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SAZETAK

Primena biomarkera c¢elijske energetike, ukljucujuéi indikatore metabolizma kreatina u krvi,
je relativno novijeg datuma, gde se ovi indikatori koriste kao moguéi pokazatelji stanja
organizma pri maksimalno intenzivnim fizickim aktivnostima. Cilj istraZivanja je obuhvatao
utvrdivanje efekata pojedinacnih epizoda aerobnog i anaerobnog vezbanja maksimalnog
intenziteta na biomarkere perifernog zamora 1 ¢elijske bioenergetike kod mladih muskaraca 1
zena. Istrazivanje je dizajnirano tako da obuhvati populaciju fizicki aktivnih muSkaraca i
zena, kao 1 populaciju aktivnih sportista. U prvom eksperimentalnom tretmanu fizicki aktivni
ispitanici muskog (n =12) i Zenskog pola (n = 11) podvrgnuti su test protokolima aerobnog i
anaerobnog optereCenja maksimalnog intenzivnog i kratkog trajanja. Tokom aerobnog test
protokola ispitanici su trcali do maksimalnog voljnog otkaza na tredmil traci sa progresivnim
povecanjem opterecenja. Pri anaecrobnom test protokolu ispitanici su izvrsili testiranje snazne
izdrzljivosti gornjih ekstremiteta do otkaza potiskom sa ravne klupe, uz opterecenje od 25%
od njihove telesne tezine. Drugi eksperimentalni tretman je sacinjen iz pre-eksperimentalnog
testiranja kardiorespiratorne forme i eksperimentalne protokol sesije tr¢anja do maksimalnog
voljnog otkaza na pokretnoj traci, pri konstantnoj individualnoj brzina tr¢anja na anaerobnom
pragu. U ovom eksperimentalnom tretmanu bila je uklju¢ena populacija aktivnih sportista
(n = 10). Pre, tokom i nakon eksperimentalnih sesija pra¢ena je koncentracija razli¢itih
biohemijskih i hematoloskih markera: guanidinosiréetna kiselina (GAA); kreatin (Cr);
kreatinin (Crn); laktat (Lac); interleukin-6 (IL-6); kreatin kinaza (CK); kortizol (Cor).
Rezultati prvog eksperimentalnog tretmana su utvrdili statisticki znacajne promene u
koncentraciji GAA, Cr i Crn u ktvi pre i nakon pojedina¢ne epizode aerobnog i anaerobnog
vezbanja maksimalnim intenzitetom. Utvrdena je i statisticki znacajna povezanost izmedu
vezbanjem-indukovanih promena u cirkulatornim vrednostima GAA, Cr, Crn za vreme pre,
tokom i nakon drugog eksperimentalnog tretmana. Uocena je statisticki znacajna povezanost
izmedu promena koncentracije GAA, Cr, Crn u serumu sa tradicionalnim biomarkerima
perifernog zamora (IL6, Cor, Lac, CK). Dobijeni rezultati ukazuju na moguénost primene
biomarkera metabolizma kreatina u krvi prilikom pracenja i evaluacije stanja organizma

tokom maksimalnih intenzivnih fizi¢kih aktivnosti kod mladih muskaraca i Zena.



ABSTRACT

The use of biomarkers of cellular bioenergetics in exercise science appears more prevalent in
recent years, where these outcomes perhaps describe changes in creatine metabolism during
strenuous exercise. The aim of this study was to determine the effects of individual episodes
of strenuous aerobic and anaerobic exercise on several biomarkers of peripheral fatigue and
cellular bioenergetics in young men and women. The study recruited physically active men
and women, and active athletes. In the first experiment, physically active men (n = 12) and
women (n = 11) were subjected to strenuous aerobic and anaerobic exercise. During the
aerobic test, subjects ran to exhaustion while during the anaerobic test, subjects performed
repetitive bench press exercise. The second experimental treatment consisted of a pre-
experimental testing of cardiorespiratory fitness, and an experimental protocol of a strenuous
running session to exhaustion at constant individual running speed at the anaerobic threshold,;
active athletes (n = 10) were included in this experimental treatment. The blood levels of
various biochemical and hematological markers were monitored before, during and after the
experimental sessions, including guanidinoacetic acid (GAA); creatine (Cr); creatinine (Crn);
lactate (Lac); interleukin-6 (IL-6); creatine kinase (CK); cortisol (Cor), and plethora of other
physiological outcomes. We found statistically significant changes in serum GAA, Cr and
Crn before and after a single session of strenuous aerobic and anaerobic exercise. A
significant correlation was found between exercise-induced changes in serum GAA, Cr and
Crn before, during and after the second experimental intervention. A statistically significant
association was observed between changes in serum GAA, Cr, Crn and traditional biomarkers
of peripheral fatigue (IL6, Cor, Lac, CK). The results of the present study suggest that
biomarkers of creatine metabolism might be used as innovative tools in monitoring strenuous

exercise in young men and women.
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uvoD
1.1.  OSNOVE BIOENERGETIKE I METABOLIZMA FIZICKOG VEZBANJA

Bioenergetika objedinjava kompleksne procese razmene i utilizacije energije izmedu zivog
sistema i okoline. Zivi sistemi (organizmi) se ponaaju po istim zakonima termodinamike kao
i nezivi sistemi, ipak uz duboke i veoma znacajne razlike. Nijedna elementarna funkcija
organizma i proces u organizmu ne moze da se izvrsi bez energije. Prenos 1 transformacija
energije stoji u osnovi svih fizioloskih zbivanja u ¢eliji (Kovacevic, 2006).

Metabolizam predstavlja skup svih hemijskih reakcija u oraganizmu gde se energija iz
materija unetih hranom (ugljeni hidrati, masti, proteini) ili sintetisanih u organizmu Kkoriste za
hemijske reakcije anaboli¢kog i kataboli¢kog karaktera. Anabolicke reakcije predstavljaju
reacije koriS¢enja energije za hemijske procese sinteze telesnih tkiva i hemijskih jedinjenja.
Reakcije u kojima se energija koristi za procese razgradnje hemijskih jedinjenja i tkiva
nazivamo kataboli¢kim reakcijama. Tokom fizi¢kog vezbanja osnovni cilj hemijskih procesa
je dopremanje i konstantno obezbedivanje energije potrebne za misi¢nu aktivnost, gde se
hemijska energija konvertuje u mehani¢ku, nezavisno od tipa bioenergetskih materija i
metabolic¢ke reakcije (Ostojic, 2007).

Potencijalna metabolicka hemijska energija (gorivo) unosi se ishranom. Ugljeni
hidrati, masti i proteini iz namirnica poseduju energetski potencijal koji se nizom hemijskih
reakcija transformiSe i deponuje u formi visoko energetskog jedinjenja adenozin-trifosfata
(ATP) (Ostojic, 2007). ATP predstavlja jedini neposredni donor energije za bilo koju
energetsku aktivnost u organzmu. Unutar Celije ATP se upotrebljava za tri osnovne funkcije:
(1) transport materija kroz celijske membrane, (2) sintezu hemijskih supstanci u raznim
delovima ¢elije 1 (3) mehanicki rad (kontrakciju) misi¢a. Tokom misi¢ne kontrakcije sinteza
ATP-a je direktno povezana sa katabolickim procesima te je na taj nacin sadrzaj ATP-a u
mi$ic¢ima relativno postojan. Molekul ATP sastoji se od purinske baze adenina, Secera riboze
i tri lan¢ano povezane fosfatne grupe. Upravo fosfatne grupe u ovom molekulu su vezane
visoko-energetskim vezama. Hemijska energija koja se oslobada putem hidrolize ATP-a,
odnosno hidrolitickim odvajanjem jedne fosftatne grupe pomocu enzima adenozintrifosfataze
(ATPaza, u misicu miozinska ATPaza), dovodi do oslobadanja energije (34 kJ po molu ATP-
a) koja se u procesu misi¢ne kontrakcjie pretvara u mehanicki rad, pri ¢emu nastaje adenozin-
difosfat (ADP). Dalja hidroliza ADP delovanjem adenilat kinaze (AK) raskida vezu sa jos
jednom fosfathom grupom, pa nastaje adenozin-monofosfat (AMP) (Neumann, Schlattner, i
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Wallimann, 2003). Ove hemijska reakcije su reverzibilne i zahtevaju ulaganje energije
prilikom resinteze mati¢nog molekula.

Dostupna koli¢ina ATP-a u ljudskom telu je relativno mala, i iznosi oko 80 do 100 g
(3 do 5 mmola ATP/kg miSiéne mase), Sto ne predstavlja znatne energetske rezerve pri
vezbanju. Osim toga fizioloske rezerve ATP-a ne mogu biti u potpunosti ispraznjene vec se
zadrZavaju na bioloskom minimumu. Koncentracija ATP-a moZe biti umanjena za najvise 50
do 60% u odnosu na vrednosti u mirovanju usled eksperimentalno indukovanog misi¢nog
zamora (Greenhaff i sar., 1994; Herda i Cramer, 2016). Metabolicki mehanizmi-sistemi za

resintezu ATP-a su fosfokreatinski sistem, anerobna glikoliza i aerobna produkcija energije.
1.1.1. FOSFOKREATINSKI SISTEM

Fosfokreatinski sistem obezbeduje ATP primarno za kratkotrajne aktivnosti visokog
intenziteta i na pocetku svakog fizickog vezbanja nezavisno od intenziteta (Herda i Cramer,
2016). Kreatin (Cr) u fosfokreatinskom sistemu, a u svom aktivnom molekularnom obliku
fosfokreatinu (PCr) kao bioenergent, predstavlja donora fosfatne grupe (Pi) u metaboli¢kom
procesu sinteze/resinteze ATP-a. Kreatin kinaza (CK) je enzim koji katalizuje sintezu i
resintezu ATP-a iz PCr i ADP-a (Herda i Cramer, 2016). Takode, tokom visoko intenzivnih
fizickih aktivnosti AMPK (AMP-protein kinaza) moze direktno ili indirektno kontrolisti
enzimsku aktivnost CK (Baird, Graham, Baker, i Bickerstaff, 2012; Ponticos i sar., 1998).
AMPK postaje aktivna kad se u ¢eliji aktivira hidroliza ADP delovanjem adenilat kinaze
(AK), a koncentracija AMP se drasti¢no poveca. Ona reguliSe ravnotezni odnos AMP i ATP,
a visoka koncentracija PCr dovodi do njene inhibicije (Hardie, 2004). Reakcije
fosfokreatinskog sistema u velikoj meri su kontrolisane zakonom o dejstvu mase, koji kaze da
pravac hemijske reakcije zavise od koncentracije reaktanata ili produkata (ili oba) u rastvoru
(Herda i Cramer, 2016).

Organizam se snabdeva Cr putem ishrane ili putem endogene sinteze. Depoi Cr se
pretezno nalaze u skeletnim misi¢ima (98%), od ¢ega se 40% nalazi u slobodnom obliku a
ostalih 60% u fosforilizovanom obliku (Hoffman i Stout, 2008). Manje koli¢ine Cr su
deponovane u mozgu, sr¢anom misi¢u i reproduktivnim gonadama kod muskaraca (Snow i
Murphy, 2001). Pod normalnim okolnostima, koncentracija PCr u skeletnim misi¢ima je
Cetiri do Sest puta veéa u odnosu na koncentracije ATP (Herda i Cramer, 2016). MisSi¢na
vlakna tipa II (brzokontrahujuca) sadrze vece koncentracije PCr u odnosu na misi¢na vlakna

tipa I (sporokotrahujuca), pa zato predisponirane osobe sa ve¢im procentom vlakana II mogu
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brze da resintetiSu ATP putem fosfokratinskog sistem tokom anaerobnih, alaktatinih
eksplozivnih vezbi (Herda i Cramer, 2016; Wyss i Kaddurah-Daouk, 2000). Nakon fizicke
aktivnosti odnos Cr/PCr se menja u korist slobodnog Cr. Povisena koncentracija slobodnog
Cr stimulise proizvodnju PCr iz misi¢nih mitohondrija oksidativnim putem u mirovanju, pri
niskim intenzitetima i tokom oporavka od fizicke aktivnosti (Wyss i Kaddurah-Daouk, 2000).
Tim mehanizomom organizam smanjuje koncentraciju slobodnog Cr i ne dozvoljava da dode
do spontane ne-enzimske degradacije Cr u novi metabolic¢ki oblik kreatinin (Crn), energetski
inaktivni finalni proizvod metabolizma kreatina. Novo jedinjenje napusSta misiéne celije

putem difuzije, ulazi u krvotok i izlu¢uje se iz organizma putem urina.
1.1.2. SISTEM ANAEROBNE GLIKOLIZE | METABOLIZAM LAKTATA

U momentima kada iz reakcija fosfokreatinskog sistema, a u toku visoko intenzivnog
misi¢nog rada prestane da se obezbeduje resisnteza ATP odgovaraju¢om brzinom, tada dolazi
do pokretanja slede¢eg sukcesivnog metabolickog procesa — anaerobne glikolize. Sama
glikoliza predstavlja razgradnju ugljenih hidrata u anaerobnim uslovima. Taénije razgradnju
glukoze iz krvi i glikogena uskladiStenog u miSi¢ima putem ukljucivanja enzimskih
katalitickih reakcija do kranjeg produkta - pirogrozdane kiseline (piruvata), kako bi se odrzao
balans koncentracije ATP.

U anaerobnim uslovima i pri visoko intenzivnim aktivnostima resinteza ATP se
obezbeduje putem pretvaranja piruvata U laktate (Lac), pomocu brze reakcije koja ukljucuje
nikotinamid adenin dinukleotid (NAD"), uz to da je reakcija vremenski ograni¢ena zbog
povecane produkcije vodonikovih jona (H*) koji dovode do smanjenja pH vrednosti u
citosolu (Herda i Cramer, 2016). U stanjima kada je intenzitet rada visok i ekstenzivan javlja
se subjektivni osec¢aj izuzetno velike neprjiatnosti prouzrokovan povecanom koncentracijom
energije u aerobnim uslovima) ne mogu da koriste piruvate dovoljno brzo kako bi sprecile
njihovo nagomilavanje u misi¢nom citostolu (Ostojic, 2007) uz istovremenu produkciju
potrebne koli¢ine ATP, piruvati se katalizuju delovanjem enzima laktat dehidrogenaze (LDH)
i dolazi do stvaranja laktata, kako bi se nesmetano odvijala dalja glikoliza i obezbedivanje
novih molekula ATP. Molekuli laktata nastali tokom anaerobne glikolize difuzijom napustaju
citosol i ulaze u meducelijski prostor, takode odlaze do ¢elija koje laktate mogu da iskoriste u
stvaranju energije — npr. misi¢na vlakna tipa | i ¢elije miokarda (Cramer, 2008; Guyton,

1996). Kada se uspostave metabolicki uslovi za produkciju energije aerobnim sistemima, a uz
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prisustvo kiseonika tokom miSi¢nog rada dolazi do otpremanja i mobilizacije nagomilanih
koli¢ina laktata do mitohondrija u ¢elijma ciljnih tkiva. Laktati se ponovo pretvaraju u
pirogrozdanu kiselinu i NADH, uz oslobadanje H" jona. Ovom reakcijom se dobija velika
koli¢ina ATP, s tim da se 3/4 piruvata pretvara ponovo u glukozu. Glikoliza u anaerobnim
uslovima je brza i neekonomic¢na metabolicka reakcija. Tokom fizickih aktivnosti nivo

adrenalina u krvi raste, §to dodatno stimuli$e anaerobnu glikolizu u misi¢ima (Ostojic, 2007).
1.1.3. SISTEM AEROBNE PRODUKCIJE ENERGIJE

Oksidativni tj. aerobni energetski sistem predstavlja primarni izvor ATP u mirovanju i pri
aktivnostima niskog intenziteta (Herda i Cramer, 2016). Kao supstrat se koriste masti,
proteini, ugljeni hidrati i piruvati, serijom hemijskih reakcija transformisani na molekule koji
mogu biti iskoriS¢eni putem aerobnog metabolizma (Ostojic, 2007). U miru pribilizno 70%
proizvedenog ATP-a potice iz masti i oko 30% iz ugljenih hidrata (Herda i Cramer, 2016). Sa
pocetkom fizicke aktivnosti, kako se intenzitet vezbanja povecava, povecava se i udeo
ugljenih hidrata u ukupnoj proizvodnji energije. Tokom aerobnog vezbanja visokog
intenziteta, gotovo 100% ukupno proizvedene energije se dobija razlaganjem ugljenih hidrata
(Herda i Cramer, 2016). Nakon razgradnje glukoze iz krvi na dva molekula piruvata (putem
glikolize) piruvati se dalje transportuju do matriksa mitohondrije, ako je prisutna dovoljna
koncentracija kiseonika u ¢eliji. Nakon toga se oba molekula piruvata vezuju za koenzim A
(derivat vitamina pantotenske Kiseline) i pretvaraju u dva molekula acetil-konzima A (acetil-
CoA). Tako nastali acetil-CoA ulazi u Krebsov ciklus. Krebsov ciklus predstavlja seriju
hemijskih reakcija oksidativne fosforilacije unetih substrata. Elektroni H* jona oslobodeni u
Krebsovom ciklusu slede lanaca citohroma (tzv. transportni lanac elektrona) u
mitohondrijama, a energija koja se oslobada tokom ciklusa oksidacije-redukacije dovodi do
refosforilacije ADP u ATP. Sve hemijske reakcije transportnog lanca elektrona regulisu
enzimi citohrom oksidaze. Krebsovim ciklusom i putem transportnog lanca elektrona iz samo
jednog molekula glikogena (ili glukoze iz krvi) proizvede se priblizno 38 molekula ATP.
(Guyton, 1996; Grujic, 2004; Ostojic, 2007).

Masti u formi triglicerida predstavljaju energente koji se razlazu na slobodne masne
kiseline i glicerol delovanjem enzima lipaze. Sa jedne strane, glicerol se metabolise putem
glikolize ili se koristi za resintezu glukoze. Kada udu u misi¢nu celiju, slobodne masne
kiseline se aktiviraju uz prisustvo ATP-a i koenzima A, zatim se transportuju u mitohondrije

putem Kkarnitinskog transportnog sistema, gde podlezu procesu beta-oksidacije. Beta-



Doktorska disertacija Valdemar Stajer

oksidacija predstavlja postepeno otpustanje segmenata od po dva ugljenikova atoma iz
molekula masne kiseline do formiranja acetil-CoA. Acetil-CoA kao glavni intermedijarni
metabolit energetskog metabolizma ulazi u Krebsovog ciklus i sledi ciklus naizmeni¢nih
oksidativnih reakcija. Masna kiselina koja ima 16 atoma ugljenika oslobada beta-oksidacijom
¢itavih 300 jedinica ATP (Guyton, 1996; Grujic, 2004; Ostojic, 2007).

1.2.  BIOHEMIJSKI INDIKATORI FIZICKOG VEZBANJA I ZAMORA

Odrzavanje stabilnosti unutrasnje sredine organizma naziva se homeostaza (Kibble i Helsey,
2013). Za odrzavanje homeostaze potrebno je da postoji uskladena, efektna interakcija
¢elijskih i organskih sistema, komunikacija izmedu samih Celija (tkiva) i unutar samih ¢elija
(organela). Slanje i primanje ¢elijskih informacija uz njihovo sadejstvo je zapravo jedan od
odlucuju¢ih elemenata homeostaze (Mooren i Klaus, 2005). Komunikacija izmedu ¢elija
uglavnom se postize oslobadanjem biohemijskih glasnika, specifi¢nih jedinjenja ¢ijim
merenjem u krvi, drugim telesnim te¢nostima ili samim organima moZemo dobiti znacajne
informacije o statusu unutrasnje sredine (Mooren i Klaus, 2005; Kibble i Helsey, 2013).
Narusavanjem homeostaze faktorima egzogene i endogene prirode organizam se izlaze
stresu. U stanju stresa remeti se homeostaza organizma, zbog ¢ega je organizmu potrebno da
ulozi dodatne napore kako bi se prilagodio novonastalim uslovima, a kroz proces nazvan
adaptacija (Abernethy, 2012).

Adaptacioni proces je sastoji od tri stadijuma: a) stadijum alarma b) stadijum otpora
¢) stadijum iscrpljenja. U trenaznom procesu u sportu i vezbanju, drugi stadijum odgovara
optimalnom opterecenju, kao stresoru koji dovodi do adaptacije na novo stabilno stanje
(Grujic, 2004). Fizi¢ko vezbanje kao egzogeni faktor-stresor prouzrokuje promene, a da se
prethodno stabilno stanje (stanje mirovanja) narusava, posledi¢no uticuc¢i na cirkulaciju,
pluénu ventilaciju, metabolicke procese, a sve u cilju da se ponovo uspostavi novo stabilno
stanje (Mooren i Klaus, 2005). U protivnom ako stresogeni faktori isuvise intenzivno deluju
na organizam, dolazi do iscrpljenosti i pojave zamora (Grujic, 2004). Kada se organizam
nade u stanju zamora, pored ostalih fenomena, uocava se i nedostatak metabolicke energije za
proces adaptacije (Abernethy, 2012). IzloZenost stresogenim faktorima moze da bude akutna
i hroni¢na. Po tim principima fiziologija vezbanja je usmerena na razumevanje akutnih
(neposrednih) odgovora organizma na vezbanje i hroni¢nih (dugoro¢nih) adaptacija na
fizicku aktivnost (Abernethy, 2012). Dakle, trenazni stresori integralno deluju na fizioloske

promene u organizmu sportista. Tacnije, pokrece se psiho-neuro-endokrino-imunoloski
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odgovor koji moze biti pozitivan (visi stepen adaptacije) ili negativan (pretreniranost-slom
adaptacionih sposobnosti) (Herda i Cramer, 2016).

Biohemijski markeri, pored motoricko-funkcionalnih parametara su najcesce
koriS¢eni u evaluaciji i proceni stanja organizma pri iscrpljuju¢em vezbanju. Oni se, pored
ostalog, koriste i kao indikatori oSte¢enja miSi¢a i imunolosko-inflamatornih reakcija

(Kraemer i Ratamess, 2005).
1.2.1. MARKERI MISICNOG OSTECENJA

Za procenu oSteéenja miSica pri iscrpljujuéem fizickom vezbanju potrebno je Kkoristiti
indikatore 1 procedure koji mogu sa velikom preciznoS¢u da potvrde uocCene promene
(akutne/hroni¢ne). Poznavanje nacina na koji endokrini sistem vrsi interakciju sa trenaznim
nadrazajem omogucava stru¢njacima da bolje razumeju nacin na koji hormoni ucestvuju u
posredovanju izmedu optimalnih adapatacija i treninga sa opterecenjem (Herda i Cramer,
2016). Hormoni su hemijski glasnici koji imaju specifi¢ne regulatorne efekte na ciljane ¢éelije
ili organe-tkiva (Kibble i Helsey, 2013). SintetiSu se, deponuju i oslobadaju kada
odgovaraju¢i stimuliraju¢i nadrazaj (npr. fizicko vezbanje) deluje na endokrine zlezde
(Kraemer, Vingren, i Spiering, 2008).

Hormon stresa, kortizol (Cor) zapravo predstavlja glavni signalni hormon
metabolizma ugljenih hidrata i povezan je sa rezervama glikogena u misic¢u (Herda i Cramer,
2016). Kortizol povecava nivo dostupne glukoze u krvi, posredstvom nekoliko mehanizama.
Jedan od tih mehanizama je da kortizol vr$i mobilizaciju aminokiselina iz miSi¢nih celija
(katabolicki proces), smanjuje koriséenje glukoze u energetske svrhe i smanjuje senzitivnost
tkiva na insulin (Kibble i Helsey, 2013). Ovi procesi najvise pogadaju miSi¢na vlakna tipa II
(Kraemer, Vingren, i Spiering, 2008). Time se sprecavaju anabolic¢ki procesi u misi¢ima, kao
§to je sinteza proteina.

Smanjenje vrednosti pH fizickim vezbanjem naziva se metabolicka acidoza
indukovana vezbanjem. Kada su pH vrednosti smanjene, dolazi do inhibicije aktivnosti
enzima uklucenih u ¢elijske energetske sisteme, $to moze biti klju¢ za veliki periferni zamor
tokom vezbanja (Herda i Cramer, 2016). Merenje koncentracije laktata (Lac) iz krvi kao
biohemijskog markera perifernog zamora, ima poseban znacaj za procenu stepena adaptacije
na trening (stresogeni faktor), kontrolu rane i kasne faze oporavka i nivoa izdrZljivosti.

Za klinicko-laboratorijsku 1 sportsku dijagnostiku enzimologija ima veoma znacajno

mesto. Najéesce se odreduje aktivnost enzima i izoenzima u krvnoj plazmi. Normalno, njihov
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sadrzaj u plazmi je daleko niZi nego u tkivima iz kojih dospevaju u krv. Tek u patoloskim
uslovima, kada dode do o$tecenja i destrukcije tkiva i ¢elija, enzimi Se pojavljuju u cirkulaciji
u vecoj koli¢ini (Kovacevic, 2006). Kreatin kinaza (CK) se navodi kao neinvazivni marker
tkivnog ostec¢enja (povrede) i oboljenja skeletnih misi¢a (npr. sindrom hroni¢nog zamora)
(McLellan, Lovell, i Gass, 2010). Faktori poput tipa metabolickog opterecenja-stresa, vrste
miSi¢ne kontrakcije, ukupne aktivacije miSi¢ne mase, prisutnosti bio-energenata kreatina
(npr. nakon suplementacije) i nivoa glikogena uticu na koncentraciju CK u krvi (Koch,
Pereira, i Machado, 2014; Wallimann, Tokarska-Schlattner, i Schlattner, 2011).

1.2.2. MARKERI IMUNOLOSKOG ODGOVORA

Imunoloski sistem na fizicko vezbanje odgovara aktiviranjem, otpusStanjem i lucenjem
razli¢ith podtipova imunoloskih T-¢elija u perifernu krv, ¢cime se dobija informacija o stepenu
stresne reakcije (Grujic, 2004; Kmet, 2017). Intenzivno prouc¢avanje inflamatornih odgovora
u fiziologiji vezbanja je dovelo do toga da se citokini (polipeptidni ili glikoproteinski
molekuli) mogu Koristiti kao pouzdani biohemijski makrkeri zamora i svojevrsni energetski
senzori fizickog vezbanja (Pedersen i sar., 2003). Oni mogu pozitivno i negativno da deluju
na regulatorni imunoloski odgovor (pro-inflamatorno/anti-inflamatorno) (Mooren i Klaus,
2005). U praksi se izdvojila podgrupa interleukina koji se oslobadaju u slu¢ajevima kada
¢elija dozivi mehanicku traumu kao deo imunoloskog odgovora (Pedersen, 2012).
Interleukin-6 (IL6) se proizvodi u misi¢nim ¢elijama pri snaznim kontrakcijama. Povisene
vrednosti su zabeleZzene tokom treninga, nakon treninga, a pojava ovog biomarkera u

cirkulaciji prethodi drugim citokinima (Pedersen, 2012).

1.3 MARKERI CELULARNE BIOENERGETIKE

Pored gore-pomenutih biohemijskih indikatora fizickog opterecenja, treba razmotriti i uzeti u
obzir biomarkere ¢elijske energetike (npr. dostupnost 1 koncentracija u cirkulaciji) kao Sto su
Cr, Crn i guanidinosiréetna kiselina (GAA) pre, za vreme i nakon fizi¢kih aktivnosti, kao

moguce pokazatelje perifernog zamora kod fizicki aktivnih osoba.
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1.3.1 HEMIJSKE OSOBINE GUANIDINOSIRCETNE KISELINE

Trenutno postoji relativno mala koli¢ina dostupnih informacija vezanih za fundamentalna
fizicko-hemijska svojstva GAA kao nutritivnog suplementu u ishrani ljudi (Vranes, Ostojic,
Tot, Papovic, i Gadzuric, 2017). Evropska agencija za bezbednost hrane je pozitivno ocenila i
odobrila primenu GAA kao suplementa u ishrani tovnih peradi i svinja, uz primenu i
postovanje propisanih bezbednosnih mera prilikom suplementacije (EFSA 2016). GAA ili
glikocijamin je aktivna hemijska suspstanca strukturalnog oblika CsH7N3O (Dijagram 1.) i
molekularne tezine 117,1066 g/mol. Ovo jedinjenje pripada klasi organskih jedinjenja
poznatih kao derivati alfa aminokiselina. To su aminokiseline u kojima je amino grupa
vezana za atom ugljenika uz karboksilatnu grupu (alfa ugljenik) ili njen derivate (Metabocard
for Guanidoacetic acid HMDB0000128, 2018). GAA predstavlja derivat aminokiseline
glicina (Gly). Vranes, Ostojic, Tot, Papovic, i Gadzuric (2017) u svom radu su opisali
rastvorljivost GAA u vodi, njenu termiCku stabilnost (terminalnu temperaturnu
dekompoziciju) i viskoznost, razmatrujué¢i upotrebu GAA u ljudskoj ishrani i suplementaciji.
Eksperimentalni podaci su pokazali da je GAA cetiri puta slabije rastvorljiva od Cr u vodi pri
standardizovanoj temeraraturi izmedu 293,15 i 318,15 K. Terminalna temperaturna
dekompozicija se javlja iznad 281°C. Za svaki dodatak ishrani (suplement) ovako visoka
termicka stabilnost ukazuju da ¢e i posle termicke obrade ostati visoka koncentracija istog
suplementa. Poredeéi sa termickom stabilnos¢u Cr koja iznosi 240°C, autori su zakljugili da
metilna grupa koja je sastavni deo Cr snizava termicku stabilnost, $to ¢ini da Cr bude u vecoj
meri hidrosolubilan u odnosu na GAA. Viskoznost GAA u vodi je pokazala promenljvost

kada je koncentracija iznad ili ispod 0,013 mola-dm.

NH

OH

Dijagram 1. Hemijska struktura guanidinosircetne kiseline
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1.3.2 METABOLIZAM GUANIDINOSIRCETNE KISELINE

GAA se endogeno sintetiSe u telu ljudi i zivotinja, a predstavlja metabolicki intermedijator

izmedu prve i1 druge reakcije biosinteze Cr.
1.3.2.1 Put biosinteze Cr

Normalna endogena proizvodnja kreatina kod ljudi iznosi ~ 1 g/d, a dodatni kreatin se unosi
putem ishrane, pre svega mesa (oko 1 g/d). Ova koli¢ina je neophodna za odrZavanje
normalne ravnoteze kreatina u organizmu (Wyss i Kaddar-Daouk, 2000). Prva reakcija u
endogenoj sintezi Cr je biosinteza GAA, a druga reakcija predstavlja metilaciju GAA uz
ucesce S-adenozinmetionina (SAM) kao donora metil grupe i enzima guanidinosir¢etne-N-
metiltransferaze (GAMT) pri ¢emu hastaje Cr i S-adenozin-L-homocistein (SAH) (Dijagram
2.) (Wyss i Kaddurah-Daouk, 2000).

NH, +
i

Arginine: —-Q0C — ClH_ CH,7 CH; ™ CH;,- NH™T C7 NH,

+ MHS*
Glycine: H N— CHz— COOr
l {AGAT)

L=ornithine: - O0OC— ti_‘.H-— CHE- CHE-— CHz— NH2

+ NH.,*+
NH,+

Guanidinocacetate: I

H,N— C— NH— CHz— COO-

S-adenosyil-methionine

(GAMT)

S-adenosyl-homocysteine

Cr

Dijagram 2. Put biosinteze kreatina i guanidionsiréetne Kiseline
(Wyss i Kaddurah-Daouk, 2000)

1.3.2.2 Biosinteza GAA

GAA predstavlja jedan od biosintetskih proizvoda u metabolizmu ornitina, rekacijama
poznatim i kao ciklus uree. Urea ciklus predstavlja metabolizam amino grupa glicina, serina,

treonina, arginina i prolina. Uz prisustvo enzima L-arginin-glicin transferaze (AGAT)
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arginini (Arg) i glicin (Gly) prelaze u GAA i L-ornitin (EFSA, 2016; Wyss i Kaddurah-
Daouk, 2000).

Primarna biosinteza GAA se odigrava u tkivima bubrega i pankreasa (Wyss i
Kaddurah-Daouk, 2000). Mesto biosinteze je u mitohondrijama i manjim delom u citoplazmi
¢elija. (Curt i sar., 2015; Wyss i Kaddurah-Daouk, 2000). Dokaza za ovu tvrdnju je izmerena
visoka koncetraciju AGAT u bubrezima i pankreasu kod sisara, a od ranije je poznat izrazen
stepen sinteze Arg u proksimalnim tubulima nefrona bubrega (Edison, Brosnan, Meyer, i
Brosnan, 2007). Kod ljudi, sinteza GAA u bubrezima ¢ini oko 20% od ukupne produkcije
GAA u organizmu (Edison i sar., 2007; Ostojic, 2016b). U jetri sisara su zabeleZene niske
vrednosti AGAT, dok je koncentracija GAMT visokih vrednosti (Wyss i Kaddurah-Daouk,
2000), sto sugeriSe znaCajan stepen sinteze Cr u ovom organu. Ipak, ne treba iskljuciti
mogucénost da jetra kao vazan organ u metabolickim procesima moze sprovesti aktivnost
kompletnog ciklusa uree i time biosintezu GAA (Wyss i Kaddurah-Daouk, 2000) ali je stepen
sinteze GAA u jetri verovatno mali.

Stepen genske ekspresije i nivo koncentracija AGAT i GAMT u tkivima ki¢mene
mozdine i mozga sugeriSe da se endogena sinteza GAA i Cr moze nezavisno odvijati u
centralnom nervnom sistemu, bez obzira na proces sinteze Cr u jetri (Braissant, 2012; Curt i
sar., 2015). Isti autori objasanjavaju da ovakva endogena produkcija postoji zbog postojanja
specifi¢nih transportnih barijera u nervnom sistemu (npr. krvno-mozdana barijera) koje Stite
ova osetljiva tkiva od velikog varijabiliteta bioenergenata u mozgu, koja se na dnevnom
nivou deSavaju u normalnoj cirkulaciji. Dodatno, u slu¢aju krvno-mozdane barijere postoji
ograniCen stepen ekspresija kreatinskog transportera (CT1) za potencijalni transport

slobodnog kretina iz cirkulacije do mozga.

1.3.2.3 Regulacija biosinteze GAA

Dostupna koncentracija Cr u tkivima putem mehanizma povratne sprege utice na endogenu
sintezu GAA. Ovakav negativan povratni mehanizam prvenstveno je posledica inhibicije
AGAT delovanjem novosintetisanog kreatina, ¢ime se sinteza GAA usporava ili sprecava
(EFSA, 2016; Edison i sar., 2007). Da regulacija AGAT moze biti pod uticajem egzogenih
faktora (samim tim i produkcija GAA) govori studija u kojoj su fizicki zdravi ispitanici
suplementirani kreatin monohidratom (CrM) tokom dvadeset nedelja. Studija je pokazala da
intervencija dovodi do smanjivanja ekspresije AGAT i nizih vrednosti u Serumskoj

cirkulaciji, dakle regulacije sinteze Cr sistemom negativne povratne sprege (Derave i sar.,

10
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2004; Edison i sar., 2007), sto se ne moze reci i za GAMT koji nije regulisan od strane nivoa
Cr u cirkulaciji (EFSA, 2016). Kada se GAA odnosno Cr metabolicki sintetiSu, izgleda da ne
postoji reverzibilni mehanizam nagativne povratne sprege koji utice na nivo GAMT niti se Cr
moze povratnom rekacijom transformisati u GAA (Braissant, 2012). U okolnostima kada se
organizam nalazi pod faktorima stresa i po Zzivot opasnim situacijama on pokuSava da
esencijalne aminokiseline arginin i metionin sacuva, tako §to ¢e inhibirati sitezu/aktivnost
AGAT. Tako c¢e, promene u ishrani i koncentraciji pojedinih hormona (npr. hormona rasta,
tireoidnih hormona) mogu direktno uticati na nivo i koncentraciju AGAT enzima (Curt i sar.,
2015; Wyss i Kaddurah-Daouk, 2000). Gladovanje, dijete bez unosa proteina, manjak
vitamina E izgleda da deluju negativno na aktivhost AGAT (Curt i sar., 2015). Kod
laboratorijskih pacova je zabelezeno da polni hormoni estrogen i testosteron dramati¢no
menjaju koncetraciju produkcije AGAT u bubrezima i testisima. Estrogen dovodi do
smanjenja aktivnosti AGAT, dok testosteron stimuliSe ekspresiju AGAT (Wyss i Kaddurah-
Daouk, 2000). Osobe sa disfunkcijama u lucenju tireoidnog hormona i hormona rasta
pokazuju nize vrednosti AGAT (Curt i sar., 2015; Verhelst i sar., 1997). Pored ovih
regulacionih mehanizama, treba uzeti u obzir i da se Arg iz citoplazme putem Ccelijske
membrane transportuje u mitohondriju za biosintezu GAA pa sva fizioloSka i patoloska stanja
koja uti¢u na transport 1 utilizaciju arginina mogu indirektno uticati i na biosintezu GAA, §to

prevazilazi obim ovog poglavlja (Morris, 2016).
1.3.2.4 Apsorpcija, transport i koncentracija GAA u tkivima

U dostupnoj literaturi se retko mogu pronaéi zapisi o apsorpciji GAA putem
gastrointenstinalnog trakta (GIT) mada je sam transportni mehanizam kroz mukozu creva
verovatno slican mehanizmima transporta u misi¢ne celije (EFSA, 2016). U radu Ostojic i
Vojvodic-Ostojic  (2015) ispitivana je farmakokinetika GAA kao moguéeg oralnog
suplementa kod ljudi. Istrazivaci su dosli do saznanja da resorpcija kroz gastrointestivni trakt
verovatno nije predstavljala ogranicavajuci faktor, ¢ak se navodi da je bila relativno brza.
Pored ostalog, doza uzetog suplementa (od 1,2 do 4,8 grama u pojedina¢noj dozi) izgleda da
ima uticaja na dinamiku dostizanja maksimalne koncentraciji GAA u krvi nakon intervencije,
Sto sugeriSe da postoje dozno-zavisne razlike u apsorpciji u GIT.

Dosadasnja istrazivanja sugeriSu da se moguci putevi transporta GAA u ¢elije miSica i
mozga mogu vrsiti preko: a) kreatinskog transportera (SLC6AS8 ili CT1), b) taurinskog
transportera (SIC6AG6 ili TauT), ) transportera za gama aminobutri¢nu kiselinu (SLC6A13) i
d) pasivnom difuzijom (Braissant, 2012; Curt i sar., 2015; Ostojic, 2017). Ovakva saznanja

11
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takode ukazuju i da resorpcija GAA u velikoj meri zavisna od koli¢ine i zasi¢enosti receptora
na ¢eliskoj membrani (Ostojic i Stojanovic, 2015). GAA pojacano deluje na lucenje insulina
§to pozitivno deluje na transport GAA preko TauT (Alsever, Georg, i Sussman, 1970;
Kraemer i Ratamess, 2005). Dalje, u sistemu sinteze i resinteze ATP uz pomo¢ CK, smatra se
da GAA teoretski moze zameniti Cr kao transportni nosa¢ visokoenegetske fosfatne grupe
(Kan, Renema, Isbrandt, i Heerschap, 2004). Ovakvi slucajevi su zabeleZeni kod ljudi i
Zivotinja sa poremecajima u metabolizmu sinteze kreatina. Smatra se i da je Stepen
produkcije GAA zavisan od vrednosti pH i temperature (7,5 pH / 37°C) (Wyss i Kaddurah-
Daouk, 2000).

Na velikoj populacijskoj studiji u Francuskoj dobijene su referentne vrednosti za nivo
Cr i GAA u urinu i krvi kod razli¢itih uzrasnih grupa (Curt i sar., 2013). Vrednosti GAA u
serumu osoba starijih od 15 godina muskog i zenskog pola iznose 2,3 + 0,8 pumol/L, uz
napomenu da su osobe starije od 18 godina cinile ispod 8% populacije. Prilikom ispitivanja
farmakokinetike oralne jednokratne suplementacije GAA u razli¢itim dozama na zdrave
ispitanike muskog i zenskog pola utvrdeno je da se bazi¢ne vrednosti GAA u serumu izmedu
eksperimentalnih grupa (3 grupe po 12 ispitanika) nisu razlikovale (2,9 = 0,3 pmol/L) u
odnosu na prethodne studije (Ostojic i Vojvodic-Ostojic, 2015).

Tokom fizi€kih aktinosti dostupnost i koncentracija GAA 1 Cr u krvi dramati¢no 1
statisticki znacajno osciliraju. U studiji Sotgia i sar. (2007) ispitanici su bili podvrgnuti testu
maksimalnog progresivnog povecéanja optere¢enja do voljnog otkaza tokom voznje na biciklu
ergometru. Tada su zabelezene sledeCe vrednosti nivoa GAA u serumu za dve grupe
ispitanika - sedentarne osobe: pre testa (mirovanje) 5,24 + 1,56 umol/L, posle testa 4,45 +
1,24 pmol/L); sportisti: pre testa (mirovanje) 6,89 + 1,87 umol/L, posle testa 5,76 + 1,75
pmol/L), $to sugeriSe dramatiCan pad nivoa GAA tokom fizickog vezbanja. Dinamika
vrednosti nivoa kreatina u krvi bila je bitno drugacija - sedentarne osobe : pre testa
(mirovanje) 15,22 + 1,15, posle testa 17,45 + 1,21 umol/L; sportisti: pre testa (mirovanje)
20,00 = 1,47 pmol/L, posle testa 22,47 £ 1,74 umol/L.

1.3.2.5 Putevi razgradnje GAA

Pored ve¢ jasno definisane neenzimske reakcije prelaska Cr i PCr u Crn, izgleda da postoje i
alternativni putevi degradacije kreatina i GAA (Wyss i Kaddurah-Daouk, 2000). Pojedini
crevni mikroorganizmi poseduju drugacije enzimske puteve degradacije ovih celijskih

bioenergenata. Npr. enzim kretininiaminohidrolaza katabolise razgradnju Crn i Cr na ureu i
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sarkozin. Naknadno, sarkozin moze biti razgraden na Gly uz pomo¢ enzima sarkozin
dehidrogenaze. Ovaj enzimski put se pokazao teoretski pogodnim i za degradaciju GAA do
Gly i uree (Wyss i Kaddurah-Daouk, 2000).

Vreme eliminacije GAA iz krvi nakon jednokratne oralne suplementacije je direktno
zavisno od konzumirane doze (Ostojic i Vojvodic-Ostojic, 2015). Umerena i mala doza GAA
(2,41 1,2 g) se brze eliminis$u iz organizma U odnosu na dozu od 4,2 g. Pretpostavlja se da na
vreme uklanjanja GAA uti¢u akumulacioni kapaciteti apsopcije tkiva jetre, miSica i mozga za
GAA do metilacije u Cr, kao i vreme potrebno da se GAA ukloni putem burezne filtracije i
izlu¢i putem urina. Oralno uzimanje metil-testosterona kod zdravih ljudi dovodi do povecane
ekspresije AGAT i utilizacije Cr. Ovakva reakcija dovodi do uvecanja izluCivanja GAA
putem urina za 70% (WYyss i Kaddurah-Daouk, 2000). Isti autori navode da pri programima
suplementacije Cr, dolazi do inhibicije AGAT, a §to prouzrokuje povisenu ekskreciju GAA

putem urina.
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1.3.3 POREMECAJI METABOLIZMA KREATINA

Analizom biosinteze kreatina u patofizioloskim uslovima, mogu se uociti tri primarna
poremecaja, a oni se vezuju za deficijenciju: 1) AGAT enzima 2) GAMT enzima i 3) CT1.
Bioenergetika Cr u ovakvim metaboli¢kim poremecajima je umereno ili znac¢ajno umanjena
ili je u potpunosti sprecena, $to je praceno izracenom klinickom slikom. Saznanja o niskoj
tkivnoj utilizaciji energetike kod ovih stanja su potvrdena uz pomo¢ magnetne rezonance,
preciznije spektroskopijom misi¢a i mozga (Braissant, 2012). Niske vrednosti kreatina u
tkivima pracene Su neuroloskim simptomima, mentalnom retardacijom manjeg ili veéeg
stepena, nekontrolisanim motorickim pokretima ekstrapiramidalnog karaktera, ispadima i
oSte¢enjima u govoru, epilepticnim napadima i misiénom hipotonijom. Ova retka stanja se
beleze u najranijem uzrastu dece i kod novorodencadi (Battini i sar., 2006; Sharer i sar.,
2017; Zugno i sar., 2006). Sli¢nost u gradi GAA kao prekursora Cr i mogucnosti da GAA
lakSe prolazi ¢elijske membrane otvorila su nove pravce istrazivanja u kojima se ispituje
mogucnost suplementacije GAA i njenih modifikovanih analoga u lecenju ovakvih
metaboli¢kih poremecaja bioenergetike (Ostojic, 2017), §to bi za efekte imalo uticaj na
zdravlje pacijenta i kvalitet zivota.

Kod pacijenata sa AGAT sindromom, klinicke studije su zabelezile smanjen ili
potpuno odsutan stepen sinteze GAA. Bez sintetisane GAA, endogeni proces sinteze Cr se ne
moze normalno odvijati (Braissant, 2012). U terapijskim studijama gde je koriS¢ena
suplementacija CrM, primeéeni su znacajani pomaci u vrednostima kreatina u mozdanom
tkivu, bolja regulacija rada mozga i povoljnija klinicka slika, sto jo§ uvek spada u inovativne
metode terapijskog leenja ovog kompleksnog stanja (Stockler, Hanefeld, i Frahm, 1996;
Schulze i sar., 1998; Ensenauer i sar., 2004; Verbruggen i sar., 2007).

U klinickim studijama koje su se bavile deficitom GAMT (autozomalno recesivni
sindrom), zabelezeno je da dolazi do nagomilavaju GAA u telesnim te¢nostima i mozgu
(Stockler i sar., 1996; Schulze i sar., 1998; Schulze, Ebinger, Rating, i Mayatepek, 2001).
Povisene vrednosti GAA su zabelezene kao neurotoksi¢ne (Schulze i sar., 1998; De Deyn,
D’Hooge, Van Bogaert, 1 Marescau, 2001). U pristupu reSavanja ovakvih metabolickih
poremecaja koristila se terapija CrM, ornitinom i uz ograni¢enje unsoa arginina u ishrani
(Stockler i sar., 1996; Schulze i sar., 1998; Ensenauer i sar., 2004; Verbruggen i sar., 2007).
Rezutati terapijskih studija su pokazali male, relativno skromne rezultate povecanja
koncentracije Cr u mozgu i misi¢ima. Vrednosti GAA nisu u potpunosti kontolisano

smanjene, a njene toksi¢ne vrednosti (100 puta vece u odnosu na normalne vrednostui) uz
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primenu ovakve terapije ostale su visoke. Zapazeno je da se kod genetski modifikovanih
GAMT-knockout eksperimentalnih miseva, CK moze da prepozna GAA u svom
fosforalizovanom obliku P-GAA kao supstrat i donor fosfata pri produkciji i resintezi ATP-a
(Kan i sar., 2004), sto otvara moguénost za upotrebu GAA kao posebnog energetskog donora
u specificnim klini¢kim situacijama.

Proces normalnog transporta Cr u celije miSi¢a 1 mozga vrsi se preko celijskog-
membranskog kreatinskog transportera CT1 koji nastaje usled mutaciju SLC6A8 gena na
lancu X hromozoma (Wyss i Kaddurah-Daouk, 2000). Deficit CT1 je retko urodeno
oboljenje, u literaturi oznaceno kao CTD-sindrom. Odlika CTD-sidroma je u tome da je
proces transporta vancelijskog Cr unutar ¢elija energetski-zahtevnih tkiva (npr. mozak, misic)
u potpunosti blokiran, ¢ime su metabolicki procesi Cr unutar ¢éelije usmereni samo na
endogenu produkciju. Kod ovakvih sluc¢ajeva vrednosti GAA pri dijagnostikovanju iz krvnih

uzoraka i uzoraka urina ostaju nepromenjene (Sharer i sar., 2017).
1.3.4 SUPLEMENTACIJA GAA | FIZIOLOGIJA SPORTA

U tkivima poput mozga i skeletnih miSica gde potreba za visoko energetskim jedinjenjima
stalno postoji, borba za odrzavanjem konstantne koncentracije je uvek prisutna. GAA se u
ovom kontekstu moze razmatrati kao inovativni novi suplement u ishrani fizi¢ki aktivnih
ljudi. Time bi se popravila bioenergetska ucinkovitost oslabljenih i osiromaSenih
visokoenergetskih depoa Cr (Ostojic, 2017).

U studiji u kojoj su Ostojic, Drid, i Ostojic (2016) suplementirali fizi¢ki aktivne i
zdrave muske 0sobe, zabelezeno je da je sinteza Cr u mozgu znacajno povisena nakon Cetiri
nedelje uzmanja malih doza GAA od 2 do 4 grama (Ostojic, 2016a). Nakon suplementacije sa
GAA kod cetiri fizicki aktivna i zdrava muskaraca tokom 4 nedelje, zapaZzene su statisti¢ki
znacajne povisene vrednosti Cr, izmerene magnetnom spektrosokopijom u medijalnoj glavi
Cetvoroglavog misi¢a natkolenice (Ostojic, Drid, i Ostojic, 2016). Tokom studije koja je
obuhvatala Zene sa simptomima hroni¢nog zamora , ustanovljeno je da nakon suplementacije
fizicke forme proverena kroz testove snage i kardiovaskularne izdrzljivosti (Ostojic i sar.,
2016). Poboljsanje u fizickoj formi kod zdravih i aktivnih muskaraca je zabelezeno i u studiji,
gde su ispitanici koristili GAA kao suplement u trajanju od 6 nedelja (Ostojic i sar., 2015).
Tada su zabelezena poboljSanja u snazi stiska Sake, broju ponavljanja na testu potiska sa

klupe tipa izdrZljivosti. Kod laboratorijskih miSeva, suplementacija Cr i GAA tokom 2
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nedelje prouzrokovala je povecanje metabolizma Cr u miSi¢ima zadnjih eckstremiteta.
Vrednosti nakon suplementacije Cr bile su uvecane za 49%, a nakon suplementacije GAA za
39% (Stead, Au, Jacobs, Brosnan, i Brosnan, 2001).

1.3.5 OSTALA SAZNANJA O GUANIDINOSIRCETNOJ KISELINI

Tokom sinteze Cr u procesu metilacije GAA uz prisustvo GAMT i metil donora SAM dolazi
do stvaranja SAH. Organizam inace koristi metil grupu SAM u procesima biosinteze,
detoksikacije, anabolickim rekacijama i drugim regulacionim procesima. Mesta aktivnosti
SAM su uglavnom jetra i bubrezi kod sisara (Hannibal i Blom, 2017). SAM se formira od
dostupnog ATP i metionina uz pomo¢ enzima metioni-adenosil-transferaze. Literaturni izvori
navode da metilacija SAM u procesu sinteze Cr ¢ini vise od 50% svih ostalih metilacija u
organizmu (EFSA, 2016). Prilikom suplementacije organizma Cr uoc¢ava se manja produkcija
SAM. Novo formirani molekul SAH dalje ulazi u proces reverzibilne hidrolize pri kojoj
nastaju adenozin i homocistein (tHcy), uz delovanje enzima S-adenozinhomocistein
hidrolaze. Povec¢an nivo tHcy u krvi moze povecati rizik od kardiovaskularnih bolesti
(Clarke, 1998; Hannibal i Blom, 2017). Hiperhomocisteinemija se definiSe kada
koncentracija tHcy prelazi vrednosti od 15 pM, a stratifikovana je u tri nivoa rizika: a)
umereni 15-30 M, b) srednji 30-100 pM, i c) teski > 100 pM (Clarke, 1998). Cak i blage
porast u koncentraciji tHcy iznad normalnih vrednosti (npr. kod muskaraca > 10 uM/L, kod
zena > 8 UM/L) ¢e povecati rizik od kardiovaskularnih bolesti za 60% odnosno 80% (Stead i
sar., 2001).

U slucajevima vece metilacije GAA pri sintezi Cr produkcija tHcy dramati¢no se
povecava, pa Se test sa egzogenom administracijom GAA moze iskoristiti kao efektivan
metod za procenu efekata na koncentraciju tHcy (Stead i sar., 2001). Ovakva zapaZanju su
primecena na eksperimentalnim miSevima gde je uoceno da pri suplementaciji GAA u period
od 2 nedelje dolazi do znacajnog povecanja tHcy (porast za 50%) naspram vrednosti uzetih sa
pocetka eksperimenta (Stead i sar., 2001). Pri suplementaciji GAA u periodu od 8 nedelja
kod fizi¢ki zdravih ljudi uocio se porast tHcy za 43,9% nakon 4 nedelje (tzv. faze punjenja)
ali ne 1 statistiCki znaCajne razlike naspram pocetnih vrednosti. Nakon zavrSetka studije
vrednosti tHcy su opale u odnosu na fazu punjenja (4 nedelje). Ispitanici nisu prijavili
nikakve negativne neurosloske promene, a biohemijski markeri u radu jetre nisu bili iznad
referentnih vrednosti (Ostojic, Ostojic, Drid, Vranes, i Jovanov, 2017). Vrednosti tHcy kod

sportista nisu zna¢ajno promenjene ni nakon oralne suplementacije kombinacijom Cr i GAA
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u omeru 1:3 grama na dan za period od 28 dana a iznosile su 10,5 £ 1,9 umol/L (Semeredi i
sar. 2019).

Homocistein moze da se kataboliSe do cisteina uz pomo¢ vitamina B kompleksa i
folne kiseline, a kasnije ¢e se formirati serin, Koji se moze ponovo koristiti u remetilaciji
metionina (Hannibal i Blom, 2017). Pove¢an unos folne kiseline, vitamina B12 i B6 ¢e
najverovatnije smanjiti nivo tHcy, skoro kod svake osobe (Clarke, 1998). Vitaminska terapija
sigurno ¢e uciniti da komplikacije na kardiovaskularnom sitemu praé¢ene porastom tHcy budu
prevenirane. Unos folne kiseline iz voéa i povréa koje su dobar izvor folne kiseline, moze se
smatrati dobrim zaStitnim faktorom od kardiovaskularnih bolesti (Hannibal i Blom, 2017).
Sotgia i sar. (2007) su pokazali da nakon intenzivne fizi¢ke aktivnosti nema znacajne
promene koncentracije tHcy-a kod sportista (pre testa 9,3 + 3,0 umol/L / posle testa 9,9 + 3,7
pmol/L) i sedentarnih osoba (pre testa 11,1 £ 2,3 umol/L / posle 11,4 £+ 3,0 umol/L).
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2. CILJ
Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja obuhvata utvrdivanje efekata pojedinacnih epizoda aerobnog i anaerobnog
vezbanja maksimalnog intenziteta na biomarkere perifernog zamora i ¢elijske bioenergetike

kod mladih muskaraca i Zena
Parcijalni ciljevi

1) Utvrdivanje promena nivoa cirkulatornih vrednosti guanidinosiréetne kiseline,
kreatina i kreatinina pre i nakon pojedina¢ne epizode acrobnog vezbanja maksimalnog

intenziteta

2 Utvrdivanje promena nivoa cirkulatornih vrednosti guanidinosiréetne kiseline,
kreatina i kreatinina pre i nakon pojedinacne epizode anaerobnog vezbanja

maksimalnog intenziteta

(3)  Utvrdivanje povezanosti izmedu vezbanjem-indukovanih promena cirkulatornih
vrednosti GAA, kreatina i kreatinina pre, za vreme i nakon pojedinacne ekstenzivne

epizode aerobnog vezbanja i tradicionalnih biomarkera perifernog zamora
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3. METOD RADA

Prema prirodi nau¢nih istrazivanja, ovo istrazivanje pripada kategoriji empirijskih, dok prema
cilju preduzimanja predstavlja aplikativno istrazivanje. Vremenska odredenost istrazivanja je
transverzalnog karaktera, a sastoji se iz dva eksperimentalna tretmana pri kojima su
prikupljani podaci za razliCite epizode-sesije iscrpljujeuceg vezbanja. U odnosu na stepen
kontrole, ovo naucno istrazivanje pripada kategoriji laboratorijskih istrazivanja. Planirana

studija i eksperimentalni tretmani su u skladu sa etickim standardima Helsinske deklaracije.
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3.1. EKSPERIMENTALNI DIZAJN

Esperimentalni dizajn je obuhvatao populaciju fizicki aktivnih muskaraca i Zena, kao i

populaciju aktivnih sportista, a podeljen je na dva eksperimentalna tretmana (1) i (2).
3.1.1. OPIS I USLOVI EKSPERIMENTALNOG TRETMANA 1

Eksperimnetalni tretman je sadrzao dve zasebne protokol-sesije u vremenskom razmaku od 7
dana (Sema 1). Sedam dana neposredno pre eksperimentalnog tretmana ispitanici su bili
familijarizovani sa test protokolima. Svi ispitanici su bili pozvani da dodu u Laboratoriju za
primenjenu bioenergetiku na Fakultetu sporta i fizickog vaspitanja, Univerziteta u Novom
Sadu u jutarnjim terminima izmedu 8:00 i 10:00. Ispitanici su, takode, bili zamoljeni da pre
dolaska u laboratoriju 24 h pre protokol-sesija, ne uéestvuju u fizickim aktivnostima i imaju
period gladovanja od 12 h pre dolaska u laboratoriju (20:00 — 8:00). Pri prvom dolasku u
laboratoriju ispitanicima su uzete osnovne antropometrijske mere. Kod prve i druge posete
laboratoriji ispitanicima se uzimao uzorak venske krvni pre eksperimentalnih protokol-sesija
na prazan stomak, nakon kojeg bi dobili doruc¢ak u obliku 0,5 L vode i 2 komada keksa od
slepljenih Zitarica (BonZita, nutritivna vrednost u 100g proizvoda/ Energetska vrednost

423,14kcal/ Masti 13g/ Ugljeni hidrati 70,93g/ Proteini 4,069/ Vlakana 3,09/ So 0,149).

Running—test Bench Press-test

KU-Krvni uzorak
AM-Antropometrijske mere

Sema 1. Nagin i vreme uzorkovanja
Tokom prve sesije bilo je izvrSeno testiranje izdrZljivosti u tr¢anju do maksimalnog
voljnog otkaza na tredmil traci sa progresivnim povecanjem opterecenja (Running—test).
Protokol tr¢anja sa progresivnim povecanjem optereenja se sadrzao iz tri faze: 1) zagrevanje
- zapocinje sa 3 minuta brzog hodanja/laganog tréanja na brzini od 6 km/h; 2) test tr¢anje -
pocinje odmah nakon zagrevanja sa pocetnom brzinom tréanja od 8 km/h uz progresivno
povecanje optereCenja za 1,5 km/h na svaki minut [Kriterijumi za prekid tréanja bili su

subjektivna procena opterecenja po Borgovoj skali sa vrednostima preko 7 i/ili ostvarivanje
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90% od predvidene maksimalne sréane frekvence dobijene na osnovu uzrasta (kriterijumu
odredivanja maksimalne sréane frekvence 220-broj godina)]; 3) oporavak - neposredno nakon
faze 2 isptanici su silazili sa trake i tokom pasivnog odmora u prvoj minuti im se uzimao
venski uzorak krvi. Nakon toga im se omogucavalo da nastave sa aktivnim oporavkom
(hodanje i dinami¢no istezanje uz regulaciju disanja).

U drugoj sesiji je izvrSeno testiranje snazne izdrZljivosti gornjih ekstremiteta
potiskom sa ravne klupe (Bench Press-test). Protokol sesije je sadrzao 3 faze kao i protocol
prve sesije: 1) zagrevanje - 5 ponavljanja sa spoljnim opterecenjme od 10 kg; 2) testiranje -
podizanje tereta potiskom, ispitanik je lezao na klupi gde su glava, ramena, kukovi bili
oslonjeni na Klupu, a noge u kolenima savijene pod 90 stepeni sa stopalima ¢vrsto na podu.
Ispitanici su rukama potiskivali i spustali Sipku sa tegovima, u ritmu koji bi njima odgovarao.
Opterecenje je bilo podeseno na 25% od telesne mase samog ispitanika. Zadatak je bio da se
dostigne repetivni voljni otkaz uz kriterijume za prekid testa: subjektivna procena opterecenja
po Borgovoj skali sa vrednostima preko 7 i/ili nepravilno izvodenje pokreta tokom testa usled
zamora; 3) oporavak- nakon poslednjeg izvedenog ponavljanja, ispitanici bi se pridigli i
sedeli dok bi im se u prvoj minuti oporavka izvrSilo vadenje krvi nakon ¢ega bi mogli da se

aktivno oporavljaju.
3.1.2. OPIS | USLOVI EKSPERIMENTALNOG TRETMANA 2

Drugi  eksperimentalni  tretman je zapoCeo  pre-eksperimentalnim  testiranjem
kardiorespiratorne forme kroz tr¢anje na tredmil traci, a iz koje se utvrdila funkcionalna
sposobnost 1 kapaciteti ispitanika. Vrednosti sa testa kardiorespiratorne forme sluzili su kao
kalibriSu¢i pocetni parametri za eksperimentalnu protokol-sesiju 2. Vremenski razmak
izmedu testa kardiorespiratorne forme i eksperimentalne protokol-sesije je bio 7 dana. Sama
protokol-sesija je zahtevala od ispitanika da trée do maksimalnog voljnog otkaza na tredmil
traci, gde je brzina tr¢anja konstantna i odgovara individualnoj brzini tréanja ispitanika na
anaerobnom pragu (Sema 2).
Sema 2. Nacin i vreme uzorkovanja

Pre-eksperimentalno
testiranje Eksperimentalna protokol-sesija

|

-Test-

7 dana

kardiorespiratorne 4 - Tréanje do maksimalnog voljnog otkaza na V-,.p Oporavak
forme
Omin. S5 min. 10 min. 15 min. 20 min. 25 min. 30 min. 3 min. 5 min.
KU KU KU KU KU KU KU KU KU
AM
V-anp
AM  Antropometrijske mere 21

V-anp Brzina tréanja na anaerobnom pragu
KU Krvni uzorak
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Na pre-eksperimentalno testiranje i za samu eksperimentalnu protokol-sesiju svi
ispitanici su bili pozvani da dodu u laboratoriju za primenjenu bioenergetiku na Fakultetu
sporta i fizickog vaspitanja, Univerziteta u Novom Sadu u jutarnjim terminima izmedu 8:00 i
10:00. Ispitanici su, takode, bili zamoljeni da pre dolaska u laboratoriju 24 h pre samog
testranja i protokol-sesije, ne ucestvuju u fizi¢kim aktivnostima i imaju period gladovanja od
12 h pre dolaska u samu laboratoriju (20:00 — 8:00).

Dolaskom u laboratoriju na preeksperimentalno testiranje ispitanicima su uzimane
osnove antropometrijske mere. Tokom iste posete, ispitanici su bili podvrgnuti testu
optere¢enja na tredmil traci sa porastom spoljnog optereé¢enja na svaki minut maksimalnog
karaktera. Test protokol maksimalnog karaktera zapocinjao je zagrevanjem u trajanju od 2
minuta na tredmil traci gde je isptanik hodao pri brzini od 6 km/h. Test je zapocinjao
tréanjem ispitanika na pocetnoj brzini od 8 km/h, uz progresivno povecanje za 1,5 km/h na
svaki naredni minut. Inklinacija tredmil trake je bila konstantna i iznosila je 1%. Po zavr$etku
testa ispitanik je prelazio u period oporavka. U oporavku ispitanik je iz tréanja prelazio u
hodanje na brzini od 5 km/h u trajanju od 5 minuta. Tokom celog test protokola ispitanik bi
iznosio podatke o subjektivom osecaju zamora uz koriséenje Borgove skale. Pomoc¢u gasnog
analizatora po principu breath-by-breath bile su belezene i analizirane funkcionalne varijable
respratornog-ventilatornog maksimalnog napora. Da bi se test protokol smatrao korektno
izvrSenim 1 validnim ispitnici su se ohrabrivljali da izvrSe maksimalan napor u skladu sa
slede¢im kriterijumima:[respiratorni koli¢nik preko > 1,2; dostizanje platoa potro$nje
kiseonika (VO2) bez obzira na povecanja nivo opterecenja; vrednosti subjektivne procene
optereéenja po Borgovoj skali preko 17 i/ili ostvarivanje 90% od predvidene maksimalne
sr¢ane frekvence dobijene na osnovu uzrasta (kriterijumu odredivanja maksimalne sréane
frekvence 220-broj godina)]. Nakon zavrsetka testa, pregledom sirovih podataka i njihovom
obradom odredena je brzina tréanja na anaerobnom pragu za svakog isptanika. Brzina bi se
odredila uz pomo¢ respiratornog koli¢nika (1,00 i 1,10), §to je znacilo da su brzine u tom
vremenokom period testa bile uzete za izraCunavanje srednje vrednosti brzine iz koje bi se
dobila brzina na anerobnom pragu.

Sedam dana od testiranja kardiorespiratorne forme, sama eksperimentalna protokol-sesija je
zapocCinjala uzimanjem prvog venskog uzorka na prazan stomak, nakon kojeg bi usledio
dorucak od 0,5 L vode i 2 komada keksa od slepljenih Zitarica (BonZita, nutritivna vrednost u
100g proizvoda/ Energetska vrednost 423,14kcal/ Masti 13g/ Ugljeni hidrati 70,93g/ Proteini
4,069/ Vlakana 3,09/ So 0,14g). Sesija se sadrzala iz tri celine: 1) zagrevanja — 5 minuta

tréanja na brzini od 8 km/h i dinami¢nim zagrevanjem u trajanu od 3 min.; 2) testa tr¢anja —
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nakon pauze od 3 minuta i subjektivne procene opterecenja po Borgu pri ¢emu je brzina
tr¢anja bila kalibrisana i prilagodena individualnoj brzini tréanja svakog ispitnika na
anerobnom pragu. Ispitanici su imali za cilj da §to duze vremena provedu tr¢e¢i na zadatoj
brzini tr¢anja do otkaza. Kad viSe nije bio u stanju da prati zadatu brzinu tréi na traci
tretmanski deo sesija bi se zavrSio. U toku trajanja ove celine ispitanicama bi se uzimao
venski krvni uzorak na svakih 5 minuta. Da bi se uzorci prikupili, ispitanici su silazili sa
tredmil trake u trajanju od 3 minuta i potom nastavljali sa tr¢anjem slede¢i novi interval
tr¢anja od 5 minuta. Subjektivna, procena opterecenja po Borgu (1-20) i vrednosti sréane
frekvence su se kontinurano monitorisali tokom trajanja tretmana, kao i u oporavku.
Kriterijumi za prekid tretmana bili su subjektivna procena zamora po Borgu sa vrednostima
preko 17 i/ili vrednosti sréane frekvence preko 90% od predvidenog maksimuma za godiste;
3) oporavak — ova faza se sastojala iz pasivnog i aktivnog dela. Pasivan oporavak nakon
tretmanskog tréanja se iskoristio za uzimanje venskog krvnog uzorka u tre¢em i petom
minutu, uz monitorisanje vrednosti sréane frekvence i subjektivne procena zamora. Nakon
toga se ispitanicima dozvolio aktivan oporavak kroz dinamic¢no istezanje sa kontrolom

disanja.
3.2. UZORAK ISPITANIKA

Svi ispitanici u studiji (eksperimentalnim tretmanima) su bili volonteri. Potencijalni ispitanici
su prvo bili informisani o samom procesu eksperimentalnog tretmana za koji su se prijavili,
potencijalnim rizicima uce$¢a, kako o obavezama i1 mogucnosti povlacenja u svakom
trenutku. Svoju saglasnost za u¢es¢e u studiji-tretmanu su potvrdili kroz pismenu saglasnost.
Da bi ispitanici u€etvovali u eksperimentalnim tretmanima potrebno je bilo da ispune sledeci

opsti i specifi¢ni kriterijume.

3.2.1. OPSTI KRITERIJUMI: Eksperimentalni tretman (1) i (2)

1. Osobe bez pozitivnih znakova na skrining upitinicima (manje od 2 znaka rizika):
a. Par-Q i ti - zdravstveni upitinik za osobe stare od 15 do 69 godina
b. Health/Fitness Facility Preparticipation Screening Questionnaire AHA/ACSM
HHQ — upitinik skrining predhodnih aktivnosti i bolesti

2. 0Osobe bez akutnih i hroni¢nih kardio-metaboli¢kih bolesti
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3.2.2. SPECIFICNI KRITERIJUMI

3.2.2.1 Eksperimentalni tretman (1)

1. Uzorak ispitanika ¢inili su fizicki aktivni (= 5 sati nedeljno)mladi muskarci i Zene,
starosti izmedu 18 i 30 godina starosti

2. Osobe bez prethodne istorije upotrebe dijetetskih suplemenata u periodu od 4
nedelje pre pocetka tretmana

3. Osobe bez prisutnih smetnji na kostano-miSi¢nom sistemu koji ih mogu ometati
tokom eksperimentalnog tretmana

4. Minimalna veli¢ina uzorka za eksperimentalni tretman izra¢unata je pomocu
softvera G-Power (Heinrich- Heine University Dusseldorf, Germany), a dobijena
veli¢ina uzorka iznosila je 25, gde je ukupna veli¢ina uzorka (N) izracunata kao
funkcija potrebnog nivoa snage studije (1- B) od 0,80 i unapred odredenog nivoa
znacajnosti (a = 0,05) i veli¢ine efekata (q = 0,5) za primarne ispitivane varijable.
Nivo snage za ovu studiju od 0,80 se moze okarakterisati kao srednji nivo snage, a
koji je ve¢ koris¢en u studiji Ostojic i saradnici (2013) za iste primarne ispitivane

varijable.

3.2.2.2 Eksperimentalni tretman (2)

1. Uzorak ispitanika ¢inili su fizicki aktivni sportisti (> 10 sati nedeljno) muskog pola,
starosti izmedu 18 i 30 godina starosti.

2. Osobe bez prethodne istorije upotrebe dijetetskih suplemenata u periodu od 8 nedelja pre
pocetka ispitivanja.

3. Osobe bez prisutnih smetnji na kostano-misi¢nom sistemu koji ih mogu ometati tokom
eksperimnetalnog tretmana.

4. Minimalna veli¢ina uzorka za eksperimentalni tretman izraCunata je pomocu softvera G-
Power (Heinrich- Heine University Dusseldorf, Germany), a dobijena veli¢na uzorka
iznosila je 10, gde je ukupna veli¢ina uzorka (N) izracunata kao funkcija potrebnog nivoa
snage strudije (1- B) od 0,80 i unapred odredenog nivo znacajnosti (a =0,05) i veli¢ine

efekata (q = 0,5) za primarne ispitivane varijable.
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3.3. UZORAK MERNIH INSTRUMENATA

U ceksperimentalnim tretmanima su bili koriS¢eni merni instrumenti za procenu
antropometrijskih mera, motoricko-funkcionalnih sposobnosti i biohemijski-hematoloski

markeri.

3.3.1 Antropometrijske mere i parametri: za eksperimentalni tretman (1) i (2)
a. Telesna visina (TV)
Rekviziti i merni instrumentariji
Visinometar SECA-213 (Germany), sa ta¢no$¢u od 0,1 cm.
b. Telesna masa (TM)
Rekviziti i merni instrumentariji
Digitalna vaga OMRON-BF (Japan) 511 sa precizno$¢u od 100 g

3.3.2 Motoricko-funkcionalne mere i parametri

3.3.2.1 Eksperimentalni tretman (1)

i. Test-protokol maksimalnog iscrpljujuceg napora (Bench press-test)
a. Broj ponavljanja sa 25% od TM isitanika (Rep.(n))
b. Subjektivana procena zamora po Borgu (skala od 1 do 10) (Rpe.())
Rekviziti i merni instrumentariji
Olimpijska sipka (20 kg) Eleiko (Swedish)
Slobodni tegovi od 0,5 do 25 kg Eleiko (Swedish)
Ravna klupa GYM 80 (Germany)
ii. Test-protokol maksimalnog iscrpljujué¢eg napora (Running-test)
a. Sréana frekvenca u miru / maksimalna sréana frekvenca u oporavku (HRRest / HRRec)
b. Subjektivana procena zamora po Borgu (skala od 1 do 10) (Rpe.)
c. Maksimalno vreme provedeno pod optere¢enjem na testu (Time EX. (sec))
Rekviziti i merni instrumentariji
Pulsmetar - model RS800c« (PolarElectro Oy, Kempela, Finland)
Tredmil traka - model T170 (Cosmed, Italija)
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3.3.2.2 Eksperimentalni tretman (2)

iii. Test za procenu kardiorespiratorne forme - pre-eksperimentalno testiranje
a. Srcana frekv. na anaerobnom pragu / maksimalna sréana frekvenca (HR-anp / HR-max)
b. Potrosnja kiseonika na anacrobnom pragu / maksimalna potro$nja kiseonika / procenat
potrosnja kiseonika na anaerobnom pragu od maksimalne potrosnje
VO2 max / VO2anp | VO2anp
c. Brzina tréanja na anaerobnom pragu / maksimalna brzina tréanja (V-max / V-anp)
d. Subjektivna procena zamora po Borgu (skala 1 do 20) (Borg- Rpe. (n))
Rekviziti i merni instrumentariji
Pulsmetar - model RS800cx (PolarElectro Oy, Kempela, Finland)
Tredmil traka - model T170 (Cosmed, Italija)
Maska za nos i usta (Hans, Rudolph, USA)
Gasni analizator breath-by-breath (Quark PFT ErgoCPET, Cosmed, Italija)
iv. Test maksimalnog iscrpljuju¢eg napora - eksperimenatalna protokol sesija
a. Sréana frekvenca pre testa u miru / na kraju svakog intervala tréanja / nakon
poslednjeg intervala testa / u oporavku nakon testa za 1, 3 i 5 minut - protokol sesije:
HR Rest / HR x-7 51015 / HR max / HR rec 1/3/5 (otk/min)
b. Subjektivna procena opterecenja po Borgu nakon zagrevanja / u svakom intervalu na
tre¢em minutu intervala / nakon poslednjeg intervala testa / u oporavku nakon testa za 1,
3 i 5 minut - protokol sesije: (Skala od 1 do 20)
Borg- Rpe. W*?/ Borg- Rpe. ex-1 1015/ Borg- Rpe. wmax/ Borg- Rpe. rect’®’® (n)
c. Maksimalno vreme provedeno pod opterecenjem testa (Time. Ex)
Rekviziti i merni instrumentariji
Pulsmetar - model RS800cx (PolarElectro Oy, Kempela, Finland)
Tredmil traka - model T170 (Cosmed, Italija).
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3.3.3 Biohemijsko-hematoloski markeri

Biohemijski-hematoloski markeri su analizirani iz krvne plazme. Uzorci su uzimani iz
prednje kubitalne vene. Krvna plazma se odvajala centrifugiranjem u roku 20 minuta od
sakupljanja venskih krvnih uzoraka. Pripremljeni uzorci za analizu su ¢uvani na temperaturi
izmedu -20 i -80°C do analize. Identifikacija i analiza specifiénih biohemijski-hematoloski
markera za GAA, Cr i Crn, kod oba eksperimentalna tretmana (1) i (2) su izvrSene na
Prirodno matematickom fakultetu (Departmanu za hemiju, biohemiju i zaStitu Zzivotne
sredine) Univerziteta u Novom Sadu. U drugom eksperimentalnom tretmanu lista analiziranih
markere je bila proSirena za markere perifernog zamora: IL6, CK, Cor, Lac. Vrednosti
analiziranih markera u drugom eksperimentu su bile korigovane za vrednosti hematokrita,
kako bi se posledice procesa dehidratacije anulirale za ekstenzivan period iscrpljujuéeg
fizickog napora. Analiza i identifikacija markera perifernog zamora i ¢elijske bioenergetike je
bila sprovedena u akreditovanoj i specijalizovanom Zavodu da laboratorijsku dijagnostiku
JUGOLAB Novog Sada.

3.3.3.1 Eksperimentalni tretman (1)

a. Koncentracija u krvi
GAA pre / posle test protokol sesija (GAA Rest / GAA Rec)
Cr pre / posle test protokol sesija (Cr rest / Cr rec)
Crn pre / posle test protokol sesija (Crnrest / Crn rec)
Rekviziti i merni instrumentariji
Analizator Agilent 1200 Series LC (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, SAD)

3.3.3.2 Eksperimentalni tretman (2)

a. Koncentracija u krvi
GAA u miru / na kraju svakog intervala tr¢anja / nakon poslednjeg intervala testa / u
oporavku nakon testa za 3 i 5 minut - protokol sesije

GAA Rest /| GAAEX-T 1015 | GAA yox | GAA Rrec®/®
Kreatina u krvi / u miru / na kraju svakog intervala tr¢anja / nakon poslednjeg intervala
testa / u oporavku nakon testa za 3 i 5 minut - protokol sesije

CI‘ Rest / Cr EX-T 5-10-15 / CI‘ Max / Cr Rec 875

27



Doktorska disertacija Valdemar Stajer

Kreatinina u krvi / u miru / na kraju svakog intervala tr¢anja / nakon poslednjeg
intervala testa / u oporavku nakon testa za 3 i 5 minut - protokol sesije:
CrnRest / Crnex-152015 [ Crnyax / CrN- Rec /5
Kortizola u krvi / u miru / na kraju svakog intervala tréanja / nakon poslednjeg intervala
testa / u oporavku nakon testa za 3 i 5 minut - protokol sesije:
Cor Rest / COrex-152015+/ Cor yu / Cor-gec 3/°
Interleukina-6 u krvi / u miru / na kraju svakog intervala tr¢anja / nakon poslednjeg
intervala testa / u oporavku nakon testa za 3 i 5 minut - protokol sesije:
IL6 Rest / L6 EX-T 51015 [ 1L6 s / 1L6- Rec 3/°
Kreatin kinaze u krvi / u miru / na kraju svakog intervala tr¢anja / nakon poslednjeg
intervala testa / u oporavku nakon testa za 3 i 5 minut - protokol sesije:
CK Rest / CK-ex-T51045 | CK o / CK Rec 375
Laktata u krvi / u miru / na kraju svakog intervala tr¢anja / nakon poslednjeg intervala
testa / u oporavku nakon testa za 3 i 5 minut - protokol sesije:
Lac rest / LaCEx-T>1025 / LaC yax / LAC Rec 3/°
Rekviziti i merni instrumentariji
Agilent 1200 Series LC (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, SAD)
COBAS C-6000 analyzer (Roche Diagnostics, Indianapolis, SAD)
Accutrend Plus (Roche Diagnostics, Indianapolis, SAD)
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3.4. METODE OBRADE PODATAKA

Podaci dobijeni merenjem bili su pregledani, sredeni, a zatim statisticki obradeni u
statistickom paketu SPSS 20.0. Za date parametre izvedene su varijable, a izraunati su
deskriptivni statistici (aritmetiCka sredina, standardna devijacija). Za proveru normalnosti
distirbucije dobijenih podataka koristio se Kolmagorov-Smirnov test. U slu¢ajevima kada je
homogenost distribucije bila naruSena pristupilo se koriS¢enju neparametrijskih metoda
obrade podataka.

U eksperimentalnom tretmanu (1) utvrdivane su razlike izmedu dobijenih vrednosti za
obe protokol-sesije neparametriskim metodama za ponovljena merenja analize varijanse:
Fridmanova 2-way analiza varijanse i Kraskal-Volisova analiza. Uz ove razlike bile su
uradene 1 razlike izmedu inicijalnog 1 finalnog merenja za obe protokol-sesije
neparametriskim metodama Vilkoksonove analize dva povezana uzorka i Kraskal-Volisovom
analizom. Utvrdivanje razlika je testirano na celokupnom uzorku, izmedu polova i prema
polu zasebno. Parametrijska metoda direktne korelacije (Pirsonova korelacija povezanosti) u
jednom smeru je primenjena radi utvrdivanja povezanosti rasta ili opadanja vrednosti
serumske GAA sa Cr i Crn kod maksimalno iscrpljujucih testova, a na nivou celokupnog
uzorka i za grupe prema polovima zasebno. Minimalni uslov za postojanje statisti¢ki
znacajne razlike je p (nivo znacajnosti) manji ili jednak 0,05.

Za eksperimentalni tretman (2) se koristila neparametrijska Kraskal-Volisova analiza
radi utvrdivanja razlika izmedu inicijalnog merenja u miru, nakon svakog intervala u toku
eksperimentalne protokol sesije i nakon eksperimentalne protokol sesije u oporavku. Pored
ovih metoda Kkoristila se parametrijska metoda direktne korelacije (Pirsonova korelacija
povezanosti) povezanosti serumskih nivoa GAA, Cr i Crn sa markerima perifernog zamora
IL-6, CK, Cor, Lac i sa subjektivnom procenom zamora po Borgu. Minimalni uslov za

postojanje statisticki znacajne razlike je p (nivo znacajnosti) manji ili jednak 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Eksperimentalni tretman (1)

U Tabeli 4.1.1 A i B prikazani su osnovni deskriptivni statistici i karakteristike distribucije

analiziranih varijabli za celokupan uzorak, za muskarce i zene prema polu.

Tabela 4.1.1 (A) Osnovni deskriptivni statistici i karakteristike distribucije analiziranih varijabli

Ceo uzorak Musgkarci Zene
(n=23) (n=12) (n=11)
Antropometrijske mere i parametri
Starost (god) 24,7+25 24,00+ 1,8 255+ 3,0
TV (cm) 1749+ 10,0 182,08 + 6,8 167,1+£6,2
T™ (kg) 69,6 + 13,2 79,92+7,2 58,4 +7,6
Obim treninga (h) 2,35+1,40 2,25+1,54 2,45+1,29
Motoricko-funkcionalne mere i parametri
Bench Press-test
Rep (n) 56,7 £ 34,12 87,9+20,3 28,3+9,8
Borg rpe (N) 99+0,2 10,0+ 0,0 99+0,3
Rep T (kg) 20,3+0,7 206 +£1,0 20,00 +0,0
Running-test
HR Rest (0tk/min) 101,9+ 19,2 98,8+19,4 105,7 £19,3
HR Rrec (0tk/min) 188,7+7,6 190,2+75 1870+ 7,8
Borg rpe (N) 99+0,2 10,0+ 0,0 9,9+0,3
Time Ex (s) 370,7 £ 93,6 439,8 + 60,3 288,2 £ 45,7

Legenda: TV - Telesna visina; TM - Telesna masa; Rep - broj ponavljanja na testu; Borg rpe
- vrednosti sa modifikovane Borgove skale (1-10); Rep T - masa savladanog spoljasnjeg
opterecenja u kilogramima na testu; HR rest - srcana frekvenca u miru pre testa; HR rec -

maksimalna sr¢ana frekvenca nakon testa; Time Ex vreme do otkaza na testu.

30



Doktorska disertacija Valdemar Stajer

Tabela 4.1.1 (B) Osnovni deskriptivni statistici i karakteristike distribucije analiziranih varijabli

Ceo uzorak Muskarci Zene
(n=23) (n=12) (n=11)
Biohemijsko-hematoloski markeri
Bench Press-test
GAA Rest (Lmol/L) 26+0,8 2,7+10 25+0,7
GAA Rec (MmMoI/L) 23+0,8 24+0,9 2,3+0,8
Cr Rest (Lmol/L) 20,6 + 6,4 18,2+ 4,4 22,7+7,3
Cr rec (umol/L) 21,62 +6,4 20,02 +£5,0 23,175
Crn rest (umol/L) 7610 8,3+0,8 6,9+0,7
Crn rec (UMoOI/L) 8,09+ 14 91+1,1 7,1+0,7
Running-test
GAA Rest (Lmol/L) 3,008 3,1+0,8 29+0,7
GAA Rec (Umol/L) 2,4+0,7 2,4+0,7 2,4+0,6
Cr Rest (umol/L) 225+8,0 18,1+3,8 279+8,7
Cr Rrec (umol/L) 25,7+9,3 21,3+3,3 31,1+11,6
Crn rest (umol/L) 72+13 74+14 6,9+1,0
Crn rec (Umol/L) 98+12 10,4+1,2 9,2+0,9

Legenda: GAA Rrest /| GAA rec — koncentracija guanidinosircetne kiseline u krvi pre i posle
testa; Cr rest / Cr rec - koncentracija kreatina u krvi pre i posle testa; Crn gest / Crn rec -

koncentracija kreatinina u krvi pre i posle testa.
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Tabela 4.1.2 u segmentu A prikazuje interakciju faktora: tip protokol-sesije (Running vs.
Bench Press) i vreme uzorkovanja (Rest vs Rec) za analizirane varijable, a prema
analiziranim grupama. Interakcija faktora statisticki znacajno utiCu na promene u
koncentraciji GAA, Cr, Crn kod ispitanike muskog, zenskog pola i na celokupnom uzorku.
Koncentracija GAA izmedu ispitanika muskog 1 Zenskog pola nije statisticki znacajna, dok su

se za nivo Cr i Crn pokazale statisti¢i zna¢ajne razlike.

Tabela 4.1.2 Interakcije faktora tokom eksperimentalnog protokola 1

A - Razlike izmedu protokol-sesija

~

Running / Bench Press vs Rest / Rec Ceo Uzorak Mvs Z M Z
GAA 0,01 0,61 0,00 0,00
Cr 0,01 0,00 0,05 0,03
Crn 0,00 0,00 0,00 0,00

B - Razlike izmedu inicijalnog i finalnog merenja

Running . .
Ceo Uzorak Mvs Z M Z
Rest vs. Recovery
GAA 10,00 0,45 10,00 10,01
Cr 10,01 10,00 10,01 0,26
Crn 10,00 10,02 10,00 10,01
Bench Press . y
Ceo Uzorak MvsZ M Z
Rest vs Recovery
GAA 10,00 0,49 10,01 10,01
Cr 0,08 0,12 10,05 0,72
Crn 10,00 10,00 10,00 0,06

Legenda: |1 - trend opadanja i rasta vrednosti; podebljani rezultati prikazuju statisti¢ku

znacajnost na nivou p = 0,05

U segmentu B - Tabele 4.1.2 prikazane su razlike za ispitane biohemijsko-hematoloske
markere prema protokol-sesiji i analiziranim grupama. Ovde pronalazimo da su obe protokol-
sesije statisticki znacajno uticale na pad koncentracije GAA na celokupnom uzorku, za

ispitanike muskog i Zenskog pola. Za testirane razlike izmedu polova za vrednosti GAA u
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obe sesije nisu bile utvrdene statisti¢ki znacajne razlike. Nakon protokol-sesije iscrpljujuceg
tr¢anja uoCena su statisticki znacajna povecanja u koncentraciji Cr na celokupnom uzorku,
zatim postoje razlike izmedu polova i1 kod ispitanika muskog pola. Sa druge strane, u
protokol-sesiji snazne izdrzljivosti, statistiCki znacajn0 povecanje koncentracije Cr je
zabeleZeno kod ispitanika muskog pola. Obe protokol-sesije su statisticki snacajno uticale na
povecanje koncentracije Crn za sve ispitane grupe, uz izuzetak kod Zena na testu snazne

izdrZljivosti.

Tabela 4.1.3. Povezanost izmedu promena serumskih indikatora celularne

bioenergetike tokom eksperimentalnog protokola 1

Ceo Uzorak Muskarci Zene

r=-0,53 r=-0,75 r=-0,63

GAA vs Cr
_ p=0,00 p=0,00 p=0,00

Running test

r=0,27 r=-0,41 r=0,58

GAA vs Crn
p=0,04 p=0,02 p=0,00
r=-0,29 r=-0,19 r=-0,32

GAA vs Cr
p=0,04 p=0,22 p=0,88

Bench press test

r=0,02 r=-0,05 r=-0,14

GAA vs Crn
p=0,46 p=0,42 p=0,27

Legenda: podebljani rezultati prikazuju statisticku znacajnost na nivou p = 0,05

Niska do umereno snazna statisticki znaCajna negativna korelacija je zabeleZena izmedu
promena koncentracije GAA i Cr u obe protokol-sesije na celokupnom uzorku, a kod muskog
1 zenskog pola za prvu protokol sesiju (Tabela 4.1.3). Pozitivna korelacija izmedu promena
koncentracije GAA i Crn je utvrdena na celokupnom uzorku, kao i za ispitanike muskog i

zenskog pola kod prve protokol sesije.
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4.2 Eksperimentalni tretman (2)

U Tabeli 4.2.1 prikazani su osnovni deskriptivni statistici (A segment) i karakteristike
dinamike pracenja analiziranih varijabli tokom eksperimentalnog testiranja (B segment).
Ukupno trajanje testa do otkaza za ceo uzorak je bilo 1082,5 + 448,3 s. Posednji red tabela 1
4.2.1 prikazuje trend promene vrednosti i statisticke razlike za ispitane markere prema
protokol-sesiji za analizirane vremenske intervale. Kod svih markera mozemo uvideti trend
porasta vrednosti (Grafikon 4.2.2.,A,B,C), uz prikazanu statisticku znac¢ajnost za dinamiku

promena koncentarcije GAA, Cr, Crn, IL6, Cor i Lac, osim kod varijable CK (Tabela 4.2.1).

Tabela 4.2.1 (A) Osnovni deskriptivni statistici (n = 10)

Srednja vrednost £ SD

Starost (godine) 22,7+4,0
TV (cm) 1741+ 6,4
T™ (kg) 75,5+ 14,2
Obim treninga (h) 98+11
Borg-rpe max (N) 19,5+£0,7
HR-max (otk/min) 194,2£8)9
VO2-max (MI/kg/min) 495+54
V-max (km/h) 18,0+ 1,0
HR-anp (Otk/min) 176,7 + 10,9
VO2-anp (Ml/kg/min) 40,6 +5,2
VO2-anp (%) 82,1+6,9
V-anp (km/h) 143+ 1,4

Legenda: TV - Telesna visina; TM - Telesna masa; Borg rpe Max - maksimalne vrednosti
Borgove skale na kraju testa; HR max - maksimalna sréana frekvenca; HR anp - srana
frekvenca na anaerobnom pragu; VO2 max - maksimalna potrosnja kiseonika; VO2anp -
potrosnja kiseonika na anaerobnom pragu; VO2anp - procenat potroSnja kiseonika na
anaerobnom pragu od makimalne potros$nje; V max - maksimalna postignuta brzina tr€anja;

Vanp - brzina tr€anja na anaerobnom pragu.
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Tabela 4.2.1 (B) Dinamika pracenja analiziranih varijabli tokom eksperimentalnog testiranja

Rest EX-TS EX-T EX-T % EX-T2 EX-T? EX-T¥ Max Rec? Rec? Rec?
(n=11) (n=11) (n=10) (n=8) (n=7) (n=3) (n=1) (n=11) (n=11) (n=11) (n=11)

GAA
(umol/L)
Cr
(umol/L)
Crn
(mmol/L)
IL6
(pg/mL)
Cor
(nmol/L)
CK
(VL)
Lac
(mmol/L)
HR
(otk/min)
Borg rpe

(ocena)

19+03 19+03 2004 21+03 2003 21+05 2,3%0,0 20+03 / 20%03 22%03
179+31 22678 232+6,8 22,6+3,8 21,3+39 24,1+33 23,8+0,0 240+6,4 / 242+72 23977

82,8 = 834+ 78,5+ 86,4 + 833 % 84,5+ 88,1+
81,9+9,1 80,4+93 71,6+0,0 /

16,1 14,0 13,8 10,8 12,6 12,7 12,8
15+0,0 18+1,0 22+14 25+13 37+£34 58+34 3,1£00 35+24 / 3420 33+21
3835+ 4242 + 4319+ 475,4 + 478,7 + 5571+ 5479 + 4811+ / 5149 5714

152,6 101,4 118,4 1245 139,9 120,2 0,0 109,6 88,1 82,2
3122+ 3022+ 2756 + 3148+ 3558 + 2357+ 2147 3423+ / 356,9 = 359,2
268,3 253,2 2414 289,7 289,4 64,9 0,0 251,6 258,5 260,0
19+08 8,7+41 10,2+ 3,4 10,9+3,6 10,6 £3,4 9,3+45 3,700 153+7,6 / 12,2+37 12,0+4,2
755485 184,1 + 190,1 = 1913+ 1933+ 190,0 £ 175,0 £ 1942 + 1518 = 1231+ 118,3

8,
10,0 11,2 13,2 13,6 15,1 0,0 8,9 18,5 135 155

68+15 10,8+2,3 13,6 £3,6 144 +3,0 16,1+2,4 16,3+4,6 11,0+0,0 18527 151+48 10,427 81+17

10,00

10,00

10,00

10,00

10,00

0,836

10,00

10,00

10,00

Legenda: GAA - guanidinosirc¢etna kiselina; Cr - kreatin; Crn - kreatinin; Lac - laktat; 1L-6 -
interleukin-6; CK — kreatin kinaza; Cor - kortizol; HR - sr¢ana frekvenca; Borg rpe - Vrednosti
subjektivne procene zamora; Rest - vrednosti pre testa u miru; EX-T 10-15-20-2530 _ yrednosti
na kraju svakog intervala tréanja za 5, 10, 15, 20, 25 i 30 minut; Max - maksimalne vrednosti
nakon poslednjeg intervala testa; Rec */ 3/ % vrednosti u oporavku nakon testa za 1, 3 i 5

minut; podebljani rezultati prikazuju statisticku znacajnost na nivou p = 0,05.
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Grafikon 4.2.2.1 (A,B,C) Cirkulatorne vrednosti svih markera
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Povezanost izmedu dinamike promena markera perifernog zamora, subjektivne procene
opterecenja sa cirkulatornim vrednostima GAA, Cr, Crn prikazani su u Tabeli 4.2.2. Ovde se
uocavaju umereno do visoke pozitivne korelacije izmedu promena serumskih vrednosti GAA,
Cr i Crn sa IL-6, Cor, Lac i vrednostima subjektivne procene zamora. Sa druge strane,

statisti¢ki znaCajna negativna korelacije je uo¢ena izmedu promena GAA i CK u cirkulaciji.

Tabela 4.2.2. Korelacija izmedu markera perifernog zamora i ¢elijske bioenergetike

GAA Cr Crn IL-6 Cor CK Lac Borg rpe
GAA - 0,88 0,93 0,52 0,87 -0,35 0,65 0,76
Cr 0,88 - 0,91 0,57 0,83 0,55 0,73 0,79
Crn 0,93 0,91 - 0,60 0,87 0,25 0,68 0,79

Legenda: GAA - guanidinosiréetna kiselina; Cr - kreatin; Crn - kreatinin; Lac - laktat; IL-6 —
Interleukin 6; CK - kreatin kinaza; Cor - kortizol; Borg rpe — OCena subjektivnog zamora;

podebljani rezultati prikazuju statisticku znacajnost na nivou p = 0,05.
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5. DISKUSIJA

5.1. Eksperimentalni tretman (1)

Koncentracija GAA u serumu u stanju mirovanja iznosile su 3,0 + 0,8 pumol/L (protokol
tr¢anja) odnosno 2,6 = 0,8 umol/L (potisak sa klupe). Ove vrednosti se ne razlikuju zna¢ajno
od zabelezenih vrednosti u drugim studijama slicnog karaktera i drugim populacijama. Kod
osoba starijih od 15 godina oba pola koncentracija GAA u krvi iznosila je 2,3 + 0,8 pmol/L,
uz napomenu da su osobe starije od 18 godina ¢inile manje od 8% ispitivane populacije (Curt
i sar., 2013). Sa druge strane, u istrazivanju Sotgia i sar. (2007) ispitane grupe su prikazali
znatno vise vrednosti GAA u mirovanju u odnosu na vrednosti u nasoj studiji (sedentarne
osobe 2,4 + 1,6 pumol/L / sportisti 6,9 £ 1,9 umol/L). Sli¢ne koncentracije GAA (2,2 £ 0,5
pmol/L i 2,0+ 0,5 umol/L) nasem istrazivanju su zabelezene kod ispitanika skorasnjih studija
(Al Fazazi i sar., 2018; Semeredi i sar., 2019).

Eksperimentalni tretman je pokazao znacajan pad koncentracije GAA, kao odgovor na
obe protokol sesije iscrpljuju¢eg vezbanja, kod oba pola i na celokupnom uzorku. Izgleda da
vezbanje U trajanju iznad 280 s uz progresivno rastuce opterecenje, a koje ukljucuju velike
misi¢ne grupe prouzrokuje povecanu utilizaciju il smanjenu produkciju GAA, sude¢i prema
vrednostima GAA u cirkulaciji. Tr¢anje do maksimalnog voljnog otkaza je izazvalo veéi pad
GAA u krvi odmah posle aktivnosti u poredenju sa testiranjem snazne izdrzljivosti gornjih
ekstremiteta potiskom sa ravne klupe na celokupnom uzorku (20,3% vs. 11,2%) i prema polu
(muskarci: 22,0% vs. 11,0%; zene: 17,2% vs. 8,0%). Ovo moze da ilustruje razlike u vrsti
aktivnosti koje uti¢u na dostupnost GAA, uzimajuci u obzir da je pri tré¢anju do otkaza
angazovan veci obim skeletnih miSi¢a koji verovatno utroSe vise GAA nezavisno od rodne
pripadnosti. To sugeriS§e mogucnost da se pracenje nivoa GAA u serumu tokom vezbanja
moze koristiti u determinisanju intenziteta odnosno tipa veZzbanja.

Sa druge strane, intenzivan iscrpljujuéi fizi¢ki rad indukuje kompleksne promene i u
(Bellinghieri, Savica, i Santoro, 2008). Ovo moze prouzrokovati akutni negativan efekat na
sintezu GAA u glavnom organu za produkciju ovog aminokiselinskog derivata, pre svega
smanjuju¢i dostupnost arginina, glicina ili vezbanjem-indukovanu supresorsku aktivnost na
AGAT. Nekoliko klinickih studija je uocilo razli¢ite poremecaje u endogenoj sintezi GAA i
Cr, $to moze dovesti do ozbiljnih poremecaja celularne bioenergetike i posledi¢nih klini¢kih

manifestacija (Andreas Schulze, 2003, 2013). Studija od strane Japanske grupe autora je
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ukazala na niske verdnosti GAA u serumu kod pacijenata koji boluju od hroni¢ne bolesti
bubrega ili dijabetesa melitusa (Tsubakihara, Hayashi, i Shoji, 2012), sugeriSu¢i na moguéu
povezanost izmedu bubrezne disfunkcije i GAA deficijencije. Osim toga, suplementacija
CrM kod 16 ispitanika u trajanju 20 nedelja, dovela je do pada vrednosti GAA u serumu u
odnosu na vrednosti pre suplementacije (Derave i sar., 2004). Ve¢ nakon prve nedelje
suplementacije, primec¢en je pad koncentracije GAA za 50%, kada su ispitanici bili
suplementirani ve¢om koli¢inom Cr (20 g/d). Nakon inicijalnog pada, doslo je do smanjenja
redukcije GAA u cirkulaciji do 30% od bazi¢nih vrednosti iz krvi kada su ispitanici dobijali 5
g kreatina dnevno. Istrazivaci u svom zakljucku naglaSavaju da je najverovatniji mehanizam
za ovaj pad nivoa GAA, inhibicija AGAT nastala delovanjem egzogenog kreatina, s tim da se
ne iskljucuju da i drugi mehanizmi negativne regulacije.

Tokom protokol-testa potiskom sa ravne klupe u vise uzastopnih serija sa spoljnim
optere¢enjem podeSenim na 30% od telesne mase kod muskih ispitanika, Al Fazazi i sar.
(2018) su pokazali da dolazi do pada vrednosti GAA u serumu (za 9,6 £ 7,3%), precenog
porastom vrednosti koncentracije Cr (za 5,0 £ 2,5%) i Crn (za 11,9 £ 4,3%) odmah nakon test
protokola. Ovo sugeriSe da iscrpljujuée visoko intenzivno vezbanje moze akutno da stimuliSe
GAA metilaciju do kreatina, kreatina do kreatinina, Sto izaziva trosenje GAA i povecanje
koncentarcije Cr, posebno tokom kratkih epizoda veZzbanja gde je kreatin glavni izvor ¢elijske
energije. Autori sugeri$u i da postoji mogucnost da je doslo do povecane aktivacije enzima
GAMT u procesu metilacije GAA. Da ovakvi rezultati nisu samo vezani za jedan oblik
vezbanja pokazala je studija italijanske grupe istrazivaca (Sotgia i sar., 2007). Oni su u svom
radu prikazala slicne rezultate tokom iscrpljuju¢e epizode voznje bickla, gde je uocen pad
koncentracije GAA na celokupnom uzorku za 16% nakon epizode vezbanja (kod sportista ~
16% a kod sedentarnih osoba ~ 15%), uz statisticki znacajan porast koncentracije Cr na
celokupnom uzorku od 3%.

U nasem eksperimentalnom tretmanu interakcije dva test protokola sa razlic¢itim
modelima opterecenja, oba oblika opterecenja statistiCki znaajno utiCu na promene u
koncentraciji GAA, Cr i Crn, $to odgovara trendu promena u predhodno navedenim
istrazivanjima. Taj trend na celokupnom uzorku i prema sub-grupama (polovima), moze se
iskoristiti da opise bioenergetiku tokom relativno kratkih aerobnih rezima rada (test tr¢anja
do voljnog otkaza) i anaerobnih rezima rada (test potiska sa ravne klupe do voljnog otkaza).
To dalje otvara moguénost da se pomenuti markeri ¢elijske bioenergetike eventualno koriste
kao markeri za procenu i odredivanje nivoa zamora pri kratkim visoko intenzivnim fizickim

aktivnostima. Koncentracija Cr i Crn raste u oba tretmanska protokola sto sugerise da i u

39



Doktorska disertacija Valdemar Stajer

nasem eksperimentu dolazi do rapidnog trosenja GAA u procesu sinteze Cr, a zatim i do
spontanog prelaska Cr u Crn. Statisticki znacajna negativna korelacija izmedu dinamike
promena koncentracija GAA i Cr na celokupnom uzorku u obe protokol sesije pojac¢avaju vec¢
navedenu pretpostavku. Statisticka znacajnost nije uvek pratila procentualni rast vrednosti Cr
i Crn u test protokolu potiska sa ravne klupe. Tako, promene vrednosti koncentracije Cr na
celokupnom uzorku za test protokol potiska sa ravne klupe nisu pokazale statisti¢ki znac¢ajne
razlike, uz procentualni trend rasta vrednosti od 4,5%. Moguce je da je vreme koje su
ispitanici ukupno proveli tokom ovog tipa vezbanja previse kratko da bi izazvalo znacajnu
redukciju nivoa GAA. U prilog ovome treba uzeti rezutate rada Al Fazazia i sar. (2018), koji
su pod sli¢nim vrednostima opterecenja ali pri produzenom trajanju testa (veéi broj serija do
otkaza) dobili statisticki znacajne razlike. Ne treba zaboraviti i to da u njihovom uzorku nije
bilo zenskih ispitanika. Rezultati za musku sub-grupu ispitanika pokazali su da postoje
statisticke znacajne razliku pre i nakon testa kada je re¢ u promeni koncentracije GAA. Bez
uocCenih statisti¢kih znacajnih razlika izmedu polova za promene koncentracije Cr i GAA,
moze Se postaviti pitanje da li je izabrani test protokol dovoljno osetljiv da ilustruje razlike
izmedu polova na relativno malom uzorku ispitanika. Isto se moze re¢i | sa aspekta
korelacionih povezanosti promena koncentracije GAA i Cr-Crn, gde je jedino uo¢ena blaga
negativna korelacija izmedu promena nivoa GAA i nivoa Cr prilikom posmatarnja ¢itavog
uzorka. Ocigledno je potrebno da u narednim istrazivanjima uklju¢imo veci broj ispitanika da
bi se uocile eventualne promene povezane sa razlikama medu polovima, i ustanovili trendovi.
To je u potpunosti drugacije kada je re¢ o testu tréanja, gde je uocna znacajna korelacija
izmedu promena koncentracije GAA i Cr/Crn mada nije uocena polno-zavisna povezanost.
Ostojic i saradnici (2015) su prikazali da je oralna suplementacija GAA u trajanju od
6 nedelja prouzrokovala povecan broj ponavljanja prilikom testa potisak sa ravne klupe do
otkaza (optereéenje od 75% telesne mase), dok kod testa potisak nogama do otkaza
(opterecenje od 150% telesne mase) nije uoceno znacajno poboljSanje rezultata. Autori
sugeri$u da oralna suplemntacija GAA mozda bolje targetira relativno manje razvijene grupe
misic¢a, kao $to su mi$i¢i ruku i grudi kod opste populacije. Takode, moguce je da GAA
omogucava bolju proizvodnju sile i snage kada su inicijalne vrednosti relativno niske. U
prakti¢nim okvirima rezultata naseg istrazivanja, kao i drugih istrazivanja koja su na sli¢an
nacin proucavala promene vrednosti GAA nakon vezbanja, trebalo bi razmotriti da li postoji
specifini period u kome bi se egzogeno uzimala GAA u cilju prevencije pada nivoa GAA u
serumu tokom iscrpljujuceg visoko intenzivnog vezbanja. Osim toga, zbog ograni¢enog broja

ispitanika muskog i zenskog pola ukljuc¢enih u nasu studiju, buduca istrazivanja bi trebalo da
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regrutuju viSe ispitanika kako bi se ispitale eventualne razlike u vezbvanjem indukovanim

promena koncentracije GAA medu polovima.
5.2. Eksperimentalni tretman (2)

U ovom eksperimentalnom tretmanu zabelezene su znacajni efekti vezbanja na promene
koncentracija biomarkera metabolizma kreatina, miSi¢nog o$te¢enja i imunoloskog odgovora.

Koncentracija GAA u serumu izgleda nije blisko povezana sa promena vrednosti
uocenim tokom prvog eksperimentalnog tretmana. Prethodni eksperiment je pokazao da usled
kratkotrajnog iscrpljuju¢eg vezbanja dolazi do opadanja koncentracije GAA u serumu, $to je
potvrdeno i od drugih istrazivaca (Al Fazazi i sar., 2018; Sotgia i sar., 2007).

Koncentracija GAA je bila povisena tokom perioda testiranja, neposredno nakon testa
(maksimalne vrednosti) i u periodu oporavka u odnosu na vrednosti u stanju mirovanja. Jedan
od moguéih razlog za ovu nesaglasnost u rezultatima izmedu prvog i drugog
eksperimentalnog tretmana, moze biti u samom vremenskom trajanju eksperimntalnih test-
protokola i tipu optereéenja. U prvom eksperimentanom tretmanu bilo je koris¢eno visoko-
intenzivno progresivno rastu¢e opterecenje U relativno kratkom vremenskom intervalu. U
drugom eksperimentalnom tretmanu bilo je koris¢eno produzeno visoko-intenzivno
optereéenje, tréanje do otkaza na anaerobnom pragu. Na osnovu dostupne literature, ovakve
promene u cirkulaturnoj dinamici GAA nisu zabeleZzene do sada. U drugom eksperimentu,
moguce je uociti pad GAA u serumu na kraju prvog intervala tr€anja, medutim raspolozivost
GAA u cirkulaciji nije bila ugrozena tokom daljeg trajanja testa i za vreme oporavka. Ovo
moze da sugeriSe na svojevrsnu dvofaznu dinamiku promene koncentracije GAA u serumu na
vezbanje visokog intenziteta, koja se sastoji iz prve faze pracene inicijalnim padom vrednosti
koji je pracen porastom koncentracije GAA u serumu. Neznatan pad se moze protumaciti kao
posledica minimalne kratkoro¢ne povecane utilizacije GAA. Akutna redukcija nivoa GAA
moze biti posledica: (a) kompleksnih promena renalne hemodinamike, ukljucujuéi redukciju
u protoku krvi i metabolizma u bubrezima (Bellinghieri i sar., 2008; Poortmans i
Vanderstraeten, 1994); (b) povecane metilacije GAA tokom sinteze Cr potrebnog za visoko
energetske aktivnosti (Ostojic, 2016b) ili (c) nekog nepoznatog faktora. Naknadni porast
GAA tokom produzenog iscrpljujeuceg vezbanja mozda ilustruje adaptaciju na gore

pomenute odgovore, sto dalje otvara vrata novim istrazivanjima.
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Kod istrazivanja koja su proucavala dinamiku kretanja vrednosti Cr tokom i nakon
razli¢itih fizickih aktivnosti, rezultati ukazuju da optere¢enja umerenog intenziteta od oko
60% maksimalnih vrednosti dovode do statisticki znacajno povisenih vrednosti Cr u
takozvanom slobodnom obliku, dok vrednosti fosforalizovanog kreatina PCr bivaju smanjene
(Chen i sar., 2003). Jos§ izrazenije promene se uo¢avaju kada vrednosti optereenja prelaze
80% maksimalnih vrednosti kod produzene iscrljujuée fizi¢ke aktivnosti ili kada su aktivnosti
izvedene maksimalnim naporom (100%) u veoma kratom vremenskom periodu (Greenhaff i
sar., 1994; Chen i sar., 2003). Razultati naseg istrazivanja su u saglasnosti sa gorenavedenim
studijama. Koncentracija Cr u serumu raste tokom napora i za vreme oporavka, a vrednosti su
statisticki znaCajno poviSene naspram vrednosti u miru pre testiranja. Prilikom tumacenja
dobijenih rezultata, u literaturi se pominje da Cr u svom fosforilisanom obliku (PCr) moze
biti korisan u prevenciji oSteCenja samih misi¢nih Celija i ¢elijskih membrana, kada je ¢elija
izloZzena stresogenim faktorima (Kim i sar., 2015). Kada su vrednosti PCr visoke, PCr
smanjuje fluidnost i povecava gustinu membrana, §to sprefava gubitak vaznih celijskih
bioenergetskih enzima i ne dozvoljava neenzimsku degradacije Cr u Crn. U kontekstu
dobijenih vrednosti za ovaj eksperimentalni tretman, to bi znacilo da povisene vrednosti Cr u
krvi koje se javljanju nakon iscrpljujuceg tréanja, mozda ukazuju na osteéenja Celija, ¢elijskih
membrana i mogucu disfunkciju u bioenergetici Celije.

Iz ugla sportskih nauka, pracenje koncentracije Crn u serumu (krajnjeg produkta
metabolizma kreatina) ¢esto se koristi kao rutinski test-marker za procenu rada bubrega, kao i
odredivanja stepena razgradnje misi¢ne mase i o$tecenju misi¢nih ¢elija nakon iscrpljujucih
epizoda vezbanja (Banfi, Del Fabbro, i Lippi, 2009). Za interpretaciju i tumacenje rezultata
uglavnom je potrebno da prode 24 h od fizicke aktivnosti kako bi se tumacile promene nivoa
Crn u krvi. Tumacenje dobijenih rezultata u kontekstu referentnih vrednosti za opstu
populaciju uglavnom prouzrokuje pogresnu interpretaciju rezultata kod sportista kada je re¢ o
vrednostima koncentracije Crn u krvi. Referentne vrednosti Crn u serumu kod sportista ili
osoba koje su redovno izlozene teSkom fizickom radu su znatno povisene i mogu da osciluju
u zavisnosti od dominantnih energetskih izvora za stvaranje energije tokom aktivnosti (npr.
aerobni vs. anaerobni sportovi). U nasem eksperimentu, vrednosti Crn su bile znacajno
povisene tokom, neposredno nakon epizode vezbanja kao i u oporavku u odnosu na vrednosti
u mirovanju. Ovo moze da sugeriSe da ve¢ u akutnoj fazi tokom i nakon fizicke aktivnosti
dolazi do promena hemodinamike bubrega i povecanog metabolizma kreatina u aktivnim

¢elijama (Kim i sar., 2016).
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Prilikom miSi¢ne kontrakcije, misi¢ kao para-imuno-endokrini organ produkuje i
otpusta citokine u cirkulaciju (tzv. miokini), prvenstveno IL-6 (Febbraio i Pedersen, 2005;
Huh, 2018; Pedersen i sar., 2003). Kao prominentni miokin, 1L-6 medu prvima dospeva u
krvotok, a nakon fizi¢ke aktivnosti njegove vrednosti mogu da se uvecaju i za 100 puta
naspram vrednosti u mirovanju (Febbraio i Pedersen, 2002; Ostrowski i sar., 2000). Nakon
izuzetno ekstremnog ekstenzivnog tréanja u trajanju od 6 h i predenih 65 km, kod 19 visoko
utreniranih atleticara dugoprugaSa zabeleZeno je uvecanje koncentracije IL-6 za 3.9 puta
(mirovanje 18,5 + 4,2 pg/ml; nakon tr¢anja 71,5 + 33,3 pg/ml) (Drenth i sar., 1995). Kako bi
potvrdili da se IL-6 otpusta iz miSi¢a, Ostrowski i saradnici (1998) su testirali 16 u¢esnika
maratona. Ispitanicima je uziman uzorak venske krvi a uradena je i miSi¢na biopsija nedelju
dana pre maratona u stanju potpunog mirovanja (koncentracija I1L-6 bila je 1,5 + 0,7 pg/ml),
za zatim neposredno nakon kompletiranog maratona (94,4 + 12,6 pg/ml) i 2 h posle
maratona. Vrednosti nakon maratona ekstremno su porasle i ostale povisene i 2 h nakon
maratona (22,1 + 3,8 pg/ml). Ista grupa istrazivaca (Ostrowski i sar., 1998) pratila je promene
koncentracije IL-6 i drugih miokina pri kontinuiranom tr¢anju na 75% od maksimalne
potros$nje kiseonika tokom tréanju u trajanju od 2,5 h, sa uzorkovanjem na svakih pola sata
tokom testa, neposredno nakon testa i na svakih sat vremena tokom oporavka u trajanju od 6
sati. Istrazivaci su zabelezili porast vrednosti IL-6 za 2,8 puta ve¢ nakon prvih pola sata
tr¢anja. Vrednosti na kraju protokola bile su uvecane za 25 puta kod 10 visoko utreniranih
ispitanika. U sledec¢oj studiji, cilj je bio ustanoviti akutne efekte iscrpljujuceg vezbanja na
promene koncentracije citokina neposredno nakon zavr$ene voznje bicikla i tokom 60 minuta
oporavka (Antunes i sar., 2019). Ova grupa istrazivaca je ustanovila da vrednosti IL-6 rastu i
ostaju poviSene nezavisno od promena intenziteta optere¢enja. U eksperimentalnom dizajnu
svog istrazivanja, Sim i saradnici (2013) su ograniéili vreme eksperimentalnih protokola
sesija tr€anja i voZnje bicikla na 40 minuta. Ispitanici su najpre ucestvovali u pre-
eksperimentalnom testiranju kardiorespiratorne forme kroz tréanje na tredmil traci i voznju
bicikla do otkaza. Potom su izveli Cetiri eksperimentalne protokol sesije, od toga dve na
tredmi traci i dve na bicikl ergometru. Vremenski razmak izmedu pre-eksperimentalnih i
eksperimentalnih protokola je bio 7 dana. Eksperimentalne sesije bile su postavljene tako da
simuliraju razliCite intenzitete optereCenja, postavljne prema procentima od maksimalne
potro$nje kiseonika na 60% i 85%. Uz konstantno pracenje sréane frekvencije i subjektivnog
osecaja zamora, istrazivaci su dokazili da nezavisno od intenziteta i izbora regrutacije velikih
miSiénih grupa putem tréanja i voznje bicikla dolazi do statisti¢ki znac¢ajnog porasta vrednosti

IL-6 neosredno nakon optere¢enja. OVO je u saglasnosti sa naSim istraZzivanjem, gde je
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primeceno da je tréanje na brzini anaerobnog praga do voljnog otkaza prouzrokovalo rast
koncentracije IL-6 za 2,3 puta neposredno nakon aktivnosti, odnosno za 2,2 puta u periodu
akutnog oporavaka (3 i 5-minut) u odnosu na vrednosti u stanju mirovanja.

Da bi proizveo i odrzao neophodnu misi¢nu silu pri visokim i ekstenzivnim aerobnim
naporima, pored miSi¢nih vlakana tipa I, organizam ukljucuje i misi¢na vlakna tipa II.
Biopsija miSi¢a je ukazala da je ekspresija IL-6 pove¢ana hakon maratonske trke pre svega u
misi¢nim vlaknima tipa Il (Ostrowski i sar., 1998), moguée zbog Cinjenice da Su misi¢na
vlakna tipa Il osetljivija na promene u koncentraciji glikogena. Primeceno je da se
intramuskularna ekspresija IL-6 povecava kada dolazi do snizavanja koli¢ine glikogena
(Ostrowski i sar., 1998). Prilikom eksperimentalnih protokola gde se kontrolisano obarala
koncentracija dostupnog glikogena u misicima putem iscrpljujuceg fizickog vezbanja,
koncentracija IL-6 u serumu je bila pozitivno povezana sa opadanjem nivoa glikogena
(MacDonald i sar., 2003). Druga grupa autora pokazala je da depoi glikogena poveéavani
tokom fizickih aktivnosti (putem nutritivnih intervencija) prouzrokuju snizavanje nivoa IL-6
(Nehlsen-Cannarella i sar., 1997). lzgleda da IL-6 svojim kaskadnim delovanjem na
biodostupnost AMPK moze dovesti do direktnog uticaja na transkripciju i ekspresiju gena
neophodnih za metabolizam glikogena i masnih kiselina unutar misi¢nih ¢elija (Diniz i sar.,
2019; Weber, 2011). Kada se biorasplozivost AMPK povecava i kad je enzim ativiran,
verovatno dolazi do isklju¢ivanja anabolickih procesa pri kojima se troSi ATP a pokrece se
katabolizam ATP (MacDonald i sar., 2003). AMPK deluje pre svega kao proteinska kinaza
kada je balans odrzavanja nivoa odnosa AMP/ATP u ¢eliji narusen (Yoon i sar., 2019).
AMPK deluje ka enegetski senzor pomerajuci celijske bioenergente prema celijskoj
membani, omugucavajué¢i da visoko-fosfatni nosaci energije budu lakSe transportovani u
samu celiju (npr. Cr, GAA). U literaturi je zabelezeno da je jedan od mogucih mehanizama
ekspresije i povecane senzibilnosti kreatinskog transportera (SLC6A8) povecana ekspresija
AMPK, koja se aktivira pri remeéenju odnosa PCr/Cr (Ponticos i sar., 1998). Tacnije, ako je
unutaréelijska koncentracija Cr snizena, dolazi do ativacije AMPK. Vec je ranije u uvodnom
delu sugerisano da moguci putevi transport GAA u c¢elije miSic¢a, idu preko kreatinskog
transportera (SLC6A8), taurinskog transportera (SIC6A6), transportera GABA (SLC6A13) i
pasivnom difuzijom (Braissant, 2012; Curt i sar., 2015; Ostojic, 2017). Zanimljivo je i da je
tokom eksperimentalnih testiranja unosa GAA kao suplementa za zivotinje ustanovljeno da
GAA pozitivno utice na povecanje dostupne koncentracije Cr u misi¢ima (EFSA, 2106). U
rezultatima se navodi i da je nivo dostupng APT povecan kako se doza GAA povecavala, $to

je prouzrokovalo pad dostupnog AMP u misi¢nim ¢elijama.
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Suplementacija Cr (0,3 g/kg telesne mase) u trajanju od 7 dana dovela je do pozitivnih
efekata kada je re¢ o balansiranju porasta vrednosti pro-inflamatornih markera (citokina)
nakon anaerobnog RAST testa (Deminice i sar., 2013). Vrednosti pro-inflamamatornih
markera su takode sniZzene nakon suplementacije kreatinom (20 g/d) tokom pet dana pre trke
na 30 km (Santos i sar., 2004). Bassit i saradnici (2008) su ukazali da vrednosti IL-6 ostaju
poviSene 24 h nakon zavrSenog trijatlona uprkos suplementaciji Cr u trajanju pet dana pre
trke do su koncentarcije drugih pro-inflamatornih markera ostale snizene, $to moze ukazati na
¢injenicu da je dalja pro-inflamatorna reakcija supresirana delovanjem egzogenog kreatina.
Ovakva saznanja nam otvaraju moguénost da preispitamo eventualni uticaj IL-6 na
transportne nosace kreatina 1 utilizaciju GAA 1 Cr unutar miSiénih ¢elija pri visoko
intenzivnim aerobnim aktivnostima, i uticaj na druge pro-inflamatorne markere i tok
inflamatorne reakcije prouzrokovane vezbanjem posSto je drugi eksperimentalni tretman
ukazao na znacajne pozitivne korelacije izmedu biomarkera kreatinskog metabolizma i IL-6.

U visoko-energetskim tkivima, poput bubrega, mozga i misi¢a, neophodna je stalna
utilizacija ATP pa je enzim kreatin kinaza (CK) vazan medijator u metabolickim procesima
ovih tkiva i organa (Brancaccio i sar., 2007; Wallimann, Tokarska-Schlattner i Schlattner,
2011). CK se nalazi na unutrasnjoj membrani mitohondrije u miofibrilima, citoplazmi misi¢a
i ¢elijskoj membrani (Schlattner i sar., 2006). CK se ukljucuje u procese proizodnje ATP u
stanju mirovanja kao katalizator pri reakciji PCr sa ADP u procesu sinteze i resinteze ATP;
ali i kao prenosilac energije fosfata iz mesta proizvodnje u mitohondrijama u citoplazmu
miSiénih Celija, gde se koristi za vreme miSi¢nih kontrakcija. U sistemu sinteze i resinteze
ATP uz pomo¢ CK, GAA moze zameniti Cr kao transportni nosa¢ visokoenegetske fosfatne
grupe u izuzetnim okolnostima (Kan i sar., 2004). Ovakvi slucajevi su zabeleZeni kod ljudi i
zivotinja sa poremecajima u metabolizmu sinteze kreatina. Sa druge strane, mogu¢ inhibitorni
mehanizam delovanja GAA na rad CK, njenih izoenzima i enzime Na*-K* ATPase potvrden
je u nizu eksperimenta gde su izolovane Celije i ¢elijske membrane mozdane mase pacova
bile izlozene velikoj koli¢ini GAA u rastvoru za vremenski period do 3 sata (Zugno i sar.,
2006, 2007). Tada je zabelezeno da GAA inhibira rad CK nakon 30 minuta a nivo CK opada
za 30%. Matematicko-kompjuterska simulaciji koju su sproveli Vranes i saradnici
(neobjavljena studija), ilustruje stepen vezivanja GAA i Cr sa CK. Oni ukazuju da se GAA
moze snaznije vezati za CK nego $to je to ranije u literaturi opisano, a to moze ukazati na
vecu utlizaciju CK od strane GAA prilikom aktivnosti fosforilacije u ¢eliji. U zavisnosti od
tipa fizicke aktivnosti, CK modeluje 1 adaptira svoju ulogu u ¢elijskoj bioenergetici. Kada je

aerobna fizi¢ka aktivnost dominantna, citosolna CK poprima transportnu ulogu nosaca visoko
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fosfatne energije, poput specificne sréane mitohondrijalne CK (Wyss i Kaddurah-Daouk,
2000). Nasi rezultati ukazuju na povezanost promena GAA, Cr i Crn u serumu sa promenama
nivoa CK. Relativno niska korelacija sa negativnim predznakom izmedu GAA i CK moze
ukazati na mogucnost da u slucaju kada su povisene vrednosti GAA u krvi, GAA moze
zastitno delovati na mogu¢e mehanizme direktne eliminacije CK iz miSi¢nih ¢elija tokom
iscrljuju¢ih fizickih aktivnosti tako S§to ¢e inhibitorno delovati na sam rad c¢elijskih
membrana, nosaca i spreciti otpustanje CK u meducelijski prostor i krvotok. Drugi mogucéi
mehanizam moze biti utilizacija GAA od strane CK u miSi¢nim celijama i njenim
membranama.

Izmedu promena koncentracije Cr i CK u serumu uoc¢ena je pozitivna korelacija.
Mogu¢ mehanizam mozemo potraziti u kaskadnom delovanju Cr na AMPK i delovanjem
AMPK na CK. U istrazivanjima je naznaceno da tokom visoko intenzivnih fizi¢kih aktivnosti
kada je AMPK u svom aktivnom stanju, ovaj enzim moze direktno ili indirektno kontrolisti
enzimsku aktivnosti CK (Baird i sar., 2012; Ponticos i sar., 1998). Posledica ovakve
kontrolne uloge AMPK, ukazuju na mogu¢i mehanizam direktne eliminacije CK iz misi¢nih
¢elija i povecanje koncentracije u krvi (Ponticos i sar., 1998). Kim i saradnici (2015) sugerisu
da oralna suplementacija Cr moze smanjiti koncetraciju CK u krvi nakon anerobnih i
aerobnih fizickih aktivnosti; ne traba izostaviti i moguci uticaj pH i koncentracije laktata na
ovaj mehanizam ekskrecije CK.

Koncentracija CK u Kkrvi svoje maksimalne vrednosti dostize od 24 sata do 4 dana
nakon fizi¢ke aktivnosti. Vrednosti u mirovanju kao i raspon ocekivanih koncentracija CK
kod sportista su znatno drugacije u odnosu na ostalu populaciju (Mougios, 2007). Povisene
vrednosti u mirovanju su posledica Cinjenice da su sportisti svakodnevno izlozeni akutnim
efektima planiranog i programiranog fizickog vezbanja (Mougios, 2007). U literature se
navodi da vrednosti izmedu 300 i 500 IU/L predstavljaju tacku otpustanja CK u krvotok
nakon fizickog vezbanja (Brancaccio i sar., 2007; Totsuka i sar., 2002). Vrednosti CK
dobijene tokom naseg eksperimentalnog tretmana u skladu su sa o¢ekivanim vrednostima za
akutni period nakon fizicke aktivnosti (maksimalne vrednosti 342,3 + 251,6 1U/1 / tre¢i minut
oporavka 356,9 £+ 258,5 U/l / peti minut oporavka 359,2 £ 260,0 1U/l). Akutne vrednosti
neposredno posle i nekoliko sati posle fizicke aktivnosti variraju u zavisnosti od nekoliko
najces¢e pominjanih faktora kao §to su intenzitet, trajanje i tip vezbanja. U pominjanom
istrazivanju (Ostrowski i sar., 1998) pokazano je da nakon 2,5 h tr¢anja (75% od maksimalne
potrosnje kiseonika) dolazi do statisticki znacajnih povecanja nivoa CK odmah nakon

aktivnosti i tokom oporavka. Rezultati su pokazali i da nakon maratonske trke u trajanju od 2
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h vrednosti CK ostaju znacajno iznad vrednosti u mirovanju (Pre trke 225 IU / Neposredno
posle trke 2360 IU/ 2 h nakon zavrsetka trke 1193 IU) (Ostrowski i sar., 1998). Dominantno
ekscentriéni rezim misi¢ne kontrakcije (40-min trCanje nizbrdo pri intenzitetu od 60%
maksimalne potro$nje kiseonika) dovodi do porasta vrednosti CK za 40% neposredno nakon
aktivnosti, a nakon 1 h od aktivnosti i za ¢itavih 56% (Peake i sar., 2005).

Kortizol se ponasa kao glavni hormonski modulator utilizacije aminokiselina od
strane tkiva koja imaju visoko-energetske zahteve (Christiansen i sar., 2007). Fizicko
vezbanje prouzrokuje porast nivoa kortizola koji moze da inhibira prihvatanje GAA i Cr
(derivati aminokiselina) u skeletne misi¢e, omogucavajuéi vecu dostupnost ovih jedinjenja u
cirkulaciji. U naSoj studiji, pokazana je znaCajna pozitivne Kkorelacija izmedu markera
metabolizma kreatina i nivoa kortizola. Al Fazazi sa svojim saradnicima (2018) nije pokazao
povezanost izmedu markera kreatinskog metabolizma (GAA, Cr, Crn) i kortizola. Ipak treba
uzeti u obzir razlike u modalitetu optere¢enja i vremenu trajanja protokola izmedu
istrazivanja. Sa druge strane, Cr mozda regulise dinamiku kortizola tokom visoko intenzivnih
treninga (Dobgenski i sar., 2014), sugeriSu¢i na prilicno kompleksan metabolicki odnos
izmedu dve varijable. Dodatna istrazivanja su potrebna da se proceni moguéi efekat
cirkuliSu¢eg kortizola na ekspresiju i aktivnost SLC6AS8, zajedno sa potencijalnim uticajem
GAA i Cr na holesterolsku sintezu kortizola u zoni fascikulati adrenalnog korteksa.

U organizmu utreniranih osoba metabolizam laktata (Lac) je efikasnije regulisan
metaboli¢kim procesima, pa su time sportisti sposobniji da bolje podnesu intenzivnije fizicke
aktivnosti za duZi vremenski period (Bessa i sar., 2016). Koncentracija Lac moze biti koristan
biohemijski marker iz krvi za procenu anaerobnog kapaciteta, odredivanje anaerobnog praga i
pracenje intenziteta vezbanja (Bessa i sar., 2016; Hoffman, 2006). Pri normalnim uslovima
(stanju mirovanja), nivoa laktata u krvi i misi¢ima je relativno nizak, u rasponu od 0,5 do 2,2
mmol/L odnosno 0,5-2,2 mmol po kilogramu misi¢a (Herda i Cramer, 2016). Vrednosti
dobijene u drugom eksperimentu nase studije ne izlaze iz ovih okvira (1,9 £ 0,8 mmol/L).
Vrednosti oko 1 preko 4 mmol/L ukazuju na pocetak nagle akumulacije lakatata u krvi 1
pojave zamora (Herda i Cramer, 2016), momenat poznat kao laktatni ili anaerobni prag.
Anaerobni prag se obicno nalazi na 50 do 60% maksimalne potroSnje kiseonika kod
netreniranih osoba, a na 70 do 80% kod treniranih osoba (Herda i Cramer, 2016). Nasi
ispitanici su pokazali vrednosti relativno visokog anaerobnog praga (82,1 + 6,9%) prilikom
pre-eksperimentalnog testiranja. Ve¢ nakon prvog intervala u eksperimentalnoj sesiji doslo je
do naglog porasta vrednosti za 4,5 puta u odnosu na vrednosti u mirovanju (8,7 = 4,1

mmol/L). Dalji linearan porast vrednosti lakatata je zabelezen za svaki sledeéi interval kako
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je eksperimentalna sesija odmicala. Najvise vrednosti su dostignute neposredno posle same
eksperimentalne sesije u prvoj minuti (15,3 = 7,6 mmol/L), a zatim je uo¢ljiv pad u treCem
minutu oporavka (12,2 = 3,7mmol/L) i petom minutu oporavka (12,0 £ 4,2 mmol/L). Ovakvi
rezulati ukazuju da je ukupan intenzitet protokol sesije u drugom eksperimentu bio izuzetno
iscrpljujuci za sve sisteme proizvodnje ¢elijske energije. Paznju i1 fokus mnogih istrazivaca je
privukla ¢injenica da vrednosti Cr prate trend porasta vrednosti Lac a uocen je i eventualni
uticaj suplementacije kreatinom na koncentraciju Lac. Iz naSeg istrazivanja jasno se moze
videti pozitivna korelacija koncentracija Lac i Cr u serumu tokom testiranja. To je u skladu sa
ranijim istrazivanjima, gde je prilikom testa opterecenja na biciklku (20 minuta na 40-80%
intenziteta) utvrdeno da dolazi do usaglaSenih promena u koncentraciji laktata, glikogena,
PCr, slobodnog AMP, ADP, odnosa AMP/ATP-a i Cr (Chen i sar., 2003). Srednji intenzitet
je prouzrokovao pad koncentracije glikogena i PCr, a doveo je do povecanja koncentracije
slobodnog AMP i ADP, odnosa AMP/ATP-a, Cr i Lac u odnosu na inicijalne vrednosti.
Tokom visoko intenzivnog dela protokola doslo je do daljeg pada nivoa glikogena i PCr uz
poveéanje koncentracije slobodnog AMP i ADP, odnosa AMP/ATP-a i Cr. Dinamika
promena koncentracije Lac nije se razlikovala kada je re¢ o srednjem i visokom intenzitetu
vezbanja. | ako se autori nisu bavili korelacijom promena Lac i Cr u serumu, iz ovih rezultata
mozemo zapaziti da promena koncentracije Cr u serumu prati trend promena nivoa Lac.
Cinjenica je i da suplementacija kreatinom moze imati donekle pozitivan efetakt na o$tecenje
misica izazvanih fizickim vezbanjem (McKinnon, Graham, i Tiidus, 2012)

Stepen zamora koji osoba ose¢a dok vezba blisko je povezana sa neuro-kardio-
respiratornim i metaboli¢kim parametrima (Jakobsen i sar., 2014; Steed i sar., 1994). Upravo
se zato Borgova skala moZesmatrati pouzdanim 1 validnim indikatorom za odredivanje
stepena zamora, i za odredivanje nivoa intenziteta vezbanja (Williams, 2017). Vrednosti
maksimalnog napora na Borg-Rpe skali za nase ispitanike bile su visoke (18,5 + 2,7), pri
¢emu je od 11 ispitanika njih 10 (95%) ostvarilo ocena preko 17, §to se smatra izuzetno
iscrpljujuéim naporom ostvarenim tokom fizicke aktivnosti. Mogu¢i mehanizam povezanosti
markera kreatinskog metabolizma (Cr, GAA, Crn) i subjektivnog ose¢aja zamora izmerenog
pomocu Borgove skale treba razmotriti kroz ¢injenicu da se GAA i Cr vezuju za CT1 i njemu
srodne neuromodelirajuce receptore/transprtere (Curt i sar., 2015; Wyss i Kaddurah-Daouk,
2000) sto moze imati posledi¢ni efekat na neuroloske procese. CT1 ima 46-53% sli¢nosti sa
GABA i taurinskim transporterima, dok ima neSto manju sli¢nost (38-44%) sa drugim
transporterima aminokiselina i blsikih molekula (glicin, prolin, kateholamini, serotonin)
(Wyss i Kaddurah-Daouk, 2000). S tim u vezi, Ostojic i Stojanovi¢ (2015) su pokazali da ve¢

48



Doktorska disertacija Valdemar Stajer

nakon tri nedelje oralne suplementacije sa GAA (3 grama na dan) dolazi do pada vrednosti
GABA u krvnoj plazmi (za 46%). To ukazuje na mogucnost da se GAA vezuje za GABA
transmiter a mogucée inhibiranje GABA receptora od strane GAA moze prouzrokovati
modulaciju neurotransmisije sa aferentnih neurona na eferentne neurone prilikom misi¢nih

kontrakcija $to se moze refektovati i na izmenjen osecaj zamora tokom vezbanja.
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6. ZAKLJUCAK

Uzimajuéi u obzir sve predhodno navedeno u ovom radu vezanom za biomarkere perifernog

zamora i Celijske bioeneregtike dolazi se do vise zakljucka:

e U prvom eksperimantalnom tretmanu dve protokol sesije (aerobna/anaerobna)
objedinjeno uticu da markeri ¢eliske bioenergetike GAA, Cr i Crn kod mladih muskaraca
1 Zena, statisticki znacajno menjaju svoje koncentracije, pre i nakon zavrSenih sesija.

e Nakon pojedina¢ne epizode aerobnog / anaerobnog vezbanja maksimalnim intenzitetom
nivo cirkulatornih vrednosti GAA statisticki znacajno opadaju u obe protokol sesije na
celokupnom uzorku (20,3% / 11,2%) i prema polovima (muskarci: 22,0% / 11,0%; Zene:
17,2% / 8,0%). Prema tome treba razmotriti primenu GAA kao moguceg standardnog
markera u okvirima baterija testova za procenu nivoa optere¢enja pri kratkim i visoko
intenzivnim fizi€kim aktivnostima ne zavisno od njihovog tipa (aerobnog/anaerobnog).
Uz dalje istrazivanja fizioloskih procesa u kojima dolazi do moguceg makimalnog
iscrpljivanja GAA kao dostupnog bioenergenta.

e Nakon aerobne sesije iscrpljujuceg tréanja uocena su statistiCki znacajna poveéanja u
koncentraciji Cr na celokupnom uzorku za 14% i kod ispitanika muskog pola za 17,6%.
Kod anaerobne sesije snazne izdrzljivosti, statisticki znacajno povecanje koncentracije Cr
je zabelezeno samo kod ispitanika muskog pola (10%). Sto delimi¢no govori da se Cr
moze Koristiti kako marker za procenu optereCenja zamora pri kratkim i visoko
intenzivnim aerobnim aktivnostima.

e Obe protokol-sesije (aerobna/anaerobna) su statisti¢ki snacajno uticale na povecanje
koncentracije Crn na celokupanom uzorku, (36%/6,4%); kod muskaraca je zabelezen rast
za 40% odnosno 9,6%; za ispitanike Zenskog pola statisticki znacajno procentualno
povecanje od 33% je zapazeno pri aerobnoj sesiji dok kod anaerobne nisu zablezene
statisticke znaCajnosti. Navedene vrednosti ukazuju da prilikom maksimalnih napora
dolazi do rapidnog troSenja GAA u procesu sinteze Cr, a zatim i do spontanog prelaska Cr
u Crn. Time ovaj marker celijske bioenergetike moze biti pogodan za primenu u
razli¢itim metaboliCkim sistemima tokom fizickih aktivnosti kratkog i maksimalnog
intenziteta.

e U drugom eksperimantalnom tretmanu utvrdene su statisticki znaCajne promene
vezbanjem-indukovanih vrednosti GAA, Cr, Crn za vreme pre, tokom i nakon
pojedinacne ekstenzivne epizode aerobnog vezbanja. Tako koncentracija ovih markera

kreatinskog metabolizma rastu tokom perioda testiranja, neposredno nakon testa
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(maksimalne vrednsoti) i u periodu oporavka, a u odnosu na vrednosti stanja mirovanja.
Tu se moze wuociti razlika izmedu koncentracije vrednosti GAA nakon prve
eksperimentalne sesije gde su vrednosti opadale, time ukazujuéi na dvostepenu
reaktivnost GAA kao markera pri ekstenzivnim i iscrpljujuéim fizickim aktivnostima.
Primecuje se pad vrednosti GAA u periodu prvih 300-420 sekundi, Sto odgovara
vremenskom trajanju eksperimentalnih sesija prvog eksperimentalnog tretmana.

e Mogucénost generalizacije rezultata ovog istrazivanja je delimi¢no ograni¢ena zbog broja
ispitanika ukljuenih u istrazivanje; neophodna su dalja istrazivanja u vezi sa
potencijalnim polnim razlikama koje se tiCu promena aktivnosti ¢eliske bioenergetike

tokom vezbanja.
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