki-2
— neposredno nakon 1. zarona, Kz-1 — neposredno prije 3. zarona, Kz-2 — neposredno nakon 3. zarona, Ks.1 — neposredno prije
5. zarona, Ks-2 — neposredno nakon 5. zarona.
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Slika 20. Kumulativni u¢inak SCUBA ronjenja na kataliti¢ku koncentraciju LD.

Rezultati su prikazani tockastim grafikonom (engl. dot-plot) s oznacenim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. *statisticki znacajno (Wilcoxon), **statisticki znacajno (Friedman ANOVA, post-hoc prema
Conoveru), LD — laktat-dehidrogenaza, Ki-1 —neposredno prije 1. zarona, Ki-2 — neposredno nakon 1. zarona, Kz-1 — neposredno
prije 3. zarona, K22 — neposredno nakon 3. zarona, Ks-1 — neposredno prije 5. zarona, Ks-2 — neposredno nakon 5. zarona.
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4.5. UCINAK RONJENJA NA AKTIVNOST VASKULARNOG ENDOTELA

U cilju ispitivanja u¢inka kako jednokratnog ronjenja tako i pet opetovanih zarona na
aktivnost vaskularnog endotela u plazmi ispitanika odredene su koncentracije endotelina i

VEGF u plazmi ispitanika.

4.5.1.Studija procjene ucinka jednokratnog SCUBA ronjenja na biomarkere aktivnosti

vaskularnog endotela (endotelin-1 i VEGF)

Ako se usporedi vrijednost odmah nakon zarona (A1) s vrijedno$¢u prije ronjenja (Ao),
vidljiv je statisticki znacajan porast (P<0,05) koncentracija VEGF. Medutim, moze se uociti
statisticki zna¢ajan pad koncentracije (P<0,05) ako se usporede vrijednosti mjerene 3 sata
nakon ronjenja (Az) i prethodna vrijednost odmah nakon zarona (A:). Nadalje, koncentracija
VEGF statisti¢ki znacajno raste (P<0,05) u tocki mjerenoj 6 sati nakon zarona (As) u odnosu
na prethodno mjerenje (Az), ali ne vraca se na bazalnu vrijednost (Ao) (P<0,05) $to je jasno
vidljivo na Slici 21. Uocen je i statisti¢ki znacajan pad koncentracija (P<0,05) endotelina-1
odmah nakon zarona (A1) ako se ta vrijednosti usporede s vrijednostima prije ronjenja (Ao).
Porast u odnosu na mjerenje odmah nakon zarona (A1) uocen u tocki mjerenja 3 sata od zarona
(A2) takoder je statisticki znacajan (P<0,05). Medutim, za razliku od VEGF, 6 sati nakon zarona

(As) nije postignuta pocetna koncentracija mjerenja prije zarona (Ao) (Slika 22.).
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Slika 21. U¢inak jednokratnog SCUBA ronjenja na koncentraciju VEGF.

Rezultati su prikazani toCkastim grafikonom (engl. dot-plot) s 0znaenim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. P (Friedman ANOVA, post-hoc po Conoveru). VEGF — faktor rasta endotela krvnih zila (engl.
vascular endothelial growth factor), Ao — neposredno prije ronjenja, A1 — neposredno nakon ronjenja, Az — 3 sata nakon
ronjenja, As — 6 sati nakon ronjenja.
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Slika 22. U¢inak jednokratnog SCUBA ronjenja na koncentraciju endotelina-1.

Rezultati su prikazani to¢kastim grafikonom (engl. dot-plot) s oznacenim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. P (Friedman ANOVA, post-hoc po Conoveru). Ao —neposredno prije ronjenja, A1 — neposredno
nakon ronjenja, A2 — 3 sata nakon ronjenja, As — 6 sati nakon ronjenja.

4.5.2. Studija procjene kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja na biomarkere aktivnosti

vaskularnog endotela (endotelin-1 i VEGF)

Uocen je statisti¢ki znacajan porast (Sve P<0,001) koncentracije VEGF te pad (sve
P<0,001) koncentracije endotelina-1 nakon svakog izvedenog zarona. Usporedbom isklju¢ivo
vrijednosti prije i isklju¢ivo vrijednosti nakon zarona, koriStenjem Friedman testa uz post-hoc
test po Conoveru, uoCava se kontinuirani statistiCki znacajan pad (sve P<0,05) svih
koncentracija VEGF (Slika 23.). Koncentracije endotelina-1 rasle su statisticki znacajno (sve
P<0,05) prije svakog izvedenog zarona, dok su vrijednosti nakon zarona ostale nepromijenjene
(P=0,426) (Slika 24.).
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Slika 23. Kumulativni u¢inak SCUBA ronjenja na koncentraciju VEGF.

P<0,001"

Rezultati su prikazani to¢kastim grafikonom (engl. dot-plot) s oznacenim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. *statisti¢ki znacajno (Wilcoxon), **statisti¢ki znacajno (Friedman ANOVA, post-hoc prema
Conoveru), VEGF — faktor rasta endotela krvnih zila (engl. vascular endothelial growth factor), Ki-1 — neposredno prije 1.
zarona, Ki-2 — neposredno nakon 1. zarona, K21 — neposredno prije 3. zarona, Kz-2 — neposredno nakon 3. zarona, Ks.1 —
neposredno prije 5. zarona, Ks.2 — neposredno nakon 5. zarona.
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Slika 24. Kumulativni u¢inak SCUBA ronjenja na koncentraciju endotelina-1.

Rezultati su prikazani toCkastim grafikonom (engl. dot-plot) s ozna¢enim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. *statisticki znacajno (Wilcoxon), **statisti¢ki znacajno (Friedman ANOVA, post-hoc prema
Conoveru), Ki-1 — neposredno prije 1. zarona, Ki-2 — neposredno nakon 1. zarona, Kz-1 — neposredno prije 3. zarona, Kz2 —
neposredno nakon 3. zarona, Kz-1 — neposredno prije 5. zarona, Ks-2 — neposredno nakon 5. zarona.
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4.6. UCINAK RONJENJA NA IMUNOSNI SUSTAV MJERENJEM BIOMARKERA
UPALE

4.6.1. Studija procjene kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja ne biomarkere upale (broj

leukocita, CRP i interleukin-6)

U cilju ispitivanja u¢inka kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja na imunosni sustav
izmjereni su ukupan broj leukocita te serumske koncentracije CRP-a i IL-6 neposredno prije i
nakon 1., 3. 15. zarona. Ukupan broj leukocita i koncentracija CRP-a nisu se statisti¢ki zna¢ajno
mijenjale kada se usporeduju vrijednosti nakon 1. (Ki-2) (Pleukociti=0,194, Pcrp=0,173) i 5.
(K3-2) (Preukociti=0,761, Pcrp=0,296) zarona sa svojim pripadajuéim mjerenjima prije zarona
(K11, Kz1). Medutim, uocen je statisticki znacajan porast nakon 3. zarona (K22 u odnosu na
K2-1) (Preukociti=0,042, Pcrp=0,011) (Slika 25., Slika 26.). Kada se usporeduju isklju¢ivo sve
vrijednosti prije (Ki-1, K21, K3-1) i sve vrijednosti nakon (Ki-2, K22, K3-2) pojedinih zarona ne
uoCava se statisticki znacajna razlika za leukocite (Pprije=0,801, Pposiije=0,765) i CRP
(Pprije=0,623, Pposiije=0,936). Medutim, uocen je statisticki znacajan porast interleukina-6 svaki
put nakon zarona (sve P<0,001). Kada se pak usporeduju samo vrijednosti prije i Samo
vrijednosti nakon zarona, uocava se statisticki znacajan porast IL-6 mjeren poslije 3. (K2-2) i 5.

(Ks-2) zarona u odnosu na 1. zaron (K1-2) (obje P<0,05) (Slika 27.).
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Slika 25. Kumulativni u¢inak SCUBA ronjenja na ukupan broj leukocita.

Rezultati su prikazani toCkastim grafikonom (engl. dot-plot) s ozna¢enim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. *statisti¢ki znacajno (Wilcoxon), Ki-1 — neposredno prije 1. zarona, Ki-2 — neposredno nakon
1. zarona, Kz-1 — neposredno prije 3. zarona, Kz-2 — neposredno nakon 3. zarona, Ks.1 — neposredno prije 5. zarona, Ks-2 —
neposredno nakon 5. zarona.
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Slika 26. Kumulativni u¢inak SCUBA ronjenja na koncentraciju CRP.

Rezultati su prikazani to¢kastim grafikonom (engl. dot-plot) s oznadenim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. *statisti¢ki znac¢ajno (Wilcoxon), CRP — C-reaktivni protein, K11 — neposredno prije 1. zarona,
K12 — neposredno nakon 1. zarona, Kz-1 — neposredno prije 3. zarona, K22 — neposredno nakon 3. zarona, Ks-1 — neposredno

prije 5. zarona, Ks.2 — neposredno nakon 5. zarona.
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Slika 27. Kumulativni u¢inak SCUBA ronjenja na koncentraciju interleukina-6 (IL-6).

Rezultati su prikazani to¢kastim grafikonom (engl. dot-plot) s oznacenim medijanima, interkvartilnim rasponom i gornjom
granicom referentnog intervala. *statisticki znacajno (Wilcoxon), **statisticki znacajno (Friedman ANOVA, post-hoc prema
Conoveru), Ki-1 — neposredno prije 1. zarona, Ki-2 — neposredno nakon 1. zarona, Kz-1 — neposredno prije 3. zarona, Kz2 —
neposredno nakon 3. zarona, Ks-1 — neposredno prije 5. zarona, Ks-2 — neposredno nakon 5. zarona.
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4.7. KLINICKA ZNACAJNOST PROMJENE BIOMARKERA

U Tablici 8. prikazani su svi analiticki koeficijenti varijacije metoda (CVa),
intraindividualne varijacije parametara (CV)), interindividualne varijacije parametara (CVg) te
pripadajuce izra¢unane vrijednosti RCV (engl. reference change value) i Il (engl. individuality

index) za sve rutinski odredivane parametre i Gal-3.

Tablica 8. Analiti¢ki koeficijenti varijacije, bioloske varijacije te izracunane RCV vrijednosti i indeks
individualnosti za rutinski odredivane parametre.

PARAMETAR  CVa(%) CVi(%) CVc (%) RCV (%) I

NT-proBNP 3,2 10,0 16,0 +29.1 0,6
hs-troponin | 54 14,1 63,8 +41,7 0,2
Gal-3 3,5 45 27,9 +15,8 0,2
mioglobin 2,2 13,9 29,6 +39,0 0,5
hs-CRP 2,0 49,7 89,2 +137,9 0,6
CRP 4,2 42,2 76,3 +177,6 0,6
interleukin-6 3,8 48,5 39,4 +134,8 1,2
broj leukocita 34 11,4 21,3 + 33,0 0,5
CK 3,8 22,8 40,0 + 64,1 0,6
CK-MB 4,2 19,7 24,3 + 55,8 0,8
LD 3,7 8,6 14,7 +26,0 0,6

CVa — analiticki koeficijent varijacije preuzet iz podataka unutrasnje kontrole kvalitete rada Klinickog
zavoda za laboratorijsku dijagnostiku Klini¢ke bolnice Dubrava za razdoblje 1.1-31.12.2018. za sve
parametre osim za Gal-3 za kojeg je CVa preuzet iz proizvodacevih podataka o inicijalnoj verifikaciji
testa i interleukin-6 za kojeg je CVa preuzet iz vlastitih laboratorijskih podataka o inicijalnoj verifikaciji
testa, CV, — intraindividualna bioloska varijacija, CVg — interindividualna bioloska varijacija preuzeti
su iz baze podataka Minchinela i suradnika (211), dok su za Gal-3 i interleukin-6 koriSteni dostupni
literaturni podaci (212, 213), RCV - klini¢ki znaajna promjena (engl. reference change value),
Il — indeks individualnosti (engl. individuality index), CRP — C-reaktivni protein, CK-MB — kreatin-
kinaza, MB izoenzim, hs — visoko-osjetljivi (engl. high-sensitivity), NT-proBNP — N-terminalni
fragment prohormona mozdanog natriuretskog peptida (engl. brain natriuretic peptide), Gal-3 —
galektin-3, CK — kreatin-kinaza, LD — laktat-dehidrogenaza.
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4.7.1. Studija procjene ucinka jednokratnog SCUBA ronjenja

Srednje vrijednosti postotaka razlike svih ispitanika izmedu pojedinih rezultata u svim
tockama mjerenja prikazane su u Tablici 9. Uoc¢ena je klinicki znac¢ajna promjena koncentracija
(relativna razlika izmedu dva mjerenja veca od izra¢unanog RCV-a) hs-Tnl i NT-proBNP
tijekom perioda oporavka (Az, As) u odnosu na vrijednost prije zarona (Ao). Ne postoji klini¢ki
znacajna promjena koncentracija hs-Tnl i NT-proBNP izmedu vrijednosti odmah nakon zarona
(A1) i1 prije zarona (Ao). Koncentracija Gal-3 klinicki je znafajno porasla u svojoj vrsnoj
vrijednosti (A2) u odnosu na vrijednost prije ronjenja (Ao), ali i klini¢ki zna¢ajno pala 6 sati
nakon ronjenja (Asz) u odnosu na vr$nu koncentraciju (Az2). UoCen je takoder, klinicki znacajan
pad mioglobina 6 sati nakon ronjenja (As) u odnosu na vr$nu vrijednost odmah nakon ronjenja

(A1). Koncentracija hs-CRP nije se klini¢ki znacajno mijenjala.

Tablica 9. Procjena klinickog znacaja promjene rutinskih biomarkera studije uéinka jednokratnog
SCUBA ronjenja.

SR vs. Ao SRvs. Al SR vs. A2
PARAMETAR =4 Az As Az As A
NT-proBNP  238%  314%*  387%*  93%  186%  10,8%
hstroponin | 33,1%  53.4%*  612%*  332%  464%*  19.3%
Gal-3 115%  224%*  13%  127%  -115%  -29.9%*
mioglobin 3520  216%  7.6%  -223%  -495%*  -22.4%
hs-CRP 34%  -120%  -28.8%  92%  -235%  -9.4%

* klini¢ki znacajna promjena (promjena veca od izra¢unane RCV), SR — srednja vrijednost postotaka
razlike svih ispitanika, NT-proBNP — N-terminalni fragment prohormona mozdanog natriuretskog
peptida (engl. brain natriuretic peptide), hs — visoko-osjetljivi (engl. high-sensitivity), Gal-3 —
galektin-3, CRP — C-reaktivni protein. Ao — neposredno prije ronjenja, A1 — neposredno nakon ronjenja,
A, — 3 sata nakon ronjenja, Az — 6 sati nakon ronjenja.
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4.7.2. Studija procjene kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja

Srednje vrijednosti postotaka razlike svih ispitanika izmedu pojedinih rezultata u svim
tockama mjerenja prikazane su u Tablici 10. Uoceni su klini¢ki znacajni porasti koncentracija
hs-Tnl i Gal-3 nakon svakog zarona (K1-2, K2-2, K3-2) u odnosu na pripadajuce vrijednosti prije
zarona (Ki-1, Kz-1, Kz-1). Koncentracija NT-proBNP bila je klini¢ki znac¢ajno visa samo nakon
5. zarona (Ks-2) u odnosu na vrijednost prije ronjenja (Ks.1), dok je koncentracija mioglobina
klini¢ki znacajno rasla samo nakon 1. zarona (K1-2) u odnosu na vrijednost prije zarona (Ki.1).

Ostali parametri nisu se klinicki zna¢ajno mijenjali niti nakon jednog zarona.

Tablica 10. Procjena klinickog zna¢aja promjene rutinskih biomarkera studije kumulativnog ucinka.

PARAMETAR K12 vs. K11 K2-2 vs. K2-1 Ks-2 vs. K31
NT-proBNP 20,3% 23,9% 31,4%*
hs-troponin | 58,5%* 49,3%* 47,9%*

Gal-3 62,5%* 19,3%* 29,1%*
mioglobin 61,3%* 31,6% 27,8%
hs-CRP 111,37% 14,8% 6,1%
CRP 6,3% 7,5% 1,9%
interleukin-6 71,8% 55,2% 83,9%
broj leukocita 6,5% 10,1% 5,4%
CK 23,4% 15,5% 19,2%
CK-MB 19,2% 39,7% 3,4%
LD 5,6% 12,8% 10,1%

* klinicki znac¢ajna promjena (promjena vecéa od izracunane RCV), CRP — C-reaktivni protein, CK-MB
— kreatin-kinaza, MB izoenzim, hs — visoko-osjetljivi (engl. high-sensitivity), NT-proBNP -
N-terminalni fragment prohormona mozdanog natriuretskog peptida (engl. brain natriuretic peptide),
Gal-3 — galektin-3, CK — kreatin-kinaza, LD — laktat-dehidrogenaza, , K11 — heposredno prije 1. zarona,
Ki-2 — neposredno nakon 1. zarona, K.1 — neposredno prije 3. zarona, Kz-» — neposredno nakon 3. zarona,
Ks.1 — neposredno prije 5. zarona, Ks.; — neposredno nakon 5. zarona.
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4.8. KORELACIJSKE ANALIZE

S ciljem pretpostavke mjesta predominantno izlu¢enog Gal-3 za vrijeme i nakon
ronjenja u studiji procjene ucinka jednokratnog SCUBA ronjenja procijenjena je povezanost
izmedu Gal-3 i mioglobina, Gal-3 i hs-Tnl te Gal-3 i NT-proBNP. Pronadena je umjerena do
dobra pozitivna povezanost izmedu Gal-3 i mioglobina (P<0,001, p=0,64, p?=0,41) (Slika 28.)
S 41% zajednickih vrijednosti. S druge strane, nije uocena povezanost Gal-3 i NT-proBNP
(P=0,741, p=0,04, p>=0,002) (Slika 29.) te Gal-3 i hs-Tnl (P=0,211, p=0,16, p?=0,026)
(Slika 30.).
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Slika 28. Povezanost galektina-3 i mioglobina u studiji procjene u¢inka jednokratnog SCUBA ronjenja.
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Slika 29. Povezanost galektina-3 i NT-proBNP u studiji procjene u¢inka jednokratnog SCUBA ronjenja.
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Slika 30. Povezanost galektina-3 i hs-TnI u studiji procjene uéinka jednokratnog SCUBA ronjenja.
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5.1. STUDIJA UCINKA JEDNOKRATNOG SCUBA RONJENJA

Rezultati ove studije pokazali su da rekreacijsko SCUBA ronjenje s komprimiranim
zrakom na dubini od 30 m u trajanju 30 min nakon zimskog perioda neronjenja od najmanje 5
mjeseci uzrokuje promjene plazmatskih koncentracija Gal-3, sréanih (NT-proBNP, hs-Tnl) i
vaskularnih (VEGF, ET-1) te biomarkera skeletnih misi¢a (mioglobin). Pri tome su u ovoj
studiji po prvi puta istrazivane promjene plazmatskih koncentracija Gal-3, hs-Tnl, hs-CRP i
mioglobina kod ovog tipa ronjenja.

Najvece promjene koncentracija Gal-3, NT-proBNP-a, hs-Tnl i mioglobina uo¢ene su
odmah nakon ronjenja (A1). Medutim, dok je za Gal-3 i mioglobin uo¢eno vracanje vrijednosti
na one bazalne (Ao) unutar 6 sati od zarona (As), koncentracije NT-proBNP i hs-Tnl u istom su
periodu stabilno kontinuirano rasle.

U prethodnim studijama na SCUBA roniocima, porast plazmatske koncentracije hs-Tnl
opisan je samo nakon reverzibilne disfunkcije miokarda uzrokovane dekompresijskom boles¢u
(186) i imerzijom uzrokovanog edema pluc¢a (188). Stoga je ova studija po prvi put pokazala da
se uoceni porast koncentracije hs-Tnl nakon ronjenja moze povezati s fenomenom prolazne i
reverzibilne ishemije miokarda koja je ranije uocena u studijama razli¢itih tjelesnih aktivnosti
(214). Koncentracije hs-Tnl rasla je odmah nakon ronjenja (A1) te je svoju vr$nu vrijednost
postigla 6 sati nakon ronjenja (Asz). Premda nismo bili u mogucénosti pratiti kako bi se
koncentracija hs-Tnl ponasala nakon 6 sati, isto vrijeme postizanja vr$ne koncentracije uo¢eno
je uranijim studijama na sportasima koji su praceni i do 24 sata nakon zavrSetka polumaratona
(215). Brojne su studije potvrdile da je epizoda intenzivne tjelesne aktivnosti pracena porastom
koncentracija visoko-osjetljivog troponina I, ali i troponina T (216 — 219). Medutim, fiziologija
ronjenja bitno se razlikuje od fiziologije drugih oblika tjelesne aktivnosti, ponajprije zbog
ekstremnih uvjeta okoli$a u kojem se odvija, a koji u slu¢aju ronjenja zasigurno imaju vecu
ulogu na (pato)fiziologiju kardiovaskularnog sustava nego sama tjelesna aktivnost. Na
molekularnoj razini, otpustanje troponina I te porast njegove koncentracije u cirkulaciji nakon
tjelesne aktivnosti posljedica su medudjelovanja nekoliko razli¢itih ¢cimbenika poput promjene
integriteta membrane sr¢anih miocita (214), unutarstaniéne homeostaze kalcija uzrokovane
djelovanjem slobodnih radikala, kao i pojac¢anim otpustanjem kateholamina uslijed aktivacije
simpatickog ziv€anog sustava (86). Gotovo je sigurno da su sva tri mehanizma djelomi¢no
ukljuéena u porast koncentracije hs-Tnl i nakon ronjenja, ali najvjerojatniji je onaj uzrokovan
nastankom slobodnih radikala uslijed hiperoksije (220) i aktivacije simpatickog Ziv€anog

sustava zbog duge izlozenosti hladno¢i (221).
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Osim djelovanja na otpustanje troponina, opée je poznato da je adrenergicka aktivacija
izravan uzrok proizvodnje i otpustanja BNP-a, odnosno njegovog prohormonskog amino-
terminalnog fragmenta (NT-proBNP) (222). Ipak, postoje i drugi faktori koji mogu utjecati na
promjene koncentracije NT-proBNP. Stoga, kontinuirani porast koncentracije NT-proBNP
uocen tijekom cijelog promatranog perioda nakon ronjenja (A1 — Asz) moze biti posljedica
pojacanog rastezanja miokarda i aktivacije specijalnih mehanickih receptora koje se kod
ronjenja dogada najvjerojatnije uslijed promjene volumena plazme, a ne kao odgovor na
pojacani tjelesni napor (223). Imerzija kod ljudi uzrokuje intratorakalno povecanje volumena
krvi te centralnog venskog i tlaka u desnom atriju $to vodi rastezanju sréanih komora i
poveéanju sr¢anog udarnog i minutnog volumena uzrokujuc¢i hemodinamicke promjene koje
mogu utjecati na izlu¢ivanje BNP i porast koncentracije NT-proBNP (224, 225). Moguce je da
je porast koncentracije NT-proBNP odraz promjena u dijastolickom punjenju srca i prolazne
disfunkcije ili ozljede miokarda. Uoceni kontinuirani porast tijekom faze oporavka nakon
zarona (A1 — As) najvjerojatnije se moze objasniti nastavkom endokrine aktivnosti uslijed
mehanic¢kog naprezanja koja se u zdravom miokardu moze dogadati unato¢ tome S$to je
djelovanje imerzije, pritiska i volumnog rastezanja odavno prestalo. Rezultati su ove studije
sukladni rezultatima sli¢nih studija, ali u kojima je ronjenje provedeno na relativno malim
dubinama (10 — 15 min) tijekom 30 — 60 min, gdje je takoder uoen porast plazmatske
koncentracije NT-proBNP odmah nakon ronjenja (181, 182, 184).

Ova je studija pokazala da rekreacijsko SCUBA ronjenje moze uzrokovati porast
plazmatske koncentracije Gal-3, ¢ak i na klini¢ki znac¢ajnoj razini. Najvisa koncentracija Gal-3
uocena je 3 sata nakon ronjenja (A2), dok se 6 sati nakon ronjenja (As) ona spustila i bila
usporediva s vrijednoS$¢u prije ronjenja. S obzirom na ubikvitarnu prisutnost Gal-3, tesko je
definirati precizno sto je glavni uzrok njegovog otpustanja kao i koja se vrsta stanica moze
smatrati glavnim izvorom plazmatskog Gal-3.

Potencijalno glavnim izvorom izlu¢enog Gal-3 tijekom tjelesne aktivnosti, pa i ronjenja,
mogu se smatrati skeletni miSi¢i. Naime, u provedenoj studiji moze se uociti da su Gal-3 i
mioglobin jedina dva biomarkera koja su pokazala slicnu dinamiku promjene koncentracija.
Nakon inicijalnog porasta, oba parametra su nakon postizanja vrSnih koncentracija (mioglobin
odmah nakon — A1, Gal-3 3 sata nakon — A2) 6 sati nakon zarona (As) pala na vrijednosti prije
ronjenja (Ao). Otpustanje mioglobina dogada se najvjerojatnije uslijed vazokonstrikcije,
periferne hipoksije 1 promjena vezanih uz propusnost membrane skeletnih miSica, $to su
najvjerojatnije uzroci spontanog otpustanja Gal-3. Ovakav zakljucak proizlazi i iz korelacijske

analize i procjene povezanosti parametara gdje je uocena umjerena povezanost upravo Gal-3 i
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mioglobina, dok povezanost ostalih parametara (hs-Tnl, NT-proBNP) s Gal-3 nije uoc¢ena.
Pored toga, prethodno istrazivanje Héttascha i suradnika (106) pokazalo je da je ekspresija
MRNA Gal-3 u skeletnim misi¢ima znacajnije visa nego U sr¢anom misic¢u (98% naprema 20%)
kod uvjezbanih miSeva u odnosu na sedentarne Zivotinje te je na taj na¢in identificiralo skeletni
misi¢ kao glavni izvor otpustanja Gal-3 tijekom i nakon vjezbanja.

Jedno od potencijalnih mjesta izlu¢ivanja Gal-3 moze biti miokard, istim mehanizmom
kao $to je to slucaj kod Tnl ili BNP, odnosno narusavanjem propusnosti membrane miocita. S
obzirom na proupalnu ulogu Gal-3 i njegovu prisutnost u rezidentnim makrofagima (100),
prolazni porast njegove plazmatske koncentracije moze se povezati i s generaliziranim
odgovorom imunosnih stanica na stres uzrokovan SCUBA ronjenjem. Stoga, nije moguce U
potpunosti iskljuciti i ostale izvore Gal-3, poput makrofaga. Medutim, ukoliko dode do porasta
Gal-3 koji prati sré¢anu disfunkciju onda je vrlo vjerojatno da je izvor Gal-3 kardiomiocit, a ne
makrofag (226).

Uoceni porast plazmatske koncentracije Gal-3 odmah nakon ronjenja (A1) u suglasju je
s prethodnim studijama pracenja tjelesnih aktivnosti. Tako je uoceno da koncentracija Gal-3
raste 1 1 3 sata nakon vjezbanja te se vrac¢a na bazalne vrijednosti unutar 24 sata od zavrSetka
polumaratona (106, 227, 228).

Premda u ovoj studiji nije uocena nikakva znacajna promjena koncentracije hs-CRP
nakon jednokratnog SCUBA ronjenja, prethodna su istraZivanja pokazala da jednokratna
epizoda intenzivne tjelesne aktivnosti moZe aktivirati imunosni sustav i otpustanje proupalnih
citokina (229). Medutim, meta analiza Michigana i suradnika (230) dovela je do zakljucka da
nema jasnog odgovora na pitanje kako tjelovjezba utjece na promjene plazmatske koncentracije
CRP-a, s obzirom na to da su rezultati dobiveni razli¢itim istrazivanjima kontradiktorni. U
ovom istrazivanju jednokratna epizoda SCUBA ronjenja nakon zimskog perioda neronjenja
nije uzrokovala znacajniju aktivaciju op¢ih upalnih procesa koji bi mogli potaknuti izlu¢ivanje
CRP-a. Medutim, ne smije se iskljuciti da je moguci ishod ovakvog rezultata vrlo velika
intraindividualna bioloska varijabilnost CRP-a (211).

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su, nadalje, da je ronjenje u uvjetima rekreacijskog
SCUBA ronjenja uzrokovalo znacajan pad plazmatske koncentracije ET-1 i to odmah nakon
zarona (A1) koja je takva ostala tijekom cijelog perioda oporavka u uvjetima normalnog tlaka
okoline (normobarije), premda uz blagi trend porasta prema bazalnim vrijednostima. Ranija
istrazivanja pokazala su da smanjenje koncentracije ET-1 najvjerojatnije rezultira supresijom
njegove vazokonstriktorske aktivnosti nuzne za regulaciju sredisnje arterijske popustljivosti

(engl. central arterial compliance) (231). Znacajni pad koncentracije ET-1 odmah nakon
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ronjenja mogao bi biti nuzan za odrzavanje prikladnog vaskularnog tonusa tijekom, ali i nakon
ronjenja, u periodu oporavka. Drasti¢an pad koncentracije dogada se, najvjerojatnije, uslijed
potrebe organizma za odrzavanjem produljene vazodilatacije, s obzirom na to da se
vazokonstrikcija dogada i u periodu nakon ronjenja, unato¢ tome sto je djelovanje hladne vode
i pritiska izranjanjem prekinuto. Ranija istrazivanja pokazala su da redovita tjelovjezba
znacajno smanjuje koncentraciju ET-1 u zdravih starijih ispitanika (142). Nadalje, uoceno je da
je aerobna vjezba kod mladih ispitanika reducirala plazmatsku koncentraciju ET-1 te da su se
vrijednosti stabilizirale nedugo nakon zavrSetka aktivnosti (142). Osim kao indikator
vaskularne funkcije, porast koncentracije ET-1 proucavan je i u kontekstu akutne mozdane
ishemije koja bi se mogla dogadati tijekom SCUBA ronjenja uslijed hipoksije koja stimulira
sintezu i otpustanje ET-1 iz oSte¢enih endotelnih stanica i neurona (193). Takoder, porast
koncentracije ET-1 povezuje se s razvojem endotelne disfunkcije uzrokovane stvaranjem tzv.
tihih plinskih mjehurica tijekom razvoja komplikacija SCUBA ronjenja (npr. DCS) (177 — 180).
Budu¢i da u ovom dijelu istrazivanja (jednokratno SCUBA ronjenje) nije uocen porast ET-1,
moze se zakljuCiti da ronjenje u ovakvim uvjetima (dubina, trajanje, plinska smjesa) ne
uzrokuje niti znac¢ajnu mozdanu ishemiju, niti oSte¢enje endotelne funkcije, niti nakupljanje
mjehurica zraka.

Porast koncentracije VEGF, uoCen odmah nakon zarona (Ai), najvjerojatnije je
posljedica pojacane sinteze i luCenja iz stanica glatkih miSi¢a krvnih zila, uzrokovane
hiperoksijom povezanom sa SCUBA ronjenjem (232). Osim toga, otpustanje VEGF
najvjerojatnije je povezano s njegovom glavnom fizioloSkom funkcijom tijekom tjelesne
aktivnosti u okoliSu s visokim tlakom, odnosno stimulacijom kapilarizacije
(neovaskularizacije) perifernog tkiva (poglavito miSi¢nog) kako bi se osigurala dostatna tkivna
oksigenacija u uvjetima tjelovjezbe (233). Moguce je takoder da je NO, koji se otpusta iz
glatkog misicja krvnih zila tijekom SCUBA ronjenja (233), jedan od stimulatora sinteze VEGF
s obzirom na to da je prepoznat njegov utjecaj na signalnu kaskadu VEGF. Medutim, porast
VEGF moze se povezati i s nastajanjem ROS-a (233) koje je povezano sa SCUBA ronjenjem
(220). S obzirom na to da je 6 sati nakon zarona (Asz) uoéen povratak koncentracije VEGF na
vrijednosti prije ronjenja, znacajni porast uo¢en odmah nakon ronjenja (A1) moze se smatrati
fizioloskim odgovorom i adaptacijom organizma okoliSnim uvjetima u kojima se ronjenje
dogada.

Rezultati dobiveni mjerenjem plazmatskih koncentracija ET-1 i VEGF u suglasju su s

jedinom prethodnom studijom provedenom na profesionalnim roniocima u uvjetima tehni¢kog
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ronjenja gdje je jednako tako uocen pad koncentracije ET-1 i porast VEGF odmah nakon

ronjenja (192).
5.2. STUDIJA KUMULATIVNOG UCINKA SCUBA RONJENJA

Studija kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja na biomarkere funkcije i1 integriteta
kardiovaskularnog sustava pokazala je da opetovano izvodenje SCUBA ronjenja nakon 5
mjeseci neronjenja, dinamikom jednog zarona tjedno kroz 5 tjedana za redom na dubinama 20
— 30 m u trajanju 30 min, aktivira mehanizme prilagodbe kardiovaskularnog i misiénog sustava
te najvjerojatnije neke oblike imunosnog odgovora. Kumulativni uc¢inak 5 susljednih zarona
ocituje se u statisticki znacajnim promjenama koncentracija biomarkera sr¢anog (hs-Tnl, NT-
proBNP, hs-CRP) i miSi¢nog (mioglobin, Gal-3) ostecenja te aktivacije vaskularnog endotela
(ET-1, VEGF) i upale (IL-6). Nadalje, svaki zaron u kojem je uzorkovana krv, uzrokovao je
statisticki znacajne promjene koncentracija svih navedenih parametara, ali i katalitickih
koncentracije CK i LD. Kumulativni u¢inak nije uocen mjerenjem ukupnog broja leukocita,
koncentracije CRP i kataliticke koncentracije CK-MB, iako je za navedene parametre uo¢en
blagi porast vrijednosti nakon 3. zarona.

Brojna istrazivanja pokazala su da tjelesna aktivnost moze uzrokovati jaki upalni
odgovor karakteriziran mobilizacijom leukocitima i porastom koncentracija cirkuliraju¢ih
upalnih medijatora koje proizvode imunosne stanice i aktivno misi¢no tkivo (152). Medutim,
stabilne vrijednosti leukocita i CRP, zajedno sa nepromijenjenim koncentracijama IL-6 prije
ronjenja, sugeriraju da redovito rekreacijsko SCUBA ronjenje prakticirano jednom tjedno, kroz
mjesec dana, ne uzrokuje aktivaciju sustavne upalne reakcije, a izostanak porasta ukupnog broja
leukocita nakon 3. zarona nakon $to se iz analize izbace strSece vrijednosti to dodatno potvrduje.

Blagi, ali statisticki znaCajan porast koncentracije IL-6 uo¢en nakon svakog zarona,
moze znaliti aktivaciju imunosnog odgovora organizma. Zanimljivo je, da je otpuStanje
proupalnih citokina (TNF-a, IL-1B i IL-6) nakon tjelesne aktivnosti dovoljnog intenziteta
praceno susljednim otpuStanjem protuupalnih regulatornih citokina (IL-4, 1L-10, IL-1RA i
IL-13) koji umanjuju upalni odgovor (153). S druge strane, IL-6 se sintetizira u aktivnim
misi¢ima (onima u kojima se odvijaju najmasovnije kontrakcije) kao odgovor na dugotrajno
vjezbanje, s ciljem odrzavanja energetskog statusa stanica tijekom tjelovjezbe 1 to na nacin da
stimulira proizvodnju glukoze procesom glukoneogeneze i aktivira metabolizam masti
stimulacijom oksidacije masnih kiselina (234). Prema tome, pojacane potrebe za energijom u

misi¢ima, kao dio adaptacijskog odgovora na ponavljano ronjenje, mogu biti uzrokom sve vecih
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porasta IL-6 nakon zarona u odnosu na vrijednosti prije zarona, koji su uoceni U ovom
istrazivanju.

Rekreacijsko SCUBA ronjenje smatra se tjelesnom aktivno$¢u umjerenog intenziteta, a
statistiCki znaCajni porasti koncentracija mioglobina te katalitickih koncentracija CK 1 LD
nakon svakog zarona potvrduju naruSavanje integriteta membrane skeletnih misi¢nih vlakana
uslijed fizickog napora. Druge su studije takoder uocile porast kataliticke koncentracije CK i
LD nakon SCUBA ronjenja (193, 215). Medutim, porasti vrijednosti bilo kojeg od navedenih
parametara ne mogu se ni priblizno usporedivati s vrijednostima mjerenima nakon tjelesnih
aktivnosti visokih i vrlo visokih intenziteta, poput maratona, gdje je uoceno viSestruko
povecéanje u odnosu na bazalne, ali i referentne vrijednosti (235). Stoga je logi¢no zakljuciti da
se narusavanje integriteta membrane vlakana skeletnih misi¢a kod SCUBA ronjenja dogada u
puno manjem opsegu nego je to slucaj kod drugih oblika intenzivne tjelesne aktivnosti.
Zanimljivo je primijetiti da su se porasti koncentracije mioglobina nakon svakog zarona
smanjivali, §to vodi zaklju¢ku da se intenzitet oSteCenja misica tijekom vremena smanjivao,
odnosno, da su se misi¢i u periodu prac¢enja tijekom mjesec dana znacajno prilagodili redovitoj
tjelesnoj aktivnosti.

Sli¢na dinamika promjene uocena je i za koncentraciju Gal-3. Unato¢ tome $to je nakon
svakog zarona koncentracija Gal-3 bila statisticki zna¢ajno vec¢a u odnosu na vrijednost prije
zarona, porasti su tijekom pracenja bivali sve manji. Gal-3, B-galaktozidni lektin s mnostvom
razli¢itih funkcija u organizmu (100), dobro je poznati novi prognosticki biomarker zatajenja
srca s visokom pozitivnom prediktivnom vrijedno$¢u za kardiovaskularni mortalitet i
rehospitalizaciju pacijenata sa zatajenjem srca (236). Niske plazmatske koncentracije povezuju
se s ,,uspjeSnim* starenjem (237). Povisene koncentracije, istog reda veli¢ine kao kod razli¢itih
morbiditeta (238), mogu se nac¢i nakon maratona (106) i ultra maratona (84), ali ne i
polumaratona (228). Studija na miSevima pokazala je da je glavni organ lu¢enja Gal-3 tijekom
i nakon tjelesne aktivnosti skeletni, a ne sréani misi¢ (106). U ovom istrazivanju plazmatska
koncentracija Gal-3 zadrzala se ispod svoje gornje granice referentnog raspona, prateci
dinamiku otpusStanja mioglobina, ¢emu je =zajednicki uzrok najvjerojatnije promjena
propusnosti membrane vlakana skeletnog misi¢a koja se dogada uslijed tjelesne aktivnosti.
Zanimljivo je da, ako se usporede sve vrijednosti prije i sve vrijednosti nakon ronjenja,
koncentracija Gal-3, kao i mioglobina, statisticki znacajno pada nakon svakog izvedenog
zarona sugeriraju¢i adaptaciju na razini skeletnog misi¢a kontinuiranom izvodenju SCUBA

ronjenja.
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NT-proBNP vrijedan je biomarker zatajenja srca 1 indikator stresa i rastezanja sr¢anih
komora uzrokovanog jacim priljevom krvi u srce (239) koje se kod SCUBA ronjenja dogada
uslijed imerzije i poviSenog tlaka okoline. S druge pak strane, njegov aktivni oblik BNP ima
vazan fizioloski natriuretski, vazodilatacijski i simpato-inhibicijski u¢inak kojima smanjuje
stres u sr€anim komorama reduciraju¢i volumno i tlacno opterecenje. Sli¢no ucinku
jednokratnog SCUBA ronjenja, uocen je statisticki znacajan porast koncentracije NT-proBNP
nakon svakog ronjenja. Medutim, ovo istrazivanje pokazalo je da su se uoceni porasti pojacavali
nakon svakog sljedeeg zarona, $to nije u suglasju s dvije prethodne studije na roniocima u
uvjetima tehni¢kog ronjenja (177, 183), gdje kumulativni u¢inak nije uo¢en. Ovakav rezultat
upucuje na zakljucak da je dizajn studije kljucan element u pra¢enju dinamike adaptacijskog i
kumulativnog ucinka ronjenja na mjerene biomarkere. Naime, uvjeti ronjenja (tehnicko ili
rekreacijsko, dubina, trajanje, plin za disanje i dr.) i u€estalost provodenja zarona, zajedno s
karakteristikama ronilaca ukljucenih u istrazivanje (profesionalci ili rekreativci, pocetnici ili
iskusni) su iznimno vazni ¢imbenici poticanja i intenziteta aktivacije molekularnih mehanizama
koji dovode do adaptacijskog odgovora nekog tkiva ili organa. Stoga je razumno zakljuditi da
kontinuirano izvodenje rekreacijskog SCUBA ronjenja moZe dovesti do fizioloSkog
mehanizma adaptacije srca na na¢in da ono pojacano otpusta BNP kako bi se zastitilo od ozljede
te u konacnici, ukoliko aktivnost ronjenja potraje, aktivirati fizioloSki proces remodeliranja
poznat pod terminom ,,atletsko srce koje pomaze sportasima da lakse podnesu buduce tjelesne
napore. Zanimljivo je uociti da porast BNP dovodi do vazodilatacije i smanjenja hipertrofije
srca (89) inhibicijom simpatickih zivaca (240) djelujuci protektivno na srce kao §to je uoceno
u studijama na stani¢nim linijama i zivotinjama (241).

Znacajan porast koncentracije hs-Tnl nakon svakog zarona potvrduje rezultate prvog
dijela studije te je najvjerojatnije posljedica medudjelovanja razli¢itih ¢imbenika kao §to su
oSte¢enje integriteta membrane miocita (214), djelovanje slobodnih radikala (200) i pojacano
otpustanje kateholamina uslijed aktivacije simpatickog ziv€anog sustava zbog duge izloZenosti
hladnom okolisu (221). S druge pak strane, stalan pad koncentracija prije kao i poslije ronjenja
na molekularnoj razini upucuje na adaptaciju stanica sr¢anog misi¢a te redukciju prolazne
nekroze i oksidacijskog stresa.

Dok porast koncentracije CRP odrazava sistemsku upalu, CRP mjeren metodom visoke
osjetljivosti (hs-CRP) opée je prihvacen kao neovisni prediktivni biljeg razvoja
kardiovaskularnih bolesti (242, 243). Razli¢ita istrazivanja povezuju smanjenje koncentracije
CRP s redovitom tjelesnom aktivnoSéu kako kod zdravih pojedinaca tako i kod sr€anih

bolesnika (244). U ovom dijelu istrazivanja koncentracija hs-CRP ostala je unutar granica
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referentnog raspona. Medutim, uocen je statisticki znacajan porast nakon 3. i 5. zarona uz
kontinuirani rast tijekom cijelog promatranog razdoblja. Premda je varijabilnost rezultata hs-
CRP u ovom dijelu istrazivanja bila velika, odbacivanjem jako strSecih vrijednosti koje su
mogle doprinijeti pogre$noj interpretaciji rezultata, ipak je potvrdena ista dinamika promjene
kroz promatrano razdoblje uz izostanak porasta koncentracije hs-CRP nakon 3. zarona. Takav
rezultat mogao bi biti posljedica rane faze lokalnog upalnog odgovora u sréanom misicu uslijed
promijenjene ventrikularne funkcije (242) ili zbog pocetka remodeliranja srca. Stoga bi bilo
zanimljivo pratiti promjene u koncentracijama hs-CRP kroz dulji vremenski period nego §to je
bilo u ovoj studiji, a s primarnim ciljem razlucivanja jesu li porasti koncentracija hs-CRP
prolazna epizoda adaptacijskog odgovora organizma koji ¢e se vremenom smanjivati ili je za
povratak koncentracije hs-CRP na pocetnu vrijednost nuzan prestanak ronjenja.

Premda poznat kao najsnazniji vazokonstriktor u ljudskom organizmu, ET-1 ima
mnostvo pleiotropnih i protektivnih u€inaka na srce moduliraju¢i njegovu funkciju aktiviranjem
signalnih puteva koji utjeCu na hipertrofiju, proliferaciju i prezivljenje stanica (245). Uoceni
statistiCki znacajan pad koncentracije ET-1 odmah nakon svakog zarona moze se povezati S
regulacijom prikladnog vaskularnog tonusa tijekom ronjenja kao i odrzavanjem produljene
vazodilatacije u periodu oporavka. Zanimljivo je da su vrijednosti ET-1 mjerene prije svakog
zarona rasle kroz promatrani period, dok su vrijednosti nakon zarona ostale nepromijenjene,
¢ineéi na taj nacin padove nakon svakog zarona jace izrazenima. Porast koncentracija uocen
usporedbom svih vrijednosti prije zarona najvjerojatnije je reguliran proizvodnjom NO za kojeg
je dokazano kardioprotektivno djelovanje (246). Adekvatan omjer ET-1 i NO tijekom ronjenja
pridonosi pravilnoj prokrvljenosti miokarda 1 odrZzavanju adekvatnog vaskularnog tonusa, Sto
dodatno pomaze smanjenju oksidacijskog stresa i ozljede. Nadalje, s obzirom na to da ET-1
utjeCe na kontraktilne karakteristike miokarda i rast sréanih miocita (247), kontinuirani porast
njegove koncentracije uzrokovan SCUBA ronjenjem moZe se povezati s remodeliranjem 1
rastom sré¢anog tkiva uslijed opetovanog sréanog opterecenja.

VEGF se smatra klju¢nim ¢imbenikom aktivno$¢u uzrokovane angiogeneze (248) koja
se dogada uslijed periferne hipoksije tkiva koja je uofena i kod SCUBA ronjenja (220).
Neovaskularizacija koja se uslijed toga dogada omogucava bolju miSi¢nu aktivnost s obzirom
na to da je olakSana doprema i izmjena kisika izmedu mikrocirkulacije i miSiénih mitohondrija
(250, 251). Zanimljivo je istaknuti da se ekspresija gena za VEGF u tkivu miSi¢a poveéava u
odgovoru na tjelesnu aktivnost (248) te da je povezana s trajanjem aktivnosti na na¢in da se
smanjuje na pocetne vrijednosti tijekom vremena promatranja (249). Isti je efekt uocen u ovom

istrazivanju s obzirom na to da su se vrijednosti prije i nakon ronjenja tijekom trajanja studije

72



RASPRAVA

sve viSe smanjivale. Adaptacijski mehanizam takoder podupire Cinjenica da repetitivna
aktivnost utjece na selektivnu ekspresiju mRNA za VEGF receptor 2 (VEGFR2) (252) preko
kojeg VEGF ostvaruje najveci angiogenezni uc¢inak (253). Odbacivanjem str$ecih vrijednosti
izostala je znacCajnost pada koncentracije prije 3. zarona u odnosu na bazalnu koncentraciju,
medutim to ne umanjuje Cinjenicu da je uCinak adaptacije organizma do kraja promatranog
razdoblja ipak ostvaren, nego najvjerojatnije upucuje na to da u¢inak nije trenutan i da ukljucuje

brojne unutarstani¢ne mehanizme prilagodbe.
5.3. INTERPRETACIJA REZULTATA PREMA KLINICKOJ ZNACAJNOSTI

Klini¢cka znaCajnost promjene rutinskih parametara poput hs-Tnl, NT-proBNP,
mioglobina, Gal-3 i hs-CRP-a, vrlo je vazna klini¢aru prilikom procjene stanja ronioca nakon
ronjenja u sluéaju potrebe za medicinskom intervencijom. Rezultati laboratorijskih testova
Cesto se interpretiraju iskljuc¢ivo prema referentnim rasponima koji za neke parametre mogu biti
relativno $iroki, pa postoji moguénost da se porasti kod pojedinih osoba, koji mogu biti i
klini¢ki znacajni, zadrze unutar dozvoljenog raspona zdrave populacije. To je najéeséi problem
kod parametara koji pokazuju visok indeks individualnosti (Il < 0,6), poput hs-Tnl, Gal-3 i
mioglobina. Nacin da se izbjegne pogreska u procjeni rezultata jest interpretacija prema
izra¢unanim vrijednostima RCV-a, koje za klinicku vaznost promjene dvaju ili vise uzastopnih
mjerenja kod iste osobe podrazumijeva uzimanje u obzir analiti¢ku i intraindividualnu biolosku
varijaciju odredenog parametra (254).

Statisticka zna€ajnost promjene u ovakvim situacijama takoder ne daje puno informacija
0 stanju pacijenta prilikom evaluacije s obzirom na to da se vrijednosti nakon ronjenja
usporeduju s vrijednostima prije ronjenja. S klinicke strane gledanja, tesSko je ocekivati da ce
lije¢niku biti dostupna informacija o vrijednostima pojedinih parametara prije ronjenja. To je
posebice bitno kod onih parametara, poput hs-Tnl, gdje se dinamika promjene (ovisno o
algoritmu testiranja) najce$¢e prati 1 do 3 sata nakon razvoja prvih simptoma akutnog
koronarnog sindroma (bol u prsistu, zaduha, povracanje i sl.). Stoga je ovo istrazivanje po prvi
put ispitalo postoje li promjene u vrijednostima mjerenih parametara nakon ronjenja koje bi
trebalo smatrati klinicki znacajnima s obzirom na njihovu analiticku nepreciznost te
intraindividualnu biolosku varijabilnost.

Usporedujuci vrijednosti 3 (A2) i 6 sati nakon zarona (Asz) u odnosu na vrijednosti prije
ronjenja (Ao) u studiji jednokratnog u¢inka SCUBA ronjenja, uz statisticku, uo¢ena je klinicki
znacajna promjena hs-Tnl i NT-proBNP-a. Isto tako, klini¢ki znacajna promjena Gal-3 uocena

je kada je vrsna koncentracija (A2) usporedena s bazalnom vrijednoséu (Ao). Medutim, u
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kontekstu procjene stanja pacijenta i potrebe za medicinskom intervencijom, najprikladnije je
komentirati eventualne promjene pojedinih parametara u odnosu na vrijednosti nakon ronjenja
(A1). U tom slucaju, zna¢ajnom klinickom promjenom moze se smatrati samo porast hs-Tnl
6 sati nakon ronjenja (46,4%). Uzimajuci u obzir da je mjerenje troponina I u ovom istrazivanju
provedeno metodom visoke osjetljivosti zadnje generacije testova, retestiranje preporuceno
algoritmom od strane proizvodaCa reagensa trebalo bi provesti 1 — 3 sata nakon prvog
odredivanja, a porasti pri ovako niskim koncentracijama trebali bi nadilaziti vise od 5 ng/L
troponina | u apsolutnoj vrijednosti (255). S obzirom na to da u tocki mjerenoj 3 sata nakon
zarona (Aas) nije uocen klinicki znac¢ajan porast hs-Tnl (33,2%) te uzimajuci u obzir da se ovdje
zapravo radi o iznimno niskim koncentracijama (medijani redom: A; = 0,81 ng/L, A2 = 1,71
ng/L, Az = 2,24 ng/L) daleko ispod 99. percentile zdrave populacije za muskarce (19,8 ng/L)
nije realno donositi zakljucke da bi bilo kakva, pa i klini¢ki znacajna promjena, u ovakvom
koncentracijskom podruéju trebala navesti klini¢ara da posumnja na dijagnozu akutnog infarkta
miokarda ili sli¢no patofiziolosko stanje.

Rezultati procjene klinicke znacajnosti promjene parametara u studiji kumulativnog
ucinka potvrdili su rezultate prvog dijela istrazivanja. Svaki zaron uzrokovao je klinic¢ki
znacajan porast hs-Tnl i Gal-3, dok je 1. zaron dodatno uzrokovao klini¢ki znacajan porast
mioglobina, a 3. zaron NT-proBNP. Medutim, zanimljivo je primijetiti da su se porasti hs-Tnl
I Gal-3 tijekom vremena smanjivali, §to dodatno potvrduje aktivaciju mehanizama prilagodbe.
Najveca prilagodba uocena je na razini pada koncentracije mioglobina, kod kojeg statisticka
znacajnost ne prati klinicku, iako su 1. i 3. zaron uzrokovali porast koncentracije mioglobina s
medijanom iznad gornje granice referentnog raspona §to je u potpunosti anulirano u 5. zaronu
kada se medijan spustio ispod dozvoljenog raspona zdrave populacije. Ovaj je primjer takoder
pokazao da porast koncentracije mioglobina iznad referentnog intervala (nakon 3. zarona) ne
mora znaciti klini¢ki znacajan rezultat, $to dodatno potvrduje korisnost interpretacije rezultata
za parametre koji pokazuju visoku individualnost prema RCV-vrijednostima.

Zakljucno, statisticka znacajnost uofena u ovom istraZzivanju pokazala je postojanje
promjena uzrokovanih rekreacijskim SCUBA ronjenjem na molekularnoj razini. Medutim,
klini¢ki gledano, uoc¢ene promjene ne dovode do znacajnog razvoja patofizioloskih stanja. To
je dodatno potvrdeno ¢injenicom da niti jedan ronilac uklju¢en u ovo istrazivanje nije razvio
nikakve simptome bilo kakvog patoloskog stanja. Bitno je, takoder, naglasiti da se uocene
klinicke promjene trebaju interpretirati u kontekstu vise varijabli, koje osim stanja pacijenta,
trebaju ukljucivati i1 veli¢inu uocene promjene (razliku koncentracija) te moguénost utjecaja

malih brojeva na izracun.

74



RASPRAVA

5.4. OGRANICENJA STUDIJE

Premda je ovo prva studija ikad provedena s ciljem istrazivanja utjecaja jednokratnog i
opetovanog rekreacijskog SCUBA ronjenja na kardiovaskularni sustav i biomarkere njegove
funkcije i integriteta kod rekreativnih ronilaca nakon zimskog perioda neronjenja, u obzir ipak
treba uzeti i neka od njezinih znacajnijih ograni¢enja. U studiji jednokatnog utjecaja ronjenja
na odabrane biomarkere vecoj znacajnosti istrazivanja pridonijelo bi svakako uzorkovanje i
24 — 48 sati nakon ronjenja, a u studiji kumulativnog ucinka i dulje od mjesec dana, s obzirom
na to da se kinetika promjene razliCitih biomarkera razlikuje u razli¢itim vremenskim
intervalima. Produljeno uzorkovanje svakako bi bilo korisno za prac¢enje dinamike promjene
parametra poput hs-Tnl i NT-proBNP s obzirom na to da povratak ova dva biomarkera na
bazalne vrijednosti nije uoc¢en do zadnje tocke mjerenja (6 sati nakon zarona — As). U studiji
kumulativnog ucinka produljenje studije razjasnilo bi kontinuirane poraste hs-CRP i NT-
proBNP. S obzirom na to da do sada nije provedena niti jedna sli¢na studija te da je kontinuirano
praéenje parametara vrlo tesko realizirati, 1 dalje postoji moguénost da ¢e se, bez obzira na
vremensko pro$irenje uzorkovanja u nekim sljede¢im studijama, opet propustiti uo¢iti u kojem
tocno vremenskom intervalu pojedini parametri dosegnu svoje vr$ne koncentracije te pocnu
padati ka svojim bazalnim vrijednostima.

Nadalje, oba istrazivanja provedena u sklopu ove disertacije ukljucivala su samo muske
ispitanike, pa usporedba vrijednosti medu spolovima nije bila moguca.

Uz to, dobivene je rezultate bilo gotovo nemoguce usporediti s prethodnim studijama
zato $to su iste uglavnom provedene na profesionalnim roniocima koji rone u uvjetima
tehni¢kog ronjenja ili zato Sto usporedive studije do sada nisu provedene.

Premda je veli¢ina uzorka dobivena na nacin opisan u materijalima i metodama pokazala
zadovoljavajuéi broj sudionika za pojedine parametre, uslijed nedovoljne koli¢ine uzorka
plazme, ET-1, VEGF i hs-CRP u studiji jednokratnog u¢inka mjereni su u 10 od ukupno 16
prikupljenih uzoraka. Nadalje, mali broj ispitanika onemogucio je grupiranje ronilaca prema
dobi i iskustvu ronjenja. Stoga je, premda smo bili svjesni moguceg utjecaja, navedene varijable
bilo nemoguce u potpunosti uzeti u interpretaciju dobivenih rezultata. Premda su tijekom
analize rezultata obiju studija uoCene i identificirane strSec¢e vrijednosti, statisticka analiza
rezultata nakon uklanjanja strSe¢ih vrijednosti nije pokazala znacajna odstupanja od prvotno
dobivenih rezultata. Stoga se moze zakljuciti da je u ovakvim studijama nuzno ukljuciti i

rezultate koji jesu strSece vrijednosti jer oni potvrduju Koliko je odgovor svakog pojedinaca na
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ekstremne uvjete okolisa u kojem se SCUBA ronjenje odvija nepredvidiv, razli¢it i bioloski
varijabilan.
Uz to, svi parametri nisu bili mjereni u plazmi i na istim analizatorima. CK, CK-MB,
LD i CRP odredivani su u uzorcima seruma na drugim analizatorima u odnosu na ostale
parametre, Sto moZe biti dodatno objasnjenje kontradiktornih rezultata izmedu CRP i hs-CRP.
Uzimajuci u obzir sve navedeno, postoji velika potreba za daljnjim istrazivanjima u

ovom podrucju.
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ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja, dobivenih rezultata i provedene rasprave, moze se
zakljuciti sljedece:

e Jednokratno rekreacijsko SCUBA ronjenje u trajanju od 30 minuta na dubini od 30 metara
provedeno nakon 5 mjeseci neronjenja:

e uzrokuje blago oSteCenje srcanog miSi¢a, $§to je praceno porastom plazmatskih
koncentracija biomarkera sr¢anog oStecenja i rastezanja (hs-Tnl, NT-proBNP);

e uzrokuje oStecenje integriteta membrane Vlakana skeletnih miSi¢a, §to je praceno
porastom plazmatskih koncentracija Gal-3 i mioglobina;

e uzrokuje aktivaciju i prilagodbu vaskularnog endotela, §to je praceno porastom
plazmatske koncentracije VEGF-a te padom koncentracije ET-1;

e ne uzrokuje aktivaciju sistemskog imunosnog odgovora s obzirom na to da nije uoc¢en
porast koncentracije hs-CRP;

e Period oporavka za Gal-3, mioglobin i VEGF iznosi 6 sati nakon ronjenja s obzirom na to
da su se u navedenom periodu njihove koncentracije vratile na bazalne vrijednosti, dok se
isto ne moze zakljuciti za hs-Tnl, NT-proBNP i ET-1, jer unutar promatranog perioda nisu
uspostavljene vrijednosti izmjerene prije ronjenja;

e Uocene klini¢ki znacajne promjene u uzastopnim mjerenjima biomarkera (do 6 sati nakon
ronjenja), posebice hs-Tnl, ne zadovoljavaju kriterije za postavljanje bilo kakve patoloske
dijagnoze i mogu se smatrati beznacajnima,

e Primarni izvor izlu¢enog Gal-3 tijekom ronjenja najvjerojatnije je skeletni misi¢ s obzirom
na to da je u studiji jednokratnog ucinka rekreacijskog SCUBA ronjenja uoc¢ena jednaka
dinamika promjene te umjerena povezanost koncentracije Gal-3 i koncentracije mioglobina;

e Opetovano ronjenje (5 zarona tijekom mjesec dana, nakon 5 mjeseci neronjenja, s
razmacima od tjedan dana izmedu svakog zarona), aktivira mehanizme prilagodbe:

e Kkardiovaskularnog sustava, $to je prac¢eno kontinuiranim padom koncentracije hs-Tnl te
porastom koncentracija NT-proBNP i ET-1;

e misi¢nog sustava, Sto je praceno kontinuiranim padom koncentracija Gal-3 i mioglobina
te porastom koncentracije IL-6;

e vaskularnog endotela, sto je pra¢eno kontinuiranim padom koncentracije VEGF-a i

porastom koncentracije ET-1.
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ACC
ADP
AGE
AHA
AMPK

ANP
ATP
BNP
BV
CDC
cGMP
CK
CK-BB
CK-MB
CK-MM
CLIA

CMAS

CMIA
CNP
CO2
CRP

CRD

CVa
CVe
CV,

DCI

engl. American College of Cardiology (Americki kolegij za kardiologiju)
adenozin-difosfat

engl. arterial gas embolism (arterijska plinska embolija)

engl. American Heart Association (Americ¢ka udruga za srce)

engl. adenosine monophosphate-activated protein kinase
(protein kinaza aktivirana adenozin monofosfatom)

atrijski natriuretski peptid
adenozin-trifosfat

mozdani (B-tip) natriuretski peptid
bioloska varijabilnost

engl. Center for Disease Control (Centar za kontrolu bolesti)
ciklicki gvanozin-monofosfat
kreatin-kinaza

BB izoenzim kreatin-kinaze

MB izoenzim kreatin-kinaze

MM izoenzim kreatin-kinaze
kemiluminiscentna imunoanaliza

fra. Confédération Mondiale des Activités Subaquatiques
(Svjetska konfederacija za podvodne aktivnosti)

kemiluminiscentna imunoanaliza potpomognuta mikroc¢esticama
C-tip natriuretskog peptida

ugljikov dioksid

C-reaktivni protein

engl. carbohydrate recognition domain
(domena koja prepoznaje ugljikohidrate)

analiticki koeficijent varijacije
interindividualna bioloska varijacija
intraindividualna bioloska varijacija

engl. decompression illness (dekompresijska bolest)

102
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DCS
EAN
ECE-1
EFLM
EKG
ELISA
ET-1
FC
FGF
Gal-3
hs

IL
IL-1RA

IPE

I™
K:EDTA
Katp
kDa
KVS

KZ

LD
LGALS3
MAPK
MMP

MRNA

engl. decompression syndrome (dekompresijski sindrom)

engl. enriched air nitrox (nitrox obogacéen zrakom)

engl. endothelin converting enzyme-1 (endotelin-konvertirajuci enzim-1)
engl. European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
elektrokardiografija

engl. enzyme-linked immunosorbent assay (enzimski imunotest na ¢vrstoj fazi)
endotelin-1

engl. flow citometry (proto¢na citometrija)

engl. fibroblast growth factor (faktor rasta fibroblasta)

galektin-3

engl. high-sensitivity (visoko-osjetljiv)

indeks individualnosti

interleukin

engl. interleukin-1 receptor antagonist (antagonist receptora za interleukin-1)
engl. immersion pulmonary edema (imerzijom uzrokovan edem pluca)
imunoturbidimetrija

indeks tjelesne mase

dikalij-etilendiamintetraoctena kiselina

adenozin-trifosfat osjetljivi kalijev kanal

kilodalton

kardiovaskularni sustav

komprimirani zrak

laktat-dehidrogenaza

gen za galektin-3

engl. mitogen-activated protein kinase (protein kinaza aktivirana mitogenom)
matriks-metaloproteinaza

engl. messenger RNA (glasnicka RNA)
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N2
NK
NO

NT-proBNP

02
pCO;
PDGF
pO:2
RAAS
RCV
RNA

SCUBA

SF

nC
TNFa
Tnl

nT
uzv
VEGF
VEGFR2
VPF
WUF

dusik
engl. natural killer cells (citotoksi¢ne stanice ubojice)
dusikov oksid

engl. N-terminal proBrain Natriuretic Peptide
(N-terminalni fragment prohormona mozdanog natriuretskog peptida)

kisik

parcijalni tlak ugljikovog dioksida

engl. platelet-derived growth factor (faktor rasta trombocita)
parcijalni tlak Kisika

renin-angiotenzin-aldosteronski sustav

engl. reference change value (referentna vrijednost promjene)
engl. ribonucleic acid (ribonukleinska kiselina)

engl. self-contained underwater breathing apparatus
(samostalni uredaj za disanje pod vodom)

spektrofotometrija

troponin C

engl. tumor necrosis factor alpha (faktor nekroze tumora alfa)

troponin |

troponin T

ultrazvuk

engl. vascular endothelial growth factor (faktor rasta endotela krvnih zila)
VEGF receptor tipa 2

engl. vascular permeability factor (faktor propusnosti krvnih Zila)

engl. World Underwater Federation (Svjetska podvodna federacija)
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ZIVOTOPIS

Marko Zarak roden je 26. svibnja 1989. god. u Zagrebu gdje je pohadao osnovnu i
srednju Skolu. Godine 2009. upisao je Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveucilista u
Zagrebu, studij medicinska biokemija. Tijekom posljednje godine studiranja dobio je CEEPUS
stipendiju za boravak na Farmaceutskom fakultetu Sveugilista u Ljubljani u sklopu kojeg je
odradio prakti¢ni dio diplomskog rada. Diplomirao je 2014. god. stekavs$i zvanje magistra

medicinske biokemije.

Nakon obavljenog pripravnickog staza u Klinickom zavodu za laboratorijsku
dijagnostiku Klini¢ke bolnice Dubrava, 2016. god. u istom je Zavodu zapoceo specijalisticko
usavrSavanje iz medicinske biokemije i laboratorijske medicine. Iste godine upisao je istoimeni
Poslijediplomski specijalisticki studij te Poslijediplomski doktorski studij Farmaceutsko-
biokemijske znanosti, u podru¢ju biomedicine i zdravstva, polje farmacija, grana medicinska
biokemija na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Specijalisticki ispit
polozio je 2020. god. od kada i radi na mjestu specijalista medicinske biokemije i laboratorijske

medicine u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinicke bolnice Dubrava.

Clan je Hrvatskog drustva za biokemiju i molekularnu biologiju (HDBMB), Hrvatskog
drustva za medicinsku biokemiju 1 laboratorijsku medicinu (HDMBLM) te Hrvatske komore

medicinskih biokemicara (HKMB).

Aktivno je sudjelovao na vise domacih i medunarodnih znanstvenih i struénih skupova.
Odrzao je jedno pozvano predavanja na medunarodnom znanstvenom skupu i1 jedno na
domacem znanstvenom skupu s medunarodnim sudjelovanjem. U koautorstvu je objavio 7

znanstvenih radova i 12 kongresnih priopéenja.
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Popis objavljenih radova i kongresnih priopéenja

Znanstveni radovi u ¢asopisima indeksiranima u Web of Science Core Collection

1. Zarak M, Perovi¢ A, Njire Braticevi¢c M, Supraha Goreta S, Dumi¢ J. Adaptive
response triggered by the repeated SCUBA diving is reflected in cardiovascular,
muscular, and immune biomarkers. Physiol Rep. 2021;9:e14691. doi:
10.14814/phy2.14691

2. Tesija Kuna A, Hanzek M, Vukasovic I, Nikolac Gabaj N, Vidranski V, Celap I, Miler
M, Stanéin N, Simac B, Zivkovi¢ M, Zarak M, Kmet M, Jovanovi¢ M, Tadinac S,
Supraha Goreta S, Peri$a J, Samija I, Stefanovic M. Comparison of Diagnostic Accuracy
for Eight SARS-CoV-2 Serological Assays. Biochem Med (Zagreb). 2020;31:010708.
doi: 10.11613/BM.2021.010708

3. Perovi¢ A, Zarak M, Njire Brati¢evi¢ M, Dumi¢ J. Effects of recreational scuba diving
on erythropoiesis-"normobaric oxygen paradox"” or "plasma volume regulation” as a
trigger for erythropoietin? Eur J Appl Physiol. 2020;120:1689-97. doi: 10.1007/
s00421-020-04395-5

4. Matkovic Z, Tudoric N, Cvetko D, Esquinas C, Rahelic D, Zarak M, Miravitlles M.
Easy to Perform Physical Performance Tests to Identify COPD Patients with Low
Physical Activity in Clinical Practice. Int J Chron Obstruct Pulmon Dis. 2020;15:921-
9. doi: 10.2147/COPD.S246571

5. Zarak M, Perovi¢ A, Dobrovi¢ I, Supraha Goreta S, Dumi¢ J. Galectin-3 and
Cardiovascular Biomarkers Reflect Adaptation Response to Scuba Diving. Int J Sports
Med. 2020;41:285-91. doi: 10.1055/a-1062-6701

6. Matkovic Z, Cvetko D, Rahelic D, Esquinas C, Zarak M, Miravitlles M, Tudoric N.
Nutritional Status of Patients with Chronic Obstructive Pulmonary Disease in Relation
to their Physical Performance. COPD. 2017;14:626-34. doi: 10.1080/15412555.
2017.1386643

7. Nikoli¢ I, Kukulj S, Samarzija M, Jele¢ V, Zarak M, Orehovec B, Taradi I, Romi¢ D,
Kolak T, Patrlj L. Neutrophil-to-lymphocyte and platelet-to-lymphocyte ratio help
identify patients with lung cancer, but do not differentiate between lung cancer subtypes.
Croat Med J. 2016;57:287-92. doi: 10.3325/cmj.2016.57.287
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SaZeci kongresnih priopéenja objavljeni u ¢asopisima s medunarodnom recenzijom

1.

Matkovi¢ Z, Cvetko D, Raheli¢ D, Esquinas C, Zarak M, Tudori¢ N, Miravitlles M.
Bone health of patients with COPD in relation to their exercise capacity and gait speed.
European Respiratory Journal 2019 54: PA3900; doi: 10.1183/13993003.congress-
2019.PA3900

Matkovi¢ Z, Cvetko D, Raheli¢ D, Esquinas C, Zarak M, Miravitlles M, Tudori¢ N.
Nutritional status and physical activity in patients with COPD, and factors associated
with malnutrition. European Respiratory Journal 2019 54: PA4312; doi: 10.1183/
13993003.congress-2019.PA4312

Brki¢ I, Kranj¢ina A, Starci¢ J, Zarak M, Skorvaga S, Stan¢in N, Zivkovi¢ M. 5th
EFLM Conference on Preanalytical Phase: Is Sample Mixing Necessary Prior to HbAlc
Measurement on the BioRad D-10 Analyser? doi: 10.1515/cclm-2019-0104

Zarak M, Star¢i¢ J, Stan¢in N, Bradi¢ N, Simac B, Jovanovi¢ M, gkorvaga S, Zivkovié
M. 5th EFLM-UEMS European Joint Congress in Laboratory Medicine: Laboratory
Medicine at the Clinical Interface: Is There An Additional Clinical Value Of
Lipopolysaccharide-Binding Protein In Identification And Outcome Prediction Of
Patients With Severe Sepsis? — A Case Report. Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine (CCLM) (1434-6621) 56 (2018):11;eA203-eA359.

Zarak M. Star¢i¢ J, Stan¢in N. 9. kongres Hrvatskog drustva za medicinsku biokemiju
1 laboratorijsku medicinu: Uloga medicinskog biokemicara u procesu postavljanja
dijagnoze pseudohiperkalemije — prikaz sluc¢aja. Biochemia Medica 2018;28(Suppl
1):S1-S223;155-156.

Tomi¢evi¢ M, Zarak M, Simac, B, Skorvaga S. 9. kongres Hrvatskog drustva za
medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu: Verifikacija metode za odredivanje
kalprotektina u ekstraktu stolice na automatskom analizatoru Beckman Coulter
AU2700Plus. Biochemia Medica 2018;28(Suppl 1):S1-S223;134-135.

Star¢ié J, Zarak M, Stan¢in N. 9. kongres Hrvatskog drustva za medicinsku biokemiju
i laboratorijsku medicinu: Interferencija monoklonalnog imunoglobulina G u
odredivanju ukupnog i konjugiranog bilirubina — prikaz sluc¢aja. Biochemia Medica
2018;28(Suppl 1):S1-S223;149-150.

Jovanovi¢ M, Star¢i¢ J, Zarak M, Standin N. 9. kongres Hrvatskog drustva za
medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu: Usporedba dviju imunokemijskih
metoda za odredivanje troponina I na analizatoru Beckman Coulter UniCel DxI600.

Biochemia Medica 2018;28(Suppl 1):S1-S223;127-128.
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9. Zarak M, Taradi |. 15th EFLM Continuous Postgraduate Course in Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine: Verification of method for tacrolimus in whole blood on
automatic analyser abbott architect i1000sr. Clinical chemistry and laboratory medicine.
2015;11;234-237.

10. Taradi I, Zarak M. 15th EFLM Continuous Postgraduate Course in Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine: Comparison of cyclosporin A concentrations determined
using ECLIA and FPIA methods. Clinical chemistry and laboratory medicine. 2015;11:
234-237.

SazZeci kongresnih priopcenja objavljeni u knjigama sazZetaka

1. Zarak, M. Kongres Hrvatskog drustva za biokemiju i molekularnu biologiju
HDBMB2019 "Crossroads in Life Sciences", Lovran, Hrvatska: Galectin-3 and other
cardiovascular biomarkers reflect adaptational mechanisms to scuba diving. Knjiga
sazetaka kongresa, 2019.

2. Dobrovié I, Zarak M, Perovié A, Dumié J. 7. simpozij studenata farmacije i medicinske
biokemije: Ucinak rekreacijskog ronjenja na plazmatsku koncentraciju galektina-3.
Knjiga sazetaka, Zagreb, Farmaceutsko- biokemijski fakultet SuZG, 2018.

Pozvano predavanje na domaé¢em skupu s medunarodnim sudjelovanjem
1. Zarak M. Kongres Hrvatskog druitva za biokemiju i molekularnu biologiju
HDBMB2019 "Crossroads in Life Sciences", Lovran, Hrvatska: Galectin-3 and other
cardiovascular biomarkers reflect adaptational mechanisms to scuba diving. Knjiga
sazetaka kongresa, 2019.

Pozvano predavanje na medunarodnom skupu
1. Zarak M. 10th EFLM Symposium for Balkan region, Beograd, Srbija: RS143383
mutation in GDF5 gene in correlation with osteoporosis. Journal of Medical
Biochemistry, 2014.
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TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveudiliste u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijski fakultet Doktorski rad

UCINAK RONJENJA S KOMPRIMIRANIM ZRAKOM NA BILJEGE FUNKCIJE I
INTEGRITETA KARDIOVASKULARNOGA SUSTAVA

MARKO ZARAK

Uvod: Rekreacijsko ronjenje s komprimiranim plinskim smjesama (engl. self-contained underwater
breathing apparatus, SCUBA) poseban je oblik tjelesne aktivnosti koja, zbog specifi¢nih uvjeta okoline
predstavlja stres za organizam. Dosada$nje su studije, pokusSavajuci objasniti odgovor organizma na SCUBA
ronjenje, prepoznale vaznost njegovog ucinka na kardiovaskularni sustav, no molekularni mehanizmi koji
dovode do tog ucinka jos uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni.

Cilj rada: Cilj je ovog istrazivanja bio pridonijeti razumijevanju promjena kardiovaskularnog, misi¢nog i
imunosnog sustava izazvanih rekreacijskim SCUBA ronjenjem na molekularnoj razini praéenjem specifi¢nih
biokemijskih biljega.

Ispitanici i metode: U tu je svrhu jedna skupina ronilaca (N=16) izvela 1 neovisan, a druga skupina (N=14)
5 susljednih zarona kako bi se procijenio jednokratni, odnosno kumulativni u¢inak SCUBA ronjenja na
kardiovaskularni sustav. Plazmatske koncentracije Gal-3, hs-Tnl, NT-proBNP, mioglobina, hs-CRP, IL-6
VEGF i ET-1 te serumske koncentracije CRP, CK, CK-MB i LD, kao i ukupan broj leukocita odredene su u
razli¢itim vremenskim to¢kama odgovaraju¢im analitickim postupcima.

Rezultati: Analizom dobivenih rezultata studije uc¢inka jednokratnog SCUBA ronjenja utvrdeni su statisti¢ki
znadajni porasti Gal-3, hs-Tnl, NT-proBNP, mioglobina i VEGF te pad koncentracije ET-1 odmah nakon
ronjenja u odnosu na vrijednosti prije ronjenja. Koncentracija hs-CRP se nije zna¢ajno mijenjala. Vr$ne
koncentracije, uz povratak na bazalne vrijednosti 6 sati nakon ronjenja, mioglobin i VEGF postigli su odmah
nakon zarona, dok je za Gal-3 to ostvareno 3 sata nakon zarona. hs-Tnl i NT-proBNP kontinuirano su rasli
kroz cijeli period pra¢enja. Nakon inicijalnog pada, konc. ET-1 3 sata nakon ronjenja pocinje rasti, medutim
do 6. sata ne vraca se na svoju bazalnu vrijednost. Studijom kumulativnog u¢inka SCUBA ronjenja potvrdene
su sve promjene koncentracija nakon ronjenja utvrdene studijom jednokratnog uc¢inka SCUBA ronjenja.
Medutim, uo¢eni kumulativni uc¢inak na kardiovaskularni i misiéni sustav o€ituje se kontinuiranim padom
koncentracija Gal-3, hs-Tnl, mioglobina i VEGF te porastom koncentracija NT-proBNP, IL-6 i ET-1 kroz
promatrani period pracenja od mjesec dana. Studijom je utvrdena i klinicka znacajnost promjene hs-Tnl,
Gal-3, NT-proBNP i mioglobina koja se odvija unutar fizioloskih mehanizama prilagodbe kardiovaskularnog
sustava rekreacijskom SCUBA ronjenju.

Zakljucak: Rekreacijsko SCUBA ronjenje u uvjetima studije jednokratnog uc¢inka uzrokuje blago ostec¢enje
sréanog misi¢a, naru$avanje integriteta membrane skeletnog miSica te prilagodbu vaskularnog endotela.
Opetovanim ronjenjem jednom tjedno u periodu od mjesec dana, dolazi do aktivacije mehanizama prilagobe
koji taj u¢inak ¢ine blazim za organizam.

Rad je pohranjen u Sredis$njoj knjiznici Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
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University of Zagreb
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EFFECT OF SCUBA DIVING ON CARDIOVASCULAR SYSTEM
FUNCTION AND INTEGRITY BIOMARKERS

MARKO ZARAK

Background: Recreational SCUBA (self-contained underwater breathing apparatus) diving is a special form
of physical activity which due to specific environmental conditions represents a stress for the organism. In
order to explain this response, previous studies have recognized the importance of changes in cardiovascular
system (CVS). However, the molecular mechanisms that lead to these changes are still unclear.

Aim of the study: The aim of this study is to contribute to the understanding of (pato)physiological changes
in CVS caused by recreational SCUBA (rSCUBA) diving at molecular level by monitoring specific
biochemical markers.

Participants and Methods: For this purpose, one group of divers (N=16) performed 1 independent dive,
while the other group (N=14) performed 5 dives in series after 5 months of non-diving to evaluate the single
and cumulative effect of rSCUBA diving on CVS, respectively. In the single dive effect study blood samples
were collected in 4 time-points, while in cumulative effect study in 6 time-points. Gal-3, hs-Tnl, NT-proBNP,
myoglobin, hs-CRP, IL-6 VEGF, and ET-1 plasma concentrations, CK, CK-MB, LD serum catalytic
concentrations as well as total leukocyte count were determined using appropriate analytical methods.
Results: In single dive effect study, statistically significant increases in NT-proBNP, hs-Tnl, VEGF,
myoglobin, and Gal-3 plasma concentrations were detected immediately after the dive compared with pre-
dive concentrations. ET-1 significantly decreased immediately after the dive then increased 3 h after diving
continuing to rise at 6 h after the dive, but it did not reach its initial pre-dive value. hs-Tnl and NT-proBNP
remained elevated during the whole recovery period. Myoglobin, VEGF, and Gal-3 returned to their initial
values 6 h after diving. Clinically significant change for hs-Tnl and NT-proBNP during recovery as compared
to the pre-dive period was observed. Gal-3 was clinically significantly higher in its peak value as compared
to pre-dive. In cumulative effect study first dive induced statistically significant changes for all biomarkers
except for total leukocyte count, CRP, hs-CRP, CK-MB, and LD. Myoglobin, hs-Tnl, NT-proBNP, VEGF,
Gal-3, IL-6, and CK significantly increased, while ET-1 decreased immediately after the first dive. Third and
fifth dive caused the same significant changes in all biomarkers, including the increase for total leukocyte
count, CRP, hs-CRP, CK-MB, and LD after the dive. There is also a significant change in all biomarkers if
comparing pre-dive 3 and 5 values to the pre-dive 1 values; hs-CRP, IL-6, NT-proBNP, and ET-1
concentrations increased significantly by each preformed dive, while myoglobin, hs-Tnl, VEGF, and Gal-3
values decreased. If comparing all post-dive values, only ET-1 did not changed significantly.

Conclusion: The single dive study showed that rSCUBA diving (30 m, 30 min) is followed by plasma level
changes of hs-Tnl, NT-proBNP, Gal-3, myoglobin, ET-1, and VEGF that reflect adverse but reversible
consequences on cardiovascular function and integrity. However, under challenging environmental
conditions, stress forces organisms to adapt to the rapidly changing surroundings. Therefore, in cumulative
effect study, we showed that repeatedly performed rSCUBA diving (five dives, one per week) triggered
activation of an adaptive response of the cardiovascular, muscular, and immune systems that were reflected
in changes in the specific biomarkers.
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