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1. Uvod

Galektin-3 je protein iz obitelji galektina, molekulske mase 29-32 kDa, kodiran genom LGALS3
na kromosomu 14. Galektini su lektini specificni po prepoznavanju i vezanju B-galaktozidnih
ostataka putem evolucijski konzervirane domene (eng. Carbohydrate Recognition Domain, CRD)
veli¢ine 130 aminokiselinskih ostataka (Dumic i sur., 2006). Prema organizaciji CRD, 15 do sad
poznatih galektina (kod sisavaca) dijeli se u tri skupine: prototipni galektini s jednom CRD,
tandem-repeat galektini s dvije CRD i kimerni galektini. Jedini poznati galektin koji pripada u
posljednju skupinu je galektin-3 (Gal-3). Uz jednu CRD, koja je odgovorna za lektinsku aktivnost,
Gal-3 sadrzi N-terminalnu domenu (ND) veli¢ine 110-130 ak bogatu prolinskim i glicinskim
ostacima. ND je takoder odgovorna za biolosku aktivnost Gal-3 (Gong i sur., 1999) jer omogucuje
stvaranje multimera (homodimera i homopentamera), interakciju s drugim proteinima, sekreciju i
dr. Gal-3 je supstrat prostatnog specificnog antigena (PSA) u sjemenoj tekucini i prostasomima
(Saraswati i sur., 2011; Kovak i sur., 2103). PSA hidroliticki kida Gal-3 na poziciji Tyr'%’-Gly!%®
§to rezultira oblikom koji ne moze formirati oligomere, ali funkcija CRD ostaje ocuvana. ND je
osjetljiva na proteolizu matriks-metaloproteinazama (MMP) -2 i -9 (Ochieng i sur., 1998) na
pozicijama Gly*2-Ala®® i Ala®2-Ala® (Ochieng i sur., 1994).

Gal-3 je ubikvitarno eksprimiran u brojnim tkivima u ljudskom organizmu; od imunosnih
stanica (makrofagi, monociti, neutrofili, eozinofili, bazofili, Langerhansove stanice, dendriti¢ne
stanice, mast stanice) i senzornih neurona do raznih vrsta epitelnih i endotelnih stanica
(Sciacchitano i sur., 2018). Tkiva s najveCom ekspresijom su pluca, gusteraca, zeludac, crijeva,
jajnici, maternica i nadbubdrezne Zlijezde (de Boer i sur., 2010). Odredeni stimulansi mogu
potaknuti povecanu ekspresiju i u drugim stanicama ili tkivima poput limfocita, srca i jetre.
Patoloska ekspresija Gal-3 je prisutna u tumorima dojke, bubrega, gusterace, mokra¢nog mjehura,

Stitnjace, pluca, prostate, kolona i Ziv€anog sustava (Sciacchitano i sur., 2018).

Gal-3 je fizioloski primarno lociran u citoplazmi, ali prisutan je i u jezgri, na stanic¢noj
povrsini, u izvanstanicnom prostoru te u tjelesnim tekué¢inama. Njegovi ligandi, funkcija 1 procesi
u koje je ukljucen ovise o lokalizaciji, a prikazani su na Slici 1. Citoplazmatski Gal-3 regulira
stani¢ni ciklus i prezivljavanje inhibiraju¢i apoptozu (Hsu i Liu, 2002), a jezgreni kontrolira pre-
mRNA splicing i transkripciju (Dong i sur., 2018). Sekrecija Gal-3 odvija se neklasi¢nim putem
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koji joS nije u potpunosti razja$njen. Izvanstani¢ni Gal-3 posreduje u stani¢noj signalizaciji,
aktivaciji, adheziji te regulira interakcije stanica — stanica te stanica — izvanstani¢ni matriks. Uloga
Gal-3 je iznimno bitna u imunosnom odgovoru u kojem je njegovo djelovanje najcesce proupalno
(Dumic i sur., 2006). Djeluje autokrino i parakrino kao kemoatraktant za monocite i makrofage,
potice adheziju neutrofila za laminin, respiratorni prasak u neutrofilima i izlu€ivanje medijatora
upale iz mast stanica (Dumic i sur., 2006). Ekspresija Gal-3 je povecana u alternativno (M2a/M2c)
aktiviranim makrofagima te on pridonosi odrzavanju tog fenotipa, a izvan stanice potice
diferencijaciju monocita u alternativno aktivirane makrofage (MacKinnon i sur., 2008). Gal-3

takoder sudjeluje u angiogenezi, fibrozi, kardiovaskularnom remodeliranju i progresiji tumora.

UNUTARSTANICNI IZVANSTANICNI
GALEKTIN-3 GALEKTIN-3

—

|
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Slika 1. Uloge i ligandi galektina-3 u ovisnosti o njegovoj stani¢noj lokaciji. Prilagodeno iz

lacobini i sur., 2003.

Kod pacijenata s fibrozom srca, jetre, plu¢a i bubrega utvrdena je povecana ekspresija Gal-3
(Li i sur., 2014). Njegova je uloga u nastanku i progresiji fibroze visestruka; potic¢e proliferaciju
2



fibroblasta koji luce ekstracelularni matriks i sprje¢ava njegovu degradaciju (de Boer i sur., 2009;
Amin i sur., 2017), aktivira upalne procese i potice otpustanje proinflamatornih citokina (Li i sur.,
2014). Zbog brojnih procesa koje posreduje u fibrozi, Gal-3 je prepoznat kao potencijalni
prognosticki biljeg i terapijska meta. Inhibitori Gal-3 (modificirani disaharidi i veliki polisaharidi
koji sadrze galaktozu) su trenutno u razli¢itim fazama klinic¢kih ispitivanja za lijeCenje fibroze
pluca, bubrega i jetre; ali i hipertenzije, intersticijske bolesti pluca, psorijaze, atopijskog

dermatitisa, osteoartritisa, melanoma i dr. (Sciacchitano i sur., 2018).

.....

tumora, ovisno o tipu karcinoma i lokalizaciji Gal-3 u stanici. NajviSe podataka i istrazivanja
odnosi se na karcinom §titnjace za koji se pokazalo da je Gal-3 odli¢an predoperativni biomarker
(Bartolazzi i sur., 2018). Naime, vrlo je zahtjevno citoloski razlikovati benigne od malignih nodula
prije same operacije, a imunohistokemijskom analizom ekspresije Gal-3 utvrdeno je da je 87%
malignih nodula Stitnjace Gal-3 pozitivno, a isti udio benignih negativno (Trimboli i sur., 2017).
Stoga je razvijen imunocitokemijski test kojim se mjeri ekspresija Gal-3 u uzorcima dobivenim
citoloSkom punkcijom, nazvan ThyroTest. ThyroTest je validiran za klini¢ku upotrebu velikim
multicentricnim analizama te se pokazao tocnim, cjenovno pristupaénim i jednostavnim za
koristenje (Bartolazzi i sur., 2008; Sciacchitano i sur., 2017). Mnogo je istrazivanja provedeno i na
karcinomima prostate za koje je utvrdeno da postoji korelacija izmedu koncentracije Gal-3 i PSA,
kao i povisena serumska koncentracija Gal-3 u metastaznim oblicima karcinoma prostate, pa je
ovaj lektin predloZen kao koristan dodatni tkivni i serumski biomarker (Balan i sur., 2013, 2012;
Nakajima i sur., 2016).

Neke od drugih bolesti kod kojih bi Gal-3 mogao biti koristan u dijagnozi, prognozi ili procjeni
rizika smatraju se juvenilni idiopatski artritis i reumatoidni artritis (Sciacchitano i sur., 2018), astma
(Riccio i sur., 2017) i kroni¢na bubrezna bolest (Dong i sur., 2018).

Kod ljudi je fizioloski prisutan i mjerljiv u krvnoj plazmi te njegova koncentracija raste s dobi
(Agnello i sur., 2017). Galektin-3 je biomarker s dobrim karakteristikama jer osim $to ima malu
intraindividualnu varijabilnost (Schindler i sur., 2015), pokazalo se da nema cirkardijalni ritam
(Issa i sur., 2015).



1.1 Galektin-3 i srce

Ekspresija galektina-3 u miokardu znacajno Se mijenja ovisno o patofizioloskim procesima i
uvjetima. Utvrdeno je da je ona nekoliko puta povecana u dekompenziranom srcu te su od tada
provedene brojne studije kojim se istrazivala uloga Gal-3 u zatajenju srca. Razlicita stanja poput
ishemijske srCane bolesti, infarkta miokarda (IM), dijabetesa i hipertenzije uzrokuju stres i
oStecenje sr¢anog misi¢a koje moze rezultirati zatajenjem srca uslijed remodeliranja kliijetki i
oStecenja sistolicke funkcije (Kemp i Conte, 2012; Topi¢ i sur., 2018). Pretpostavlja se da Gal-3
sudjeluje u “mehanizmu prezivljavanja miokarda” nakon ishemije, a potvrdeno je da je on vrlo
vazan ¢imbenik u sréanom remodeliranju nakon infarkta miokarda (Agnello i sur., 2017Db).
Zanimljivo je da su njegove uloge razli¢ite u ranoj i kasnoj fazi nakon IM. Naime, u ranim fazama
nakon ishemije njegova uloga je reparativna, dok u kasnim fazama potic¢e razvoj kroni¢ne upale i
fibrozu srca (Agnello i sur., 2017b), na kraju vodec¢i do zatajenja srca (slika 2.). Kompenzacijski
procesi uslijed zatajenja srca, odnosno sréano remodeliranje, uklju€uju neurohormonalni i
imunosno-upalni odgovor te dovode do progresije (Amin i sur., 2017). Sr¢ano remodeliranje je
karakterizirano hipertrofijom kardiomiocita, infiltracijom imunosnih stanica, upalom i izrazitom
produkcijom ekstracelularnog matriksa (Piek i sur., 2018). Gal-3 iz sréanog mi$i¢a aktivira
makrofage i fibroblaste (Sciacchitano i sur., 2018) ¢iju proliferaciju inducira (Amin i sur., 2017).
Daljnji procesi ukljucuju akumulaciju kolagena tipa 1 kojeg luce fibroblasti u ekstracelularnom
prostoru, stvaranje oziljaka i fibrozu. Potvrdeno je da se u srcu Gal-3 nalazi vezan na ekstracelularni
matriks na fibrotiénim mjestima (de Boer i sur., 2010). Porijeklo Gal-3 u srcu mogu biti aktivirani

makrofagi, fibroblasti te kardiomiociti (Suthahar i sur., 2018; Frunza i sur., 2016).
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Slika 2. Uloga Gal-3 u fibrozi srca. Gal-3 porijeklom iz makrofaga i fibroblasta sudjeluje u razvoju
fibroze na sljedeée nacine: potice upalne procese aktivacijom makrofaga koji otpustaju proupalne
citokine i kemokine, potic¢e transformaciju Mf u alternativno aktivirane Mf, promovira adheziju
aktivacijom ECM-producirajudih stanica (makrofaga i fibroblasta) te inhibira degradaciju ECM.
TNF-a = faktor tumorske nekroze (eng. Tumor necrosis factor), a-SMA = aktin glatkih miSi¢a
(eng. a-smooth muscle actin), TGF-B1 = transformirajuci faktor rasta p 1 (eng. Transforming

growth factor- ), IL = interleukin. Preuzeto i prilagodeno iz Li i sur., 2014

Galektin-3 je 2017. godine kao biomarker za procjenu rizika kod pacijenata sa zatajenjem
srca ukljuen u smjernice koje su izdane izdane od strane americkog udruzenja za srce (the
American College of Cardiology Foundation) (Yancy i sur., 2017). Studije s velikim brojem
ispitanika pokazale su da koncentracija Gal-3 kod pacijenata s akutnim i kroni¢nim zatajenjem srca
ima visoku pozitivnu prediktivnu vrijednost za rehospitalizaciju i kardiovaskularnu smrtnost
(Morrow i sur., 2012; Meijers i sur., 2014a). Osim toga, kod kroni¢nog zatajenja srca Gal-3 je
prediktor smrtnosti svih uzroka (van der Velde i sur., 2013). Za Gal-3 kao prognosticki biljeg

rehospitalizacije i smrtnosti kod pacijenata sa zatajenjem srca ustanovljena je cut-off vrijednost od



17.8 ng/mL (Amin i sur., 2012). Mnoge provedene studije utvrdile su da je Gal-3 odli¢an prediktor

kratkoro¢nog i dugoro¢nog morbiditeta i mortaliteta u opéoj populaciji (Sciacchitano i sur., 2018).

S obzirom nato da Gal-3 potice upalu i sudjeluje u upalnim procesima, istrazuje se i njegova
uloga u aterosklerozi. Utvrdeno je da sudjeluje u vaskularnoj upali na vise razina: inducira
ekspresiju proupalnih citokina u Mf, poti¢e migraciju monocita u endotel krvne Zile, usmjerava
polarizaciju makrofaga prema M2 fenotipu umjesto M1 §to se smatra proaterogenim (Agnello i
sur., 2017). Sudjeluje takoder u pretvorbi makrofaga u pjenaste stanice koje zatim izlucuju Gal-3
koji djeluje kemoatraktivno za monocite i Mf (Agnello i sur., 2017). Neke studije sugeriraju da
Gal-3 ometa uklanjanje LDL-a i utjee na nacin na koji ga makrofagi fagocitiraju (lacobini i sur.,
2009; Felker i sur., 2012; Zhang i sur., 2015). Studije su pokazale da je plazmatska koncentracija
Gal-3 povisena u akutnom infarktu miokarda (STEMI i N-STEMI) (Agnello i sur., 2017) te da je
prognostic¢ki biomarker za razvoj HF nakon IM (Agnello i sur., 2017) te smrtnost (Morrow i sur.,
2012).

1.1.1 Galektin-3 i drugi src¢ani biljezi

Imajué¢i na umu ulogu galektina-3 u sr¢anom tkivu i bolestima, prouc¢avana je njegova
korelacija sa sr¢anim biomarkerima poput troponina (Tn) i mozdanog natrijuretskog peptida (eng.
Brain Natriuretic Peptide, BNP). Troponin I i T su regulatorni proteini koji s kontraktilnim
proteinima aktinom i miozinom ¢ine sarkomeru, funkcionalnu jedinicu miSi¢ne kontraktilnosti
(Cvoriséec i Cepelak, 2009). Sréani troponini su kodirani razli¢itim genima od skeletnih troponina
te su zato idealni biomarkeri oSte¢enja, odnosno nekroze miokarda. Otpustaju se u cirkulaciju vrlo
brzo nakon ostecenja te su danas poznati kao najspecifi¢niji biljezi za dijagnozu akutnog infarkta
miokarda. Nekoliko studija proucavalo je koncentracijsku korelaciju izmedu Tn i Gal-3 kod
pacijenata s IM s opre¢nim rezultatima (Agnello i sur., 2017). Za sad nema jasnog odgovora
koreliraju li i kako, ali vjerojatno je da u ranoj fazi ishemije miokarda u akutnom koronarnom

sindromu koegzistiraju; Gal-3 kao biljeg upale, a Tn nekroze (Agnello i sur., 2017).

Mozdani natrijuretski peptid (eng. Brain Natriuretic Peptide, BNP) jedan je od sréanih
natrijureznih peptida ¢ije je porijeklo primarno ventrikul miokarda, a stimulus za sintezu je
rastezanje njegove stijenke. Nastaje proteolizom propeptida proBNP pri ¢emu se oslobada i

neaktivni amino-terminalni fragment (eng. N-terminal prohormone of Brain Natriuretic Peptide,
6



NT-proBNP) te oba oblika odlaze u krv. BNP ima vazodilatacijski, diurezni i natrijurezni, odnosno
hipotenzivni u¢inak koji ispoljava inhibicijom simpatikusa i renin — angiotenzin — aldosteronskog
mehanizma (Passino i sur., 2011). Za razliku od njemu srodnog atrijskog natrijuretskog peptida,
BNP ima vazniju ulogu u kroni¢nim stanjima ventrikularnog preoptere¢enja (Passino i sur., 2011),
npr. zatajenju srca. Medutim, kao biljeg sréanog zatajenja koristi se NT-proBNP jer ima duze
poluvrijeme zivota i u plazmi je prisutan u Cetiri puta vecoj koncentraciji (Topic i sur., 2018), a

jednako je dijagnosticki i prognosticki zna¢ajan (Passino i sur., 2011).

Razli¢ita istrazivanja proucavala su korelaciju Gal-3 i NT-proBNP te usporedivala njihovu
dijagnosticku i prognosticku vrijednost kod pacijenata sa zatajenjem srca. U prvoj studiji tog tipa
van Kimmenade i sur. utvrdili su da je NT-proBNP znacajno bolji biomarker za dijagnozu akutnog
zatajenja srca, a Gal-3 prognosticki biljeg rehospitalizacije i smrtnosti (van Kimmenade i sur.,
2006). Neka od daljnjih istrazivanja utvrdila su da porast njihove koncentracije kod pacijenata s
HF korelira (Stoltze Gaborit i sur., 2016) i da je Gal-3 prognosti¢ki biljeg HF neovisno 0 NT-
proBNP, bubreznoj i sréanoj funkciji (Meijers i sur., 2014a; van der Velde i sur., 2013). S druge
strane, Felker i sur. te Zhang i sur. su zakljucili da Gal-3 gubi neovisnu dugoro¢nu prognosticku
vrijednost nakon korekcije s NT-proBNP-om (Felker i sur., 2012; Zhang i sur., 2015). Prednost
Gal-3 pred NT-proBNP lezi u tome da je stabilniji i otporniji na hemodinamske promjene (Milting
i sur., 2008; Lok i sur., 2013). Jos je nejasno koja je povezanost izmedu ta dva biomarkera u vidu
sréanog stresa i neurohormonalne aktivacije, medutim ¢ini se da bi njihova kombinacija bila

korisna u stratifikaciji visokorizi¢nih HF pacijenata (Amin i sur., 2017).
1.2. Utjecaj rekreacijskog SCUBA ronjenja na organizam

Rekreacijsko ronjenje s komprimiranim plinskim smjesama (eng. self-contained
underwater breathing apparatus, SCUBA) uzrokuje specifi¢an stres za organizam, a posebice za
kardiovaskularni sustav, zbog izazovnih uvjeta okolisa i zahtjevne fizicke aktivnosti. SCUBA-
uredaj predstavlja otvoreni sustav u kojem se izdahnuti zrak ne moze vracati u spremnik, nego se
ispusta u okolis. Rekreacijsko ili sportsko ronjenje je oblik amaterskog ronjenja koji je sve
popularniji, a odnosi se na ronjenje do dubine od 40 metara s direktnim vertikalnim pristupom
povrsini koriste¢i komprimirani zrak kao smjesu za disanje (CMAS International Diver Training

Standards and Procedures Manual).



Nekoliko razli¢itih sila koje prilikom ronjenja djeluju na srce i krvozilni sustav uzrokuju
(pato)fizioloske promjene u organizmu. Radi se o poviSenju tlaka u okolini, hiperoksiji, imerziji
(uranjanje tijela u vodu), disanju pod povisenim tlakom, izlaganju niskoj temperaturi. Imerzija pri
niskim temperaturama izaziva translokaciju krvi u torakalno podrucje i usporava protok tekucine
iz stanica u krvne Zile §to povecava udarni volumen krvi i mijenja sréani minutni volumen (eng.
cardiac output) (Grassi i sur., 2009). Uz to, dolazi i do aktivacije sr¢ano — endokrino — bubreznog
mehanizma koje zapoc€inje istezanjem stijenki desnog atrija i poviSenjem krvnog tlaka (Grassi i
sur., 2009). Organizam pokre¢e kompenzacijske endokrine i autonomne mehanizme koji vracaju
volumen plazme na normalnu razinu i smanjuju ukupni periferni otpor, tj. onemogucuju porast
krvnog tlaka. Zbog izlozenosti hladnoj vodi dolazi do periferne vazokonstrikcije i smanjenja
tjelesne temperature te aktivacije simpatikusa (Ferrer i sur., 2007). Posljedica je, takoder povisenje
naknadnog opterecenja (eng. afterload) lijevog ventrikla i arterijskog dijastolickog tlaka (Arieli i
sur., 1997; Mourot i sur., 2007). Pojava pulmonarnog edema nakon ronjenja kod zdravih osoba
pripisuje se izlozenosti hladno¢i (Coulange i sur., 2010). Pretpostavlja se da je dusikov oksid
medijator regulacije temperature te da posreduje vazokonstrikciju uzrokovanu hladnocom.
Vazokonstrikcija se ne dogada samo kutano, nego i u skeletnim misi¢ima $to dovodi do smanjenog
sréanog minutnog volumena i povecava fizi¢ki napor potreban tijekom ronjenja (Ferrer i sur.,
2007). Centralizacija cirkulacije uzrokuje i aktivaciju parasimpatickog zivéanog sustava §to dovodi
do bradikardije (Obad i sur., 2010).

Prilikom zaranjanja prema sve vecoj dubini, tlak oko ronioca se povecava sto uzrokuje
povecanje alveolarnih tlakova, tzv. hiperbarizam. PoviSeni tlak u okolini uzrokuje promjene u
cirkulaciji §to je posljedica aktivacije i povezanosti izmedu kardiovaskularnog, endokrinog i
autonomnog Ziv€anog sustava (Grassi i sur., 2009). Povecani parcijalni tlak kisika u plu¢ima
uzrokuje povecanje koli¢ine otopljenog kisika u krvi 1 otpustanje kisika u tkiva pod povecanim
tlakom. S obzirom na to da miSi¢na aktivnost povecava osjetljivost tkiva na toksi¢nost kisika,
hiperoksija predstavlja potencijalnu opasnost za ronioce. Iznad kriti¢ne vrijednosti alveolarnog
parcijalnog tlaka kisika (pO2 > 200 kPa) hemoglobin vise nema pufersko djelovanje za kisik. Zbog
toga se parcijalni tlak kisika u tkivima moZe jo§ znatnije povisiti $to uzrokuje povecano nastajanje
kisikovih slobodnih radikala. Oni nastaju u tolikoj mjeri i takvom brzinom da ih antioksidacijski
enzimski mehanizmi ne mogu ukloniti. Najosjetljivije tkivo je Ziv€ani sustav koji je zbog svog
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vec¢inskog lipidnog sastava jako podlozan djelovanju slobodnih radikala. Zato se ucinci akutnog
trovanja kisikom primarno ispoljavaju kao epilepti¢ni napadaji, mucnina, poremecaji vida te
dezorijentacija (Guyton i Hall, 2006). Osim hiperoksije, uzrok oksidativnog stresa za ronioce je i
izloZzenost niskoj temperaturi te intenzivna fizicka aktivnost (teSka oprema i veliki otpor pri
kretanju). Istrazivanja su pokazala da ronjenje uzrokuje porast markera oksidacijskog stresa u
plazmi, ali i antioksidacijskih biljega poput enzima katalaze i superoksid dismutaze (Perovic i sur.,
2014; Sureda i sur, 2012).

Osim hiperoksije, opasnost za ronioce predstavlja i dugotrajno udisanje zraka pod visokim
tlakom, odnosno dusika koji ¢ini oko 71%. Zbog udisanja dusika pod viskom tlakom krv u pluénim
kapilarama se zasiti dusikom, a nakon nekoliko sati zasite se i sva tkiva u organizmu. Zasicenje se
odnosi na parcijalni tlak dusika u tkivima koji je izjednacen s parcijalnim tlakom dusika koji ronilac
udise. Potrebno je nekoliko sati da bi se parcijalni tlak dusika smanjio u plu¢ima da bi se visak
mogao ukloniti disanjem. Dok je ronilac duboko ispod povrSine mora viSak dusika je u otopljenom
stanju zbog djelovanja hidrostatskog tlaka. Ako ronilac naglo izroni na povrsinu u stanju s visokim
parcijalnim tlakom du$ika u tkivima, moze do¢i do nastajanja mjehuri¢a dusSika u njegovim
tjelesnim tekuc¢inama. Naime, tlak plinova u tjelesnim tekué¢inama je tada znatno veci od vanjskog
tlaka na tijelo zbog visokog tlaka dusika. On viSe nije otopljen, ve¢ stvara mjehurice koji zacepljuju
krvne zile. Ovisno o broju, veli¢ini 1 lokacijama tih mjehuri¢a dolazi do oStecenja tkiva te se govori
o dekompresijskoj bolesti. Simptomi se mogu pojaviti ve¢ nakon nekoliko minuta, ali i nakon
nekoliko sati. Uglavnom se radi o bolovima u zglobovima i misi¢ima ruku ili nogu. Rjedi simptomi
ukljucuju omaglicu i gubitak svijesti te plu¢ni edem kao posljedicu zacepljenja pluénih kapilara
(Guyton i Hall, 2006). Razli¢ite smjese za disanje koriStenje pri ronjenju mogu uzrokovati
dekompresijsku bolesti, kao i razli¢iti oblici ronjenja (rekreacijsko, tehnicko) (Vann i sur., 2011).
SCUBA ronjenje do razlicitih dubina takoder moze rezultirati dekompresijskom bolesti (Hall,
2014). Sto je ronilac duze pod povrinom i §to je dubina veca, to raste rizik od njene pojave pa se

najcesce javlja pri ronjenju na dubinama ve¢im od 30 metara (Hall, 2014; Bilopavlovi¢, 2017).

Mjehuri¢i zraka Cesto nastaju tijekom SCUBA ronjenja, ali uglavnom nisu povezani s
vidljivim simptomima dekompresijske bolesti, nego se radi o ,,tthim“ mjehuri¢ima (Bilopavlovic i
sur., 2013). Oni uglavnom zaostaju u plu¢ima koje sprjecava njihov prodor u sistemsku arterijalnu

cirkulaciju (Levett i Millar, 2008). Njihova prisutnost je povezana s povecanim rizikom od
9



dekompresijske bolesti, a moguce je i da oStecuju vaskularni endotel (Brubakk i Mollerloken,
2009). Nekoliko studija je ustanovilo da ronjenje negativno utjece na integritet endotela i dovodi

do njegove disfunkcije (Bilopavlovic i sur., 2013).

Zbog svih gore navedenih uvjeta u kojima se odvija, ronjenje treba promatrati kao
specificnu fizicku aktivnost. S obzirom na rastucu popularnost SCUBA ronjenja, sve vecéi broj

studija istrazuje kako ono utjece na ljudski organizam.
1.2.1 Utjecaj ronjenja na sr¢ane parametre

Razli¢ito dizajnirane studije mjerile su pojedine sréane parametre kod ronilaca nakon
ronjenja ili boravka u hiperbari¢noj komori. Rezultati dobiveni iz studija dizajniranih na ta dva
razli¢ita nacina vrlo vjerojatno nisu medusobno usporedivi $to je dokazano za odredene parametre.
U slucaju NT-proBNP i BNP-a, mjerenje njihove plazmatske koncentracije nakon ronjenja i nakon
boravka u hiperbari¢noj komori je dalo oprecne rezultate. Grassi i sur. mjerili su koncentraciju
BNP kod istih ispitanika nakon SCUBA ronjenja te nakon boravka u hiperbari¢noj komori. Utvrdili
su da njegova koncentracija raste nakon zarona (1h, 10 m), a ne mijenja se pri izlaganju suhim
hiperbari¢nim uvjetima; odnosno da iako se radi o istom okoliSnom tlaku, u¢inak na ventrikularno
opterecenje je razli¢it. Tu pojavu pripisuju izlaganju hladnoj vodi zbog ¢ega je prisutna intenzivnija
periferna vazokonstrikcija i posljedi¢no veci afterload ventrikula u odnosu na boravak u komori
pri istoj temperaturi. U istrazivanju u kojem je SCUBA zaron takoder bio na 10 m dubine trajanja
jednog sata zabiljeZen je statistiCki znaCajan porast u plazmatskoj koncentraciji NT-proBNP-a
(Gempp i sur., 2007). Jos jedna studija, u kojoj je SCUBA ronjenje trajalo 30 min na dubini od 15
m, potvrdila je poviSenje koncentracije BNP, NT-proBNP te njihovog prekursora proBNP nakon
dubinskog ronjenja (Passino i sur., 2011). Ta skupina znanstvenika zabiljezila je da je omjer
koncentracija NT-proBNP i BNP prije i nakon zarona jednak tako da je relevantno usporedivati
njihove poraste u razli¢itim studijama. Passino i sur. su takoder zabiljezili porast koncentracije
noradrenalina nakon ronjenja, Sto je u skladu s pretpostavljenim fizioloskim odgovorom koji
ukljucuje aktivaciju simpatikusa zbog hladnoce i stresa za organizam. Sva spomenuta povisenja

koncentracija odnose se na povecanje unutar referentnog intervala, tj. na zdravu populaciju.

Vecina istraZzivanja na SCUBA roniocima pratila je promjene razlicitih biomarkera kod

stanja izazvanih ronjenjem poput imerzijskog pluénog edema (IPE, eng. interstitial pulmonary
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edema) i dekompresijske bolesti. Coulange i sur. su mjerili plazmatske koncentracije NT-proBNP
kod zdravih ronilaca bez srcanih bolesti koji su razvili IPE te zabiljezili patolosko povecanje
koncentracije koja se vratila na normalu unutar 48 h (Coulange i sur., 2010). Objasnjavaju da je
njihovo istrazivanje dokazalo da porast plazmatske koncentracije NT-proBNP nakon ronjenja kod
zdravih osoba govori o prosjecnom sr¢anom stresu/ozljedi uslijed intenzivne fizicke aktivnosti,
otezanog disanja i povec¢anog ventrikularnog optereéenja zbog imerzije i hladnoc¢e (Coulange i sur.,
2010). Specifi¢ni uvjeti ronjenja aktiviraju adaptivni kardiovaskularni odgovor koji inducira
odredene procese poput povecanja sr¢anog minutnog volumena Sto dovodi do otpustanja
natrijureznih peptida (Grassi i sur, 2007; Passino i sur., 2011). Osim BNP, otpusta se i atrijski
natrijurezni peptid (ANP, eng. Atrial Natriuretic Peptide) s kojim dijeli fizioloske ucinke
(Cvoriséec i Cepelak, 2009). Hemodinamske promjene uslijed imerzije i hladnoée koje dovode do
povecanog intratorakalnog volumena krvi uzrokuju rastezanje stijenke atrija iz kojeg se oslobada
ANP (Epstein i sur., 1989; Stocks i sur., 2004). BNP se u kombinaciji s troponinom pokazao kao
dobar biljeg za razlikovanje IPE i dekompresijske bolesti (Louge i sur., 2016). Naime, kod svih
ronilaca s IPE je zabiljeZen patoloski porast koncentracije BNP i c¢Tnl ili jednog od biljega, dok
patoloskog porasta nije bilo niti kod jednog ronioca s dekompresijskom bolesti. Gempp i sur su
2013. takoder zabiljezili povisenje koncentracije Tnl kod nekih SCUBA ronilaca koji su razvili
IPE te zakljucili da reverzibilna miokardijalna disfunkcija nerijetko prati IPE (Gempp i sur., 2013).
Studija na miSevima podvrgnutim simuliranom ronjenju pronasla je pozitivnu korelaciju izmedu
¢TnT i mjehuri¢a zraka u venama te viSu koncentraciju troponina u odnosu na kontrolnu skupinu
(bez ronjenja) (Jorgensen i sur, 2013). Osim toga, zabiljeZili su da hiperbari¢no prekondicioniranje
znacajno smanjuje koncentraciju Tn nakon simuliranog ronjenja $to bi moglo upucivati na to da

stvaranje mjehuri¢a nakon ronjenja negativno utjece na srce (Jorgensen i sur., 2013).

SCUBA ronjenje je uzrok neurohormonalnog i mehani¢kog stresa za miocite (atrijske i
ventrikularne), vjerojatno zbog adrenergicke aktivacije i dilatacije klijetki koje uzrokuje sekreciju
natrijuretskih peptida (Passino i sur., 2011). Njihovo povec¢ano otpustanje utjece na vazomotorni
tonus i hemodinamiku; a moguce je da ANP sudjeluje u razvoju edema, dok BNP odgada vracanje

tjelesnih tekuc¢ina u homeostazu (Coulange i sur., 2010).

U strucnoj literaturi ne postoje objavljeni podaci 0 mjerenju galektina-3 kod ronilaca, ali

postoje studije u kojima je proucavan utjecaj vjezbanja na njegovu koncentraciju.
11



1.3 Utjecaj fizi¢ke aktivnosti na plazmatsku koncentraciju Gal-3

Rastu¢i broj istrazivanja proucava utjecaj fizicke aktivnosti (uglavnom visokog ili srednjeg
intenziteta) na upalne biljege kao sto je CRP i sréane biomarkere poput troponina i NT-proBNP-a.
U viSe navrata je dokazano otpuStanje NT-proBNP i sréanih troponina u cirkulaciju nakon
vjezbanja, uglavnom razli¢itih oblika maratona (Kong i sur., 2017; Vassalle i sur., 2018; Salvagno
i sur., 2014; Lippi i sur., 2008; Tian i sur., 2012). S obzirom na to da je galektin-3 medijator i
posrednik u razli¢itim sr¢anim procesima, pocinje se ukljucivati u ispitivanja utjecaja vjezbanja na

kardiovaskularni sustav i prolazno ostecenje srca.

Hattasch i sur. su prva skupina znanstvenika koja je 2013. godine mjerila koncentraciju
Gal-3 prije i nakon intenzivnog vjezbanja (tr¢anje 30 km) te zabiljezila znacajan porast 1 h nakon
trcanja. Fukcije lijevog i desnog ventrikula su bile o€uvane §to je ispitano magnetskom rezonancom
i ehokardiografijom pa se mogao iskljuciti porast koncentracije uzrokovan oslabljenim srcem
(Hattasch i sur., 2014). Znanstvenici su porast pripisali fizioloSkom odgovoru organizma na tu
vrstu fizicke aktivnosti te iskljucili sr¢ano osStec¢enje kao uzrok. Svoj zakljuc¢ak potkrepljuju
paralelnim ispitivanjem ekspresije Gal-3 mRNA na miSevima koji su tr¢ali na kolutu u odnosu na
neaktivnu kontrolnu skupinu. Aktivni miSevi imali su 98% vecéu ekspresiju u skeletnim misi¢ima
u odnosu na neaktivne, a ekspresija u lijevom ventriklu je bila 19% veca. Zanimljivo je da su
utvrdili da je najmanji porast koncentracije Gal-3 prisutan kod najiskusnijih trkaca te da je njegova
bazna razina znacajno visa kod atletiara u usporedbi sa zdravim kontrolama. Hattasch i sur. su
kod istih ispitanika zabiljezili statisti¢ki zna¢ajan porast koncentracije NT-proBNP i hsTnT nakon
utrke. Bazne vrijednosti hsTnT kod vecine trkac¢a su bile ispod granice detekcije, ali je kod polovice
ispitanika koncentracija nakon utrke bila visa od cut-off vrijednosti. Koncentracija NTproBNP
izmjerena prije utrke bila je unutar referentnog raspona kod svih trkac¢a, medutim kod petine je
ispitanika nakon utrke zabiljeZena koncentracija veca od cut-off vrijednosti za njihovu dob. Unato¢

tomu, kod tih ispitanika nije utvrdena promjena u src¢anoj funkciji (Hattasch 1 sur., 2014).

Sljedeca studija na trka¢ima provedena je 2014. godine, Salvagno i sur., a zabiljeZen je
statisti¢ki znacajan porast koncentracije Gal-3, NT-proBNP i Tnl neposredno nakon ultramaratona
(Salvagno i sur., 2014). Vassalle i sur. su 2017. godine mjerili koncentracije razli¢itih sr¢anih

parametara (Gal-3, Nt-proBNP, Tnl, TnT) nakon polumaratona u vise toCaka: dan prije utrke,
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neposredno nakon te 24 i 48 sati poslije (Vassalle i sur., 2017). Na taj nacin dobio se uvid u
dinamiku normalizacije parametara ¢ija je koncentracija rasla. Koncentracija Gal-3 je bila
statisticki znacajno veca neposredno nakon polumaratona, a vratila se na Svoju baznu razinu unutar

24 sata.

Do sada spomenuta istrazivanja proucavala Su utjecaj ,,akutne* fizicke aktivnosti, tj.
jednokratnog fizickog napora na Gal-3. Studija autora Khajeian i Moghadasi iz 2017. godine je
dizajnirana na nacin da ispita utjecaj redovite fizicke aktivnosti kroz osam tjedana na koncentraciju
Gal-3. Utvrdili su da je plazmatski porast nakon epizode kratkog intenzivnog vjezbanja manji kod
osoba koje redovito vjezbaju. Koncentracija Gal-3 u mirovanju nakon osmotjednog programa bila
je jednaka baznoj razini, izmjerenoj prije pocetka vjezbackog protokola (Khajeian i Moghadasi,
2017).

Promatraju¢i navedena istrazivanja, sigurno je da intenzivna fizi¢ka aktivnost uzrokuje

otpustanje galektina-3, ali njegovo porijeklo nije sasvim razjasnjeno.
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2. ObrazloZenje teme

Rekreacijsko ronjenje s komprimiranim plinskim smjesama jest poseban oblik fizicke
aktivnosti koji uzrokuje razlicite patofizioloSke promjene u organizmu. Uvjeti okoliSa koji
ukljucuju hiperoksiju, izlaganje poviSenom tlaku i hladno¢i; uz imerziju i fizicki napor imaju
najveci utjecaj na kardiovaskularni sustav. Ronjenje uzrokuje porast odredenih biomarkera u krvi,
ali studije su malobrojne i ograni¢ene. Galektin-3 kao izuzetno zanimljiv protein koji je u fokusu
brojnih istrazivanja vezanih uz srce, do sad nije mjeren kod populacije ronilaca nakon SCUBA

Zarona.

Cilj ovog diplomskog rada je pridonijeti spoznajama o utjecaju rekreativnog ronjenja s
komprimiranim plinskim smjesama na plazmatsku koncentraciju galektina-3, NT-proBNP-a, hs-
Tnl, hs-CRP-a i mioglobina. U tu svrhu, provedena je studija na rekreacijskim roniocima nakon
zimskog razdoblja neronjenja, koji su zaronili na 30 metara dubine i tamo proveli 30 minuta. Krv
im je uzeta prije zarona, neposredno nakon te 3 i 6 sati nakon zarona. 1z uzoraka krvi izdvojena je
plazma u kojoj su pra¢ene koncentracije galektina-3, hsCRP-a te biljega oSteCenja sréanog i

skeletnih misi¢a: hsTnl, Nt-proBNP i mioglobina.
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3. Materijali i metode
3.1. Ispitanici

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 10 rekreacijskih ronilaca, muskaraca dobi od 30 do 52
godine, kojima je to bio prvi zaron nakon zimskog perioda neronjenja od najmanje 5 mjeseci.
Ispitanicima je objasnjen plan zarona, upoznati su s istrazivanjem te su potpisali informirani
pristanak. Istrazivanje je provedeno u skladu s Helsinskom deklaracijom, a odobreno je od Etickog
povjerenstva Opce bolnice Dubrovnik (broj odobrenja 01-355/4-3-14 od 13. lipnja 2014.) i
Povjerenstva za eti¢nost eksperimentalnog rada Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu (broj odobrenja 643-03/14-01/04 od 18. srpnja 2014.)

U istraZivanje su ukljucene osobe koje nisu ronile tijekom zimskog razdoblja, tj. najmanje
pet mjeseci; bez povijesti kroni¢ne bolesti ili nekog drugog stanja koje bi moglo utjecati na
rezultate. Ispitanici su nepusaci s indeksom tjelesne mase (eng. Body Mass Index, BMI) od 20
kg/m? do 30 kg/m? te im je zdravstveni status ispitan sistematskim pregledom prije pocetka
istrazivanja. Kako se na taj nacin ne bi utjecalo na rezultate, ispitanici nisu profesionalni ronioci
niti se profesionalno bave sportom te nisu vjezbali barem 48 sati prije istrazivanja. Osim toga,

kriterij iskljucenja bila je i pojava simptoma dekompresijske bolesti (Perovic i sur, 2017).

3.2 Protokol zarona

Eksperimentalni zaron bio je proveden 30. travnja 2016. na morskoj obali u Dubrovniku.
Temperatura zraka tijekom provodenja istrazivanja kretala se izmedu 16 1 20 °C, a temperatura
mora bila je 16 °C na povrSini mora i 14 °C na 30 metara dubine. Ronioci su bili opremljeni
ronilackom opremom koja se sastojala od mokrih ronilackih odjela i opreme za disanje otvorenog
kruga (SCUBA oprema). Za disanje je koriSten komprimirani zrak. Ronioci su ronili u skupini do
30 metara dubine, a vradanje na povrSinu je provedeno postupno bez dekompresijskog
zaustavljanja. Zaron je trajao 30 minuta i svih 10 ispitanika uspjeS$no je zavrSilo planirani zaron.
Nakon izrona ispitanike je pregledao lijecnik, specijalist za baromedicinu i pomorsku medicinu te

nitko od ronilaca nije imao simptome dekompresijske bolesti (Perovic i sur, 2017).
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3.3 Uzimanje uzoraka krvi

Venska krv je uzorkovana u Cetiri vremenske tocke na sljedec¢i nacin: neposredno prije
izvodenja zarona, izmedu 9:15 1 9:45 (t0); neposredno nakon ronjenja, izmedu 10:45 1 11:15 (t1);
3 sata nakon ronjenja, izmedu 13:45 1 14:15 (t2); te 6 sati nakon ronjenja, izmedu 16:45 1 17:15
(t3). Krv je prikupljena u svim tockama u vacuum epruvete s K;EDTA kao antikoagulansom
(Vacuette, Greiner Bio-One GmbH) od strane stru¢nog osoblja, u skladu s nacionalnim
preporukama za uzorkovanje venske krvi. Svi uzorci dopremljeni su na obradu u Odjel za
laboratorijsku dijagnostiku Opce bolnice Dubrovnik unutar 30 minuta od vadenja krvi (Perovic i
sur., 2017). Uzorci krvi su centrifugirani 10 minuta, 1500 ok/min te je dobivena plazma odvojena
i pohranjena na -80 °C do provodenja analiza. Analize su provedene u Klinickom zavodu za

laboratorijsku dijagnostiku Klini¢ke bolnice Dubrava u Zagrebu.

3.4 Metode

Svi testovi koriSteni u ovom istrazivanju koriste se u rutinskom radu i ispunjavaju kriterije
unutarnje kontrole kvalitete, osim testa za odredivanje koncentracije galektina-3 koji se ne Kkoristi
rutinski. Kako bi se osigurali vjerodostojni rezultati, tocnost mjerenja je provjerena neposredno

prije pocetka analiza.

3.4.1 Odredivanje koncentracije galektina-3

Koncentracija galektina-3 je mjerena imunokemijskom analizom ELISA (eng. enzyme
linked immunosorbent assay) koriste¢i test Quantikine® ELISA Human Galectin-3 Immunoassay
(R&D Systems Inc, Minneapolis, USA) na uredaju Siemens Bep 2000 Advance. Analiticki raspon
testa Quantikine® ELISA Human Galectin-3 Immunoassay je do 10 ng/mL pa su uzorci razrijedeni
zbog ocekivanih vrijednosti vec¢ih od 10 ng/mL s obzirom na literaturne podatke o referentnim

koncentracijama Gal-3.
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3.4.2 Odredivanje koncentracije NT-proBNP

Koncentracija NT-proBNP-a odredivana je komercijalno dostupnim Alere Nt-proBNP
testom na analizatoru Architect i1000 SR (Abbott Diagnostics, Abbott Park, Illinois, USA) ¢iji je
mjerni interval 8-35000 pg/mL, a referentni raspon <125 pg/mL. Radi se o kemiluminiscentnoj
imunoanalizi koja koristi obiljezene paramagnetske Cestice, tzv. CMIA (eng. chemiluminiscent
microparticle immunoassay). Kalibrator metode sljediv je prema unutarnjim standardima

proizvodaca.

3.4.3 Odredivanje koncentracije hs-Tnl

Koncentracija visoko osjetljivog troponina I odredivana je komercijalnim Access hsTnl
testom (CMIA metoda) na automatskom analizatoru UniCel DxI 600 (Beckman Coulter, Brea, CA,
USA). Analiti¢ki raspon testa je 0.01 — 80 ng/L, a 99.-a percentila prema proizvodacu za muskarce

iznosi 19,8 ng/L. Kalibrator metode sljediv je prema unutarnjim standardima proizvodaca.

3.4.4 Odredivanje koncentracije hs-CRP

Koncentracija visoko osjetljivog C-reaktivnog proteina mjerena je pomocu komercijalnog
testa CRP Latex za visoko osjetljivi CRP na automatskom analizatoru Beckman Coulter AU 680
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Test se temelji na imunoturbidimetrijskoj metodi, a raspon
iznosi 0,08-80 mg/L. Normalnom vrijednosti se smatra koncentracija <5 mg/L. Vrijednosti
kalibratora CRP-a sljedive su prema IFCC (International Federation of Clinical Chemistry)
standardu CRM 470.

3.4.5 Odredivanje koncentracije mioglobina

Koncentracija mioglobina odredivana je na automatskom analizatoru Beckman Coulter AU
2700Plus (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) imunoturbidimetrijskim komercijalnim testom.

Kalibrator je sljediv prema proc¢is¢enom humanom sr¢anom mioglobinu i vrijednosti dodijeljenih

17



uz pomo¢ komercijalno dostupne RIA (radioimmunoassay) metode. Linearnost testa iznosi 30—-800

ng/L, a referentni interval za musSkarce je 19-92 ng/L.

3.4.6 Statisti¢ka analiza

U istrazivanje je ukljucen mali broj ispitanika zbog ¢ega je u obradi rezultata koristena
neparametrijska statistika, iako je prisutna normalna razdioba svih skupina, a rezultati su izrazeni
kao medijan i interkvartilni raspon. Statisticka analiza i usporedba rezultata provedena je u
statistiCkom programu MedCalc Friedman ANOVA testom, a p-vrijednost je s obzirom na broj
hipoteza korigirana Bonferronijevom korekcijom. Statisticki znac¢ajnom razlikom izmedu dvije

vrijednosti smatrala se svaka p-vrijednost < ili = 0,05.

Kako bi se utvrdila klinicka znac¢ajnost promjene koncentracija mjerenih parametara, za svaki je
izraCunata RCV (reference change value) vrijednost prema sljedecoj formuli:

RCV = 2Y2x 7 x (CVa2+ CVA)Y2
pri ¢emu Z vrijednost iznosi 1,96 za 95% statistiC¢ku znacajnost u dvosmjernom statistickom testu,
CVa je analiticki koeficijent varijacija metode, a CV) je intraindividualna bioloska varijacija
(within-subject biological variation).
CV, je za sve metode preuzet iz Westgardovih tablica bioloskih varijabilnosti, osim galektina-3 za
koji je preuzet iz literature za zdrave pojedince (Short- and Long-term Biologic Variability of
Galectin-3 and Other Cardiac Biomarkers in Patients with Stable Heart Failure and Healthy
Adults).
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4. Rezultati

U ovom je radu ispitan utjecaj rekreacijskog ronjenja s komprimiranim plinskim smjesama
na plazmatske koncentracije galektina-3, NT-proBNP, hs-Tnl, hs-CRP i mioglobina. Zanimljivo
je da u do sad objavljenim znanstvenim radovima ne postoje podaci o utjecaju ronjenja ili boravka
u hiperbari¢énim komorama na koncentracije Gal-3. Takoder u literaturi nema podataka o utjecaju
SCUBA ronjenja na koncentracije mioglobina i hsTnl. Kako bi se, u slu¢aju njegovog porasta u
plazmi pod utjecajem ronjenja, razjasnilo njegovo porijeklo mjereni su biljezi oSteCenja sréanog
(hsTnl, i NT-proBNP) i skeletnih misi¢a (mioglobin) te sistemske upale (hsCRP). Mjerenja u tocki
t0, odnosno neposredno prije ronjenja, sluzila su kao kontrola. Prikazani su podaci dobiveni
mjerenjem plazmatske koncentracije Gal-3, NT-proBNP, hsTnl, hsCRP i mioglobina u pojedinim
tockama za svakog ronioca te medijani koncentracija za svaki analit u istim to¢kama. Prikazane su,
takoder izraCunate RCV vrijednosti te postoci promjene koncentracije za pojedini analit u odnosu

na prethodnu tocku.

4.1 Utjecaj SCUBA ronjenja na galektin-3

Utjecaj ronjenja na plazmatsku koncentraciju Gal-3 za svakog od 10 ronilaca u mjerenim
to¢kama prikazan je u tablici 1. U tablici 2. prikazani su medijan koncentracija Gal-3 i interkvartilni
raspon po tockama. Statisticki znacajno povecanje koncentracije prisutno je neposredno nakon
zarona, tj. u to¢ki t1 u odnosu na kontrolu (t0). Premda se u grafickom prikazu (slika 3.) primjecuje
trend porasta koncentracije Gal-3 nakon zarona, s vrsnom koncentracijom u tocki t2, statisticka
analiza nije potvrdila promjenu u odnosu na vrijednost prije zarona. Na istom se grafu vizualno
moze utvrditi da Gal-3 ponovo postize baznu koncentraciju u tocki t3, tj. 6 sati nakon zarona. 1z
tablice 1 iSCitava se da su u toc¢ki t3 koncentracije Gal-3 kod pojedinog ispitanika gotovo jednake

onima u kontrolnoj tocki.
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Tablica 1. Koncentracija Gal-3 izrazena u ng/mL izmjerena u Cetiri tocke: neposredno prije

ronjenja (t0), neposredno nakon (t1), 3 h (t2) i 6 h (t3) nakon ronjenja.

Galektin-3
t0 tl t2 t3
prije zarona nakon zarona 3 h nakon zarona 6 h nakon zarona
7,010 7,575 8,435 7,190
5,005 5,455 5,495 5,325
7,115 8,200 8,710 6,545
5,010 5,050 5,425 5,005
7,545 8,825 10,185 8,520
6,080 8,230 12,895 7,635
6,535 7,145 7,790 6,740
5,010 5,180 5,075 5,025
6,035 6,905 7,255 6,430
5,225 5,645 6,080 5,360

Tablica 2. Medijan koncentracija Gal-3 u Cetiri tocke: neposredno prije ronjenja (t0), neposredno
nakon (t1), 3 h (t2) i 6 h (t3) nakon ronjenja.

Galektin-3  medijan (interkvartilni raspon)
t0 6,1 (5,0-7,0)
tl 7,0 (5,5-8,2)
t2 7,5 (5,5-8,7)
t3 6,5 (5,3-7,2)
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Slika 3. Graficki prikaz koncentracija Gal-3 izmjerenih u Cetiri to¢ke: neposredno prije ronjenja

(t0), neposredno nakon (t1), 3 h (t2) i 6 h (t3) nakon ronjenja, s prikazanom statisticki zna¢ajnom

razlikom izmedu tocaka t0 i t1.

4.2 Utjecaj SCUBA ronjenja na NT-proBNP

Utjecaj ronjenja na plazmatsku koncentraciju NT-proBNP za svakog od 10 ronilaca u

mjerenim tockama prikazan je u tablici 3. U tablici 4 prikazani su medijan koncentracija NT-

proBNP 1 interkvartilni raspon po tockama. Statisticki znacajno povecanje koncentracije prisutno

je neposredno nakon zarona (t1) kao i nakon 3 sata (t2) i 6 sati (t3) u odnosu na kontrolu (t0).

Postoji takoder, statisti¢ki znacajna razlika u koncentracijama NT-proBNP-a izmedu t1 i t3. Na

grafickom prikazu (slika 4.) se vidi da koncentracija stabilno raste iz tocke u toc¢ku.
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Tablica 3. Koncentracija NT-proBNP izrazena u pg/mL izmjerena u Cetiri tocke: neposredno prije

ronjenja (t0), neposredno nakon (t1), 3 h (t2) i 6 h (t3) nakon ronjenja.

NT-proBNP
t0 tl t2 t3
prije zarona nakon zarona 3 h nakon zarona 6 h nakon zarona
37,7 56,4 6,.8 63,6
78,3 98,0 105,3 108,0
23,4 27,4 32,4 32,4
42,4 47,1 59,2 60,5
14,6 15,0 23,6 37,5
79,2 106,4 105,5 102,2
22,9 30,9 30,7 36,1
40,8 48,8 49,5 52,7
31,7 42,6 44,9 52,3
12,8 15,8 19,2 28,9

Tablica 4. Medijan koncentracija NT-proBNP (pg/mL) u &etiri tocke: neposredno prije ronjenja
(t0), neposredno nakon (t1), 3 h (t2) i 6 h (t3) nakon ronjenja.

NT-proBNP | medijan (interkvartilni raspon)
t0 34,7 (22,9-42,4)
tl 44,85 (27,4-56,4)
t2 47,2 (30,7-60,8)
t3 52,5 (36,1-63,6)
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Slika 4. Graficki prikaz koncentracija NT-proBNP-a izmjerenih u Cetiri to¢ke: neposredno prije
ronjenja (t0), neposredno nakon (t1), 3 h (t2) i 6 h (t3) nakon ronjenja, s prikazanom statisticki

znacajnom razlikom izmedu tocaka t0 i t1, t0 i t2, t0 1t3, t1 i t3.

4.3 Utjecaj SCUBA ronjenja na hs-Tnl

Utjecaj ronjenja na plazmatsku koncentraciju hs-Tnl za svakog od 10 ronilaca u mjerenim
tockama prikazan je u tablici 5. U tablici 6 prikazani su medijan koncentracija hs-Tnl i
interkvartilni raspon po tockama. Do statisticki znacajnog povecanja koncentracije doslo je
neposredno nakon ronjenja, tj. u tocki tl, u odnosu na koncentraciju prije ronjenja. Statisticka
razlika izmedu vrijednosti u ostalim toCkama nije utvrdena, ali se na slici 5 moze primijetiti da je

koncentracija u to¢kama t2 1 t3 priblizno jednaka te nesto visa u odnosu na prethodne tocke.
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Tablica 5. Koncentracija hsTnl izraZzena u ng/L izmjerena u Cetiri tocke: neposredno prije ronjenja

(t0), neposredno nakon (t1), 3 h (t2) i 6 h (t3) nakon ronjenja.

visoko osjetljivi Tnl

10 tl 12 t3
prije zarona nakon zarona 3h nakon zarona 6h nakon zarona
0,10 0,62 0,98 1,13
2,77 2,98 3,86 4,34
0,53 0,69 0,91 1,15
0,50 0,73 1,08 1,10
0,40 1,36 23,13 32,30
7,24 8,62 9,75 10,55
0,12 0,26 0,29 0,80
4,22 4,52 4,86 5,10
0,30 0,74 1,09 2,30
0,82 0,85 2,90 2,90

Tablica 6. Medijan koncentracija hs-Tnl (ng/L) u cetiri to¢ke: neposredno prije ronjenja (t0),

neposredno nakon (t1), 3h (t2) i 6h (t3) nakon ronjenja.

hs-Tnl medijan (interkvartilni raspon)
t0 0,52 (0,30-2,77)
t1 0,79 (0,69-2,98)
t2 1,99 (0,98-4,86)
t3 2,60 (1,13-5,10)
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Slika 5. Grafi¢ki prikaz koncentracija hsTnl izmjerenih u Cetiri tocke: neposredno prije ronjenja
(t0), neposredno nakon (t1), 3 h (t2) i 6 h (t3) nakon ronjenja, s prikazanom statisti¢ki znac¢ajnom

razlikom izmedu tocaka t0 i t1.

4.4 Utjecaj SCUBA ronjenja na hs-CRP

Utjecaj ronjenja na plazmatsku koncentraciju hs-CRP za svakog od 10 ronilaca u mjerenim
tockama prikazan je u tablici 7. U tablici 8 prikazani su medijan koncentracija hs-CRP i
interkvartilni raspon po tockama. Mjerenjem hs-CRP-a nije utvrdena promjena njegove
koncentracije u ovisnosti o ronjenju. Na slici 6. je graficki prikazan raspon koncentracija hs-CRP-
a izmjerenih kod ronilaca u pojedinoj tocki te se primjeéuje da je on gotovo jednak u svakoj tocki

1 da ne postoji vidljiva promjena u koncentraciji izmedu tocaka.
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Tablica 7. Koncentracija hs-CRP izrazena u mg/L izmjerena u Cetiri to¢ke: neposredno prije
ronjenja (t0), neposredno nakon (t1), 3 h (t2) i 6 h (t3) nakon ronjenja.
visoko osjetljivi CRP

t0 tl t2 t3
prije zarona nakon zarona 3 h nakon zarona 6 h nakon zarona
2,7 2,6 2,4 2,3
1,4 1,3 1,1 1,1
0,1 0,1 0,1 0,1
0,5 0,6 0,5 0,6
1,0 0,9 0,6 0,3
1,3 1,3 1,2 1,2
0,4 0,5 0,5 0,5
1,6 14 15 2,0
1,5 1,5 1,6 1,5
0,4 0,3 0,3 0,3

Tablica 8. Medijan koncentracija hs-CRP-a izraZzen u mg/L u Cetiri tocke: neposredno prije ronjenja
(t0), neposredno nakon (t1), 3 h (t2) i 6 h (t3) nakon ronjenja.

hs-CRP medijan (interkvartilni raspon)
t0 1,15 (0,40-1,50)
t1 1,10 (0,50-1,40)
t2 0,85 (0,50-1,50)
t3 0,85 (0,30-1,50)
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Slika 6. Graficki prikaz koncentracija hsCRP-a izmjerenih u Eetiri to¢ke: neposredno prije ronjenja

(t0), neposredno nakon (t1), 3 h (t2) i 6 h (t3) nakon ronjenja.

4.4 Utjecaj SCUBA ronjenja na mioglobin

Utjecaj ronjenja na plazmatsku koncentraciju mioglobina za svakog od 10 ronilaca u
mjerenim tockama prikazan je u tablici 9. U tablici 10 prikazani su medijan koncentracija
mioglobina i interkvartilni raspon po tockama. Statisticki znacajno povecanje koncentracije
prisutno je neposredno nakon zarona (t1) u odnosu na kontrolu (t0). Prisutno je takoder, statisticki
znacajno smanjenje koncentracije mioglobina 6 sati nakon zarona u odnosu na koncentracije nakon
ronjenja. Zabiljezeni porast, a zatim pad koncentracije jasno je vidljiv u grafickom prikazu (slika
7).

27



Tablica 9. Koncentracija mioglobina izrazena u pg/L izmjerena u Cetiri tocke: neposredno prije

ronjenja (t0), neposredno nakon (t1), 3 h (t2) i 6 h (t3) nakon ronjenja.

Mioglobin
t0 tl t2 t3
prije zarona nakon zarona 3 hnakon zarona 6 h nakon zarona
67 130 128 79
79 79 67 66
86 129 117 89
52 90 79 67
61 178 171 136
76 108 88 86
67 96 92 74
92 164 114 90
83 103 94 75
50 57 53 51

Tablica 10. Medijan koncentracija mioglobina (nug/L) u Cetiri to¢ke: neposredno prije ronjenja (t0),

neposredno nakon (t1), 3h (t2) i 6h (t3) nakon ronjenja.

mioglobin  medijan (interkvartilni raspon)
t0 71,5 (61,0-83,0)
t1 105,5 (90,0-130,0)
t2 93,0 (79,0-117,0)
t3 77,0 (67,0-89,0)
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Slika 7. Graficki prikaz koncentracija mioglobina izmjerenih u Cetiri tocke: neposredno prije
ronjenja (t0), neposredno nakon (t1), 3 h (t2) i 6 h (t3) nakon ronjenja, s prikazanom statisticki

znacajnom razlikom izmedu toc¢aka t0 i t1, t1 i t3, t2 1 t3.

4.6. Klini¢ki znac¢ajan utjecaj SCUBA ronjenja na mjerene parametre

U istrazivanje je ukljucen mali broj ronilaca pa je zbog toga izraCunata referentna promjena
vrijednosti, tzv. RCV kako bi se zamijetila promjena koncentracije odredenog parametra koja se
statistiCki ne smatra znacajnom zbog veli¢ine uzorka. Za svakog ronioca izraCunat je postotak
odstupanja koncentracije analita u odnosu na prethodnu toc¢ku prema jednadzbi % odstupanja =
[(tn —t0) / t0] x 100, gdje je tn vrijednost u toc¢kama t1, t2 i t3. Postotak odstupanja interpretira se
u odnosu na RCV, tj. klini¢ki znac¢ajnom promjenom koncentracije smatra se vrijednost u tocki u
kojoj je apsolutna vrijednost postotka odstupanja ve¢a od RCV za pojedini analit. Klinicki znacajne

promjene su oznacene plavom bojom u tablicama 11. 1 12,

Iz tablica se iS¢itava da se koncentracija Gal-3 klini¢ki znacajno povecava 3 sata nakon
zarona u odnosu na koncentraciju prije zarona te da je prisutno klini¢ki znac¢ajno smanjenje
koncentracije 6 sati nakon zarona u odnosu na koncentraciju 3 sata nakon zarona.
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Za NT-proBNP i hsTnl klini¢ki je znacajno povecanje koncentracije u usporedbi s
koncentracijom prije zarona prisutno 3 sata i 6 sati nakon. Koncentracija hsTnl je takoder znacajno

vi$a u toc¢ki t3 u odnosu na t2.

Zanimljivo je da nije utvrdena klini¢ki znacajna promjena koncentracija mioglobina
1 hsCRP niti u jednoj tocki. Za CRP je isto primje¢eno klasicnom statistickom obradom podataka,
a u okviru RCV vrijednosti moze se protumaciti kao posljedica visokog intraindividualnog
koeficijenta varijacije. Kriuvlja porasta i pada koncentracije mioglobina vidljiva na slici 7
potvrdena je klasi¢nom statistickom analizom, ali ta promjena koncentracija nije zabiljezena kao
klini¢ki znacajna. Vjerojatno se radi o posljedici malog broja uzoraka zbog kojeg komponenta RCV
vrijednosti zvana intraindividualna bioloska varijacija ima izraZeniji ucinak na promjene

koncentracija mioglobina nego u ve¢im uzorcima.

Tablica 11. Prikaz % odstupanja koncentracija mjerenih analita u odnosu na koncentracije prije
zarona uz pripadajuce vrijednosti CVa (analiticki koeficijent varijacije metode), CV|

(intraindividualna bioloska varijcija) i RCV (referentna promjena vrijednosti) za pojedini analit.

Mijereni Ot/i odstupanja; ; odnosu natgo
parametri nakon 3 hnakon 6 hnakon CVa cvi RCV
zarona zarona zarona
galektin-3 10,2 17,9 4,4 3,5 4,5 15,8
prlc;gl;lP 19,3 28,9 36,4 3,18 10 28,1
hsTnl 35,6 554 62,7 5,4 14,05 41,7
hsCRP -3,4 -12,9 -28,8 2 49,7 137,9
mioglobin 32,5 23,2 8,7 2,2 13,9 39,0
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Tablica 12. Prikaz % odstupanja koncentracija mjerenih analita u pojedinim to¢kama u odnosu na

koncentracije u tockama t1 i t2 uz pripadaju¢u RCV vrijednost za pojedini analit.

o -
Mijereni % promjene u odnosu na tl /o promjene u
. odnosu na t2
parametri 2 13 13 RCV
3 h nakon zarona 6 h nakon zarona 6 h nakon zarona
galektin-3 9,1 -6,7 -19,3 15,8
NT-
0roBNP 10,9 20,0 11,2 28,1
hsTnl 34,2 48,2 20,4 41,7
hsCRP -9,2 -235 -9.4 137,9
mioglobin -13,6 -38,1 -22,1 39,0
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5. Rasprava

S rastu¢om popularnos¢u SCUBA ronjenja kao rekreativne aktivnosti, povecava se vaznost
razumijevanja utjecaja ovog fizioloSkog stanja na organizam. Pod najveéim utjecajem promjena u
okoli$u kojima je ¢ovjek izloZen u dubinskom ronjenju jesu srce i krvozilni sustav. Zato je za
oc¢ekivati da ronjenje s komprimiranim plinskim smjesama utjece na odredene sr€ane parametre
poput NT-proBNP i troponina, sto je prethodno pokazano (Passino i sur., 2011; Grassi i sur., 2009).
S obzirom na to da je Gal-3 ukljuéen u razli¢ite miokardijalne procese te sudjeluje u sréanom
remodeliranju zanimljivo je bilo ispitati utjece 1i SCUBA ronjenje na koncentraciju Gal-3. Smatrali
smo bitnim provjeriti imaju li utvrdene promjene koncentracija tih parametara klinicku znacajnost,
odnosno ukoliko se u obzir uzme analiti¢ka i intraindividualna bioloSka varijabilnost. Vazno je
napomenuti da se sva povecanja koncentracija mjerenih parametara odnose na porast unutar
referentnog intervala, tj. da se ne radi o patoloskom povecanju koncentracija. Za vrijednosti Gal-3
mjerene R&D kitom kori§tenim u ovom istrazivanju ne postoje utvrdeni referentni intervali.
Dostupni su proizvodacevi podaci u kojima se navodi da kod skupine zdravih volontera prosje¢na
koncentracija Gal-3 u EDTA plazmi iznosi 6,44 ng/mL (Quantikine® ELISA Human Galectin-3
Immunoassay). Jedini podaci izuzev ovih su objavljeni od strane Meijers i sur. usporedbom
razli¢itih dijagnostickih testova za mjerenje Gal-3 koji navode 90.-u (9,1 ng/mL), 95.-u (9,9 ng/mL)
197.5-u (10,6 ng/mL) percentilu, vrijednosti dobivene na “opcoj” populaciji (Meijers i sur., 2014b).

Ovo istrazivanje pokazalo je da koncentracije Gal-3, NT-proBNP, hsTnl i mioglobina
statisticki znacajno rastu nakon ronjenja u odnosu na vrijednosti u t0. Na grafickim prikazima
(Slika 3, 4 i 5) je jasno vidljivo da koncentracija Gal-3, NT-proBNP i hsTnl nastavlja rasti 3 i 6
sati nakon zarona, ali taj porast je statisticki znacajan samo za NT-proBNP. Vjerojatno je uzrok
tomu mali broj uzoraka jer odskakanje samo jedne vrijednosti znacajno utjece na statistiku u maloj
populaciji ispitanika. Ponavljanjem mjerenja na ve¢em broju uzoraka vjerojatno bi se utvrdio
statistiCki znacajan porast koncentracije Gal-3 i hsTnl 3 sata nakon ronjenja u odnosu na vrijednost

prije zarona jer intraindividualna bioloska varijabilnost ne bi imala toliko znacajan utjecaj.

Koristenjem RCV vrijednosti uzeta je u obzir bioloska varijacija, pa je za Gal-3 i hsTnl

uoceno ono S§to se vizualno primjecuje, a nije zabiljezeno klasi¢nom statistickom analizom.
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Odnosno, koncentracija Gal-3 i hsTnl je klini¢ki znacajno viSa 3 sata nakon ronjenja u odnosu na
koncentraciju neposredno prije zarona. Medutim, klinicki znacajno vece plazmatske koncentracije
neposredno nakon ronjenja u odnosu na koncentracije prije zarona nisu zabiljeZene; tj. porast
koncentracija mjerenih parametara neposredno nakon zarona u odnosu na koncentraciju prije
zarona moze biti posljedica bioloske varijabilnosti ili analiticke varijacije metode. Zbog toga porast
Gal-3, NT-proBNP, hsTnl i mioglobina nesporedno nakon ronjenja ne bi trebalo smatrati klinicki
znacajnim. S druge strane, porast koncentracija istih parametara 3 sata nakon ronjenja upucuje na
odredenu promjenu u organizmu, tj. kliniar ga ne bi smio zanemariti, ve¢ utvrditi u kakvom je

stanju osoba, je li sve u redu s funkcijom srca, itd.

Prema do sada dostupnim literaturnim podacima ovim je istrazivanjem prvi puta ispitan
uc¢inak SCUBA ronjenja na plazmatsku koncentraciju Gal-3. Ronjenje povisuje plazmatsku
koncentraciju Gal-3, ¢ak i na klini¢ki znac¢ajnoj razini. Najvisa koncentracija zabiljezena je 3 sata
nakon zarona, a koncentracija pada na baznu razinu (prije ronjenja) 6 sati nakon ronjenja. Podaci
o dinamici koncentracije Gal-3 nakon ronjenja sli¢ni su onima o njegovoj dinamici nakon drugih
oblika fizi¢ke aktivnosti, pa su tako Vassalle i sur. su zabiljezili da se 24 sata nakon polumaratona
koncentracija Gal-3 normalizirala (Vassalle i sur., 2017), dok Issa i sur. navode da je vr$na

koncentracija Gal-3 prisutna 1 i 3 sata nakon vjezbanja (Issa i sur., 2015).

Otpustanje galektina-3 u plazmu nakon ronjenja moze biti posljedica fizickog napora, ali i
drugih aspekata ronjenja poput povisenog tlaka i hiperoksije. Dobiveni rezultati, tj. porast Gal-3
neposredno nakon ronjenja kao fizicke aktivnosti u skladu je s prije provedenim istraZivanjima
(Vassalle i sur., 2018; Hattasch i sur., 2014). Medutim, navedene studije o utjecaju vjezbanja na
koncentraciju Gal-3 ne mogu se u potpunosti usporedivati s istrazivanjem provedenim u ovom
radu. Ronjenje je specifi¢an oblik fizi¢ke aktivnosti koje mijenja sr€anu aktivnost i uzrokuje akutni
porast centralne arterijske krutosti (Bilopavlovi¢ i sur., 2013). Imerzija posreduje rastezanje
miokarda i mijenja preload (predopterecenje) i afterload, tako da su sr¢ane promjene intenzivnije
uslijed ronjenja nego neke druge fizicke aktivnosti. Zbog toga je moguce da je porijeklo
oslobodenog galektina-3 razli¢ito od onog otpustenog tr¢anjem ili vjezbanjem (kod kojih se

pretpostavlja da Gal-3 potjece iz misica), iako je dinamika otpustanja sli¢na.
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Zanimljivo je pratiti paralelno otpustanje sréanih biomarkera NT-proBNP i hsTnl ¢ije
koncentracije klini¢ki znacajno rastu 3 sata i 6 sati nakon zarona, u odnosu na koncentracije prije
zarona. Premda je u vise navrata zabiljezen paralelni porast koncentracija Gal-3, NT-proBNP i cTn
nakon tr¢anja, utvrdeno je da se ne radi o porastu uslijed ostecenja srca (Hattasch i sur., 2014).
Pretpostavka je da je u pitanju fizioloSki odgovor organizma na akutno vjezbanje s obzirom da je
u svim istrazivanjima zabiljeZen umjeren i reverzibilan porast spomenutih analita (Vassalle i sur.,
2018; Salvagno i sur., 2014). Uzrok povisenja tri navedena parametra mogao bi biti privremeni
stres na miocite uslijed fizicke aktivnosti (Salvagno i sur., 2014), a vjerojatno se radi o
reverzbilnom odgovoru koji je dio procesa remodeliranja (Vassalle i sur., 2018). U skladu s
dosadasnjim istrazivanjima na roniocima, u ovom radu zabiljezen je porast koncentracije NT-
proBNP neposredno nakon ronjenja te vrsne koncentracije nekoliko sati nakon zarona. Taj porast
reflektira promjene u dijastoliCkom punjenju nakon intenzivnog vjezbanja te vjerojatno prolaznu
sréanu disfunkciju i ozljedu (Passino i sur., 2011). Potvrda je poviSenje troponina koje moze biti
uzrokovano i promjenama u permeabilnosti kardiomiocitne membrane (Anegg i sur., 2002; Shave
i sur., 2010; Scharhag i sur., 2008). Pretpostavka je da se troponin koji se nalazi slobodan u
citoplazmi otpusta u krvotok zbog gubitka integriteta membrane uzrokovanog vjezbanjem (Scherr
i sur., 2011). U ovom istrazivanju pokazano je da hsTnl znacajno raste nakon ronjenja dosezuci
pik 6 sati nakon zarona. Isto vrijeme dostizanja vr$ne vrijednosti utvrdeno je prilikom mjerenja
koncentracije hsTnl nakon polumaratona (Lippi i sur., 2012). Brojne studije potvrdile su da
jednokratna epizoda intenzivne fizicke aktivnost povisuje hsTnl/hsTnT (Eijsvogel i sur., 2014;
Duttaroy i sur., 2012; Scherr i sur., 2011; Legaz-Arrese i sur., 2015a). Uglavnom je ustanovljeno
da se hsTn vraca na baznu koncentraciju unutar 24 sata (Lippi i suri., 2012; Duttaroy i sur., 2012;
Legaz-Arrese i sur., 2015b). Scherr i sur. pretpostavljaju da kinetika hsTn nakon vjezbanja
potvrduje da se ne radi o nekrozi miokarda, ve¢ o prolaznom oStecenju miocitne membrane,
promijenjenom metabolizmu kardiomiocita i/ili reverzibilnoj ishemiji (Scherr i sur., 2011). Naime,
poviSena koncentracija bi se vratila u normalu nakon 4 do 7 dana u slu€aju nekroze, a najduzi
zabiljezeni period nakon vjezbanja iznosi 72 sata (Scherr i sur., 2012). Nije pronadena povezanost
izmedu intenziteta vjezbanja ili fizicke kondicije i porasta koncentracije hsTn (Lippi i sur., 2012,
Scherr i sur., 2012). Osim toga, studije isticu znac¢ajnu individualnu varijabilnost hsTn tako da bi

trebalo interpretirati sva povisenja s obzirom na klinicki znacajnu vrijednost. S obzirom na to da
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ronjenje predstavlja stres za kardiomiocite, moguce je da je uzrok otpustanja cTn takoder prolazna
promjena u permeabilnosti membrane i njeno oStecenje, pogotovo uzimajuci u obzir hiperoksiju i

povecani oksidativni stres.

S druge strane, Gal-3 je manje specifican za srce nego ¢cTn i NT-proBNP te svaki od njih
ima razli¢itu biolosku ulogu u miokardu: redom fibroza i upala, nekroza, miocitno rastezanje
(Gaggin i Januzzi, 2013). Moguce je da se Gal-3 tijekom ronjenja otpuSta iz srca, mozda iz
kardiomiocita iz sli¢nih razloga kao NT-proBNP ili cTn, ali i iz miofibroblasta i makrofaga koji su
njegov primarni kardijalni izvor iako sr¢ano remodeliranje i disfunkcija koreliraju s pove¢anom

ekspresijom Gal-3 u kardiomiocitima, a ne u makrofagima (Frunza i sur., 2016).

Porijeklo Gal-3 otpustenog pod utjecajem SCUBA ronjenja 0sim srca mogu biti i skeletni
mis$i¢i bududi da je dokazano da su oni primarni izvor oslobodenog Gal-3 kod miseva nakon fizicke
aktivnosti (Hattasch i sur., 2014). Osim toga, U ovom istraZivanju zabiljezeno je da neposredno
nakon ronjenja statisticki znacajno raste koncentracija mioglobina §to je o¢ekivano s obzirom na
misi¢ni rad (Kanda i sur., 2013; Heavens i sur., 2014). Hattasch i sur. navode da skeletni mi$i¢ kao
glavni izvor otpustanja Gal-3 vjerojatno objasnjava zasto je bazna plazmatska koncentracija Gal-3
niza kod atletiCara i osoba koje redovito vjezbaju nego kod zdravih kontrola (Hattasch i sur., 2014;
Khajeian i Moghadasi, 2017), tj. govore da se radi o prilagodbi skeletnih misi¢a na fizicku
aktivnost. Isti autori zabiljezili su i da porast koncentracije Gal-3 nakon 30 km tréanja negativno
korelira s godinama treniranja. Osim potencijalne prilagodbe misi¢a, mozda je uzrok i Smanjeni
upalni odgovor uslijed prilagodbe (Hattasch i sur., 2014) te protuupalni utjecaj redovitog vjezbanja
(Khajeian i Moghadasi, 2017). Ispitanici u istrazivanju u svrhu ovog rada nisu ronili nekoliko
mjeseci prije eksperimentalnog zarona te nisu profesionalni sportasi, stoga se ne moze govoriti o
prilagodbi misica na fizicku aktivnost ronjenja. Zato ne treba zanemariti moguci znacajan udio
Gal-3 oslobodenog iz skeletnih misica, premda sam miSi¢ni rad tijekom ronjenja nije znacajan.
Zanimljivo je primijetiti da se koncentracija mioglobina 6 sati nakon zarona snizava na
koncentraciju blisku njegovoj baznoj vrijednosti, kao i u slu¢aju Gal-3; dok NT-proBNP i hsTnl

tad postizu najviSe koncentracije u odnosu na vrijednosti u ostalim to¢kama.

S obzirom na podatak da je sréani Gal-3 uz fibrozu i pokazatelj upale (Besler i sur., 2017)

te da je prisutan u brojnim imunosnim stanicama, neki autori sugeriraju da njegovo povisenje nakon
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fizicke aktivnosti treba promatrati 1 kao odgovor imunosnog sustava na stress (Vassalle 1 sur.,
2018). Poznato je da jednokratna epizoda intenzivne fizi¢ke aktivnosti aktivira upalni odgovor i
otpustanje proupalnih citokina (Nakajima i sur, 2010), ali podaci o promjeni koncentracije CRP-a,
osjetljivog upalnog biljega su razli¢iti. Michigan i sur. su 2011. god. analizom razli¢itih studija
zakljucili da su rezultati nekonzistentni te da nema kona¢nog odgovora kako vjezbanje utjece na
koncentraciju CRP-a (Michigan i sur., 2011). Medutim, meta-analizom studija koje su mjerile
hsCRP nakon vjezbanja pokazalo se da ono zna¢ajno smanjuje njegovu koncentraciju neovisno o
bolestima srca (Hammonds i sur., 2016). Ovaj diplomski rad nije potvdio te zakljucke, kao ni do
sad jedino prethodno mjerenje koncentracije hsCRP-a kod ronilaca (Bilopavlovi¢, 2017).
Vjerojatno polusatno SCUBA ronjenje ne izaziva zna¢ajnu aktivaciju upalnih procesa, ali ne moze

se iskljuciti niti mali broj uzoraka te velika intraindividualna bioloska varijabilnosti CRP-a.

Sto se ti¢e kontrolne koncentracije Gal-3 u tocki t0, zanimljivo je primijetiti da njezin
medijan iznosi 6,1 ng/mL. Vece studije koje su utvrdivale intervale na referentnoj populaciji
zabiljezile su viSe vrijednosti medijana, od najnizih 10,7 (Mueller i sur., 2016) u opcoj populaciji
do 13,7 kod osoba mladih od 50 godina (Gaze i sur., 2014), tj. 13,6 kod onih mladih od 45 god
(Agnello i sur., 2017). Medutim, radi se o studijama koje su koristile metode i platforme razlicite
od komercijalnog kita koristenog u ovom radu. Usporedbom razli¢itih metoda (Meijers i sur.,
2014b) potvrdeno je da se R&D dijagnosti¢kim testom, koriStenim u ovom istrazivanju, dobivaju

nize koncentracije galektina-3 kod referentne populacije.

Prednost ovog istrazivanja je mjerenje parametara u nekoliko vremenskih to¢aka, a ne samo
neposredno prije i nakon ronjenja kao u veéini dosadasnjih ispitivanja, §to pruza uvid u dinamiku
porasta i smanjenja koncentracija. Bilo bi korisno mjeriti iste parametre i 24 sata nakon zarona
kako bi se utvrdilo vracaju li se u tom vremenskom periodu na bazne vrijednosti. Na taj bi se nacin
povratak na bazne vrijednosti mogao djelomi¢no usporedivati s rezultatima drugih studija koje su
mjerile iste analite nakon fizi¢ke aktivnosti. Nije jednostavno donositi zaklju¢ke o uzrocima
poviSenja mjerenih parametara kod SCUBA ronilaca. Naime, broj provedenih studija na toj
populaciji je oskudan, a usporedba s drugim studijama koje istrazuju populaciju trkaca ili vjezbaca
ima brojna ograni¢enja. Unato¢ tomu, ovim istrazivanjem pokazano je da postoje slicnosti u

oslobadanju Gal-3, NT-proBNP i hsTnl nakon SCUBA ronjenja i drugih oblika fizi¢ke aktivnosti.

36



Ogranicavajuci element je mali broj uzoraka, iako vecina studija provedenih na roniocima ima 9

do 12 ispitanika (Grassi i sur., 2009; Passino i sur., 2011; Sureda i sur., 2012).

Korisnost ovog istrazivanja je i u tome da je pokazano u kojem vremenskom periodu nakon
SCUBA ronjenja dolazi do klini¢ki znacajnog povisenja mjerenih parametara. Dobiveni podaci
mogu potencijalno koristiti klini¢aru prilikom interpretacije laboratorijskih nalaza za NT-proBNP
1 hsTnl. Odnosno, bilo bi korisno imati na umu da njihov porast moze biti fizioloski uslijed SCUBA

ronjenja, tj. da se ne mora nuzno raditi o zatajenju srca ili infarktu miokarda.

Posebnost ovog istrazivanja leZzi u Cinjenici da se radi 0 prvom mjerenju plazmatske
koncentracije galektina-3 nakon SCUBA ronjenja. Pokazalo se da ono znacajno povisuje njegovu
koncentraciju te da je porijeklo Gal-3 vjerojatno i sréano i misi¢no buduéi da dolazi do paralelnog
povisenja koncentracije mioglobina, NT-proBNP-a i hsTnl. Dodatna istrazivanja na veéim
uzorcima Koristila bi daljnjem rasvjetljavanju dinamike i porijekla oslobodenog galektina-3 pri

ovim uvjetima.
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6. Zakljutak

Pregledom rezultata i raspravom istrazivanja provedenog u svrhu ovog diplomskog rada
moze se zakljuciti da rekreacijsko SCUBA ronjenje dovodi do poveéanja plazmatske koncentracije
galektina-3, NT-proBNP-a, hsTnl i mioglobina. Moguce je da se galektin-3 oslobodio iz sr¢anog i
misi¢nog tkiva jer njegovo otpustanje u plazmu prati povecanje koncentracija sréanih biljega NT-

proBNP i hsTnl te poveéanje koncentracije mioglobina ¢iji su primarni izvor skeletni misici.

Porast koncentracije galektina-3 je klini¢ki znacajan 3 sata nakon ronjenja, a NT-proBNP-
a i hsTnl takoder i 6 sati poslije zarona kad se koncentracija Gal-3 klini¢ki znac¢ajno smanjuje.
Istrazivanje je pokazalo da polusatno SCUBA ronjenje ne uzrokuje poviSenje plazmatske
koncentracije hsCRP-a te se moze pretpostaviti da rekreacijsko ronjenje tog trajanja ne aktivira

znacajne sistemske upalne procese u organizmu.
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8. Sazetak/Summary

8.1 Sazetak

Galektin-3 (gal-3) je p-galaktozidni lektin kojeg eksprimiraju brojne stanice u
organizmu, a posreduje u brojnim fizioloskim (apoptoza, proliferacija i diferencijacija stanica,
stani¢na signalizacija) i patofizioloSkim (upala, fibroza, karcinogeneza) procesima u organizmu.
Intenzivno se istrazuje kao biomarker za kardiovaskularne bolesti, fibrozu i razlic¢ite tumore, koristi
se u klini¢ke svrhe za procjenu rizika od zatajenja srca te u dijagnostici tumora Stitnjace. Neke
studije pokazale su da fizi¢ka aktivnost uzrokuje porast koncentracije galektina-3 u krvi, a cilj ovog
istrazivanja je bio otkriti na koji nacin rekreacijsko ronjenje s komprimiranim plinskim smjesama

utjece na njegovu plazmatsku koncetraciju.

U istrazivanju je sudjelovalo 10 ronilaca, muskaraca zivotne dobi od 30 do 52 godine
kojima je to bio prvi zaron nakon zimskog razdoblja neronjenja. Uzeti su im uzorci Kkrvi
venepunkcijom na K:EDTA antikoagulans neposredno prije i nakon 30-minutnog ronjenja na 30
metara dubine te 3 i 6 sati nakon zarona. U uzorcima plazme mjerene su koncentracije Gal-3,
biljega oStecenja sréanog (NT-proBNP i hs-Tnl) i skeletnih (mioglobina) mi$ica te sistemske upale
(hs-CRP). Podaci su statisticki obradeni Friedman ANOVA testom u program MedCalc. Za sve
parametre osim hsCRP-a utvrden je statistiCki znacajan porast (p < 0.05) u plazmatskoj
koncentraciji izmedu prvog i drugog mjerenja, tj. neposredno nakon zarona. Utvrdeno je i da je
koncentracija Gal-3 klinic¢ki zna¢ajno visa 3 sata nakon zarona u odnosu na vrijednost prije zarona;
a koncentracije NT-proBNP i hsTnl su osim 3 sata nakon, klini¢ki znacajno vise i 6 sati poslije

zarona.

Ovim istrazivanjem prvi put je pokazano da ronjenje uzrokuje oslobadanje Gal-3 u
cirkulaciju. Izvor moze biti sr¢ani misi¢ s obzirom na paralelno otpustanje NT-proBNP-a i hs-Tnl
koji su specifi¢ni za kardiomiocite, ali i skeletni misi¢ s obzirom na porast koncentracije

mioglobina.
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8.2 Summary

Galectin-3 (Gal-3) is B-galactoside lectin expressed in wide range of cells which mediates
different physiological (apoptosis, proliferation and differentiation, signalling) and
pathophysiological (inflammation, fibrosis, cancerogenesis) events. Its role as biomarker in
cardiovascular diseases, organ fibrosis and different tumors has been intensively studied. It is
being used as a biomarker for risk assessment of heart failure and as a tool in management of
thyroid nodules. Some studies showed that Gal-3 increases after physical acitivity, so the aim
of this study was to investigate potential impact of recreational SCUBA diving on Gal-3 plasma

levels.

Ten healthy men, aged 30-52 years, performed a 30-minute SCUBA dive at 30 m depth
which was their first dive after a winter non-dive period. Venous blood samples taken on
anticoagulant K.EDTA were obtained from the subjects before and immediately after the dive,
3hand 6 h after diving. In plasma samples, taken in vacuum tubes; Gal-3, biomarkers of cardiac
injuries (NT-proBNP, hsTnl), skeletal muscle damage (myoglobin) and systemic inflammation
(hsCRP) were measured. The obtained data were statistically analyzed in MedCalc using
Friedman ANOVA test. A significant increase (p < 0.05) in plasma concentration was found
with respect to baseline values immediately after diving for every parameter except for hsCRP.,
It was also found that Gal-3 levels were higher 3 h after diving with respect to baseline levels
in clinically important settings, as for NT-proBNP and hsTnl which also showed clinically

important higher values 6h post-dive.

This research showed for the first time that SCUBA diving causes Gal-3 release into the
blood. The results suggest that Gal-3 might originate from heart since there is an increase in
NT-proBNP and hsTnl (which are specific for cardiomyocytes); but from skeletal muscle since

myoglobin concentration raise as well.
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