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ULOGA POLIMORFIZAMA GENA ADRB3, ACTN3 | ACE U POKAZATELJIMA
MISICNOGA UMORA NAKON EKSCENTRICNO-KONCENTRICNIH
KONTRAKCIJA

SAZETAK

Cilj rada je bio utvrditi ulogu polimorfizama ADRB3, ACTN3 i ACE gena u pokazateljima
misi¢énoga umora i oSte¢enja nakon pliometrijskog trenaznog protokola do otkaza. Pokazatelji
oStecenja bili su kreatin kinaza (CK), aspartat aminotransferaza (AST), mioglobin (Mb), C-

reaktivni protein (CRP) i VAS skala (skala subjektivnog dozivljaja boli).

Uzorak ispitanika se sastojao od 43 tjelesno aktivne osobe muskog spola [dob: 20,0 (19,0 —
22,0) god., tjelesna masa: 81,7 = 8,0 kg i visina: 184,1 £ 7,5 cm]. Trenazni protokol se
sastojao od tri serije maksimalnih sunoznih skokova s pripremom bez zamaha ruku do otkaza.
Prije pocetka protokola uzet je uzorak brisa bukalne sluznice za DNK analizu te su izmjerene
razine CK, AST, Mb i CRP. Mijerenje parametara u krvi ponovljeno je 48 sati nakon
protokola. Odmah nakon protokola izmjerena je koncentracija laktata u krvi, a nakon 48 sati
o¢itane su vrijednosti na skali za subjektivnu procjenu miSiéne boli. Hipoteze su
pretpostavljale da ¢e genotipovi ,,jakosti/brzine* ADRB3, ACTN3 i ACE gena, kao i ACE +
ACTN3 kombinacija ,,jakosti i brzine*, imati manji porast vrijednosti misi¢nog oste¢enja od

genotipova ,,izdrzljivosti“ i ACE + ACTN3 kombinacije ,,izdrzljivosti®.

ADRB3 Trp/Arg genotip imao je znacajno vise finalne vrijednosti Mb (p = 0,04), laktata u
krvi (p = 0,01) i subjektivnog dozivljaja misi¢ne boli (p = 0,05), kao i tendenciju prema
znacajno visim vrijednostima CK u usporedbi s Trp/Trp genotipom (p = 0,07). Znacajno vise
vrijednosti AST u inicijalnom mjerenju imao je ACE ID genotip u usporedbi s Il (p = 0,02) i
DD (p = 0,03) genotipovima. ACE DD genotip imao je znacajno viSe vrijednosti od Il
genotipa u inicijalnom mjerenju CRP (p = 0,04) te tendenciju prema znacajno vi$im

vrijednostima od ID genotipa (p = 0,06).

Kombinacija genotipova ,jakosti/brzine“ je pokazala tendenciju prema znacajno viSim
vrijednostima CRP u inicijalnom mjerenju u usporedbi s kombinacijom ,,jakosti/brzine i

izdrzljivosti“ (p = 0,06).



Na temelju dobivenih znacajnih razlika zakljucuje se kako je Trp/Arg genotip pokazao manju
toleranciju na trenazni protokol pliometrijskog karaktera od Trp/Trp genotipa. S obzirom na
nedostatan broj istrazivanja ADRB3 Trp64Arg polimorfizma u sportu, dobiveni rezultati

mogu posluziti kao podloga za buduce radove na ovu temu.

Kljuéne rije¢i: polimorfizam, miSi¢ni umor, pliometrijski skokovi, biokemijski pokazatelji



THE ROLE OF ADRB3, ACTN3 AND ACE GENETIC POLYMORPHISMS IN
MUSCLE FATIGUE AFTER ECCENTRIC-CONCENTRIC CONTRACTIONS

ABSTRACT

The aim of the work was to determine the role of ADRB3, ACTN3 and ACE genetic
polymorphisms in muscle damage markers following a plyometric traning protocol to
exhaustion. The damage markers used were creatine kinase (CK), aspartate aminotransferase
(AST), myoglobin (Mb), C-reactive protein (CRP) and the perception of muscle soreness as

evaluated using the VAS scale.

Forty three physically active university students participated in the study [age: 20,0 (19,0 —
22,0) years, body mass: 81,7 £ 8,0 kg and height: 184,1 + 7,5 cm]. Training protocol
consisted of three series of maximal bilateral countermovement jump (CMJ) without arm
swing to exhaustion. CK, AST, Mb and CRP blood sample, as well as DNA sample were
taken before the protocol. The blood sample was taken again 48h after the protocol. Blood
lactate sample was taken after the protocol and VAS values were taken 48h after the protocol.
We hypothesized that ,,power/hypertrophy* genotypes of ADRB3, ACTN3 and ACE genes,
as well as ACE + ACTN3 ,,power/hypertrophy“combination, would have smaller changes of
muscular damage compared with ,,endurance” genotypes and ACE + ACTN3 “endurance”
combination. ADRB3 Trp/Arg genotype had significantly higher final Mb (p = 0,04), lactate
(p = 0,01), and muscle pain (p = 0,05) values, as well as a tendency toward significantly
higher CK values compared with Trp/Trp genotype (p = 0,07). ACE ID genotype had
significantly higher initial AST values compared with Il (p = 0,02) and DD (p = 0,03)
genotypes. ACE DD genotype had significantly higher initial CRP values compared with Il
genotype (p = 0,04) and a tendency toward significantly higher values compared with 1D
genotype (p = 0,06). Power and hypertrophy combination showed a tendency toward
significantly higher initial CRP values compared with ,,endurance/power* combination (p =
0,06). In conclusion, the ADRB3 Trp/Arg genotype showed lower tolerance to the plyometric
training protocol in comparison with the Trp/Trp genotype. Given the scarcity of research
concerning the ADRB3 Trp64Arg polymorphism in sport, this article can serve as the base for

further work in this area.

Keywords: polymorphism, muscular fatigue, plyometric jumps, muscle damage markers
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1. UvOD

Misiéni sustav omogucuje vecu sposobnost proizvodnje sile za vrijeme ekscentri¢nih
misi¢nih kontrakcija u usporedbi s koncentri¢nim kontrakcijama (Fernandez-Gonzalo i sur.,
2014). lako ekscentricne kontrakcije postavljaju nize metabolicke zahtjeve na misice od
koncentri¢nih kontrakcija (Dudley i sur., 1991) upravo ta vrsta kontrakcija preduvijet je za
optimalan razvoj snage (Colliander i Tesch; 1990) i miSi¢ne mase (Hather 1 sur., 1991;

Norrbrand i sur., 2008) u treningu s opterecenjem.

Najvisi prirast sile pri razvoju sko¢nosti postize se ekscentricno-koncentriénim misi¢nim
kontrakcijama, odnosno tzv. pliometrijskim treningom. Za pliometrijski trening karakteristi¢ni
su ciklusi istezanja i skrac¢ivanja misica (vidjeti poglavlje 1.2 za obja$njenje). Osim $to
dokazano utje¢e na misiénu adaptaciju, pliometrijski trening moze utjecati i na privremeno
smanjenje maksimalne snage (Golden i Dudley; 1992) te stvoriti miSi¢na oStecenja (Allen
2001; Garcia-Lopez i sur., 2007; Milias i sur., 2005). Biokemijski pokazatelji miSi¢nog
oSte¢enja kod odraslih osoba mogu ostati poviseni nekoliko dana nakon pliometrijskog
treninga (Brancaccio i sur., 2006). Pliometrijski trening utjeCe na poveéanje znanstveno
potvrdenih markera misi¢nih o$te¢enja poput kreatin kinaze (CK) i laktat dehidrogenaze

(Barroso i sur., 2010; Chen i sur., 2009).

Polimorfizam ADRB3 (Beta-3 adrenergicki receptor) gena na kodonu 64 (Trp64Arg:
rs4994) sastoji se od rs4994(C) ili Arg alela i rs4994(T) ili Trp alela. Istrazivanja pokazuju da
su razvoj diabetes mellitusa, nizi bazalni metabolizam, pretilost i otpornost na inzulin
povezani s Arg/Arg genotipom u usporedbi s Trp/Trp i Trp/Arg genotipovima (Clement i sur.,
1995; Walston i sur., 1995; Widen i sur., 1995; Corella i sur., 2001; Hao i sur., 2004).
Heterozigoti za rs4994 povezuju se sa svojstvima izdrzljivosti zbog znacajne razlike u
frekvenciji Trp/Arg genotipa izmedu vrhunskih sportasa u disciplinama izdrZljivosti i
kontrolne grupe u koju nisu bili ukljuéeni sportasi (Santiago i sur., 2011). Ukupan rezultat
istrazivanja treba interpretirati s oprezom jer dobivena veca frekvencija Trp/Arg genotipa kod
sportasa u disciplinama izdrZljivosti u usporedbi sa SportaSima u disciplinama snage nije

statisticki znacajna, iako je vidljiva tendencija prema znacajnim rezultatima.

ACTN3 R577X je jedan od tri gena za a-aktinin kod ¢ovjeka, koji imaju znac¢ajnu ulogu u
povezivanju aktinskih filamenata (Mills i sur., 2001; North i Beggs; 1996). ACTN3 je
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miofibrilarni protein vezan za Z-disk i izraZen je isklju¢ivo u brzim glikolitickim miSi¢nim
vlaknima tipa Il (Beggs i sur., 1992; Mills i sur., 2001; North i sur., 1999; MacArthur i North;
2007). Genetska varijacija ACTN3 gena koja nastaje kao posljedica zamjene arginina (R) sa
stop codon-om (X) na aminokiselini 577 (R577X, rs1815739) uzrokuje stvaranje dvije
razli¢ite verzije ACTN3 gena od kojih su obje zastupljene u opcoj populaciji (Ma i sur.,
2013). RR genotip se povezuje s vrhunskim sprinterima u velikom broju etnickih grupa
(Druzhevskaya i sur., 2008; Yang i sur, 2003). Smatra se da XX genotip koji je deficitaran
alfa-aktininom 3 onemogucuje vrhunska postignuc¢a u sportovima jakosti i brzine posebice u

zenskoj populaciji (Yang i sur., 2003).

Polimorfizam insercija/delecija (I/D rs1799752) ACE (Angiotenzin I-konvertirajuci enzim)
gena sastoji se od | i D alela. Alel I koji predstavlja inserciju 287 bp povezan je s nizim
vrijednostima seruma (Montgomery i sur., 1998) i nizom tkivnom ACE aktivno$¢u (Danser i
sur., 1995). D alel koji predstavlja deleciju 287 bp je povezan s vis§im stupnjem cirkulacije i
visom tkivnom ACE aktivnos¢u (Thompson i Binder-Macleod, 2006) te povisenim stupnjem
angiotenzina II koji djeluje kao faktor miSi¢nog rasta (Jones i sur., 2002) neophodnog za
nastanak misi¢ne hipertrofije uzrokovane misi¢nim opterec¢enjem (Gordon i sur., 2001). Alel I
je povezan s postignuéem u sportovima izdrZljivosti, dok je alel D povezan s postignu¢em u
sportovima jakosti i brzine (Myerson i sur., 1999; Ma i sur., 2013; Nazarov i sur., 2001; Costa
i sur., 2009).

ADRB3 gen je za razliku od ACTN3 i ACE gena relativno nepoznat u smislu povezanosti
njegovih genotipova sa Sportovima izdrzljivosti i snage, te je u literaturi dostupno svega
nekoliko takvih istrazivanja. Potrebno je naglasiti kako je frekvencija Arg/Arg genotipa vrlo
rijetka (prosjecno jedna osoba na sto ispitanika), te s obzirom da u ovom istrazivanju uzorak
¢ine 43 ispitanika, utvrdivane razlike odnose se na Trp/Trp i Trp/Arg genotipove. Takoder je
slabo poznata povezanost umora kod pliometrijskinh skokova s gore navedenim genima
(posebice s ADRB3 genom), sto ovom radu daje dodatnu vrijednost.

Prema naSem saznanju, a na temelju pregleda literature, do sada nije provedeno niti jedno
istrazivanje koje utvrduje ulogu tri genska polimorfizma (te kombiniranu ulogu dvaju genskih
polimorfizama) u pokazateljima miSicnog oStecenja izazvanog sporim pliometrijskim
skokovima do otkaza, Cime ovo istrazivanje potvrduje svoju svrsishodnost, odnosno

znanstvenu opravdanost.



1.1. Struktura skeletnog miSica

Popre¢no prugasti (skeletni) misi¢i ¢ine jednu od tri grupe misi¢a u ljudskom tijelu (uz
sréani miSi¢ i glatke misic¢e) i sa udjelom od 40% predstavljaju najveéi dio ukupne mase
ljudskog tijela. Popre¢no prugasto tkivo €ini najveéi broj misic¢a u tijelu, a isti imaju vaznu
ulogu u funkcioniranju lokomotornog sustava te su medu njihovim najvaznijim funkcijama
omogucavanje kretanja, odrzavanja ravnoteze, govora i disanja. Za razliku od glatkih misica
koji su inervirani od strane autonomnog ziv€anog sustava i nisu pod svjesnom kontrolom,
skeletni mis$i¢i inervirani su motorickim (eferentnim) i senzornim (aferentnim) vlaknima
somatskog ziv€anog sustava koja omogucuju voljnu kontrolu (izuzetak su jednjak i
dijafragma). Jo§ jedna razlika od glatkih misic¢a je ta da skeletni misi¢i imaju sposobnost
kratkih i brzih kontrakcija. Skeletni misi¢i sastavljeni su od miocita, poznatijih kao misi¢na
vlakna ¢ije stanice sadrze velik broj lanaca miofibrila. Miofibrile su sastavljene od veceg
broja dugih proteina od kojih su najpoznatiji aktin i miozin. Ti proteini su rasporedeni u
ponavljajuce tanke i debele slojeve koji se protezu duzinom miofibrila u dijelu koji se naziva
sarkomera. Sarkomera predstavlja glavnu miSiénu jedinicu u kojoj se dogada miSi¢na
kontrakcija. To se dogada na nacin da tanki sloj (aktin) i debeli sloj (miozin) klize jedan uz

drugoga i time omogucuju samu kontrakciju.

Sto se ti¢e podjele na razli¢ite vrste misiénih vlakana, razlikujemo spora oksidativna
vlakna (tip 1), brza oksidativno/glikoliti¢ka vlakna (tip 1TA) i brza glikoliti¢ka vlakna (tip I1X).
Vlakna su se uobicajeno kategorizirala na temelju njihove boje koja ukazuje na koli¢inu
mioglobina u njima. Tipi¢na crvena vlakna su ona tipa I jer imaju veci broj mitohondrija i
vecéu kapilarnu gusto¢u od vlakana tipa II koja su bijele boje i samim time se manje oslanjaju
na oksidativne mehanizme. Pojedina¢ni misi¢i imaju razli¢iti misi¢ni sastav $to ovisi o vrsti
misica i pokretima koje izvrSavaju. Primjera radi m. quadriceps sadrzi ~52% vlakana tipa I
dok m. soleus i o¢ni misi¢ (m. orbicularis oculi) sadrze ~80%, odnosno ~15% vlakana tipa |
(Johnson i sur., 1973).

Vrlo vazno je naglasiti i znacajnu ulogu proteina titina (vezanog za tanki sloj sarkomere) i
nebulina (vezanog za debeli sloj sarkomere) koji su najces¢e proucavani proteini u vezi s
funkcioniranjem misica. Titin i nebulin su ukljuceni u funkcioniranje sarkomere te u stvaranje
aktivne 1 pasivne napetosti u misicu (Horowits i sur., 1986). Koncentracija titina i nebulina
znaajno se smanjuje nakon izvodenja protokola koji ukljucuje ekscentri¢ne kontrakcije

(Trappe i sur., 2002). Omjer titina i nebulina se takoder znacajno smanjio nakon spomenutog
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protokola, a smanjenje koncentracije titina nije povezano sa smanjenjem koncentracije
nebulina. Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da ostecenje miofibrila nakon
ekscentricnog treninga ukljucuje smanjenje koncentracije titina i nebulina, a vrijeme
smanjenja istih te povratak na normalne vrijednosti nakon te vrste treninga omogudit ¢e
dobivanje informacija o misi¢nom oSteéenju, regeneraciji i adaptaciji. Na Slikama 1 i 2 nalaze

se ilustrirani prikazi skeletnog miSica i sarkomere.

Skeletni misi¢ Epimizij Misiéni fascikuli

Misicni fascikul Tormod
Endomizij
Misiéna vlakna
Misi¢no vlakno
Sarkolema

Slika 1. Struktura skeletnog misi¢a (preuzeto s en.wikipedia.org).
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Slika 2. Struktura sarkomere (preuzeto sa sarcomere.org).



1.2. Ciklus istezanja i skra¢ivanja miSi¢a

Ciklus istezanja i skracivanja (eng. stretch-shortening cycle, SSC) miSi¢a oznaCava
fenomen u kojem prvo dolazi do istezanja miSi¢no-tetivne jedinice (eng. muscle-tendon unit,
MTU) u ekscentri¢noj fazi pokreta nakon cega slijedi skrac¢ivanje u koncentricnoj fazi pri
¢emu pohranjena elasticna energija u MTU prelazi u kinetiCku energiju i doprinosi povecanju
mehani¢kog izlaza misi¢a. Nacelno razlikujemo dva tipa SSC: spori SSC s trajanjem faze
kontakta s podlogom vise od 0,25 s i brzi SSC s trajanjem faze kontakta s podlogom manje od
0,25 s. Predistezanje omogucuje miSi¢ima generiranje vece izlazne sile tijekom koncentri¢ne

faze neovisno o kojem od ova dva tipa SSC je rije¢ (Markovi¢ i Mikuli¢, 2010).

Gledano iz perspektive pozadinskih mehanizama SSC, Markovi¢ i Mikuli¢ (2010) govore
u prilog vaznosti pohranjivanja i iskoriStavanja elasticne energije. Drugi vazan mehanizam
kod SSC je aktivacija refleksa koja unato¢ mnogim istrazivanja ne nudi ,,konsenzus” o ulozi
refleksa u cijelom procesu. Prilikom kretnji s velikom elektromiografskom (EMG) aktivno§éu
vrlo je teSko utvrditi ulogu refleksne regulacije miSi¢ne sile, ¢ime se otezava donoSenje
zakljucaka. Smatra se da prilikom kretnji u kojima faza kontakta traje duze, kao §to je to
slu¢aj u maratonu (~250 ms), se refleksno inducirano poboljsanje sile javlja ve¢ u
ekscentricnoj fazi pokreta (Nicol i sur., 1991). Kako se faza kontakta smanjuje s poveéanjem
brzine tréanja (Luhtanen i Komi, 1978) doprinos refleksa se javlja na kraju ekscentri¢ne faze i
moze biti produzeno do faze odraza tijekom maksimalnog sprinta. Nicol i Komi (1998) su
dokazali da relativno spora dorzifleksija u kojoj je induciran refleks povecava silu za 200-

500% u usporedbi s pasivnim pokretom bez aktivacije refleksa.

U prilog vaznosti uloge refleksa pri SSC idu i tvrdnje da postoji visoka povezanost izmedu
refleksnog sistema i miSiéne krutosti (eng. muscle stiffness; Stein, 1982; Nichols, 1987).
Gollhofer i sur. (1984) su utvrdili da regulacija krutosti potrebne za kompenzaciju optere¢enja
nakon kontakta i odraza na kraju stajne faze zavisi od modulacije 1 poboljSanja centralno
programirane misi¢ne aktivacije od strane segmentalne aktivnosti refleksa istezanja. Na Slici

3 se nalazi ilustrirani prikaz faza ciklusa istezanja i skra¢ivanja misic¢a (SSC).



Ciklus istezanja-skracivanja (SSC) = hodanie, tréanje, skakanje
A B C

Predaktivactja Istezanje Skracivanje

Slika 3. Ciklus istezanja i skra¢ivanja misi¢a (hodanje, tréanje, skakanje). Preuzeto s maloneyperformance.com.



1.3. Pojava zakaSnjele miSi¢ne boli

Pojava zakasnjele miSi¢ne boli (eng. delayed onset of muscle soreness, DOMS) je odraz
misi¢ne upale i ostecenja Koji se pojavljuju nakon specifiénog trenaznog protokola, s time da
se gubitak snage pojavljuje odmah nakon treninga ili unutar prvih 48 sati, a za potpuni
oporavak je potrebno vise od pet dana (Connolly i sur., 2003). Connolly i sur. (2003) dalje
tvrde kako bol i osjetljivost jenjavaju nakon sedam dana, dok ukocenost i oteklina dosezu
najvise vrijednosti 3-4 dana nakon treninga te nestaju unutar deset dana. Oteklina koja nastaje
kao posljedica takvog treninga uzrokovana je kretanjem upalnih stanica i tekucine iz krvotoka

u intersticijski prostor, $to zajedno s upalom doprinosi osjecaju boli (Connolly i sur., 2003).

NarusSena funkcija sarkomere ne uzrokuje istezanje miofibrila i obi¢no se ne Siri duz
cijelog misi¢nog vlakna (Lieber i Friden, 1991). Dodatni ekscentri¢ni trening sljedeceg dana
stoga nece pogorsati ve¢ postojec¢e misicno ostecenje, tj. povecati DOMS (Nosaka i Clarkson,
1995).

Vazno je pridodati da postoje odredeni dokazi koji sugeriraju da su brza misi¢na vlakna
viSe podlozna pojavi zakaSnjele miSi¢ne boli (Friden i sur., 1983; MacPherson i sur., 1996).
Mogu¢i razlog tome je nasljedna slabost u tom tipu vlakana (MacPherson i sur., 1996) ili
selektivna aktivacija brzih motorickih jedinica ekscentricnim vjezbama (Enoka, 1996;
McHugh i sur., 2000; Nardone i sur., 1989). Zanimljivo je spomenuti i da je duZina
aktiviranog mi$i¢a vaznija od intenziteta kontrakcije, gdje se vece osteCenje pojavljuje kod
vjezbanja pri ve¢im duzinama misi¢a (Brooks i sur., 1995; Child i sur., 1998; Newham i sur.,
1988) kao i to da veca krutost misica doprinosi jaem DOMS efektu nakon ekscentricnog
treninga (McHugh i sur., 1999).

DOMS je stanje koje aktivni sporta$ vrlo teSko moze izbjeci i stoga je provedeno mnogo
istrazivanja 0 tome kako pokusati skratiti vrijeme oporavka. Sayers i sur. (2000) su pokazali
da lagano vjeZbanje nakon ekscentricnog treninga ima veéi ucinak na oporavak snaznih
svojstava od potpunog odmora. Uranjanje u hladnu vodu (15 min, svakih 12 sati, 7 tretmana)
predstavlja uspjesnu metodu u smanjenju DOMS-a (Eston i Peters, 1999). Kramer i sur.
(2001) su demonstrirali kako no$enje kompresijskih rukava kroz pet dana nakon ekscentri¢ne
vjezbe doprinosi smanjenju gubitka snage, upale, otekline i krutosti. Ipak, prakti¢na vrijednost
ovih pozitivnih rezultata je ograniCena jer je miSi¢no oSteCenje rijetko izolirano na

pojedina¢nu misi¢nu skupinu (Connolly i sur., 2003).



1.4. Genom

Genom je genetski materijal nekog organizma kojeg predstavljaju svi njegovi nasljedni
podaci zapisani u molekuli deoksiribonukleinske kiseline (DNK), a sadrzi gene i nekodirajuce
sekvence DNK (Feero i sur., 2010). Genotip je dio DNK strukture koji odreduje specificne
karakteristike pojedinca koje se (zajedno sa utjecajem okolisa) nazivaju fenotip. U prilog
vaznosti okolinskih faktora i uvjeta razvoja govori i to da se velik broj osoba razlikuje po
ponasanju iako imaju isti genotip. S druge strane, unato¢ tome Sto svaki pojedinac ima

genotip kao potencijal moguce je da ga zbog razli¢itih okolnosti neée uspjeti razviti.

Alel je jedan od dvaju ili visSe oblika DNK-sekvence pojedina¢nog gena (Feero i sur.,
2010). Jedan gen se sastoji od dva alela od kojih se jedan nalazi na homolognom kromosomu
koji nasljedujemo s majcine strane, dok se drugi nalazi na homolognom kromosomu koji
nasljedujemo od oca. Kako bi se bolje razumio znacaj alela i razliciti oblici odredenog gena,
potrebno je spomenuti osnovne pojmove o polimorfizmu. Jednonukleidni polimorfizam
oznacava zamjenu mjesta jednog nukleotida s nekim drugim nukleotidom te se kao posljedica
te mutacije pojavljuje razli¢iti oblik genoma-alel (Barreiro i sur., 2008). Da bi se moglo
govoriti o polimorfizmu zastupljenost minornog (najrjedeg) alela mora iznositi 1% u
populaciji (Feero i sur., 2010). Ako se uzme za primjer ACTN3 gen koji prou¢avamo u ovom
istrazivanju, tada je u uvodnom dijelu rada vidljivo da on ima svoj polimorfizam koji se
sastoji od dva alela, R i X. Razli¢ite varijante genotipova ovog gena su RR, RX i XX; ako
osoba ima oba alela jednaka (RR ili XX) onda je ona homozigotna za taj gen, dok su osobe s
varijantom RX heterozigotne. Takoder, ADRB3 i ACE gen imaju svaki po dva alela i tri
genotipa. Za alele je takoder vazna njihova interakcija i razlikovanje dominantnog od
recesivnog alela, a ovisno o tome kojemu od dva homozigotna genotipa najvise slic¢i
homozigotni fenotip. Tamo gdje se heterozigotni ne moze razlikovati od homozigotnog za
dati alel se kaze da je dominantan u odnosu na drugi alel koji je u tom slu¢aju recesivan u
odnosu na prvi alel. Prije se za ,,divlji tip* alela smatralo da je dominantan i ,,normalan®, dok
su mutirajuéi aleli smatrani recesivnim 1 Stetnima. Smatralo se da je vecina osoba
homozigotna za ,,divlji alel” i da se mutiraju¢i alel u homozigotnom obliku mogao pronaci
kod rijetkih osoba za koje se smatralo da imaju neku vrstu genetickog poremecaja. U danasnje
vrijeme je takvo razmisljanje uglavnom napusteno jer su gotovo svi lokusi visoko polimorfni i

mutiranjem ,,divljeg tipa“ mogu nastati dominantni aleli.



1.5. Biokemijski pokazatelji miSi¢nog oStecenja

Pliometrijski trening moze uzrokovati mikrotraume misi¢no-tetivnog sustava donjih
ekstremiteta koje se manifestiraju kao ostecenja meniskusa, patelarnog tendinitisa, upale
ahilove tetive te kao povecano otpustanje enzima kreatin kinaze (CK) i laktat dehidrogenaze
(LDH) u krvotok, koji su indirektni biokemijski pokazatelji DOMS-a (Robinson i sur., 2004).

U radu su osim kreatin kinaze mjerene vrijednosti i ostalih biokemijskih parametara koji se
primjenjuju u istraZivanjima na temu ekscentricnog treninga, a koji su detaljno opisani u
daljnjem tekstu. Prema dostupnoj literaturi, vrijednosti za CRP nisu utvrdivane u
istrazivanjima u kojima su se provodili pliometrijski protokoli za donje ekstremitete. Ipak, u
radu Ascensdoa i sur. (2011) promatrane su vrijednosti CRP kod profesionalnih nogometasa

nakon utakmice.

1.5.1. Kreatin kinaza (CK), Aspartat aminotransferaza (AST), Mioglobin (Mb), C-reaktivni
protein (CRP) i laktati u krvi

Kreatin kinaza (CK) je enzim koji katalizira pretvorbu kreatina i nalazi se u tkivima i
stanicama, posebno misi¢nim, kojima je potrebna brza opskrba ATP-om. U laboratorijskom
testiranju enzim CK sluzi kao biokemijski pokazatelj infarkta miokarda (sr¢ani udar),
rabdomiolize, miSi¢ne distrofije i akutne bubrezne insuficijencije. Posebno interesantna u
nasem slucaju je rabdomioliza, koja predstavlja oStec¢enje misSi¢a kao posljedica iscrpljujuceg
vjezbanja (Clarkson i sur., 2005). U veéini slucajeva rabdomioliza uzrokuje DOMS, bol i
ukocenost (Clarkson i Hubal, 2002), dok u odredenim situacijama (vru¢ina i dehidracija)
moze do¢i i do zatajenja bubrega (Skenderi i sur., 2006; Knochel, 1990). Normalne

vrijednosti enzima CK nalaze se u intervalu od 60 — 400 U/l za muskarce (Kratz i sur., 2004).

Aspartat aminotransferaza (AST) je enzim koji katalizira reverzibilan transfer aspartata i
glutamata i kao takav ima znacéajnu ulogu u metabolizmu aminokiselina. Nalazi se u jetri, srcu
(sr€anom misicu), miSi¢ima, bubrezima, mozgu te crvenim krvnim stanicama. Razina AST se
koristi u svrhu procjene funkcije jetre. Normalne vrijednosti enzima AST nalaze se u intervalu
od 0 — 35 U/l (Kratz i sur., 2004).
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Mioglobin (Mb) je globularni hemoprotein koji se nalazi u misi¢énim tkivima i povezan je
s hemoglobinom u crvenim krvnim stanicama. U krvotok se izluCuje kod tezih miSi¢nih
osteéenja poput ve¢ spomenute rabdomiolize prilikom koje se dobivaju vrlo visoke
koncentracije mioglobina. Izlu¢eni mioglobin filtrira se u bubrezima i prilikom njegove
disocijacije u toksi¢ni dio moze do¢i do akutne bubrezne insuficijencije, stanja vrlo opasnog
po zdravlje pojedinca. Normalne vrijednosti Mb nalaze se u intervalu od 19 — 92 ug/l za
muskarce (Kratz i sur., 2004).

C-reaktivni protein (CRP) je protein koji se sintetizira u jetri i nalazi se u krvnoj plazmi.
Mjerenje koncentracije CRP u krvi koristi se u dijagnosticke svrhe kao pokazatelj upalne
reakcije. Normalne vrijednosti CRP iznose od 0,08 — 3,10 mg/l (Kratz i sur., 2004).
Vrijednosti od 10 — 40 mg/l smatraju se poviSenima i mogu ukazivati na blagu upalu ili
virusnu infekciju, dok vrijednosti od 40 — 200 mg/l ukazuju na jaku upalu i bakterijsku
infekciju (Clyne i Olshaker; 1999).

Laktati u Kkrvi indirektni su pokazatelji stupnja stvaranja energije anaerobnim
metabolizmom. Vrijednosti laktata u krvi ne povecavaju se s dobi, ne ovise o spolu i
vjerojatno ne ovise o stupnju treniranosti, ali se povecavaju s intenzitetom treninga kod
zdravih i bolesnih osoba te kod treniranih i netreniranih osoba kad intenzitet vjezbanja prijede
tzv. anaerobni prag (Siegel i sur., 2008). Usprkos raznim ¢imbenicima koji mogu utjecati na
vrijednosti laktata u krvi (poremecaji mitohondrija, plu¢ne bolesti, hipokalcemija, itd.), isti jo§
uvijek predstavljaju prilicno pouzdan marker misi¢nog oSteCenja ako su uvjeti trenaznog

opterec¢enja standardizirani (Gosker i Schols; 2008).
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1.6. Subjektivni pokazatelj intenziteta misi¢ne boli (VAS skala)

VAS skala sluzi za jednodimenzionalnu procjenu intenziteta boli (McCormack i sur.,
1988) 1 svoju je primjenu pronasla u razli¢itim populacijama odraslih osoba, ukljucujuéi i
populaciju osoba s reumatskim ozljedama (Huskisson, 1974; Downie i sur., 1978). Skala je
kontinuirana i sastoji se od horizontalnih i vertikalnih linija duzine 10 cm (100 mm) koje su
spojene verbalnim opisom za svaku ekstremnu vrijednost simptoma (Huskisson, 1974; Jensen
i sur., 1986).

Raspon intenziteta boli je najceS¢e oznaCen od ,bez boli“ (vrijednost 0) do ,,najgora
moguca bol“ (vrijednost 100 na milimetarskoj skali) (Burckhardt i Jones, 2003; Ferraz i sur.,
1990). Kako bi se izbjeglo grupiranje oko preferirane vrijednosti, preporuca se ne oznacavati
numericki ili verbalno oko sredisnjih tocaka (Huskisson i sur., 1974). Od ispitanika se trazi da
ozna¢i okomitom linijjom preko VAS linije mjesto koje po njegovoj procjeni predstavlja
intenzitet njegove boli (Scott i Huskisson, 1976; Joyce i sur., 1975). Vrijednost na skali se
utvrduje na nacin da se pomocu ravnala izmjeri udaljenost na liniji duzine 10 cm od oznake
,bez boli“ do oznake koju je ispitanik oznacio (Jensen i sur., 1986). Na temelju distribucije
VAS vrijednosti kod postoperativnih pacijenata (zamjena koljena, histerektomija,
laparoskopska miomektomija) koji su opisali svoj postoperativni intenzitet boli kao ,,bez
boli*, ,,slaba bol*, ,,umjerena bol“ ili ,,jaka bol“ preporucuju se sljedeci rasponi unutar same
skale: bez boli (0 — 4 mm), slaba bol (5 — 44 mm), umjerena bol (45 — 74 mm), i jaka bol (75
— 100 mm) (Jensen i sur., 2003).

VAS skala zahtjeva malo pripreme za njezino koristenje i prihvatljiva je za ispitanike
(Joyce i sur., 1975). Pouzdanost skale je dobra i veéa je kod pismenih (r = 0.94, p < 0,001) u
usporedbi s nepismenim (r = 0,71 p < 0,001) pacijentima na izvanbolni¢kom reumatoloskom
lije¢enju (Ferraz i sur., 1990). Sto se ti¢e konstruktivne validnosti, VAS skala kod osoba s
reumati¢nim bolestima pokazala je dobru korelaciju s druge dvije skale boli, a vrijednosti
iznose 0,71 - 0,78, odnosno 0,62 - 0,91 (Downie i sur., 1978). Minimalna klini¢ki znacajna
razlika od 1.37 cm na VAS skali od 10 cm utvrdena je kod pacijenata s ozljedom rotatorne

mansete ispitanima Sest tjedana nakon neoperativnog tretmana (Tashjian i sur., 2009).
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1.7. Dosadasnja istraZivanja na temu umora, pliometrijskih kontrakcija i ADRB3,
ACTN3 i ACE gena

Znanstvena istrazivanja na temu umora prilikom provedbe raznih oblika treninga relativno
su brojna. Istrazivanja na temu umora i pliometrijskog treninga dostupna su, medutim u
znatno manjem opsegu, Sto vrijedi i za navedene gene. Na temelju toga zakljucuje se kako je
rije¢ o relativno novim fenomenima ¢ime i ovaj doktorski rad daje svoj doprinos prouc¢avanju
istih.

Fernandez-Gonzalo i sur. (2014) su na uzorku od Sesnaest muskih i Sesnaest Zenskih
studenata, rekreativnih sportasa utvrdili znacajno povecanje visine tzv. skoka bez pripreme
(eng. squat jump, SJ) i dubinskog skoka (eng. drop jump, DJ) te miSi¢ne mase u oba spola
nakon Sestotjednog treninga izoinercijske vjezbe cu¢nja na trenazeru. Doslo je i do znacajnog

povecanja razine kreatin kinaze (CK) kod muskaraca nakon prvog treninga.

U istrazivanju Strojnika i Komija (1998) na uzorku od dvanaest muskih studenata,
rekreativnih sportasa, cilj je bio utvrditi vrijednosti krvnih markera miSi¢nog oStecenja
uzrokovanog ekscentricnim kontrakcijama. Ispitanici su izvodili jednu seriju skokova do
otkaza (90% od maksimalne visine vertikalnog skoka) na posebno namijenjenom trenazeru s

nagibom. Doslo je do znacajnog povecéanja razine CK i laktata u krvi nakon treninga.

Clarkson i sur. (2005) su utvrdili znacajne razlike vrijednosti CK izmedu genotipova
ACTN3 gena u inicijalnom mjerenju na uzorku od 157 kombiniranih muskih i Zenskih

ispitanika, dok su razlike izmedu istih genotipova izostale u finalnom mjerenju.

Yamin i sur. (2007) su na uzorku od sedamdeset studenata oba spola utvrdili znacajno vise

vrijednosti ACE II/ID genotipova od DD genotipa nakon provedbe ekscentri¢énog treninga.

U istrazivanju Vincenta i sur. (2010) na uzorku od devetnaest studenata prikazana je
tendencija prema statisticki znacajno visim vrijednostima razine CK i osjecaja boli nakon
treninga kod ispitanika s ACTN3 XX genotipom u usporedbi s RR genotipom. U Tablici 1 se

nalazi detaljni pregled istraZivanja na ovu temu.
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Tablica 1. Pregled dosadasnjih istrazivanja

Ispitanici

TrenaZni status

Grupe

Trajanje/Opterecenje

REZULTATI

32 (16M + 167)

zdravi i umjereno
aktivni studenti

IM i 1Z grupa

2-3x/j, 6tj, 28
ekscentri¢nih kontrakcija

- znadajno povecanje vrijednosti CK kod
M 48h nakon prvog trening

12M

zdravi i umjereno
aktivni studenti

1M grupa

1 serija do otkaza, drop
jump

- znacajno povecanje vrijednosti CK i

laktata u krvi nakon treninga (najvise

vrijednosti CK utvrdene su 2h nakon
treninga te laktata 5 min nakon treninga)

157 (78M + 797)

zdravi i umjereno
aktivni ispitanici

1 kompinirana
M + Z grupa

50 max. ekscentri¢nih
kontrakcija (2 serije x 25
kontrakcija) fleksije lakta

nedominantne ruke

- znacajno nize inicijalne CK vrijednosti
ACTN3 XX genotipa od RX genotipa, dok
se RR genotip nije razlikovao od ostale
dvije grupe
- bez znacajnih razlika medu genotipovima
ACTN3 gena nakon treninga

70 (42M + 287)

zdravi i umjereno
aktivni studenti

1 kombinirana
M + Z grupa

1 serija od 50 max.
ekscentri¢nih kontrakcija
fleksije lakta
nedominantne ruke

- bez znacajnih razlika izmedu genotipova
ACE gena za inicijalne CK vrijednosti
- ispitanici s ACE II/ID genotipovima su
imali znacajno vise finalne i delta
vrijednosti CK od DD genotipa

Br. IstraZivanje

1 Fernandez-Gonzalo i sur. (2014)
2 Strojnik i Komi (1998)

3 Clarkson i sur. (2005)

4 Yamin i sur. (2007)

5 Vincent i sur. (2010)

19M

zdravi i umjereno
aktivni studenti

1M grupa

8 serija x 20 ponavljanja
unilateralne ekstenzije
koljena (4 serije
naizmjeni¢no za svaku
nogu)

- bez znacajnih razlika izmedu ACTN3
XX i RR genotipova za CK u bilo kojoj
vremenskoj tocki, iako je 24h nakon
protokola uocena tendencija prema
statisticki znacajno viSim vrijednostima
CK za XX genotip u usporedbi s RR
genotipom
- ispitanici s XX genotipom prijavili su
znacajno veéu bol od RR genotipa u
desnoj nozi u usporedbi s lijevom 6h
nakon protokola; ta tendencija se nastavila
24h i 48h nakon protokola
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2. PROBLEM ISTRAZIVANJA

Problemu istrazivanja pristupilo se s ciljem utvrdivanja uloge navedenih genotipova u
manifestaciji umora koja se procjenjivala na temelju vise pokazatelja od kojih je najveca
paznja posvecena biokemijskim pokazateljima. Drugim rije¢ima, na temelju delta i finalnih
vrijednosti pokusalo se utvrditi kako se razli¢iti genotipovi Koji Su okarakterizirani kao ,,brzi”
ili ,spori” ponasaju kod pliometrijskog treninga, tj. dolazi li do znacajnih povecanja
biokemijskih vrijednosti nakon provodenja istog te kako treba interpretirati dobivene
vrijednosti u svrhu prakticne primjene u razliCitim sportovima. Takoder je u obzir uzeta i
medicinska strana istrazivanja kojom se prilikom interpretacije pokusalo ukazati na moguce
kontraindikacije u trenaznom procesu kod primjene ovog tipa pliometrijskog treninga.
Utvrdivanjem razlika izmedu genotipova u inicijalnom mjerenju pokusalo se utvrditi imaju li
genotipovi veé prije same tjelesne aktivnosti razli¢ite vrijednosti biokemijskih pokazatelja, sto
bi na neki nac¢in moglo utjecati na iste pokazatelje nakon trenaznog protokola te djelomic¢no i
na interpretaciju rezultata. Na temelju finalnog mjerenja takoder je vidljivo da li su ispitanici
postigli vrijednosti biokemijskih pokazatelja koji bi eventualno bile upozoravajuée u smislu

svrsishodnosti primjene takve vrste treninga.

Takoder, bitno je napomenuti da suvremeni sport iz godine u godinu namece sve vece
zahtjeve na organizam sportasa, da je raspored natjecanja Cesto vrlo gust i da sportas ima
zapravo vrlo malo vremena za oporavak. Rezim odmora i oporavka je stoga jedan od klju¢nih
¢imbenika u kontinuitetu postizanja kvalitetnih rezultata. Primjena identi¢nog treninga ili
odmora za svakog pojedinca (posebice u ekipnim sportovima) bila bi stoga krajnje

neucinkovita, pa ¢ak i kontraindicirana.

Moderni pristup koji se bazira na genetskoj slici svakog sportaSa osnova je i ovog
doktorskog rada. Iz uvodnog dijela rada vidljivo je kako postoji odreden broj znanstvenih
istrazivanja koja pokusavaju utvrditi genotipove odgovorne za manifestaciju sposobnosti
jakosti i brzine s jedne i sposobnosti izdrZljivosti s druge strane. U tome se djelomi¢no i
uspjelo, medutim, potrebno je napomenuti kako se ovo podrucje istraZzivanja u sportu jos
uvijek bazira na nedostatnoj koli¢ini znanstvenih radova koja bi omogucila donosSenje

konac¢nih zakljucaka o navedenoj problematici.
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Nakon toga je bilo potrebno oti¢i korak dalje i utvrditi kako ti genotipovi utjeCu na
manifestaciju umora. Na temu umora i genetike postoji svega nekoliko objavljenih
istrazivanja, ali usprkos tome vidljive su odredene razlike izmedu stupnja umora i razlicitih
genotipova. Finalne zakljucke je tesko donositi i upravo ovaj rad ima za cilj pridonijeti novim
spoznajama u podru¢ju umora i genetike u sportu. Novim spoznajama ¢e se omoguciti
pravilnije doziranje trenaznih pokazatelja, tj. individualizirani pristup radu te oporavku
sportaSa nakon iscrpljuju¢ih treninga. Dodatnu vrijednost rada predstavlja 1 provedba
pliometrijskog treninga u svrhu prikupljanja tih spoznaja, jer kako znamo, ovaj tip treninga je
u danasnje vrijeme neizostavan U sportovima koji zahtijevaju visoku razinu jakosti i brzine. S
druge strane, poznato je i snazno djelovanje pliometrijskog treninga na umor (pojava
zakasnjele miSi¢ne boli) 1 miSi¢na oStecenja te ¢e prakti¢na primjena ovog istrazivanja imati

za cilj ublazavanje tih ,,nuspojava“.
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3. CILJ I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja bio je utvrditi ulogu polimorfizama ADRB3, ACTN3 i ACE gena u
pokazateljima miSiénoga umora i oSte¢enja nakon protokola umaranja ekscentri¢no-
koncentri¢énim misi¢nim kontrakcijama do otkaza. Na temelju pregledane relevantne literature

koja je prethodno detaljno navedena postavljene su sljedece hipoteze:

H1: Trp/Arg genotip ADRB3 Trp64Arg polimorfizma imat ¢e veci porast CK, AST, Mb,

CRP i osjetljivosti na miSi¢nu bol 48 sati nakon skokova od Trp/Trp genotipa.

H2: XX genotip ACTN3 R577X polimorfizma imat ¢e veéi porast CK, AST, Mb, CRP i

osjetljivosti na miSi¢nu bol 48 sati nakon skokova od RR genotipa.

H3: Ins/Ins genotip ACE I/D polimorfizma imat ¢e veéi porast CK, AST, Mb, CRP i

osjetljivosti na misi¢nu bol 48 sati nakon skokova od Del/Del genotipa.

H4: Kombinacija genotipova ,,izdrZljivosti“ (ACE Il + ID, ACTN3 XX) imat ¢e veci porast
CK, AST, Mb, CRP i osjetljivosti na miSi¢nu bol 48 sati nakon skokova od kombinacije
genotipova ,,jakosti/brzine (ACE DD, ACTN3 RR + RX).
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4. METODE ISTRAZIVANJA

4.1. Ispitanici

Uzorak ispitanika sacinjavali su studenti Kinezioloskog fakulteta u Zagrebu [n = 43; dob:

20,0 (19,0 — 22,0) god., tjelesna masa: 81,7 + 8,0 kg i visina: 184,1 + 7,5 cm]. Inicijalno je u

istrazivanje prijavljeno 44 ispitanika od kojih je jedan odustao iz osobnih razloga. Svi ostali

ispitanici ispunili su sve svoje obveze propisane protokolom mijerenja. Studenti su na

sudjelovanje u istrazivanju pozvani na nacin da je pocetak provedbe istrazivanja i njegov

sadrzaj objavljen preko mrezne stranice Kinezioloskog fakulteta s pripadajuc¢im upitnikom

koji je sluzio kao obrazac za prijavu. Ispitanici su prije provedbe mjerenja potpisali pristanak

za sudjelovanjem odobrenim od strane Povjerenstva za znanstveni rad i etiku Kinezioloskog

fakulteta u Zagrebu.

Kriterij ukljucivanja ispitanika u provedbu mjerenja bio je:

>

ispitanici su trebali biti zdravi uz odsustvo ozljeda/ostecenja lokomotornog sustava u
trenutku provodenja mjerenja, i
ispitanici su trebali imati naviku rekreativnog, no ne i natjecateljskog bavljenja

sportom.

Kriterij iskljucivanja ispitanika iz provedbe mjerenja bio je:

A\

akutna ili kroni¢na bolest,

upotreba medikamenata u razdoblju od Sest mjeseci prije provedbe istraZivanja,
prijavljena bol, ozljeda ili upala u vrijeme kada je mjerenje provodeno; bilo koja vrsta
ozljede morala je biti sanirana najmanje cetiri tjedna prije sudjelovanja ispitanika u
mjerenju,

bilo koje zdravstveno stanje za koje vjezbe visokog intenziteta mogu biti
kontraindicirane, i

sustavno sudjelovanje u bilo kojoj vrsti pliometrijskog treninga ili treninga jakosti

Sest mjeseci prije provedbe mjerenja.
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Ispitanici su bili upuceni da ne provode intenzivnu ili novu tjelesnu aktivnost 48 sati prije i
za vrijeme mjerenja. Konzumacija alkohola, upotreba analgetika i miSi¢na manipulacija nisu
bili dozvoljeni za vrijeme mjerenja. Unos kofeina bio je ograni¢en na normalne dnevne
vrijednosti, a unos ostalih ergogenih sredstava nije bio dozvoljen u mjesecu provedbe

mjerenja.
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4.2. Uzorak varijabli

Mjerenja su provedena u Sportsko-dijagnostickom centru Kinezioloskog fakulteta u
Zagrebu i biokemijskom laboratoriju ,,.Breyer<. Uzorak brisa bukalne sluznice za DNK
analizu uzet je u navedenom sportsko-dijagnostickom centru, nakon ¢ega je isti poslan na

analizu u geneticki laboratorij ,,Genos*. Opis svih varijabli nalazi se u Tablici 2.

Uzorak varijabli cine:

> pet biokemijskih pokazatelja,
> tri gena (tri genotipa za dva gena + dva genotipa za jedan gen),
> test za procjenu visine vertikalnog skoka s pripremom (CMJ), i

> subjektivni osjecaj boli zabiljezen na VAS skali.

Biokemijski pokazatelji koristeni u istrazivanju jesu:

kreatin kinaza (CK),

aspartat aminotransferaza (AST),
mioglobin (Mb),

C-reaktivni protein (CRP), i

YV V. V V V

laktati u krvi.

Uzorak gena cine:

» ADRB3 gen — Trp/Trp i Trp/Arg genotipovi,
» ACTN3 gen — RR, RX i XX genotipovi, i
» ACE gen — Del/Del, Ins/Del i Ins/Ins genotipovi.

Pokazatelji motoricke izvedbe sastoje se od sljedece varijable:

» maksimalni sunozni skok s pripremom (eng. countermovement jump, CMJ).
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Tablica 2. Opis varijabli koristenih u istrazivanju.

NAZIV VARIJABLE JEDINICA MJERNA SKALA NORMALNOST DISTRIBUCIJE
Biokemijski pokazatelji
Kreatin kinaza (CK) ul/l Intervalna Odstupa od normalne distribucije
Aspartat aminotransferaza (AST) ul/l Intervalna Odstupa od normalne distribucije
Mioglobin (Mb) ng/l Intervalna Odstupa od normalne distribucije
C-reaktivni protein (CRP) mg/I Intervalna Odstupa od normalne distribucije
Laktati u krvi mmol/| Intervalna Normalna distribucija
Subjektivni pokazatelj misiéne boli
VAS skala - Ordinalna Normalna distribucija
Geni
ADRB3 (svi genotipovi) - Nominalna -
ACTNS3 (svi genotipovi) - Nominalna -
ACE (svi genotipovi) - Nominalna -
Motoricke varijable
Skok s pripremom (CMJ) cm Omjerna Normalna distribucija
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4.3. Protokol testiranja

Zbog relativno velikog broja ispitanika i testova studenti su bili podijeljeni u tri grupe.
Svaka grupa sudjelovala je u prvom dijelu mjerenja koje se provodilo prva tri dana u tjednu.
Odabir ispitanika u grupe po danima bio je slucajan. Prvi dio mjerenja sastojao se od
inicijalnog mjerenja biokemijskih pokazatelja, uzimanja uzorka bukalne sluznice za DNK
analizu, mjerenja visine vertikalnog skoka s pripremom i protokola umaranja ekscentri¢no-
koncentricnim kontrakcijama, dok se drugi dio mjerenja sastojao od finalnog mjerenja
biokemijskih pokazatelja koje je provedeno nakon 48 sati. Inicijalno i finalno mjerenje
biokemijskih pokazatelja provedeno je u isto doba dana. Detaljni opis inicijalnog i finalnog

protokola mjerenja po fazama naveden je u daljnjem tekstu.

Mjerenje prvog dana (prvi dio mjerenja):

> Ispitanici su se okupili u Sportsko-dijagnostickom centru Kinezioloskog fakulteta u
Zagrebu nakon ¢ega su organizirano odlazili u grupama u biokemijski laboratorij. U
biokemijskom laboratoriju je svim ispitanicima uzet uzorak kubitalne venske krvi u
kojemu su analizirane i izmjerene vrijednosti kreatin kinaze (CK), aspartat
aminotransferaze (AST), mioglobina (Mb) i C-reaktivnog proteina (CRP).

» Po povratku u Sportsko-dijagnosti¢ki centar ispitanicima je ucinjen bris bukalne
sluznice setom za uzorkovanje DNK prema protokolu genetickog laboratorija
,,Genos“. Nakon uzimanja uzorka DNK svaki je ispitanik proveo ,,zagrijavanje koje
se sastojalo od 5 minuta laganog tr¢anja i izvedbi vjezbi skole tr¢anja, individualno
doziranog istezanja za obje strane tijela te 5 serija po 5 sunoznih skokova. Nakon toga
su ispitanici zapoceli s inicijalnim mjerenjem visine maksimalnog sunoznog skoka s
pripremom (CMJ).

» Nakon inicijalnog mjerenja CMJ koje se sastojalo od tri pojedina¢na ponavljanja
maksimalne izvedbe CMJ bez zamaha ruku uslijedio je trenazni protokol u kojem su
ispitanici izvoditi 3 serije povezanih maksimalnih sunoznih skokova bez zamaha ruku
do otkaza. Otkaz je definiran kao nemoguénost ispitanika da izvrSe odraz od podloge.
Verbalne instrukcije i poticanje ispitanika bili su standardizirani. U pocetnoj poziciji

izvodenja skokova ruke su bile oslonjene 0 kukove dok su stopala bila priblizno u
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Sirini ramena. Ispitanici su bili upuéeni da gledaju ravno ispred sebe. Pauze izmedu
serija iznosile su 5 min.

» Pet minuta po zavrSetku trenaznog protokola uslijedilo je finalno mjerenje
maksimalnog vertikalnog sunoZznog skoka s pripremom koje je bilo identi¢no
inicijalnom mjerenju. U inicijalnom 1 finalnom mjerenje zabiljezena je najviSa
vrijednost od tri skoka.

» Odmah nakon trenaznog protokola, a prije finalnog mjerenja visine skoka, uzet je

uzorak krvi iz jagodice prsta za procjenu koncentracije laktata u krvi.

Mjerenje drugog dana (drugi dio mjerenja - nakon 48 sati):

> Ispitanici su se okupili u Sportsko-dijagnostickom centru nakon ¢ega su organizirano
odlazili u grupama u biokemijski laboratorij. U biokemijskom laboratoriju je
ponovljen identican postupak mjerenja biokemijskih pokazatelja kao i kod prvog
dijela mjerenja.

» lIzvrSena je subjektivna procjena intenziteta misi¢ne boli pomocu vizualno-analogne
skale (VAS).

U Prikazu 1 i 2 ilustrirani su protokoli testiranja prvog i drugog dana. Prikazi su uz
prethodno objasnjenje napravljeni s ciljem boljeg uvida u sloZeni protokol mjerenja koji se
provodio kroz dva dana. Iz prikaza je vidljivo kako u prvom mjerenju nije procjenjivan
intenzitet misi¢éne boli pomoéu VAS skale, dok u drugom mjerenju nije bilo trenaznog

protokola ve¢ je ponovljeno uzimanje uzorka krvi za analizu biokemijskih pokazatelja.
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Okupljanje u Sportsko-dijagnosti¢kom centru

|

Organizirani odlazak u biokemijski laboratorij zbog uzimanja uzorka krvi za analizu CK, AST, Mb i CRP

I

Povratak u Sportsko-dijagnosti¢ki centar i uzimanje uzorka DNK

l

Zagrijavanje

l

Inicijalno mjerenje skoka s pripremom (CMJ)

Protokol umaranja pliometrijskim skokovima

7 )

Isti dan

Uzimanje uzorka Krvi za odredivanje koncentracije laktata

l

Finalno mjerenje skoka s pripremom (CMJ)

Prikaz 1. Protokol testiranja prvog dana.
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OKupljanje u Sportsko-dijagnostitkom centru

Organizirani odlazak u biokemijski laboratorij zbog uzimanja uzorka krvi za analizu CK, AST, Mb i CRP

Isti dan

Procjena intenziteta misi¢ne boli pomoéu VAS skale

Prikaz 2. Protokol testiranja drugog dana.

25




Slika 4. Protokol pliometrijskih skokova (ispitanici zapo¢inju skokove istovremeno u parovima).

Slika 5. Protokol pliometrijskih skokova (rad do otkaza).
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4.4. Mjerni instrumenti

Mijerenje visine CMJ provedeno je na platformi za mjerenje sile Quattro Jump 9290AD
(Kistler group, Winterthur, Svicarska) koja mjeri vertikalnu komponentu sile reakcije podloge
(eng. ground reaction force, GRF) pri frekvenciji od 500 Hz. Podaci su analizirani u
programu Quattro Jump Software 2822A-01-0 (Kistler group, Winterthur, Svicarska). Visina

skoka u ovom programu izra¢unava Se na temelju trajanja faze leta.

Genotipovi za pojedine ispitanike utvrdeni su analizom SNP-a (eng. single-nucleotide
polymorphism) na uzorku bukalne sluznice. DNK se u genetickom laboratoriju izolirao
Chelex® 100 metodom (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, SAD), a ADRB3 gen na
kromosomu 8, ACTN3 gen na kromosomu 11 i ACE gen na kromosomu 17 se umnozio PCR
analizom (eng. polymerase chain reaction-restriction fragment-length polymorphism
analysis), za §to je koriSten PyroMark PCR Kit (Qiagen NV, Venlo, Nizozemska).
Pirosekvencioniranje je radeno s uredajem PyroMark Q24 (Qiagen NV, Venlo, Nizozemska),
dok je razdvajanje umnozenih fragmenata za ACE gen ucinjeno kapilarnom elektroforezom
pomoc¢u uredaja Genetic Analyzer 3131 (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD). Za
odredivanje veli¢ine fragmenata koristen je GeneMapper®ID-X (Applied Biosystems, Foster
City, CA, SAD). Detaljna PCR procedura za ACTN3 i ACE gene opisana je u radu
Rodriguez-Roma i sur. (2010), odnosno za ADRB3 gen u radu Walstona i sur. (1995).

Koncentracija laktata u arterijskoj krvi odredena je uzimanjem 5 uL krvi iz jagodice prsta
uz pomo¢ uredaja Lactate Pro analyzer LT-1710 (Arkray Inc., Kyoto, Japan). Mjesto
uzimanja uzorka oci$¢eno je i osuseno prije uzorkovanja. Dva uzorka krvi uzimala su se 60 i
180 sekundi po prestanku protokola opterecenja, uz istovremeno oc€itavanje rezultata. Kao

vrijednost vr$ne koncentracije laktata uzimala se veéa izmjerena vrijednost.

Biokemijski pokazatelji su odredivani ELISA (eng. enzyme-linked immunosorbent assay)
mokrim biokemijskim esejnim metodama u ovlastenom biokemijskom laboratoriju koji
pripada Poliklinici Breyer. Laboratorij Breyer akreditiran je od 2011. g. za rad prema
vrhunskoj svjetskoj normi vezanoj uz rad laboratorija: HRN EN I1SO 15189. Akreditacija se
odnosi na organizaciju rada, ali su ovom akreditacijom obuhvacene i biokemijske i
hematoloske analize. Unutarnjom i vanjskom provjerom kvalitete mjerenja osigurana je
to¢nost podataka, a akreditaciju laboratoriju daju i vanjski provoditelji kontrole kvalitete:

Hrvatsko drustvo medicinskih biokemicara i laboratorijske medicine, RfB-DGKL-Reference
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http://www.hdmb.hr/
http://www.hdmb.hr/
http://www.dgkl.de/
http://www.dgkl.de/

Institute for Bioanalytics of the German Society of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine i UK NEQAS — United Kingdom National External Quality Assessment Service.

Slika 6. Set za uzorkovanje bukalne sluznice za analizu DNK.
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4.5. Metode obrade podataka

Svi podaci su analizirani pomoc¢u Dell Statistica programskog paketa verzije 12.0 (Dell
Software Inc., StatSoft, Round Rock, TX, SAD). Mjere centralne tendencije i varijabilnosti
prikazane su kroz vrijednosti aritmeticke sredine + SD te medijana i interkvartilnog raspona
(IKR). Normalnost svake kvantitativne varijable testirana je pomoc¢u Shapiro-Wilks testa.

Utvrden je Hardy-Weinberg equilibrium za svaki genotip pomoéu x> testa, a s ciljem
usporedbe uocenih frekvencija genotipova s onima koje se o¢ekuju pod ovim equilibriumom.

Razlike izmedu genotipova svakog polimorfizma izracunate su pomocu Kruskal-Wallis
jednosmjerne analize varijance i Mann-Whitney U testa, osim varijable CMJ i laktati za koje
su koristene dvofaktorska ANOVA (genotip x mjerenje), t-test za nezavisne uzorke i
ANOVA. Kod visestrukih usporedbi koristen je Mann-Whitney U test uz primjenu Holm-
Bonferroni korekcije (Holm, 1979; Shaffer, 1995). Razlike u veli¢ini promjene izmedu dva
mjerenja za genotipove u varijablama s asimetricnom distribucijom utvrdene su pomocéu
dvofaktorske ANOVE (interakcija genotip x mjerenje) na log-transformiranim vrijednostima.

Razlike izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja po genotipovima testirane su Wilcoxon
matched pairs testom, osim varijable CMJ za koju je koristen Studentov t-test za zavisne
uzorke.

Povezanost genotipova svakog polimorfizma s dobi izracunata je pomocu Kruskal-Wallis
jednosmjerne analize varijance i Mann-Whitney U testa, dok je za varijablu tezina koristen t-
test za nezavisne uzorke i ANOVA.

Razina statisticke znacajnosti iznosila je p < 0,05, iako su u obzir uzete i vrijednosti unutar

raspona 0,05 <p < 0,10, kao tendencija prema znacajnosti (Vincent i sur., 2010).
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5. REZULTATI

U ovom poglavlju prikazani su osnovni deskriptivni parametri svih genotipova i

kombinacija genotipova u svim varijablama, razlike izmedu inicijalnih i finalnih vrijednosti u

svim varijablama po genotipovima i kombinacijama genotipova, kao i razlike izmedu

genotipova svakog polimorfizma i kombinacija genotipova. Takoder, prikazane su vrijednosti

Hardy-Weinberg equilibriuma.

Tablica 3. Vrijednosti Hardy-Weinberg equilibriuma

Gen Genotip N Ocekivani N X p*

ADRB3 Trp/Trp 35 35,4 0,45 0,50
Trp/Arg 8 7,3
Arg/Arg 0 0,4

ACTN3 RR 13 14,5 0,92 0,34
RX 24 20,9
XX 6 7,5

ACE Del/Del 18 18,2 0,02 0,88
Ins/Del 20 19,5
Ins/Ins 5 5,2

N-broj ispitanika, ° - hi-kvadrat, p-razina znadajnosti (* p < 0,05 - nije u skladu s Hardy-Weinberg

equilibriumom)

Raspored genotipova po genima ne odstupa znacajno od rasporeda koji bi se dobio u op¢oj

populaciji, $to znac¢i da su dobivene vrijednosti u skladu s Hardy-Weinberg equilibriumom

(Tablica 3). Frekvencija alela ADRB3 Trp/Arg = 0,91/0,09 i ocekivana frekvencija genotipa
% TrpTrp/TrpArg/ArgArg = 83%/16%/1%; frekvencija alela ACTN3 R/X = 0,58/0,42 i
oc¢ekivana frekvencija genotipa % RR/RX/XX = 34%/49%/17%; frekvencija alela ACE I/D =
0,35/0,65 i oc¢ekivana frekvencija genotipa % 11/1D/DD = 12%/46%/42%.

Povezanost genotipova svakog polimorfizma s dobi i tezinom nije statisti¢ki znacajna.
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5.1. Razlike u vrijednostima biokemijskih pokazatelja, subjektivnog pokazatelja miSi¢ne

boli i visine skoka s pripremom za ADRB3 gen

Tablica 4. Deskriptivni parametri i promjene vrijednosti ADRB3 gena

Genotip N | F A%
CK (U/)2 Trp/Trp 35 204,0 (143,0 — 320,0) 334,0 (184,0 — 606,0) +64
Trp/Arg 8 340,0 (240,3 — 428,0) 541,0 (392,3 — 844,0) +59
AST (U/)? Trp/Trp 35 28,0 (21,0 - 38,0) 33,0 (24,0 — 49,0) +18
Trp/Arg 8 30,0 (22,5 - 35,5) 40,0 (25,8 — 57,5) +33
Mb (ng/l)® Trp/Trp 35 33,0 (27,0 — 49,0) 35,0 (27,0 — 59,0) +6
Trp/Arg 8 33,0 (29,3 - 49,5) 64,0 (41,0 — 98,5) +94
CRP (mg/l)? Trp/Trp 35 0,6 (0,4-1,6) 0,7(0,5-1,5) +17
Trp/Arg 8 0,6 (0,4-1,4) 0,7(0,5-0,9) +17
VAS (mm)? Trp/Trp 35 60,0 (50,0 — 80,0)
Trp/Arg 8 75,0 (62,5 —87,5)
CMJ (cm)® Trp/Trp 35 48,9 + 6,0 39,1 £5.6 -20
Trp/Arg 8 52,0+ 6,6 40,4+ 7,7 -22
Laktati (mmol/I)® Trp/Trp 35 124+1,9
Trp/Arg 8 144+ 1,6

*medijan (interkvartilni raspon), "AS + SD, broj ispitanika (N), inicijalno mjerenje (I), finalno mjerenje (F),

relativna delta vrijednost (A %)
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Mann-Whitney test nije pokazao statistiCki znaCajne razlike izmedu genotipova U
inicijalnom mjerenju varijable CK (Z = -1,41; p = 0,16). Razlike u finalnom mjerenju takoder
nisu statisti¢ki znacajne, iako pokazuju tendenciju prema znacajnosti (Z = -1,84; p = 0,07). Na
slici 7 se moze vidjeti kako su razlike izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja po genotipovima
bile znacajne za Trp/Trp genotip (p = 0,05), dok su za Trp/Arg genotip tezile prema
znacajnosti (p = 0,07). Trp/Trp genotip je imao delta vrijednosti koje iznose 64%, dok je
Trp/Arg genotip imao porast vrijednosti od 59% (Tablica 4). Razlike u veli¢ini promjene

izmedu genotipova nisu bile znacajne (interakcija genotip x mjerenje, p = 0,51).

1000 - -
900 - §
800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

CK (U

Trp/Trp (1) Trp/Arg (1) Trp/Trp (F) Trp/Arg (F)

Slika 7. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ADRB3 genotipova u varijabli CK. **Trp/Trp (1)
< Trp/Trp (F), p = 0,05; Trp/Arg (1) < Trp/Arg (F), p = 0,07 - tendencija prema znacajnoj vrijednosti. §Trp/Trp
(F) < Trp/Arg (F), p = 0,07 - tendencija prema znacajnoj vrijednosti.
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Mann-Whitney test nije pokazao statistiCki znaCajne razlike izmedu genotipova U
inicijalnom mjerenju varijable AST (Z = 0,00; p = 1,00). Takoder, isti test nije pokazao
statisticki znacajne razlike medu istima u finalnom mjerenju (Z = -0,63; p = 0,53). Razlike
izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja po genotipovima pokazale su se znacajne za Trp/Trp
genotip (p = 0,01), kao i za Trp/Arg genotip (p = 0,04; Slika 8). U Tablici 4 se moze vidjeti da
je Trp/Arg genotip imao vise delta vrijednosti (33%) od Trp/Trp genotipa (18%), medutim
razlike u veli¢ini promjene izmedu ova dva genotipa nisu bile znacajne (interakcija genotip x

mjerenje, p = 0,38).

IS

Trp/Trp (1) Trp/Arg (1) Trp/Trp (F) Trp/Arg (F)

w B a1 D ~
o o o o o
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N
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Slika 8. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ADRB3 genotipova u varijabli AST. **Trp/Trp (I)
< Trp/Trp (F), p = 0,01; Trp/Arg (1) < Trp/Arg (F), p = 0,04.

Razlike izmedu genotipova utvrdene Mann-Whitney testom u inicijalnom mjerenju
varijable Mb nisu statisticki znacajne (Z = -0,53; p = 0,60). S druge strane, razlike u finalnom
mjerenju pokazale su se znaajnima (Z = -2,11; p = 0,04). Razlike izmedu inicijalnog i
finalnog mjerenja u varijabli Mb po genotipovima (Slika 9) nisu statisti¢ki znacajne. Delta
vrijednosti Trp/Arg genotipa (94%) vise su od Trp/Trp genotipa ¢ije vrijednosti iznose 6%
(Tablica 4). Ipak, razlike u veli¢ini promjene izmedu genotipova nisu bile znacajne

(interakcija genotip X mjerenje, p = 0,21).
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Slika 9. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ADRB3 genotipova u varijabli Mb. *Trp/Trp (F) <
Trp/Arg (F), p = 0,04.

Mann-Whitney test nije pokazao statisticki znaajne razlike izmedu genotipova U
inicijalnom (Z = -0,06; p = 0,95) i finalnom (Z = -0,31; p = 0,75) mjerenju varijable CRP.
Kao i u prethodnom primjeru za Mb, razlike izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja u varijabli
CRP po genotipovima nisu statisti¢ki znacajne (Slika 10). Delta vrijednosti takoder su jednake
kod oba genotipa i iznose 17% (Tablica 4) te se, stoga, zakljuCuje da razlike u veli¢ini

promjene izmedu genotipova nisu bile znacajne (interakcija genotip X mjerenje, p = 0,97).
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Slika 10. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ADRB3 genotipova u varijabli CRP.
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Dvofaktorskom ANOVOM dobiven je statisti¢ki znacajan glavni efekt mjerenja u varijabli
CMJ (F = 40,68; p = 0,00), dok je znacajan glavni efekt genotipa izostao (F = 1,74; p = 0,19).
Na temelju vrijednosti sa Slike 11 uocava se da su razlike izmedu inicijalnog i finalnog
mjerenja u varijabli CMJ po genotipovima bile znacajne (p = 0,00). Delta vrijednosti izrazene
u postocima iznose -22% za Trp/Arg, odnosno -20% za Trp/Trp genotip (Tablica 4). Razlike
u veli¢ini promjene izmedu genotipova nisu bile znacajne (interakcija genotip x mjerenje, F =

0,30; p = 0,59).

—&—Trp/Trp ——Trp/Arg
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CMJ (cm)
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30 . .

Slika 11. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti aritmetickih sredina (+ SEM) ADRB3 genotipova u varijabli skok
s pripremom (CMJ). **Trp/Trp (1) > Trp/Trp (F), Trp/Arg (1) > Trp/Arg (F), p = 0,00.

Razlike izmedu genotipova dobivene T-testom za nezavisne uzorke u finalnom mjerenju

varijable laktati statisticki su znacajne (t = -2,70; p = 0,01).
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Slika 12. Finalne (F) vrijednosti aritmetic¢kih sredina (= SEM) ADRB3 genotipova u varijabli laktati. *Trp/Trp
(F) < Trp/Arg (F), p=0,01.

Mann-Whitney test u finalnom mjerenju varijable VAS pokazao je statisti¢cki znacajne

razlike izmedu genotipova (Z =-1,94; p = 0,05).
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Slika 13. Finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ADRB3 genotipova u varijabli VAS. *Trp/Trp (F) < Trp/Arg

(F), p = 0,05.
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5.2. Razlike u vrijednostima biokemijskih pokazatelja, subjektivnog pokazatelja miSi¢ne

boli i skoka s pripremom za ACTN3 gen

Tablica 5. Deskriptivni parametri i promjene vrijednosti ACTN3 gena

Genotip N I F A%

AST (U/I)? RR 13 24,0 (20,5 - 37,0) 36,0 (20,0 - 55,5) +50
RX 24 28,5 (22,3 - 36,8) 33,5 (28,8 - 51,8) +18
XX 6 31,0 (24,0 - 41,3) 31,0 (25,5 - 51,8) 0

CRP (mg/l)® 1,2 (0,6 - 1,8) 1,1 (0,5 2,6)
RX 24 0,6 (0,4—1,0) 0,7(0,5-1,3) +17
XX 6 0,5(0,2—2,0) 06 (0,3-1,1) +20

CMJ (cm) RR 13 50,1+ 8.6 40,8 + 8,0 -19
RX 24 494 +47 38,6+4,5 -22
XX 6 484+ 63 38,8+6,7 -20

®medijan (interkvartilni raspon), "AS + SD, broj ispitanika (N), inicijalno mjerenje (1), finalno mjerenje (F),

relativna delta vrijednost (A %)
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Kruskal-Wallis test nije pokazao statistiCki znaCajne razlike izmedu genotipova U
inicijalnom (x* = 3,15; p = 0,21) i finalnom mijerenju (x* = 0,80; p = 0,67) varijable CK. Na
slici 14 se moze vidjeti da su razlike izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja po genotipovima
bile znacajne jedino kod RX genotipa (p = 0,02). Najvise delta vrijednosti imao je RX genotip
(80%) nakon cega slijedi RR genotip sa 68% te XX genotip s 23% (Tablica 5). Razlike u
veli¢ini promjene izmedu genotipova nisu bile znacajne (interakcija genotip x mjerenje, p =

0,47).
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Slika 14. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ACTN3 genotipova u varijabli CK. **RX (1) <
RX (F), p=0,02.

Razlike izmedu genotipova utvrdene Kruskal-Wallis testom u inicijalnom (x> = 0,71; p =
0,70) i finalnom (x° = 0,82; p = 0,66) mjerenju varijable AST nisu statisticki znacajne. Razlike
izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja po genotipovima su znacajne jedino za RX genotip (p
= 0,00; Slika 15). Najvise delta vrijednosti zabiljezio je RR genotip (50%), nakon ¢ega slijedi
RX genotip (18%) te XX genotip (0%) kod kojeg nije doslo do nikakvog porasta vrijednosti
nakon trenaznog protokola (Tablica 5). Razlike u veli¢ini promjene izmedu genotipova nisu

statistiCki znacajne (interakcija genotip x mjerenje, p = 0,53).
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Slika 15. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ACTN3 genotipova u varijabli AST. **RX (I) <
RX (F), p = 0,00.

Kruskal-Wallis test nije pokazao statistiCki znafajne razlike izmedu genotipova U
inicijalnom (x* = 2,05; p = 0,36) i finalnom (x* = 0,70; p = 0,70) mjerenju varijable Mb. Na
Slici 16 se moze uoditi da razlike izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja po genotipovima nisu
znacajne. Delta vrijednost RR genotipa iznosi 57%, nakon ¢ega slijedi RX genotip s porastom
od 3% te XX genotip sa smanjenjem vrijednosti Mb nakon trenaznog protokola za -2%
(Tablica 5). Nije doslo do znacajnih razlika u veli¢ini promjene izmedu genotipova

(interakcija genotip x mjerenje, p = 0,65).
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Slika 16. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ACTN3 genotipova u varijabli Mb.
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Kruskal-Wallis test nije pokazao statistiCki znaCajne razlike izmedu genotipova u
inicijalnom (x* = 3,49; p = 0,17) i finalnom (x* = 2,84; p = 0,24) mjerenju varijable CRP.
Razlike izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja po genotipovima nisu statisticki znacajne.
Najvise delta vrijednosti imao je XX genotip (20%), nakon ¢ega slijedi RX genotip (17%) te
RR genotip kod kojeg je doslo do smanjenja vrijednosti nakon trenaznog protokola za -8%
(Tablica 5). Razlike u veli¢ini promjene izmedu genotipova nisu bile znacajne (interakcija

genotip X mjerenje, p = 0,66).

CRP (mg/l)
= N
(6] N (&)}

=
1

o
al
I

0 . . . . : .
RR (1) RX (1) XX() RR(F) RX(F) XX(F)

Slika 17. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ACTN3 genotipova u varijabli CRP.

Dvofaktorska ANOVA je pokazala znacajan glavni efekt mjerenja u varijabli CMJ (F =
40,50; p = 0,00), za razliku od glavnog efekta genotipa koji nije bio statisticki znacajan (F =
0,56; p = 0,57). Razlike izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja po genotipovima statisti¢ki su
znacajne, tj. uocava se kako je trenazni protokol utjecao na znacajno smanjenje visine skoka
kod svih genotipova (p = 0,00; Slika 18). Najvise smanjenje delta vrijednosti u varijabli CMJ
imao je RX genotip (-22%), nakon ¢ega slijedi XX genotip sa -20% te RR genotip sa -19%
(Tablica 5). Nije doslo do znacajnih razlika u veli¢ini promjene izmedu genotipova

(interakcija genotip x mjerenje, F = 0,14; p = 0,87).
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Slika 18. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti aritmetic¢kih sredina (+ SEM) ACTN3 genotipova u varijabli skok
s pripremom (CMJ). **RR (1) > RR (F), RX (I) > RX (F), XX (I) > XX (F), p = 0,00.

ANOVA nije pokazala znacajne razlike izmedu genotipova u finalnom mjerenju varijable
laktati (F = 0,28; p = 0,76).
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Slika 19. Finalne (F) vrijednosti aritmeti¢kih sredina (= SEM) ACTN3 genotipova u varijabli laktati.
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Kruskal-Wallis test nije pokazao znacajne razlike izmedu genotipova u finalnom mjerenju
varijable VAS (x> = 0,29; p = 0,86).
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Slika 20. Finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ACTN3 genotipova u varijabli VAS.
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5.3. Razlike u vrijednostima biokemijskih pokazatelja, subjektivnog pokazatelja miSi¢ne
boli i skoka s pripremom za ACE gen

Tablica 6. Deskriptivni parametri i promjene vrijednosti ACE gena

Genotip N | F A%

AST (U/I)? 25,5 (20,8 — 34,5) 32,5 (23,5 - 51,3)
ID 20 35,5 (27,3 — 43,0) 39,0 (30,5 - 83,5) +10
I 5 22,0 (20,0 - 25,0) 25,0 (21,5 — 33,0) +14

CRP (mg/l)® DD 18 1,1(0,6-17) 0,7 (0,6 —1,4) -36
ID 20 06(0,3-1,1) 0,8 (0,4 1,6) +33
I 5 0,5(0,3-0,8) 0,6(0,3-1,1) +20

CMJ (cm) DD 18 47,7+7,0 38,4+ 6,5 -19
ID 20 50,9+ 5,3 402 +5,7 21
I 5 50,1 £5,6 392456 22

®medijan (interkvartilni raspon), "AS + SD, broj ispitanika (N), inicijalno mjerenje (I), finalno mjerenje (F),

relativna delta vrijednost (A %)
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Kruskal-Wallis test nije pokazao znacajne razlike izmedu genotipova u inicijalnom (x° =
2,72; p = 0,26) i finalnom (x* = 0,97; p = 0,62) mjerenju varijable CK. Sa Slike 21 se moze
uociti kako su razlike izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja u varijabli CK za Ins/Ins genotip
znacajne (p = 0,04), dok za Del/Del genotip teze prema znacajnosti (p = 0,06). Najvise delta
vrijednosti zabiljezene su za II genotip (53%), nakon ¢ega slijedi ID genotip s 48% te DD
genotip s 42% (Tablica 6). Razlike u veli¢ini promjene izmedu genotipova nisu bile zna¢ajne

(interakcija genotip x mjerenje, p = 0,80).

1200 -
1000 -

800 -

600 -

CK (U/)

400 -

200 -

0 T T T T T 1
DD (1) ID (1) Il (1) DD(F) ID(F) Il (F)

Slika 21. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ACE genotipova u varijabli CK. **11 (1) < Il (F),
p=0,04; DD (1) < DD (F), p = 0,06 - tendencija prema znac¢ajnoj vrijednosti.

Kruskal-Wallis test je pokazao znacajne razlike izmedu genotipova u inicijalnom mjerenju
varijable AST (x* = 8,24; p = 0,02). Pojedinaénom usporedbom pomoc¢u Mann-Whitney testa
utvrdene su znacajne razlike izmedu ID i Il genotipova (Z = -2,42; p = 0,02) te izmedu ID i
DD genotipova (Z = -2,17; p = 0,03). Razlike izmedu genotipova u finalnom mjerenju nisu
bile znagajne (x* = 4,42; p = 0,11). Razlike izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja u varijabli
AST po genotipovima znacajne su za DD genotip (p = 0,00), odnosno teze prema znac¢ajnosti
za ID genotip (p = 0,08; Slika 22). Najvise delta vrijednosti imao je DD genotip (27%), nakon
Cega slijedi 11 genotip (14%) te ID genotip s 10% (Tablica 6). Nije doslo do znacajnih razlika

u veli¢ini promjene izmedu genotipova (interakcija genotip X mjerenje, p = 0,76).
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Slika 22. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ACE genotipova u varijabli AST. *11 (I) < ID (1),
p=0,02; DD () < ID (I), p=0,03. **DD (1) < DD (F), p =0,00; ID (I) <ID (F), p = 0,08 - tendencija prema

znacajnoj vrijednosti.

Kruskal-Wallis test nije pokazao znalajne razlike izmedu genotipova u inicijalnom (y* =
1,85; p = 0,40) i finalnom (% = 3,16; p = 0,21) mjerenju varijable Mb. Na Slici 23 je vidljiva
tendencija prema znacajnim razlikama izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja u varijabli Mb
za Ins/Ins genotip (p = 0,08). Delta vrijednost bile su takoder najvise kod II genotipa (39%),
nakon Cega slijedi ID genotip s porastom od 29% te DD genotip s najmanjim porastom Koji
iznosi 12% (Tablica 6). Razlike u veli¢ini promjene izmedu genotipova nisu bile znacajne

(interakcija genotip x mjerenje, p = 0,62).
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Slika 23. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ACE genotipova u varijabli Mb. Il (I) < 1l (F), p

= 0,08 - tendencija prema znacajnoj vrijednosti.
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Kruskal-Wallis test je pokazao znacajne razlike izmedu genotipova u inicijalnom mjerenju
varijable CRP (x* = 5,87; p = 0,05). Pojedinaénom usporedbom medu genotipovima pomo¢u
Mann-Whitney testa, utvrdena je tendencija prema znacajnim razlikama izmedu DD i ID
genotipova (Z = -1,92; p = 0,06), dok su razlike izmedu DD i Il genotipova bile zna¢ajne (Z =
-2,09; p = 0,04). Razlike izmedu genotipova u finalnom mjerenju nisu statisti¢ki znacajne (x°
= 1,45; p = 0,48). Moze se uociti da razlike izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja u varijabli
CRP po genotipovima nisu statisticki znacajne (Slika 24). Zanimljivo je vidjeti da je DD
genotip imao najvece smanjenje vrijednosti u finalnom mjerenju koje je prikazano kroz delta
vrijednost od -36%. Nakon toga slijedi ID genotip s porastom vrijednosti od 33% te Il genotip
s delta vrijednos¢u od 20% (Tablica 6). Nije doslo do znacajnih razlika u veli¢ini promjene

izmedu genotipova (interakcija genotip x mjerenje, p = 0,52).
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Slika 24. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ACE genotipova u varijabli CRP. *II (I) < DD
(), p=0,04; §ID (1) < DD (1), p = 0,06 - tendencija prema znacajnoj vrijednosti.

Dvofaktorska ANOVA pokazala je znacajan glavni efekt mjerenja u varijabli CMJ (F =
42,12; p = 0,00), dok je znacajan glavni efekt genotipa izostao (F = 1,59; p = 0,21). Razlike
izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja po genotipovima statisticki su znacajne, odnosno
trenazni protokol je utjecao na znacajno smanjenje visine skoka kod svih genotipova (p =
0,00; Slika 25). Najvise smanjenje delta vrijednosti zabiljezeno je kod II genotipa (-22%),
nakon Cega slijedi ID genotip s -21% te DD genotip s -19% (Tablica 6). Razlike u veli¢ini
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promjene izmedu genotipova nisu bile zna¢ajne (interakcija genotip x mjerenje, F =0,13; p =
0,88).
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Slika 25. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti aritmeti¢kih sredina (+ SEM) ACE genotipova u varijabli skok s
pripremom (CMJ). **DD (1) > DD (F), ID (I) > ID (F), I1 (1) > 1l (F), p = 0,00.

ANOVA nije pokazala znacajne razlike izmedu genotipova u finalnom mjerenju varijable
laktati (F = 0,23; p=0,79).
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Slika 26. Finalne (F) vrijednosti aritmetickih sredina (+£ SEM) ACE genotipova u varijabli laktati.
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Kruskal-Wallis test nije pokazao statisti¢ki znacajne razlike izmedu genotipova u finalnom

mjerenju varijable VAS (x* = 1,62; p = 0,44).
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Slika 27. Finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ACE genotipova u varijabli VAS.
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5.4. Povezanost kombinacija genotipova s vrijednostima biokemijskih pokazatelja,

subjektivnog pokazatelja miSi¢ne boli i skoka s pripremom

Tablica 7. Deskriptivni parametri i promjene vrijednosti kombinacija genotipova

Kombinacija genotipova

N

=

CK (U/I)?

AST (U/l)®

Mb (ug/)*

CRP (mg/l)?

VAS (mm)?

CMJ (cm)®

Laktati (mmol/l)°

ACE DD, ACTN3 RR + RX"
ACE Il + 1D, ACTN3 XX?
Jakost/brzina i izdrzljivost®

ACE DD, ACTN3 RR + RX
ACE Il + 1D, ACTN3 XX
Jakost/brzina i izdrZljivost

ACE DD, ACTN3 RR + RX
ACE Il + 1D, ACTN3 XX
Jakost/brzina i izdrzljivost
ACE DD, ACTN3 RR + RX
ACE Il + ID, ACTN3 XX
Jakost/brzina i izdrZljivost
ACE DD, ACTN3 RR + RX
ACE Il + ID, ACTN3 XX
Jakost/brzina i izdrzljivost
ACE DD, ACTN3 RR + RX
ACE Il + 1D, ACTN3 XX
Jakost/brzina i izdrZljivost
ACE DD, ACTN3 RR + RX

ACE Il + ID, ACTN3 XX

Jakost/brzina i izdrZljivost

17
5
21
17
5
21
17
5
21
17
5
21
17
5
21
17
5
21
17
5
21

239,0 (155,5  311,0)
256,0 (230,0 — 820,0)
204,0 (128,5 — 402,5)

24,0 (20,5 — 34,5)
28,0 (23,0 - 43,5)
32,0 (22,0 — 41,5)
29,0 (26,5 — 53,0)
41,0 (29,0 — 63,5)
35,0 (29,0 — 47,5)
1,0 (0,6 —1,7)
05(0,2—2,4)
0,6 (0,3-1,1)

48,0 £7,1
49,6 + 6,3
50,6+ 5,3

334,0 (180,5 — 605,5)
424,0 (291,0 - 640,5)
391,0 (210,0 — 1092,5)

32,0 (23,0 - 43,0)
30,0 (24,0 — 40,5)
39,0 (26,5 - 76,0)
33,0 (28,5 — 52,0)
46,0 (39,0 — 59,5)
46,0 (28,0 — 91,0)
0,7 (0,6-1,6)
0,4 (0,3-15)
0,7 (0,5 1,5)
60,0 (55,0 — 75,0)
60,0 (30,0 — 85,0)
70,0 (60,0 — 80,0)
38,8+ 6,4
40,5 + 6,0
39,4+59
124+22
12,1+07
13,2420

-19
-18

*medijan (interkvartilni raspon), "AS + SD, “jakost/brzina (J/B), “izdrzljivost (1), ACE Il + ID, ACTN3 RR +
RX; ACE DD, ACTN3 XX (J/B/l); broj ispitanika (N), inicijalno mjerenje (), finalno mjerenje (F), relativna

delta vrijednost (A %)
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Kruskal-Wallis test nije pokazao znacajne razlike izmedu genotipova u inicijalnom (y° =
1,92; p = 0,38) i finalnom (3* = 0,68; p = 0,71) mjerenju varijable CK. Na Slici 28 je vidljivo
kako su razlike izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja u varijabli CK za genotipove
,,jakosti/brzine i izdrzljivosti*“ (J/B/1) bile statisticki znacajne (p = 0,02). Delta vrijednost bile
su najvise kod genotipova ,,jakosti/brzine i izdrzljivosti“ (J/B/I) (92%), nakon Cega slijede
genotipovi ,,izdrZljivosti“ s porastom od 66% te genotipovi ,,jakosti/brzine* s najmanjim
porastom koji iznosi 40% (Tablica 7). Razlike u veli¢ini promjene izmedu genotipova nisu

bile znac¢ajne (interakcija genotip x mjerenje, p = 0,39).

1200 - *x
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Slika 28. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ACE+ACTN3 genotipova u varijabli CK.
Jakost/brzina (J/B), IzdrZljivost (I), Jakost/brzina i izdrzljivost (J/B/I); **JBI (1) < JBI (F), p = 0,02.

Kruskal-Wallis testom nisu utvrdene zna&ajne razlike izmedu genotipova u inicijalnom (x*
= 2,66; p = 0,27) i finalnom (y* = 3,22; p = 0,20) mjerenju varijable AST. Wilcoxon test je
pokazao da su razlike izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja genotipova ,,jakosti/brzine* (p =
0,01) i ,,jakosti/brzine i izdrzljivosti* (p = 0,01) statisti¢ki znacajne (Slika 29). Najvise delta
vrijednosti zabiljezene su kod genotipova ,,jakosti/brzine® (33%), nakon cega slijede
genotipovi ,,jakosti/brzine i izdrzljivosti“ s porastom od 22% te genotipovi ,,izdrzljivosti s
najmanjim porastom koji je iznosio 7% (Tablica 7). Razlike u veli¢ini promjene izmedu

genotipova nisu bile znacajne (interakcija genotip x mjerenje, p = 0,48).
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Slika 29. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ACE+ACTN3 genotipova u varijabli AST. **JB
(1) <JB (F), JBI (1) < JBI (F), p = 0,01.

Kruskal-Wallis test nije pokazao znalajne razlike izmedu genotipova u inicijalnom (y* =
2,03; p = 0,36) i finalnom (x* = 2,09; p = 0,35) mjerenju varijable Mb. Razlike izmedu
inicijalnog i finalnog mjerenja po genotipovima nisu bile statisti¢ki znacajne. Najveci porast
delta vrijednosti zabiljezen je kod genotipova ,,jakosti/brzine i izdrzljivosti® (31%), dok su
genotipovi ,,jakosti/brzine* imali porast od 14%, nakon ¢ega slijede genotipovi ,,izdrzljivosti
s najmanjim porastom od 12% (Tablica 7). Vrijednosti razlika u veli¢ini promjene izmedu

genotipova nisu bile znacajne (interakcija genotip x mjerenje, p = 0,55).
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Slika 30. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ACE+ACTN3 genotipova u varijabli Mb.
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Kruskal-Wallis test je pokazao tendenciju prema znacajnoj razlici izmedu genotipova U
inicijalnom mjerenju varijable CRP (3* = 4,88; p = 0,09), dok u finalnom mjerenju nije doslo
do statisti¢ki znacajnih razlika (x> = 2,16; p = 0,34) (Slika 31). Pojedinaénom usporedbom
pomoc¢u Mann-Whitney testa, utvrdena je tendencija prema znaajnoj razlici izmedu
genotipova ,,jakosti/brzine® i ,,jakosti/brzine i izdrzljivosti“ (Z = -1,92; p = 0,06). Razlike
izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja po genotipovima nisu bile statisticki znacajne.
Genotipovi ,,jakosti/brzine* zabiljezili su najveée smanjenje delta vrijednosti od -30%, nakon
Cega slijede genotipovi ,,izdrzljivosti®, takoder sa smanjenjem vrijednosti, ali od -20%, dok su
genotipovi ,,jakosti/brzine i izdrzljivosti* jedini imali povecanje vrijednosti od 17% (Tablica
7). Nije doslo do znacajnih razlika u veli¢ini promjene izmedu genotipova (interakcija genotip

x mjerenje, p = 0,53).

CRP (mg/l)
= N
(€3] N (62}

=
1

i

JIB (1) | (1) B (1) B (F) | I (F) B (F)I

o
(6}
I

Slika 31. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ACE+ACTN3 genotipova u varijabli CRP. §J/B/I

() <J/B (1), p = 0,06 - tendencija prema znacajnoj vrijednosti.

Dvofaktorskom ANOVOM je dobiven znacajan glavni efekt mjerenja u varijabli CMJ (F =
37,50; p = 0,00), za razliku od glavnog efekta kombinacije koji nije bio statisticki znacajan (F
= 0,69; p = 0,50). Razlike izmedu inicijalnog i finalnog mjerenja po genotipovima statisticki
su znacajne (Slika 32). Najvise smanjenje delta vrijednosti u varijabli CMJ imali su
genotipovi ,jakosti/brzine i izdrzljivosti“ s -22%, nakon kojeg slijede genotipovi

,jakosti/brzine* s -19%, dok je najmanje smanjenje od -18% zabiljezeno kod genotipova
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»izdrZljivosti“ (Tablica 7). Nije doSlo do znaajnih razlika u veli¢ini promjene izmedu

genotipova (interakcija genotip x mjerenje, F =0,29; p = 0,75).

mJ/B = OJ/B/

30 -

CMJ (cm)

20 -

10 -

Slika 32. Inicijalne (1) i finalne (F) vrijednosti aritmetickih sredina (= SEM) ACE+ACTN3 genotipova u
varijabli skok s pripremom (CMJ). **JB (1) > JB (F), JBI (1) > JBI (F), p=0,00; I (I) > 1 (F), p = 0,01.

ANOVOM nisu utvrdene znacajne razlike izmedu genotipova u finalnom mjerenju
varijable laktati (F = 1,21; p = 0,31).

OoF
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1 1]

B R
o N
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Slika 33. Finalne (F) vrijednosti aritmeti¢kih sredina (= SEM) ACE+ACTN3 genotipova u varijabli laktati.
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Kruskal-Wallis test nije pokazao znacajne razlike izmedu genotipova u finalnom mjerenju
varijable VAS (x* = 1,43; p = 0,49).
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Slika 34. Finalne (F) vrijednosti medijana (IKR) ACE+ACTN3 genotipova u varijabli VAS.
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6. RASPRAVA

Cilj rada je bio utvrditi povezanost genotipova i genskih kombinacija s promjenama u
pokazateljima miSi¢énoga umora i oSteenja nakon provodenja pliometrijskog trenaznog
protokola do otkaza. Hipoteze su postavljene pod pretpostavkom da ¢e genotipovi
,,jakosti/brzine“ pokazati vecu otpornost na primijenjeni trenazni protokol od genotipova
»izdrzljivosti, tj. da ¢e promjene u pokazateljima miSi¢nog oSteCenja kod genotipova
,,jakosti/brzine* nakon trenaznog protokola biti manje. Podloga za postavljenu hipotezu je
spoznaja da ¢e sarkomere u misi¢nim vlaknima tipa II biti podlozne ve¢em osteéenju Z-linija
bez stabiliziraju¢eg utjecaja ACTN3 gena (Friden i Lieber, 2001; Friden i sur., 1983). Vincent
i sur. (2010) su na isti nacin postavili hipotezu u svom istrazivanju. Oni su, dakle,
pretpostavili da ¢e strukturalne razlike u ACTN3-deficitarnim vlaknima povecati stupanj
misSi¢nog oStecenja i posljedicno dovesti do veceg porasta vrijednosti CK nakon ekscentri¢nog

treninga.

Hipoteza za ACE genotipove vodila se prema istim principima kao i u slu¢aju kod ACTN3
genotipova. Yamin i sur. (2007) na temelju rezultata svoga istrazivanja sugeriraju kako ACE
genotipovi utje¢u na odgovor CK na ekscentri¢ne kontrakcije na nacin da II genotip ima
povecani rizik od pojave rabdomiolize. Suprotno tome, ¢ini se kako DD genotip ima zastitni
efekt protiv miSi¢ne ozljede uzrokovane vjezbanjem. Hipoteza za kombinacije genotipova
postavljena je na jednak nacin kao za ACTN3 i ACE genotipove. S obzirom da kombinaciju
¢ine upravo ova dva gena, bilo je logi¢no za ocekivati da ¢e se ista ponasati kao i svaki od ova
dva gena pojedinacno. Kod ADRB3 genotipova situacija je nesto sloZenija, jer za iste nema
adekvatne reference na temelju koje bi se mogla potkrijepiti postavljena hipoteza. Jedina
referenca koja je posluZila pri postavljanju hipoteze za ovaj genotip je rad Santiaga i sur.
(2011). Isti autori su djelomi¢no potvrdili svoju hipotezu na temelju koje se pretpostavljala
povezanost Trp64Arg polimorfizma ADRB3 gena sa sposobnostima izdrzljivosti, a zbog
pretpostavke da beta-3 adrenergicki receptori imaju ulogu u vaznim fenotipskim crtama

ukljuc¢enima u energetski kapacitet te, posebice, kardiovaskularnu funkciju.

Zbog svega navedenoga, a U svezi s postavljanjem hipoteza, moguce je zakljuciti kako su
iste za ACTN3 i ACE genotipove postavljene na relativno ¢vrstim temeljima, dok nam
istrazivanje Santiaga 1 sur. (2011) samo djelomi¢no dozvoljava postavljanje hipoteze za

ADRB3 genotipove, zbog spoznaje da njihovo istrazivanje ne proucava relativne promjene
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genotipova kao posljedicu trenaznog procesa, ve¢ nam na temelju povezanosti Trp/Arg
genotipa sa sportovima izdrzljivosti, omogucuje da primijenimo istu logiku kao za ACTN3 i
ACE genotipove te pretpostavimo da ¢e upravo genotip ,,izdrzljivosti* biti odgovoran za veci

relativni porast proucavanih pokazatelja.

Na temelju inicijalnih i finalnih vrijednosti za sve varijable u Tablicama 4-7, provedeni su
Wilcoxon matched pairs test i Studentov t-test za zavisne uzorke, koji su pokazali kako je
trenazni protokol uzrokovao znacajnu akumulaciju umora kod ispitanika s odredenim
genotipovima. Dobivene vrijednosti za CK su u skladu s istrazivanjem Fernandez-Gonzala i
sur. (2014) te Strojnika i Komija (1998), koji su utvrdili znac¢ajno povecanje CK nakon
treninga ekscentricnog karaktera. Zbog varijabilnosti biokemijskih pokazatelja u ovom
istrazivanju, vrijednosti CMJ su vjerojatno najtoc¢niji pokazatelj postignutog umora. Kod
varijable CMJ su u svim genotipovima dobivene znacajno nize vrijednosti visine skoka u
finalnom mjerenju, $to je logi¢na posljedica umora nakon trenaznog protokola takvog
intenziteta. Kod odredenih genotipova unutar istog gena nije doslo do znaéajnih razlika
izmedu dva mjerenja, kao niti kod svih genotipova u odredenim varijablama (npr. mioglobin).
Vjerojatan uzrok tome je velika varijabilnost rezultata unutar same varijable, kao i razlika u

veli¢ini uzorka po genotipovima (odredeni genotipovi su se pojavili u svega 5-8 ispitanika).

ADRBS3 gen

Mann-Whitney U testom i t-testom za nezavisne uzorke utvrdivane su razlike izmedu
Trp/Trp i Trp/Arg genotipova u inicijalnom i finalnom mjerenju, dok se dvofaktorskom
ANOVOM utvrdivalo razlikuju li se genotipovi u veli¢ini promjene izmedu dva mjerenja. Na
temelju hipoteze H1 ocekivale su se vece razlike u veli¢ini promjene (delta) kod Trp/Arg
genotipa u usporedbi s Trp/Trp genotipom. Razlike izmedu CK vrijednosti Trp/Trp i Trp/Arg
genotipova u finalnom mjerenju ukazuju na tendenciju prema vecem efektu umora nakon
trenaznog protokola kod Trp/Arg genotipa. Razlike izmedu genotipova u finalnom mjerenju
varijable Mb, laktata i VAS znacajno su vise kod Trp/Arg genotipa u usporedbi s Trp/Trp
genotipom.

Jedan od mogucih uzroka manjih vrijednosti Trp/Trp genotipa u finalnom mjerenju je bolja
sr€ana funkcija. Rozec 1 Gauthier (2006) navode kako beta-3 adrenergicki receptori mogu

imati negativni inotropni efekt. Moguce je, stoga, da Trp/Trp genotip ima pozitivniji inotropni
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ucinak od Trp/Arg genotipa, s ¢ime bi se povoljnije utjecalo na miokardijalnu kontraktilnost.
Drugi mogu¢i uzrok nizih finalnih vrijednosti Trp/Trp genotipa je metabolicka funkcija.
Strosberg (1997) navodi kako beta-3 adrenergicki receptor stimulira lipolizu i termogenezu.
Moguce je da Trp/Trp genotip ima bolju predispoziciju za jaci efekt ovih reakcija, uzevsi u
obzir da se Arg alel, koji je povezan sa smanjenom agonisticCkom stimulacijom aktivnosti
adenilat ciklaze in vitro (Pietri-Rouxel i sur., 1997), dovodi u vezu s povecanim rizikom od

dobivanja na tezini kod pretilih osoba (Clement i sur., 1995).

Mair i sur. (1994) opisuju protein Mb kao nespecifi¢ni pokazatelj s obzirom da se nalazi na
misi¢noj i sr€anoj razini, te se rano otpusta u krvotok. Heled i sur. (2007) nisu utvrdili
povezanost izmedu HR (eng. high responders) i NR (eng. normal responders) grupa u
vrijednostima laktata nakon trenaznog protokola. Kang i sur. (2005) su utvrdili povezanost
izmedu VO2max 1 vrijednosti laktata nakon trenaznog protokola, tj. ispitanici s veéim
aerobnim kapacitetom imali su manje vrijednosti laktata u oporavku pri optere¢enjima od 60 i
75 % 1RM, dok za 90% 1RM to nije bio slucaj. U nasem istrazivanju situacija je drugacija,
vrijednosti laktata nakon trenaznog protokola bile su vise kod ispitanika s Trp/Arg genotipom
koji se povezuje sa sposobnostima izdrzljivosti, Sto je sportsko-fizioloski objaSnjivo jer se
pretpostavlja da je ciklus uklanjanja laktata (lactate shuttle) kao i puferska sposobnost

organizma izdrZljivih sportasa niza od one anaerobnih sportasa.

Stupanj pripremljenosti moze biti povezan s razli¢itim stupnjem misi¢ne degradacije nakon
vjezbanja (Close i sur., 2005). Skenderi i sur. (2006) nisu utvrdili povezanost izmedu
poveéanja CK vrijednosti i postignuca kod ispitanika koji su sudjelovali u utrci od 246 km,
dok Heled i sur. (2007) tvrde kako stupanj pripremljenosti mozZe biti povezan s povecanjem
CK vrijednosti jedino kad se usporeduju visoko aktivni i sedentarni ispitanici. Nadalje, isti
autori navode kako opcéa pripremljenost ne mora biti presudna kod visoko aktivnih
pojedinaca, te da bi teoretski najbolja grupa ispitanika u svrhu proucavanja ovih pojava bila
ona sastavljena od aktivnih osoba. S obzirom da je u nasem istrazivanju uzorak safinjen od
aktivnih osoba, moguce je da stupanj pripremljenosti igra odredenu ulogu u razlikama izmedu
Trp/Trp 1 Trp/Arg genotipova u finalnom mjerenju, usprkos ¢injenici da se genotipovi nisu

razlikovali u inicijalnom mjerenju.

Hipoteza H1 nije potvrdena jer nije doSlo do znacajnih razlika izmedu genotipova u

veli¢ini promjene.
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S obzirom na veliku varijabilnost rezultata u biokemijskim parametrima te razlike u uzorku
ispitanika po genotipovima (Trp/Arg genotip broji osam ispitanika), bilo je teze za oc¢ekivati
da bi moglo do¢i do znacajnih razlika u veli¢ini promjene te da bi statisticka snaga
zakljucivanja kod tih eventualnih razlika bila visoka, Sto je i odredena limitacija ovog
istrazivanja. Ipak, to ne znaci da razlike ne postoje i moguce je da bi se u ve¢em uzorku one
upravo pokazale znacajnima. Najbolji primjer za to je razlika u delta vrijednostima u varijabli
Mb, gdje je Trp/Arg genotip imao porast od 94% nasuprot Trp/Trp genotipa sa svega 6%, a
razlike, ipak, nisu bile statisticki znacajne. Cini se kako ova velika razlika, tj. veli¢ina efekta,
ipak nije dovoljna da bi se na uzorku od osam ispitanika pokazala zna¢ajnom te bi vjerojatno
s povecanjem uzorka i manje razlike od ove bile znacajne. U ovakvim situacijama potrebno je
prosiriti mogucnost donosenja zakljucaka, na na¢in da se na temelju finalnog mjerenja utvrdi
ponasanje fizioloskog odgovora pojedinih genotipova kao posljedice trenaznog protokola.
Naravno, donosenje zaklju¢aka o razlikama u veli¢ini promjene moguce je u slucaju da nema
znacajnih razlika u inicijalnom mjerenju. Primjera radi, kod varijabli CK i Mb nije doslo do
znacajnih razlika u inicijalnom mjerenju te bi se s obzirom na standardizirani trenazni
protokol moglo na temelju finalnog mjerenja tvrditi da je doista protokol skokova glavni

¢imbenik koji je odgovoran za razliku u veli¢ini promjene.

Vazno je napomenuti jo§ jednu stvar koja se odnosi na ovaj i ostale testirane genotipove, a
to je statisticka znacajnost, 1 klini¢ka ili prakticna znacajnost. S obzirom da je u ovom
istrazivanju naglasak na biokemijskim pokazateljima, a isti imaju primjenu u medicini,
statistiCka znacajnost je vjerojatno manje vazan pokazatelj. Razlika koja nije proglasena
statisti¢ki znacajnom moze, uz dovoljno veliki uzorak, biti dovoljna da utjece na zdravstveni
status ili ponaSanje organizma u odredenoj situaciji te u tom kontekstu razlikuje ispitanike po

genotipovima. U tom slu¢aju klinicka znac¢ajnost ima vecu vrijednost.

Razlike u veli¢ini promjene u varijablama AST i CMJ bile su vise kod Trp/Arg genotipa u
usporedbi s Trp/Trp genotipom, i ako uzmemo u obzir sve navedeno, iste ne trebamo
zanemariti iako nisu bile znacajne. Zbog manjka istraZivanja na ovu temu, usporedbe s

ostalim radovima su izostale.
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ACTNS3 gen

Kruskal-Wallis testom i ANOVOM utvrdivane su razlike izmedu RR, RX i XX genotipova
u inicijalnom i finalnom mjerenju. Dvofaktorska ANOVA koriStena je za utvrdivanje razlika
u veli¢ini promjene izmedu genotipova U dva mjerenja. Hipoteza H2 ocekivala je vecée razlike

u veli¢ini promjene (delta) kod XX genotipa u usporedbi s RR genotipom.

Razlike izmedu ACTN3 genotipova u inicijalnom i finalnom mjerenju varijable CK nisu se
pokazale statisticki znac¢ajnima. Ipak, ove rezultate treba uzeti s odredenim stupnjem opreza
jer je zbog velike varijabilnosti i interindividualnih razlika interpretacija primjenjenih

statistiCkih metoda djelomic¢no ogranicena.

Npr. druga istrazivanja pokazala su drugacije rezultate; Clarkson i sur. (2005) su utvrdili
znacajno nize vrijednosti CK u inicijalnom mjerenju kod ispitanika homozigota za ACTN3 X
alel u usporedbi s heterozigotima, §to nije bilo u skladu s njihovom hipotezom. Usprkos
znacajnim razlikama u inicijalnom mjerenju, u finalnom mjerenju to nije bio slucaj, $to je u
suprotnosti s o¢ekivanjima autora da ¢e strukturalne razlike u ACTN3-deficitarnim vlaknima
utjecati na misSi¢no ostecenje, odnosno da ¢e nulte mutacijske grupe (XX genotip) uzrokovati
veci porast CK vrijednosti nakon ekscentri¢nog treninga. Ovi autori navode kako razlike u
inicijalnom mjerenju mogu biti posljedica slucajne pojave. U slucaju da razlike uistinu
postoje, iste pripisuju faktorima koji mogu utjecati na vrijednosti CK u mirovanju, kao §to su
spol, dob, rasa, misi¢na masa i razina fizicke aktivnosti. Od navedenih faktora, pretpostavljaju
da su nizak stupanj fizicke aktivnosti i manja miSicna masa kod XX genotipa, uzrok nizih

vrijednosti CK u mirovanju u usporedbi s drugim genotipovima istog gena.

U istrazivanju Vincent i sur. (2010) nisu utvrdene znaéajne razlike izmedu XX i RR
genotipova u inicijalnom mjerenju, dok je u finalnom mjerenju zabiljezena tendencija prema
znaCajno visim rezultatima XX genotipa u usporedbi s RR genotipom. Isti autori
pretpostavljaju da bi vece razlike izmedu genotipova bile moguce u slucaju da se pliometrijski
trening sastojao od vecih brzina kontrakcije, koje bi izazvale jace djelovanje brzih misi¢nih
vlakana. U prilog tome govori istrazivanje Fernandez-Gonzala i sur. (2014) u kojem autori
tvrde da bi razlike u stupnju miSi¢nog optere¢enja mogle biti objaSnjene razli¢itim rezimom
brzina kontrakcije ili faktorima dizajna studije (npr. raspored testiranja). Vrijednosti CK
odgovora na trenazni protokol u istrazivanju Vincent i sur. (2010) slicne su vrijednostima
istrazivanja Clarkson i sur. (1992), iako su Clarkson i sur. (2005), u protokolu koji se bazirao

na izazivanju kontrolirane rabdomiolize, dobili znatno vise i kasnije manifestirane vrijednosti
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CK. Ovdje je potrebno napomenuti i odredene nedostatke primjene CK u analizi miSi¢nog
ostec¢enja. Usprkos Sirokoj primjeni CK kao indikatora misi¢nog ostecenja (Apple i Rhodes,
1988), neki drugi pokazatelji poput a-aktina (Martinez Amat i sur., 2007) i troponina |
(Sorichter i sur., 1997) bili prikladniji za otkrivanje finijih razlika mi$i¢nog o$teé¢enja izmedu
ACTN3 genotipova, dok Fernandez-Gonzalo i sur. (2014) spominju direktnu analizu
miSi¢nog tkiva (npr. misi¢na biopsija) kao metodu koja bi dala preciznije informacije o
razlikama miSi¢nog ostec¢enja. Sorichter i sur. (1997) navode kako prisustvo poveéane CK
aktivnosti u plazmi oznaCava isklju¢ivo miSi¢no opterecenje 1 nudi nisku osjetljivost
pokazatelja miSi¢nog oSteCenja. Martinez Amat i sur. (2007) napominju kako visoke
vrijednosti CK ne upucuju direktno na misi¢no ostecenje zbog poviSenog misi¢nog, sr¢anog i
mozdanog CK izoforma (CK-MM, CK-MB i CK-BB) koji su prisutni u ukupnoj CK

aktivnosti.

TrenaZni protokol u naSem istrazivanju sastojao se od skoka s pripremom (CMJ) koji
pripada sporim pliometrijskim kontrakcijama (eng. slow stretch-shortening cycle) (Markovic i
Mikuli¢, 2010), $to je jedan od moguéih uzroka zbog kojeg nije doslo do znacajnih razlika
izmedu genotipova u ovoj varijabli. Takoder je moguce da trenazni protokol koji se u ovom
istrazivanju sastojao od tri serije skokova do otkaza, nije mogao razlikovati promjene medu
genotipovima zbog jake reakcije svih ispitanika na opterecenje koje je naposljetku uzrokovalo

rabdomiolizu.

Razlike u inicijalnom i finalnom mjerenju varijable Mb nisu bile zna¢ajne. Clarkson i sur.
(2005) takoder nisu utvrdili znacajne razlike u inicijalnom i finalnom mjerenju varijable Mb
za ACTN3 gen. Kao i u primjeru za vrijednosti CK u istom genu, rezultati finalnog mjerenja u

varijabli Mb nisu u skladu s njihovom pretpostavkom.

Razlike izmedu ACTN3 genotipova u varijabli VAS nisu se pokazale statisticki
znacajnima. Vincent i sur. (2010) su utvrdili da ispitanici s XX genotipom imaju znacajno
vecu bol od RR genotipa u desnoj nozi 6h nakon trenaznog protokola, a tendencija prema
znacajnim vrijednostima ostala je 24h i 48h nakon istog (u nasem radu se subjektivan osjecaj
boli odnosio na obje noge). Moguce je da je trenazni protokol Vincent i sur. (2010) koji se
sastojao od unilateralnih ekstenzija natkoljenice uzrokovao drugacije rezultate u ova dva

istrazivanja.
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U ostalim varijablama nije doslo do znacajnih razlika izmedu genotipova po mjerenjima.
Razlike u veli¢ini promjene izmedu genotipova takoder nisu bile statisticki znacajne, $to znaci

da hipoteza H2 nije potvrdena.

Za razliku od ADRB3 gena, gdje je u vecini varijabli genotip ,,izdrzljivosti* imao vece
delta vrijednosti, kod ACTN3 gena najvise promjene imali su RR i RX genotipovi, koji bi se
mogli okarakterizirati kao genotipovi ,,jakosti/brzine“ (Tablica 5). Uz ve¢ navedene razloge
zbog kojih vjerojatno nije doslo do znacdajnih razlika izmedu genotipa, mogucée je da su
ispitanici s genotipovima ,,jakosti/brzine teze podnijeli trenazni protokol i zabiljezili vece
promjene delta vrijednosti (iako ne znacajne), zbog Cinjenice da su skokovi imali manju
brzinu kontrakcije, $to je u kombinaciji s radom do otkaza, moglo povecati oksidativne
procese 1 energetsku potro$nju koju bi genotipovi ,,izdrzljivosti* hipotetski lakSe podnosili, a
moguce je i da upravo zbog oksidativnih procesa ovih skokova razlike nisu bile znacajne.
Takoder je moguée da razlike izmedu genotipova ,jakosti/brzine* i ,,izdrzljivosti nisu
utvrdene zbog svega Sest ispitanika s XX genotipom. S druge strane, kao $to je ve¢ ranije
prikazano, Trp/Arg genotip imao je vecée razlike u veli¢ini promjene (iako ne znacajne) U
usporedbi s Trp/Trp genotipom, $to teoretski taj genotip €ini prikladnijim za procjenu razlika

u veli¢ini promjene kod ovakve vrste pliometrijskih skokova.

ACE genotip

Kruskal-Wallis testom i ANOVOM utvrdivane su razlike izmedu DD, ID i Il genotipova u
inicijalnom 1 finalnom mjerenju. Dvofaktorska ANOVA koriStena je za utvrdivanje razlika u
veli¢ini promjene izmedu genotipova U dva mjerenja. Hipoteza H3 ocekivala je vece razlike u

veli¢ini promjene (delta) kod Il genotipa u usporedbi s DD genotipom.

Inicijalne vrijednosti CK kod ACE gena nisu se znacajno razlikovale medu genotipovima.
Rezultati inicijalnog mjerenja su u skladu s istrazivanjem Yamina 1 sur. (2007) koji nisu
ustanovili znacajne razlike izmedu ACE genotipova za vrijednosti CK u inicijalnom mjerenju.
U finalnom mjerenju su Yamin i sur. (2007) utvrdili znacajne vise vrijednosti ID i II
genotipova od DD genotipa za vrijednosti CK, $to je u suprotnosti s vrijednostima dobivenim
u ovom istrazivanju, gdje nije doSlo do znacajnih razlika medu genotipovima u finalnom
mjerenju. Uskladena regulacija razine ANG II i ANG teoretski omogucuje zastitni efekt D

alela protiv miSi¢nog ostecenja uzrokovanog trenaznim optereCenjem (Barley i sur., 1994).
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Yamin i sur. (2007) navode moguéu ulogu ACE gena u kontroli odgovora CK putem
regulacije ekscitacijskih procesa. Heled i sur. (2007) nisu utvrdili povezanost izmedu ACE
gena i rabdomiolize, tj. nije doSlo do povezanosti izmedu genotipova i CK odgovora na
trenazni protokol. Ipak, vrsne CK vrijednosti bile su nize kod ispitanika s II genotipom u
usporedbi s DD genotipom, iako rezultati nisu bili statisticki znacajni. U svezi s tim, utjecaj
ACE gena na postignuée moze ovisiti o vrsti vjezbe (Lucia i sur., 2005). Takoder, frekvencije
ACE ID alela zna¢ajno variraju izmedu razli¢itih kontrolnih populacija (Barley i sur., 1994)
te, stoga, utjecaj razliCite genetske pozadine moze otezati prepoznavanje prave povezanosti.
Za razliku od Heleda i sur. (2007) koji su za uzorak koristili aktivne sportase, Yamin i sur.
(2007) su se orijentirali na aktivnu, ali ne i natjecateljsku populaciju. U prilog tome idu i nize
vrijednosti delta promjena kod natjecatelja u usporedbi s aktivnom populacijom. Takoder,
termoregulacija i metaboli¢ke efikasnost mogu imati bitnu ulogu u odgovoru genotipova na
trenazni protokol. Heled i sur. (2004) navode vecu toleranciju na trening pri visokim
temperaturama kod ispitanika s | alelom u usporedbi s DD genotipom. S druge strane,
Martinuzzi i sur. (2003) su utvrdili povezanost D alela s osobama koje imaju McArdleovu
miopatiju (deficit miofosforilaze); predloZzeni mehanizam ovih rezultata je metabolicka
efikasnost miSi¢a za vrijeme ponavljajuc¢ih kontrakcija, ¢ije povecanje za vrijeme vjezbanja
moze zastititi miSi¢ od dugotrajne mehanicke napetosti i metabolickog stresa (Heled i sur.,
2007). Uz to, Myerson i sur. (1999) tvrde kako razli¢iti genotipovi ACE polimorfizma mogu

direktno utjecati na metabolicku efikasnost.

S obzirom da stupanj pripremljenosti utjeCe na miSi¢no oStecenje (Close i sur., 2005) i
efekt ACE polimorfizma ovisi o stupnju pripremljenosti (Lucia i sur., 2005), povezanost
izmedu ACE gena i odgovora CK na trening moze biti vidljiva jedino kod sedentarnih
ispitanika koji su podvrgnuti visoko intenzivnim naporima. Velika varijabilnost rezultata i
relativne promjene vrijednosti u nasem istrazivanju stoga nisu zacudujuce s obzirom da se ne
radi o natjecateljskoj, ve¢ aktivnoj populaciji koja je ukljucena u uzorak. Jo§ jedan moguci
uzrok drugacijih rezultata od Yamina i sur. (2007) jest razli€iti trenaZzni protokol. U nasem
istrazivanju je koriSten ekscentri¢ni protokol za donje ekstremitete, dok je u njthovom
koriSten takoder ekscentri¢ni protokol, ali za gornje ekstremitete. Chen i sur. (2011) su
utvrdili viSe miSi¢no oSte¢enje kod vjezbi za gornje ekstremitete u usporedbi s donjim
ekstremitetima. Jamurtas i sur. (2005) smatraju da su rezultati posljedica toga Sto SmoO

opcenito vise izloZeni ekscentricnim kontrakcijama donjih ekstremiteta u dnevnim aktivnosti.
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Na temelju dobivenih rezultata inicijalnog mjerenja varijable AST za ACE genotipove,
moze Se uociti kako je ID genotip imao znacajno vise vrijednosti od Il i DD genotipova.
Takoder, utvrdene su znacajno vise vrijednosti DD genotipa od Il genotipa u inicijalnom
mjerenju varijable CRP te tendencija prema znacajno viSim vrijednostima od ID genotipa.
ViSe vrijednosti CK u mirovanju upu¢uju na ve¢u misiénu aktivnost i miSi¢nu masu, te su
izrazenije kod aktivnih sportaSa u usporedbi s populacijom nesportasa (Clarkson i sur., 2005;
Nicholson i sur., 1985). Iako se u tim sluc¢ajevima radi o CK vrijednostima, moguce je da isti
zakljucak vrijedi za AST i CRP.

Dobivene vrijednosti za CRP su u skladu s rezultatima Clarkson i sur. (2005) koji su
utvrdili najnizi stupanj snage i najmanju CK vrijednosti kod ACTN3 XX genotipa povezanog
sa sposobnostima izdrZljivosti. Moguce je da su razlike izmedu ova dva istrazivanja za
varijablu AST posljedica razli¢itih ponasanja ovih gena, s obzirom da su obje populacije
ispitanika bile aktivne osobe. Dobivene vrijednosti za CRP treba uzeti s dozom opreza zbog
velike varijabilnosti kod ispitanika, $to ograni¢ava klini¢ku vaznost ovog pokazatelja.
Charuruks i sur. (2005) napominju kako stupanj sinteze CRP moze dovesti do znacajne

varijabilnosti u koncentraciji zbog kratkog poluvremena od 19h sati u cirkulaciji.

S obzirom da je Il genotip zabiljezen kod svega pet ispitanika, znacajne razlike ovoga

genotipa u usporedbi s ostalim genotipovima imaju slabu statisticku snagu.

Razlike izmedu genotipova u inicijalnom i finalnom mjerenju ostalih varijabli nisu bile
znacajne. Hipoteza H3 nije potvrdena jer nije doSlo do znacajnih razlika u veli¢ini promjene
izmedu genotipova. 1z tablice 6 je vidljivo da su u svim varijablama (osim AST) najvise delta
vrijednosti zabiljeZzene kod I alela. S obzirom na uzorak od pet ispitanika u Il genotipu,

moguce je da bi s povecanjem istog razlike bile znaajne.

Kombinacije genotipova

Kako je poznato da pojedine sposobnosti kontrolira veci broj gena, pokusali smo utvrditi
da li se kombinacijama genskih polimorfizama (,,brzinsko-snazni vs. ,,izdrzljivi‘ genotipovi)
mogu lakSe utvrditi razlike izmedu grupa genotipova nego promatraju¢i polimorfizme

pojedinacno.
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Kruskal-Wallis testom i ANOVOM utvrdivane su razlike izmedu kombinacija genotipova
,Jakosti/brzine* (J/B), ,,izdrzljivosti“ (I) i ,,jakosti/brzine i izdrzljivosti® (J/B/I) u inicijalnom i
finalnom mjerenju. Dvofaktorskom ANOVOM utvrdivalo se razlikuju li se genotipovi u
veli¢ini promjene izmedu dva mjerenja. Hipoteza H4 ocekivala je vece razlike u veli¢ini

promjene (delta) kod genotipova ,,izdrzljivosti“ u usporedbi s genotipovima ,,jakosti/brzine*.

Kombinacija genotipova ACE DD 1 ACTN3 RR + RX je poslozena pod pretpostavkom da
Ce ista teoretski biti prikladnija kod izvodenja brzinsko-snaznih motorickih zadataka nasuprot
kombinacije ACE Il + ID i ACTN3 XX (Gomez-Gallego i sur. 2009; Pereira i sur., 2013). S
druge strane, Eynon i sur. (2009) su utvrdili da je kombinacija genotipova ACE Il + ACTN3
R alel, i ACTN3 RR + ACE | alel povezana sa sprinterskim sposobnostima (u usporedbi s

ostalim genotipovima).

Utvrdena je tendencija prema znacajno viSim inicijalnim vrijednostima CRP kod
kombinacije genotipova ,jakosti/brzine* u usporedbi s kombinacijom genotipova
,Jakosti/brzine i izdrZljivosti“. Moguce je da je ista, kao i u prethodnim slucajevima za
dobivene znacajne razlike izmedu genotipova u inicijalnom mjerenju, uzrokovana ve¢om
miSi¢nom aktivno$¢u 1 miSicnom masom ispitanika s kombinacijom genotipova
,,jakosti/brzine®. Ostale razlike izmedu kombinacija genotipova nisu statisticki znacajne §to je
u skladu s istrazivanjem Rodriguez-Roma i sur. (2010) koji nisu utvrdili razlike izmedu
kombinacije genotipova ,,jakosti/brzine”“ (ACE DD i ACTN3 RR + RX) i kombinacije
genotipova ,,izdrzljivosti (ACE Il + ID i ACTN3 XX) u testovima brzinsko-snaznih

svojstava.

S druge strane, Pereira i sur. (2013) su u istrazivanju na starijoj populaciji utvrdili znac¢ajno
vecéu brzinu hodanja kod kombinacije genotipova ,,jakosti/brzine* (ACE DD i ACTN3 RR +
RX) u usporedbi s kombinacijom genotipova ,,izdrZljivosti“ (ACE Il + ID i ACTN3 XX)
nakon provodenja brzinsko-snaznog treninga u trajanju od 12 tjedana (razlike izmedu
kombinacija u inicijalnom mjerenju nisu bile znacajne). U drugom istraZivanju Pereire 1 sur.
(2013) utvrdene su znaCajno viSe vrijednosti visine skoka kod kombinacije genotipova
,,Jjakosti/brzine” (ACE DD i ACTN3 RR + RX) u usporedbi s kombinacijom genotipova
Hizdrzljivosti“ (ACE II + ID i ACTN3 XX), takoder nakon provodenja brzinsko-snaznog
treninga u trajanju od 12 tjedana. Moguca posljedica razli¢itih rezultata je razlika u

populacijskoj strukturi ispitanika.
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Razlike u inicijalnom i finalnom mjerenju za genotipove u ostalim varijablama nisu bile
znaCajne. Razlike u veli¢ini promjene izmedu genotipova takoder nisu bile statisticki
znacajne, ¢ime hipoteza H4 nije potvrdena. Moguci uzrok tome je velika varijabilnost

rezultata te uzorak od svega pet ispitanika s genotipovima ,,izdrzljivosti®.

Raspon vrijednosti

U radu se mogu uociti vrijednosti nekih biokemijskih pokazatelja koje su izvan raspona
normalnih vrijednosti. Ponajvise se to odnosi na vrijednosti medijana CK u finalnom mjerenju
kod Trp/Arg genotipa (541 U/1), koje su dosta vise u usporedbi s normalnim vrijednostima od
400 U/l (Kratz i sur., 2004). Znacajno povecanje vrijednosti CK iznad normalne razine moze
biti posljedica intenzivnog treninga ili patoloskog stanja (Hood i sur., 1991), iako je u ovom
sluc¢aju vjerojatno rije¢ o rabdomiolizi koja je izazvana iscrpljuju¢im trenaznim protokolom.
Drugi moguci uzrok poviSenih vrijednosti je razli¢ita individualna reakcija na opterecenje.
Koch i sur. (2014) dijele ispitanike na visoko-senzitivne osobe (eng. high-responders — HR)
koje imaju puno veci porast CK nakon optere¢enja u usporedbi s prosjekom, i normalno-
senzitivne osobe (eng. normal-responders — NR). Konsenzus o klini¢koj definiciji osobe kao
visoko-senzitivne jo$ nije postignut, iako su neki autori pokuSali uspostaviti okvirne
parametre. Heled i sur. (2007) definiraju HR ispitanika kao osobu koja ima promjene CK >
90" percentila uzorka, dok je Clarkson (1992) definirala tri grupe, nisko-senzibilne osobe
(eng. low-responders — LR; CK < 500 U/l), prosje¢no-senzibilne osobe (eng. medium-
responders — MR; CK = 500 — 2000 U/l) i HR osobe (CK > 2000 U/I). Koch i sur. (2014)
naglaSavaju kako klasifikacija moze biti prije povezana s razlikama u protokolu opterecenja,
nego s individualnim (bioloskim) razlikama. Autori dalje navode kako je moguce da protokol
Heleda i sur. (2007) omogucuje klasifikaciju ispitanika u dvije grupe zbog manjeg stupnja
opterecenja od protokola s ekscentriénim kontrakcijama. Ako bi se vodili klasifikacijom
Clarkson (1992), rezultati ispitanika s Trp/Arg genotipom u varijabli CK nasli bi se u MR
razredu, $to je na neki nacin i logi¢no, s obzirom da smo Kkoristili intenzivni ekscentricki
protokol. Skokovi bi bili jo§ intenzivniji da su se koristile ve¢e brzine kontrakcije i manje
pauze izmedu serija. Mayhew i sur. (2005) su utvrdili znacajno veée vrijednosti CK 24h
nakon protokola s pauzama od 1 min u usporedbi s pauzama od 3 min. U naSem istrazivanju,
kompenzacija je napravljena na nacin da su skokovi provodeni do otkaza, jer su pauze izmedu

serija iznosile 5 min. Prema istoj klasifikaciji od Clarkson (1992), Cetiri ispitanika imaju
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finalne vrijednosti CK > 2000 U/l te stoga pripadaju grupi HR. Tri od Cetiri ispitanika imaju
ID genotip, Sto je suprotno od istrazivanja Heleda i sur. (2007) u kojem niti jedan od
ispitanika s Il genotipom nije bio iz grupe HR. Trp/Arg i ID genotipovi imali su finalne
vrijednosti medijana AST-a od 40 U/I, odnosno 39 U/l. Jedna od mogucih posljedica ovih
poviSenih vrijednosti AST-a je oStecenje jetre, premda se u ovom slu¢aju vjerojatno radi o
iscrpljuju¢em treningu jer se AST takoder oslobada u aktiviranom misSicu i njegova vrijednost
se moze povecati nakon akutne fizicke vjezbe (Banfi i sur., 2012). U radu su prikazane
znacajno vise vrijednosti aritmeticke sredine laktata kod Trp/Arg genotipa u usporedbi s
Trp/Trp genotipom. Visoke vrijednosti, posebice kod Trp/Arg genotipa, dokaz su
iscrpljujuceg trenaznog protokola i blizu su raspona maksimalnih vrijednosti od 15 — 25
mmol/l zabiljezenim u maksimalnom vjezbanju do otkaza u trajanju od 30 — 120 sekundi
(Withers i sur. 1991). Vrijednosti laktata nakon trenaznog protokola daleko su iznad
normalnog raspona vrijednosti ovog pokazatelja u mirovanju koji prema Kratzu i sur. (2004)
iznosi od 0,6 — 1,7 mmol/l, §to je i razumljivo jer se radi o visoko intenzivnom trenaznom
protokolu. Iako se vrijednosti laktata u dijagnostici koriste za utvrdivanje odredenih
patoloskih stanja, veliki porast vrijednosti (Sto je sluaj u ovom radu) oznafava normalan
odgovor na opterecenje ako osoba prijede rezim rada laktatnog praga od 4 mmol/l do kojeg se
laktati mogu uklanjati iz krvi jednako brzo kako i ulaze u cirkulaciju (Sjodin i Jacobs, 1981).
Vazno je napomenuti da je vrijednost fiksna i kao takva relativno nepouzdana jer se
individualni vrijednosti laktatnog praga kre¢u u rasponu od 1,4 — 7,5 mmol/l (Stegmann i sur.,
1981). Vrijednosti medijana finalnog mjerenja u varijablama Mb i CRP nalaze se oko gornje
granice normalnih vrijednosti (ili malo iznad) prema klasifikaciji Kratza i sur. (2004). U ovim
varijablama zabiljezene su pojedina¢ne vrijednosti koje su daleko iznad normalnog raspona i
iste se vjerojatno treba pripisati individualnoj reakciji pojedinca, a ne patoloSkom stanju. S
obzirom na manji broj istrazivanja za Mb i CRP, podjela na osobe prema stupnju senzibiliteta
(HR, MR ili LR) jo$ uvijek nisu napravljene (§to je bio slucaj za CK). Vrijednosti
biokemijskih pokazatelja u inicijalnom mjerenju takoder se nalaze blizu gornje granice
normalnog raspona (uz pojedince s vrlo visokim vrijednostima), Sto se moze pripisati stupnju
pripremljenosti (i mogu¢e miSi¢noj masi) s obzirom da su u naSem istrazivanju sudjelovale

aktivne, a ne sedentarne osobe.
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Ogranicenja istrazivanja

Istrazivanje ima nekoliko ogranicenja koje je potrebno navesti. Vazno je napomenuti kako
su u svim varijablama (osim skoka s pripremom i koncentracije laktata u krvi) koristene
neparametrijske metode (ponajvise zbog velike varijabilnosti rezultata unutar varijabli), ¢cime
je smanjena statisticka snaga zakljucivanja. Velika varijabilnost u adaptacijama na
opterecenje ukazuje da molekularni mehanizmi takoder upravljaju velikim dijelom misi¢nog
variranja pri vjezbanju (Timmons, 2011). Zbog visestrukih usporedbi u ovom istrazivanju
povecao se rizik od greske tipa I. Zbog toga su primijenjene korekcije na znacajnim razlikama
Sto za posljedicu ima smanjenje greske tipa I. S druge strane, smanjenje greske tipa | dovodi
do povecanja greske tipa Il, $to je mozda joS i vaznije u ovom istrazivanju, jer relativno mali
uzorak u odredenim genotipovima 1 Vvarijabilnost mjerenih parametara mogu oslabiti
statistiCku snagu testa. Upravo kako bi se smanjila moguénost greske tipa Il u obzir su uzete i
vrijednosti do p = 0,10, jer zbog medicinske pozadine ovog rada vrlo je vazno prepoznati
svaku promjenu. Drugim rije¢ima, razlike koje nisu statisticki znafajne na uvrijeZenom
stupnju od 0,05 mogu biti od velikog prakticnog (klinickog) znacaja, kao i razlike koje
nemaju Cak ni tendenciju prema znacajnosti ali bi uz veéu statisticku snagu mozda bile
znacajne. Otezavajuca okolnost kod postavljanja hipoteze i donoSenja zaklju¢aka vezanih za
ADRBS3 gen je bila ta da je pojava Arg/Arg genotipa vrlo rijetka u populaciji (priblizno jedan
na svakih sto ispitanika) i jedino istrazivanje povezanosti tog gena s brzinsko-snaznim,
odnosno izdrzljivim karakterom njegovih genotipova, a koje je dostupno u bazi podataka, je
ono Santiaga i sur. (2011). Iako je uzorak ispitanika u tom istrazivanju bio puno veéi, Arg/Arg
genotip se pojavio samo u dva slucaju, tako da je odredivanje karaktera ovo genotipa izostalo.
S obzirom na uzorak od 43 ispitanika u ovom istrazivanju, Arg/Arg genotip nije zabiljezen
niti u jednom slucaju te se prave karakteristike ovog genotipova u smislu tolerancije na
trenazni protokol eksplozivnog karaktera nisu mogle utvrditi. Takoder, Mathew i sur. (2001)
su utvrdili znacajne razlike u distribuciji ACE polimorfizma izmedu rasa. S obzirom da su svi
ispitanici u istraZivanju bijelci, moguce je da dobiveni rezultati ne vrijede za druge rase, pa

¢ak 1 druge subpopulacije iste rase.

67



7. ZAKLJUCCI

Na temelju predstavljenih rezultata i svega izlozenog, zakljuCuje se da osobe s Trp/Arg
genotipom teze podnose iscrpljujuci eksplozivni trenazni protokol od Trp/Trp genotipa. S
obzirom da su ACTN3 i ACE genotipovi reagirali na trenazni protokol priblizno jednako,
dobivene razlike izmedu ADRB3 genotipova mogu posluziti kao smjernica prema
individualiziranom kreiranju trenaznih ciklusa/jedinica u razli¢itim sportovima. Drugim
rije¢ima, uz utvrdivanje ACTN3 i ACE genotipova kod pojedinaca potrebno je utvrditi i
ADRB3 genotipove, jer ¢e se na taj nacin dobiti cjelokupna slika te utvrditi intenzitet i
ekstenzitet pliometrijskog treninga te trajanje oporavka nakon takvih treninga za svakog
pojedinca u bilo kojem dijelu godisnjeg ciklusa. Dodatna vrijednost rada je i to Sto su
utvrdene srednje vrijednosti za razlicite pokazatelje miSi¢nog oStecenja, s ¢ime ¢e se dodatno
unaprijediti individualizirani pristup sportaSu u treningu i sprijediti eventualne nezeljene
posljedice po zdravlje kod provedbe ovako intenzivnih treninga. Mogucée je pretpostaviti kako
upravo ADRB3 gen jedini od ova tri gena prepoznaje razlike unutar istih nakon provodenja
ovakvog trenaznog protokola (ograni¢enje ove pretpostavke je mali uzorak odredenih
genotipova u ovom istrazivanju). Takoder je moguce da bi razlike izmedu ostalih genotipova
bile znacajne uz veci uzorak ispitanika. Ovaj rad bi, stoga, mogao posluziti kao ishodi$na
tocka daljnje razrade ovih postavki. Potreban je, dakle, ve¢i uzorak ispitanika, koji bi povecao
statistiCku snagu 1 mogucée znacajnost dobivenih razlika. Takoder, u buduénosti je potrebno
ukljuciti jo§ neke gene u istrazivanje te utvrditi njihov samostalni ucinak, ili njthov ucinak u
kombinaciji s ovdje prouc¢enim genima, na navedene pokazatelje. Neki od interesantnih bi bili
oni u miostatinskom putu (MSTN) ili PPAR-Delta, IGF-1, UCP2 ili UCP3 i sl.

Na kraju je vazno napomenuti kako je ovo prvo istrazivanje koje proucava adaptaciju tri
genska polimorfizma na ekscentri¢ni trening donjih ekstremiteta, ¢ime istrazivanje dobiva na

dodatnoj vrijednosti.
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