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KASUTATUD LUHENDID

ADP (adenosine diphosphate) — adenosiindifosfaat

ALU — kordus-DNA-jdrjestus, mis sisaldab restriktaas Alu saiti

AMP (adenosine monophosphate) — adenosiinmonofosfaat

ANT (anaerobic threshold) — anaeroobne ldvi

ATP (adenosine triphosphate) — adenosiintrifosfaat

Ca?* - kaltsiumioon

cf-DNA (cell-free DNA) — rakuvaba DNA

cf-mtDNA (cell-free mitochondrial DNA) — mitokondriaalne rakuvaba DNA
cf-nDNA (cell-free nuclear DNA) — tuuma rakuvaba DNA

CK (creatine kinase) — kreatiinkinaas

CRP (C-reactive protein) — siisinikreaktiivne proteiin

DNA — desoksiiribonukleiinhape

DNaas — iiksikahelalist DNA’d lagundav ensiiiim

HMGB1 (high mobility group box 1) — proteiin

IL-6 (interleukin 6) — tsiitokiin

K" — kaaliumioon

KM — kordusmaksimum

L1PA2 — genoomjérjestus

Na® — naatriumioon

Na'/K" ATPaas — rakumembraani transporter

nDNA (nuclear DNA) — rakutuuma DNA

NET (neutrophil extracellular traps) — neutrofiili ekstratsellulaarsed 1oksud
nm — nanomeeter

PCI (phenol-chloroform isolation) — cf-DNA mddtmise meetod

PCR (polymerase chain reaction) — poliimeraasi ahelreaktsioon

QIA — cf-DNA mootmise meetod

gPCR (quantitative polymerase chain reaction) — kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon
ROS (reactive oxygen species) — reaktiivsed hapnikuiithendid

UA (urid acid)— uurea

VO3max — maksimaalne hapnikutarbimine



SISSEJUHATUS

Kéesoleva uurimisteema bakalaureusetdd kirjutamiseks valisin seepdrast, et ma olen juba
viiksest peale olnud spordihuviline ning eelmisel dppeaastal geenitehnoloogiat kdrvalerialana
oppides kuulsin véga tildiselt rakuvaba DNA-st (cell free DNA ehk cf-DNA). Teema hakkas
mind huvitama ning parimaks véljundiks selle uurimisele ndgin 16put66 kirjutamist antud
valdkonnas. cf-DNA on varasemalt peamist kajastust leidnud meditsiinis, millest jark-jargult
on vastavad teadmised leidnud tee sporditeadustesse. Eelnevast lahtuvalt on teadusuuringud
cf-DNA rollist treeningkoormuse markerina tagasihoidlikud, kuid samas paljulubavad.

Bakalaureusetd0s annan iilevaate seni teaduslikult tdestatud seostest cf-DNA ja spordi vahel.

Cf-DNA on kaheahelaline vereplasmas vdi —seerumis asuv DNA fragment, mis on rakust
viljunud raku vigastuse voi surma korral (Breitbach et al., 2012). Suurimaks véljakutseks
antud teema puhul on hetkel kiisimus, millest ja kuidas cf-DNA tekib, sest tema
kontsentratsiooni tase veres suureneb vidga jarsult kehalise koormuse tottu ning kaitub
sarnaselt laktaadi kontsentratsioonile. Uuringute pohjal on ebatdendoline, et Cf-DNA
vabastamine akuutsete harjutuste korral toimub tiiiipilise raku nekroosi ja apoptoosi puhul.
Hiljuti Kirjeldati DNA vabastamise mehhanism NEToos, mis on patogeeni(de) poolt
indutseeritud raku surm. Just kroonilised haigused ning jérjepidevad korge intensiivsusega
vastupidavustreeningud kutsuvad organismis esile kroonilise pdletiku ning pdhjustavad

piisivat cf-DNA kontsentratsiooni tousu (Breitbach et al., 2012).

On arvatud, et kdrgem cf-DNA tase vOib olla iiletreeningu siindroomi markeriks ning
potentsiaalselt seotud immuunsiisteemi muutustega, mis on tingitud kehalisest koormusest,
kuid hetkel ei ole veel koik seda kinnitanud. Seega on cf-DNA olulisus iiletreeningu,
sooritustaseme ja fliisilise kurnatuse taseme suhtes ebaselge. Spordimeditsiini uuring
keskendub treeningute pohjal akuutsele cf-DNA kontsentratsiooni tdusule. Podletikulised
reaktsioonid organismis ei ole ainult seotud haigustega, vaid viitavad ka fiiiisilisele
kurnatusele. On teada, et korge kehaline aktiivsus on seotud oksiidatiivse stressiga ehk
leukotsiiiitide poletikuliste vastuste, mehaanilise ja metaboolse lihaskahjustuse ja DNA
kahjustusega ning see pohjustab cf-DNA kontsentratsiooni tousu (Breitbach et al., 2012).
Praeguseks labiviidud uuringute (lisa 1; lisa 2) pdhjal on teada, et cf-DNA tase suureneb
jarsult kehalise koormuse tottu, kuid pole teada tema vabastamise mehhanismid ning kindlad

seosed iiletreeningu, sooritustaseme ja flilisilise kurnatusega.

Marksonad: rakuvaba DNA (cf-DNA), kehaline koormus, cf-DNA vabastamise mehhanismid

Keywords: cell free DNA (cf-DNA), physical exercise, cf-DNA release mechanisms
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1. MIS ON cf-DNA?

Cf-DNA on kaheahelaline vereplasmas v&i —seerumis leitav DNA fragment, mis on rakust
véljunud arvatavalt raku vigastuse v3i surma korral. Viike osa cf-DNA’st esineb vereringes
mononukleosoomidena (Breitbach et al., 2012). Kdaige efektiivsem on cf-DNA

kontsentratsiooni méérata venoosse ja/voi kapillaarse vere plasmast (Albus et al., 2015).

Mitmed uuringud (Leon et al., 1977; Margraf et al., 2008) on seostanud cf-DNA
kontsentratsiooni kui potentsiaalset biomarkerit haiguslike seisundite diagnoosimises. cf-
DNA kontsentratsiooni muutusi on peetud oluliseks erinevate patoloogiliste seisundite korral,
nagu vihktoved, autoimmuunhaigused, trauma, sepsis, insult ja miiokardinaalne infarkt
(Breitbach et al., 2012; Swarup & Rajeswari 2007). Need haigused on osaliselt seotud
pdletikega, mis tostavad cf-DNA taset (Haller et al., 2016).

Lisaks patofiisioloogiale erinevates kliinilise meditsiini valdkondades on cf-DNA
kontsentratsiooni uurimismudelit hakatud itha rohkem rakendama ka spordifiisioloogias
(Breitbach et al., 2012). Venoosse vere plasmast méaidratud cf-DNA kontsentratsioon
peegeldab erinevaid kliinilisi parameetreid nii patoloogiliste haiguste korral kui ka tervetel
indiviididel. Seda niditavad korrelatsioonid erinevate valitud parameetritega nagu
kehamassiindeks, uurea, suure tundlikkusega C-reaktiivne valk (CRP), maksa ensiiiim
glutamiinhape oksaloatsetaadi transaminaas (Albus et al., 2015). Korgenenud cf-DNA tase
voib olla iletreeningu siindroomi tunnuseks ning seotud kehalisest koormusest tingitud
immuunsiisteemi seisundi muutustega (Breitbach et al., 2014). Tugevad ja kurnavad
treeningud kutsuvad esile cf-DNA taseme tousu ning see on seostatud treeningu tagajirjel
tekkivate poletikega (Tug et al., 2016). Mitmed eelnevad uuringud (Atamaniuk et al., 2004;
Atamaniuk et al., 2008; Beiter et al., 2011) on leidnud olulise cf-DNA kontsentratsiooni tdusu
koheselt peale treeningu 1dpetamist, poordudes tagasi algtasemele 2 h jooksul, mis viitavad
kiirele cf-DNA eemaldamisele (Tug et al., 2016).



2. cf-DNA MARKERINA SPORDIFUSIOLOOGIAS

Akuutne ja krooniline kehaline koormus korreleerub positiivselt cf-DNA kontsentratsiooniga
(joonis 1) (Breitbach et al., 2012). Mitmed uuringud on nididanud cf-DNA taseme tdusu
vastupidavusaladel (Atamaniuk et al., 2004; Atamaniuk et al., 2008; Beiter et al., 2011,
Velders et al., 2014) ja joualadel (Atamaniuk et al., 2010). Tehtud uuringud (lisa 1; lisa 2) on
seostanud cf-DNA erinevate fiisioloogiliste parameetritega. Atamaniuk et al. (2004)
poolmaratoni ja Atamaniuk et al. (2008) 6 h ultramaratoni uuringutes leiti cf-DNA, vere
miioglobiini ja uurea kontsentratsioonide tdusud. Molemas uuringus mairgiti pohjuseks
oksiidatiivsest stressist tulenenud rakulised, molekulaarsed ja koelised kahjustused.
Poolmaratoni uuringus langes cf-DNA kontsentratsioon algtasemele 2 h jooksul peale jooksu
16petamist, 6 h ultramaratoni uuringus aga 24 h jooksul peale jooksu ldpetamist. Erinevus
tulenes sellest, et ultramaraton tekitas suuremat kehalist stressi. Energeetilisest stressist ja
treeninguga esile kutsutud rakukahjustustest pdhjustatud cf-DNA kontsentratsiooni tous leiti
ka Atamaniuk et al. (2010) joutdstmise harjutuste korral. Energeetiliste protsesside ning
hiipoksiliste ja membraani kahjustuste madramiseks kasutati oksiipuriine hiipoksantiin ja
ksantiin. Cf-DNA kontsentratsioon langes algtasemele 2 h jooksul peale joutreeningu

10petamist.
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Joonis 1. cf-DNA kontsentratsiooni muutus enne, koheselt peale jalgrattatesti ja peale 90 min taastumist. (Tug
etal., 2016 jérgi).

Mitmetes uuringutes on cf-DNA kontsentratsiooni tdusu seostatud laktaadi kontsentratsiooni
tousuga. Haller et al. (2016) uuringus 13 tervisesportlasega nididati cf-DNA ja laktaadi
kontsentratsioonide tdusu efekti sama absoluutse treeningintensiivsuse, aga erineva aeroobse

mahuga testide korral. Tousva koormusega testi tulemusena leiti cf-DNA ja laktaadi
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kontsentratsioonide tdusu sarnane kineetika, mis on kooskdlas eelnevate uuringutega.
Aeroobse vastupidavusjooksu tulemusena leiti aga cf-DNA ja laktaadi kontsentratsioonide
erinev kineetika. Beiter et al. (2011) poolt vélja pakutud hapniku- ja laktaadi mehhanism voib
selgitada cf-DNA kontsentratsiooni muutusi erinevate treeningute korral, kui laktaadi
kontsentratsioon, stressihormoonide tase voOi keha siivatemperatuur tousevad jark-jargult
(joonis 2) (Breitbach et al., 2012). Hapniku- ja laktaadi mehhanism ei suuda aga selgitada cf-
DNA tdusu madala kuni mddduka intensiivsusega aeroobsel t66l, kus cf-DNA vabastamine

tundub olevat laktaadi kuhjumisest eraldiseisev siisteem (Haller et al., 2016).
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Joonis 2. cf-DNA (illemine) ja laktaadi (alumine) kineetikad kurnatuseni kestva jooksulinditesti ajal
(pidevjoon) ja selle jargselt (punktiirjoon). (Beiter et al., 2011 jargi).

Beiter et al. (2011) uuringus nididati cf-DNA, laktaadi ja HMGBI1 kontsentratsioonide tdusu
koheselt peale kurnatuseni kestvat jooksutesti. Uuringu tulemusena leiti koigi kolme produkti
sarnane kuhjumine. Lisaks tehti oluline avastus, et cf-DNA kontsentratsiooni oluline tous
algas 70% AnT-st ning see tousis tugevalt vaid 3-6 min viltel 15 min pérast treeningu algust.
Pohjusena margiti akuutsest stressist tulenev genoomse cf-DNA kuhjumine, mil

hapnikuvaegusest ja hiiperlakteemiast tulenevalt toodetakse reaktiivseid hapnikuiihendeid



(ROS) ning algatatakse kaspaassoltumatu tee neutrofiilides, mis viib nende genoomse DNA

vabastamiseni neutrofiilide ekstratsellulaarsete 10ksude (NET de) kaudu.

Cf-DNA kontsentratsiooni tous on seostatud DNaasi aktiivsuse kohanemisega Velders et al.
(2014) wuuringus, kus 10 voistlussportlast tegi kurnatuseni kestva sdudeergomeetri testi.
PShjusena margiti, et akuutne treening voib olla mittefarmakoloogiline stiimul, mis mdjutab

DNaasi aktiivsust.

On arvatud, et cf-DNA kontsentratsiooni tous vdib olla seotud iiletreeningu siindroomiga.
Fatouros et al. (2006) ja Fatouros et al. (2010) jooksutestide uuringutes néidati cf-DNA
kontsentratsiooni tdusu jooksu ajal ja selle langemist algtasemele 1 h jooksul peale testi
10petamist. Lisaks ndidati CRP, kreatiinkinaasi (CK) ja kusihappe (UA) kontsentratsioonide
tihtlast tdusu 24 h jooksul peale teste, mis nditavad iiletreeningu tingimustega kaasnevat
kehalist kroonilist stressi. Uuringu tulemustena margiti cf-DNA vabastamismehhanism, mis
on erinev pdletikulikulistest markeritest nagu leukotsiilitide oksiidatiivne 1dhkemine,
leukotsiititide voi lihasrakkude apoptoos. Leiti, et cf-DNA voib olla pdletike ja iiletreeningu
marker, kuid kédesolevaks hetkeks on teadmised cf-DNA kuhjumisest akuutse voi kroonilise

treeningkoormuse korral ebapiisavad.

Beiter et al. (2011) uuringus kasutati cf-DNA kontsentratsiooni tdusu maaramiseks 10x1000
m intervalljooksu. Uuringus osales 53 tervisesportlast ning selle tulemusena ei leitud cf-DNA

kontsentratsioonti statistilist korrelatsiooni soo, vanuse voi kehamassiindeksiga.



3. cf-DNA MOOTMINE

Seoses erinevate kehalise aktiivsuse uuringutega méaratakse cf-DNA venoosse ja/voi
kapillaarse vere plasmast enne kehalist koormust, koheselt koormuse jargselt ning kuni 24 h
taastumisperioodi valtel. Cf-DNA analiiiisi kapillaarse vere plasmast saab kasutada vdhem
invasiivse meetodina, mis sobib naiteks korduvate vereproovide vitmisel lithikese ajaperioodi
viltel. Kapillaarse vere plasmast méaratud vaartused on tihedas korrelatsioonis venoosse vere
plasmast méadratud cf-DNA tasemega, kuid korreleerub vaid osaliselt metaboolsete ja
immunoloogiliste parameetrite ning maksa ensiiiimi vaértustega. Lisaks on voimalik cf-DNA
kontsentratsiooni médrata venoosse vere seerumist, kuid seda mojutavad tugevalt vere

nditajad (Albus et al., 2015).

Cf-DNA tase madratakse kvantitatiivse reaalaja poliimeraasi ahelreaktsiooniga (qQPCRga).
Oma pdritolu jargi jaguneb cf-DNA tuuma DNA’ks (nDNA) ja mitokondriaalseks DNA’ks
(mtDNA). Uuringutes maératakse aga iildist cf-DNA taset (Beiter et al., 2011). Vereproovid
tsentrifuugitakse alguses 2 min jooksul 4 °C ja 1600 g juures ning seejédrel 5 min jooksul 4 °C
ja 16000 g juures, et eemaldada plasmast rakujdanused. Allesjadnud plasma lahjendatakse
veega suhtes 1:40, et vdhendada vdimalikke inhibiitoreid. 2.2 pl lahjendatud proovist
segatakse 14.3 pl master- ja praimerseguga, et analiiisida kolmekordselt 5 pl igast proovist
384-kaevuga-plaadil. cf-nDNA méddramine pdhineb mittekodeeriva pika vahelduva
tuumaelemendi (LINE) L1PA2 90 aluspaari jirjestuse voimendumisel, kasutades praimereid.
gPCR protokoll sisaldab esialgset denaturatsiooni 2 min jooksul 98 °C juures, millele jargneb
35 tsiiklit sulatamist 10 sek kaupa 94 °C juures, 160mutamine (jahutamine parast kuumutamist
sisepingete kaotamiseks) 40 sek 64 °C juures ja lisaks 10 sek 75 °C juures (Haller et al.,
2016). Seejarel kiilmutatakse cf-DNA koheselt -20 °C juures. Cf-DNA virvitakse Vistra
Green virviga ja moddetakse selle kogust plasmas LightCycler reaalaja PCR siisteemiga

(Roche) fluorestseeruva signaali tuvastamise kaudu (Atamaniuk et al., 2004).

Uks meetod cf-DNA mddtmist piiravate aspektide iiletamiseks on cf-DNA koguse méiramine
otse plasmas vOi seerumis (Schwarzenbach et al., 2011). Selleks on cf-DNA mdotmise
meetod ilma eelneva DNA eraldamiseta (Umetani et al., 2006). Enne qPCR mddtmist
toodeldakse plasma voi seerumi proove puhvris ja proteaas K-ga, et eemaldada proteiinid.
Cf-DNA absoluutset mooOtmist teostatab kahekordse pikkusega ALU jérjestuste
amplifikatsioon (koopiaarvu tous) (Deligezer et al., 2008; Feng et al., 2013).



Kuna cf-DNA on keeruline molekul kvalitatiivse informatsiooniga nagu DNA jirjestus ja
fragmendi pikkus, mis on seotud erinevate aspektidega, siis on oluline tdlgendada, mdista ja
vorrelda cf-DNA md&otmise tehnikaid spordiga seotud kontekstides. Breitbach et al. 2014
uuringus analiiiisiti erinevusi praimerpaaride puhul, mida kasutati viikeste ja suurte
fragmentide juures otse, QIA ja PCI meetodite korral ning leiti, et cf-DNA tulemused erinesid

erinevate meetodite kasutamisel oluliselt.
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4. cf-DNA TEKKIMINE

Cf-DNA’d leidub organismis kogu aeg madalal kontsentratsioonil (Breitbach et al., 2012).
Tdusnud cf-DNA kontsentratsiooni on pikka aega seostatud erinevate akuutsete ja krooniliste
poletikuliste seisunditega (Swarup & Rajeswari, 2007). Hoolimata viimaste kiimnendite
jooksul tehtud intensiivsetest cf-DNA uuringutest, ei ole joutud konsensusele cf-DNA

péritolus, vabastamise mehhanismides ja bioloogilises tdhtsuses (Swarup & Rajeswari, 2007).

Ringleva DNA mootmist on kasutatud néditeks traumaga patsientide ravijargses
monitooringus. On leitud, et traumaga patsientidel on ringleva plasma DNA kontsentratsioon
perifeerses veres oluliselt tdusnud 15 min kuni 3 h jooksul peale suurt kehalist vigastust
(Rainer et al., 2001). Sarnane néitaja on leitud ka erinevate akuutsete ja krooniliste

treeningute korral (lisa 1; lisa 2).

Cf-DNA on kvalitatiivset laadi, kuna aitab kirjeldada erinevaid haigusi, koe ja rakuspetsiifilisi
DNA jérjestusi ning epigeneetilisi modifikatsioone. Kirjeldavad uuringud, mis proovivad
vastata cf-DNA tekkimise kiisimustele kliiniliste seisunditega seoses, on limiteeritud iihe
suure takistusega: cf-DNA vabastamise monitooring ei ole vdimalik haiguse avaldumise
alguses, vaid cf-DNA kontsentratsiooni saab méaédrata peale seda, kui kliinilised siimptomid on
juba avaldunud. Haiguse ilmnemisel esinevad cf-DNA kontsentratsioonide erinevused
indiviidide vahel, mille tottu on usaldusvéirsete statistiliste tulemuste jaoks vaja suurt arvu
uuringus osalejaid ja kontrollgruppe. Kehaline aktiivsus annab unikaalse voimaluse mdjutada
tahtlikult cf-DNA kontsentratsiooni tdusu organismis. Lisaks voimaldab see hinnata cf-DNA
kontsentratsiooni tdusu intraindividuaalseid erinevusi erinevatel acgadel voetud vereproovide

kaudu (Beiter et al., 2011).

On leitud, et pingutust ndudev treening kutsub esile kohese ja modduva ringleva cf-DNA
kontsentratsiooni tdusu vereplasmas ja -seerumis (Atamaniuk et al., 2004; Beiter et al., 2011;
Fatouros et al., 2010). Juba madal aeroobne treening stimuleerib kaasasiindinud
immuunsiisteemi aktivatsiooni kahe kriitilise faktori — intensiivsuse ja kestuse mojul
(Nehlsen-Cannarella et al., 1991). Kaasasiindinud immuunvastuse aktivatsiooni, mille
pohjustajateks on treening ja NET moodustumine, pdhjal piistitati esmakordselt hiipotees, et
cf-DNA on potentsiaalne marker aeroobse treeningu intensiivsuse ja kestuse monitooringus
(Haller et al., 2016). Treeningutel tduseb cf~-DNA kontsentratsioon sdltuvalt rakulisest,
molekulaarsest ja koelisest kahjustusest, mis on pohjustatud okstidatiivsest stressist pikaaegse
vastupidavustreeningu ajal ja jérgselt (joonis 3). Seega voib cf-DNA’d maédratleda kui
treeningute pohjustatud rakukahjustuse néitajat (Atamaniuk et al., 2004).
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Joonis 3. cf-DNA vabastamismehhanismid immuunkompetentsetest rakkudest, mis on esile kutsutud
treeninguga pdhjustatud immuunvastuse ja poletikuliste protsesside poolt. cf-DNA = rakuvaba DNA; ROS =
reaktiivsed hapnikuiihendid. (Neubauer et al., 2008 jirgi).

Liigne stress voib pohjustada DNA kahjustust oksiideerunud nukleotiidide, ahela katkemiste
voi1 DNA ristsidemete katkemiste kaudu. DNA kahjustuse voimalikud tagajédrjed on defektne
parandus, apoptoos ja nekroos (Chevion et al., 2003). Defektne parandamine v3ib viia DNA
jérjestuse muutmiseni, voimaliku vdhktdve arenguni vdi metaboolse hiireni (Fehrenbach &
Northoff 2001). Mittespetsiifilised DNA parandamise ensiitimid kasutavad kahjustatud DNA
koldeid, et vabastada deoksiinukleotiide (Mars et al., 1998). Deoksiinukleotiidid on
ensiimaatiliselt hiidroliiiisitud, et stabiliseerida deoksiinukleosiide ning nende produktid

transporditakse 14bi vere ja eritatakse uriiniga (Atamaniuk et al., 2004).

Cf-DNA taset organismis voivad mojutada erinevad spordialaspetsiifilised treeningud, mis
kajastavad pideva kehalise koormuse kroonilisi mojusid. Cf-DNA taseme maédramisel
mangivad olulist rolli ka rakendatavad modtmismeetodid (Breitbach et al., 2012). Beiter et al.
(2011) jooksulindi testil leiti, et cf-DNA kontsentratsioon kasvas tugevalt vaid 3-6 min viltel
15 min pérast treeningu algust, mis néitas, et oluline cf-DNA kuhjumine algas intensiivsusel
70% AnNT ja joudis maksimaalse kontsentratsioonini koheselt voi lithikest aega peale jooksu

10ppu. Plasmas médrati cf-nDNA ja cf-mtDNA ning leiti, et treeningu kdigus tousis vaid cf-
12



nDNA kontsentratsioon. Plasma cf-nDNA kontsentratsioon vdhenes 30 min jooksul peale
treeningu l0petamist, viidates Kiirele liigse cf-nDNA eemaldamisele (keskmine poolestusaeg
16 min). Cf-mtDNA tase jooksutesti kdigus ei tousnud, kuid cf-mtDNA kontsentratsiooni
muutusi on tdheldatud trauma (Lam et al., 2003) ja vdhktove (Mehra et al., 2007) korral. Need
erinevused vdivad olla seotud erinevate proovide analiiiisimise protokollidega vdoi viitavad

alternatiivsetele cf-DNA vabastamise mehhanismidele (Beiter et al., 2011).

Vorreldes cf-DNA kontsentratsiooni tousu rattatreeningu (Tug et al., 2016), jooksutreeningu
(Atamaniuk et al., 2004, 2008; Beiter et al., 2011; Haller et al., 2016) ja joutdstmistreeningu
(Atamaniuk et al., 2010) vahel, eeldati seost cf-DNA taseme tousu ja treeningu intensiivsuse
ja/voi kestuse vahel (Tug et al., 2016). Treeningu parameetrid (intensiivsus, kestus ja
keskmine energiakulu) eraldiseisvalt ei selgita aga cf-DNA taseme tdusu ulatust peale kehalist
treeningut (Breitbach et al., 2012), vaid see on seotud kogu tajutud koormusega (joonis 4).
Tug et al. (2016) uuringus vorreldi rattasdidu testi (Tug et al., 2016) ja jooksutesti (Breitbach
et al., 2014) ning leiti, et rattasdidu test kurnatuseni kestis 4 min kauem, kuid cf-DNA taseme
tous oli 2 korda madalam. See niitab, et mitte kestus ja intensiivsus ei ole eraldi olulised
faktorid cf-DNA vabastamise korral, vaid treeninguviis koos kogu koormusega (Tug et al.,
2016). Sama seos leiti ka vorreldes joutdstmise treeningharjutusi (Atamaniuk et al., 2010) ja
jooksutesti (Breitbach et al., 2014), mil jooksutesti kdigus tdusis cf-DNA tase 3 korda

korgemale vorreldes joustdstmise treeninguga.

Praeguseks ei ole piisavalt asjakohast markerit treeningkoormuse hindamiseks, osaliselt
aeroobse treeningu jaoks, mis aitaks méddrata optimaalset treeningintensiivsust ja ennetada

tiletreeningut (Haller et al., 2016).

Intensiivsus
Anaeroobne Anaeroobne Aeroobne Aeroobne
2
(]
A
Liihiajaline Pikaajaline Liihiajaline Pikaajaline
. Old

Joonis 4. Intensiivsusest ja ajast sdltuv cf-DNA vabastamine. Anaeroobse treeningu vabastamismehhanism on
ajast soltumatu, mis viitab kiirele cf-DNA vabastamisele. Aeroobse treeningu vabastamismehhanism on ajast
sOltuv. Lithiajalise acroobse treeningu tulemusel cf-DNA ei kuhju. Peale pikaajalist aeroobset treeningut on cf-
DNA kontsentratsioon kdrgem ja see hakkab aeglaselt langema. cf-DNA = rakuvaba DNA. (Breitbach et al.,
2012 jérgi).
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4.1.  Apoptoos ja nekroos

Plasma cf-DNA péritolu on endiselt ebaselge, kuid on leitud mitmed juhtumid, kuhu on
kaasatud apoptoos voi nekroos ning voib eeldada, et sellised siindmused on cf-DNA tekke
peamisteks allikateks (Atamaniuk et al., 2004). Apoptoos on programmeeritud rakusurm,
mille kdigus DNA fragmenteerub, viaheneb raku maht, kaovad mitokondriaalsed funktsioonid
ning rakk lagundatakse (Kerr, 2002). Nekroos on erinevate kahjustavate tegurite
(mehaanilised, flilisikalised, keemilised, bioloogilised jt) toimel tekkinud programmeerimata

rakkude, koe voi elundi surm (Lafforgue, 2006).

Akuutsed harjutused, kroonilised haigused kui ka jarjepidevad korge intensiivsusega
vastupidavustreeningud pohjustavad piisivat tdusu Ccf-DNA tasemes. Pidevad suure
koormusega treeningud nagu pika kestusega vastupidavustreeningud voi regulaarsed korge
intensiivsusega treeningud kutsuvad esile kroonilist poletikku, mis viib aeglase, konstantse
DNA vabastamiseni (Breitbach et al., 2012). Rakusurm vdib olla cf-DNA kontsentratsiooni
tousu koige levinumaks selgituseks. Eelkdige cf-DNA vabanemine nekrootilistest ja
apoptootilistest rakkudest, voi kaudne vabanemine surnud raku neelanud makrofaagidest
(Swarup & Rajeswari, 2007).

Mitmetes uuringutes on kiill eeldatud, et cf-DNA taseme tdus on seotud vere ja koerakkude
nekroosi ja apoptoosiga (Atamaniuk et al., 2004; Atamaniuk et al., 2008; Jahr et al., 2001),
kuid tiitipilise raku surma mehhanismi puhul toimub cf-DNA vabastamine mitme tunni voi
pédeva pérast. Seega on ebausutav, et need mehhanismid on seotud aktuutse treeningu jargse
cf-DNA tdusuga (Breitbach et al., 2012).

4.2. ROS - reaktiivsed hapnikuiihendid

On arvatud, et cf-DNA vabastamine voib pigem olla seotud endogeensete piirogeenide
tousuga, mis muutub juba madalal intensiivsusel (Smith et al., 1990). ROS’d (Mooren et al.,
2002), poletikueelsed tsiitokiinid (Neubauer et al., 2008) ja teised piirogeenid (Scott et al.,
2013) kutsuvad esile cf-DNA vabastamise erinevates rakkudes ja on leitud nende taseme tous
treeningutel. ROS tekitab DNA kahjustusi ristsidemete 16hkumisena ja ahelakatkestustena
(Hemnani & Parihar, 1998; Mooren et al., 2002). Need mehhanismid on tdendoliselt cf-DNA

algtaseme muutuse pdhjuseks kui ka cf-DNA taseme tdusu selgitamiseks treeningute ajal.
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4.3. cf-DNA ja laktaat

Cf-DNA ja laktaadi kontsentratsiooni muutuseid on intensiivselt uuritud (Beiter et al., 2011;
Breitbach et al., 2014; Haller et al., 2016). Haller et al. (2016) uuringus vorreldi cf-DNA ja
laktaadi taseme muutuste Kineetikat kahe jooksutesti kaudu. Esimese testi ajal, kus
algkiiruseks oli 6 km-h™ ja iga 3 min tagant suurendati kiirust 2 km-h™ vérra, tdusid laktaadi
ja cf-DNA Kkontsentratsioonid jark-jargult testi ajal ja langesid 30 min taastumise jooksul
(joonis 5). Testi tulemusel muutunud laktaadi ja cf-DNA tasemed (Haller et al., 2016)
kinnitasid eelnevate uuringute (Beiter et al., 2011; Breitbach et al., 2014) andmeid, kus leiti
laktaadi ja cf-DNA sarnased kineetikad. Uuringu tulemuste pohjal eeldati, et laktaat vdib olla
cf-DNA taseme tousu pohjuseks (Haller et al., 2016).

A B

Laktaat (mmol/I)
cf-DNA L1PA2 90 (ng/ml)

i

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 6 8 100 12 14 16 18 0 0 0 6 8 10 12 14 16 18 0 0

Kiirus (kmv/h) (+15min) (+30min) Kiirus (k ) (+15min) (+30min)

Joonis 5. Laktaadi (A) ja cf-DNA (B) kontsentratsioonid enne testi (0 km/h), testi ajal ja testi 1dpus (6-18 km/h).
Samuti 15 ja 30 min peale kasvavate kiirustega jooksutesti (iga 3 min jérel tosteti kiirust 2 km-h™) 13petamist.
Niidatud on keskmised kontsentratsioonid ja 95% usaldusvahemik logaritmilisel skaalal. (Haller et al., 2016

jargi).

Teise testi, 40 min jooksu kiirusel 9.6 km-h™, kiigus tdusis laktaadi kontsentratsioon testi
alguses esimese 10 min jooksul iihtlasel jooksukiirusel, piisis jooksu ajal sama ja langes 30
min taastumise jooksul. Erinevalt laktaadist tdusis cf-DNA kontsentratsioon iihtlaselt kogu
jooksu aja ja langes peale jooksu Iopetamist (joonis 6) (Haller et al., 2016). Testi tulemused
olid vastuolus varasemate uuringutega (Beiter et al., 2011; Breitbach et al., 2014), mis
nditasid, et vihemalt madalal kuni mdddukal intensiivsusel on cf-DNA vabastamine laktaadi

kuhjumisest eraldiseisev siisteem (Haller et al., 2016).
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Joonis 6. Laktaadi (A) ja cf-DNA (B) kontsentratsioonide ajalised muutused testi alguses, testi ajal (10, 20 ja 30
min) ja koheselt peale jooksutesti (40 min) kiirusel 9.6 km-h™ ning taastumisel (+15 ja +30 min). cf-DNA
kontsentratsioon tdusis tihtlaselt kogu jooksu ajal ning langes peale testi, kuid laktaadi kontsentratsioon tousis
vaid esimese 10 min jooksul ja piisis iilejddnud testi ajal sama. (Haller et al., 2016 jérgi).

Cf-DNA ja laktaadi eemaldamise mehhanismid voivad selgitada, et cf-DNA ja laktaadi
kineetikad on vastanduvad. Potentsiaalselt voib cf-DNA kuhjuda aeroobsel treeningul maksa
piiratud vdimekuse tottu seda timber t6odelda (Haller et al., 2016). Laktaat voib kuhjuda aga

anaeroobsel treeningul lihaste piiratud voimekuse tdttu seda eemaldada.

4.4. NEToos — neutrofiilide ekstratsellulaarsed 16ksud

Cf-DNA kontsentratsioon on suuresti mdjutatud vere parameetritest nagu néiteks
leukotsiititide, erlitrotsiilitide ja trombotsiiiitide arv ja keskmine maht (Albus et al., 2015).
Uheks kirjeldatud cf-DNA vabastamise mehhanismiks on NEToos ehk jirsk NET’de
vabastamine kaasasiindinud immuunvastuse aktivatsiooni korral. See kujutab endast
patogeeni poolt indutseeritud raku surma, millega vabastatakse NET’d, mis v3ib selgitada cf-
DNA kuhjumist (joonis 7) (Beiter et al., 2011).
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Joonis 7. cf-DNA kontsentratsiooni tdus vdib sdltuda kahest erinevast mehhanismist. (a) Terve puhanud
indiviidi DNA algtaseme tasakaal rakus, rakupinnal ja vereplasmas. (b) Krooniline stress viib konstantse DNA
vabastamiseni apoptoosi ja nekroosi kaudu (DNA tasakaal on nihkunud). cf-DNA fragmendid sisenevad
ringlusesse vihemalt 12 tundi peale raku surma. (c) Akuutne stress kutsub esile DNA aktiivse vabastamise
sekundite jooksul raku sisemusest v3i rakupinnalt. cf-DNA = rakuvaba DNA; NETo0s = rakusurm, mis hdlmab
NET’de vabastamise. (Breitbach et al., 2012 jargi).

Tug et al. (2015) uuringus analiiiisiti cf-DNA vabastamise algallikat. Uuringus kasutati maksa
ja luuiidi siirdamise 1dbi teinud patsiente ning leiti, et treeningust soltuv cf-DNA vabastamine
vOib olla piiratud rakkude vereloome tiivega (Tug et al., 2015). See tdhendab, et neutrofiilid,
eosinofiilid ja basofiilid on vdimelised jarsult vabastama DNA’d NET’de moodustamise
kaudu ning on seega potentsiaalsed cf-DNA vabastamise allikad treeningu ajal (Morshed et
al., 2014).

Pingutust ndudvad treeningud on otseselt seotud ROS (Beiter et al., 2011; Hashimoto et al.,
2007), poletikueelsete tsiitokiinide (Neubauer et al., 2008) ja teiste plirogeenide (Camus et al.,
1997) produktsiooni tousuga. Lisaks on need poletiku, rakkude pooldumise ja koekahjustuse
kaudu seotud oksiidatiivse stressiga. Kdik eelmainitud niitajad on iihiseks tunnuseks cf-
nDNA kontsentratsiooni tousule. ROS tdus treeningu ajal voib olla seotud laktaadi
kuhjumisega ning seelédbi esile kutsuda cf-DNA taseme tdusu NET’de kaudu (Beiter et al.,
2011). Hapniku defitsiidi ja hiiperlakteemia korral saavad eksogeensed ROS’d mdjutada
neutrofiile, et vabastada nende nDNA’d kaspaas-soltumatu tee kaudu (Beiter et al., 2011;
Hashimoto et al., 2007). Vormitakse antimikroobne nDNA vorgustik, histoonid ja
antibakteriaalsed proteiinid ning seda nimetatakse NET’ks, mille kaudu toimub cf-DNA

vabastamine (Fuchs et al., 2007).

Kuigi NET’d aitavad kaasa organismi kaasasiindinud kaitsereaktsioonile, on NET e leitud ka
mittenakkavate poletikuliste haiguste korral (Kessenbrock et al., 2009). Lisaks on leitud, et
veresoonte trombotsiilitide ja neutrofiilide interaktsioon pdhjustab jarsku NET de vabastamise

ja jargnevate trombide tekke (Fuchs et al., 2010). Selleks, et terviklikult kasutada cf-nDNA
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diagnostilist potentsiaali on vaja saada parem ftlevaade rakulistest ja molekulaarsetest

mehhanismidest, mis on cf-nDNA vabastamise ja eemaldamise aluseks (Beiter et al., 2011).

4.5.  Aktiivne cf-DNA vabastamine ja leukotsiiiitide oksiidatiivne I6hkemine

Uheks vdimalikuks cf-DNA kuhjumise mehhanismiks vdib olla aktiivne vdi passiivne cf-
DNA vabastamine ekstratsellulaarsest vdi intratsellulaarsest DNA’st. See vodib olla
pohjustatud treeninguga kaasnevast akuutsest stressist. Aktiivse vOi passiivse cf-DNA

vabastamismehhanism on veel ebaselge (Breitbach et al., 2012; Tamkovich et al., 2006).

Lisaks on vodimalikuks mehhanismiks cf-DNA kuhjumise selgitamisel leukotsiiiitide
okstidatiivne 16hkemine (Fatouros et al., 2010). DNA degradatsioon ja cf-DNA vabanemine
voib olla tingitud treeninguga pohjustatud hiipoksiast ja radikaalide produktsioonist.
Leukotsiiiitide oksiidatiivset 16hkemist on leitud treeningjargse taastumise perioodil, kuid

mehhanism on veel selgitamata (Atamaniuk et al., 2008).

Praeguseks on cf-DNA fiisioloogiline péritolu siiski ebaselge ning tikski mainitud
molekulaarsetest mudelitest ja mehhanismidest ei selgita tiielikult cf-DNA vabastamist
(Breitbach et al., 2012; Haller et al., 2016).
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5. cf-DNA EEMALDAMINE

Tervetes indiviidides eemaldatakse peale treeningu 16ppu liigne cf-nDNA Kiirelt ringlusest.
Hiline voi aeglane cf-nDNA eemaldamine on seotud patogeensete haigustega
autoimmuunsiisteemis voi kroonilise visimussiindroomiga (Reid et al., 2004). Kuigi cf-DNA
tdpne paritolu, vallandamine ja regulatsioonimustrid kdrge koormusega treenivatel sportlastel
on endiselt arutelu ja jatkuvate uuringute teema, siis ndidati esmakordselt (Velders et al.,
2014), et margatavalt korgenenud cf-DNA tase hésti treenitud sportlastel on tShusalt
vahendatud endogeenselt viljendunud DNaasi aktiivsuse kohanemisega, et uuesti saavutada
homoostaas. DNaasi aktiivsus kudedes ja kehavedelikes puhastab siisteemi apoptootiliste ja
nekrootiliste rakkude endogeensest DNAst koos vodra DNAga, mis parineb toidu seedimisest
ja voimalikest patogeenidest. Veres ringlev cf-DNA on hiidroliiiisitud DNaasi poolt ja
eemaldatud enamjaolt maksas ja vidhesel miiral (<2%) neerudes (Saukkonen et al., 2008).
Vastupidiselt kehalisele koormusele lasevad patogeensete haiguste uuringud eeldada, et
endogeense cf-DNA eemaldamise ja vidhendamise mehhanismid on kahjustatud voi
puudulikult toime tulevad patoloogilise cf-DNA tasemega, mil DNaasi aktiivsus vaheneb
(Cherepanova et al., 2008).

On loodetud, et keha kudedes ja vedelikes olevate cf-DNA fragmentide kvantitatiivsed ja
kvalitatiivsed tunnused voivad luua prognostilisi voi diagnostilisi markereid meditsiinis
(Breitbach et al., 2014). Praegused kvantitatiivsed cf-DNA analiiiisi protseduurid viitavad
DNA puhastamisele koos erinevate DNA jérjestustega kvantitatiivse reaalajal PCR poolt.
Kahjuks kaasnevad DNA eraldamisega mitmed piirangud: (i) DNA isolatsioonimeetodid
nduavad suuri koguseid vereproove (Loparev et al., 1991); (ii) DNA isolatsioon on
ajamahukas ning holmab suhteliselt korget riski proovi saastumisele. Puhastamisel
kasutatavad koostisosad voivad sisaldada PCR inhibiitoreid, minimeerides testi tulemusi voi
viies valede kvantitatiivsete voi kvalitatiivsete tulemusteni (Huggett et al., 2008); (iii) DNA
saak on vdhendatud ebamiirasel hulgal, mis soltub isolatsioonimeetodi valikust ja uuritava
DNA fragmendi suurusest (Clausen et al., 2007; Fong et al., 2009). See vastutasuks vdib
muuta DNA terviklikke véaartusi. Erinevate uuringute absoluutse cf-DNA véirtuste

vorreldavus on siiski piiratud (Breitbach et al., 2014).
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6. AKUUTSE KEHALISE KOORMUSE MOJU ¢f-DNA’LE

Spordimeditsiini uuring keskendub akuutsele cf-DNA kontsentratsiooni tdusule treeningute
pOhjal. Poletikulised reaktsioonid ei ole ainult seotud haigustega, vaid viitavad ka kehalisele
vasimusele. Suure koormusega treeningud pohjustavad energeetilist ja oksiidatiivset stressi,
mis viivad leukotsiiiitide pdletikuliste vastuste (Fehrenbach et al., 2000), mehaanilise ja
metaboolse lihaskahjustuse (Brancaccio et al., 2010) ning DNA kahjustuseni (Chevion et al.,
2003). See pohjustab cf-DNA kontsentratsiooni tdusu (Breitbach et al., 2012). Traumade ja
akuutsete kehaliste koormuste pdhjustatud immuunvastuste ja pdletikuliste protsesside
sarnasus viitab, et suure koormusega treeningud pohjustavad samuti cf-DNA
kontsentratsiooni taseme tdusu, kuid ei ole teada selle kvaliteet (Breitbach et al., 2012;
Fehrenbach & Schneider, 2006).

Soltuvalt intensiivsusest ja kestusest kujutab akuutne kehaline treening mitme stressoriga
situatsiooni,  holmates  oksiidatiivseid, = metaboolseid, mehaanilisi, termilisi ja
neurohormonaalsed stressoreid. Selle kaudu vallandatakse leukotsiiiitide mobilisatsioon ja
aktivatsioon, akuutses faasis proteiinide ja trombotsiiiitide aktivatsioon ning trombootiliste ja
fibrinoliiiitiliste radade muutus (Walsh et al., 2011). Kehaline treening viib ajutise isheemiani
lihases, millele jdrgneb taastumise ajal hapniku tarne suurenemine reperfusiooni
(verevarustuse taastamine pérast selle katkemist) tulemusena. On arvatud, et ootamatu
hapniku juurdevool pdhjustab rakkudes Ca? liigse kuhjumise, mis viib poletikuliste rakkude
sissevooluni koe reperfusiooni. See omakorda viib ROS genereerumisele ja hilisemale DNA,
proteiinide ja lipiidide oksiidatiivsele kahjustusele. On teada, et isheemia reperfusiooni ja
ROS moodustumise tulemusena toimub DNA ahela katkemine ja organismis tduseb cf-DNA
kontsentratsiooni tase (Atamaniuk et al., 2004). Phaneuf & Leeuwenburgh (2001) uuringus
pOhjustas akuutne treening mitokondrites oksiidandi produktsiooni tdusu ja sellele jargnenud
hapnikuga varustamise ning kutsus sellega esile rakukahjustused. Tulemusena tdusis uuringus

osalejate organismides cf-DNA tase.

Cf-DNA kontsentratsiooni tousu on leitud nii akuutsete (Atamaniuk et al., 2004; Beiter et al.;
2011; Breitbach et al., 2014) kui ka pikaajaliste vastupidavustreeningute (Atamaniuk et al.,
2008; Fatouros et al., 2006) tulemusena. Lisaks voib treening pdhjustada modduvaid
lihaskahjustusi, mida iseloomustab lihasvalu, lihaskiudude korrapédratus, lihasvalkude

vabanemine plasmasse, akuutne immuunvastus ja vdhenenud lihasvoimekus (Park et al.,
1992).
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Metabolismist voi viliskeskkonnast tulenevad vabad radikaalid mojutavad vahetpidamata
bioloogilisi siisteeme. Oksiidandid ja antioksiidandid tuleb hoida tasakaalus, et
minimaliseerida molekulaarset, rakulist ja koelist kahjustust. On leitud tdendeid, et vabad
radikaalid omavad olulisi funktsioone rakkude signaaliilekannetes, sisaldades kasvamise ja
apoptoosi induktsiooni ning hévitades immunokompetentseid rakke, tostes selle kaudu cf-
DNA taset (Fehrenbach & Northoff 2001). Treeningu ajal tduseb kogu kehas oluliselt
hapnikuga varustamine. Niiteks lihaste hapnikukasutus joutreeningu ajal voib tdusta
puhkeseisundiga vorreldes 100-200 korda (Chevion et al., 2003). Lisaks tootavates lihastes ja
kudedes, mis ldbivad isheemia reperfusiooni, vdivad tekkida liigsed ROS’d nii kehalise
treeningu ajal kui ka jargselt (Chevion et al., 2003). Lokaalne ATP ammendumine
reperfusiooni ajal, kaltsiumi homdostaasi hdired ja vabade hapnikuradikaalide olemasolu
osalevad lihaskiu kahjustuse ja nekroosi tekkepohjuses, mis vabastavad cf-DNA’d
(Atamaniuk et al., 2004). Moned uuringud (Atamaniuk et al., 2004; Atamaniuk et al., 2008)
on leidnud treeninguga pohjustatud DNA kahjustuse leukotsiiiitides ja leidnud voimaliku
seose apoptoosiga. Arvatakse, et see efekt on pohjustatud ROS’dest, mis on vabastatud

perifeersetest monotsiiiitidest (Mars et al., 1998).

Akuutse treeningu ajal suureneb mitokondrites oksiidantide produktsioon, millele jargneb
uuesti hapnikuga varustamine, pdhjustab rakukahjustusi ning see voOib peegeldada
miioglobiini kontsentratsiooni tdusu seerumis (Goodman et al., 1997). Mitokondrist
péarinenud aeroobsed rakud on pidevalt varustatud vabade hapnikuradikaalidega, mis on
véltimatult loodud protsessis, kus kasutatakse hapnikku, et resiinteesida ATP. Jarelikult
tousnud elektronide tagasivool ldbi kiiresti hingava mitokondri aktiivses lihases voib viia
suurema elektronide lekke ja ROS produktsioonini (Chevion et al., 2003). Liigsed vabad
hapnikuradikaalid pohjustavad rakkude membraankahjustusi, mille tulemusena vabaneb cf-
DNA (Atamaniuk et al., 2008). Vabade radikaalide vastu on meie organismis kusihape.
Kusihappe kontsentratsiooni tous on seotud antioksiidantide mahu tdusu ja vdhenenud
oksiidatiivse stressiga, mida on tdheldatud akuutse kehalise treeningu ajal (Waring et al.,
2001).

Miioglobiini roll hapnikukandjana soltub pdorduvast hapniku sidumisest, mis omakorda
sOltub hapniku partsiaalrohust. Mitokondriaalse hapnikuvaeguse viltimiseks ja hapniku
difusiooni tasakaalustamiseks sdilitatakse hapnikku lihasrakkudes (Conley et al., 2000).
Hapnikuvaestes tingimustes, nditeks akuutse treeningu ajal, touseb hulktuumsetes

skeletilihastes miioglobiini sisaldus. Kui miioglobiin ei suuda lihasrakke piisavalt hapnikuga
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varustada, on skeletilihased vOimelised 1dbi tegema individuaalse apoptoosi kui tdieliku

rakusurma, millega vabastatakse cf-DNA (Primeau et al., 2002).

Cf-DNA pdritolu potentsiaalseks mehhanismiks on peetud apoptoosi voi nekroosi (Atamaniuk
et al., 2004; Haller et al., 2016; Mooren et al., 2002). Klassikalise rakusurma mehhanismi
korral votaks DNA kontsentratsiooni tdus aega aga paarist tunnist mitme padevani. Seetdttu on
kaalutud teisi DNA-fragmentide vabastamise mehhanisme (Breitbach et al., 2012; Haller et
al., 2016). Kuigi cf-DNA vabastamist on selgitatud mitmete mehhanismide kaudu, on selle
paritolu endiselt ebaselge ning kehalise koormusega seotud treeningu intensiivsus ja kestus,
mis on olulised cf-DNA kontsentratsiooni tdusu esilekutsumiseks, on viga aktuaalsed teemad
(Breitbach et al., 2012). Beiter et al. (2011) niitas oma uuringus genoomse cf-DNA
kuhjumist. Cf-DNA’ga sarnased kineetikad on leitud laktaadi ja HMGBI
kontsentratsioonides, mis viitavad pdletikueelsetele protsessidele (Breitbach et al., 2012).
Teisest kiiljest on ndidatud, et skeletilihaste kahjustuste markeritel on erinev kineetika
vorreldes Ccf-DNA markeritega. See on pdhjus, miks on viidetud, et cf-DNA
vabastamismehhanism on eraldiseisev siisteem pdletikulistest markeritest nagu leukotsiiiitide

oksiidatiivne 16hkemine, leukotstiiitide voi lihasrakkude apoptoos (Breitbach et al., 2012).
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7. KROONILISE KEHALISE KOORMUSE MOJU cf-DNA’LE

Regulaarne pikaajaline treening korgel intensiivsusel kutsub esile olulised muutused
metaboolses, endokrinoloogilises, antropomeetrilises ja hormonaalses keskkonnas (Branth et
al., 2009), mis voivad pohjustada metaboolse stressi situatsiooni. See vastutasuks mojutab
mitmeid flisioloogilisi siisteeme (Newcomer et al., 2005). Kroonilise treeningu ja kehalise
stressi 10pptulemuseks on organismi energiakasutamise tShustumine. Selle kaudu muudetakse
toitained viliseks to0ks ning vilditakse negatiivset metaboolset stressi, mis on pdhjustatud
korgest energiakdibest ja ammendunud energiavarudest. Metaboolne stress voib esile tulla
just korge intensiivsusega treeningu ajal, kui substraadi vajadused ei ole tdidetud ning
metaboolne regulatsioon hdlmab nditeks olulisi hormonaalseid ja immunoloogilisi vastuseid
(Coyle, 2000). Selline seisund sisaldab mérke insuliini resistentsusest ja halvenenud
rakusisese glilkoosi kittesaadavusest, mis arvatavasti tekitab i1oonpumpade energia
varustamise halvenemist ja kulmineerub raku osmoregulatsiooni hdirumisega. Seega tihendab
pikaajaline tugev kehaline aktiivsus energia metabolismi, mis hdolmab paljusid teisi
mehhanisme. Nende alla kuuluvad oksiidatiivse stressi tous, soojuse produktsioon,
poletikureaktsioonide aktivatsioon ja ebapiisavast ATP varust tulenevad rakuhéire tagajarjed
(Cuisinier et al., 2001). Cf-DNA kroonilist tousu on tdheldatud mitmete uuringute (Branth et
al., 2009; Fatouros et al., 2006) korral, kus cf-DNA kontsentratsioon muutus sdltuvalt

treeningmahust ja intensiivsusest mitme nédala jooksul.

Pikaajalised intensiivsed treeningud pdhjustavad skeletilihaste gliikogeeni ja trigliitseriidide
ammendumist (Jansson & Kaijser, 1987), pohjustades sellega metaboolset stressi (van Loon,
2004). Energiavarude ammendumise tulemusena kuhjuvad organismis ebatavalised ioonid ja
jadkained. Need pohjustavad lihastod vdimekuse langust ja rakukahjustusi. DNA ja
rakukahjustuse tulemusena vabaneb organismi cf-DNA. Selle vastu v&ib olla meie lihastes
tauriin, mis voib omada olulist rolli lihaste metabolismis ja funktsioonis, kuid mille olulisus

on veel ebaselge (Branth et al., 2009; Cuisinier et al., 2001).

Rakkude metaboolsele stressile vOib viidata insuliini resistentsus. See tdhendab, et
vastupidavustreeningu ajal piisib vere gliikkoosi tase stabiilsena vdi vidheneb vidhesel médiral.
See viitab rasvade oksiidatsiooni tdusule, mille tulemusena peaks insuliini tase vihenema
(Millard-Stafford et al., 1992). Branth et al. (2009) 7 h jalgrattatesti uuringus leiti aga ringleva
gliikkoosi taseme tdus, samal ajal kui insuliini tase piisis muutumatuna. See vdib peegeldada
insuliini resistentsust. Insuliini resistentsuse tulemusena halveneb ioonpumpade energiaga

varustamine ja héirub raku osmoregulatsioon, mis pdhjustab raku hukkumise ja cf-DNA
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vabanemise (Cuisinier et al., 2001). Insuliini resistentsus on leitud tugeva metaboolse
stressiga sportlaste uurimisel (Branth et al., 2007), mille pdhjustajaks on eriitrotsiiiitide viga
spetsiifiliste siduvate omadustega insuliini retseptorid. Ringleva insuliini taseme tdus voib
pOhjustada selle retseptorite allareguleerimist (Sanchez-Margalet et al., 1994), mille tottu voib
eriitrotsiiiitide ATP tiitmine Na'/K® ATPaasiga olla defitsiidis. See viib elektrokeemilise
potentsiaali vihenemiseni ning pdhjustab Na*, Ca®* ja vee taseme tasakaalu muutusi raku sees
ja viljas. See pohjustab raku dehiidratsiooni, mis kajastub selgelt vihenenud eriitrotsiiiitide
keskmises mahus ja samaaegselt mérgatavalt tdusnud hemokontsentratsioonis. Kogu protsess

pOhjustab metaboolset stressi ja cf-DNA vabanemist (Ronquist et al., 2001).

Metaboolset stressisituatsiooni néitab ka vereplasma maloondialdehiiiidi kontsentratsiooni
korgenenud tase peale treeningut. Maloondialdehiilidi tase on korrelatsioonis gliikogeeni
kasutamisega ja seega kaudselt energia kdibe ja/vOi substraadi defitsiidiga. Lisaks on
metaboolse stressi viiteks leitud mitmekordne tous tsiitokiini IL-6 tasemes treeningu jargselt.
Pikaajaline treening pohjustab gliikogeeni vdahenemist, mis on seotud kindlate tsiitokiinide
taseme tousuga ning korgenenud IL-6 tase vOib viidata suuremale metaboolsele stressile
(Nehlsen-Cannarella et al., 1997). Metaboolne stress mojutab mitmeid fiisioloogilisi
stisteeme, millest tulenevad rakuhdire tagajirjed ja cf-DNA vabanemine (Cuisinier et al.,
2001; Newcomer et al., 2005).

Metaboolne kurnatus tdhendab raku tasandil tasakaalu puudumist ATP ning ADP, AMP ja
adeniilaat kataboliitide vahel. See vihendab ATP hulka ioonpumpade energiana, eriti Na*/K"
ATPaasi. Vihenenud elektrokeemiline potentsiaal viib Na*, Ca? ja vee taseme tdousuni rakus
ning pohjustab sellega rakuturset. Rakuturset on mingil médral leevendanud tauriin, mida
teatakse osmoregulaatorina paljudes rakkudes. Aminohappe tauriini imendumine rakku on
Na’-sdltuv ja rakusisene tauriin viljendab raku energiataset (osmootne t66 on tehtud Na®
gradiendi arvelt). Ukskdik millise raku energia metabolismi héire korral saab tauriin gradiendi
suunas viljavoolu muuta Na® gradiendi vastassuunda. Rakuvilist Na® saab omakorda
kasutada Na*/Ca®" transpordis, viihendades rakusisest Ca** hulka ja samuti saab rakusisene
Na® koos tauriiniga teha libi iihistranspordi rakust vilja nagu eelpool kirjeldatud.
Lopptulemuseks on rakuvilise tauriini kuhjumine, et soodustada raku ellujadmist. Tasakaalu
puudumise ebaefektiivne parandamine pohjustab pikaajalist rakuturset, millele rakud vastu ei
pea. Selle tulemusena toimub rakkude hdavimine ja cf-DNA kontsentratsiooni tous (Branth et

al., 2009).

Pikaajaliste kdrge intensiivsusega treeningutega esile kutsutud metaboolse stressi Situatsioon
pOhjustab fiisioloogiliste siisteemide muutused (Branth et al., 2009; Newcomer et al., 2005).
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Kehaline koormus tingib immuunsiisteemi muutused ja korgenenud cf-DNA
kontsentratsiooni. Krooniline cf-DNA taseme tdus voib olla iletreeningu siindroomi
tunnuseks, kuid praeguseks ei ole veel selle seost iiletreeningu markerina tdestatud. Seetdttu
on cf-DNA olulisus iiletreeningu, sooritustaseme ja fiilisilise kurnatuse taseme suhtes
ebaselge (Breitbach et al., 2012). Uletreeningu siindroomi tdendeid ei saa votta hetkel piisava
kindlusega, kuid tdusud CK, UA ja CRP tasemes viitavad hilisele raku voi DNA kahjustusele
lihaskoe parandamisel treeningu jérgselt (Breitbach et al., 2012). Arvatakse, et cf-DNA’d
saab votta iiletreeningu siindroomi markerina, kui kontsentratsioonid langeksid algtasemele
iihe pdeva jooksul peale kroonilist edukat treeningkoormust, mis ei ole pdhjustanud vdsimuse
stindroomi (Fatouros et al., 2006). Tous krooniliste harjutuste tottu voib olla pdhjendatud
poletikuliste mehhanismidega, mis on tulenenud kroonilistest haigustest, sidudes cf-DNA
nekroosi ja apoptoosiga. Hapnik- ja laktaatsoltuvad mehhanismid vdivad selgitada cf-DNA
kontsentratsiooni muutusi koikide treeningute korral niipea kui laktaadi kontsentratsioon,
stressihormoonide tase vOi kehatemperatuur tduseb jérk-jargult (Beiter et al., 2011).
Praegused teadmised cf-DNA kuhjumisest akuutsete vOi krooniliste harjutuste korral on

ebapiisavad, et selgitada kogu mehhanismi (Breitbach et al., 2012).
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KOKKUVOTE

Cf-DNA on rakust viljunud arvatavalt raku vigastuse voi surma korral. Selle olulisust on
hinnatud erinevate patoloogiliste seisundite korral, kuid hiljutised uuringud on cf-DNA
kontsentratsiooni tousu leidnud ka kehalise koormuse tulemusena. Uuringute kdigus on
vorreldud cf-DNA kontsentratsiooni tousu miioglobiini, uurea, CRP, CK, UA, ksantiini,

laktaadi, HMBG1 ja DNaasi kineetikatega, mis néitavad lihasvdsimust ning rakukahjustusi.

Suurimaks viljakutseks antud teema puhul on hetkel kiisimus, millest ja kuidas cf-DNA tekib.
Vilja on pakutud mitmeid erinevaid versioone, mis on kdik seostatud rakukahjustustega.
Olulised cf-DNA kontsentratsiooni tousu erinevused on leitud ratta-, jooksu- ja
joutdstmistreeningu vordlusel. Tulemused néitavad suurimat tdusu jooksutreeningu ajal ning

viitavad treeninguviisile kui cf-DNA vabastamise olulisele faktorile.

Cf-DNA vabastamise vilja pakutud mehhanismid on jargmised: (i) apoptoos ehk
programmeeritud rakusurm; (ii) nekroos ehk kahjustavate tegurite toimel tekkinud
programmeerimata rakusurm; (iii) ROS ehk reaktiivsed hapnikuiihendid, mis tekitavad DNA
kahjustusi ristsidemete 10hkumisena ja ahelakatkestustena; (iv) cf-DNA ja laktaadi vaheline
seos; (v) NEToos ehk neutrofiilide ekstratsellulaarsete 16ksude moodustumine; (vi) aktiivne
cf-DNA vabastamine ekstratsellulaarsest voi intratsellulaarsest DNA’st; (vii) leukotsiiiitide

oksiidatiivne 16hkemine, mis on pohjustatud hiipoksiast ja radikaalide produktsioonist.

Cf-DNA kontsentratsiooni oluline tdus on leitud koheselt peale treeningu ldpetamist,
poordudes tagasi algtasemele 2 h jooksul, mis viitab kiirele cf-DNA eemaldamisele.
Enamjaolt eemaldatakse veres ringlev cf-DNA maksas ja vidhesel médral neerudes. Hiline voi

aeglane cf-DNA eemaldamine on seotud kroonilise vasimussiindroomiga.

Akuutne kehaline koormus pdhjustab ajutist isheemiat lihases ja vabade hapnikuradikaalide
hulga suurenemist. See viib energeetilise ja oksilidatiivse stressini. Need pdhjustavad pdletikke

ning lihas- ja DNA kahjustusi, mille tdttu tduseb cf-DNA kontsentratsioon.

Regulaarne krooniline koormus kutsub esile metaboolse stressi, mis tihendab raku tasandil
energeetilise tasakaalu puudumist ja mis pohjustab rakuturset. Pikaajaline kehaline koormus
tingib organismi energiakasutamise tohustumise, immuunsiisteemi muutused ja kdrgenenud
cf-DNA kontsentratsiooni. SeetSttu on krooniline ¢f-DNA taseme tdus seostatud iiletreeningu
siindroomiga. Praeguseks on aga sellekohast informatsiooni liiga véhe, et tdendeid piisava

kindlusega votta.
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SUMMARY

Cf-DNA has extracted from the cell due to injury or cell death. Cf-DNA importance have
been evaluated in different pathological conditions, however recent studies have found
increased cf-DNA concentration also after physical exercise. Different studies have compared
increases in cf-DNA concentration with myoglobin, urea, CRP, CK, UA, xanthine, lactate,

HMGBL1 and DNase kinetics which are indicators of fatigue and cell damages.

The most important unanswered question to date is mechanism how and from where cf-DNA
is released. Studies have suggested different versions which all are relate to cell damage.
Important differences in cf-DNA concentrations have been found in between running, cycling
and powerlifting exercise. Results are showing the biggest increase in run training which

indicates the importance of training type in cf-DNA release mechanism.

Suggested cf-DNA release mechanisms are following: (i) apoptosis — programmed cell death;
(i) necrosis — unprogrammed cell death which is generated by damaging factors; (iii) ROS —
reactive oxygen species which are causing DNA damage in form of DNA cross-links and
strand breaks; (iv) the relationship between cf-DNA and lactate; (v) NETose — neutrophil
extracellular traps formation; (vi) active cf-DNA release from extracellular or intracellular

DNA,; (vii) leukocyte oxidative burst caused by hypoxia and radical production.

Important increases in cf-DNA concentration have been found immediately post-exercise
returning to baseline within 2 h. This indicates to fast cf-DNA elimination. Circulating cf-
DNA is eliminated mostly in the liver and a small extent in the kidneys. Late or slow

elimination is related with chronic fatigue syndrome.

Acute physical exercise is related with temporary ischemia in muscle and rise in the oxygen
radicals which in turn leads to energetic and oxidative stress. Energetic and oxidative stress
are causing inflammations, muscle and DNA damages, which are the possible reasons for
increased cf-DNA.

Regular chronic exercise may cause metabolic stress condition, which means imbalance in
energy production and utilization, causing cell swelling. Chronic exercise is resulting with
improvement in energy production, causing changes in the immune system and increases in
cf-DNA concentration. Thus it is assumed that chronic increases in cf-DNA concentration
may be related with overtraining syndrome. However, to date it is subject to further

discussion.
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LISA1

Allikas N  Osalejate iseloomustus Harjutuse protokoll cf-DNA cf-DNA cf-DNA
algtase lopptase taseme tous
(ng'ml™  (ng:ml?) (korda)
Atamaniuk 25 Poolmaratoni aeg 90-110 min Poolmaraton 18.01+2.80 334.4+139.4 185
etal. 2004
Fatouroset 17 Tervisesportlased: Pikkus 1.77+0.11m, kaal 12 nddalane joutreening, 1. ja 4. nddal madalal 31.4+13.8  1.nidal 1. nédal
al. 2006 77+7.1 kg, keha rasva% 12.2+2.1. intensiivsusel: 2 treeningut nidalas, 2 seeriat, 10-12 143.54£22.9 4.6
kordust, 70% 1 KM-st; 2. nidal korgel intensiivsusel: 2. nadal 2. nadal
4 treeningut nidalas, 4 seeriat, 6-10 kordust, 75-85% 289.9+41.1 9.2
1 KM-st; 3. nddal véga korgel intensiivsusel: 6 3. nédal 3. nddal
treeningut nidalas, 6 seeriat, 1-6 kordust, 85-100% 1 605.7+116.4 19.3
KM-st; perioodide vahel 5 pdevane puhkus 4. nddal 4. néadal
74.8+29.6 24
Atamaniuk 14  Tervisesportlased: pikkus 1.80+0.06 m, kaal 6 h ultramaraton 9.0£5.6 162.5+201.4 18
et al. 2008 76.8+6.7 kg (M), pikkus 1.60+0.06 m, kaal
60.8+7.1 kg (N), 6 h jooksul 14biti 50-80 km,
keskmine intensiivsus 70% VO ,max-St
Atamaniuk 12 Tippsportlased: pikkus 1.77+£0.06 m, kaal Korge intensiivsusega, komplekssed, kontsentrilised 12.95+4.42 40.77+31.94 31
et al. 2010 88.6+16.7 kg, keha rasva% 15.7+9.4 ja ekstsentrilised joutdstmisharjutused, 6 harjutust, 6
seeriat, 1-5 kordust, 90-95% 1 KM-st, puhkepaus 4-
10 min
Fatouroset 11 Sportlased: pikkus 1.75+0.03 m, kaal 75+5 Jooksutest kurnatuseni: 45 min kiirusel 70-75% 1.32+0.53  20.13+0.4 15
al. 2010 lfg’ kleha rasva% 1443, VOoma 4726 ml-min™ VO, ax-St, alates 46 min Kiirusel 90% VO ax-St
kg
Beiteretal. 53 Kiirusel 89% VO,max-st laktaadi Murdmaajooksu intervallid keskmisel kiirusel 89% 7.53 56.95 7.6
2011 kontsentratsioon 7 mmol-L™ VO,max-St, 10x1000 m, 15 min puhkepausidega
Beiteretal. 9  Anaeroobse live kiirus 13.8+2.4 km-h™ Kasvavate kiirustega jooksutest kurnatuseni: iga 3 5.89+1.96  58.3+£20.7 9.9
2011 min jérel tosteti kiirust 2 km-h™
Breitbachet 10 Tervisesportlased: pikkus 1.78+0.10 m, kaal 10 km teatejooks 7.75€2.96  65.0£31.1 8.4
al. 2014 74.1+11.3 kg
Velders et 10 Vaistlussportlased: pikkus 1.90+0.02 m, Kasvavate koormustega test soudeergomeetril: algus 117 290 25
al. 2014 kaal 85.346.0 kg, maksimaalne vdimsus 200 W ning iga 4 min jérel t3steti koormust 50 W
anaeroobsel ldvel 300.0+4.6 W
Halleretal. 13 Tervisesportlased: pikkus 1.77+0.10 m, kaal =~ Kasvavate Kiirustega jooksutest kurnatuseni: algus 6  5.38+2.90  38.04+25.5 7.06
2016 69.6+12.2 kg, anaeroobse live kiirus km-h™ ning iga 3 min jirel t3steti kiirust 2 km-h™
12.5+0.8 km-h™
Halleretal. 13 Tervisesportlased: pikkus 1.77+0.10 m, kaal 40 min jooks kiirusel 9.6 km-h™ iga 10 min jérel 1 5.9142.20  39.3+£25.9 6.6




2016 69.6+12.2 kg, anaeroobse lave kiirus min puhkepaus kapillaarvere proovide votmiseks

12.5+0.8 km-h™* laktaadi mddramiseks
Tug et al. 11 Vaistlussportlased: pikkus 1.81+0.03 m, Kasvavate koormustega test veloergomeetril: algus 6.0* 30.0* 5.0
2016 kaal 75.75+5.19 kg, keha rasva% 11.1£2.86, 50 W ning iga 3 min jérel tdsteti koormust 50 W

VO,max 63.5 ml-min kg™

Lébiviidud uuringud cf-DNA kohta avaldamise kronoloogilises jérjestuses. N — uuringus osalejate arv; DNA — desoksiiribonukleiinhape; et al — ja teised; a — aasta; h — tund;
min — minut; km — kilomeeter; m — meeter; KM — kordusmaksimum; VO,ma — maksimaalne hapnikutarbimine; W — vatt; h/nidalas — tundi nidalas; km-h™ — kilomeetrit
tunnis; ml-min-kg™ — milliliitrit minutis kilogrammi kohta; kcal-min™ — kilokalorit minutis; mmol-L™ — millimooli liitris; ng-mI™ — nanogrammi milliliitris; * arvutatud Tug
et al. (2016) joonise pohjal.
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LISA 2
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(Fatouros et al., 2006)

cf-DNA kontsentratsiooni keskmised néditajad peale erineva iseloomuga treeninguid. (a) Akuutsete treeningute
modtmised. (b) Krooniliste treeningute mdotmised. Soltuvalt uuringute erinevatest laboratoorsetest meetoditest
ja cf-DNA eripéradest on vorreldavad vaid suhtelised tdusud (muutused kordades). cf-DNA = rakuvaba DNA,; t
= nédal. (Breitbach et al., 2012 jargi).
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