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1. Uvod

Lektini, proteini koji prepoznaju i vezu ugljikohidrate, su fizioloski receptori
glikokonjugata, molekula kod kojih su ugljikohidratne jedinice, koje nazivamo glikanima,
kovalentno povezane na ne-ugljikohidratni dio molekule. Premda glikani ve¢ zbog same svoje
prisutnosti mogu utjecati na pojedine osobine glikokonjugata, kao sto su veli¢ina molekule,
naboj i topljivost, vec¢inu svojih fizioloskih uloga glikani na glikokonjugatima ostvaruju
upravo putem interakcija s lektinima. Uloge kako glikana, tako i njihovih receptora lektina,
mogu biti vrlo raznovrsne, visestruke, a ponekad i oprec¢ne ovisno primjerice 0 samoj
lokalizaciji odredenog lektina u datom trenutku u organizmu. Obzirom da je spektar njhovih
uloga sirok, a ukljucuje, ali nije limitiran na, usmjeravanje pojedinih proteina ili stanica na
odredeno mjesto u organizmu, reguliranje razine proteina u krvotoku, stani¢nu adheziju,
aktivaciju pojedinih dijelova imunog sustava te apoptozu, ne iznenaduje cinjenica da su
promjene ekspresije ili lokalizacije lektina uocene u razli¢itim (pato)fizioloskim stanjima, kao
i da imaju znacajan dijagnosticki i terapijski potencijal. Postoji nekoliko skupina animalnih
galektina, a jedna od njih su lektini. Galektini su prvotno nazivani S-tipom lektina (soluble) te
su kasnije preimenovani u galektine, a brojevi u nazivu za pojedina¢ne lektine dodjeljivani su
po poretku otkri¢a. Kriteriji koji odreduju pripadnost lektina porodici galektina su evolucijski
o¢uvana domena za vezanje ugljikohidrata (eng. CRD-carbohydrate recognition domain), uz
odredeni stupanj sekvencijske homologije s ostalim pripadnicima obitelji, te afinitet za B-
galaktozide (Barondes i sur., 1994). Dosad otkrivenih 16 galektina podijeljeno je na tri tipa
prema strukturnim karakteristikama: prototipni galektini s jednom CRD (galektin-1, 2, 5, 7,
10, 11, 13, 14, 15, 16), tandem-repeat galektini s dvije razli¢ite, ali homologne CRD
(galektin-4, 6, 8, 9, 12) te kimerni galektini ¢iji je jedini predstavnik Gal-3 (Shi i sur., 2022;
Dumic¢ i sur., 2006).

1.1.  Struktura, nazivlje i ligandi galektina-3

Kimernu strukturu galektina-3 ¢ine N-terminalna i C-terminalna domena. N-
terminalnu domenu ¢ine N-terminalni rep od 21 aminokiseline i kolagenu-nalik jednostruka
uzvojnica od 8 ponavljanja prolinom i glicinom bogatih sljedova od 9 aminokiselina (Pro-
Gly-Ala-Tyr-Pro-Gly-X-X-X). C-terminalna domena je globularne strukture, a sastavljena je
od oko 130 aminokiselina organiziranih u CRD. Sekundarnu strukturu CRD ¢ine dvije anti-
paralelne B-nabrane ploce gradene od 5 i 6 B-lanaca, sto je klasi¢na struktura CRD koju dijele

svi galektini. Molekulska masa je izmedu 29 i 32 kDa (Flores-Ibarra i sur., 2018; Dumi¢ i



sur., 2006; Wang i sur., 1991.). Protein Gal-3 kodiran je genom LGALS3 na kromosomu 14,
lokus 14g21-22 (Krzeslak i Lipinska, 2004).

Galektin-3 otkriven je 1982. godine kao povrSinski antigen tioglikolatom podrazenih
makrofaga (Ho i Springer, 1982). U idu¢ih nekoliko godina otkriveni su i CPB35 (eng.
Carbohydrate-binding protein 35), u topljivoj frakciji homogeniziranih misjih Swiss 3T3
fibroblasta (Roff i Wang, 1983); IgE-binding protein otkriven injektiranjem mRNA izolirane
iz stanica bazofilne leukemije Stakora u oocite Xenophus laevis, gdje je Gal-3 otkriven kao 31
kDa protein asociran s IgE receptorom (eng. Receptor-associated protein) (Liu i Orida,
1984.); L-34, 34 kDa lektin iz UV-2237-1P3 stani¢ne linije misjeg fibrosarkoma koji je u
ovom istrazivanju povezan s povisenim metastatskim potencijalom putem uloge u agregaciji
tumorskih stanica u krvotoku te u adheziji tumorske i zdrave stanice domacina ili tumorske
stanice i ekstracelularnog matriksa (Raz i Lotan, 1987.); RL-29, 29 kDa lektin iz Stakorskog
pluénog tkiva (Cerra i sur., 1985); HL-29, 29 kDa lektin iz humanog pluénog tkiva (Sparrow i
sur., 1987); LBP (eng. Laminin-binding protein), to¢nije ne-integrinski protein koji veze
laminin iz makrofaga (eng. Major non-integrin laminin-binding protein in macrophages) —u
tom trenutku su proteini koji su vezali laminin bili Klasificirani na integrine i ne-integrinske
LBP ¢iji se mehanizam adhezije nije tocno znao te je u ovom radu ne-integrinski LBP
molekuske mase 35 kDa okarakteriziran kao slijedom identi¢an Macu-2 i CBP35 (Woo i sur.,
1990).

Svi ti proteini klasificirani su kao L-30 skupina S-tipa lektina (Wang i sur., 1991), dok
sekvencijske analize nisu pokazale dovoljnu homologiju da se zakljuci kako je cijela skupina
zapravo jedan protein te je 1994. godine u pismu uredniku ¢asopisa Cell predlozen zajednicki

naziv galektin-3 (Barondes i sur., 1994).

Najpoznatiji ugljikohidratni ligandi galektina-3 su laktoza i N-acetillaktozamin, pri
¢emu N-acetillaktozamin Gal-3 veze s pet puta veéim afinitetom nego laktozu (Krzeslak i
Lipinska, 2004). Uz sam N-acetillaktozamin vazan ligand su i poli-N-acetillaktozaminske
strukture te u usporedbi s Gal-1 i Gal-2, Gal-3 pokazuje najveci porast afiniteta s porastom
broja laktozaminskih jedinica. To svojstvo smatra se kljuénim u njegovoj ulozi u regulaciji
aktivacije T-stanica te je potencijalno povezano i s interakcijom s p-1,2-vezanim
oligomananima na povrsini C. albicans kroz koju Gal-3 ispoljava antimikrobne ucinke. lako
je C-terminalna globularna domena odgovorna za lektinsku aktivnost, usporedbe afiniteta

intaktnog Gal-3 i same CRD pokazuju da je ve¢i afinitet prisutan kod netaknutog Gal-3, sto



pokazuje da i N-terminalna domena ima ucinak na vezanje ugljikohidrata. Njezin ufinak
posebno je vidljiv kod produljenih struktura gradenih od jednostavnih jedinica, primjerice N-
acetillaktozamina ili laktoze (Hirabayashi i sur., 2002). Istrazivanjima metodama
molekulskog modeliranja i mutageneze utvrdeno je da aminokiselina Tyr'® te susjedne
aminokiseline sudjeluju u vezanju oligosaharida. N-terminalna domena utjece i na stvaranje
oligomera, koji su klju¢ni za izvanstani¢nu aktivnost Gal-3, a utjece i na izlu¢ivanje Gal-3 u
izvanstani¢ni prostor, koje se zbog nedostatka signalnog slijeda za usmjeravanje u

endoplazmatski retikul provodi neklasicnim putem (Dumi¢ i sur., 2006; Barboni i sur., 2000).

1.2.  Ekspresija, lokalizacija i uloge galektina-3 u zdravlju i bolestima

Gal-3 je ubikvitarno eksprimiran u organizmu te moze biti smjesten unutar ili izvan
stanice, o ¢emu dodatno ovisi njegova funkcija. Takoder, moze djelovati kao monomer ili
oligomer. Takva svojstva, uz lektinsku aktivnost te koli¢inu bioloskih informacija koju je
moguce pohraniti u glikozidne strukture, omogucuju mu Sirok spektar funkcija u organizmu
(Henderson i Sethi, 2009).

Ekspresija LGALS3 najizrazenija je u epitelnim stanicama te u stanicama
mijeloidne/ameboidne linije. Gal-3 je detektiran u epitelnim stanicama tankog crijeva, kolona,
bubrega, plu¢a, timusa, grudi 1 prostate, dijelovima ocnog i olfaktornog epitela, kao i u
gusteraci, oku, sluznici zeluca i stanicama zu¢ovoda. Nalazi se u svim stanicama imunosnog
sustava i u fibroblastima, osteoklastima, osteoblastima, keratinocitima, kondrocitima i

Schwannovim stanicama (Dumic i sur., 2006).

Izvanstani¢ni Gal-3 djeluje na stani¢noj povrSini i u medustaniénom prostoru. Kao
oligomer ima multivalentna svojstva, §to omogucuje premoscivanje glikoproteina stani¢ne
membrane ili glikoziliranih komponenti izvanstani¢énog matriksa. Na taj nacin sudjeluje u
medusobnoj adheziji stanica, adheziji stanica za izvanstani¢ni matriks i signaliziranju putem
unakrsnog vezanja glikoproteina stani¢ne membrane. Unutarstaniéni Gal-3 nalazi se u jezgri i
citoplazmi. U citoplazmi sudjeluje u regulaciji stani¢nog ciklusa i inhibiciji apoptoze, a U

jezgri u transkripciji i mMRNA-splicingu (Liu i Rabinovich, 2005).

U radu Sciacchitano i sur., (2018) dan je pregled bolesti povezanih s Gal-3, ¢iji broj
premaSuje 35. Neke od njih su astma, atopijski dermatitis, ateroskleroza, rak, kroni¢na
opstruktivna plu¢na bolest, ishemijski mozdani udar, degenerativna aortna stenoza, diabetes
mellitus, endometrioza, encefalitis, fibroza, gastritis povezan s infekcijom H. pylori,

intersticijske bolesti pluca, sréane bolesti, infekcija HIV-om, juvenilni idiopatski artritis,
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reumatoidni artritis, pretilost, nealkoholna masna jetra, sistemska skleroza, sepsa, venska

tromboza, kandidijaza i bol vezana uz infekciju H. zoster.

Uloge Gal-3 najvise su istrazivane u kontekstu imunosti i onkogeneze. Putem
imunosnih stanica ispoljava se vec¢ina funkcija Gal-3 u navedenim bolestima, te ga se smatra
uglavnom proinflamatornim medijatorom. Ukljucen je u regrutaciju (Gittens i sur., 2017),
aktivaciju (Nieminen i sur., 2005) i uklanjanje apoptoti¢nih neutrofila (Mukaro i sur., 2013).
Takoder, inducira aktivnost NADPH-oksidaze u respiratornom prasku u neutrofilima
(Karlsson i sur., 1998), njihovu degranulaciju (Fernandez i sur., 2005), kao i degranulaciju
eozinofila (Yoon i sur., 2007). Smatra se da navedene funkcije ispoljava vezanjem CD66
skupine glikoproteina, koji su pripadnici karcinoembrionalne porodice antigena (CEA) (Yoon
i sur., 2007; Fernandez i sur., 2005). Nadalje, moze potaknuti aktivaciju mastocita i bazofila
unakrsnim povezivanjem N-glikana IgE i FceRI (Radovani i Gudelj, 2022; Frigeri i sur.,
1993).

Gal-3 je visoko eksprimiran u makrofagima i jedan je od markera njihove aktivacije.
PoviSena ekspresija prisutna je tijekom alternativne aktivacije makrofaga (MacKinnon i sur.,
2008) i diferencijacije monocita u makrofage (Liu i sur., 1995). Gal-3 djeluje kao opsonin
(Karlsson i sur., 2009) i poti¢e eferocitozu —povezan je s aktivacijom Racl koji regulira
polimerizaciju aktina 1 dostupnos¢u GSH u fagocitiraju¢im makrofagima $to je bitno za
njihov oporavak i daljnju funkciju (Mukaro i sur., 2013). Takoder, djeluje kemotakti¢no za
monocite u visokim dozama i poti¢e ekspresiju MCP-1 (eng. Macrophage chemoattractant
protein-1) (Lu i sur., 2020).

Od stanica limfoidne linije, konstitutivno je eksprimiran u regulatornim i CD4*
memorijskim T-limfocitima (de Oliveira i sur., 2015). Izvanstani¢ni Gal-3 negativno regulira
aktivaciju T-stanica putem galektinske adhezivne mreze (Nabi i sur., 2015; Chen i sur., 2007)
te je predlozeno da je to jedan od mehanizama odrzavanja ravnoteze izmedu ucinkovite
obrane organizma i autoimunosti (de Oliveira i sur., 2015). Uz to, poti¢e | premjesStanje
fosfatidilserina na vanjsku stranu stanicne membrane i apoptozu aktiviraninh T-stanica
(Stowell i sur., 2008). Unutarstani¢ni Gal-3 inhibira apoptozu, $to je vjerojatno vezano uz
njegovu strukturnu slicnost s Bel-2 (NWGR motiv) (Yang i sur., 1996). Takoder, pokazano je
da njegova ekspresija u T-stanicama negativno korelira s adhezijom T-stanica i antigen-
prezentirajucih stanica i da destabilizira imunosnu sinapsu, potencijalno uslijed smanjenja

ekspresije T-stani¢nog receptora. Chen i suradnici identificirali su Alix kao vezuceg partnera



Gal-3, te da su oba proteina unutarstani¢no regrutirana u imunosnu sinapsu (Chen i sur.,
2009). U B-limfocitima ekspresija Gal-3 raste nakon aktivacije B-stanica putem IL-4 i
unakrsnog vezanja CD40, a inhibicija Gal-3 rezultira pove¢anom diferencijacijom u plazma
stanice (Acosta-Rodriguez i sur., 2004). Pojedina su istrazivanja pokazala da je ekspresija
Gal-3 prisutna u memorijskim B-stanicama, $to ukazuje na njegove anti-apoptoticke ucinke
(Hoyer i sur., 2004). Inaktivirani (eng. knock-out) gen za Gal-3 u miSevima uzrokuje spontanu
generaciju germinalnih centara i povecanu proizvodnju protutijela, ¢ak i bez stimulacije

antigenima Sto ga potencijalno ukljucuje u patogenezu autoimunosti (Beccaria 1 sur., 2018).

Povisena ekspresija Gal-3 detektirana je u tumorima brojnih tkiva i organa, kao §to su
Stitnjaca, srediS$nji Ziv€ani sustav, gusteraCa, zeludac, mjehur, bubrezi, jetra, paratiroidna
zlijezda, Zlijezde slinovnice, kao i u planocelularnim karcinomima glave i vrata, limfomima i
melanomima. Pokazano je da uloge Gal-3 u pojedinim tumorima ovise o vrsti tumora i
subcelularnoj lokalizaciji Gal-3 u doticnom tumoru, odnosno specifi¢ni su za vrstu stanice
(Sciacchiatano i sur., 2018). Gal-3 je povezan s transformacijom stanica, proliferacijom i
prezivljenjem transformiranih stanica, te stanicnom adhezijom, migracijom 1 invazijom

(Vladoiu i sur., 2014).

Uloga Gal-3 u raku najistrazivanija je kroz njegova unutarstani¢na anti-apoptoticka
svojstva. Istrazivanja pokazuju da anti-apoptoticku funkciju obavlja na nekoliko nadina.
Utvrdena je njegova translokacija u mitohondrije uslijed apoptotiCkih stimulusa te
sprjeCavanje promjene potencijala mitohondrijske membrane (Matarrese i sur., 2000).
Sineksin se pokazao kao klju¢an protein u translokaciji na perinuklearne mitohondrijske
membrane, te smanjenje njegove ekspresije ukida anti-apoptoticko djelovanje Gal-3 (Yu i
sur., 2002). Strukturna sli¢nost s Bcl-2 i dokazana interakcija Gal-3 i Bcl-2 takoder ¢ine

izgledni mehanizam anti-apoptoti¢kog djelovanja Gal-3 (Akahani i sur., 1997).

Pokazano je i da Gal-3 moze regulirati stani¢ni ciklus. Gal-3 inducira ciklin D1, koji je
eksprimiran u ranoj G1 fazi, a smanjuje proizvodnju ciklina A i D, uklju¢enih u progresiju iz
G1 u S fazu. Takoder, povecava ekspresiju inhibitora G1/S progresije (p21 i p27), §to se
smatra mehanizmom kojim $titi stanice od apoptoze nakon odvajanja Stanice, odnosno

anoikisa (Kim i sur., 1999).

Uloge Gal-3 u neoplasticnoj transformaciji moguée su kroz interakciju s K-Ras,
jednim od Ras proteina, koji reguliraju stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju, prezivljenje i

smrt. Ras proteini mutirani su u priblizno 30% tumora. Gal-3 stabilizira K-Ras-GTP u
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aktivnom obliku (Elad-Sfadia i sur., 2004) te je potencijalno uklju¢en u prezivljavanje K-Ras-
ovisnih tumora putem interakcije s integrinom avp3 i K-Ras, §to je bitno za unos nutrijenata,
oksidativni profil stanice i rast neovisan o sidrenju stanica (Seguin i sur., 2017). U tumorima
StitnjaCe Gal-3 se koristi kao biomarker maligno transformiranih lezija u predoperativnoj
dijagnostici (Bartolazzi i sur., 2001). Paron i sur. (2003) pokazali su da Gal-3 potice
transkripcijsku aktivnost TTF-1 (eng. Thyroid transcription factor-1).

Ukljucenost Gal-3 u metastaziranje tumora vidljiva je jo§ od njegovog otkrica kao L-
34, lektina misjih stanica fibrosarkoma povezanog s poveéanim metastatskim potencijalom
(Raz i Lotan, 1987). Proteini izvanstanicnog matriksa su poznati ligandi Gal-3, primjerice
laminin, elastin, vitronektin, fibronektin, kolagen IV, hensin i tensacini C i R (Dumi¢ i sur.,
2006), kao i odredeni integrini te je pretpostavka da Gal-3 moze regulirati njihove interakcije
sa stanicama (Funasaka i sur., 2014). Gal-3 aktivira i kinazu fokalnih adhezija (FAK) koja je
bitan enzim u organizaciji i signaliziranju na mjestima adhezije integrina te Racl koji je
kljucan u reorganizaciji aktinskog citoskeleta, $to jasno ukazuje na ulogu Gal-3 u stani¢nom
migriranju. Zbog multivalentnosti i prethodno nabrojenih liganada, Gal-3 je povezan s
homotipiénom i heterotipiénom agregacijom stanica —medusobnim interakcijama istovrsnih
stanica (agregiranjem u cirkulaciji), interakcijama s endotelnim stanicama i interakcijama s
izvanstani¢nim matriksom (Funasaka i sur., 2014). Svoju ulogu u metastaziranju tumora Gal-
3 vjerojatno ostvaruje i sudjelovanjem u procesu epitelno-mezenhimalne transformacije
(EMT). Tijekom EMT stanice gube medustani¢ne kontakte, polarizaciju citoskeleta i dobivaju
mezenhimalnu morfologiju $to im omogucuje migraciju u bazalne membrane, krvotok 1 limfu
(Jeethy-Ram i sur., 2021). Gal-3 je ukljucen u nekoliko signalnih puteva koji utje¢u na EMT,
kao $to je signaliziranje TGFB (Xiao i sur., 2020) i Wnt signalni put (Song i sur., 2009).
Zanimljivo je da je isti mehanizam Gal-3 prisutan i u plu¢noj fibrozi (MacKinnon i sur.,
2012). U izbjegavanju imunosnog odgovora naspram tumora moguca je uloga Gal-3 putem
indukcije apoptoze T-stanica i inhibicije diferencijacije B-stanica u plazma-stanice (Stowell i
sur., 2008; Liu i Rabinovich, 2005; Acosta-Rodriguez i sur., 2004).

1.2.1. Galektin-3i srce

Gal-3 je intenzivno istrazivan kao potencijalni biomarker i sudionik u patofiziologiji
fibroze srca, odnosno sréane hipertrofije u sréanom zatajenju. Smatra se poveznicom izmedu
upalnih procesa i remodeliranja (de Boer i sur., 2009). Upala je neko vrijeme bila prepoznata
kao jedan od potencijalnih uzro¢nika sréane hipertrofije 1 posljedi¢nog zatajenja, umjesto kao

univerzalna posljedica ostecenja tkiva te su Sharma i sur. (2004) medu prvima pokazali
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povezanost aktiviranin makrofaga koji eksprimiraju Gal-3 i disfunkcije lijeve klijetke.
Istrazivanje je radeno na homozigotnim trangeni¢nim TGRmRen2-27 stakorima kao modelu
teske hipertenzije. U prethodnom istrazivanju iste skupine Gal-3 se pokazao kao jedan od
visoko eksprimiranih proteina u dekompenziranom miokardu Ren-2 stakora u usporedbi s
kompenziranim, to¢nije ekspresija je bila pet puta veca u dekompenziranom srcu (Schroen i
sur., 2004). Prethodno spomenuto popratno istrazivanje (Sharma i sur., 2004) pokazalo je
korelaciju sr¢ane ekspresije Gal-3 s razvojem sr¢anog zatajenja, kolokalizaciju ekspresije Gal-
3 s makrofagima i fibroti¢nim podru¢jima, vezanje Gal-3 u matriksu miokarda i fibroblastima,
te povecanu produkciju kolagena tipa I (intraperikardijalna infuzija) i ekspresiju ciklina D1

(in vitro) u ovisnosti o Gal-3.

U istrazivanjima fibroze, zakljuCeno je da su fibroblasti najve¢i izvor
novosintetiziranog izvanstani¢nog matriksa, a glavni profibroticki citokin TGFB1. Vecina
TGFB1 vezana je na komponente ECM u latentnom obliku te se aktivira izlaskom iz
nekovalentnog kompleksa s LAP (eng. Latency Associated Peptide). Integrini s av lancima
vezu LAP 1 na taj nacin sudjeluju u aktivaciji TGFB1. Dva glavna signalna puta u fibrogenezi
su IL-1-1L-17-TGFpB1 put koji se vjerojatno aktivira nakon akutne ozljede te tip 2 citokinski
put ¢iji su glavni medijatori IL-4 i IL-13. JoS§ nije razjasnjeno pod kojim utjecajima se aktivira
koji put, iako se smatra da vrsta i trajanje ozljede imaju vaznu ulogu. Takoder, otkriveno je da
IL-13 moze potaknuti fibrozu neovisno o TGFB1 te da se ekspresija citokina jednog puta

povecava terapeutskom inhibicijom drugog (IL-17A/IL-13) (Henderson i sur., 2020).

Istrazivanja bazirana na Gal-3 knock-out modelima, farmakoloskoj inhibiciji Gal-3 i
inhibiciji ekspresije Gal-3 otkrila su nekoliko signalnih puteva uklju¢enih u fibrozu ¢iji se
tijek poremecuje uklanjanjem Gal-3 ili blokiranjem njegove aktivnosti. Uz Korelaciju
njegovih serumskih i tkivnih razina s fibroti¢kim promjenama, ulogu U imunosnim procesima,
anti- i proapoptoticko djelovanje (ovisno o lokalizaciji) jasno se postavlja pitanje to¢ne uloge
Gal-3 u procesu fibroze. Odredeni problemi postoje s ovisnoséu funkcije Gal-3 0 njegovoj
lokalizaciji (unutarstani¢noj ili izvanstani¢noj) jer dizajn istraZivanja in vivo cesto ne
omogucava izolaciju samo jedne od njih te s pouzdano$¢u koriStenih inhibitora (Suthahar i
sur., 2018).

M2 makrofagi su jedni od medijatora tip 2 citokinskog puta fibroze, a Gal-3 je
ukljuen u njihovu aktivaciju putem glikoziliranog proteina CD98 na povrSini makrofaga.

Makrofagi iz kostane srzi miSeva divljeg tipa i gal-37" miseva pokazali su razli¢ite odgovore



na stimulaciju IL-4 te je predlozeno da IL-4 poti¢e ekspresiju galektina-3, Koji zatim
autokrino potice alternativnu aktivaciju makrofaga vezanjem CD98 i aktivacijom
fosfoinozitol-3-kinaze (MacKinnon i sur., 2008). Povezuje ga se i izravno s TGFB1 u
izoliranim fibroblastima atrija Stakora —in vitro je pokazano da Gal-3 aktivira TGFB1/Smad
signalni put, te da pretjerana ekspresija TGFB1 potice ekspresiju Gal-3 (Xiao i sur., 2020).
Trenutno je najpodrzavanija hipoteza da svoje funkcije na stani¢noj membrani, ukljucujuéi
profibroticku aktivnost, Gal-3 obavlja putem galektinske adhezivne mreze (Clementy i sur.,
2018).

Galektinska adhezivna mreza (eng. lattice) je gelu-slican polimer koju ¢ine oligomeri
prototipnih ili kimernog galektina i tandem-repeat galektini unakrsno povezujuci
glikoproteine stanicne membrane. Smatra ju se dodatnim slojem organizacije stanicne
membrane koji regulira distribuciju, a time i funkciju, glikoproteina. Staniéna membrana
organizirana je u funkcionalne domene, koje ¢ine glikoproteinski receptori i njihovi efektori.
Takve su domene primjerice neuronske i imunosne sinapse, kaveole, klatrinske jazice, fokalne
adhezije i stani¢ni spojevi. Uz galektine, lipidne splavi su druga struktura koja organizira
membranu u takve domene. Galektinska mreza unakrsnim povezivanjem glikoproteina
regulira difuziju glikoproteinskih receptora i integrina u membrani, sudjeluje u interakciji
integrina i signalnih receptora te u grupiranju receptora i njihovom zadrzavanju u membrani,
¢ime utjeCe na trajanje signaliziranja (Nabi i sur., 2015; Lajoie i sur., 2009). Alfa-1,6-
manozilglikoprotein-6-beta-N-acetilglukozamintrasferaza (GnT-V), kodirana Mgat5 genom,
katalizira glikozilaciju razgranatim N-glikanima tetra-antenarne strukture, koji su preferirani
ligandi galektina (Hirabayashi i sur., 2002). Galektinska mreza i aktivnost GnT-V povezani su
s regulacijom aktivacije TCR, putem vezanja galektina i N-glikoziliranog CD45 (Chen i sur.,
2007), a Gal-3 unakrsno povezuje GnT-V modificirane N-glikane EGFR, TGFBR-1 i -1l, te na
taj na¢in inhibira konstitutivnu endocitozu i njihovo uklanjanje sa stani¢ne povrSine (Partridge

i sur., 2004).



Formiranje galektinske adhezivne mreze

—— T

: ‘po Pentameri Gal-3 [] Glikoproteini &% Razgranati N-glikani

Slika 1.1. Galektinska adhezivna mreza formirana pentamerima galektina-3 (preuzeto i
prilagodeno prema Chiu 1 sur. (2010)).

Nakon teSkih akutnih ozljeda srca, kao §to je infarkt miokarda (IM), predloZena je
dvojna funkcija Gal-3, ovisno radi li se o ranoj ili kasnoj fazi nakon IM. U ranoj fazi
vjerojatno ima reparativnu ulogu, a u kasnijoj bi mogao sudjelovati u tranziciji iz akutne u
kroni¢nu upalu, te u posljedi¢noj fibrozi (Agnello i sur., 2017b). Ekspresija Gal-3 raste u
hipoksiji, te je pokazano da su HIF-1a (eng. Hypoxia-inducible factor 1a) i NF-kB okidaci
njegove transkripcije u hipoksi¢nim uvjetima (Ikemori i sur., 2014). Predlaze se da

reparativnu ulogu obavlja anti-apoptotickim djelovanjem (Al-Salam i sur., 2020).

Povisene razine Gal-3 detektirane su u aterosklerotskim plakovima (Papaspyridonos i

sur., 2008), atrijskoj fibrilaciji (Yalcin i sur., 2015), kardiomiopatiji (Souza i sur., 2017;
Vergaro i sur., 2015), sréanom zatajenju (de Boer i sur., 2009), aortnoj stenozi (Sadaba i sur.,
2016) i koronarnoj bolesti srca (Falcone i sur., 2011), te nakon infarkta miokarda (Hashmi i
Al-Salam, 2015). Najvise istrazivanja vrijednosti Gal-3 kao biomarkera provedeno je na
oboljelima od sréanog zatajenja. Gal-3 bi mogao biti biomarker patoloske fibroze srca i
posljedi¢nog gubitka funkcije te bi kao takozvani culprit-biomarker omogucio precizniju
stratifikaciju pacijenata i odlu¢ivanje o terapiji. Ipak, unato¢ brojnim istrazivanjima, rezultati
jos nisu dovoljno konkluzivni te nije ukljucen u trenutne smjernice Americ¢ke udruge za srce
(eng. American Heart Association) (Heidenreich i sur., 2022) ili Europskog kardioloskog
drustva (eng. European Society for Cardiology) (McDonagh i sur., 2021). Najvise potencijala
kao biomarker sréanih bolesti pokazuje kao prediktor razvoja kronicnog srcanog zatajenja,
9



odnosno HFpEF, te kao prediktor smrtnosti svih uzroka i smrtnosti povezane s kroni¢nim

zatajenjem srca (Shi i sur., 2022; Cheng i sur., 2022).

1.2.2. Galektin-3 i fizi€ka aktivnost

Fizi¢ka aktivnost neupitno ima pozitivan utjecaj na fizicko i mentalno zdravlje. Veci
broj dugoro¢nih studija pokazalo je ucinke redovite fizicke aktivnosti na smanjenje smrtnosti
svih uzroka i smanjenje rizika razvoja kardiovaskularnih i respiratornih bolesti. Takoder,
pokazani su pozitivni u¢inci na lipidni profil, inzulinsku rezistenciju, krvni tlak i inflamatorne
markere (Nystoriak i Bhatnagar, 2018). Svijetska zdravstvena organizacija preporucuje 150-

300 minuta umjerene tjelovjezbe tjedno za odrasle u dobi od 18 do 64 godina (www.who.int).

Dugoro¢ne opservacijske studije opée populacije ovisnosti smrtnosti i intenziteta
tielovjezbe pokazale su U-oblik, odnosno obrnuti J-oblik, sto ukazuje na to da umjerena
tjelovjezba ima najveci utjecaj na dugovjecnost, dok se ti pozitivni ucinci gube Sto vise
intenzitet raste ili pada (Paffenbarger i sur., 1986). Schnohr i sur., (2015) nisu pronasli
statisticki zna€ajne razlike u mortalitetu izmedu kontrolne skupine zdravih nevjezbaca i1
skupine visokointenzivnih vjezbac¢a. Iznenadna sr¢ana smrt, iako rijetka, najgora je posljedica
intenzivne tjelovjezbe, a 90% zrtava su rekreativni sportasi (Sharma i sur., 2015). U populaciji
mladih od 30 godina glavni uzrok bili su primarni poremecaji provodenja, kod starijih
koronarna sr€ana bolest, a tjelovjezba je bila okida¢ sr¢anog zastoja (Harmon 1 sur., 2014).
Takoder, sportasi imaju veéi rizik razvoja atrijske fibrilacije od op¢e populacije (Newman i

sur., 2021).

Gornje granice tjelovjezbe nikad nisu preporucene, no uz prethodno spomenuta
otkrica, rastu¢u popularnost visokointenzivnih oblika tjelovjezbe, kao $to su ultra-maratoni, i
konstantno pomicanje granica u profesionalnom sportu, potaknuta su istraZivanja uzroka

videnih negativnih ucinaka tjelovjezbe.

Biomarkeri sréane funkcije rastu u ovisnosti o tjelovjezbi (Salvagno i sur., 2014;
Héttasch i sur., 2014; Vidotto i sur., 2005). Porast je reverzibilan i vrijednosti se nakon
nekoliko sati vracaju na bazalne, te je, konkretno za troponin, predlozeno da se radi o
,eurenju® iz kardiomiocita kao posljedici kratkorocne propusnosti membrane inducirane
povecanim opterecenjem, oksidativnim stresom ili poremecajem kiselinsko-bazne ravnoteze
(Shave i sur., 2010). Ipak, nije isklju¢ena mogucnost da se radi o otpustanju biomarkera
uslijed ozljede miokarda i nekroze, te da bi kontinuirano ponavljanje takvih oste¢enja moglo

kumulirati u dovoljno fibroze za razvoj patoloskih stanja (Harper, 2010). Meta-analiza iz
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2020. u skupini sportasa koji se bave ,izdrzljivim sportovima® (eng. endurance sports)
pokazuje statisticki znacajno vecu incidenciju pozitivnih nalaza na kasno nakupljanje
gadolinija (eng. LGE-Late gadolinium enhancement), sto je tehnika oslikavanja sr¢anog tkiva
u magnetskoj rezonanciji i pokazuje fibroti¢na podrucja, u usporedbi s kontrolnom skupinom
(Zhang i sur., 2020).

Prvo istrazivanje utjecaja fizicke aktivnosti na vrijednosti Gal-3 objavljeno je 2014.
godine (Héttasch i sur., 2014). Uz Gal-3 mjereni su ¢cTnT, NT-proBNP i IL-6. U pocetnoj
toCki, prije trcanja, ispitivana skupina trkaca imala je statisticki znacajno viSe vrijednosti
plazmatskog Gal-3 od kontrolne skupine. Vrijednosti svih markera zna¢ajno su porasle nakon
maratona, a porast Gal-3 je bio obrnuto proporcionalan godinama trkackog iskustva —
najiskusniji trkaci su imali najmanji porast Gal-3, Sto autori objasnjavaju vjerojatnim
razvojem tolerancije na upalu koja se razvija tjelovjezbom jer su vrijednosti IL-6 imale sli¢an
trend. Uz mjerenje biomarkera, sréana funkcija je procijenjena magnetskom rezonancijom i
ehokardiografijom, te je bila o¢uvana nakon maratona. Izvor Gal-3 odredivan je na miSevima,
koji su podijeljeni u ispitivanu (tr¢anje u kolutu) i kontrolnu skupinu. Na kraju Cetverotjednog
istrazivanja (pretréano 223=+11 km) vrijednosti Gal-3 mRNA u lijevoj klijetki bile su 19,9%
viSe u ispitivanim miSevima u odnosu na kontrole, a u skeletnom misi¢u 98%, Sto ukazuje na
to da su skeletni miSi¢i glavni izvor plazmatskog Gal-3 tijekom tjelovjezbe. Nije bilo

korelacije izmedu Gal-3 i drugih biomarkera.

Salvagno i sur., (2014) mjerili su vrijednosti Gal-3, NT-proBNP i cTnl kod 18 zdravih
muskaraca prije, <10 min nakon i 1 h (za dio skupine, n=5) nakon ultramaratona od 60 km.
Vrijednosti sva tri biomarkera bile su znacajno poviSene neposredno nakon ultramaratona i
nakon 1 h. U posljednjoj vremenskoj toc¢ki (1 h nakon) vrijednosti NT-proBNP i Gal-3 su
znacajno pale, dok su vrijednosti ¢Tnl ostale skoro iste kao neposredno nakon ultramaratona.
Nije nadena korelacija izmedu biomarkera. Vassalle i sur., (2018) mjerili su koncentracije
sréanih biomarkera kod 18 trkaca (46+6 god.) prije polu-maratona, neposredno nakon, 24 h
nakon i 48 h nakon. Vrijednosti Gal-3 znac¢ajno su narasle neposredno nakon polu-maratona, a

bile su normalizirane nakon 24 h.

Prvo istrazivanje utjecaja duljeg perioda fizicke aktivnosti na vrijednosti Gal-3
objavili su Khajeian i Moghadasi, (2017). 11 zdravih dobrovoljaca proslo je protokol od 8
tjedana vjezbi izdrZljivosti 3 puta tjedno, te je na pocetku i na kraju obavljen RHIET (eng.

Repeated High-Intensity Effort Test), a plazmatske razine Gal-3 mjerene su u 4 vremenske
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tocke —na pocetku (baseline), nakon prvog RHIET, 48 h nakon zavrSenih 8 tjedana vjezbi
izdrZljivosti, te nakon drugog RHIET. Statisticki veéa vrijednost (naspram svih drugih
vremenskih tocki) nadena je samo u drugoj vremenskoj tocki, nakon prvog RHIET, a nakon
drugog RHIET je doslo do porasta vrijednosti U odnosu na prvu i tre¢u vremensku tocku, ali

nije bio znacajan.

2022. objavljena je studija utjecaja kombinacije terapije simvastatinom i treninga
snage na sréanu funkciju pacijenata s kroniCnim sréanim zatajenjem. 111 pacijenata s
kroni¢nim sranim zatajenjem podijeljeno je na kontrolnu skupinu koja je u terapiji imala
samo simvastatin (n=55) i intervencijsku skupinu (n=56) koja je tretirana simvastatinom i
treningom snage. Ucinak je mjeren nakon 6 mjeseci intervencije. Vrijednosti Gal-3 bile su
znaCajno snizene u odnosu na pocetnu tocku u interventnoj i kontrolnoj skupini, te u

interventnoj skupini u odnosu na kontrolnu (Wang i sur., 2022).

Jedina studija objavljena dosad o utjecaju visokointenzivne intervalne tjelovjezbe
(eng. High-intensity interval training, HIIT) na gensku ekspresiju Gal-3 radena je 2020.
godine. Gal-3 je koriSten kao prediktor rizika razvoja sréanog zatajenja kod post-
menopauzalnih Zena, a intervencija su bile umjerena tjelovjezba i HIIT. HIIT je imao
znacajniji utjecaj na gensku ekspresiju Gal-3, kao i na serumske vrijednosti LDL, kolesterola,
triglicerida i HDL (Keyhani i sur., 2020).

Iz navedenih istrazivanja moze se zakljuciti da vrijednosti Gal-3 znacajno rastu nakon
jednokratnih epizoda intenzivne tjelovjezbe i vracaju se na vrijednosti prije tjelovjezbe unutar
1 h (Vassalle i sur., 2018; Salvagno i sur., 2014). No, u dugoro¢nim istrazivanjima primijecen
je trend snizavanja cirkulirajucih vrijednosti Gal-3 (Wang i sur., 2022; Khajeian i Moghadasi,
2017), kao i najmaniji relativni porast nakon jednokratnih intenzivnih epizoda kod ispitanika s

najboljom fizickom spremom (Hattasch i sur., 2014).
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2. ObrazloZenje teme

Galektin-3 je relativno novi i obeéavajuc¢i biomarker mnogih bolesti i procesa u
organizmu. U relativno malom broju istrazivanja odredivana je ovisnost plazmatske
koncentracije Gal-3 u odnosu na fizicku aktivnost, a od navedenih istrazivanja samo je jedno

provedeno vezano uz visokointenzivnu intervalnu tjelovjezbu.

Hipoteza je ovoga istrazivanja da ponovljeni sprinterski trening, koji pripada
visokointenzivnoj intervalnoj tjelovjezbi, utjeCe na plazmatsku koncentraciju Gal-3. Cilj je
ovoga istrazivanja bio odrediti koncentraciju Gal-3 u plazmi mladih i zdravih muskih osoba
podvrgnutin ponovljenom sprinterskom treningu, u tri vremenske tocCke: prije pocetka
protokola (a), neposredno nakon predzadnjeg i najzahtjevnijeg treninga (b) i 1 mjesec nakon
zavrSetka protokola (¢). Koncentracije su mjerene primjenom metode ELISA, a rezultati su

analizirani prikladnim statisti¢kim testovima kako bi se utvrdila potencijalna korelacija.
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3. Materijali i metode

3.1. Ispitanici

U ispitivanje je uklju¢eno 29 muskih studenata Kinezioloskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu, ¢iji su osnovni fizi¢ki podaci prikazani u Tablici 3.1. Isklju¢ni Kriteriji (trenutna ili
prethodna prisutnost kardiovaskularnih bolesti ili mi§iénih ozljeda te trenutni medicinski
tretmani) utvrdeni su upitnikom PAR-Q (eng. Physical Activity Readiness-Questionnaire)
prije ukljucenja u ispitivanje. Kriteriji za ukljucenje bili su apstinencija od dodatne fizicke
aktivnosti 3 mjeseca prije i tijekom ispitivanja, osim obaveznih aktivnosti u sklopu studija te
apstinencija od alkohola, cigareta i suplementacije antioksidansima. Ispitanici su nasumi¢no
rasporedeni u eksperimentalnu ili kontrolnu skupinu. Istrazivanje je osmisljeno sukladno
Helsinki deklaraciji, a odobrilo ga je Povjerenstvo za etiCnost eksperimentalnog rada
SveuciliSta u Zagrebu (Tijardovi¢ 1 sur., 2019). Sudjelovanje u istrazivanju bilo je
dobrovoljno, svim ispitanicima je objaSnjen tijek i rizici istrazivanja te su potpisali

informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju.

Tablica 3.1. Deskriptivni podaci za RST i kontrolnu skupinu, prikazani kao aritmeticka

sredina * standardna devijacija (preuzeto i prilagodeno prema Tijardovic i sur. (2019)).

RST skupina (n=15) Kontrolna skupina (n=14)
Dob (godine) 20,0+£1,0 195+0,7
Visina (cm) 181,0+4,4 180,2+6,9
Tjelesna masa (kg) 77,7+6,0 77,8+129
Postotak tjelesne masti (%) 8,7+3,0 98+4,8

3.2.  Protokol ispitivanja i uzimanja uzoraka krvi

Intervencijski protokol ¢inilo je 18 progresivno intenzivnijih treninga, rasporedenih
tijekom 6 tjedana na 3 treninga u tjednu. Treninzi su se sastojali od 2-3 seta 6-10 sprinteva
duljine 20 m, uz startove svakih 25 sekundi u setu i1 2 minute pasivnog oporavka medu
setovima. Progresivno povecanje intenziteta postignuto je povecanjem broja setova i sprinteva

(Tijardovi¢ i sur., 2019).

Uzorci krvi uzimani su simultano od svih sudionika u tri vremenske tocke: prije
pocetka protokola (a), neposredno nakon predzadnjeg i najzahtjevnijeg treninga (b) i 1 mjesec

nakon zavrSetka protokola (c). Krv je prikupljana u epruvete s K;EDTA i transportirana u
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laboratorij KBC Sestara Milosrdnica. Po dolasku u laboratorij uzorci su centrifugirani (1370
g, 10 min) te su supernatanti plazme odvojeni u alikvotima od 1 mL i pohranjeni na -80°C do
analize (Tijardovi¢ i sur., 2019). Za ovaj diplomski rad koriSten je ostatak uzoraka od

ispitivanja Tijardovi¢ i sur. (2019), ponovno zamrznut i pohranjen do analize.

3.3.  Odredivanje plazmatske koncentracije galektina-3 metodom ELISA

Plazmatske koncentracije Gal-3 izmjerene su imunokemijskom ELISA (eng. Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) metodom, primjenom komercijalnog kita Quantikine® ELISA
Human Galectin-3 Immunoassay (R&D Systems®, Inc., Minneapolis, USA), prema uputama

proizvodaca.
Princip metode:

ELISA je enzimska imunokemijska metoda temeljena na specifi¢nim interakcijama
antigena i protutijela. Metoda se provodi na ¢vrstoj fazi na koju mogu biti adsorbirani antigeni
ili antitijela. Cvrsta faza su najée$ée polistirenske mikrotitarske plodice s 96 jazica (format
8x12). Polistiren je najceSc¢e koriSten zbog povoljnosti, visoke transparentnosti i dobrog
kapaciteta adsorpcije. Nakon imobilizacije analita specificnim vezanjem za primarno
protutijelo ili antigen adsorbiran u jazicama, odredivanje se provodi drugom specificnom
reakcijom sekundarnog protutijela ili protutijela razvijenog naspram antigena, koje je
konjugirano s enzimom. Karakterizacija ili kvantifikacija obavljaju se putem reakcije
konjugiranog enzima i njegovog supstrata koja daje produkt mijerljiv kolorimetrijom,
luminiscencijom ili fluorescencijom. Izmedu koraka imobilizacije vrlo su bitni postupci
ispiranja i blokiranja slobodnih veznih mjesta nakon imobilizacije analita. Ispiranje se provodi
otopinama pufera odredenih vrsta surfaktanata. Blokiranje preostalih slobodnih veznih mjesta
provodi se zbog povecéanja selektivnosti, putem smanjenja mogucnosti nespecificnog vezanja,
odnosno jakog pozadinskog obojenja i lazno pozitivnih mjerenja. Agensi za blokiranje trajno
se vezu za povrsinu, a najéesée se koriste govedi serumski albumin, serum norovodene teladi,
kazein, bezmasno mlijeko u prahu, obi¢an serum i riblja Zelatina. Enzimi koji se uglavnom
koriste za oznacavanje sekundarnih antitijela su peroksidaza iz hrena, alkalna fosfataza i $-D-

galaktozidaza.

Razvijeno je nekoliko modifikacija prvotne metode, ovisno o potrebama istraZivanja,
svojstvima analita 1 Cisto¢i regensa. NajceS¢e koriSteni tipovi ELISA metoda su direktna,

indirektna, ,,sendvic®, ,,dvostruki sendvi¢®, te kompetitivna ELISA (Hosseini, 2018).
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U ovom radu koristen je ,,sendvic* tip ELISA metode. U ,,sendvi¢” tipu povrSina
jazice je oblozena monoklonskim protutijelima specifi¢énim za analit, odnosno antigen. Nakon
imobilizacije antigena u jazice se dodaje poliklonsko protutijelo ozna¢eno enzimom te se u
reakciji sa supstratom dobiva obojeni produkt (Slika 3.1.). Mjerenjem apsorbancije tog
produkta i usporedbom sa bazdarnom krivuljom dobivenom uz poznate koncentracije analita,

odreduje se i koncentracija analita u svakom pojedinom uzorku.

Analit Poliklonsko protutijelo TMB supstrat
) - obiljezeno s HRP

°*\ HRPGp N\
HRP 1R HRP
Jatica oblo3ena TMB supstrat

protutijelima e HoR \
- Gal-3 /X\ a *
~ Monoklonsko protutijelo

Slika 3.1. Princip koriStene “sendvi¢” ELISA metode. HRP (eng. horse-radish peroxidase) —
peroksidaza hrena. TMB — tetrametilbenzidin (preuzeto i prilagodeno prema

www.rndsystems.com).

Dakle, monoklonsko protutijelo adsorbirano u jazicama veze Gal-3 iz uzoraka plazme.
Nakon ispiranja, u jazice se dodaje poliklonsko protutijelo vezano s peroksidazom hrena, koje
se veze na imobilizirani Gal-3. ViSak se ponovno ispire i dodaje otopina supstrata (vodikov
peroksid i tetrametilbenzidin, 1:1). Reakcija se nakon odredenog vremena zaustavlja
otopinom sumporne kiseline. Apsorbancije pojedinacnih jazica proporcionalne su

koncentraciji Gal-3 prema Beer-Lambertovom zakonu.

Koncentracije Gal-3 u uzorcima rafunaju se regresijom iz bazdarnih krivulja,
prikazanih na log-log skali, dobivenih otopinama standarda poznatih koncentracija.
Kalibracijski niz izraduje se serijskim razrjedivanjem standardne otopine. U Quantikine®
ELISA setu standardna otopina rekombinantnog Gal-3 koncentracije je 100 ng/mL. Prva

kalibracijska otopina je otopina koncentracije 10 ng/mL koja se izraduje deseterostrukim
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razrjedenjem standarda (100 pL 100 ng/mL otopine standarda humanog galektina-3 + 900 pL
zivotinjskog seruma za razrjedivanje (Calibrator Diluens RD6X)). Daljnje kalibracijske

otopine izraduju se dvostrukim razrjedivanjem prethodne otopine, prema postupku:

e Kalibracijska otopina 2 (5,00 ng/mL)
500 pL primarnog standarda (10,00 ng/mL) + 500 pL Zivotinjskog seruma za
razrjedivanje

e Kalibracijska otopina 3 (2,50 ng/mL)
500 pL kalibracijske otopine 2 (5,00 ng/mL) + 500 pL Zivotinjskog seruma za
razrjedivanje

e Kalibracijska otopina 4 (1,25 ng/mL)
500 pL kalibracijske otopine 3 (2,50 ng/mL) + 500 pL Zivotinjskog seruma za
razrjedivanje

e Kalibracijska otopina 5 (0,625 ng/mL)
500 pL kalibracijske otopine 4 (1,25 ng/mL) + 500 pL zZivotinjskog seruma za
razrjedivanje

e Kalibracijska otopina 6 (0,313 ng/mL)
500 pL kalibracijske otopine 5 (0,625 ng/mL) + 500 pL zivotinjskog seruma za

razrjedivanje
Kao slijepa proba koriSten je Zivotinjski serum za razrjedivanje.

Apsorbancije su mjerene na 450 nm, a korektivha mjerenja optickih nesavrsenosti
ploc€ice na 540 nm te su korektivna mjerenja oduzeta od izmjerenih na 450 nm prije racunanja

koncentracija.

3.4. Statisticka analiza

Koncentracije su izracunate nelinearnom regresijom na temelju bazdarnih krivulja u
programu GraphPad Prism 9.0.0. Apsorbancije su mjerene na 450 nm te su od njih oduzimane
apsorbancije mjerene na 540 nm kako bi se uklonila interferencija. Buduc¢i da test zahtijeva
dvostruko razrjedenje uzoraka, dobivene vrijednosti su udvostrucene kako bi se dobile stvarne

koncentracije.

Statisticka analiza dobivenih koncentracija takoder je radena u GraphPad Prism 9.0.0.
dvosmjernom analizom varijance ponovljenin mjerenja (eng. Two-way ANOVA repeated-

measures). Nije pretpostavljena sferi¢nost te je upotrijebljena Geisser-Greenhouse korekcija,
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a vjerojatnost pogreske prve vrste (p-vrijednost) uslijed visestrukih testiranja kontrolirana je

stopom viSestrukih otkri¢a (eng. False Discovery Rate, FDR) Benjaminija i Hochberga.
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4. Rezultati

Koncentracije Gal-3 u razrijedenim uzorcima plazme odredene su usporedbom s
bazdarnim krivuljama prikazanima na log-log skali uz 6 poznatih koncentracije Gal-3 raspona
0,313 do 10 ng/mL (Slika 4.1). Vrijednosti R? tri bazdarna pravca priredena u tri serije pokusa
kretale su se od 0,9963 do 0,9987, odnosno, nije bilo velikih odstupanja izmjerenih

vrijednosti od generiranih pravaca.

prva ploica 450-540 druga plogica 450-540
10+ 109
R?=0.9987 R®=0.9982
o 1 o 1-
2 B
I 0.1- I 0.1-
0.01 T T 1 0.01 T T 1
0.1 1 10 100 0.1 1 10 100
koncentracija Gal-3 (ng/mL) koncentracija Gal-3 (ng/mL)
trec¢a ploc¢ica 450-540
104
R?=0,9963
g 17
n
<
o
el
< 0.14 i
0.01 T T 1
0.1 1 10 100

koncentracija Gal-3 (ng/mL)

Slika 4.1. Bazdarni pravci 6 poznatih koncentracija standarda Gal-3 priredenih u tri serije

pokusa prikazani na log-log skali, uz R? vrijednosti.

Tablica 4.1. prikazuje plazmatske koncentracije Gal-3 u eksperimentalnoj (n=15) i
kontrolnoj (n=14) skupini u tri vremenske tocke a, b i c. Eksperimentalna skupina oznacéena je

brojevima 1-15, a kontrolna 16-29.
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Tablica 4.1. Plazmatske koncentracije Gal-3 (ng/mL) u tri vremenske tocke: neposredno prije

pocetka protokola (a), nakon najzahtjevnijeg predzadnjeg treninga (b) i 1 mjesec nakon

zavrSetka protokola (c). Koncentracije su prikazane kao aritmeticke sredine sa standardnim

devijacijama te kao medijan i raspon (Mdn (min-max)).

Eksperimentalna skupina (ng/mL)

Kontrolna skupina (ng/mL)

a b c a b C
1 5,2 3,9 4,0 16 6,5 53 3,9
2 8,6 4,5 3,2 17 5,2 2,8 4,5
3 10,5 8,0 6,7 18 6,5 4,5 3,5
4 10,2 6,3 6,1 19 6,9 8,2 4,0
5 4,8 4,1 3,5 20 5,5 5,6 3,0
6 8,9 7,1 5,0 21 3,1 3,1 2,5
7 4,1 4,6 3,8 22 2,4 2,1 2,5
8 4.4 4,7 5,8 23 1,8 1,7 1,7
9 54 8,2 4,6 24 6,5 7,0 1,0
10 6,6 4,9 2,7 25 5,3 3,9 4,2
11 7,2 8,9 8,0 26 5,6 4,6 57
12 10,5 5,9 4,9 27 8,4 4,3 4,1
13 4,5 4,1 2,8 28 5,8 3,5 34
14 4,9 4,5 2,0 29 6,7 53 4,0
15 7,8 6,9 6,4
Aritm. sr.

45D 69+24 58+17 4617 54+18 44+18 34+172

Mdn
] 6,6 4,9 4,6 5,7 4,4 3,7

(r:lna::) (4,1-10,5)  (3,9-8,9) (2,0-8,0) (1,8-8,4) (1,7-8,2) (1,0-5,7)

U statististickoj analizi utjecaja kontinuirane intenzivne tjelovjeZbe na plazmatske

vrijednosti Gal-3 koristena je metoda dvosmjerne analize varijance ponovljenih mjerenja

(eng. Two-way ANOVA repeated-measures). Nezavisne varijable bile su tretman i njegovo

trajanje (odnosno vrijeme), a zavisna varijabla plazmatska koncentracija Gal-3. Statisticki

znac¢ajnima smatrane su vrijednosti p < 0,05.
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3 kontrole
@ RST

koncentracija Gal-3 (ng/mL)
()]
1

vrijeme uzorkovanja

Slika 4.2. Post-hoc usporedba medu skupinama. RST (eng. Repeated-sprint training)
oznatava eksperimentalnu skupinu. a (kontrole) vs. a (RST) (P=0.0606), b (RST) vs. b

(kontrole) (P=0.0606), ¢ (RST) vs. ¢ (kontrole) (P=0.0606). Korekcija originalnom FDR
metodom Benjaminija i Hochberga.

3 kontrole
= RST

koncentracija Gal-3 (ng/mL)

a b ¢ a b ¢
vrijeme uzorkovanja

Slika 4.3. Post-hoc usporedba unutar skupina. RST (eng. Repeated-sprint training) oznacava
eksperimentalnu skupinu. RST: b vs. a (P=0.0541), ¢ vs. a (P=0.0011), ¢ vs. b (P=0.0019);
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kontrolna skupina: b vs. a (P=0.0269), c vs. a (P=0.0004), c vs. b (P=0.0939). Korekcija
originalnom FDR metodom Benjaminija i Hochberga.
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5. Rasprava

Prethodna istrazivanja utjecaja tjelovjezbe na plazmatske koncentracije Gal-3
pokazala su statisticki znacajnu ovisnost plazmatskih koncentracija o fizi¢koj aktivnosti te da
fizicko naprezanje potiCe ekspresiju i otpustanje Gal-3 u cirkulaciju. Prvotna ideja takvih
istrazivanja (Hattasch i sur., 2014; Salvagno i sur., 2014) bila je moguénost rane detekcije
fibroti¢kih procesa u miokardu sportasa, nakon otkri¢a viSih razina fibroze miokarda kod
sportasa koji se bave ,,sportovima izdrzljivosti (eng. endurance sports). Koli¢ine fibroze
znacajno su korelirale s godinama treniranja i brojem kompetitivnih maratona i ultra-maratona
(Wilson i sur., 2011).

U najnovijim istrazivanjima ove vrste, ekspresija ili plazmatske koncentracije Gal-3
koriste se kao mjera rizika razvoja sr€anog zatajenja (Keyhani i sur., 2020) ili kao marker
upale miokarda koja vodi u fibrozu i posljedi¢an gubitak funkcije (Wang i sur., 2022).
Pocetna istrazivanja kao subjekte su ukljucivala uglavnom zdrave i fizi¢ki aktivne muskarce
(Vassalle i sur., 2018; Hattasch i sur., 2014; Salvagno i sur., 2014), a novija ukljucuju oboljele
od sréanog zatajenja te je njihov cilj procjena terapijskog ucinka tjelovjezbe u sréanom

zatajenju (Wang i sur., 2022; Keyhani i sur., 2020).

U ovom diplomskom radu subjekti su bili mladi i zdravi fizicki aktivni studenti
KinezioloSkog fakulteta u Zagrebu. Kao studenti KinezioloSkog fakulteta, subjekti su
vecinom trenutni ili biv§i profesionalni sportasi i u boljoj fizickoj spremi od opée populacije.
Eksperimentalna skupina prosla je Sestotjedni program progresivno intenzivnijih ponovljenih
sprinteva (RST). Jedan od kriterija ukljuéenja u istrazivanje bila je apstinencija od
organizirane tjelovjezbe tijekom tri mjeseca prije pocetka intervencijskog protokola te je
eksperimentalna skupina zatim krenula sa sprinterskim treningom, a kontrolna nastavila s
apstiniranjem. No, tjelovjezba u sklopu studija bila je dozvoljena. Budué¢i da se radi o
studentima KinezioloSkog fakulteta koji su uglavnom bolje fizicke spreme od ostatka
populacije te da bi se obavezna tjelovjezba u sklopu studija mogla klasificirati kao redovita
tielovjezba umjerenog/visokog intenziteta, rezultati ovog istrazivanja ne mogu Se svesti na
ucinak same tjelovjezbe vec¢ razlike u intenzitetu tjelovjezbe. Takoder, nije poznato postoji li

maksimalni u¢inak tjelovjezbe na vrijednosti Gal-3 niti koji je to¢an izvor plazmatskog Gal-3.

Vrijednosti Gal-3 izmjerene u ovom diplomskom radu imaju raspon od 1,0 do 10,5
ng/mL. Nekoliko istrazivanja odredilo je referentne vrijednosti u op¢oj populaciji. Agnello i

sur., (2017a) pronasli su vrijednosti u rasponu od 11,5 do 16,9 ng/mL za referentnu populaciju
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dobi zdravih ispitanika od 18 do 65. Meijers i sur., (2017) pronasli su raspon od 9,3 do 12,5
ng/mL za zdravu referentnu populaciju prosjecne dobi 43 godine (+13 godina). Cibor i sur.,
(2019) su detektirali prosje¢nu vrijednost 7,5 ng/mL (sa standardom devijacijom 2,9 ng/mL)
kod kontrolne skupine zdravih dobrovoljaca. No, rezultati nisu u potpunosti pouzdani, jer u
razliitim istrazivanjima vrijednosti u zdravim kontrolnim skupinama variraju, od raspona
0,00-1,03 ng/mL (Yi i sur., 2020) ili 0,00-2,14 ng/mL (Zhou i sur., 2014) do prosje¢nih
vrijednosti od 31 ng/mL (sa standardnom devijacijom 4 ng/mL) (Yucel i sur., 2013) ili ¢ak
raspona od 0,0-96,4 ng/mL (Yu i sur., 2020). U skladu s rezultatima svih ovih istrazivanja,
kao i spoznajom da dob statistiCki znacajno korelira s porastom plazmatskih razina Gal-3
(Agnello i sur., 2017a), moze se zakljuéiti da je raspon vrijednosti 1,0-10,5 ng/mL u ovom

diplomskom radu o¢ekivan u skupini zdravih dvadesetogodiSnjaka.

Rezultati analize varijance ne pokazuju statisticki znacajnu interakciju, $to znaci da
nije bilo znacajnog utjecaja eksperimentalnog protokola. Post-hoc analize pokazuju statisticki
znacajne razlike samo izmedu vremenskih tocaka unutar kontrolne ili eksperimentalne
skupine. Statisticki znacajnih razlika izmedu kontrolne i eksperimentalne skupine u pojedinim

vremenskim tockama nije bilo.

Nedostatak znacajnih razlika u pojedina¢nim vremenskim tockama izmedu skupina
mozda bi se mogao objasniti redovitom tjelovjezbom u sklopu studija. Ako redovita
tjelovjezba umjerenog intenziteta 1 cjelozivotno bavljenje sportom, $to je slucaj za vecinu
studenata Kinezioloskog fakulteta, ve¢ imaju dovoljno znac¢ajan uc¢inak na plazmatske
koncentracije Gal-3, dodatno optereéenje od Sest tjedana ponovljenih sprinteva mozda nece
imati znacajan uc¢inak u tako kratkom periodu. Takoder, u obje skupine vidljiv je znac¢ajan pad
vrijednosti izmedu prve (a) i posljednje vremenske tocke (c), Sto bi se takoder potencijalno
moglo objasniti obaveznom tjelovjezbom u sklopu studija u koju su obje skupine bile

ukljucene tijekom istrazivanja.

Zanimljivo je $to u RST skupini dolazi do znacajnog pada plazmatskih koncentracija
Gal-3 tijekom oporavka (b vs. ¢, P=0.0019). Koncentracije Gal-3 u periodu oporavka od
tielovjezbe dosad nisu mjerene, ali bi se pad koncentracija mogao objasniti time S§to
vrijednosti Gal-3 rastu u odgovoru na tjelovjezbu te bi izostanak tjelovjezbe bio i izostanak
kontinuiranog poticaja za otpustanje Gal-3, rezultiraju¢i u nizim koncentracijama. Drugo
potencijalno objas$njenje mogli bi biti dugotrajniji protuupalni ucinci tjelovjezbe i posljedi¢no

smanjenje koncentracije Gal-3.
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Takoder, usporedba RST a i RST b, dakle vrijednosti na pocetku protokola i nakon
najintenzivnijeg treninga u Sestom tjednu protokola, ne pokazuje statisticki znacajnu razliku —
isto kao u istrazivanju Khajeian i Moghadasi (2017). Istrazivanje Khajeian i Moghadasi
(2017) uklju¢ilo je 11 zdravih muskaraca prosjecne dobi 20,8+1,8 godina. Protokol
tielovjezbe Cinilo je osam tjedana s tri treninga u tjednu intenziteta 60-75% maksimalne
sr¢ane frekvencije. Rezultati su pokazali da redovita tjelovjezba uzrokuje manji akutni
odgovor otpustanja Gal-3 tijekom intenzivne tjelovjezbe. Prije i nakon protokola tjelovjezbe
proveden je standardizirani test intenzivne tjelovjezbe —RHIET (eng. Repeated High-Intensity
Endurance Test) te su plazmatske razine Gal-3 mjerenje prije i nakon testiranja. Nije bilo
statisti¢ki znacajnih razlika izmedu vrijednosti Gal-3 prije i nakon drugog RHIET, kao ni u
odnosu na prvu bazalnu vrijednost (prije prvog RHIET). Rezultati tog istrazivanja poklapaju
se s rezultatima ovog diplomskog rada u tome da nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu
pocetne vrijednosti (RST a) 1 vrijednosti nakon najintenzivnijeg predzadnjeg treninga (RST b)
u intervencijskoj skupini, §to upucuje na toleranciju i smanjeno otpustanje Gal-3 u odgovoru
na intenzivnu tjelovjezbu nakon perioda redovitog treniranja. Moguci razvoj tolerancije
primijeCen je i u istrazivanju Héttasch i sur. (2014) —ispitanici s najduljim iskustvom
rekreativnog tr¢anja imali su najmanji porast vrijednosti Gal-3 nakon otr¢anog maratona. lako
u ovom diplomskom radu vrijednosti Gal-3 nisu mjerene prije najintenzivnijeg treninga (RST
b) te nije poznato koliko su i jesu li vrijednosti porasle tijekom najintenzivnijeg treninga moze
se pretpostaviti da su vrijednosti prije treninga u tocki RST b bile nize ili jednake pocetnim
vrijednostima u toc¢ki RST a jer je zabiljezeno da vrijednosti Gal-3 prolazno rastu tijekom

intenzivne tjelovjezbe u svakom istrazivanju dosad.

Istrazivanje Khajeian i Moghadasi, (2017) nije ukljucivalo kontrolnu skupinu, kao ni
prethodna istrazivanja utjecaja jednokratnih epizoda intenzivne tjelovjezbe (maraton, polu-
maraton, ultra-maraton). Dva istraZivanja ukljucivala su kontrolnu skupinu, Keyhani i sur.
(2020) 1 Wang 1 sur. (2022), ali su populacije ispitanika razli¢ite od populacije u ovom
diplomskom radu. Keyhani i sur. (2020) mjerili su utjecaj tjelovjezbe visokog intenziteta 1
umjerenog intenziteta, uz kontrolnu skupinu nevjezbaca, na ekspresiju LGALS3. Populaciju su
Cinile post-menopauzalne zene. Cilj istrazivanja bila je procjena rizika razvoja sréanog
zatajenja, a genska ekspresija Gal-3 sluzila je kao prediktivni biomarker. Pronadeni su
statisticki znacajni ucinci oba tipa tjelovjezbe na smanjenje ekspresije Gal-3 u usporedbi s

kontrolnom skupinom u kojoj su razine ekspresije narasle te je HIIT program imao znacajniji
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utjecaj od programa umjerene tjelovjezbe. Autori povezuju smanjenje ekspresije Gal-3 S

protuupalnim u¢incima tjelovjezbe.

Interleukin-6 (IL-6) smatra se jednim od glavnih medijatora protuupalnog ucinka
tjelovjezbe. Otkriveno je da je IL-6 prvi citokin, odnosno miokin, koji se otpusta iz skeletnih
misica tijekom tjelovjezbe. Plazmatske koncentracije IL-6 nakon tjelovjezbe ovisne su o
trajanju tjelovjezbe, intenzitetu i udjelu ukupne miSiéne mase ukljuene u tjelovjezbu.
Protuupalne ucinke ispoljava putem povecane ekspresije IL-10 koji inhibira sintezu
proupalnih citokina kao Sto je TNF-a, 1 antagonista IL-1 receptora, ¢ime inhibira
signaliziranje IL-1B. Uz ovisnost koncentracije IL-6 o trajanju i intenzitetu tjelovjezbe,
otkriveno je i da ekspresija IL-6 mRNA i njegovo otpustanje u cirkulaciju ovise o miSi¢nim
zalihama glikogena te da su znacajno povisene kad su zalihe glikogena niske. Porast
plazmatskih koncentracija IL-6 uslijed tjelovjezbe sprijeCen je unosom glukoze tijekom
tjelovjezbe. Drugi moguc¢i medijator je adrenalin. Njegove razine takoder rastu tijekom
tielovjezbe, a otkriveno je da infuzija adrenalina inhibira TNF-a i poti¢e sintezu IL-10 tijekom
eksperimentalno izazvane endotoksemije (Pedersen, 2017; van der Poll i sur., 1996).
Tijardovi¢ i sur., (2019), od kojih su dobiveni uzorci za ovaj diplomski rad, mjerili su
biomarkere upale, medu njima i IL-6. Pronaden je statisticki znaCajan porast (P=0.0006)
plazmatskih koncentracija IL-6 nakon najintenzivnijeg treninga (RST b) u RST skupini u
odnosu na vrijednosti prije pocetka protokola (RST a). Hattasch i sur., (2014) su takoder
pronasli zna¢ajno povisene razine IL-6 nakon maratona, te su pretpostavili da bi to moglo
ukazivati na vezu izmedu Gal-3 i protuupalnih procesa povezanih s tjelovjezbom. Gal-3 i IL-6
oboje znacajno rastu tijekom tjelovjeZbe ovisno o intenzitetu i primijecen je razvoj tolerancije
u otpustanju i jednog i drugog u odgovoru na redovitu tjelovjezbu (Khajeian i Moghadasi,
2017; Pedersen, 2017; Hattasch i sur., 2014).
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6. Zakljucci

Temeljem rezultata ovog istrazivanja o utjecaju visokointenzivne intervalne
tielovjezbe u obliku ponovljenog sprinterskog treninga na plazmatske vrijednosti Gal-3 u
uzorcima krvi dvadesetogodi$njaka, uzimanima od ispitanika u tri vremenske tocke (a - prije
pocetka protokola, b - neposredno nakon predzadnjeg i najzahtjevnijeg treninga i ¢ - 1 mjesec

nakon zavrSetka protokola), moguce je zakljuciti sljedece:

e Plazmatske vrijednosti Gal-3 izmjerene komercijalno pribavljenim ELISA kitom u
svim uzorcima bile su unutar raspona 1,0 do 10,5 ng/mL, §to su vrijednosti koje su
u skladu s ocekivanjima temeljenim na literaturno poznatim vrijednostima
plazmatskih koncentracija Gal-3 kod zdravih osoba starosti oko 20 godina.

e Niti u jednoj od tri ispitane vremenske tocke, intenzivna tjelovjezba koja se
sastojala od 18 progresivno intenzivnijih treninga, rasporedenih tijekom 6 tjedana
na 3 treninga u tjednu, a ukljucivala je 2-3 seta 6-10 sprinteva duljine 20 m, uz
startove svakih 25 sekundi u setu 1 2 minute pasivnog oporavka medu setovima,
nije uzrokovala statistiCki znacajne razlike u plazmatskoj koncentraciji Gal-3
izmedu osoba koje su bile podvrgnute takvoj intenzivnoj tjelovjezbi i osoba koje
joj nisu bile podvrgnute.

e U skupini ispitanika koji su bili podvrgnuti intenzivnoj tjelovjezbi, plazmatske
koncentracije Gal-3 znacajno su se smanjile mjesec dana nakon zavrSetka
protokola (¢) u odnosu na vrijednosti neposredno nakon predzadnjeg i
najzahtjevnijeg treninga (b), a intenzitet smanjenja bio je joS izrazeniji u usporedbi
s vrijednostima prije pocetka protokola (a).

e U skupini ispitanika koji nisu bili podvrgnuti intenzivnoj tjelovjezbi (kontrolnoj
skupini) plazmatske koncentracije Gal-3 znacajno su se smanjile u drugoj tocki
uzorkovanja (b) u odnosu na pocetno izmjerene vrijednosti (a), a sli€an intenzitet
smanjenja u usporedbi s pocetnim vrijednostima utvrden je i u posljednjoj tocki
uzorkovanja (c).

e Obzirom na c¢injenicu da nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u plazmatskoj
koncentraciji Gal-3 izmedu eksperimentalne i kontrolne skupine, ali su uoceni sli¢ni
obrasci smanjenja plazmatske koncentracije Gal-3 u tri vremenske toc¢ke uzorkovanja,
razumno je zakljuciti da su neki drugi, ovim istrazivanjem neutvrdeni ¢imbenici, utjecali
na smanjenje koncentracije Gal-3 kod ispitanika u obje skupine. Kako je kontrolna

skupina bila sastavljena od osoba koje imaju povijest bavljenja tjelovjezbom, a i tijekom
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istrazivanog perioda bile su podvrgnute laganoj do umjerenoj tjelovjezbi u sklopu
studiranja na Kinezioloskom fakultetu, kao potencijalni ¢imbenik smanjenja koncentracije
Gal-3 moze se predloziti tjelovjezba neovisno o njezinom intenzitetu, odnosno neovisno o

tome je li umjerena ili visokointenzivna.
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8. Sazetak/Summary

8.1.  SaZetak

Galektin-3, lektin koji prepoznaje i veze p-galaktozidne jedinice glikokonjugata, moze
biti smjeSten u razliCitim dijelovima stanice ili izvan nje, eksprimiran u brojim tkivima te
sudjelovati u raznovrsnim procesima u organizmu. Odnedavno je prepoznat i kao biomarker
odredenih patoloskih stanja. Rezultati dosadasnjih malobrojnih istrazivanja o ucinku fizicke

aktivnosti na plazmatske koncentracije galektina-3 nisu jednoznacni.

U ovom radu istrazen je u€inak kontinuirane visokointenzivne tjelovjezbe provedene
tijekom Sestotjednih progresivno intenzivnijih ponavljanih sprinterskih treninga na mladim i
zdravim muSkarcima. Uzorci krvi uzimani su u tri vremenske tocke: a - prije pocetka
eksperimentalnog protokola, b - neposredno nakon predzadnjeg i najintenzivnijeg treninga te
¢ - mjesec dana nakon zavrsetka protokola. Koncentracije galektina-3 izmjerene su metodom
»sendvic ELISA, primjenom komercijalno dostupnog kita Quantikine® ELISA Human
Galectin-3 Immunoassay. Statisticka analiza podataka provedena je dvosmjernom analizom

varijance ponovljenih mjerenja u programu GraphPad Prism 9.0.0.

Niti u jednoj od tri ispitane vremenske tocke, intenzivna tjelovjezba nije uzrokovala
statistiCki znacajne razlike u plazmatskoj koncentraciji galektina-3 izmedu eksperimentalne i
kontrolne skupine. U obje skupine uocen je slican obrazac smanjenja koncentracije galektina-
3, posebice u posljednjoj tocki mjerenja (1 mjesec nakon zavrSetka protokola) u odnosu na
prvu tocku (prije pocetka protokola). Uzrok takvog ishoda u ovom je istrazivanju nepoznat,
medutim, s obzirom da su i kontrolnu i eksperimentalnu skupinu ¢inili studenti Kinezioloskog
fakulteta te da je tijekom istraZivanja svima bila dozvoljena tjelovjezba u sklopu studija,
moguce je da je ta tjelovjezba, koja bi se mogla klasificirati kao umjerena do intenzivna, ve¢

sama bila dostatna za postizanje uocenog ucinka.
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8.2.  Summary

Galectin-3, a B-galactoside-binding lectin, is localised within various parts of the cell
and outside of it, expressed in multiple tissues and participates in various processes within the
organism. Galectin-3 has recently been recognized as a biomarker of certain pathological
states. The results of the few studies done on the effect of physical activity on plasma

concentrations of galectin-3 are not in unison.

In this study, the effect of high-intesity interval training, organised as repeated sprint
training with a progressive increase in intesity in duration of six weeks, has been investigated.
The study subjects were young healthy males. The blood samples were taken at three different
time points: a — before the start of the experimental protocol, b — immediately after the
penultimate and most intense training session and ¢ — 1 month after the end of the
experimental protocol. Galectin-3 concentrations were measured by a ,,sandwich® ELISA
method, using a commercially available Quantikine® ELISA Human Galectin-3
Immunoassay Kit. The statistical data analysis was done by a two-way analysis of variance in
GraphPad Prism 9.0.0.

In none of the three examined time points, intense exercise did not cause statistically
significant differences in the plasma concentration of galectin-3 between the experimental and
control groups. In both groups, a similar pattern of reduction in galectin-3 concentration was
observed, especially in the last measurement point (1 month after the end of the protocol)
compared to the first (before the start of the protocol). The cause of such an outcome in this
research is unknown, however, given that both the control and experimental groups were
students of the Faculty of Kinesiology and that during the investigation everyone was allowed
to exercise as part of their studies, it is possible that this exercise, which could be classified as

moderate to intense, alone was sufficient to achieve the observed effect.
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