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POVZETEK

Pri profesionalnih Sportnikih pogosto pride zaradi kroni¢nih naporov do nenormalne
koncentracije Zelezovih ionov v organizmu. To se odraza pogosteje v zelo nizkih, redkeje
pa tudi visokih vrednostih feritina. Dokazano je, da pri fizi¢ni aktivnosti skeletno-miSi¢na
vlakna izlocajo velike koli¢ine citokina interlevkina-6. To v organizmu povzroci stanje, ki
je podobno razmeram pri vnetju. Interlevkin-6 nato v jetrih sprozi izlo¢anje hormona
hepcidina, ki inhibira absorpcijo Zelezovih ionov v intestinalnem traktu, prav tako pa
onemogoci sproscanje Zelezovih ionov iz makrofagov in posledica je razvoj anemije.

V diplomski nalogi smo preucevali povezavo med zelezovimi ioni (feritinom) in
mediatorjem vnetja interlevkinom-6 pri $portnikih. Zeleli smo ugotoviti kako se
spreminjajo njune koncentracije v krvi med naporom. Testirali smo 14 slovenskih
profesionalnih veslacev pred in po koncu testa. Vzorce smo vzeli iz uSesne mecice pred
ogrevanjem in 5 min po konc¢anem 9 minutnem stopnjevanem kontinuiranem testu na
veslaskem ergometru. Vrednosti feritina so se med naporom znacilno povecale, pred
naporom je bila povprecna vrednost 49,57ug/L, po naporu pa 64,42ug/L. Zvisale so se
tudi koncentracije interlevkina-6, z zacetne povprecne vrednosti 0,48ng/L v mirovanju na
0,95ng/L po naporu. Pri feritinu lahko zviSanje vrednosti pripiSemo predvsem dejstvu, da
med naporom pride do prerazporeditve telesnih tekoCin in posledicno do
hemokoncentracije, medtem ko je poviSanje koncentracije interlevkina-6 v ve¢jem delu
posledica sprememb v miSicah.

Povezave med koncentracijami interlevkina-6 in feritina pred in po obremenitvi nismo
uspeli dokazati (P je v obeh primerih > 0,05). Mogoce bi se povezavo lazje dokazalo z

doloc¢anjem vmesnega ¢lena, hormona hepcidina.



SEZNAM OKRAJSAV

Ab i protitelo

ACTH ............ adenokortikotropni hormon

Ag i, antigen

AMPK ........... adenozin monofosfat aktivirajoca protein kinaza
APC ............... antigen predstavljajoce celice

ATP s adenozin trifosfat

ATPaza ........... adenozin trifosfataza

BSA....cois bovine serum albumin (goveji serumski albumin)
ELISA ........... encimsko imunska metoda

IFN s interferon

IFN (o, B, 7) ... interferon alfa, beta, gama

| ) interlevkin

IL-(1, 2, .)......... interlevkin-1, 2...

IL-(1,2,6)R ............... receptor za interlevkin-1, 2, 6
IL-1RA ............ antagonist receptorja za interlevkin-1
| 1 I U A interlevkin-1 alfa

IL-1B e, interlevkin-1 beta

LGLs ............... veliki granulirani limfociti
LIF..nn levkemijo inhibirajo¢i dejavnik
MAF .............. makrofage aktivirajoci dejavnik
MCV ... povprecni volumen eritrocitov
mRNA ........... sporocilna ribonukleinska kislina
NADH ............. nikotinamid dinukleotid

NK i, celice naravne ubijalke

PHK ................ poglavitni histokompatibilni kompleks
RIA .. radioimunska metoda

TC oo citotoksi¢ne celice T

Th i, celice T pomagalke

TNF i, tumor nekrozirajoc¢i dejavnik



TNFR ............. topni receptorji za tumor nekrozirajoci faktor

............... koli¢ina O, ki jo organizem porabi v minuti



UvVOD

Povezavo med naporom, imunskim sistemom in vnetjem so odkrili ze na zacetku 20.
stoletja, ko so opazili nenormalno povecanje nevtrofilcev v krvi maratonskih tekacev.
Spremembe v beli krvni sliki so bile podobne nekaterim bolezenskim stanjem. Sklepali so,
da se napor nad fizioloskimi mejami odraza v levkocitozi, podobno kot pri vnetju. Trideset
let kasneje so ugotovili, da miSiéni napor zmanjSa odpornost organizma in je
predispozirajoci faktor za infekcijske bolezni (Se posebno respiratorne infekcije). Vendar
za postavitev teorije o odnosu med naporom in vnetjem Se ni bilo dovolj eksperimentalnih
podatkov (1).

Danes je znano, da nekajurna izpostavljenost naporu sprozi procese naravne in pridobljene
imunosti. Hkrati se aktivirajo pro- in anti- inflamatorni citokini, predvsem antagonisti

receptorjev IL-6R in IL-1R.

Splosne znacilnosti imunskega sistema

Imunski sistem se je razvil kot obramba pred patogenimi elementi (npr.virusi, bakterije,
toksini ipd). Njegova prvotna vloga je, da te tujke odstrani, hkrati pa zmanjSa nastalo
Skodo v organizmu. Vsak imunski odziv vkljucuje najprej prepoznavo patogena oz. tujka,
nato pa sledi njegovo unicenje. V grobem imunski odgovor delimo na naravni (prirojen) in
specifi¢ni (pridobljen). Najpomembnejsa razlika med njima je, da je pridobljen imunski
odgovor visoko specifi¢en za to¢no doloCen patogen, in da si odgovore zapomni. Tako ob
naslednjem stiku lahko prepreci izbruh bolezni.

Najpomembnejse celice imunskega odziva so levkociti, ki se delijo na limfocite, fagocite
in pomozne celice (2).

Fagociti sodelujejo pri naravnem imunskem odzivu, mednje pa sodijo monociti, makrofagi
in polimorfonuklearni nevtrofilci. Te celice se nespecificno veZejo na tujek in ga
nevtralizirajo. Pri vnetju delujejo kot prva obrambna linija (2).

Naslednje pomembne celice levkocitov so limfociti, ki so znacilni za pridobljeni imunski
odziv. Specifi¢no prepoznajo posamezni tujek. Delimo jih na T limfocite in B limfocite.
Ko B limfociti prvi¢ srecajo antigen, ki je specifien za njihov receptor, se zacnejo hitro
razmnoZevati. Diferencirajo se v mirujoce spominske celice B in efektorske celice B, ki se

imenujejo plazmatke. Le-te izloCajo v kri in mezgo velike koli¢ine protiteles (3). T



limfociti obsegajo SirSe obmocje delovanja. Nekateri nadzorujejo razvoj B limfocitov in
produkcijo protiteles, drugi pomagajo fagocitom pri unic¢evanju tujkov. Del T limfocitov
prepozna z virusom okuzene celice in jih unici (2).

V praksi pogosto pride do sodelovanja limfocitov in fagocitov. Npr. nekateri fagociti lahko
»poberejo« antigene in jih predstavijo T limfocitom, ki jih prepoznajo. Le-ti sprostijo topne
faktorje (citokine), ki aktivirajo fagocite, ki nato uni¢ijo patogen. Ve€ina imunskih reakcij
na infekcije je sestavljenih iz naravne in pridobljene imunosti. Na zac¢etku okuzbe prevlada
naravni imunski odziv, nato pa limfociti zacnejo aktivirati pridobljen imunski odgovor.
Limfociti si zapomnijo patogen in zato ob naslednjem stiku z njim hitreje in bolj

ucinkovito odreagirajo (2).

Citokini so razlicne molekule, ki prenasajo signale med limfociti, fagociti in drugimi
celicami imunskega sistema. Vezejo se s specifi¢nimi receptorji na membrani celice tarce
in sprozijo signal, ki se prenese v notranjost celice in spremeni izrazanje genov v njej. Na
splosno se citokini vezejo na receptorje z mocno afiniteto, zato lahko tudi posredujejo
bioloske ucinke v pikomolarnih koncentracijah. Delujejo avtokrino in parakrino, redko
endokrino (3). Vsi citokini so proteini ali peptidi, nekateri so lahko tudi glikozilirani
(glikoproteini). Najpomembnejsa lastnost citokinov je pleiotropnost (v razli¢nih celi¢nih
tarCah spros¢ajo razlicne bioloske ucinke). Delujejo lahko sinergisticno ali pa
antagonisticno (3).
Delitev citokinov (3):
e Rastni faktorji
e Interferoni (IFN) so pomembni pri omejevanju Sirjenja dolo¢enih virusnih okuzb.
Nekatere interferone (IFNa in IFNP) izlocajo z virusom okuzene celice, medtem ko
IFNy izloc¢ajo dolocene aktivirane T celice.
e Kemokini spodbudijo naklju¢no gibanje (kemokinezo) in usmerjajo potovanje
levkocitov (kemotakso). So zelo pomembni pri naravni imunosti.

e Interlevkini (IL)

Interlevkini

Predstavljajo veliko skupino citokinov (IL1 — IL17), izlo¢ajo jih predvsem T celice, nekaj

pa tudi mononuklearni fagociti in tkivne celice. Opravljajo razlicne naloge, ve¢ina pa jih



usmerja druge celice k delitvi in diferenciaciji. Vsak interlevkin deluje specifi¢no na to¢no

dolocene celice, ki imajo na povrsini izrazen receptor za dolocen interlevkin (3).

Vnetje

Vnetje je odziv oziljenega tkiva na poskodbo ali draZenje zaradi delovanja eksogenih in
endogenih skodljivih dejavnikov (mikrobnih, fizikalnih ali kemi¢nih). Ne glede na vzrok
tkivne okvare ji sledi sosledje tkivnih reakcij, ki na mestu okvare mocno okrepijo
obrambno zmoznost tkiva. Poveca se prekrvljenost tkiva, povecana prepustnost kapilar pa
omogoci prehod zasc¢itnih makromolekul (protiteles, proteinov komplementa) iz zil v tkivo.
Vnetni mediatorji povzro€ijo kopicenje obrambnih celic in njihovo aktivacijo (2).

Vnetje nadzirajo kemokini, encimski sistemi v plazmi, citokini in produkti mastocitov,
trombociti ter levkociti. Ti mediatorji se med seboj lo¢ijo glede na reakcijo, katero
nadzirajo. Hitro delujo¢i mediatorji (npr.vazoaktivni amini) zato uravnavajo takojsnji
odgovor. Ko na mesto vnetja prispejo levkociti, sprostijo mediatorje, ki uravnavajo
akumulacijo in aktivacijo drugih celic, ki sodelujejo pri imunskem odgovoru (2).

Glede na cas trajanja vnetja lo¢imo akutno in kroni¢no vnetje. Pri akutnem vnetju se v
nekaj minutah po poskodbi tkiva razSirijo Zile, kar povzroc¢i povec¢an dotok krvi na
poskodovano mesto. Povecan volumen krvi povzroci vrocino in rdecino. Poveca se tudi
prepustnost zilja, zaradi Cesar se pojavi oteklina, v nekaterih primerih izstopijo levkociti, to
pa povzroCi nabrekanje in pordecitev tkiva. Ko tekocina izstopi iz krvnega obtoka, se
aktivirajo kininski, strjevalni in fibrinoliti¢ni sistemi. Stevilne spremembe Zilja, ki se
pojavijo zgodaj pri akutnem vnetju, nastanejo zaradi neposrednega ucinka plazemskih
encimskih mediatorjev, kot so bradikinin in fibrinopeptidi (3).

Nekaj ur po nastanku teh vaskularnih sprememb se nevtrofilci prilepijo na endotelijske
celice in potujejo iz krvi v tkivne prostore. Nevtrofilci fagocitirajo patogene mikrobe in
spros¢ajo mediatorje, ki prispevajo k vnetju. Makrofagi prispejo 5-6 ur potem, ko se zacne
vnetni proces. Ti makrofagi so aktivirane celice, ki u€inkovito fagocitirajo mikrobe, in
1zlo€ajo mediatorje in citokine, ki sodelujejo pri vnetju (3).

Aktivirani makrofagi izlocajo tri citokine (IL-1, IL-6 in TNF-a), ki povzrocijo Stevilne
lokalne in sistemske spremembe. Lokalno povecajo prepustnost zil in povzrocajo

strjevanje. IL-1 in TNF-a delujeta tudi na makrofage in endotelijske celice ter spodbujata



izloanje kemokina IL-8. Ta prispeva k vdoru nevtrofilcev, tako da okrepi njihovo
pritrjevanje na zilne endotelijske celice in deluje mocno kemotakti¢no. Tudi IFN-y in TNF-
a aktivirata makrofage in nevtrofilce, okrepita njihovo fagocitno aktivnost in pospesujeta
sproscanje liticnih encimov v tkivne prostore (3).

Trajanje in jakost lokalnega vnetja sta skrbno nadzorovana, saj se tako omeji okvara tkiva
hkrati pa se omogoc¢i obnova tkiva, ki je bila potrebna, da se rana zaceli. Pri omejevanju
vnetja in pri pospeSevanju razmnozevanja je zelo ucinkovit TNF-B. Ta citokin pospesuje

odlaganje zunajceli¢nega matriksa, ki je potreben za kon¢no obnovo tkiva (3).

Kroni¢no vnetje se razvije zaradi dolgotrajne prisotnosti antigena. Nekateri
mikroorganizmi imajo npr. komponente celi¢ne stene, ki jim omogocajo, da se uprejo
fagocitozi. To pa dostikrat povzroci nastanek kroni¢nega vnetja in obsezno okvaro tkiva.
Kroni¢no vnetje nastaja tudi pri Stevilnih avtoimunskih boleznih, kjer lastni antigeni
neprestano aktivirajo celice T. Zanj je znacilno nakopicenje in aktivacija makrofagov.
Citokini, ki jih sproS¢ajo kroni¢no aktivirani makrofagi, spodbujajo tudi razmnozevanje
fibroblastov in nastanek kolagena. Na kraju kroni¢nega vnetja se razvije tudi fibroza, ki je
znacilna za celjenje ran (3).

Za razvoj kroni¢nega vnetja sta najpomembnejSa citokina IFN-y in TNF-a. IFN-y ima
Stevilne pleiotropne aktivnosti, najpomembnejSa pa je zmoznost, da aktivira makrofage.
Le-ti so zelo ulinkoviti pri predstavljanju antigena in pri uni¢enju znotrajceli¢nih
patogenih mikrobov. Pri kroni¢nem vnetju nakopicenje aktiviranih makrofagov veliko
prispeva k okvari tkiva. Te celice sproS¢ajo hidroliticne encime in reaktivne kisikove in

dusikove presnovke, kar povzroci okvaro okolnega tkiva (3).

Imunski odziv organizma na sportno aktivnost

Tezek telesni napor sprozi tako proinflamatorni kot tudi antiinflamatorni odziv organizma.
Kaksen bo odziv levkocitov je odvisno tako od intenzivnosti napora, kot tudi od njegovega
trajanja, pri ¢emer pride do najvecjega porasta levkocitov pri visoko intenzivnem
vzdrzljivostnem naporu. Po 2,5 do 3 urah intenzivnega teka naj bi priSlo do zmernega
porasta belih krvnih celic, 3 ure po teku naj bi dosegle vrh, nato pa bi se naslednji dan
vrnile na normalno vrednost. Vrednost krvnih granulocitov se mo¢no poveca, prav tako

vrednost monocitov, medtem ko se Stevilo limfocitov zmanjSuje. Znizevanje limfocitov v



krvi traja najmanj 6 ur (predvsem na racun celic T in NK celic, ne pa celic B) (1).
Zanimivo je, da so najbolj odgovorne celice za spremembe, ki nastanejo v krvi po naporu,
celice naravnega imunskega odgovora, in sicer NK celice in nevtrofilci (1).

Pri naporu pride tudi do sprememb v koncentraciji stresnih hormonov in citokinov,
spremeni se telesna temperatura, poveCa se pretok krvi in pride do dehidracije. Po
dolgotrajnem teku pri visoki intenzivnosti se opazno poveca koncentracija kortizola v krvi.
Kortizol je povezan z mnogimi imunosupresivnimi spremembami, do katerih pride med
okrevanjem (5). Dokazano je, da glukokortikoidi povzroc¢ijo nevtrofilijo, eozinopenijo,
limfopenijo in supresijo funkcije NK in T celic. Kortizol ima kataboli¢no delovanje in v
adipoznih celicah stimulira lipolizo, poveca degradacijo proteinov ter zmanjsa njihovo
sintezo v miSicah. To povzro¢i povecano sproscanje lipidov in aminokislin v krvni obtok
(6). Do vseh teh sprememb pride med okrevanjem po dolgi visoko intenzivni
kardiorespiratorni vadbi (5).

Takoj po vzdrzljivostnem naporu se pri¢ne izlogati noradrenalin. Ceprav ima pomembno
vlogo pri usmerjanju limfocitov v kri pri krajsi intenzivni vadbi (manj kot 90 min), se
njegov ucinek s trajanjem vadbe in naraScanjem koncentracije kortizola zmanjSuje. Po
daljSem vzdrzljivosten naporu tako prevladajo ucinki kortizola (4). Ugotovili so tudi, da
noradrenalin le delno vpliva na povisano koncentracijo IL-6 med vadbo (7).

Nevtrofilci in monociti imajo pomembno vlogo pri naravnem oziroma nespecifiénem
imunskem odgovoru. Ti fagociti predstavljajo prvo obrambno linijo pri odstranitvi tujkov
in tudi pri vnetjih v miSicah, ki so posledica napora. Funkcija nevtrofilcev in monocitov se
lahko meri kot zmoznost odstranitve patogenov (fagocitoza) in sposobnost njihovega
unicenja (oksidativni izbruh) (1).

NK celice predstavljajo veliki granulociti, ki uravnavajo citoliti¢ne reakcije proti razli¢nim
neoplastiénim in z virusom okuzenim celicam. Imajo tudi necitoliti¢ne funkcije, lahko
inhibirajo kolonizacijo mikrobov in rast dolo¢enih virusov, bakterij, gliv in parazitov. Pri
testiranju maratoncev so opazili, da so bile vrednosti NK celic pred aktivnostjo mo¢no
povecane v primerjavi s kontrolno skupino, ki ni bila fizicno aktivna, nato pa so se po
aktivnosti (tek) zopet vrnile na normalno vrednost (nizjo kot pred aktivnostjo). Padec
vrednosti NK celic v krvi je povezan s prerazporeditvijo teh celic iz krvi v tkiva, kar je
posledica vpliva kortizola. Ni Se razjasnjeno, kam te celice potujejo in ali je njihovo

znizanje pokazatelj dogajanja v drugih limfati¢nih tkivih (1).



Bruunsgaard in sod. (8) so preiskovali u¢inek tekmovanja v triatlonu (srednji ¢as aktivnosti
6,5 ur) na in vivo celi¢no uravnano imunost. Uporabili so koZni test s Stirimi antigeni.
Pozna preobcutljivostna reakcija je bila zavrta (60%) v primerjavi s kontrolno skupino, ki
ni bila aktivna, 2 dni po koncu tekmovanja. To je bila prva raziskava, ki je pokazala, da
tezek telesni napor zmanjsa in vivo celicno uravnano imunost (7).

Antigeni histokompatibilnega kompleksa (PHK) so nujno potrebni pri reakcijah imunskega
prepoznavanja. Antigeni PHK razreda I so pomembni pri samopredstavljanju citotoksi¢nim
celicam T, medtem ko so antigeni PHK razreda II vezani na antigen predstavljajoce celice
(makrofagi) in pomagajo pri procesu celi¢no uravnanega imunskega odgovora. Woods in
sod. so dokazali, da izCrpljujoa vadba (2-4 ure na dan, 7 dni) signifikantno zavira
ekspresijo PHK II na makrofagih, kar je deloma lahko posledica izlocenega kortizola (7).
Ugotovili so, da tezek telesni napor zavira ekspresijo PHK II na makrofagih, negativno
vpliva na proces predstavljanja antigena T limfocitom in na njihovo zmoznost, da se
odzovejo na antigenski izziv.

Pomembna naloga imunskega sistema je tudi izdelava topnih komponent, Se posebno
imunoglobulinov. Protitelesa izdelujejo plazmatke in B limfociti kot odziv na antigen.
Nekaj raziskovalcev se je ukvarjalo z merjenjem sposobnosti humoralnega imunskega
sistema, da izdela protitelesa kot odgovor na antigen izzvan z napornim treningom, vendar
niso nasli signifikantne povezave (1). Ugotovili so, da zmanjSanje imunskega odziva po
tezkem naporu ne vpliva dolgoro¢no na humoralni imunski sistem.

Tezek telesni napor povzroci oteklost in poSkodbe misic. Zacne se odziv na poskodbo, za
katerega je znacilno premik tekocine, plazemskih proteinov in levkocitov na poSkodovano
obmocje in v metabolno aktivna tkiva. Med sabo sinergisticno sodelujejo tumor
nekrozirajoc¢i faktor o (TNFa), IL-1, IL-6 in interferoni. Pretirani vnetni odziv preprecijo
razliéni mehanizmi, med katere sodijo produkcija antiinflamatornih citokinov (IL-1R, IL-4
in IL-10) in nekaterih mediatorjev, npr. prostaglandina E,. Proinflamatorni citokini
aktivirajo tudi hipotalamus-hipofiza-adrenalno os in simpatoadrenergi¢ni sistem, kar
izzove mocno antiinflamatorno delovanje (1).

Veliko studij (9, 10, 11, 12, 13, 14, 15) je dokazalo, da intenzivna telesna vadba (1 uro ali
vec), poveCa krvne koncentracije IL-6, IL-1B in TNF-a. Izzove tako pro-, kot

antiinflamatorne procese.



Spremembe, ki jih v imunskem sistemu povzroci tezek fizicen napor (1):
e Nevtrofilija in limfopenija
e Povisane vrednosti krvnih granulocitov in monocitov (fagocitoza)
e ZmanjSanje oksidativnega izbruha granulocitov
e Zmanjsanje citotoksi¢ne aktivnosti NK celic
e ZmanjSana ekspresija PHK II na makrofagih
e PoviSane vrednosti pro- in antiinflamatornih citokinov
e PoviSana vrednost kortizola

e Zmanjsan odziv pri pozni preobcutljivostni reakciji

Vpliv Sportne aktivnosti na vrednosti interlevkina-6

Interlevkin-6 je multifunkcionalen citokin s Sirokim spektrom bioloskih aktivnosti.
Sodeluje pri eritropoezi, uravnava odgovor imunskega sistema in razvoj reakcij akutne
faze. Nedavno so dokazali, da ima IL-6 tudi metabolno vlogo pri hormonih, v jetrih
uravnava spro$¢anje glukoze ter pospeSuje lipolizo. U¢inek IL-6 se pojavi, ko se IL-6 veze
na receptor za IL-6 (IL-6R) in je odvisen od $tevila receptorjev; tako topnih, kot tudi na
membrano vezanih IL-6R (15).

Pri telesni aktivnosti eksponentno narastejo plazemske vrednosti IL-6 in so povezane z
intenzivnostjo napora, trajanjem, delezem aktivnih miSic in posameznikovo vzdrzljivostno
kapaciteto (14). Raziskave v zadnjih letih so pokazale, da je ekspresija IL-6 mRNA
odvisna od kontrakcije skeletne miSice, in da se transkripcija gena za IL-6 pri naporu
mocno poveca (11). Protein IL-6 nastaja v kontrakcijskih miSi¢nih vlaknih, med naporom
pa se v velikih koli¢inah izloca v kri.

Manjsa kot je koncentracija miSicnega glikogena pred naporom, vecja je transkripcijska
aktivnost gena za IL-6. Vrednost miSi¢nega glikogena pred naporom je pomemben
modulator ekspresije gena za IL-6 (10,11).

koncentracija kateholaminov, ki se izlo¢ijo med naporom, zato ni odgovorna za povisanje
koncentracije citokinov (7). H. Bruunsgaard in sod. so tudi dokazali, da ekscentri¢na
vadba, v primerjavi s koncentri¢no, ni povzrocila znatnega povecanja krvnih monocitov in
nevtrofilcev. Zato tudi te celice ne morejo biti odgovorne za poviSano koncentracijo IL-6 v

krvi (9).



Visoko intenzivna ekscentricna vadba povzro¢i vi§je plazemske vrednosti IL-6 kot
koncentri¢na vadba, Ceprav je pri prvi poraba kisika manjSa. To je verjetno posledica
miSicnih poskodb in vnetnih reakcij v skeletnih miSicah, ki nastanejo pri ekscentri¢ni vadbi
9).

Med naporom morajo skeletne miSice povecati privzem glukoze in prostih mascobnih
kislin, da dobijo dovolj energije in zapolnijo glikogenske zaloge. Kot »energijski senzor«
se aktivira IL-6 in mobilizira ekstracelularne substrate. IL-6 pospesi lipolizo in poveca
oksidacijo mascob, ne da bi se zveCala vrednost triacilglicerola. Med telesno vadbo
uravnava tudi homeostazo glukoze. IL-6 lahko aktivira encim adenozin monofosfat
aktivirajoc¢o protein kinazo (AMPK) v miSici in adipoznem tkivu. Rezultat je povecana
produkcija ATP, oksidacija mascobnih kislin, transport glukoze in glikoliza (16).

IL-6 je znan kot vnetni citokin, vendar ima tudi protivnetne in imunosupresivne ucinke.
Stimulira pituitarno-adrenalno os, inhibira sintezo TNF-o in stimulira produkcijo IL-10,
IL-1R in topnih receptorjev za TNF (TNFR) . Ze blaga fizi¢na aktivnost (30 min) uravnava
protivnetno delovanje v skeletnih miSicah in v mascobnem tkivu. S tem se zmanjSa
tveganje za nekatere bolezni, kot so sréno zilne bolezni, sladkorna bolezen tipa II in
kroni¢na obstruktivna plu¢na bolezen, ki so povezane s kroni¢nimi vnetji (16). IL-6
inducira protivnetni odgovor in zavira produkcijo tumor nekrozirajoc¢ega faktorja a, zato je
pri vnetnih reakcijah kriticno razmerje med tema dvema mediatorjema, ki odlo¢a do
kaksne stopnje se bo vnetje razvilo.

Za interlevkin-6 je znano, da povzroCa rezistenco na inzulin, hkrati pa se med telesno
aktivnostjo, ko se izloCajo vecje koli¢ine IL-6 v krvni obtok, poveca obcutljivost na
inzulin. Izsledki raziskav, ki so se ukvarjale s povezavo IL-6 in obcutljivosti na inzulin, so
si zelo nasprotujoCi. To je verjetno zaradi ravno obratnega ucinka IL-6 na celice v jetrih,
kot na celice v skeletni miSici. V skeletni miSici IL-6 poveca sintezo glikogena v

prisotnosti inzulina ter zmanj$a z inzulinom stimulirani privzem glukoze (16).



Vpliv Sportne aktivnost na koncentracijo zelezovih ionov v krvi

Zelezovi ioni v organizmu so nujno potrebni kot sestavni del hemoglobina in mioglobina,
beljakovin, ki prenasata kisik. Prisotni so tudi v drugih encimih, ki vsebujejo hem (del
hemoglobina, ki veze kisik), npr.citokromih, katalazah in peroksidazah, ali v nekaterih
encimih brez hema, npr. NADH in sukcin dehidrogenazi. Vsi ti encimi so pomembni pri
miSi¢nem metabolizmu. Celotna koli¢ina Zeleza v telesu je od 3 do 5 gramov in je izraZzena
v razli¢nih oblikah kot (17):

e Aktivno zelezo (hemoglobin 67%, mioglobin 3,5%, encimi in proteini 0,2%)

e Transportno zelezo (transferin 0,08%)

e Zaloge zeleza (hemosiderin-feritin 27%)

e Labilni del (2,2%)

Zelezovi ioni se absorbirajo ve¢inoma v dvanajstniku. Koli¢ina absorbiranih ionov Zeleza
je to¢no dolo¢ena s koli¢ino zalog v telesu. Ob prehodu skozi intestinalno sluznico se
vezejo na protein apoferitin. Nasi¢enost in koncentracija transferina (prenasalni protein)
pogojujeta koli¢ino absorbiranih zelezovih ionov. Absorpcija je odvisna od bioloske
uporabnosti, oziroma oblike v kateri se nahajajo Zelezovi ioni. Najbolje se absorbira Fe**
ion v hemu (10% do 37%), ki se nahaja v mesu, medtem ko se Fe’" ion, ki ga zauZijemo z
zelenjavo, absorbira v veliko manj$i meri (manj kot 10%). Absorpcija obeh oblik pa je
odvisna tudi od drugih prisotnih snovi, npr. fitatov, oksalatov, taninov in karbonatov.
Razvoj pomanjkanja zelezovih ionov pri Sportnikih kaZze na njihovo negativno bilanco. Le-
ta se lahko razvije kot neravnovesje med vnosom in porabo, zaradi povecanih izgub
zelezovih ionov ali zaradi kombinacije obeh vzrokov (17).

Trening poveca tako Stevilo encimov, kot tudi maso v miSicah. Posledi¢no se povecajo
zahteve organizma po Zzelezovih ionih, Se posebno v zacetku sezone, med pripravljalnim
obdobjem.

Dokazano je, da je absorpcija Zeleza pri Sportnikih slabsa kot pri ne-Sportnikih. Do tega naj
bi prislo, ker hrana pri Sportnikih potuje hitreje skozi gastrointestinalni trakt in zato, ker je
nasicenost transferina med obdobji treningov poviSana, to pa povzro€i pocasnejSe

sporo$¢anje Zelezovih ionov iz mukoznih celic (20).



Izgube Zelezovih ionov so lahko:

e (Qastrointestinalne; v fecesu se po daljSem napornem teku lahko pojavi hemoglobin,
vendar naj bi na to vplivalo veC faktorjev, npr. tudi uporaba nesteroidnih
protivnetnih zdravil

e Urinarne; pri napornem teku naj bi prislo tudi do hematurije (pojav krvi v urinu),
do tega lahko pride zaradi renalne ishemije ali povecane filtracije proteinov skozi
glomerulno membrano. Lahko se pojavi tudi hemoglobinurija (pojav hemoglobina
v urinu), ko je koli¢ina hemoglobina, ki se sprosti pri hemolizi, vecja od vezalne
kapacitete haptoglobina, ki veze sprosceni hemoglobin.

e Perspiratorne; raziskave Se niso potrdile, da bi se vecje koliine Zelezovih ionov
izloCale s potom. Koncentracija zelezovih ionov v potu je odvisna od mnogih
faktorjev, npr. dela telesa, kjer se je vzel vzorec pota, ali je v potu veliko celic ali
ne in od ¢asa med treningom, ko se je vzel vzorec, saj koncentracija zelezovih
ionov med treningom po prvih 30 minutah za¢ne padati. Delez Zelezovih ionov v

potu je odvisen tudi od nasiCenosti transferina.

Razpolozljivost Zelezovih ionov se pri Sportnikih lahko zmanjsa, kljub temu da so zaloge
ostale nespremenjene. Pri vzdrzljivostnih S$portnikih pogosto pride do intravaskularne
hemolize, vendar ne v takSni meri da bi se pojavila akutna anemija. Sprosc¢eni hemoglobin
se veze na haptoglobin in nastane kompleks hemoglobin-haptoglobin, katerega nato
razgradijo hepatociti v jetrih. Nastali hem se zopet porabi pri eritropoezi novonastalih
eritrocitov, vendar je ta proces pocasnejsi kot propadanje eritrocitov. Pri metabolizmu
zelezovih ionov sodelujejo tudi vitamin B12, folati in baker. Ob pomanjkanju bakra se
zmanjSa koncentracija njegovega prenasalnega proteina ceruloplazmina in posledi¢no se

upocasni metabolizem Zelezovih ionov.

Pomanjkanje Zelezovih ionov je veliko bolj izrazeno pri zenskih Sportnicah. To ni
posledica zgolj vecjih izgub zaradi menstruacijskega cikla, ampak tudi zaradi nezadostnega
vnosa. Dnevni vnos kalorij je pogosto manjSi od zahtev organizma, pa tudi oblika
zelezovih ionov je pretezno ne-hemska (zelenjava), kar otezi absorpcijo. V primerjavi z
moskimi, Zenske izloCajo vecjo koli¢ino zelezovih ionov s potom, medtem ko so njihove

zaloge pogosto nizje (18).



Pri vrednotenju koncentracije zelezovih ionov v telesu merimo vrednosti hemoglobina,
MCV (povpre¢ni volumen eritrocitov), celotno serumsko Zelezo, celotno vezavno
kapaciteto za Zelezove ione, serumski feritin in protoporfirin. Fizi¢na aktivnost lahko
vpliva na te rezultate (pride do hemokoncentracije), zato se izogibamo merjenju takoj po

treningu.

Pri homeostazi Zeleza igra klju¢no vlogo hormon hepcidin, ki nastaja v jetrih (20).
Nedavne raziskave so pokazale, da hepcidin inhibira intestinalno absorpcijo zelezovih
ionov in spro$canje »recikliranih« zelezovih ionov iz makrofagov. Prav tako zmanjsa
dostavo Zelezovih ionov razvijajoCim se eritrocitom v kostnem mozgu (21). Nasprotno pa
manjSa produkcija hepcidina povzro¢i povecano absorpcijo zelezovih ionov v
intestinalnem traktu (zmanjSa se inhibicija), lahko pa pride tudi do hemokromatoze.
Dokazali so, da pri transgenih misih prevec izrazeni hepcidin-1 blokira transplacentni in
intestinalni transport Zelezovih ionov. Te miSi bi pri porodu umrle zaradi resnega

pomanjkanja Zelezovih ionov, razen ¢e jim ne bi parenteralno dodali njihov nadomestek

@1).

Fiziologija pri veslacih

Veslanje je Sport pri katerem je udelezeno celo telo. Zavesljaj je odvisen od mocne
ekstenzije nog, nato trupa in na koncu rok. Pri rokah ni bistvena mo¢ temvec¢ tehnika stika
vesla z vodo. PospeSevanje ¢olna je odvisno od moci in frekvence zavesljajev (23).
Profesionalni veslaci so v primerjavi z drugimi vztrajnostnimi Sportniki bolj visoki in tezji.
Imajo dolge ude, Se posebno zgornje okoncine. Po podatkih iz leta 1992 naj bi povprecen
vesla¢ na olimpijadi tehtal 88kg in bil visok 1,92m z 8,7% telesne mascobe.

Nekaj podatkov, kjucnih za razumevanje fiziologije pri veslacih je navedenih v

razpredelnici 2 (23).



Razpredelnica 2: simuliran kompetitivni test 2000m na ergometru, podatki ameriske

olimpijske veslaske ekipe leta 1992 (23).

Stevilo Moc¢ Utrip/min VO,(L/min) | VO,(ml/kg/min | Laktat(mmol
oseb (watt) ) /L)
35 467 189 6.25 70.9 17.4

Pri treniranih veslacih je maksimalna aerobna kapaciteta priblizno 1,75- krat vi§ja kot pri
netreniranih vrstnikih. V primerjavi z vrhunskimi smucarskimi tekaci (VO, 86,7
(ml/kg/min)) pa najboljSi vesla¢ dosega 8-10% nizje vrednosti v maksimalni aerobni
kapaciteti. Priblizno 85% vloZene energije med tekmo (2000m) se porabi aerobno, ostali
del pa anaerobno. Aerobna kapaciteta je odvisna od funkcije dihalnega in sréno-Zilnega
sistema, sestave krvi, kapilarizacije miSic in sposobnosti misi¢nih celic za privzem in
izrabo kisika. Tezava aerobnega pridobivanja energije je njegova pocasnost med visoko
intenzivnostjo. Med vsemi nacini pridobivanja energije v telesu v dolocenem ¢asovnem
intervalu proizvede najmanj energije. Zato se ob povecani intenzivnosti veslanja vklopijo
anaerobni mehanizmi (anaerobna glikoliza) (23).

Tako kot pri drugih vztrajnostnih Sportnikih (tekacih, smucarskih tekacih in kolesarjih) tudi
pri veslacih v miSicah nog prevladujejo miSicna vlakna tipa I (pocasna miSi¢na vlakna).
Le-ta potrebujejo po aktivaciji relativno daljSi ¢as za dosego maksimalne napetosti (cca.
80ms) v primerjavi s 30 ms, ki so potrebne za razvoj maksimalne sile po aktivaciji tipa 11
vlaken. Ta razlika naj bi bila posledica relativno nizke aktivnosti miozin ATPaze, ki
katalizira odcep zadnjega fosfata iz molekule ATP, manjSe kalcijeve aktivnosti
regulatornega proteina troponina in pocasnejSega privzemanja kalcija v sarkoplazemski
retikulum. Posledica tega je vecja odpornost tipa I miSi¢nih vlaken na utrujanje.
Biokemicne razlike dveh osnovnih tipov vlaken gredo predvsem na racun razlik v njihovi
kapaciteti za oksidativne in glikoliti¢ne aktivnosti. 40-50% vesla¢ev naj bi imelo okoli
70% misi¢nih vlaken tipa I, nekateri uspesnejsi celo do 85%. Preostala vlakna so vecinoma
tip Ila, medtem ko vlaken tip IIb skoraj ni. Prisotnost ve¢jega Stevila vlaken tip IIb (hitra
vlakna z malo mitohondrijev) naj bi bila pokazatelj nezadostnih let treninga ali nezadostne
intenzivnosti treningov. Z leti intenzivnega treninga se hitra IIb vlakna spremenijo v hitra
I1a vlakna, ki so bolj odporna na tezje napore (23).

Pri vrhunskih veslac¢ih je gostota mitohondrijev poviSana, izraZzena je kot razmerje

mitohondrijev na povrs$ino misic¢nih vlaken. Ta prilagojenost je opaZena tako pri pocCasnih



v w

koncentracije teh encimov v aktivnih misicah vesladev. Ceprav pa se koncentracija encima
laktat dehidrogenaza, ki oznacuje glikoliti¢no aktivnost (faktor pri anaerobni kapaciteti),
med skupinami veslacev ne razlikuje. Gostota kapilar v misici je pri veslacih 2-krat vi§ja
kot pri netreniranih vrstnikih. Vse te znacilnosti prispevajo k vecji delovni kapaciteti in
manjSem nastajanju laktata med visoko intenzivnostjo. Vecja gostota kapilar tudi poveca

odstranjevanje nastalega laktata v aktivnih miSicah (23).

Metode dolocanja interlevkina-6

Analizne metode dolocanja interlevkina-6 temeljijo na vezavi protitelesa (Ab) z antigenom
(Ag) in jih imenujemo imunokemijske metode. Pri vezavi pride do razli¢nih nekovalentnih
interakcij med antigensko determinanto in variabilno regijo protitelesne molekule. Visoka
specifi¢nost teh reakcij je omogocila razvoj razliénih imunskih preskusov, ki jih lahko
uporabimo za doloCevanje navzocnosti protiteles ali antigena. Za dolocevanje IL-6 se
najpogosteje uporabljajo tri metode z razlicnimi oznacevalci:

1. izotop — radioimunski test (RIA)

2. encim — encimsko imunski test (ELISA)

3. izoluminol — kemiluminiscen¢ni test

Metode dolocanja feritina

Dolocanje feritina poteka z imunoturbidimetricno metodo za kvantitativno doloCanje
feritina v serumu na analizatorju OLYMPUS OSR6150. Feritin v serumu je obcutljiv
indikator zalog Zeleza v telesu. Uporaben je za razlikovanje pomanjkanja Zeleza in anemije
zaradi kroni¢nih bolezni, ker je pri slednjem njegova vrednost povefana. Vrednost
serumskega feritina manj kot 10 pg/l skoraj vedno indicira pomanjkanje Zzeleza. Serumski
feritin je tudi povecan pri ostalih anemijah, vkljucno z aplasti¢no anemijo, sideroblastno
anemijo in kroni¢no hemoliti¢no anemijo. Pri idiopati¢ni hemokromatozi in pri bolnikih, ki
so prestali veckratno transfuzijo so lahko vrednosti serumskega feritina ekstremno

povisane.



NAMEN DELA

V diplomski nalogi bomo poskusali ugotoviti povezavo med koncentracijo feritina in
koncentracijo interlevkina-6 v mirovanju in po naporu. Glede na to, da pri visoki fizi¢ni
aktivnosti pride v organizmu do vnetnih sprememb, in da sta tako feritin kot IL-6 z njimi
povezana, pri¢akujemo med koncentracijama feritina in IL-6 dolo¢eno povezavo. Ce IL-6
stimulira izloanje hepcidina, le-ta pa zavira absorpcijo Zelezovih ionov iz prebavil,
pri¢akujemo negativno povezavo.

Prav tako bomo poskusali ugotoviti, kako sama fizicna aktivnost vpliva na koncentraciji
feritina in interlevkina-6. Kot je predstavljeno Ze v uvodu, med aktivnostjo v miSi¢nih
vlaknih nastaja IL-6, zato pricakujemo zviSanje koncentracije IL-6 v krvi po naporu.
Testirali bomo krvne vzorce profesionalnih Sportnikov pred naporom in po njem ter

statistiéno analizirali rezultate.



MATERIALI IN METODE

Testni protokol: vsi merjenci so po zacetnem 15 minutnem ogrevanju nizke intenzivnosti
(hitrost na veslaskem ergometru nizja od zacetne hitrosti pri testu) opravili 9 minutni
stopnjevani kontinuirani test na veslaSkem ergometru, ki je bil prilagojen posameznikovim
sposobnostim. Intenzivnost obremenitev je bila doloena s predhodnimi testiranji, s
katerimi se je dolocil povprecni €as na 500 m, pri katerem vrednosti laktata v veslacevi
krvi dosezejo 4 mmol (AP). Vesla¢ v prvih treh minutah testa vozi s hitrostjo, ki ustreza
dolo¢enemu c¢asu za 4 mmol laktata v krvi + 9 sekund (AP+9s), naslednje 3 minute z
AP+6 sekund, nato dve minuti na AP+3 sekunde, v zadnji minuti pa s hitrostjo AP.
Fizioloske spremenljivke so bile izmerjene z Oxyconom Beta ter EKG aparatom, kjer so
se vrednosti belezile ves Cas testa ter prvih 8 minut po koncanem testu. Kri za analizo je

bila odvzeta iz usesne mecice pred zacetkom ogrevanja in 5 minut po koncu obremenitve.

Dolocanje interlevkina-6

Radioimunski test

Sodi med najbolj vsestranske in najbolj obcutljive teste za merjenje antigenov in haptenov.
Izmerimo lahko izredno majhne koli¢ine do 10'%g, zato je ta tehnika primerna za
kvantitativno doloCevanje hormonov, serumskih proteinov, zdravil in vitaminov. Pri njem
uporabljamo radioaktivno zaznamovane antigene in haptene (2).

Nacelo RIA je tekmovanje radioaktivno zaznamovanega antigena (Ag+) in
nezaznamovanega antigena (Ag) za doloceno koli¢ino mocno afinitetnih protiteles. Ag+
zmeSamo s protitelesi, nato dodajamo cedalje veéje koli¢ine nezaznamovanega antigena
neznane koncentracije. Protitelo ne lo¢i med zaznamovanim in nezaznamovanim
antigenom. Tako obe vrsti antigena tekmujeta za razpolozljiva veziS€a na protitelesih.
Narascajoce koncentracije Ag izrinejo vedno ve¢ zaznamovanega antigena z vezi$¢. Z
merjenjem koli¢ine prostega Ag+ v raztopini lahko dolo¢imo koncentracijo Ag. Cim veé
radioaktivno zaznamovanega antigena se veZze s protitelesi, tem manjsa je koli¢ina antigena

v preiskovanem vzorcu (2).



Ena najpomembnejSih stopenj pri radioimunskem testu je loCitev vezanega in nevezanega
(prostega) antigena. Razvili so razliéne metode s katerimi odstranimo kompleks, nato pa
izmerimo koli¢ino prostega zaznamovanega antigena v supernatantni teko¢ini.

Umeritveno krivuljo naredimo z nanasanjem odstotkov vezanega zaznamovanega antigena
nasproti znanim koncentracijam nezaznamovanega antigena. Iz nje lahko dolo¢imo
koncentracijo neznanega (preiskovanega) antigena.

Razvili so ve¢ metod, imenovanih RIA trdne faze, kjer je lo¢evanje kompleksa Ag-Ab od
nevezanega antigena lazje. Pri eni metodi se veZe protitelo kovalentno na delce, sefaroze.
Koli¢ino radioaktivno zaznamovanega antigena, vezanega na delce, lahko kvantitativno
izmerimo, ko delce centrifugiramo in speremo.

Pri drugem nacinu imobiliziramo protitelo na polistiren ali polivinilklorid in izmerimo
koli¢ino prostega zaznamovanega antigena v Stevcu gama. Protitelesa lahko imobiliziramo
na stene mikrotitrskih jamic. Ta postopek je zelo primeren za dolo¢evanje koncentracij
doloCenega antigena v Stevilnih vzorcih in se veliko uporablja kot presejalni test glede na

navzocnost virusa hepatitis B (2).

Encimsko imunski test (ELISA)

Za analizo vzorca z IL-6 smo uporabili encimsko imunski test (ELISA). Nacelo encimsko
imunskega testa, imenovanega ELISA je podobno nacelu RIA z razliko, da tu uporabimo
encim namesto radioaktivne oznake. Encim, konjugiran s protitelesom, reagira z
brezbarvnim substratom, pri ¢emer nastane obarvan produkt. Pri ELISA uporabljamo
razli¢ne encime, npr. alkalno fosfatazo, peroksidazo in p-nitrofenil fosfatazo. Ce te encime
pomeSamo s primernim substratom, dobimo obarvan reakcijski produkt. Testi ELISA so
priblizno enako obcutljivi kot RIA in imajo prednost, da so varnejsi in cenejsi (2).

Razvili so Stevilne variante ELISA, s katerimi lahko kvalitativno in kvantitativno dolo¢imo
protitelesa ali antigene. Pripravimo umeritveno krivuljo z znanimi koncentracijami
protiteles ali antigena, iz katere lahko razberemo neznano koncentracijo v vzorcu.
Protitelesa lahko odkrijemo in kvantitativno dolo¢imo z indirektnim ELISA. Serum ali kak
drugi vzorec, v katerem je primarno protitelo, damo v mikrotitrsko jamico, prekrito z
antigenom, in pustimo, da reagira z vezanim antigenom. Ko speremo nevezana protitelesa,
dolo¢imo vezana protitelesa z dodajanjem z encimom konjugiranega sekundarnega
antiizotipskega protitelesa (Ab2), ki se veze s primarnim protitelesom. Prosta Ab2 speremo

in dodamo substrat za encim. Obarvani produkt reakcije merimo v posebnem, v ta namen



pripravljenem spektrofotometru za merjenje v mikrotitrskih ploscicah, ki lahko izmeri
absorbanco 96 jamic v manj kot eni minuti. Indirektno ELISA so izbrali za ugotavljanje
serumskih protiteles proti cloveskemu virusu imunske pomanjkljivost (HIV), povzrocitelju
AIDS-a (2).

Antigene, ki imajo veC epitopov, lahko dolo¢imo kvantitativno s sendvi¢ ELISA. Pri tej
tehniki imobiliziramo v mikrotitrski jamici protitelo, ne antigena. Dodamo vzorec, ki
vsebuje antigen, in pustimo, da reagira z vezanimi protitelesi. Ko speremo jamico, dodamo
drugo z encimom vezano protitelo, specifi€no za drug epitop na antigenu, in pustimo, da
reagira z vezanim antigenom. S spiranjem nato odstranimo prosto drugo protitelo, dodamo

substrat in izmerimo obarvan produkt reakcije (2) (slika 3).

speramao

Z alntilgc:ljnni Dandamo specifidng Dodamo z encimom Dodamao substrat (S)
prekrita jamica, protitelo, konjugirano protitelo. in merimo barve,

Slika 3: Dolocevanje protiteles z indirektnimi ELISA (2).

Reagenti:

- mikrotitrska ploS¢ica z monoklonskimi protitelesi za IL-6 (murin)

- biotin-konjugat (anti-IL-6 monoklonsko protitelo)

- IL-6 standard, liofiliziran (prilagojen mednarodnim standardom (NBSB 88/514))
- streptavidin-HRP

- kontrola z nizko koncentracijo humanega IL-6

- kontrola z visoko koncentracijo humanega IL-6

- pufer za spiranje, 20x koncentrat (PBS z 1% Tween 20)

- pufer za analizo, 20x koncentrat (PBS z 1% Tween 20 in 10% BSA)
- raztopina substrata

- stop raztopina (1M fosforna kislina)

- barvila (Blue-Dye, Green-Dye, Red-Dye)



Pogoji shranjevanja:
Vsi reagenti razen kontrol se shranjujejo pri temperaturi 2-8°C. Takoj po konc¢ani analizi

jih je potrebno vrniti na prvotno temperaturo.

Materiali:

- 5 ml in 10 ml polnilne pipete

- 10 pl do 1,000 pl merilne mikropipete

-50 pl do 300 pl merilne mikropipete

- primerna aparatura (Personal LAB ADALTIS)

Aparatura:

-Personal LAB ADALTIS

Priprava reagentov:

1. Pufer za spiranje

Ce so v koncetratu za pripravo pufra za spiranje nastali kristali, jih je potrebno rahlo
segreti, dokler se popolnoma ne raztopijo.

Celotno vsebino koncentrata (50mL) zlijemo v 1000 mL posodo, nato z destilirano ali
deionizirano vodo dopolnimo do oznake. Pocasi premesamo, da se izognemo penjenju. pH
kon¢ne raztopine moramo uravnati na 7,4.

Vsebino prelijemo v Cisto steklenico in shranimo pri 2°-25°C. Tako pripravljen pufer za
spiranje je stabilen 30 dni. Pred uporabo ga razred¢imo glede na Stevilo mikrotitrskih

jamic.

Razpredelnica 3: Priprava pufra za spiranje.

Stevilo Koncentrat pufra za | Destilirana
mikrotitrskih jamic | spiranje (mL) voda (mL)
1-6 25 475
1-12 50 950




2. Pufer za analizo

Dobro zmeSamo vsebino koncentrata (PBS z 1% Tween 20 in 10% BSA) , SmL, nato jo
dodamo k 95 mL deionizirane vode in previdno zmeSamo, da se izognemo penjenju.
Shranimo pri 2-8°C najve¢ 30 dni. Pred uporabo ga razred¢imo glede na Stevilo

mikrotitrskih jamic.

Razpredelnica 4: Priprava pufra za analizo.

Stevilo Koncentrat pufra za | Destilirana
mikrotitrskih jamic | analizo (mL) voda (mL)
1-6 2,5 47,5
1-12 5,0 95,0

3. Priprava biotin-konjugata

Biotin-konjugat zmeSamo s pufrom za analizo glede na potrebe.

Razpredelnica 5: Priprava biotin konjugata.

Stevilo Biotin-konjugat Pufer za
mikrotitrskih jamic | (mL) analizo (mL)
1-6 0,03 2,97

1-12 0,06 5,94

4. Priprava streptavidin-HRP

Raztopino koncentrata razred¢imo v razmerju 1:200 glede na naslednjo razpredelnico.

Razpredelnica 6: Priprava streptavidin-HRP

Stevilo Streptavidin- Pufer za analizo
mikrotitrskih jamic | HRP (mL) (mL)

1-6 0,03 5,97

1-12 0,06 11,94

5. Priprava IL.-6 standarda

Standard pripravimo z dodatkom destilirane vode v skladu z navedeno koli¢ino na viali,

nato previdno zmeSamo, da zagotovimo popolno in homogeno raztapljanje.



6. Priprava kontrol

V vsako vialo z oznako IL-6 kontrola dodamo 300 pL destilirane vode in previdno
zmeSamo, da dobimo popolno in homogeno raztopino. Nato ravnamo s kontrolami enako

kot z vzorci za analizo.

Omejitve analize:

- delovni pogoji se lahko razlikujejo od analize do analize, zato moramo vsaki¢ narediti
novo standardno krivuljo
- na rezultat lahko vpliva bakterijska ali glivicna kontaminacija vzorcev ali reagentov, ali
navzkrizna kontaminacija med reagenti
- ves material, ki se uporablja pri analizi mora biti sterilen
- neprimerno oziroma nezadostno spiranje na katerikoli stopnji lahko pokaze lazno
pozitiven ali lazno negativen rezultat
- uporaba imunoterapije je moc¢no povecala Stevilo pacientov s protitelesi HAMA (Human
anti-mouse IgG antibody), ki lahko vplivajo na razpoloZljivost murinskih monoklonskih

protiteles in dajo laZzen pozitiven ali lazen negativen rezultat analize

Obcutljivost analizne metode:
Limita detekcije IL-6 je definirana kot koncentracija analita, katerega absorpcija je
signifikantno vecja kot absorpcija razredCene raztopine. Limita detekcije znasa 0,92

pg/mL, kar je povprec¢je meritev koncentracij Sestih neodvisnih analiz.

Ponovljivost metode

1. Znotraj analize:

Ponovljivost znotraj analize je bila ocenjena glede na dva neodvisna eksperimenta. Vsaka
analiza se je izvedla s Sestimi ponovitvami osmih vzorcev, ki so vsebovali razli¢no
koncentracijo IL-6. Podatki v razpredelnici 7 kazejo povpre¢no koncentracijo IL-6 in

koeficient variacije za vsak vzorec (celokupen koeficient variacije med analizo je 3,4%).

Razpredelnica 7: Povprecna koncentracija in keoficient variacije za vsak vzorec.

Pozitivni | Eksperiment | Koncentracija Koeficient
vzorec IL-6 (pg/mL) variacije (%)
1 1;2 40,7; 42,2 7,8; 1,6




2 ;2 40,1, 40,1 4,1;2,6
3 1;2 43,2; 41,7 1,1; 3,5
4 1;2 65,6; 65,4 2,3;4,6
5 ;2 47,2; 48,0 1,6; 2,1
6 1;2 34,1; 37,8 2,5;5,4
7 1;2 27,3; 35,2 0,2; 7,7
8 1;2 37,8; 42,6 4,1;2,4

2. Med analizami:

Ponovljivost med posameznimi analizami v enem laboratoriju so dolo¢ili na podlagi dveh
neodvisnih eksperimentov, katere so izvedle tri osebe. Vsako analizo je sestavljalo Sest
ponovitev osmih vzorcev z razli€nimi koncentracijami IL-6. Celokupen koeficient variacije

med posameznimi analizami je 5,2%.

Razpredelnica 8: Koncentracija IL-6 in koeficient variacije.

Vzorec | Koncentracija | Koeficient
IL-6 (pg/mL) | variacije (%)

1 41,5 2,6

2 40,1 0

3 42,5 4.4

4 65,5 0,2

5 47,6 1,2

6 35,9 7,3

7 31,3 17,8

8 40,2 8,4

Postopek analize:

- mikrotitrske jamice speremo s pufrom
- dodamo 50 pl pufra za analizo

- pripravimo standard in kontrolo

- dodamo 50 pl vzorca

- 50 ul biotin-konjugata

- inkubiramo 2 uri v stresalniku pri sobni temperaturi



- dodamo 100 pl streptavidin-HRP

- inkubiramo 1 uro v stresalniku pri sobni temperaturi
- dodamo 100 pl substrata

- inkubiramo 10 min

- dodamo 100 pl stop raztopine

- dolo¢imo absorbanco

Dolocanje feritina

Vzorec:

Za analizo se priporo¢a serumski vzorec. Stabilnost vzorca je pri temperaturi od 2°C do
8°C do 7 dni in pri temperaturi -20°C do 6 mesecev.

Princip metode:

Humani feritin reagira z antiferitinskimi protitelesi, s katerimi so prekriti lateks delci, kar
vodi do tvorbe netopnih agregatov. Imunski kompleksi razprSujejo svetlobo
proporcionalno glede na velikost, obliko in koncentracijo kompleksov. V pogojih presezka
protiteles povecana koli¢ina antigena povzroc¢i vecjo razprSenost. Turbidimetri merijo
zmanjSanje svetlobe zaradi refleksije, absorpcije ali razprSenosti.

Pri postopku z analizatorjem OLYMPUS se meri zmanjSanje intenzitete transmitirane
svetlobe (poveca se absorbanca) skozi suspendirane delce v raztopini kot rezultat
formiranja kompleksov med reakcijo antigen-protitelo. OLYMPUS feritin reagent je
suspenzija polistirenskih lateksovih delcev, ki so enotne velikosti in so prekriti z zaj¢jimi
poliklonalnimi anti-feritinskimi protitelesi. Ko se serum, ki vsebuje feritin, pomesa z
OLYMPUS feritin reagentom pride do aglutinacije, kar merimo spektrofotometricno na
analizatorju OLYMPUS.

Reagenti:

R1=Tris pufer (konc. 88mmol/l) in R2=latex delci prekriti z zaj¢jim antihuman feritinom,
konzervans.

R1 je pripravljen za takojSnjo uporabo. R2 raztopino je potrebno premesati (5-10-krat
obrnemo preden vstavimo v aparat in vsak dan pred zacetkom dela). Obstojnost
neuporabljenih reagentov je pri temperaturi od 2°C do 8°C dolocena z rokom uporabnosti.

Ze odprti reagenti, ki so Ze vstavljeni v analizatorju, so obstojni 30 dni.



Kalibracija:

OLYMPUS Ferritin calibrator ODR 3020 (kalibrator je umerjen na NIBSC standard
(WHO) 80/578 za feritin. Kalibriramo po potrebi (kalibracija velja najve¢ 14 dni) ali
OLYMPUS Serum Protein Multi-Calibrator ODR 3021. Kalibriramo najmanj v ¢asovnem
obdobju, ki ga priporoca proizvajalec, ob vsaki menjavi reagenta oziroma po potrebi.
Kontrola kakovosti:

Kontrola: Olympus control level 1 ODC 0003. Analiziramo pred zacetkom dela in po
koncanem delu oziroma po potrebi.

Olympus ITA Control Sera ODC 0014, ODC 0015, ODC 0016. Vsak laboratorij naj uvede
svojo frekvenco kontrole, ne glede na to dobra praksa predpisuje, da se kontrola izvaja
vsak dan, kadar se analizirajo vzorci in vsaki¢ kadar se izvaja kalibracija.

Izracun:

Analizator Olympus avtomati¢no izracuna koncentracijo feritina v vsakem vzorcu.
Referencni intervali:

Serum:novorojencki: 25-200pg/l; 6 mesecev do 15 let: 7-142pg/l; odrasli moski: 20-
300pg/1; odrasle Zenske: 10-120pg/1.

Pri¢akovane vrednosti lahko variirajo z leti, spolom, tipom vzorca, prehrano in geografsko
lokacijo, Vsak laboratorij naj potrdi prenosljivost pricakovanih vrednosti na svojo
populacijo, in ¢e jo potrebno naj doloci svoj referencni interval v skladu z dolocili dobre
laboratorijske prakse. Za diagnosti¢éne namene je potrebno rezultate oceniti v kombinaciji z
bolnikovo medicinsko zgodovino, klini¢nim pregledom in ostalimi preiskavami.
Obcutljivost metode:

Najnizja detektirana vrednost v serumu je 6,4 pg/l.

Motece snovi:

-lipemic¢ne snovi (motnja manj kot 10% do 400 ml/dl Intralipida)

-trigliceridi (motnja manj kot 10% do 1500 mg/dl trigliceridov)

-hemoliza (motnja manj kot 10% do 5g/1 hemoglobina)

-ikterus (motnja manj kot 5% do 40 mg/dl ali 684 umol/l bilirubina)

-revmatoidni faktor (motnja manj kot 5% do 500 IU/ml revmatoidnega faktorja)



Statisticna analiza

Pri analizi podatkov interlevkina-6 pred in po naporu ter feritina pred naporom in po njem
sem uporabila t test za odvisne vzorce. S t testom testiramo razlike med aritmeti¢énimi
sredinami dveh vzorcev, pri tem pa predpostavljamo, da sta varianci v populaciji enaki.
Pogoj je tudi, da je odvisna spremenljivka numeri¢na in porazdeljena (vsaj priblizno)
normalno. Obstajata dve vrsti t testa:

-t test za neodvisne vzorce

-t test za odvisne vzorce

V obeh primerih je pogoj, da so enote izbrane slucajno (vsaj ¢e zelimo rezultate posplositi
na celotno populacijo).

T test za odvisne vzorce:

-isti merjenci so testirani v zacetnem in konénem stanju

-za vsakega merjenca izraCunamo razliko med zac¢etnim in kon¢nim stanjem (di)
-izratunamo povpreéje (D) in standardno napako di(sD/NN)

-t= D/ (sDIN)

- rezultat primerjamo s kriti¢no vrednostjo in sprejmemo ali zavrnemo ni¢elno hipotezo
-pri tem tp—q. dgn2-2 pomeni kriticno vrednost porazdelitve za povrSino P pri df=n2-2
stopnjah prostosti in stopnji tveganja o

-Z o je oznacena stopnja tveganja, tj. Se sprejemljiva verjetnost, da bomo zavrnili ni¢elno
hipotezo, Ceprav je ta pravilna.

Za analizo podatkov IL-6 pred naporom in feritina pred naporom, ter IL-6 po naporu in

feritina po naporu sem uporabila analizo variance (ANOVA).



REZULTATI

Koncentracija IL-6 v krvi se je po naporu znacilno zvisala, srednja vrednost pred naporom
je bila 0,482 ng/L, po naporu pa 0,955ng/L (P<0,05) (slika 3, razpredelnica 9). Prav tako se
je med naporom zviSala koncentracija feritina, srednja vrednost pred naporom je bila 49,57
pg/L, po njem pa 64,428 pg/L (P<0,05) (slika 4). Z analizo variance nismo uspeli dokazati

znacilne povezave med koncentracijama IL-6 in feritina pred naporom (P>0,05) (slika 5,

graf 3), niti po naporu (P>0,05) (slika 6, graf 4).

Razpredelnica 9: Vrednosti IL-6 (ng/L) pred in po naporu ter vrednosti feritina (pug/L) pred

naporom in po njem.

Stevilka | IL-6 pred | IL-6 po feritin pred | feritin po
vzorca | (ng/L) (ng/L) | (ug/L) (mg/L)
1 0,036 1,106 121 135
2 0,362 0,454 30 29
3 0 1,668 80 101
4 0,874 0,734 37 41
5 0,686 1,014 34 45
6 0,084 0 76 121
7 0,268 1,622 49 63
8 0,734 1,2 40 57
9 0,686 1,06 46 66
10 0,362 0,594 23 24
11 1,014 1,2 39 59
12 0,268 1,434 23 32
13 1,106 0,548 48 61
14 0,268 0,734 48 68




t-Test: PairedTwo Sample for Means

Variable 1

Variable 2

Mean

Variance
Observations
Pearson Correlation
Hypothesized Mean
Difference

Df

t Stat

P(T<=t) one-tail

t Critical one-tall
P(T<=t) two-tail

t Critical two-tail

0,482
0,133
14
-0,107

0

13
-2,823
0,007
1,771
0,014
2,160

0,955
0,223
14

Slika 3: Izpis analize iz programa SPSS, parni t-test za vrednosti IL-6 pred in po naporu

t-Test: Paired Two Sample for Means

Variable Variable

1 2

Mean 49,571 64,428
Variance 703,341 1115,341
Observations 14 14
Pearson Correlation 0,955
Hypothesized Mean

Difference 0

Df 13

t Stat -4,941

P(T<=t) one-talil 0,000135

t Critical one-tail 1,771

P(T<=t) two-tail 0,00027

t Critical two-tail 2,160

Slika 4: Izpis analize iz programa SPSS, parni t-test za vrednosti feritina pred in po naporu
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SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0,503
R Square 0,253
Adjusted R
Square 0,190
Standard
Error 0,328
Observations 14
ANOVA
Significance
Df SS MS F F
Regression 1 0,437 0,437 4,059 0,067
Residual 12 1,292 0,108
Total 13 1,729
Standard P- Upper Lower Upper
Coefficients Error t Stat value Lower95%  95% 95,0% 95,0%




Intercept 0,825 0,191 4,31 0,001 0,408 1,242 0,408 1,242

X Variable 1 -0,007 0,003 2,015 0,067 -0,014 6E-04 -0,01 6E-04

Slika5: Izpis analize iz programa SPSS, ANOVA, primerjava vrednosti [L-6

in feritina pred naporom.
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Graf4: Graf prikazuje odnos med feritinom in IL-6 po

aktivnosti.

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0,955
R Square 0,912
Adjusted R
Square 0,905
Standard
Error 8,167
Observations 14
ANOVA
Significance
Df SS MS F F

Regression 1 8343 8343 125,08 1,06E-07



Residual 12 800,44 66,703

Total 13 9143,4
Standard P- Upper  Lower Upper
Coefficients Error tStat value Lower95% 95% 95,0% 95,0%
Intercept 0,699 4,885 0,143 0,889 -9,944 11,342 -9,94 11,342
X Variable 1 0,759 0,068 11,184 1E-07 0,611 0,906 0,611 0,906

Slika6: Izpis analize iz programa SPSS, ANOVA, primerjava vrednosti IL-6

in feritina po naporu.



RAZPRAVA

Tako kot ze nekaj raziskav, ki so se ukvarjale s povezavo med IL-6 in fizicnim naporom
(9, 10, 11, 12, 13, 14, 15), smo tudi mi dokazali, da se vrednosti IL-6 po naporu znacilno
povecajo (P=0,014), za 98%. Do tega naj bi prislo zaradi vec¢ razlogov. Najpomembnejsi je
verjetno ta, da IL-6 nastaja med kontrakcijo miSi¢nih vlaken in se nato izloca v krvni
obtok. Pri visoko intenzivni ekscentri¢ni vadbi pride do ultrastrukturnih poskodb misi¢nih
vlaken in akutnega protivnetnega odziva, kar vodi do edemov, infiltracije vnetnih celic in
zateklosti miSice. Raziskovalci, ki so se ukvarjali s povezavo med miSi¢énimi poSkodbami
in vrednostjo IL-6, so ugotovili, da trening zmanjsa zateklost miSic kot odziv na intenzivno
ekscentri¢no vadbo. Takojsen velik porast IL-6 po naporni vadbi je neodvisen od poskodb
misice, medtem ko se v sami miSici sprozijo regenerativni mehanizmi, ki vkljucujejo
invazijo makrofagov na mesto poskodbe in s tem tudi produkcijo IL-6. PoviSanje vrednosti
IL-6 v povezavi s poskodbami miSic je manj izrazito kot poviSanje zaradi kontrakcije
misi¢nih vlaken (24).

Kinetika odziva IL-6 se razlikuje glede na vrsto napora. Koncentricna miSi¢na kontrakcija
izzove drugacen odziv kot ekscentri€en napor, pri katerem pride do misi¢nih poskodb (9).
Pri koncentri¢nem naporu je povisanje vrednosti IL-6 povezano s trajanjem napora, med
njima naj bi obstajala celo logaritmi¢na povezava (24). Vrednosti IL-6 po takSnem naporu
padajo in dosezejo zaCetne vrednosti pred naporom ze v nekaj urah. Drugace pa je pri
ekscentri¢nem naporu, kjer vrednosti IL-6 v plazmi po naporu le rahlo naras¢ajo, vrh pa
dosezejo kasneje (24). Po ekcentricni vadbi naj bi vrednosti IL-6 dosegle najvisjo
koncentracijo po 2h urah po naporu, povisale naj bi se tudi za ve¢ kot 4-krat (9).
Bruunsgaard in sod. so dokazali, da vrednosti IL-6 po ekscentricnem naporu ostanejo
poviSane Se najmanj en teden, preden se vrnejo na normalno vrednost. Njihove raziskave
so temeljile na netreniranih osebah, ki pred testom niso bile posebno aktivne. V naSem
primeru smo testirali profesionalne Sportnike, ki imajo organizem prilagojen na vsakdanji
napor.

Reden trening povisa glikogenske zaloge, ki bistveno vplivajo na koncentracijo IL-6 (10,
11). Dokazano je, da nizke vrednosti glikogena v skeletni miSici inducirajo transkripcijo

gena za [L-6. C.P.Fisher in sod. (11) so postavili hipotezo, da ¢e upostevamo dejstvo, da je



ekspresija gena za IL-6 povecana ob manj$i vrednosti miSi¢nega glikogena pred vadbo, in
¢e sprosceni IL-6 poveca lipolizo, potem redna vzdrzljivostna vadba, ki zveca glikogenske
zaloge in poveca aktivnost mitohondrijskih encimov, vodi k manj izraZenemu povecanju
IL-6 mRNA v delujo¢i miSici. Merili so vrednosti IL-6 mRNA v skeletni miSici v

mirovanju in kot odgovor na akutni napor pred in po 10 tednih vzdrzljivostnega treninga
(11) (graf 1).
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Grafl: Koncentracija IL-6 pred, takoj po (po treh urah) in dve uri po kon¢anem testu (po
petih urah), test merjenja moci iztegovalk spodnjih okoncin. Prazni stolpci prikazujejo

vrednosti pred 10 dnevnim intenzivnim treningom, polni pa po njem (11).

Ugotovili so, da redna telesna vadba uravnava ekspresijo gena za IL-6 v skeletni miSici in
dokazali, da se po 10-dnevnem vzdrzljivostnem treningu odgovor IL-6 mRNA na vadbo
znatno zmanjSa. S treningom se je povecala koncentracija miSi¢nega glikogena v
mirovanju, vendar je njena vrednost takoj po aktivnosti (po 2 urah) zopet padla. C.P.Fisher
in sod. so zakljucili, da je koncentracija glikogena v skeletni miSici pred telesno
aktivnostjo kljuénega pomena za ekspresijo IL-6 mRNA (14). IL-6 je tako lahko pokazatelj
nizke koncentracije glikogena v skeletni misici med telesnim naporom (10).

Dejstvo, da se IL-6 sprosti ze 10 min po vadbi, kaze na to, da je vrednost IL-6 odvisna od
glikogenskih zalog v miSici, ne pa od njegove sposobnosti za transkripcijo gena, ki se
inducira z naporom. Torej sledi, da je naras¢anje vrednosti IL-6 med naporom odvisno od
glikogenskih zalog v miSici pred aktivnostjo. Pri veslacih so se vrednosti IL-6 povecale za
skoraj 2-krat. To je tudi posledica vzoréenja takoj po testu (5 min po naporu), ko v telesu
Se vedno potekajo vnetne reakcije, vrednosti IL-6 pa nara$¢ajo. Ce bi vzorce jemali eno uro

kasneje, bi bile vrednosti verjetno $e precej visje.



H konc¢ni vrednosti povisanega IL-6 doprinese tudi dejstvo, da med visoko intenzivnim
naporom pride do hemokoncentracije, ko se teko€ine v telesu prerazporedijo. Vecja
koli¢ina vode se skoncentrira v miSici, kar tudi pripomore k njenem zatekanju.

Dokazali smo tudi, da se med naporom znacilno povecajo vrednosti feritina v serumu
(P<0,05). Med naporom je verjetno prislo do mikroposSkodb v miSi¢nih vlaknih, zaradi
Cesar se sprostijo Zelezovi ioni. ZviSanje vrednosti feritina bi bila lahko posledica tudi
akutnega vnetja, ki se razvije med samim naporom.

Vrednost serumskega feritina je neposredno povezana z zalogami Zelezovih ionov v telesu.
Kakrsnokoli kroni¢no vnetje poveca vrednosti feritina, lahko se zviSa tudi po treningu
zaradi hemokoncentracije, ali pa zaradi napora samega, ki povzroc¢i akutno vnetje in lahko
traja 2 do 3 dni. Na nizko vrednost feritina ne vpliva samo pomanjkanje Zelezovih ionov.
Pri treningu se na primer poveca volumen plazme, kar zniza koncentracijo. Drug primer je
mocna hemoliza, kjer je presezena zmogljivost hepatocitov. Le-ti spros¢ajo hem pocasneje,
kot je potrebno in zato je manj Zelezovih ionov na razpolago. Vse to pa povzroCi nizje
vrednosti feritina (18).

Kar nekaj raziskav se je ukvarjalo z vpraSanjem, ali lahko na fizi¢ni napor vpliva Ze samo
pomanjkanje Zeleza, brez spremljajo¢e anemije (19). Do poslabsanja rezultatov fizi¢nega
napora naj bi priSlo zaradi pomanjkanja koli€ine in aktivnosti encimov, odvisnih od
mioglobina in Zeleza. Najpomembne;jsi klini¢ni znaki so pospeSeno nastajanje in kopicenje
ionov mocno zniza in pride do anemije, pa to privede do sprememb pri fizi¢ni aktivnosti.
ZmanjSa se tako dostava kisika, kot odstranjevanje ogljikovega dioksida v tkivih. Manjsi
dovod kisika se zato uravnava z vecjim delovanjem srca, ki mora precrpati vecjo koli¢ino
krvi. Vse te spremembe so izrazene le med naporom. Opazni znaki so poviSan sréni utrip,
povecano izlo¢anje mlec¢ne kisline in daljsi ¢as okrevanja. Dokazano je, da obstaja tesna
povezava med krvno vrednostjo hemoglobina in fizicno sposobnostjo. Infuzija s

hemoglobinom naj bi znantno izboljsala fizi¢no aktivnost (19).

Odnosa med feritinom in interlevkinom nam ni uspelo dokazati, verjetno bi s pomocjo
hepcidina lazje razlozili povezavo. IL-6 uravnava hipoferemijo, ki je posledica vnetja, z
indukecijo sinteze hormona hepcidina, ki uravnava stanje zeleza v krvi. Izlocanje hepcidina
iz jeter je indirektno uravnavano tako z vnetjem kot s koli¢ino Zelezovih ionov v telesu. Pri

infekciji patogeni delujejo na imunski sistem, predvsem na makrofage, ki zacnejo izlocati



citokin IL-6, le-ta pa spodbudi podvajanje mRNA hepcidina v hepatocitih. Sposobnost
hepcidina, da preko zaviranja absorpcije zelezovih ionov zmanjS$a nastajanje eritrocitov,
vodi v anemijo. Nemeth in sod. so dokazali 100-kratno povecanje koncentracije hepcidina
v urinu pri pacientih z vnetno anemijo, kot posledico kroni¢ne infekcije (22). Manjse
povecanje v koncentraciji hepcidina so opazili pri pacientih z manj resnim vnetnim
stanjem. Stokrat se je povecala tudi njegova koncentracija v primeru presezka Zelezovih
ionov, e so osebe prejele transfuzijo (npr. pri mielodisplaziji) (22).

Izlocanje hepcidina je v tesni povezavi s koncentracijo transferina, tudi ta se namre¢
poveca ob vnetju ali povecani koncentraciji Zelezovih ionov.

Na presnovo Zzelezovih ionov vplivata tudi anemija in hipoksija. Ta dva stimulusa
zmanj$ata izlo¢anje hepcidina in s tem inhibitorni ucinek na absorpcijo Zelezovih ionov in
njihovo sproscanje iz makrofagov, tako da lahko pride do kompenzatorne eritropoeze (22).
Pomembna je ugotovitev, da je mo¢nejsi ucinek pri zaviranju izlo¢anja hepcidina, ki ga
sprozi anemija, kot ucinek pri stimulaciji hepcidina, ki nastane zaradi povecCane
koncentracije Zelezovih ionov. S to hierarhijo procesov bi lahko razlozili, zakaj se ob
presezku Zelezovih ionov pogosto razvijejo dolocene hemoliticne motnje (22).

Mehanizem po katerem povecana koncentracija Zelezovih ionov pri misih sprozi povecanje
mRNA hepcidina v jetrih in pri ¢loveku povzroc¢i zvecano izloCanje hepcidina z urinom, Se
ni pojasnjen (22). Neposredna izpostavljenost humanih hepatocitov zelezovim ionom ali
transferinu nasi¢enem z zelezovimi ioni, ni izzvala poviSanja mRNA hepcidina, zelezovi
ioni so jo celo zavrli. Iz tega se sklepa, da so za odziv na zelezove ione potrebne druge
celice. Makrofagi med infekcijo sproScajo IL-6, ki inducira izloCanje hepcidina, za
sporazumevanje med celicami v jetrih pa naj bi sodelovale tudi Kupfferjeve in sinusoidne
celice (22).

E. Nemeth in sod. so pri preucevanju humane kulture hepatocitov dokazali, da hepcidin
inducira IL-6, ne pa IL-1 ali TNFa. To naj bi bila posledica odziva druge faze akutnega
vnetja. Ugotovili so tudi, da je IL-6 potreben za indukcijo hepcidina in hipoferemijo, ki se
razvije med vnetjem (21).

V nasem primeru z analizo variance nismo uspeli dokazati povezave med IL-6 in feritinom
pred zacetkom testiranja (P>0,05), niti po kon¢anem testu (P>0,05). Dokazali pa smo, da
sta se obe koli¢ini po naporu znacilno povecali.

Velik delez tkiva pri ljudeh predstavljajo miSice, ki lahko med aktivnostjo povecajo

stopnjo metabolizma tudi do 100-krat. Pri napornem kolesarjenju se povecajo zahteve po



cirkulaciji, minutni volumen srca se poveca tudi na 20-40L/min. P. Andersen in sod. so
preucevali, kako se spremeni pretok krvi v skeletni miSici med naporom. Ugotovili so, da
se poveca linearno z vlozenim delom na povprecno 2,5L/minkg (25); obicajen pretok krvi
pred naporom je bil 0,6 — 1,0 L/minkg. Pretok se preusmeri predvsem na aktivne miSice,
srce in pljuca, medtem ko se v prebavilih in ledvicah pretok krvi zmanjsa.

Prerazporedijo se tudi volumni telesnih tekoc¢in. R.J. Marshal in J.T. Shepherd sta se
ukvarjala s spremembami v osrednjem krvnem obtoku med naporom. Merila sta centralni
krvni volumen (CKV) v mirovanju, po treh minutah napora (obremenitev ekstenzorja
noge), zopet mirovanju in nato po treh minutah napora. Vzorce sta vzela iz desne radialne
arterije. CKV v mirovanju je bil priblizno 1500ml/m” med prvo obremenitvijo 2000ml/m?
in med drugim naporom 1100ml/m* 400 ml manj kot na zaetku. Skoraj neverjetno je, da
bi zmanjSanje perifernega krvnega tlaka spremenilo volumen krvi v srcu in pljucih, zato je
to znizanje volumna krvi za 900ml posledica spremembe v arterijski komponenti volumna.
Med prvim naporom se je pritok krvi v spodnjo polovico telesa povecal. Kri se je
preusmerila iz notranjih organov v aktivne miSice. Volumen krvi se je za¢asno povecal. V
miSicah se je povecala metabolna presnova tkiva in zahteve po kisiku, verjetno je prislo
tudi do akutnega vnetja. Arteriole so se razsirile in povecala se je njihova prepustnost.
Posledi¢no se je zmanjsal celotni volumen krvi (26).

Dejstvo, kako se spremenijo telesne tekoCine med naporom, je zelo pomembno pri
interpretaciji rezultatov, saj moramo upostevati vi§je vrednosti zaradi skoncentriranja krvi.
Vrednost feritina se je povisala za 30%, medtem ko se je vrednost interlevkina-6 dvignila
kar za 98%. Pri feritinu gre verjetno vecji deleZ zviSanja na racun hemokoncentracije,

medtem ko je pri IL-6 v ospredju prizadetost oziroma aktivnost tkiva.



SKLEP

V diplomski nalogi smo dokazali, da pride med intenzivnim naporom do velikih sprememb
v koncentraciji vnetnega mediatorja interlevkina-6; z zaCetne vrednosti 0,48ng/L, je narasla
na 0,95ng/L. To dokazuje, da v aktivnih miSicah med naporom zaradi razli¢nih dejavnikov
pospeseno nastaja interlevkin-6, ki se nato spros¢a v krvni obtok. Potrdili smo tudi
poviSanje koncentracije feritina po naporu, iz vrednosti 49,57ug/L se je dvignila na
64,42pg/L. Pri obeh parametrih smo dokazali, da se med aktivnostjo prerazporedijo telesne
tekocine, ki povzroc¢ijo hemokoncentracijo.

Zal nam ni uspelo dokazati povezave med interlevkinom-6 in feritinom, niti pred niti po
naporu. Verjetno bi imeli ve¢ moznosti, ¢e bi dokazovali tudi prisotnost hormona

hepcidina, ki predstavlja vmesno povezavo med feritinom in interlevkinom-6.
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