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Streszczenie

Od kilkunastu lat pojawiaja si¢ doniesienia dotyczace mozliwosci zastosowania metody
réznicowe] kalorymetrii skaningowej (DSC) w réznych obszarach diagnostyki medycznej
1 medycyny sportowej w oparciu o profile termiczne osocza/surowicy krwi. W niniejszej pracy
podjeto probg oceny wplywu intensywnego wysitku na proteom surowicy oraz efektow
stosowania przez sportowcoéw roéznych form wspomagania treningu sportowego poprzez
sledzenie przebiegu procesu termicznej denaturacji biatek zawartych w surowicy krwi.

Badania przeprowadzono metoda DSC za pomocg mikrokalorymetru VP-DSC
(MicroCal Co, Northampton, MA). Pomiary DSC wodnych roztworéw surowicy wykonano
w zakresie temperatur od 20° do 100°C z szybkos$cig grzania 1°C/min, przy ci$nieniu okoto 1.8
atm.

W czgsci teoretycznej niniejszej pracy, przedstawiono wybrane zagadnienia zwigzane
z proteomem surowicy krwi ludzkiej, ktory moze by¢ zrédlem informacji na temat stanu
zdrowia i zmian w procesach fizjologicznych cztowieka, w tym medycznych konsekwencji
dlugotrwatych treningdw. Omoéwiono przydatnos¢ diagnostyczng wynikéw badan DSC biatek
oraz  pltynéw fizjologicznych, problematyke¢ treningu w  sportach  sitowych
1 wytrzymato$ciowych oraz metody wspomagania treningu sportowego.

Na podstawie cyklu sze$ciu tematycznie zwigzanych, opublikowanych artykutow
naukowych udato si¢ udokumentowac i1 przedyskutowaé wplyw intensywnego wysitku na
ksztalt i parametry termodynamiczne przej$cia endotermicznego reprezentujacego denaturacje
biatek surowicy krwi. W przypadku narciarzy biegowych oraz uczestnikéw ultramaratonu
stwierdzono statystycznie istotny efekt wysitku fizycznego, odzwierciedlony w niektorych
parametrach tego przejicia. Sledzac zmiany usrednionych parametrow termodynamicznych
przejécia denaturacyjnego surowicy na roznych etapach sesji treningowych ( przed- i po-
wysitkowy, w trakcie regeneracji po wysitku) zaobserwowano powtarzajace si¢ charakterystyki
tych zmian.

Rezultaty badan biochemicznych probek surowicy krwi pobranych od osob
uprawiajacych CrossFit wskazaly, ze suplementacja ekstraktem z zielonej herbaty GTE, moze
mie¢ fagodzacy wptyw na potreningowe uszkodzenia mig¢éni. Jednakze, zebrane przy pomocy
skaningowej kalorymetrii r6znicowej wyniki DSC nie wykazaly wyraznego wplywu treningu
ani suplementacji GTE na endotermiczne przejscie zwiazane z denaturacja biatek surowicy.
Brak jakichkolwiek statystycznie istotnych roznic pomiedzy usrednionymi warto$ciami
parametrow przejscia mogl by¢ spowodowany zaobserwowang duza zmiennos$cia osobnicza
zarowno krzywych DSC surowic jak i odpowiedzi na wysilek uczestnikdw tego badania.

Roéznicowa kalorymetria skaningowa pozwolita zaobserwowaé wplyw serii
termicznych zabiegdw odnowy biologicznej (kriostymulacji ogolnoustrojowej oraz sauny
finskiej) na powysitkowe zmiany pojemnosci cieplnej towarzyszace procesowi denaturacji
termicznej biatek surowicy krwi sportowcow. Zabiegi kriostymulacji catego ciata (WBC)
spowodowaty zmniejszenie reakcji na ¢wiczenia fizyczne 1 przyspieszyly regeneracje po
wysitku. Zabiegi sauny finskiej wywotaty przeciwny efekt, tzn. spowodowatly silniejszg reakcje
na wysitek. W przypadku zabiegéw sauny finskiej zaobserwowano spore zrdznicowanie
wynikow DSC $wiadczacych o cofaniu si¢ zmian powysitkowych podczas procesu regeneracji
po ¢wiczeniach.



Abstract

For several years, there have been reports on the possibility of using the Differential
Scanning Calorimetry (DSC) method in various areas of medical diagnostics and sports
medicine based on the thermal profiles of plasma / blood serum. In this study, by monitoring
the course of the process of thermal denaturation of proteins contained in the blood serum, an
attempt was made to assess the impact of intense exercise on serum proteome and the effects
of the use of various forms of sports training support by athletes.

The studies were performed by DSC using a VP-DSC microcalorimeter (MicroCal Co,
Northampton, MA). DSC measurements of aqueous serum solutions were carried out in the
temperature range from 20 ° C to 100 ° C with a heating rate of 1 © C / min, at a pressure of
about 1.8 atm.

The theoretical part of this work presents selected issues related to the human serum
proteome, which can be a source of information on health and changes in human physiological
processes, including the medical consequences of long-term training. The diagnostic usefulness
of DSC test results for proteins and physiological fluids, the issues of training in strength and
endurance sports, and methods of supporting sports training are discussed.

Based on a series of six thematically related, published scientific articles, it was possible
to document and discuss the effect of intense exercise on the shape and thermodynamic
parameters of the endothermic transition representing the denaturation of blood serum proteins.
In the case of cross-country skiers and ultramarathon participants, a statistically significant
effect of physical effort was found, reflected in some parameters of this transition. Recurring
characteristics of these changes were observed by following the changes in the averaged
thermodynamic parameters of the serum denaturation transition at various stages of the training
sessions (pre- and post-exercise, during post-exercise regeneration).

The results of biochemical tests of blood serum samples taken from people practicing
CrossFit indicated that supplementation with GTE green tea extract may have a soothing effect
on post-workout muscle damage. However, DSC results collected with differential scanning
calorimetry did not show a clear effect of training or GTE supplementation on the endothermic
transition associated with serum protein denaturation. The lack of any statistically significant
differences between the mean values of the transition parameters could be due to the observed
high inter-individual variability of both the DSC curves of the sera and the response to the effort
of the participants of this study.

Differential scanning calorimetry made it possible to observe the influence of a series of
thermal biological regeneration treatments (systemic cryostimulation and Finnish sauna) on
post-exercise changes in heat capacity accompanying the process of thermal denaturation of the
serum proteins of athletes. Whole body cryostimulation (WBC) treatments reduced
responsiveness to exercise and accelerated recovery after exercise. The Finnish sauna
treatments had the opposite effect, i.e. they resulted in a stronger reaction to exercise. In the
case of Finnish sauna treatments, a significant variation was observed in the regression of post-
exercise changes during the regeneration process after exercise.



1. Wprowadzenie

Zagadnienia dotyczace zdrowia, tajnikéw ludzkiego organizmu i mechanizméw nim
rzadzacych od zawsze interesowaly naukowcow. W ostatnich latach dzigki rozwojowi nauk
scistych 1 postepowi technologicznemu powstaly nowe oraz udoskonalono juz stosowane
techniki badawcze. Wspotpraca pomiedzy medycyna, biologia, fizyka, inzynierig i technika
umozliwia dazenie do skuteczniejszej 1 szybszej diagnostyki i terapii. Cho¢ liczba istotnych
prac naukowych dotyczacych nowatorskich metod diagnostyki medycznej ro$nie w szybkim
tempie, zmaganie si¢ z ciezkimi do rozpoznania w poczatkowych stadiach chorobami, ktore co
roku powoduja duza $miertelno$¢ ludzi, stale stanowi duze wyzwanie.

Nowych rozwigzan w diagnostyce, profilaktyce i monitorowaniu stanu zdrowia poszukuje
takze medycyna sportowa. Wyczynowi sportowcy jako grupa zmagajgca si¢ z ogromnym
obcigzeniem organizmu przez treningi, suplementacje, zabiegi i starty w zawodach potrzebuja
szczegblnej opieki zdrowotnej. Organizm sportowcOw po sezonie startowym jest przecigzony
1 bardziej podatny na infekcje. W celu regeneracji organizmu oprdcz samego wypoczynku
stosowane sg zabiegi odnowy biologicznej. Majac w perspektywie kolejny sezon startowy
podawane s3a takze wspomagajace suplementy diety. Zapotrzebowanie sportowcoOw na
sktadniki mineralne, sktadniki odzywcze i witaminy jest znacznie wigksze niz u przeci¢tnego
cztowieka. Jeszcze nie do konca znane sg skutki dzialania na organizm ludzki zabiegéw czy
suplementow diety. Jednymi z najpopularniejszych suplementéw wsrdd sportowcoOw sa: 1-
karnityna, BCAA — aminokwasy rozgalezione, kreatyna, zielona herbata, glutamina, witaminy
czy kolagen. Do zabiegow odnowy biologicznej stosowanych przez sportowcow naleza
gldwnie zabiegi kriostymulacji i sauny finskiej, ktore sg w grupie zabiegoéw termicznych.
W przypadku kriostymulacji bodzcem stymulujacym jest zimno. W saunie finskiej ciato
sportowcow poddawane jest na przemiennie przegrzaniu i ochtadzaniu. Monitorowanie stanu
zdrowia sportowcow i mozliwo§¢ wykorzystania nowych technik fizyko-chemicznych moze
pomdc w poznaniu skutkow dzialania suplementéw czy zabiegdw. Dostepna, cho¢ obszerna
literatura naukowa nie dostarcza jasnej odpowiedzi na wiele pytan.

Od kilkunastu lat zintensyfikowaly si¢ proby zastosowania skaningowej kalorymetrii
réznicowe]j (DSC) w rdéznych obszarach diagnostyki medycznej i medycyny sportowej. Badania
DSC plynow fizjologicznych, w tym surowicy krwi, mogg by¢ cennym zrdédltem informacji
o stanie zdrowia pacjentéw jak 1 kondycji fizycznej sportowcow. Zmiany w metabolizmie
spowodowane np. wysitkiem fizycznym w czasie treningu sportowego odzwierciedlajg si¢
w proteomie surowicy krwi 1 ujawniajg si¢ w profilach termicznej denaturacji zawartych w niej
biatek. Metoda DSC daje zatem mozliwos¢ badania molekularnych mechanizméw odpowiedzi
biologicznej organizmow zywych na rdznego typu czynniki fizykochemiczne.

W  badaniach zwigzanych z rozprawa doktorska podjeto probe nowatorskiego
wykorzystania skaningowej kalorymetrii roéznicowej do zbadania efektow wybranych
zabiegow stosowanych w celu wspomagania treningu sportowego, na surowice krwi
sportowcow. Wazne jest, aby stosowane zabiegi cieplne, czy suplementacja, byly bezpieczne
dla zdrowia sportowcow. Prowadzenie rzetelnych badah naukowych, pozwalajacych na
weryfikacje korzysci i1zasadnos$ci ich podejmowania bez znaczacego ryzyka dla zdrowia,
wydaje si¢ istotne.



1.1. Surowica krwi ludzkiej jako material diagnostyczny

1.1.1. Proteom osocza/surowicy krwi

Proteom osocza/surowicy jest zestawem bialek w nim wystepujagcych w danym
momencie i nieustannie wchodzacych mi¢dzy sobg w interakcje. Jest to biatkowy odpowiednik
genomu kazdego organizmu, czyli kompletna informacja biatkowa [1-6]. Liczba biatek
proteomu jest znacznie wigksza niz liczba kodujacych je genéw. Osocze jest wyjatkowym,
najbardziej ztozonym proteomem pochodzenia ludzkiego. Zawiera inne proteomy tkankowe
jako podzbiory. Surowica krwi jest to cze$¢ osocza pozbawiona fibrynogenu. Sktada si¢ w 90%
zwody, 7% z bialek, 3% z soli mineralnych i innych zwigzkéw organicznych i nieorganicznych
[1-3]. Wykorzystywana jest do przeprowadzania licznych testow diagnostycznych takich jak:
badania serologiczne na wykrywanie obecnosci antygendéw i przeciwcial w krwi, oznaczanie
grupy krwi, oznaczanie st¢zenia glukozy we krwi, oznaczanie poziomu hormonéw, enzymow
i markerow nowotworowych [1-3]. Proces syntezy bialek zwigzany jest gldéwnie z watroba,
komoérkami plazmatycznymi (y-globuliny), oraz komoérkami $roédblonka (zachodzi dzieki
polirybosomom) [1-5].

W  ciaggu ostatnich kilkunastu lat opracowano wiele technik badawczych
umozliwiajacych analiz¢ calo$ciowa proteomu. W praktyce klinicznej (poszukiwanie roéznic
w profilach biatkowych o0s6b zdrowych i1 chorych) stosowane sa glownie elektroforeza
dwuwymiarowa (2-DE), spektrometria masowa (MS) [6-14] . Metody te umozliwiajg
identyfikacj¢ pojedynczych bialek. W badaniach proteomu poszukuje si¢ markerow zmian
patologicznych w plynach ustrojowych takich jak: osocze, surowica, §lina, ptyn moézgowo-
rdzeniowy, ptyn owodniowy, ptyn stawowy i mocz [14-26] . W przypadku analizy proteomu
tkanek i komorek badania maja swéj odrebny kierunek [14,17,19,27] .

Proteinogram jest to elektroforetyczny rozdziat biatek surowicy na podstawowe frakcje.
Elektroforeza dwuwymiarowa jest zrodlem informacji o zmianach ekspresji pojedynczych
bialek badanych proteomoéw oraz ich modyfikacji [6-7,28-29] . Skiada si¢ z dwoch etapow: 1)
ogniskowanie izoelektryczne - bialka sg rozdzielane w gradiencie pH w zaleznosci od punktu
izoelektrycznego (pl), czyli wartosci pH, przy ktorej fadunek wypadkowy biatka jest rowny
zero [25,30-32] ; 2) biatka sa rozdzielane zgodnie z ich masa czasteczkowa metodag SDS-PAGE
(ang. SDS poliacrylamide gel electrophoresis) - proces rozdzielenia elektroforetycznego
w warunkach denaturujacych z wykorzystaniem SDS, czyli dodecylosiarczanu sodu [7,28-
29,33-35]. Elektroforeza uzywana jest podczas procesu diagnostycznego chordb o podtozu
hematologicznym lub zwigzanych z zaburzeniami pracy watroby, nerek, niedoborami
pokarmowymi, nowotworami czy procesami zapalnymi [36-38].

Spektrometria masowa umozliwia analiz¢ probek o wysokiej zlozono$ci. Znalazta
zastosowanie w badaniach proteomicznych takich jak: oddzialywania migdzy biatkami,
potranslacyjne modyfikacje, mapowanie przestrzeni komorkowych [6,39-41]. Najczesciej
podczas analizy proteomu stosowane sg dwie techniki: MALDI oraz tandemowa spektrometria
mas [6]. MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) to Desorpcja/Jonizacja
laserem wspomagana matryca. Matryca posredniczy w przekazywaniu energii do badanej
substancji. Utatwia  to jonizacje¢ probki i umozliwia badanie substancji nielotnych,
wielkoczasteczkowych, polarnych [6,28,34,42-43]. Tandemowa spektrometria mas umozliwia



oznaczenie ilosciowe zwigzkoéw mato 1 srednioczasteczkowych w ztozonych mieszaninach bez
konieczno$ci separacji [6,43].

1.1.2. Glowne frakcje bialek surowicy

Biatka to najwazniejsze skladniki organiczne surowicy krwi. Gtownymi frakcjami
biatek sg albuminy i globuliny, ktére peinig wiele istotnych funkcji w organizmie [1-4].
Albuminy to najwigksza frakcja bialek, stanowia okoto 60% wszystkich biatek
osocza/surowicy. Nalezag do grupy biatek globularnych 1 tworzg Ill-rzgdowa strukture
zilustrowang na Rys. 1. Czasteczke albuminy ludzkiej tworzy tancuch polipeptydowy ztozony
z 585 reszt aminokwasowych i 17 mostkow disiarczkowych [1-5, 44-48]. Albuminy petnig
kluczowa rol¢ w utrzymaniu ci$nienia onkotycznego (regulacja ilosci wody we krwi), maja
dziatanie buforujace pH, wykazuja zdolno$¢ do wigzania ligandow (wolne kwasy tluszczowe,
wapn, niektore hormony steroidowe, bilirubing czy leki) oraz ich transportu [1-5, 44-48].
Naruszenie poziomu albumin w osoczu zaktoca wszelkie procesy zwigzane z filtracja
1 przenikaniem wody przez $ciany naczyn krwionosnych [1-2, 44-48] .

B¢ ™
(12

Sudlow |

c' Domain 11

Rysunek 1 Struktura molekularna ludzkiej albuminy (HSA) reprezentujgca domeny, subdomeny i miejsca
wigzania Sudlowa Ii II. [48]

Globuliny sa odpowiedzialne za procesy odporno$ciowe oraz transport hormonéw i kwasoéw
tluszczowych. Dzielimy je na kilka rodzajow [1, 4-5]:

e al-globuliny, ktérych najistotniejsza funkcja jest udzial w procesach obronnych
organizmu, gltéwnie w chorobach zapalnych. Wsrod al-globulin wyrdézniamy: al-
antytrypsyne, al-kwasng glikoproteing, a-lipoproteiny oraz TBG — globulina wigzaca
tyroksyne,

e a2-globuliny petnig wiele istotnych funkcji takich jak: sg markerami zapalenia trzustki,
transportuja miedz, wspomagaja transport zelaza, zabezpieczaja nerki przed
szkodliwym dziataniem hemoglobiny oraz uaktywniaja si¢ w stanach zapalnych
1 uszkodzeniach tkanek. Do a2-globulin zaliczamy mi¢dzy innymi: a2-makroglobuling,
ceruloplazming i haptoglobing,

e [-globuliny gtownie odpowiadaja za transport zelaza, kwasow tluszczowych
1 hormondw sterydowych. W tej grupie biatek wyrdzniamy: transferryng, hemopeksyne,



B-lipoproteing, B2-mikroglobuling, czynniki krzepnigcia krwi, angiotensyng, enzymy
(esteraze¢ cholinowa, fosfataze, proteaze), bradykining i izoaglutyniny,

e y-globuliny tworzg immunoglobuliny i biatko C-reaktywne (CRP). Immunoglobuliny
mozemy podzieli¢ na pig¢ gtéwnych podgrup: IgG — warunkujace odpornos¢, IgA —
wystepujace w wydzielinach (widoczna na rysunku 2), IgD — bedace receptorami
powierzchni limfocytow B, IgM — aktywujace si¢ jako pierwsze podczas choroby, 1 IgE
— wzrost ich liczby podczas reakcji alergicznej oraz zakazenia pasozytami. CRP to
biatko ostrej fazy, ktore uaktywnia si¢ podczas stanéw zapalnych.

|\ :
=\ Immunoglobulin A

- _[_rj’--_‘;‘z“‘"'m. (IgA)

B Tompore

4 e "\-\__\__\-_ 3 _.."' "'_
"'u‘ - i b
g Joining  Secretory
i chain protein

Rysunek 2 Struktura immunoglobuliny IgA [49]

1.1.3. Odzwierciedlenie stanu zdrowia i zmian w fizjologii czlowieka
w proteomie surowicy krwi

Sktadniki komorkowe i biochemiczne krwi odgrywaja kluczowa rol¢ w fizjologii
cztowieka, a ich dynamiczne poziomy koreluja ze stanem zdrowotnym osobnika. W organizmie
cztowieka zachodza nieustanne zmiany fizjologiczne, ktore odzwierciedlajg si¢ w wynikach
badan [45-46]. Ludzkie osocze/surowica zawiera rdznorodne biatka, wydzielane ze wszystkich
typow komorek i tkanek, aby zapewni¢ normalne funkcje fizjologiczne [45-46]. Biatka moga
by¢ rowniez wydzielane/wyciekajace z uszkodzonych komorek czy tkanek, szczegolnie
podczas choroby [4]. Dynamiczny =zakres stezenia bialek stwarza duze wyzwanie
w profilowaniu calego osocza/surowicy. Biatka krazace w organizmie zmieniajg si¢ wraz
z wiekiem, a takze w roznych stanach fizjologicznych i patologicznych. W wielu przypadkach
stanowig doskonaty laboratoryjny wskaznik stanu zdrowia. Pozwala to na wczesne wdrozenie
odpowiedniego leczenia [50].

Bialko catkowite we krwi to wszystkie biatka jakie znajduja si¢ w krwioobiegu. Poziom
biatka catkowitego stanowi wypadkowa proceséw syntezy i1 degradacji dwoch gléwnych frakcji
biatkowych: albumin i globulin [1,4-5,51]. SteZenie ponizej normy jest spowodowane przede
wszystkim zmniejszeniem ilo$ci albumin. Natomiast st¢zenie powyzej normy jest skutkiem
zwigkszonej produkcji globulin (immunoglobulin) [1,4-5,51]. We krwi kraza dodatkowo
fibrynogen, glikoproteiny, lipoproteiny oraz bialka, ktore pojawiaja si¢ okresowo w osoczu
krwi z powodu choroby (np. biatka ostrej fazy). Wigkszo$¢ bialek osocza syntetyzowana jest
w watrobie. Poziom bialka calkowitego w badaniu biochemicznym krwi jest oznaczany
podczas diagnozowania choréb watroby, chordb nerek, chordb jelit i powaznych chordb skory
[52-54]. Zmniejszenie stezenia biatka calkowitego we krwi ma zwigzek z wieloma czynnikami,
nalezag do nich: 1) zmniejszenie wytwarzania bialek (choroby watroby, niedozywienie,
zaburzenie trawienia 1 wchtaniania), 2) zwiekszony metabolizm bialek (posocznica, choroby
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nowotworowe, stany pooperacyjne, goraczka), 3) utrata biatek z organizmu (krwotok, rozlegte
urazy, choroby nerek, utrata przez skor¢ — pecherzyca, tuszczyca, oparzenie), 4) stan
przewodnienia organizmu [54-56]. Zwigkszenie stezenia bialka catkowitego we krwi jest
zwigzane z: 1) zwigkszong produkcja przeciwcial w jednej klasie charakterystyczna dla
nowotworow uktadu chtonnego (szpiczak mnogi, makroglobulinemia Waldenstroma, choroba
cigzkich tancuchow, choroba lekkich tancuchéw), 2) zwigkszona produkcja wielu klas
immunoglobulin (przewlekte stany zapalne, choroby autoimmunologiczne, przewlekte choroby
watroby), 3) stan odwodnienia organizmu [54-56].

Bardzo duzo czynnikd6w wplywa na wilasciwa interpretacje wynikéw badan
laboratoryjnych. Wiaze si¢ to z niewlasciwym przygotowaniem pacjenta do badan (positki,
wysitek fizyczny, przyjmowane leki), blgdne pobranie materiatu do badan (zbyt cienka igta,
niewtasciwa probowka, brak mieszania), niewlasciwe przechowywanie badanego materiatu
(silne nastonecznienie, zbyt wysoka lub zbyt niska temperatura), niewtasciwy transport (zbyt
dhugi czas transportu, niewtasciwe warunki przechowywania podczas transportu) [57-58].
Odpowiednie przygotowanie badanego pozwala na uzyskanie wiarygodnych wynikéw, ktore
odzwierciedlaja aktualny stan zdrowia [59]. Szereg parametrOw oznaczanych z krwi jest
zwigzana z efektami diety badanego. Odroznienie efektow spozycia pojedynczego positku od
codziennej diety jest istotne [58]. Bezposrednio po positku wzrasta stgzenie m.in. takich
parametréw jak: glukoza, fosforany czy leukocyty. Dieta bogata w biatka charakteryzuje si¢
podwyzszonym poziomem: mocznika, kwasu moczowego, amoniaku. Dieta uboga w biatka
powoduje obnizenie: stezenia prealbuminy, biatka wigzacego retinol i kreatyniny. Glodzenie
si¢ takze wplywa na wyniki badan laboratoryjnych [58,60]. Podczas 48 godzinnego glodzenia
dochodzi do rozwoju kwasicy metabolicznej, ktorej towarzyszy spadek stezenia
wodoroweglanéw oraz wzrost stezenia zwigzkoéw ketonowych w surowicy krwi i moczu.
Zmiany w istotnych parametrach biochemicznych pojawiajg si¢ juz podczas krotkotrwatego
glodzenia. Zaobserwowaé¢ mozemy wtedy: spadek stezenia trdjglicerydow 1 amoniaku,
insuliny, kortyzolu oraz testosteronu, natomiast wzrost stezenia wolnych kwaséw
thuszczowych, glicerolu, kwasu moczowego 1 mocznika, a takze hormonu
adrenokortykotropowego [60].

Picie alkoholu, kawy czy palenie papierosow réwniez wplywaja na wyniki badan krwi
[58,60]. Kofeina zawarta w kawie powoduje wzrost stezenia glukozy 1 wolnych kwasow
tluszczowych. Natomiast palenie papierosow zmienia poziom: leukocytow, lipoprotein,
hormonow, witamin, marker6w nowotworowych. Spozywanie alkoholu powoduje dwa rodzaje
skutkow: ostre efekty — wystepujace po 2-4 godzinach od spozycia, oraz efekty dlugotrwatego
picia alkoholu [60]. Do ostrych efektow zaliczy¢ mozemy: kwasice metaboliczng, wzrost
stezenia mleczanow i1 kwasu moczowego, oraz spadek st¢zenia glukozy [58,60]. W wyniku
dhlugotrwatego przyjmowania alkoholu obserwujemy wzrost aktywno$ci enzyméw ALT
(aminotransferaza alaninowa - enzym watrobowy), AST (aminotransferaza asparaginianowa —
enzym watrobowy) 1 GGTP (gamma-glutamylotranspeptydaza), a dodatkowo wzrost poziomu
triglicerydow 1 wzrost objetosci erytrocytéw (efekt towarzyszacy spadkowi kwasu foliowego)
[54,58,60-61].

Wszelkie ziota stosowane w suplementach diety majg szerokie 1 r6znorodne dzialanie
dlatego ich zazywanie zawsze powinno by¢ konsultowane z lekarzem. Ziota moga wptywac na
przemiany metaboliczne a nawet wchodzi¢ w interakcje z lekami modyfikujac ich dziatanie
(np. obnizanie wskaznika INR po zastosowaniu preparatow z dziurawcem, zenszeniem) [60].
Substancje aktywne zawarte w ziolach/mieszankach ziotowych, ktorych doktadny sktad nie
zawsze jest znany, moga prowadzi¢ do uzyskania nieprawidlowych (zafatszowanych) wynikow
[60].

11



Wiysitek fizyczny ma istotny wptyw na wyniki badan laboratoryjnych. Podczas wysitku
fizycznego dochodzi do przesuni¢¢ ptynow pomiedzy przestrzenia wewnatrznaczyniowa
1 srodmiazszowa, utraty ptynow z potem i zmian st¢zen hormondw (m.in.: wzrost st¢zenia
adrenaliny, glukagonu, kortyzolu, ACTH — adrenokortykotropina) [60]. Powoduje to zmiany
stezenia kreatyniny, biatka catkowitego, albuminy i substancji wigzacych si¢ z albuming takich
jak wapn, bilirubina, hormony, leki. Liczba erytrocytow i leukocytow rowniez wzrasta [58,60].
Duzy wysitek fizyczny moze spowodowac niedotlenienie mig¢sni szkieletowych, co skutkuje
wzrostem stezenia mleczanéw, kinazy kreatynowej, kreatyniny, mioglobiny, LDH -
dehydrogenaza mleczanowa, AST -aminotransferaza asparaginianowa [58,60]. Wysitek
fizyczny uaktywnia rowniez uklad krzepnigcia, co prowadzi do skrocenia PT (czas
protrombinowy) 1 APTT (czas cz¢sciowej tromboplastyny po aktywacji), a takze do wzrostu d-
dimeréw (produkt rozpadu wytacznie stabilnej, usieciowanej fibryny) [58,60].

Duze ilosci biatek ostrej fazy (BOF) zostajg uwolnione do osocza przez szkodliwe czynniki
takie jak: zakazenia bakteryjne/wirusowe (ostre infekcje), urazy mechaniczne (zranienia), urazy
termiczne (oparzenia), niedokrwienia tkanek prowadzace do martwicy (np. zawat serca) [62-
63]. Ich stezenie we krwi zmienia si¢ w przebiegu stanu zapalnego. BOF zaangazowane sg
w mechanizmy wrodzonej odpornosci humoralnej. W tej grupie bialek mozemy wyr6znicé
przede wszystkim glikoproteiny, ktore produkowane sg przez hepatocyty watroby czyli: biatko
C-reaktywne (CRP), haptoglobina, fibrynogen. Cytokiny prozapalne (interleukiny IL-1, IL-6,
IL-8 i czynnik martwicy nowotwordéw alfa - TNF-0) wzmagaja produkcje biatek ostrej fazy,
uwalniane sg przez fagocyty w trakcie wrodzonej, natychmiastowej reakcji obronnej [63].
Osoczowy profil stezenia bialek ostrej fazy ulega istotnej zmianie w czasie kilku godzin od
zadziatania czynnika wywotujacego ostra reakcje zapalng. Wysokie stezenie BOF w osoczu
utrzymuje si¢ nawet 2-3 tygodnie od momentu zadzialania czynnika stymulujacego [63].
Wzmozona produkcja BOF dodatnich — biatko C-reaktywne, haptoglobina, ceruloplazmina,
plazminogen, i inne; odbywa si¢ kosztem obnizonej syntezy ujemnych — albuminy,
transferryna, antytrombina [62]. Gléwnym zadaniem tych bialek jest pomoc w eliminacji
szkodliwych czynnikow 1 przywrdcenie homeostazy organizmu [63-64]. Wykazuja one rdzne
funkcje fizjologiczne: aktywacja ukladu krzepnigcia, hamowanie namnazania drobnoustrojow,
aglutynacja (oblepianie) patogendow, aktywacja uktadu dopetniacza, wigzanie 1 neutralizacja
enzymow, wolnych rodnikow. BOF a zwlaszcza CRP to markery diagnostyczne aktywnego
ostrego odczynu zapalnego — to markery niespecyficzne czyli nie zaleza od czynnika
aktywujacego. Monitorowanie zmian st¢zenia CRP moze by¢ waznym wskaznikiem
terapeutycznym w reumatoidalnym zapaleniu stawow [63,65], zawale serca [63], udarze mézgu
[63].

1.2. Skaningowa kalorymetria roznicowa (DSC) w badaniach bialek i plynow
fizjologicznych

1.2.1. Klasyfikacja kalorymetrow

Kalorymetr jest przyrzadem do pomiaru ciepla towarzyszacego w czasie badanej
przemiany fizycznej, chemicznej lub biologicznej. W literaturze wystepuja pojecia:
kalorymetru wlasciwego, uktadu kalorymetrycznego oraz mikrokalorymetru i nanokalorymetru
[66]. Kalorymetr wlasciwy to naczynie kalorymetryczne wraz z umieszczonym obiektem badan
1 niezb¢dne urzadzenia do przeprowadzenia przemiany, wyznaczenia ciepla przemiany,
wzorcowania, a takze ostona zewngtrzna o statej lub regulowanej temperaturze. Uklad
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kalorymetryczny to system sktadajacy si¢ z kalorymetru wtasciwego, termostatu oraz zespotu
urzadzen wykorzystywanych do pomiaru, automatycznej regulacji, naboru i przetwarzania
danych. Mikrokalorymetr i nanokalorymetr to odpowiednio kalorymetry umozliwiajace
okreslanie efektow cieplnych rzedu mikro- 1 nano- kalorii. W literaturze znajdziemy wiele
sposobow sklasyfikowania kalorymetrow [66]. Bioragc pod uwage wymiang cieplng pomiedzy
kalorymetrem wlasciwym i oslong zewngtrzng wyrdznia si¢ dwa podstawowe rodzaje
kalorymetréw: adiabatyczne i nieadiabatyczne.

W badaniach probek biologicznych coraz czesciej znajdujg zastosowanie: izotermiczna
kalorymetria miareczkowa (ITC) 1 skaningowa kalorymetria roznicowa (DSC). Metoda ITC
jest stosowana do otrzymywania parametréw kinetycznych determinujacych wigzanie molekut.
Podczas reakcji, ciepto jest absorbowane badz uwalniane i taki efekt jest mierzony przez czuly
mikrokalorymetr podczas stopniowego miareczkowania ligandu do celi badawczej
zawierajacej makromolekute. Jest to narzgdzie pomocne przy projektowaniu lekoéw 1 badaniu
wigzan migdzy molekulg a ligandem.

Skaningowe kalorymetry réznicowe s3 klasyfikowane ze wzglegdu na metode
wykorzystywang do wyznaczenia efektow cieplnych. Wyr6zniamy metodeg:

e przeptywu ciepla
e kompensacyjng.

Kazda z tych metod ma inne rozwigzanie konstrukcyjne [67-70].

Roéznicowe kalorymetry typu przeplywowego posiadaja dwa symetryczne, jednakowe
naczynka pomiarowe (S- proba i R- referencja) we wspolnym piecu. Temperatura pieca jest
regulowana w sposob niezalezny od zmian wilasciwosci probek w czasie pomiaru, zgodnie
Z programem temperaturowym. Mierzona jest rdznica temperatur mi¢dzy probkami:

AT = TS_ TR (1)

Gdy do obu probek plynie taki sam strumien ciepta, wtedy roznica temperatur wynosi
zero. Stan rownowagi moze zosta¢ zaktdcony przez przemiang w probce albo podczas asymetrii
cieplnej uktadu spowodowanej rdznica pojemnosci cieplnych probek. W takim wypadku
obserwujemy roznic¢ temperatur AT#0, ktéra jest proporcjonalna do roznicy strumieni
cieplnych

Adm = — k' = AT (2)
Stata proporcjonalnosci k” bedaca funkcjg temperatury wyznaczana jest doswiadczalnie.

System pomiarowy roznicowych kalorymetréow skaningowych typu kompensacyjnego
jest ztozony z dwoch identycznych mikropiecow, w ktorych umieszczone sg probki S 1 R,
wyposazonych w grzejniki elektryczne, oddzielonych od siebie i umieszczonych w ostonie
o statej lub zmiennej temperaturze.

Podczas pomiaru do grzejnikéw obu piecow dostarczana jest taka moc, zeby zmieniaé
ich temperature zgodnie z zatozong szybko$cig ogrzewania. Gdy temperatura obu piecow jest
jednakowa 1 réznica mocy dostarczanej do grzejnikdw wynosi zero to wystepuje symetria
cieplna ukladu. Asymetria wywotywana przemiang probki lub r6éznicg pojemnosci cieplnej
probek S 1 R generuje roznice temperatur miedzy piecami. Uklad pomiarowy stara si¢
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sprowadzi¢ ja do zera czyli skompensowa¢ odpowiednia zmiang mocy elektrycznej
dostarczanej do grzejnika pieca probki [68]. Moc jest przeksztalcana w pozorng molowa
nadmiarowa pojemnos¢ cieplng <ACp> zgodnie ze wzorem [68]:

P
<ACp>= — (3)

gdzie: P — moc potrzebna do utrzymania zerowej roznicy temperatur
o= dT/dt - szybko$¢ skanowania,
m — 1lo$¢ moli biatka w objetosci probki.
1.2.2. Informacje o technice i krzywych DSC bialek

Skaningowa kalorymetria réznicowa pozwala mierzy¢ wtasciwosci termodynamiczne
przemian wywotywanych termicznie. Stosowana jest do badania ré6znych makroczasteczek
biologicznych takich jak biatka czy lipidy [71-80]. Wsrdd przykladoéw zastosowan wymienié
mozna badania: stanow konformacyjnych biatek [73], wigzan DNA z biatkiem [81], topienia
biopolimerow, przej$¢ fazowych lipidow oraz interakcji lipid-biatko [71,82].

Pojemnos¢ cieplna odzwierciedla zdolnos¢ substancji do absorpcji ciepta. W warunkach
izobarycznych:

G=Gr @

Na poziomie molekularnym energia cieplna bedzie rozdzielona pomig¢dzy dostgpnymi
stopniami swobody i podzielona na energie kinetyczne (drgania, ruchy obrotowe, translacje)
lub energi¢ potencjalng (zmiany miedzyczasteczkowe energii potencjalnych: rozcigganie
wigzan, zginanie, ztamanie itp.) [83].

Cp mozna wyznaczy¢ z temperaturowych zmian entalpii H:
dH
Cp —ar (5)

Warto$¢ pojemnosci cieplnej zalezy od ilosci drog rozprzestrzeniania przyjmowanego
przez uktad ciepta, wigc jest ona powiazana z entropia S:

ds
C, =T= (6)

Entalpia (H) jest jednoznaczna funkcja stanu, czyli jej zmiana jest jednoznacznie
okreslona warto$ciami parametréw stanu ukladu na poczatku procesu i po jego zakonczeniu
niezaleznie od drogi. Pochodna entalpii wzgledem temperatury jest rOwna pojemnosci cieplnej
pod stalym ci$nieniem. Pozwala to okresli¢ zmiang entalpii :

AH(T) = fTZ AC,dT (7)

Funkcja stanu zwana entropig okresla kierunek przebiegu proceséw spontanicznych
w odosobnionym ukladzie termodynamicznym. Gdy mamy do czynienia z procesem
odwracalnym kierunek przepltywu energii moze zosta¢ zmieniony w kazdym momencie przez
zmiang warunkow. W przypadku procesu nieodwracalnego kierunek przeplywu energii nie
moze zosta¢ zmieniony. Zmiana entropii (AS):
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AS(T) = [y “2dr (8)

Energia swobodna Gibbsa (AG) (entalpia swobodna) jest miarg ilosci energii, ktora
moze by¢ zamieniona w prac¢ w tym uktadzie. Zmiana energii swobodnej Gibbsa podczas
reakcji dostarcza uzytecznych informacji o spontanicznosci reakcji. AG moze by¢ obliczona na
podstawie zestawu parametréw takich jak zmiana entalpii 1 entropii, oraz temperatury w ktorej
zachodzi reakcja.

AG(T) = AH(T) — TAS(T) (9)

Parametry takie jak AG 1 AH dostarczajg informacji na temat stabilnosci cieplnej biatek
[81]. Stabilno$¢ ma ogromne znaczenie w zrozumieniu funkcji biatek. Metodg DSC mozemy
badac stabilno$¢ termodynamiczng bialek oraz stabilno$¢ kinetyczng biatek [84].

Rysunek 3 przedstawia krzywa dla typowego organicznego polimeru. Krzywa DSC
polimeru charakteryzuje si¢ kilkoma typowymi efektami termicznymi: temperaturg zeszklenia,
krystalizacja, topnieniem, utlenieniem/degradacja [85]. Obserwujemy na krzywej przejscie
szkliste, gdy ciato/substancja przechodzi w stan amorficzny w temperaturze Ty czyli
temperaturze zeszklenia. Mozemy zobaczy¢ rowniez krystalizacj¢ czyli organizacj¢ atomow,
czasteczek w dobrze okreslong, sztywna sie¢ krystaliczng ze stanu ciektego, amorficznego
w krystaliczny. Jest to proces egzotermiczny — energia uwalniania jest z uktadu. Kolejno
mozemy obserwowac szeroki pik odpowiadajacy topnieniu czyli przemianie fazowej ze stanu
statego, krystalicznego w ciekly — proces endoenergetyczny — energia jest pobierana przez
uktad. Na koniec mozemy zaobserwowac utlenienie/degradacj¢ czyli zniszczenie struktury
badanej substancji.

degradation

DSC response

crystallization

T——o

Rysunek 3 Krzywa DSC dla typowego organicznego polimeru, gdzie: T, — temperatura zeszklenia, Glass
transition — przejscie szkliste, Crystalization — Krystalizacja, Melting — topnienie, Degradation — degradacja,
Oxidation - utlenianie [85]

Procesowi przejscia biatka z formy natywnej do zdenaturowanej towarzyszg efekty
cieplne. Technika DSC pozwala na bezposredni pomiar tych efektow. Mikrokalorymetr
pozwala mierzy¢ réznice pojemnosci cieplnej miedzy roztworem biatka a rozpuszczalnikiem.
Mozemy wyznaczy¢ czastkowe wlasciwe pojemnosci cieplne biatka. W zwigzku z niewielkimi
stezeniami biatka stosowanymi w mikrokalorymetrii, pozorne molowe pojemnosci cieplne
prezentowane s3 jako czastkowe molowe pojemnosci cieplne [86].
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Krzywa DSC biatka przedstawia zmiany pojemnosci cieplnej C, w funkcji temperatury.
Typowa krzywa DSC procesu termicznej denaturacji bialka zilustrowano na Rysunku 4.
W wyniku rozwijania biatka pod wptywem temperatury na krzywej mozemy wyrdznic trzy
glowne obszary. Obszar niskotemperaturowy - pojemno$¢ zmienia si¢ ze wzrostem
temperatury, najczesciej liniowo. Obszar endotermicznego przej$cia fazowego czyli piki — gdy
pojemno$¢ cieplna gwaltownie rosnie. Trzecim jest obszar wysokotemperaturowy za
przej$ciem, w ktérym zmiany pojemnos$ci cieplnej nie sg liniowe. Czasami w tym zakresie
temperatur ujawniajg si¢ wklady egzotermiczne zwigzane z agregacja rozfaldowanych
tancuchéw polipeptydowych bialek.
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Rysunek 4 Typowa krzywa DSC biatka poddanego termicznej denaturacji, gdzie T; do T zakres temperatur
procesu, T, to temperatura przejscia zwigzana z denaturacjq biatek, <Cpn> to czgstkowa molowa pojemnos¢
cieplna biatka natywnego, przyblizenie <Cp,n> funkcjg liniowq — linia przerywana, <C, p> to czgstkowa molowa
pojemnosc¢ cieplna biatka zdenaturowanego, przyblizenie <C,p> funkcjqg kwadratowq (zazwyczaj wielomian)—
linia kreska-kropka, AC,%" to zmiana pojemnosci cieplnej, <6Cpint> jest to wewnetrzna nadmiarowa pojemnosé
cieplna i wyznaczana w wyniku ekstrapolacji funkcji <C, N(T)> i <Cp,p(T)> obszaru pomigdzy temperaturami T
i T> proporcjonalnie do postepu przejscia — linia kropkowana, <dCptrs> to nadmiarowa pojemnos¢ cieplna
przejscia, Ty — temperatura dla ktorej wyznaczono sktadowe [87].

Na przyktadowej krzywej DSC bialka pokazanej na rysunku 4, proces denaturacji
obserwujemy w zakresie temperatur T; do T>. T jest to temperatura przej$cia, w ktorej
wystepuje maksimum w <AC,>. <Cpn> jest czastkowa molowa pojemnoscig cieplna
natywnego bialka i mozna ja przyblizy¢ funkcja liniowa — na rysunku 4 przyblizenie przy
pomocy linii przerywanej. <Cpp> jest czastkowa molowa pojemno$cig cieplng biatka
zdenaturowanego i mozna go przyblizy¢ funkcja potggowa np. kwadratowa —na rysunku 4 przy
pomocy linii kreska-kropka. AC,%" = <C, p(T)>-<Cpn(T)> to zmiana pojemnosci cieplnej,
ktora towarzyszy denaturacji. Zmiana ta jest zazwyczaj dodatnia, poniewaz biatko
zdenaturowane ma wieksza pojemnos$¢ cieplng niz natywne [87].

Nadmiarowa pojemnos$¢ cieplna biatka moze by¢ podzielona na dwie sktadowe:
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<AC, >=<ICM > +<CHs > (10)

<8C,"> jest to wewnetrzna nadmiarowa pojemno$é cieplna i stanowi sume wkladow od
wszystkich standw obecnych podczas przejs$cia ze stanu natywnego do zdenaturowanego.

<3C,™> nazywana nadmiarowg pojemnoscig cieplng przej$cia i ma swoje zroédlo we wzroscie
fluktuacji uktadu, gdy biatko przechodzi pomigdzy stanami o rdznej entalpii w trakcie
termicznej denaturacji. Zwykle ta skladowa jest wigksza niz <6C,"> co widzimy na rys. 4 przy
temperaturze oznaczonej jako Tx.

<8C,"> mozna wyznaczy¢ poprzez wykonanie ekstrapolacji funkcji <Cpn(T)> i <Cp.p(T)> do
obszaru pomigdzy temperaturami Ti i T> proporcjonalnie do postepu przejscia — linia
kropkowana na rysunku 4.

Polem pod funkcja nadmiarowej pojemnosci cieplnej przejscia (<8C,"™>) jest AHgen
czyli nadmiarowa entalpia termicznej denaturacji:

AHg,, = fTTf < 9CLs > dT (11)

T1 i T2 to temperatury, w ktorych zakresie catkujemy — jest to pole piku nad linig kropkowang
na rysunku 4. W ten sposéb wyznaczana jest zmiana entalpii czyli entalpia kalorymetryczna
przejscia AHcal.

Natomiast nadmiarowa entropia denaturacji (ASden) jest wyznaczana ze wzoru:

ASyon, = fTT: <ACIs>dInT  (12)

Termodynamiczng stabilno$¢ biatka, graficznie mozna przedstawi¢ za pomocg krzywej
stabilnosci — rysunek 5. Wartosci zmian entalpii oraz entropii, zatem takze AG mozna uzyskac
bezposrednio z pomiaréw kalorymetrycznych. Monomeryczne biatka, ktore ulegaja

rozfaldowaniu wedtug modelu dwustanowego (N & U, gdzie: N — forma natywna biatka, U —
rozfaldowana forma biatka, K — stata rbwnowagi) posiadaja dwa punkty przeciecia krzywe;j
reprezentujacej zmiany AG (AG = AH — TAS) z osig x (zmiany temperatury T). Punkty te
nazywane s3 punktami przejscia. Dla biatek monomerycznych punkty przejscia odpowiadajg
temperaturom, gdzie stezenia biatka w formie natywnej 1 rozfaldowanej sg takie same. Punkt
w zakresie niskich temperatur jest wynikiem ekstrapolacji 1 przewiduje niestabilno$¢ biatka
W procesie zwanym zimng denaturacjg.
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Rysunek 5 Krzywe stabilnosci przedstawiajqce zmiany parametrow termodynamicznych podczas denaturacji
typowego biatka globularnego [88]

Denaturacja biatek jest zaburzeniem struktury czasteczek bialkowych zwigzanych
z rozerwaniem wigzan chemicznych stabilizujacych ich strukture drugo-, trzecio-
i czwartorzedowa. Rysunek 6 przedstawia hierarchiczng strukture biatek. W efekcie
odstonieciu ulegaja pewne grupy funkcyjne, gtownie —SH i —OH, ktére w stanie natywnym
bytly zwigzane wigzaniami wodorowymi. Struktura pierwszorz¢dowa nie ulega zmianie.
Denaturacja moze by¢ zaréwno procesem endoenergetycznym jak i egzoenergetycznym.

a
) primary structure | o - " . " 0 .

b)

Rysunek 6 Struktura rzedowa bialek: a - struktura pierwszorzedowa, b — struktura drugorzedowa, ¢ — struktura
trzeciorzedowa, d- struktura czwartorzedowa [89]
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Proces denaturacji zachodzi pod wptywem czynnikéw fizycznych 1 chemicznych.
Czynnikami fizycznymi powodujacymi denaturacj¢ sa: temperatura, ci$nienie, promieniowanie
jonizujace 1iniejonizujace, naprezenie mechaniczne, mieszanie i wysychanie. Denaturacje
chemiczng powoduja takie substancje jak: stezone sole i zasady, sole metali ci¢zkich,
detergenty oraz rozpuszczalniki organiczne.

Zaprezentowany na Rysunku 7 diagram fazowy (przewidziany teoriag Hawley’a)
w plaszczyznach temperatura-ci$nienie pokazuje, ze natywny stan biatek jest stabilny
w ograniczonym zakresie temperatury i cis$nienia. Zgodnie z teorig Hawley’a Ty oraz TL
odpowiadajg wysokiej i niskiej temperaturze denaturacji, natomiast pu 1 pr to wysokie i niskie
cisnienie, umozliwia to denaturacj¢ izotermiczng przez zmian¢ ciSnienia. Teoria Hawley’a
oparta jest na dwoch hipotezach: 1) biatka majg tylko dwa rozne stany: zwiniety i rozfatdowany;
2) rbwnowaga termodynamiczna utrzymuje si¢ podczas procesu denaturacji — caty proces jest
odwracalny [90].

=y

DENATURED

Press

- >
kFL L Temperature

¥

Rysunek 7 Obraz poglgdowy teorii stabilnosci Hawley’a [90]

Jak wspomniano przy omawianiu krzywej stabilno$ci zilustrowanej na Rysunku 5,
biatka moga ulega¢ denaturacji nie tylko w wysokich temperaturach, ale takze w wyniku
obnizania temperatury (tak zwana zimna denaturacja) [91-93]. Proces termicznej denaturacji
w wysokich temperaturach polega na zrywaniu wigzan wodorowych i1 wzmacnianiu
oddziatywan hydrofobowych. Dalsze ogrzewanie kooperatywnych wigzan wodorowych
stabilizujacych strukture helikalng powoduje ich tamanie. Grupy hydrofobowe zostaja
wystawione na dziatanie rozpuszczalnika w wyniku rozfatdowania struktury biatka. Prowadzi
to do w konsekwencji takze do agregacji 1 wytracania biatka (koagulacji). Wszystkie biatka
ulegaja denaturacji w podobnym zakresie temperatur, ale ich profile przejs¢ termicznych sa
zr6znicowane. Zimna denaturacja to wynik obnizania potencjatlu termodynamicznego
hydratacji wraz z obnizeniem temperatury. Jest to korzystne termodynamicznie, a hydratacja
grup polarnych jest odpowiedzialna za zimng denaturacje. Zimna denaturacja jest catkowicie
odwracalna [1,91-93].

Denaturacja moze by¢ procesem odwracalnym, gdy czynnik zostanie usunigty (np.
oddzielenie mocznika podczas dializy). Wtedy wiele bialek powraca do natywnej konformac;ji.
Ta forma procesu musi by¢ przeprowadzana bardzo powoli. Dane eksperymentalne otrzymane
z procesu odwracalnego mozna opracowa¢ w ramach termodynamiki réwnowagowej. Gdy
czasteczka bialka nie moze powrdci¢ do konformacji natywnej mamy do czynienia
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z denaturacja nieodwracalng. Proces nieodwracalny jest zalezny od szybkosci skanowania
1 w opracowaniu stosujemy podejscie kinetyczne.

Denaturacja termiczna biatek jest czgsto przemiang kontrolowang czynnikiem
kinetycznym. Uwzgledniajac aspekty kinetyczne proces denaturacji bialek moze by¢ opisany
modelem Lumry’ego i Eyringa (L-E) [94-95] :

K Kk
NeU-1 (13)

gdzie: N — forma natywna biatka, U — forma rozfaldowana, I - forma nieodwracalnie
zdenaturowana, K — stala rownowagi pomiedzy stanami N i1 U, k — stata szybkosci dla procesu
nieodwracalnego. W niektorych przypadkach model L-E moze zosta¢ zredukowany do
jednokrokowego prostego modelu nieodwracalnego, a czasami do poprawnego opisu nalezy
zastosowac bardziej ztozone modele. Opisano wiele modyfikacji modelu L-E [94-96].

Na zjawisko denaturacji czesto naktada si¢ zjawisko agregacji biatek, ktore powoduje
emitowanie ciepla (jest to najczgsciej proces egzotermiczny). Taka agregacje moze
reprezentowac drugi czton rownania (13) — wkiad kinetyczny opisany stata szybkosci k.
Agregacja bialek jest niespecyficznym taczeniem si¢ molekut biatek w bezpostaciowe skupiska
(agregaty) lub wiokienka amyloidowe (agregaty biatkowe o strukturze ) [97-100]. Do
agregacji, a nawet wytracania po rozfatldowaniu dochodzi przy wysokich stezeniach probki czy
starych probkach. W takiej sytuacji zjawisko agregacji zaburza doktadne wyznaczenie entalpii
z pomiaréw DSC, powoduje zmiang ksztattu piku reprezentujacego przej$cie denaturacji biatka
oraz przesunig¢cie jego maksimum w kierunku nizszych temperatur.

1.2.3. Zastosowanie metody DSC w diagnostyce medycznej

Sledzqc doniesienia literaturowe z ostatniego dwudziestolecia, mozna stwierdzi¢, ze
réznicowa kalorymetria skaningowa jest przysztosciowg technika w diagnostyce medycznej,
przeprowadzono wiele badan osocza/surowicy i1 innych ptynoéw fizjologicznych w celu
klinicznego rozpoznania i monitorowania chordb [73-80,101-114]. Bioragc pod uwage wysoka
czulo$¢ DSC na zmiany w interakcjach wewnatrz- 1 migdzyczasteczkowych warunkujacych
stabilizacj¢ biomolekut, prawdopodobne jest, ze profile DSC bioplynow moga odzwierciedlaé
zmodyfikowana stabilno$¢ termiczng gtéwnych sktadnikow proteomu m.in. z powodu wigzania
biomarkeréw zwigzanych z choroba [110]. Gdy struktury biologiczne ulegaja przeksztatceniu
to ich wlasciwosci termodynamiczne rowniez beda si¢ zmienia¢, dzigki czemu mozna
monitorowa¢ przemiany w strukturze molekularnej probek biologicznych.

Do jednych z pierwszych, cieckawych wynikow ze wspomnianego obszaru badan naleza
te opublikowane przez zespot N. Garbett z University of Louisville Health Sciences Center
w USA [101-103]. Poczatkowe doniesienia dotyczyty porownan mato licznych grup pacjentow
z odpowiednimi grupami kontrolnymi. W kolejnych latach zaprezentowano wyniki uzyskane
w oparciu o duze proby. Rysunek 8 panel A przedstawia usrednione profile DSC osocza krwi
120 zdrowych oséb [102]. Z rysunku tego wynika, ze uwzglednienie wktadu (w odpowiednich
proporcjach) od zaledwie pieciu, najobficiej wystepujacych w osoczu biatek (HSA, IgG,
fibrynogen, immunoglobulina A i haptoglobina) daje dobre dopasowanie do eksperymentalnie
uzyskanej krzywej. Oprécz osob zdrowych badaniom poddano grupe pacjentéw z toczniem
rumieniowatym — §rednia z 297 probek osocza uzyskanych z Rejestru i Repozytorium Rodziny
tocznia na rysunku 7A w [102]. Przedstawiona na tym rysunku dekonwolucja $redniej krzywe;j
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dla os6b z toczniem pokazuje, ze zmieniony ksztalt wynika w duzym stopniu ze zmiany
denaturacji HSA [102]. Profile DSC wykazuja wrazliwo$¢ na zmiany w proteomie osocza,
ktoére korelujg ze stanem klinicznym badanych 0sob. Potaczenie techniki DSC z nowoczesnymi
metodami diagnostycznymi moze zapewni¢ kompleksowe narzedzie do analizy probek
biologicznych i diagnostyki pacjentow. W artykule opublikowanym w Methods w 2015 roku
[102], opisano zasady, praktyke i wyzwania zwigzane z analiza krzywych DSC osocza krwi
0s0b zdrowych i chorych.

A

Excess Specific Heat Capacity

Excess Specific Heat Capacity

00

Temperature {("C)

Rysunek 8(A) Czarna krzywa - srednia uzyskana ze 120 probek osocza zdrowych osob. Czerwona krzywa jest
wynikiem dekonwolucji obejmujgcej pieé¢ wystepujgcych w duzej ilosci biatek osocza. W gornej czesci panelu jest
pokazany wykres resztkowy (krzywa obserwowana minus dopasowanie). (B) Krzywe DSC siedmiu najobficiej
wystepujgcych biatek w osoczu: HSA - albumina surowicy ludzkiej, IGG — immunoglobulina G, FIB —
fibrynogen, IGA — immunoglobulina A, A2M — alfa-2-makroglobulina, HAPT — haptoglobina, AIAT — alfa-1-

antytrypsyna [102].

Rysunek 9 przedstawia porownanie krzywych osoéb zdrowych z chorymi na wybrane
schorzenia — toczen, borelioza, reumatoidalne zapalenie stawoéw. Pionowe linie przedstawiajg
pierwszy moment przejscia (kolor rozowy - dla osob zdrowych, niebieski - w przypadku
choroby). W przypadku tocznia (rys. 9 panel A) pierwszy moment przesuwa si¢ od normalnej
wartosci 67,5°C do wartosci 71,5°C. Profil oséb z boreliozg (rys. 9 panel B) r6zni si¢ od tego
widocznego dla tocznia ukladowego i pierwszy moment jest przy 73,15°C. Krzywa osob
cierpigcych na reumatoidalne zapalenie stawow (rys. 9 panel C) charakteryzuje si¢ pierwszym
momentem przy 67,9°C, ktory jest nieznacznie wyzszy niz dla osob zdrowych, ale przejscie z
wyraznymi zmianami ksztattu. Réznica w krzywych DSC migdzy osobami zdrowymi a
chorymi moze by¢ spowodowana m.in. interakcjami biomarkerow z gldéwnymi biatkami
osocza/surowicy [103].
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Rysunek 9 Porownanie profili DSC osocza 0sob zdrowych (rozowa krzywa) z osobami chorymi na wybrane
schorzenia (niebieska): A - toczen ukladowy, B — borelioza, C - reumatoidalne zapalenie stawow, pionowe linie
przedstawiajq pierwszy moment przejscia rozowy dla osob zdrowych i niebieski w przypadku choroby [103].

Wiele osrodkéw na §wiecie (Wegry [79,115], Gruzja [116-118], Francja [119-120],
Butgaria [104,121-122] ) zajmuje si¢ badaniami DSC o0s6éb z ré6znymi nowotworami.
Kalorymetryczne badania wykazuja charakterystyczne i powtarzajace si¢ przemiany termiczne
widoczne na krzywej DSC u pacjentow chorych na okreslony rodzaj nowotworu (raka piersi
[79]- rysunek 10 [116-117,122,126], [115] praca odnos$nie pacjentdw z rakiem skory, piersi,
guzem trzustki, nowotwory moézgu [119-120], rak jelita grubego [104], badanie linii
komorkowych nowotworow [121] ). Pomiar DSC moze rdwniez by¢ pomocny do rozréznienia
réznych etapéw choroby 1 monitorowania stadium choroby lub efektow zastosowanej terapii
[79-80,101,111-112].
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Rysunek 10 Krzywe DSC ludzkiego osocza u zdrowych 0sob z grupy kontrolnej, u pacjentek z rakiem piersi z
przerzutami lub bez weztow chionnych. Krzywe skierowane na dot reprezentujg proces endotermiczny (Grupa A:
bez weztow chionnych z przerzutami, Grupa B: 1-3 wezly chionne z przerzutami, wezly wartownicze pozytywne,
Grupa C: 4—10 weztow chtonnych z przerzutami). [79]
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Oprécz badan osocza 1 surowicy krwi mozemy znalez¢ prace dotyczace innych ptyndéw
i tkanek biologicznych — takotki [123], ptynu stawowego [105,124-125], ptynu moézgowo-
rdzeniowego [77-78], sluzowki jelita cienkiego [74].

Przesledzenie opublikowanych prac pozwala wnioskowaé, ze osocze/surowica krwi od
oso6b zdrowych daje charakterystyczny ksztatt krzywej DSC. Na ksztalt obserwowanego
przejécia endotermicznego oprocz wystepujacych bialek w surowicy/osoczu krwi moze miec
jednak wptyw wiele czynnikow zewngtrznych czy fizykochemicznych. Takim czynnikiem jest
na przyktad rodzaj uzytego rozpuszczalnika do przygotowania roztworéw badanej substancji.
Zaréwno dla roztworéw wodnych jak 1 buforowych denaturacja przebiega w podobnym
zakresie temperaturowym, jednak ksztatt krzywych r6zni si¢ [126] — rysunek 11. Zauwazalna
jest réznica w ksztalcie przejscia, oraz przesunigcie w stosunku do osi pojemnosci cieplne;.

054 T Endo
0.0 - .

~0.5+ §

App Cpid g1 °C"

Temperature/°C

Rysunek 11 Usrednione krzywe DSC dla roztworow surowicy krwi tej samej grupy osob: w buforze o pH=7,4
(czarna przerywana krzywa) oraz w wodzie (niebieska krzywa) [126]; cienie reprezentujq odchylenie
standardowe

Ksztalt przejscia endotermicznego zwigzanego z procesem rozfatdowania biatek moze
by¢ modyfikowany przez agregacje, ktora wystepuje rownoczesnie lub juz po zniszczeniu ich
struktury przestrzennej — rysunek 12. Moze mie¢ ona miejsce takze wtedy, gdy badana probka
byla dlugo przechowywana, poniewaz jest ona wowczas bardziej podatna na powstawanie
agregatow.

o« "

Rysunek 12 Krzywe DSC (a) efekt agregacji po termicznym rozfaldowaniu (surowe wyniki, pomiar wtasny), (b)
przyktad agregacji wystepujgcej rownoczesnie z rozfatdowaniem dla krzywych po ekspozycji surowicy na
promieniowanie X, wyjsciowa - czarna krzywa, kontrolna - niebieska krzywa, napromieniowana - krzywa
czerwone otwarte kotka [127]
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1.3. Trening w sportach silowych i wytrzymalosciowych

1.3.1. Fizjologia wysilku fizycznego

Wysitek fizyczny definiowany jest jako praca miegs$ni szkieletowych wraz z catym
zespotem towarzyszacych jej czynno$ciowych zmian w organizmie. Praca migs$ni
szkieletowych polega na kurczeniu si¢ i rozkurczaniu. Skurcze pobudzane sg przez impulsy
nerwowe, ktore poprzez wtokna nerwow ruchowych docierajag do miesni. W miesniu impuls
Nerwowy sprawia, ze nast¢puje wzrost stezenia jonoOw wapniowych w cytoplazmie komorkowe;j
migs$nia. Powoduje to aktywacje trzech procesow: 1) rozpadu ATP, ktory dostarcza energie, 2)
skrécenie komoérek migsniowych i 3) glikolize, ktora rozpoczyna cykl przemian potrzebnych
do dostarczenia energii na odbudowe ATP [45].

Adenozynotrojfosforan (ATP) to powszechnie wystepujacy wysokoenergetyczny
fosforan. Tworza go nukleozyd i adenozyny, do ktorych przyczepiaja si¢ wigzaniami
wysokoenergetycznymi trzy czasteczki fosforanu. Usunigcie fosforanu z czasteczki ATP,
powoduje wytworzenie energii, umozliwiajac ruch migsni, synteze czasteczek 1 ich transport
wbrew gradientowi stezen oraz wydalanie [45-46,128-130]. Dodatkowym nos$nikiem energii
w migsniach jest adenozynodifosforan ADP. Przewyzsza on stezenie ATP w organizmie.
Powstaje w wyniku przeniesienia reszty fosforanowej z ATP na kreatyng.

Do pracy mig$ni potrzebne sa: fosfokreatyna, glikogen miesniowy, glukoza we krwi
1 wolne kwasy thuszczowe [128]. Rozrozniamy w zalezno$ci od czasu trwania treningu dwa
rodzaje przemian energetycznych: metabolizm tlenowy i beztlenowy. Oba systemy nie
wykluczajg si¢ i moga dziata¢ jednoczesnie. Procesy tlenowe polegaja na utlenianiu sktadnikow
pokarmowych w mitochondriach w celu dostarczenia energii. Glukoza, kwasy tluszczowe
i aminokwasy 13cza si¢ z tlenem, aby uwolni¢ znaczne ilosci energii uzytej w celu zamiany
AMP (adenozynomonofosforan) i ADP(Adenozyno-5"-difosforan) w ATP. Procesy beztlenowe
przebiegaja na drodze rozpadu ATP, fosfokreatyny (PC) oraz glikolizy beztlenowej [45-
46,128-130].

Gléwnym wskaznikiem funkcji zaopatrzenia tlenowego jest putap tlenowy (VOamax).
Wskaznik ten informuje o maksymalnej ilosci tlenu, ktéra moze by¢ pobrana podczas
maksymalnego wysitku z powietrza atmosferycznego i1 przetransportowana z pecherzykow
phtucnych do migsni [131]. Putap tlenowy okresla wydolnos¢ tlenowa (wydolno$¢ aerobow3a)
[132].

1.3.2. Rdznice pomie¢dzy wysilkiem sitowym i wytrzymaloSciowym

Cwiczenia sitowe maja charakter treningu beztlenowego (anaerobowego), ktérego istotg
jest wielokrotne powtarzanie okreslonych ruchéw. Skurcz mieéni podczas tych ruchow ma
przetamywac opor. W efekcie takich ¢wiczen dochodzi do przerostu okre§lonych grup migsni
oraz zmian proporcji wtokien bialych i czerwonych. W ten sposob trenowane grupy migéni
zwigkszaja swojg maksymalng sit¢ skurczu [129,132-134].

Trening wytrzymatosciowy ma za zadanie poprawe wszystkich funkcji organizmu
odpowiedzialnych za optymalny przebieg proceséw odzywiania i dotleniania tkanek w czasie
wysitku fizycznego. Determinuje to zdolno$¢ do dhugotrwatego wysitku fizycznego serca,
uktadu naczyniowego, uktadu oddechowego, co polepsza te zdolnos¢ transportu tlenu przez
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krew. Kazdy kolejny dzien stosowania takiego treningu powoduje usprawnienie tych funkcji,
i mozliwe jest wydtuzenie wysitku fizycznego w granicach dopuszczalnego progu czestosci
skurczow serca (75% HR max). Wynikiem dlugotrwalego stosowania treningu
wytrzymato$ciowego jest przebudowa tkanki mig¢$niowej zaangazowane] w ¢wiczenia
1 przerost tkanki migsniowej. Te procesy w przypadku treningu wytrzymato$ciowego sa mniej
nasilone niz w wyniku treningu sitowego. Jest wiele korzysci dla stanu zdrowia
spowodowanych treningiem wytrzymato$ciowym. Natomiast jego catkowite zaprzestanie po
wieloletnich ¢wiczeniach moze doprowadzi¢ do powstania zaburzen metabolicznych, nadwagi
czy otytosci [129,132-134].

Za jeden z najbardziej wymagajacych sportéw wytrzymatosciowych uznawane jest
narciarstwo biegowe. Podczas treningu angazowana jest wigckszo$¢ migsni ludzkiego
organizmu. Narty uzywane w narciarstwie biegowym posiadajg system wigzan z wolng pi¢ta.
Uzywane narty sg lekkie 1 waskie, co utatwia manewrowanie nimi. Istniejg dwie techniki
uprawiania narciarstwa biegowego, technika klasyczna i technika dowolna inaczej nazywana
tyzwowa [135-139].

Klasyczny krok polega na przesuwaniu jednej stopy bezposrednio do przodu,
a nastgpnie drugiej stopy i naprzemiennym uzywaniu kijow. Rece przesuwane sa ukosnie do
ndég, zargonowo nazywano ,krokiem po przekatnej” [140]. Rysunek 13 przedstawia
sportowcow stosujacych technike klasyczna.

[

Rysunek 13 Krok klasyczny [140]

Krok tyzwowy (technika dowolna) polega na popychaniu narty po przekatnej, w celu
napedzania si¢ do przodu. Nalezy wlozy¢ przy tym kroku duzo wysitku, aby si¢ rozpedzi¢
[141]. Rysunek 14 przedstawia sportowca stosujacego technike dowolna.

Rysunek 14 Krok tyzwowy [141]
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Ultramaraton (nazywany ultra odlegtos¢ lub ultra bieg) jest definiowany jako dowolny
bieg, dluzszy niz klasyczny maraton 42,195 km i/lub trwajacy dluzej niz 6 godzin [142].
Najczesciej ultramaratony rozgrywane sg na dystansach: 50km, 100km, 50mil, 100mil.
Najdtuzsze ultramaratony odbywaja si¢ na dystansach: 1000km i 3100mil [143-145].
Wigkszo$§¢ ultramaratonczykow przebiegta przynajmniej jeden maraton przed pierwszym
startem w ultramaratonie i nadal uczestniczy w wys$cigach maratonowych w trakcie swojej
kariery [146].

Jednym ze sportow sitowych jest podnoszenie cigzarow. Dyscyplina ta polega na
podnoszeniu przez zawodnika sztangi o okreslonej masie. Wykonywane jest dwiema
technikami: rwaniem 1 podrzutem - widoczne na Rysunku 15. Podczas rwania unosi si¢ sztange
z pomostu bezposrednio nad glowe 1 przytrzymuje ja przez kilka sekund. Podrzut wykonuje si¢
dwuetapowo, najpierw zarzucamy sztange na klatke piersiows, po czym nast¢puje wybicie
w gore czyli uniesienie sztangi ponad glowe i przytrzymanie kilka sekund [147] [148].

Rysunek 15 Dwie techniki podnoszenia cigzarow: rwanie — gorna czes¢ , podrzut- dolna czesé [149]

Przyktadem pofaczenia trzech elementdéw: treningu silowego, wytrzymatosciowego
oraz elementéw gimnastyki jest program treningowy Cross-Fit. Celem wiasciwie ulozonego
programu treningowego jest rozwoj sity, szybkosci, wytrzymatosci, koordynacji ruchowej
imocy [150-154]. Taki trening ma za zadanie wypracowanie atletycznej sylwetki, poprawe
samopoczucia 1 ugruntowanie wiary we wlasne mozliwosci [150-154]. Jak najlepsze efekty
1 postep umozliwia poprawna technika wykonywania ¢wiczen, dostosowany cigzar i stopien
trudnos$ci do trenujacej osoby. Dla treningu Cross-Fit charakterystyczne sg ciagle, zmienne
ruchy funkcjonalne o wysokiej intensywnosci [150-154]. Wiele osob nie majacych wczesniej
stycznosci z tego rodzaju treningiem definiuje go jako zestaw wielu ¢wiczen dowolnie
polaczonych, wykonywanych szybko 1 intensywnie.

1.3.3. Metody wspomagania treningu sportowego

W potaczeniu z treningiem sportowym warto wdrozy¢ dodatkowe metody, mogace
pomdc w poprawie wynikow sportowych oraz w regeneracji organizmu sportowca po wysitku
czy ewentualnych urazach. Uzupelnieniem treningu sa suplementy diety oraz zabiegi odnowy
biologiczne;j.

Suplementacja

Duza popularnoscia ciesza si¢ wsrdd sportowcdéw dedykowane dla nich suplementy diety.
Brak regulacji prawnych dotyczacych produkcji suplementéw wiaze si¢ z ryzykiem braku
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skutecznosci 1 ztg jakoscig. Dlatego dobor suplementéw powinien by¢ ostrozny, a wybierane
substancje powinny mie¢ udowodnione badaniami naukowymi korzystne dzialanie.
Australijski Instytut Sportu opracowal w 2013 roku [155-158] program suplementacji dla oséb
uprawiajacych sport wyczynowo wydzielajac 4 grupy suplementéw:

e grupa A zawiera odzywki 1 substancje szczegdlnie polecane sportowcom. W czasie
wysitku takie substancje wykazujg dziatanie wspomagajace. Nalezg do niej napoje oraz
zele 1 batony dla sportowcow, positki w formie plynnej, preparaty mineralno-
witaminowe, witaminy antyoksydacyjne: E 1 C, wapn, zelazo, kofeina, kreatyna,
dwuweglan lub cytrynian oraz witamina D,

e grupa B zawiera suplementy polecane sportowcom. Wymagaja dalszych badan,
poniewaz nie ma wystarczajagcych dowodow na ich skutecznos$¢ potwierdzonych
naukowo. Ta grupa zawiera: glutaming, glukozaming, HMB (B-hydroksymaslan), B-
alanine, siare, probiotyki, ryboze¢, melatoning,

e grupa C zawiera suplementy, ktorych dzialanie moze nie przynosi¢ sportowcom
korzys$ci. Wérod nich wyr6zni¢ mozna: aminokwasy rozgat¢zione, karnityna, pikolinian
chromu, inozyna, koenzym Q10, tlenek azotu, cytochrom C, -orizanol i kwas ferulowy,
pirogronian, tlenek azotu, ZMA (Zn, Mg i B6 chelatowane aminokwasami), Cordyceps
(Maczuznik chinski), Rhodiola Rosea (Rozeniec gorski), zenszen, natlenowana woda,

e grupa D zawiera suplementy niewskazane, nawet zabronione. W tej grupie
wyrozniamy: androstendion, 19-norandrostendion DHEA, 19-norandrostendiol,
ephedra, strychnine, Tribulus terrestris (Buzyganek ziemny) i inne ziotowe suplementy
majace wptyw na wzrost wolnego testosteronu we krwi oraz glicerol.

Jednym z szeroko stosowanych suplementéw diety jest ekstrakt z zielonej herbaty, ktory
ma wiele zalet dla kazdego, w tym dla sportowcow [159-169]. Herbata jest jednym
z najpopularniejszych napojow na §wiecie, a jej wtasciwosci zdrowotne znane sg od tysigcy lat.
Otrzymywana z ro§liny Camellia Sinensis jest spotykana w postaci zielonej, czarnej lub Oolong
[170-172]. Aby otrzymac zielong herbate §wiezo zebrane liScie natychmiast s3 gotowane na
parze w celu uniknigcia ich fermentacji. Proces gotowania na parze niszczy enzymy
odpowiedzialne za rozkladanie barwnikow w lisciach 1 pozwala zachowac lisciom swoj zielony
kolor podczas procesu walcowania i suszenia [159,161,163,165]. Dzieki tym procesom
zachowane s3 naturalne polifenole o wlasciwosciach prozdrowotnych. Kapsulki zawieraja
wysokoskoncentrowany ekstrakt z lisci zielonej herbaty. Ekstrakt z zielonej herbaty (GTE)
dzigki duzej zawartosci polifenoli 1 flawonoidow (to organiczne zwigzki chemiczne
wystepujace w roslinach) w tym katechin 1 epikatechin ma dobroczynny wptyw na organizm
cztowieka [159-169]. Zwigzki te nalezg do grupy antyoksydantow. Powoduja hamowanie
starzenia si¢ komorek, rozwoju nowotwordw i zapobiegaja chorobom uktadu krazenia,
zwiekszajg takze metabolizm thuszczow w spoczynku i1 podczas ¢wiczen. Zielona herbata jest
takze zrodtem witaminy B, C, E, K, karotenoidéw, chromu, selenu i magnezu.

Zabiegi odnowy biologicznej

Zabiegi odnowy biologicznej dla sportowcéw wyczynowych to wazny element
przygotowan do startow w zawodach. Krioterapia, sauna, hydroterapia czy masaze tagodza
skutki zmeczenia 1 regenerujg cialo po treningu.

Kriostymulacja ogolnoustrojowa to zabieg stymulujacy bodzcowo organizm zimnem.
Stosowane sg temperatury ponizej -100°C w czasie 2-3 minuty. Zabiegi wykonywane sg
w komorze kriogenicznej zamknigtej lub z zaleganiem chtodu [173-176]. W kriokomorze
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zamknietej uzywany jest jako czynnik chlodzacy ciekty azot. Taka komora zbudowana jest
z przedsionka i komory wihasciwej. W przedsionku panuje temperatura -60 °C, a w komorze
wiasciwej temperatura z zakresu -80 do -160 °C. Obie czg$ci znajduja si¢ na jednym poziomie.
Kazde otwarcie drzwi do komory wiasciwej wywotuje cyrkulacje powietrza i straty energii
[174]. W kriokomorze z zaleganiem zimna czynnikiem chtodzacym jest syntetyczne ciekle
powietrze (zawarto$¢ tlenu 22+2%). Do komory witasciwej polozonej 1,7m pod ziemia
prowadza schody, ktore petnig role przedsionka. W przedsionku panuje temperatura -70 °C,
w komorze wtasciwej temperatury z zakresu -120 do -160 °C. Poniewaz powietrze jest ci¢zsze,
utrzymuje si¢ w komorze mimo otwierania drzwi. Dzigki temu panuje w takiej komorze
wicksza stabilno$¢ temperaturowa [174]. Czg¢sci ciata najbardziej narazone na dziatanie niskich
temperatur muszg by¢ zabezpieczone, czyli: na rece zakladane sg welniane rekawice, na stopy
i podudzia weliane skarpety, dodatkowo na stopy drewniane saboty a na uszy welniana opaska
lub czapka. Trzeba rowniez mie¢ maske chirurgiczng wyscietang gaza na nos i usta w celu
zabezpieczenia uktadu oddechowego. M¢zczyzni sg ubrani w krotkie spodenki, natomiast
kobiety maja jednocze$ciowy stroj kapielowy [173,175-176]. Przed wejsciem do komory
uczestnicy osuszajg ciato recznikiem, aby pozby¢ si¢ kropelek potu. Gdyby pot pozostat na
skorze, powstatyby krysztatki lodu, ktore spowoduja odmrozenia w tych miejscach. Osoby
korzystajace z zabiegu sg informowane o wlasciwym sposobie oddychania w kriokomorze.
Wdech ma by¢ dwukrotnie krétszy niz wydech, i ma odbywac si¢ przez nos. Porcja bardzo
chlodnego powietrza po dostaniu si¢ do pluc jest ocieplona do temperatury ciata i podwaja
swoja objetos¢. W przypadku dostania si¢ zbyt duzej ilo§ci powietrza moze to spowodowaé
zaburzenia oddechowe [173,175-176]. Do przedsionka uczestnicy sa wprowadzani przez
terapeute, ktory jest ubrany w specjalng odziez ochronng zabezpieczajacg przed zimnem.
W przedsionku uczestnicy przebywaja 30 sekund w celu adaptacji do temperatur
kriogenicznych. Nastepnie sg wpuszczani do komory wlasciwej, w ktorej przebywaja 1-3
minut. Rysunek 16 przedstawia przyktadowa kriokomore z przedsionkiem i komora wiasciwa.
Celem kriostymulacji jest wywotanie 1 zaobserwowanie fizjologicznych, ustrojowych reakcji
na zimno. Korzystnymi reakcjami fizjologicznymi na temperatury kriogeniczne sg [173,175-
176]:

o efekt przeciwbolowy,

e cfekt nerwowo-migsniowy,

e dzialanie przeciwobrzgkowe,

e dzialanie przeciwzapalne,

e wplyw na uktad krazenia,

e wplyw na ukfad hormonalny,

e wplyw na uktad immunologiczny,

e wplyw na psychike,

e poprawa wydolnosci fizycznej organizmu.

Po wyjsciu z komory nalezy zmieni¢ str6j i obuwie na dres i obuwie sportowe. Uczestnicy
podejmuja wtedy kinezyterapie — przez 30-60 minut wykonuja ¢wiczenia wedhug
indywidualnego programu i ¢wiczenia zbiorowe [173,175-176].
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Rysunek 16 Kriokomora z przedsionkiem i komorq gltowng [177]

Kriostymulacja w sporcie wyczynowym: wspomaga trening wytrzymalosciowy
1 sitowy, przyspiesza regeneracje powysitkowa, zapobiega przecigzeniom narzadu ruchu,
wspomaga leczenie po urazach tkanek migkkich i stawdéw, wspomaga leczenie zespotow
przecigzeniowych migéni, przyczepdw miesni, stawow i kregostupa [173,175-176].

Sauna finska to zabieg stymulujacy naprzemiennie szybkim przegrzaniem
i przechtodzeniem organizmu. Jego opis, zasady stosowania i dziatania mozna znalez¢ w wielu
opracowaniach [175-176,178]. Zabieg sauny to szczegodlny rodzaj kapieli, w ktorej oprocz
podstawowej zmiany temperatury wystepuja takze zmiany wilgotno$ci powietrza, nat¢zenia
pola elektrycznego i obnizone ci$nienie parcjalne tlenu. Stosowanie zabiegu sauny finskiej
wiaze si¢ z wielowiekowa tradycja. Obecnie obowigzujace zasady stosowania tego zabiegu
zostaty wypracowane przez Skandynawow, glownie Findw. Komora sauny zbudowana jest
z drewna bezzywiczego, w jej centrum znajduje si¢ tzw. ,,ognisko sauny”, ktére tworza ogrzane
do okolo 200°C kamienie, przez elektryczne grzatki. Na jednej ze $cian ustawione s3
kaskadowo drewniane tawy umozliwiajace przebywanie na réznych wysokosciach podczas
wejscia do komory. Przy podtodze temperatura w komorze wynosi 40 °C, a wilgotno$¢
wzgledna 20-40%. Przechodzac na coraz wyzsze tawy temperatura wzrasta a wzgledna
wilgotno$¢ maleje. Pod sufitem temperatura osigga 100 °C a wzgledna wilgotno$¢ 2-5% [175].
Natezenie pola elektrycznego w nagrzanej komorze wynosi 100 — 120 V/m [175]. Rysunek 17
przedstawia przykladowa komor¢ do sauny finskiej. Zabieg sauny finskiej sktada si¢ z trzech
faz [176]. Faza pierwsza jest faza nagrzewania. W komorze sauny z podlozonym suchym
recznikiem uktada si¢ na fawie w pozycji lezacej lub siedzacej, najlepiej w siadzie skulonym
[175-176]. Zaczynajac od najnizszego podestu nalezy przenosi¢ si¢ na coraz wyzsze podesty,
osiggajac ostatni po okoto 6-8 minut. Na najwyzszym, ostatnim podescie mozna przebywac
maksymalnie 2-3 minuty [176]. Faza druga czyli uderzenie pary wodnej. Polega na polaniu
kamieni ogniska 0,5 — 1,0 | wody. Powoduje to gwaltowny wzrost temperatury 1 wilgotnosci
powietrza. W efekcie wystepuje wstrzas cieplny z gwaltowna reakcja uktadéw krazenia
i oddychania [176]. Ta reakcja jest dodatkowo wzmocniona w wyniku krotkotrwalego
zwigkszenia natezenia pola elektrycznego (do 2000 — 3000 V/m) w komorze [175]. Podczas
uderzenia pary wodnej nalezy by¢ w pozycji siedzacej i po 2-3 minutach opusci¢ komore [176].
Nalezy pamigta¢, aby zmiana pozycji na stojacg nie byta gwaltowna. Faza trzecia jest fazg
ochtadzania [176]. Ta faza powinna odbywac¢ si¢ w dobrze dotlenionym miejscu, najlepiej na
swiezym powietrzu. Tradycyjnie wstepne ochtodzenie organizmu odbywa si¢ poprzez
polewanie woda z we¢za, zaczynajac od konczyn i1 stopniowo polewajac az do klatki piersiowe;j
[176]. Dopiero po wstgpnym ochtodzeniu mozna dalej chlodzi¢ organizm. Dalsze ochtadzanie
organizmu moze si¢ odbywac na wiele sposobdw, takich jak: wyjscie na swieze powietrze,
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zanurzenie w basenie (temperatura wody nie powinna by¢ nizsza niz 18 °C), polewanie,
poddanie si¢ natryskowi czy rozcieranie $niegiem. Aby ochladzanie byto efektywniejsze
1 objeto takze drogi oddechowe stosuje si¢ specjalny sposéb oddychania, w ktérym wydtuza sig
faze wydechu. Dzicki temu w czasie wdechu wnika do pluc wigksza objetos¢ powietrza.
Ochtadzanie organizmu nie moze by¢ zbyt gwattowne, poniewaz moze to wywota¢ negatywne
skutki. Czas ochtadzania nie powinien by¢ dtuzszy niz 12 minut. Po ochtadzaniu stopy nalezy
ogrzaé ciepta woda. Trzeba rowniez umy¢ skore chtodng woda bez uzywania mydta, nastepnie
doktadnie si¢ osuszy¢. Podczas jednego seansu sauny zwykle do goracej komory wchodzi sie
dwa lub trzy razy. Warunkiem prawidtowego przeprowadzenia sauny jest dobre przegrzanie
jak 1 porzadne ochlodzenie organizmu. Z sauny finskiej mozna korzysta¢ miedzy innymi:
w o$rodkach SPA, uzdrowiskach, w kompleksach basenowych, hotelach czy os$rodkach
przygotowawczych dla sportowcow.

Rysunek 17 Przyktadowa Komora sauny finskiej [179]

Regularne  stosowanie sauny finskiej polepsza efekty treningu silowego
i wytrzymatosciowego [180]. Jest to zwigzane z pozytywnymi procesami ktére zachodzg
w organizmie podczas zabiegu i powoduja korzysci:

e organizm stymuluje zwigkszenie wydzielania hormonu wzrostu i testosteronu (procesy
anaboliczne) [180,181],

e redukuje dolegliwosci bolowe wystepujace po treningu, powodujac rozluznienie
naciaggnietych mie$ni i usprawnienie ruchomosci stawow [180,182],

e aktywacja ukladu nerwowego, aby nastapit wzrost sity i szybko$ci skurczu mieséni
[183],

e szybsze usuwanie z mig¢sni produktéw przemiany materii powstajacych podczas
intensywnego treningu (kwasu mlekowego) [182].
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2. Metodyka badan

2.1. Material pomiarowy

Do pomiaréw wykorzystano surowice krwi ludzkiej pozyskane w ramach wspotpracy
z Akademig Wychowania Fizycznego im. Jerzego Kukuczki w Katowicach (AWF). Gtéwna
partia surowic pochodzita z projektu ,,Ocena efektywnosci oddziatywan cieplnych (ciepta,
zimna) stosowanych w odnowie biologicznej u zawodnikow dyscyplin wytrzymatosciowych
w rocznym cyklu treningowym” (Nr rej. 0050/RS4/2016/54) kierowanego przez Prof. Ilong
Pokore. Zaangazowanymi do badan sportowcami byli elitarni zawodnicy Kadry Polski
w biegach narciarskich. W czasie dwoch lat trwania grantu sportowcy zostali poddani 2 seriom
zabiegdw kriostymulacji oraz 2 seriom zabiegdw sauny. W pierwszym roku najpierw
przeprowadzono seri¢ zabiegéw kriostymulacji ogoélnoustrojowej a potem seri¢ zabiegdw
sauny. Natomiast w drugim roku najpierw serii zabiegdw sauny a nastepnie serii zabiegdw
kriostymulacji. Zabiegi, po ktorych otrzymano probki surowicy krwi, przeprowadzane byly
zawsze w fazie przejsciowej okresu przygotowawczego zawodnikow do startdéw - pierwsza
seria po zabiegu kriostymulacji a druga po serii zabiegow sauny. W eksperymencie
z wykorzystaniem serii 10 zabiegdw kriostymulacji ogdlnoustrojowej wzieto udzial 8
sportowcow, 2 kobiety i 6 mezczyzn. Natomiast w eksperymencie z wykorzystaniem serii 10
zabiegow sauny finskiej wzieto udziat 9 sportowcow, 3 kobiety i 6 me¢zczyzn.

Zabiegi  kriostymulacji  ogdlnoustrojowej byly wykonywane w  kriokomorze
Gornoslaskiego Centrum Medycyny i Rehabilitacji w Katowicach. Zabiegi wykonywano
codziennie o tej samej godzinie, pie¢ dni w tygodniu, od poniedziatku do pigtku przez dwa
tygodnie. Sportowcy wchodzili do komory w grupach pigcioosobowych. Pojedynczy zabieg
kriostymulacji trwal 3 minuty w temperaturze -130°C. Wejscie do komory gtownej byto
poprzedzone 30-sekundowym okresem adaptacyjnym w przedsionku w temperaturze -60°C.
Kolejno sportowcey szli do komory wtasciwej, gdzie poruszali si¢ powoli po okregu, jeden po
drugim, bez wzajemnego kontaktu, bez dodatkowych ruchéw i rozméw. Po minucie zalecano
zmian¢ kierunku ruchu. Kontakt z uczestnikami byl utrzymywany poprzez umieszczong
kamere w komorze i kontakt glosowy. Probki krwi zylnej pobierano do analiz na poczatku
eksperymentu, nastgpnego dnia po jednej sesji w kriokomorze i pierwszego dnia po dziesigciu
sesjach krioterapii, ktore odbywaly si¢ w dni powszednie przez dwa tygodnie. Probki krwi
zawsze pobierano o tej samej porze rano. Dodatkowo, dwa razy (przed rozpoczeciem zabiegow
1 po zakonczeniu serii zabiegéw) pobrano krew bezposrednio po wysitku, 1h po wysitku i po
24 godzinach regeneracji.

Zabiegi sauny finskiej byly wykonywane w komorze AWF w Katowicach. Zabiegi
przeprowadzano popotudniu po czeéci codziennych treningdéw w fazie przejsciowej. Srednia
temperatura i wilgotno§¢ w saunie wynosity odpowiednio 90 + 2 °C i 15 + 3%. Jedna sesja
w saunie sktadata si¢ z trzech etapow przegrzania ciata, kazdy trwajacy od 10 do 15 minut, po
ktérych nastgpowaty przerwy na ochlodzenie ciata. Probki krwi zylnej pobierano do analiz na
poczatku eksperymentu, nastgpnego dnia po jednej sesji w saunie i pierwszego dnia po
dziesigciu sesjach w saunie, ktore odbywaty si¢ w dni powszednie przez dwa tygodnie. Probki
krwi zawsze pobierano o tej samej porze rano. Dodatkowo, -przed rozpoczeciem zabiegéw i po
zakonczeniu serii zabiegdw, pobrano krew bezposrednio po wysitku, 1h po wysitku i po 24
godzinach regeneracji.
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Podczas badan zwigzanych z suplementacja, kierowanych przez prof. Ewe Sadowska-
Krepe, wzigto udziat dwudziestu niepalacych studentéw. Podawane suplementy byty w formie
miegkkich zelatynowych kapsutek (Olimp Labs, Debica, Polska), w dawce dwoch kapsutek raz
dziennie przez 6 tygodni. Wolontariusze zostali podzieleni na dwie grupy: jedna przyjmujaca
placebo 1 druga ekstrakt z zielonej herbaty (GTE). Kapsutka placebo zawierata
mikrokrystaliczng celuloze, stearynian magnezu 1 maltodekstryng. Wtasciwa kapsutka
zawierata 250mg standaryzowanego ekstraktu z zielonej herbaty (245 polifenoli, w tym 200
mg katechin wérdéd 137 mg 3-galusanu epigallokatechiny) oraz dodatkowe substancje, takie jak
maltodekstryna, celuloza mikrokrystaliczna i stearynian magnezu. Probki krwi pobierano z zyty
tokciowej przed rozpoczeciem suplementacji i po 6 tygodniach stosowania. Pobrania odbywaty
si¢ w trzech etapach: w spoczynku, 3 minuty po wysitku i po 1 godzinie biernej regeneracji.

W badaniach zwigzanych z ultramaratonem wzi¢to udziat dziesigciu amatorskich biegaczy
ptci meskiej. Wszyscy biegacze to osoby niepalgce, ktore przed 1 podczas biegu nie stosowaty
niesteroidowych lekoéw przeciwbolowych. Zostali oni zrekrutowani wsrod uczestnikow 12-
godzinnego biegu organizowanego przez: Miejskie Centrum Sportu i Rekreacji oraz Klub
Rekreacyjno-Sportowy TKKF Jastrzab w Rudzie Slaskiej. Bieg byt rozgrywany w godzinach:
7:00 — 19:00, 28 kwietnia 2018r. w Rudzie Slaskiej. Zwodnicy pokonywali petle o dtugosci 1,6
km tyle razy ile byli w stanie. Srednio zawodnicy pokonywali 94,73 + 12,97 km ze $rednia
predkoscia 7,9 + 1,1 km/h. Uczestnicy podczas biegu spozywali co 90-120 min. pokarmy
bogate w weglowodany (kanapki, ciastka, owoce i batony energetyczne) oraz co 20-25 min.
przyjmowali ptyny (woda, napoje izotoniczne). Probki krwi pobrano 1 godzing przed biegiem
i natychmiast po zakonczeniu dwunastogodzinnego biegu.

Ilo$¢ biatka catkowitego w probkach surowicy oznaczano metoda biuretowa z uzyciem
analizatora Hitachi 917 Modular P.

Przygotowanie probek

Bezposrednio przed pomiarami DSC przygotowywano wodne roztwory surowicy krwi.
Przechowywane wczesniej w temperaturze -20 C probki surowicy (Rysunek 18) byty
rozmrazane w temperaturze pokojowej przez 10 - 15 minut. Nastgpnie dokonywano ich 20-
krotnego rozcienczenia w odgazowanej, redestylowanej wodzie. W tym celu pobierano za
pomoca automatycznej mikropipety 0,125 ml surowicy 12,375 ml wody aby uzyskac catkowita
ilo$¢ roztworu 2,5ml, pH tak przygotowanych roztworéw wynosito okoto 7,0 = 0,5.

Rysunek 18 Zamrozona probka surowicy
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2.2. Aparatura pomiarowa

Do pomiaréw wykorzystano réznicowy mikrokalorymetr skaningowy VP-DSC (MicroCal
Co.) wraz z przyrzadem ThermoVac (stuzacym do odgazowywania probek oraz do mycia
komor kalorymetru), a takze spektrofotometr UV/VIS Jasco V-530. Do opracowania i analizy
pomiarow DSC stuzylo oprogramowanie MicroCalOrigin. Widma UV/VIS analizowano
w ramach oprogramowania Spectra Analysis. Stanowisko do pomiarow DSC przedstawia
Rysunek 20, a spektrofotometr UV-VIS zaprezentowano na Rysunku 21.

Schemat ideowy aparatu DSC widoczny jest na rysunku 19. Mikrokalorymetr VP-DSC
posiada dwie komory o identycznej geometrii, wykonane z tantalu: komor¢ probki 1 komore
dla substancji referencyjnej, majg one objetos¢ 0,513 ml. Kapilary o §rednicy 1,5mm prowadza
do komor, 1 utatwiajg precyzyjne natozenie probki przez specjalne strzykawki Hamiltona 1 lejek
[184]. Komory znajduja si¢ w dwdch koncentrycznych ostonach adiabatycznych i umieszczone
w uktadzie termostatujacym. Kazde naczynie pomiarowe posiada dwa uktady grzewcze. Jeden
jest uzywany do ogrzewania oraz kompensacji réznicy mocy cieplnej wytwarzajacej si¢
podczas pomiaru miedzy naczyniami. Drugi uktad grzewczy pierwszego naczynia shuzy do
kalibracji przyrzadu a drugiego naczynia do kompensacji statego sktadnika r6znicy wynikajacej
z szybkosci ogrzewania obu naczyn pomiarowych. Termopary zamieniajg rdéznice temperatur
na sygnat elektryczny [184]. Napigcie proporcjonalne do mocy kompensacyjnej, uzyskane
w uktadzie grzewczo-kompensacyjnym stanowi ostateczny sygnat zapisywany jako sktadowa
Y przez komputer. Sygnal zapisywano jako sktadowa X stanowi napigcie powstale w wyniku
konwersji temperatury mierzonej przez termometr oporowy usytuowany na wewnetrznej
ostonie adiabatycznej. Cale urzadzenie chtodzaco-grzewcze sterowane jest przez regulator.
Urzadzenie w catosci jest sprzezone z komputerem [184].

Rysunek 19 Schemat ideowy aparatu DSC. (1) komora probki, (2) komora referencyjna, (3,4) elementy grzewcze,
(5) zasilacz, (6) komputer, (7) miernik efektu termicznego, (8) czujnik krysztatu, (9) ostona termiczna, (10)
urzqdzenie grzewczo/chtodzqce, (11) kontroler, (12) czujniki, (13) urzqdzenie do pomiaru temperatury
bezwzglednej, (14) czujnik, (15) sumujgcy uklad wzmacniacza, (16) zacisk, (17) zasilacz, (18, 19) pomocnicze
elementy grzejne, (20) zacisk, (30) interfejs programu komputerowego, (40) pamie¢ komputera. [184]
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Mozna pracowac w zakresie temperaturowym od 10 do 130 °C i szybkos$cig skanowania
do 1,5 °C/min. Jest mozliwo$¢ dobrania odpowiedniego programu temperaturowego. Do badan
zostal wybrany zakres 20 — 100 °C, szybko$¢ grzania wynosita 1°C/min. Termostatowanie
probki przed rozpoczgciem wiasciwego pomiaru trwalo 15 minut w temperaturze 20°C.

Urzadzenie posiada system, ktory pozwala na regulacje i utrzymanie stalego ci$nienia
podczas pomiarow w zakresie do 45 p.s.i (3,062 atm) [185]. Badania przeprowadzono przy
stalym cis$nieniu ok. 25 p.s.i (1,7 atm).

Mikrokalorymetr VP-DSC jest bardzo czutym instrumentem zdolnym do wykrywania
zmian pojemnosci cieplnej rzedu pJ. Dzigki duzej czulo$ci (minimalnej, mierzalnej wielkos$ci
efektu energetycznego, okreslajacej poziom detekcji aparatu) urzadzenia mozliwe jest
dokonywanie pomiaréw roztworow o niskim stezeniu badanej substancji np. biatek. Surowym
wynikiem konwencjonalnego pomiaru przy uzyciu mikrokalorymetru jest zalezno$¢ mocy od
czasu.

Rysunek 20 Stanowisko pomiarowe

Przed wtasciwym pomiarem, podczas ktorego komora probki jest wypelniona badanym
roztworem a komora referencyjna rozpuszczalnikiem nalezy wykona¢ pomiar linii
instrumentalnej. Lini¢ instrumentalng otrzymuje si¢ przy zadanej szybko$ci skanowania, gdy
obie komory s3a wypelnione rozpuszczalnikiem, czyli woda lub buforem. W wyniku
kilkukrotnych pomiaréw powinni$my otrzyma¢ powtarzalng lini¢, bez widocznych pikow.
Jezeli w wyniku skanowania woda-woda lub bufor-bufor zaobserwowa¢ mozemy jakiekolwiek
piki lub zmian¢ nachylenia linii, mozna to przypisa¢ uszkodzeniu lub zanieczyszczeniu
komory. Wykonanie pomiaru linii instrumentalnej przed wtasciwymi pomiarami jest dobrym
testem stanu roboczego kalorymetru [66-67].

Do pomiaréw spektroskopowych zostat wykorzystany spektrofotometr UV-VIS Jasco
V-530 zaprezentowany na rysunku 21. Jest to spektrofotometr dwuwiazkowy wyposazony
w pojedynczy monochromator 1 dwa zrodia fali §wietlnej: lampg deuterowg (190-350 nm)
1 lampe halogenowa (330-1100 nm). Wykorzystywanym detektorem w tym ukladzie jest
fotodioda S1337. Mozna mierzy¢ w zakresie: 190 — 1100nm, z doktadno$cig pomiarowa + 0,5
nm. Widma byty rejestrowane w zakresie dtugosci fal 200-800 nm [186]. Probki byly badane
z szybkoscig skanowania 400nm/min w jednym cyklu pomiarowym. Do pomiarow
zastosowano mikrokuwety kwarcowe. Widma absorpcyjne zostaly wykorzystane w celu
sprawdzenia i ewentualnej korekcji st¢zenia biatka w roztworze.
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Rysunek 21 Spektrofotometr UV-VIS Jasco V-530

2.3. Opracowanie wynikéw pomiarowych

Analize¢ wynikow pomiaréw DSC wykonano za pomocg oprogramowania MicroCal Origin.
Na poczatku od krzywych DSC odejmowano lini¢ woda-woda, stuzaca jako instrumentalna
linia bazowa. Nastepnie, znajac ilo$¢ biatka catkowitego w badanych probkach roztworow
surowicy, wykonano normalizacj¢ krzywych na gram biatka. Kolejno dobierano lini¢ bazowa
typu linearnego 1 ja odejmowano. Tak przygotowane krzywe byly catkowane 1 wyznaczano
podstawowe  parametry termodynamiczne zlozonego przejscia  endotermicznego:
charakterystyczne temperatury przejscia (Tm) oraz temperatury maksiméw lokalnych
i odpowiadajace im pojemnosci cieplne (Cp), entalpi¢ procesu denaturacji surowicy (AH)
reprezentowang przez pole pod pikiem w zakresie temperaturowym przej$cia endotermicznego,
szerokos$¢ potowkowa przejscia (HHW) (w potowie wysokosci piku, ktory je reprezentuje),
: - . Jy 2 TCpdT
pierwszy moment przejscia wzgledem osi temperatury (Tpy = %TdT :
T1
Gdy w obszarze przej$cia endotermicznego na krzywych DSC roztworu surowicy dla danej
osoby w kolejnych etapach eksperymentu zaniklo maksimum lokalne (dotyczy to gtownie tzw.
pierwszego maksimum lokalnego, gdzie ekstremum zamieniato si¢ w zbocze), to wartos¢ Cp
byla odczytywana w temperaturze dla ktérej wystgpowato ono na krzywej wyjsciowe;.
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3. Cel pracy

Glownym celem pracy byla proba zastosowania réznicowej kalorymetrii skaningowej
(DSC) do oceny efektow stosowania przez sportowcoéOw réznych form wspomagania treningu
sportowego poprzez S$ledzenie przebiegu procesu termicznej denaturacji biatek zawartych
w surowicy krwi. Teza o mozliwo$ci zaobserwowania tych efektow metoda DSC powstala na
bazie przeprowadzonych wezesniej w ZFM w Instytucie Fizyki US oraz publikowanych przez
inne osrodki na $wiecie wynikow badan DSC surowicy/osocza krwi. Oparta jest ona na
zatozeniu, ze podobnie jak zmiany proteomu ptynoéw fizjologicznych zwigzanych z chorobami,
takze te wynikajace z duzego wysitku fizycznego moga si¢ ujawnia¢ w profilach DSC tych
ptynéw. W szczeg6lnosci, tak wzmozony 1 dlugotrwaty wysilek jak w przypadku
ultramaratonu, moze prowadzi¢ do odpowiedzi ostrej fazy, analogicznej do takiej, ktora
wystepuje w wielu stanach chorobowych. Jednoczesnie, cho¢ dobrze udokumentowany jest
bardzo korzystny wptyw umiarkowanej aktywnos$ci fizycznej na stan zdrowia, to wiedza na
temat czynnikow regulujacych proces adaptacji metabolizmu energetycznego jest stale
aktualizowana.

Uwzglednione w podjetych badaniach i analizach wspomaganie treningu miato forme
suplementacji i zabiegdéw odnowy biologicznej obejmujacych:

. suplementacj¢ ekstraktem z zielonej herbaty (GTE)
. zabiegi kriostymulacji ogdlnoustrojowej (WBC)
. zabiegi sauny finskiej

Oceny efektow suplementacji dokonano na podstawie poréwnywania wynikow
uzyskanych dla probek surowicy pochodzacych z krwi pobranej od ochotnikéw trenujacych
CrossFit w dwoch sesjach: przed treningiem i po treningu wspomaganym suplementacja GTE.
Dane zebrane zostaly dla dwoch grup uczestnikow badania: pierwsza grupg stanowity osoby
otrzymujace placebo, a druga osoby suplementowane GTE. Porownano otrzymane wyniki dla
obu grup na réznych etapach cyklu treningowego - przed i po wysitku oraz po godzinnym
odpoczynku.

Efekty samych zabiegéw odnowy biologicznej zostaly sprawdzone poprzez poréwnania
wynikoéw: przed zabiegami, po jednym zabiegu odpowiednio kriostymulacji lub sauny, i po
serii 10 zabiegdw kriostymulacji lub sauny, ktorym poddano narciarzy biegowych. Aby
okresli¢ wptyw wysiltku 1 szybkos$¢ regeneracji po nim, poréwnano otrzymane wyniki na
réznych etapach cyklu treningowego - przed 1 po wysitku oraz po godzinnym 1 dobowym
odpoczynku. Wpltyw zabiegdbw na zmiany powysitkkowe oraz ich cofanie si¢ w okresie
regeneracji przesledzono porownujac odpowiednie wyniki DSC uzyskane na wymienionych
etapach przed zabiegami z wynikami po 10 zabiegach WBC lub sauny.

Wychodzac z zalozenia, ze medyczne konsekwencje dlugotrwatych treningdéw
1 zawodow powinny znalez¢ odzwierciedlenie w profilach DSC surowic, w biezacym
opracowaniu podjeto probe porownania tych profili z profilami oséb, ktére nie uprawiajg
intensywnie sportu. Dodatkowo, zebrane wyniki umozliwity poréwnanie termicznych profili
zmian pojemnosci cieplnej surowic — krzywych DSC wodnych roztworéw surowic dla osob
reprezentujagcych dyscypliny wytrzymatosciowe (narciarze biegowi, ultramaratonczycy)
1 sitowo-wytrzymatosciowe (CrossFit).
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Na materiat badawczy wybrano surowice krwi ludzkiej, poniewaz biatka w niej zawarte
sg cennym zrodtem informacji o stanie zdrowia badanego. Ztozone przejscie endotermiczne
obserwowane na krzywych DSC surowic krwi odzwierciedla zmiany pojemnosci cieplnej,
towarzyszace procesowi termicznego rozfaldowania bialek sktadowych surowicy. Dokonano
poréwnan ksztattu oraz parametrow termodynamicznych tego przejscia.

Rezultaty prowadzonych badan, staty si¢ podstawg opracowania szesciu spdjnych
tematycznie artykuléw naukowych, ktorych jestem wspotautorem:

A1l. Michnik A, Sadowska-Krepa E, Domaszewski P, Duch K, Pokora I. Blood serum DSC
analysis of well-trained men response to CrossFit training and green tea extract
supplementation. J Therm Anal Calorim. 2017, 130, 1253-1262.

A2.Duch K, Michnik A, Pokora I, Sadowska-Krepa E, Kielbon A. Whole-body cryostimulation
impact on blood serum thermal denaturation profiles of cross-country skiers. J Therm Anal
Calorim. 2019, 138, 4505-4511.

A3. Michnik A, Pokora I, Duch K, Sadowska-Krgpa E. Differential scanning calorimetry
reveals that whole-body cryostimulation in cross-country skiers can modify their response to
physical effort. JTTherm Anal Calorim. 2021, 143, 255-264.

A4. Duch K, Michnik A, Pokora I, Sadowska-Krepa E. Modification of blood serum DSC
profiles by sauna treatments in cross-country skiers during the exercise cycle. J Therm Anal
Calorim. 2020, 142, 1927-1932.

AS5. Michnik A, Duch K, Pokora I, Sadowska-Krgpa E. Differences in cryostimulation and

sauna effects on post-exercise changes in blood serum of athletes. Complementary Therapies
in Medicine 2020, 51, https://doi.org/10.1016/j.ctim.2020.102453

A6. Michnik A, Sadowska-Krepa E, Kietbon A, Duch K, Bankowski S. Blood serum
denaturation profile examined by differential scanning calorimetry reflects the effort put into
ultramarathon by amateur long-distance runners. Journal of Thermal Biology 99 (2021) 103013
https://doi.org/10.1016/j.jtherbio.2021.103013

Wymienione artykuly zostaly opulikowane w czasopismach takich jak: Journal of
Thermal Analysis and Calorimetry, ktorego wspotczynnik oddzialywania (IF) wynosi 4.626
(100 punktow wg. Wykazu czasopism naukowych MEiN) oraz Complementary Therapies in
Medicine, ktorego wspotczynnik oddziatywania (IF) wynosi 2.446 (100 punktéw wg. Wykazu
czasopism naukowych MEiIN) oraz w Journal of Thermal Biology, ktory ma wspolczynnik
oddziatywania (IF) 2.902 (70 punktow wg. Wykazu czasopism naukowych MEiN). Wszystkie
wymienione czasopisma znajduja si¢ na tzw. liscie filadelfijskie;.

Rezultaty prac badawczych, zamieszczone w wymienionych publikacjach, jako materiat
stanowigcy podstawe rozprawy doktorskiej, szczegdtowo omowiono w rozdziale 4 niniejszej
pracy. Petne teksty opublikowanych artykutow zostaty zamieszczone w rozdziale 5.

Wiyniki pracy badawczej posrednio zwigzane z zakresem pracy doktorskiej zebrano w

dwaoch artykutach naukowych:
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https://doi.org/10.1016/j.ctim.2020.102453
https://doi.org/10.1016/j.jtherbio.2021.103013

B1. Kietbon A, Michnik A, Polaczek-Grelik K, Duch K, Sadowska-Krgpa E. Differential
scanning calorimetry of human blood serum exposed in vitro to X — ray radiation.
Thermochimica Acta. 2019, 680, https://doi.org/10.1016/1.tca.2019.178358

B2. Michnik A, Kietbon A, Duch K, Sadowska-Krepa E, Pokora I. Comparison of human blood
serum DSC profiles in aqueous and PBS buffer solutions._J Therm Anal Calorim. 2021,
https://doi.org/10.1007/s10973-021-11008-6

Prace te nie zostaty wtaczone do rozprawy.

Rezultaty badan byly rowniez prezentowane na ponizej wymienionych konferencjach
naukowych w formie prezentacji lub posterow:

Konferencja BioMedTech Silesia 2017 — Junior (2017) Zabrze, Polska,

IT Kongres Polskiego Towarzystwa Krioterapii (2017) Wroctaw, Polska,
13"Conference on Calorimetry and Thermal Analysis of the Polish Society of
Calorimetry and Thermal Analysis (2018) Zakopane, Polska,

III Kongres Polskiego Towarzystwa Krioterapii (2019) Wroctaw, Polska,

5"Central and Eastern European Committee for Thermal Analysis and Calorimetry &
14"Mediterranean Conference on Calorimetry and Thermal Analysis (2019) Rzym,
Wiochy,

45 Zjazd Fizykow Polskich (2019) Krakow, Polska,

Pomigdzy naukami VIII Edycja konferencji dla mtodych naukowcow (2019) Chorzéw,
Polska.
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4. Opis badan wlasnych - synteza

W niniejszym rozdziale oméwione zostang wyniki badan wlasnych wodnych roztworow
surowicy krwi z wykorzystaniem skaningowej kalorymetrii r6znicowej (DSC), ktérych celem
bylo okreslenie wpltywu wysitku i1 efektow suplementacji oraz wybranych zabiegdéw odnowy
biologicznej na przebieg procesu termicznej denaturacji bialek zawartych w surowicy krwi
sportowcow.

Termiczna denaturacja biatek wymaga energii potrzebnej do zniszczenia stabych sit
stabilizujgcych ich przestrzenng strukturg, gtownie do zerwania wewnatrzczgsteczkowych
wigzan wodorowych. Tak powstate zmiany cieplne w biomolekule sg monitorowane metodg
skaningowej kalorymetrii réznicowej. Ztozone przej$cie endotermiczne obserwowane na
krzywych DSC surowic krwi odzwierciedla zmiany pojemnosci cieplnej, towarzyszace
procesowi termicznego rozfatdowania bialek skladowych surowicy. Dokonano porownan
ksztattu oraz parametréw termodynamicznych tego przejscia.

Okreslenie wptywu stosowanych zabiegdw odnowy biologicznej czy suplementacji na
poprawe wynikéw sportowych i regeneracji jest stale aktualnym wyzwaniem. Lepsze poznanie
réznych aspektow tego zagadnienia pozwoli w przysztosci na bardziej §wiadomy dobor
stosowanej metody wspomagania treningdw, co jest szczegolnie istotne dla grup zawodowo
zajmujacych si¢ sportem.

W pracach stanowigcych podstawe doktoratu, mozemy wyrdzni¢ nastepujace problemy
badawcze:

- mozliwo$¢ odzwierciedlenia w badaniach DSC surowicy krwi zmian wywotanych w niej
treningiem wytrzymato$ciowym 1 sitowo-wytrzymato$ciowym, bezposrednim wysitkiem,
o wysokiej i ekstremalnie wysokiej intensywno$ci oraz $ledzenia procesu regeneracji
organizmu po wysitku,

- czy efekt stosowania ekstarktu z zielonej herbaty jako suplementu diety sportowcow
trenujacych CrossFit mozna dostrzec poréwnujac profile DSC ich surowicy krwi przed
suplementacja 1 po suplementacji oraz profile osob suplementowanych z przyjmujacymi
placebo?

- mozliwos¢ rejestracji przy pomocy skaningowej kalorymetrii roznicowej skutkow stosowania
termicznych zabiegow odnowy biologicznej (kriostymulacji og6lnoustrojowej i sauny) przez
sportowcow,

- poréwnanie 1 dyskusja roznic wynikajacych ze stosowania dwoch réznych zabiegéw odnowy
biologicznej takich jak: kriostymulacja ogdlnoustrojowa 1 sauna, uwidocznionych na
termicznych profilach zmian pojemnosci cieplnej roztwordw surowicy krwi.

Uzyskane rezultaty, opublikowane w cyklu artykulow [A1-A6] wskazujg, ze
zastosowanie DSC pozwala na zaobserwowanie zmian zachodzacych w surowicy krwi na
skutek wysitku fizycznego — treningu sportowego, oceni¢ wpltyw suplementacji i zabiegow
cieplnych wspomagajacych trening oraz zauwazy¢ wptyw uprawianej dyscypliny sportowej na
zmiany W proteomie surowicy krwi zasugerowane ksztaltem badanego przejscia
endotermicznego.
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Specyfika przeprowadzonych badan wtasnych pozwolita na wyrdznienie nastepujacych
trzech podrozdziatow:

4.1 Prezentacja krzywych DSC wodnych roztworéw surowicy krwi oséb uprawiajacych rézne
dyscypliny sportowe

4.2 Wplyw wysitku fizycznego na profile DSC surowic

4.3 Wptyw stosowania w trakcie treningu suplementacji lub zabiegdéw odnowy biologicznej na
zmiany zachodzace w surowicy krwi, odzwierciedlone w profilach DSC jej roztworow
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4.1. Prezentacja krzywych DSC wodnych roztworéw surowicy krwi oséb
uprawiajacych rozne dyscypliny sportowe

W rozdziale tym zostang zaprezentowane eksperymentalne krzywe DSC uzyskane
z pomiarow roztworow wodnych surowicy krwi sportowcoéw uprawiajacych rézne dyscypliny
sportowe. Otrzymywane profile DSC probek klinicznych surowicy krwi charakteryzujg sie¢
wystepowaniem zlozonego przej$cia endotermicznego w zakresie temperatur 40 °C — 90 °C.
Analogicznie, jak opisano to w Rozdziale 1.2, jego ksztatt wynika z wazonej sumy wktadow
pochodzacych od termicznej denaturacji biatlek obecnych w surowicy. Dobre przyblizenie
eksperymentalnie uzyskanego przejscia daje uwzglednienie najliczniej wystgpujacych
w surowicy biatek. Jednakze doktadny ksztalt tego przejsécia jest dodatkowo uzalezniony od
modyfikacji struktury biatek, np. w wyniku wigzania réznych ligandow oraz interakcji
pomiedzy biatkami.

Cykl publikacji [A1-A6] umozliwia przesledzenie profili DSC surowic krwi o0sob
trenujacych CrossFit, uprawiajacych narciarstwo biegowe 1 bioracych udziat w ultramaratonig,
aw artykule B2 pokazano réznice pomig¢dzy obserwowanymi przejsciami endotermicznymi dla
wodnych 1 buforowych (pH 7.4) roztwordéw surowic osob nie uprawiajacych aktywnie zadnej
dyscypliny sportowej. Prezentowane w opublikowanych artykulach naukowych [A1-A6]
profile DSC surowic krwi sportowcOdw uzyskane zostaty przy zachowaniu tych samych
warunkow eksperymentalnych, takich jak: rodzaj rozpuszczalnika, stopien rozcienczenia
surowicy, procedura rozmrazania probki, zakres pomiarowy, szybko$¢ skanowania. Pozwolito
to na otrzymanie w duzym stopniu powtarzalnych wzoréw krzywych DSC wodnych roztworow
surowic krwi sportowcow, podobnych takze do uzyskanych we wczesniejszych badaniach
[187-188]. W zakresie obserwowanego zlozonego przej$cia endotermicznego najczgscie]
widoczne s3 trzy maksima lokalne. Ich liczba jest jednak cecha osobniczg i ogolnie wyrdznic¢
mozna od dwoch do czterech maksiméw lokalnych. Ksztalt przejicia rejestrowanego dla
roztworow wodnych surowic (pH ~ 6.5) rézni si¢ od tego dla roztwordéw buforowych o pH 7.4,
co zilustrowano i przedyskutowano w opublikowanym artykule naukowym [B2]. Jest to
zwigzane z roznicami pojawiajagcymi si¢ w profilach DSC gléwnych bialek surowicy
w zmiennych warunkach fizykochemicznych, a takze oddzialywaniami pomigdzy nimi [73,75-
76].

Rysunek 22 przedstawia zestawienie usrednionych krzywych DSC surowic krwi
w roztworze wodnym osob mato aktywnych fizycznie [B2] i narciarzy biegowych [A2-AS5].
W zakresie piku endotermicznego wyraznie widoczne sg trzy maksima lokalne. Pierwsze (T1,
Cp1), przy okoto 58°C reprezentuje glownie wkiad od nieligandowanej formy albuminy
[73,189]. Drugie (T2, Cp2), ktore nie zawsze jest widoczne, pojawia si¢ przy okoto 62°C
1 pochodzi od haptoglobiny [190,B2] — biatka ostrej fazy. Zazwyczaj najintensywniejszy trzeci
pik (T3, Cp3) przy okoto 70°C reprezentuje wktad od immunoglobulin, a takze -globulin, na co
wskazuja znane z doniesien literaturowych profile DSC biatek oraz znalezione korelacje [187]
pomiedzy intensywnoscig ekstremow a zawartoscig odpowiednich frakcji biatek u badanych
sportowcow. Czasami mozemy zaobserwowa¢ czwarte maksimum lokalne przy okoto 83°C,
ktére pochodzi prawdopodobnie od domeny CH3 immunoglobuliny IgG1 lub transferryny [28-
29,101,B2].

W przypadku zaprezentowanej krzywej DSC surowicy osob nie uprawiajacych aktywnie
zadnego sportu mozemy zauwazy¢, ze pierwsze maksimum lokalne jest najnizsze, pik
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pochodzacy od haptoglobiny jest do$¢ intensywny i podobnej wysokosci co trzecie maksimum
lokalne. Przej$cie termiczne obecne na usrednionej krzywej DSC reprezentujacej osoby
uprawiajace narciarstwo biegowe jest nieco przesunig¢te w kierunku wyzszych temperatur,
a dwa pierwsze maksima lokalne s3 mniej intensywne niz u os6b mniej aktywnych fizycznie.
Natomiast trzecie maksimum lokalne jest najintensywniejsze. Stosunek wartosci Cp3/Cpi
wynosi 1,55, co wskazuje na podwyzszony poziom gammaglobulin w stosunku do albumin.
Zgadza si¢ to z doniesieniami, ze dobrze zaplanowany i poprawnie realizowany trening wspiera
uktad odpornosciowy [180].

T2,C2 75 Cps
T1, Con X

Torrpetatum ('C)

Rysunek 22 Porownanie Sredniej krzywej osob nieaktywnych fizycznie (czarna krzywa) i narciarzy biegowych
(czerwona krzywa) ze wskazaniem parametrow ekstremow lokalnych przejscia endotermicznego

Poza glownym nurtem badan, przeprowadzono wstgpng analize krzywych
spoczynkowych surowicy krwi sportowcoOw reprezentujacych rézne dyscypliny sportowe,
awyniki zostaly zaprezentowane na konferencji Pomig¢dzy naukami. Analiza krzywych
prezentowanych w cyklu artykutow [Al, A3, A4, A6] surowic krwi sportowcoOw
reprezentujagcych dyscypliny wymagajace réznego typu treningu: wytrzymatosciowego
1 sitowo-wytrzymatosciowego, wykazata pewne réznice w ksztatcie obserwowanego ztozonego
przejscia endotermicznego. Jak pokazuje Rys.23, uprawianie wyczynowo wybranej dyscypliny
sportowe] ma prawdopodobnie pewien wptyw na ksztatt spoczynkowego profilu DSC surowicy
krwi. Organizm adaptuje si¢ do wysitku charakterystycznego dla danej dyscypliny, co wigze
si¢ ze zmianami w proteomie surowicy. Najbardziej wyrdznia si¢ profil osob uprawiajacych
Crossfit. Stosunek wartosci Cp3/Cp1 wynosi w tym przypadku 1,58. Jest to sport, ktory taczy
w sobie cechy sportow wytrzymatosciowych 1 sitowych. Mozemy zauwazy¢, ze profile
ultramaratonczykow 1 osob uprawiajacych CrossFit sg do siebie zblizone, pomimo réznych
typow uprawianych sportow. W obydwu przypadkach zauwazalna jest redukcja pierwszego
maksimum lokalnego. Moze ona by¢ spowodowana spadkiem frakcji nieligandowanej formy
albuminy. Na krzywej narciarzy biegowych obserwujemy wyrazniej zarysowane pierwsze
maksimum lokalne. Na wszystkich trzech krzywych widoczne jest mniej lub bardziej
intensywne drugie maksimum lokalne. Dodatkowo mozemy zobaczy¢ u ultramaratonczykéw
czwarte maksimum lokalne przy okoto 85°C, ktére pochodzi od domeny CH3 immunoglobuliny
IgGl(domena CH3 znajduje si¢ we fragmencie ulegajacym krystalizacji i odpowiada za
oddziatywanie IgG z receptorem FcyR na komorkach efektorowych [191-193] ) lub
transferryny (transport zelaza w organizmie).

Zaobserwowane rdznice mogg wskazywac na modyfikacje sktadu biatkowego surowicy
krwi zwigzane z rodzajem uprawianego sportu, w szczegdlnosci roznice w proporcjach biatek
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obecnych w surowicy. Biatka osocza/surowicy podlegaja dynamicznym zmianom, odnawiaja
si¢ 1 degraduja. Glownym zrodtem biatka dla ludzi jest pozywienie, a dla zawodnikow
dyscyplin wytrzymato$ciowych zaleca sie 1,2-1,4 g/kg/dzien [194]. Narciarstwo biegowe jako
sport wytrzymato$ciowy, angazuje wigkszo$¢ migsni ludzkiego organizmu. Wyczerpujace
treningi zwigkszaja zapotrzebowanie na aminokwasy rozgatezione bedace zrédlem energii,
takie jak alanina, leucyna i izoleucyna oraz aminokwasy hamujace proces zmgczenia,
dostarczane w zbilansowanej diecie lub suplementach [195-196]. Haptoglobina odpowiada za
zapobieganie utraty zelaza z moczem czyli wychwytuje i nieodwracalnie wigze wolng
hemoglobing z krwi. Taki kompleks hemoglobina-haptoglobina jest za duzy i nie ulega
przesaczaniu kiebuszkowemu. Dzigki prawidlowemu czasowi zycia erytrocytow stezenie
haptoglobiny jest niewielkie, ale wystarczajace do petnienia swojej funkcji [197]. Niedobor
zelaza jest powszechny wsrod sportowcdéw. Podstawowa funkcja zelaza w organizmie jest
transport tlenu. Gdy obserwujemy niedobor zelaza transport tlenu do mig¢sni podczas wysitku
fizycznego zmniejsza si¢, co powoduje obnizenie maksymalnej wydolnosci fizycznej
1 ostabienie wytrzymatos$ci fizycznej [198] .

Tomperatura (C)

Rysunek 23 Zestawienie usrednionych krzywych DSC surowic krwi sportowcow uprawiajqcych rozne dyscypliny sportowe:
czarna krzywa CrossFit (n=20), zielona krzywa ultramaraton (n=10), czerwona krzywa narciarze biegowi (n=9);
zacienione obszary dla kazdej krzywej sq bledem standardowym

Proporcje intensywnos$ci poszczegdlnych maksimow lokalnych moga by¢ jeszcze inne
niz te widoczne na Rysunkach 22 i 23. Przyktadowo, w usrednionych spoczynkowych profilach
DSC surowic krwi amatoréw rowerzystow [187] oraz studentow AWF pici meskie;j,
uprawiajacych sporty sitowe [188], pierwsze maksimum lokalne charakteryzowato sie
Znaczaco wyzszg intensywnoscia w poréwnaniu z drugim, a zatem wigkszym wkiadem od
frakcji swobodnej albuminy niz w przypadku sportowcow, ktorych surowice badano w ramach
prac zwigzanych z biezacg rozprawa doktorska.

Krzywe DSC surowicy krwi sportowcoOw sugeruja mozliwo$¢ zaobserwowania na ich
podstawie dlugotrwatych efektow wptywu wysitku fizycznego charakterystycznego dla dane;j

dyscypliny sportowej. Sugesti¢ te nalezaloby jednak potwierdzi¢ przeprowadzajac badania
w oparciu o bardziej liczne grupy sportowcow.
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4.2. Wplyw wysilku fizycznego na profile DSC surowic

Badania metodg skaningowej kalorymetrii réznicowe] przeprowadzone dla roztworow
surowicy krwi sportowcoéw [Al, A3, A4, AS, A6] umozliwily przeanalizowanie ksztattu
uzyskanych eksperymentalnych krzywych DSC pod katem wplywu wysitku na zmiany
w surowicy krwi. W oparciu o informacje uzyskane w wyniku analizy przejsScia
endotermicznego obserwowanego na krzywych DSC surowic, mozliwe bylo takze
wnioskowanie na temat procesoOw regeneracji organizmu po krétkotrwatym wysitku fizycznym
[Al, A3, A4, AS5]. W czesci przeprowadzonych eksperymentéw dodatkowo sprawdzono
poziomy biomarkeréw krwi migdzy innymi biomarkery uszkodzen miegsni, ktore porownywano
na roznych etapach eksperymentu.

Intensywny wysitek fizyczny prowadzi do utraty ptyndw z potem i zmian stezen hormonéw
( takich jak: wzrost stezenia adrenaliny, glukagonu, kortyzolu, ACTH). Wiaze si¢ to ze
zmianami stezen kreatyniny, biatka catkowitego, albuminy i substancji wiazacych si¢
z albuming - wapnia, bilirubiny, hormondéw, lekow. Wzrostowi ulec moze liczba erytrocytow
i leukocytow [58,60]. Na podstawie danych zamieszczonych w pracach Fortunato i innych
2018 [199] wnioskowa¢ mozna, ze pojedyncza sesja protokotu ¢wiczen sitowych moze zmienié¢
parametry fizjologiczne i immunologiczne oraz stymulowac¢ produkcje i uwalnianie waznych
miokin. Cytowane dane wskazuja, ze pojedyncza sesja intensywnego treningu sitowego
powoduje podwyzszenie czgstosci akcji serca, oraz zmiang parametréw RPE (ocena
postrzeganego wysitku), VAS (wizualna skala analogowa bolu), a takze zwigkszenie st¢zenia
mleczanu i kinazy keratynowej. Dodatkowo zmianie ulega¢ moze réwniez liczba neutrofili,
limfocytow i monocytow oraz miokin IL-6, BDNF i FABP3. Fizjologiczng funkcja miokin
wytwarzanych przez migénie szkieletowe jest ochrona i1 poprawa funkcjonalno$ci wielu
narzadoéw. Istnieja przekonujace dowody na to, ze czynniki wydzielane przez migsien
szkieletowy dzialaja jako mediatory sygnalizacji wewnatrzwydzielniczej i1 biora udzial
w korzystnym wplywie ¢wiczen na prawie wszystkie typy komorek i narzady. Wykazany
bezposredni zwigzek miedzy intensywno$cig wykonywanych ¢wiczen fizycznych a zmianami
zachodzacymi w uktadzie odpornosciowym organizmu wskazuje, ze mozliwe sg silne
1 dlugotrwate modyfikacje powodujace zmiany odpornosci organizmu [199]. Reakcje na
wysitek sg osobniczo zmienne i zaleza od wytrenowania organizmu [200-202].

W eksperymentach prowadzonych w ramach niniejszej pracy, pierwsza badang w
kontek$cie wpltywu wysitku na surowice krwi grupa byty osoby trenujace CrossFit (CF). Osoby
¢wiczace CrossFit chcg osiagna¢ maksymalng sprawno$¢ fizycznag taczac réznego rodzaju
¢wiczenia fizyczne. Szczegoétowa analiza uzyskanych wynikow DSC pokazala, Ze odbycie 6-
tygodniowego treningu CrossFit znajduje odzwierciedlenie w niektorych parametrach
analizowanego przejscia endotermicznego (Fig. 7 — 9 w [A1]). Dobrze zauwazalne sg wyzsze
wyjsciowe wartosci Cpz 1 Cp3 w sesji po treningu w stosunku do wartosci okreslonych dla
probek pobranych przed treningiem. Zaobserwowana tendencja jest zgodna z charakterem
r6éznic pomigdzy usredniong krzywa DSC surowic o0sob trenujagcych CrossFit a pozostatymi
pokazanymi na Rys. 23 w poprzednim podrozdziale.

Jednakze uzyskane dane eksperymentalne odnoszace si¢ do bezposredniego wplywu
wysitku, w tym porownanie srednich krzywych DSC surowicy krwi sportowcow uprawiajgcych
CrossFit przed 1 po wysitku (Fig. 2 w pracy [A1]) pokazato, ze ¢wiczenia fizyczne wykonane
przez dobrze wytrenowanych mezczyzn praktycznie nie zmieniaja obserwowanego przejscia
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endotermicznego. Swiadczy to o braku lub tylko stabej (prawie nie zauwazalnej w badaniach
DSC) bezposredniej reakcji biatek surowicy na forsowne d¢wiczenia w  przypadku
charakteryzujacych si¢ wysoka sprawno$cig fizyczng uczestnikow badania. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze wyniki charakteryzowaty sie do§¢ duza zmiennoscia osobnicza.

Gomes i in. [203] wykazali znaczny wzrost ilosci biatych krwinek, neutrofili, limfocytow
1 monocytow po treningu CrossFit. Stwierdzili takze, ze osoby z dluzszym doswiadczeniem
maja wigksza liczbg limfocytow w pordwnaniu z osobami poczatkujacymi, co moze by¢
zwigzane z wiekszg zdolnoscig do regeneracji mi¢dzy sesjami treningowymi dzigki pamieci
uktadu odpornosciowego na ten rodzaj stresu. Zgodnie z doniesieniami Petersen i Pedersen
(2005) osoby aktywne fizycznie wykazuja zmniejszone reakcje zapalne z powodu poprawy
stanu immunologicznego jako przewlektej odpowiedzi na wysitek fizyczny [204].

Chociaz wptyw wysitku na analizowane przejscie endotermiczne odzwierciedlajace
denaturacj¢ bialek surowicy byl stabo zauwazalny, to zaobserwowano pewne zaleznosci
parametréw tego przejscia od etapu eksperymentu (Fig. 6 — 9 w [Al]). Charakter tych
zalezno$ci dla Ty, T> i T3 (Fig. 6 w [A1]), dH 1 HHW (Fig. 8, 9 w [A1]). byt bardzo podobny
w sesjach przed i po treningu CrossFit. Przedwysitkowe usrednione wartosci parametru Cp
w pierwszej probie (przed treningiem) okazatly si¢ istotnie nizsze niz powysitkowe po treningu.
Gléwnym zrodtem lokalnego maksimum (T2 , Cp2) jest haptoglobina, biatko ostrej fazy.
Haptoglobina wigze wolng hemoglobing uwalniang z erytrocytow i1 dlatego hamuje jej
aktywno$¢ oksydacyjng. Znaleziono istotne ujemne korelacje miedzy VOomax po treningu CF
a powysitkowym T; (r = -0,52; p = 0,03) oraz powysitkowym Cp> (r = -0,68; p = 0,03) po
treningu. Wyzszy poziom VOozmax po treningu CF warunkuje mniejszy wzrost T2 1 Cp2 po
treningu. Zalezno$¢ pomiedzy intensywnos$cia VOamax 1 Cp2 potwierdza obserwacje, ze brakowi
lokalnego maksimum T> najczeéciej towarzyszyto VOomax Wyzsze niz 50 ml min™! kg! .

Dane biochemiczne (Tab. 2 w [A1]) LA, CK i LDH, poréwnywano w celu oceny zmian
swiadczacych o kondycji fizycznej 1 wydolnosci fizycznej organizmu. Aktywnos$¢
spoczynkowa, jak 1 powysitkowa LDH miescity si¢ w zakresie referencyjnym, tj. 230-460 U L
!, Analiza wykazala, ze poziom LA znaczaco wzrést po wysitku w obu probach.
Zaobserwowano nieco wyzsze powysitkowe wartosci CK w poréwnaniu z innymi fazami
eksperymentu. W pracy przegladowej Jacob i inni 2020 [205] wykazano wplyw treningu
CrossFit niezaleznie od zastosowanego protokotu na poziom markerdéw stresu hormonalnego,
metabolicznego 1 zapalnego. Badania Poderoso 1 inni 2019 [206] dotyczace analizy
dhugotrwatych reakcji hormonalnych 1 odpornosciowych zachodzacych w organizmie kobiet
1 me¢zczyzn uprawiajacych CrossFit przez sze$¢ miesigcy wskazuja na zmiany poziomu
testosteronu 1 kortyzolu w surowicy krwi mezczyzn. Zaobserwowano adaptacj¢ uktadu
odpornos$ciowego u obu pici, ktora wynika z osobliwych zmian stg¢Zenia podstawowych
limfocytow bowiem w ciggu pierwszych czterech miesiecy treningu CrossFit nastepuje spadek
stezenia podstawowych limfocytow T CDS, ktore osigga warto$¢ wyjsciowa po szesciu
miesigcach trwania treningu.

Dalsze badania zwigzane z biezacg pracg doktorska, w ktorych grupe badawcza stanowili
elitarni narciarze biegowi, lepiej pokazaty bezposredni wplyw wysitku fizycznego na zmiany
w profilach termicznej denaturacji bialek zawartych w surowicy krwi. Narciarze biegowi
wykonywali ten sam rodzaj testu wysitkowego co osoby trenujagce CrossFit — wysitek na
ergometrze rowerowym. Podczas biegania na nartach angazowane sg mig¢$nie catego ciata oraz
potrzebna jest wytrzymalo$¢, szybkos¢ i sita. Stabilizacja i r6wnowaga, sa niezbedne do

45



utrzymywania optymalnej techniki biegu. Dlatego, aby osiggna¢ sukces w biegach narciarskich
potrzebny jest madrze utozony plan treningowy, w ktérym wystepuje duza rdznorodnosé
srodkow 1 metod treningowych.

W przypadku narciarzy biegowych [A3, A4, AS5] wplyw wysitku gléwnie odzwierciedla si¢
na usrednionych krzywych DSC w dwoch zakresach przej$cia endotermicznego: 1) w zakresie
temperatur 50-60°C w formie spadku intensywnosci 2) w zakresie 65-80°C w formie
przesuni¢cia maksimum przejscia w kierunku wyzszych temperatur 1 wzrostu jego
intensywnosci (Fig. 1, 3 w [A3], Fig. 2, 4a i 5a w [A4], Fig. 1 w [A5] ). Dodatkowo, na
krzywych po wysitku i1 jednej godzinie odpoczynku, obserwujemy znaczacy wktad od przejscia
egzotermicznego w zakresie temperatur powyzej 85°C (Fig. 1 w [A3], Fig. 2 w [A4], Fig. 1, 2
w [A5]). Moze by¢ to zwigzane ze zwigkszong tendencjg do agregacji biatek surowicy po ich
denaturacji w tych grupach probek.

Biorac pod uwage fakt, ze dominujacym biatkiem surowicy krwi jest albumina, nasuwa si¢
przypuszczenie, ze duzg czes¢ obserwowanych zmian mozna prawdopodobnie taczy¢ z tym
biatkiem. Z oznaczen laboratoryjnych poszczegdlnych frakcji biatek w surowicy badanej grupy
sportowcow wynika jednak, Zze procentowy udzial albumin w biatku catkowitym nie ulegt
istotnej zmianie po wysitku. Fakt ten nie wyklucza mozliwos$ci wytlumaczenia zmian w profilu
przejscia denaturacyjnego surowicy powysitkowymi zmianami we frakcji albumin.
Makroczasteczki albuminy moga bowiem przyjmowac rézne konformacje i posiada¢ odmienne
wiasciwosci fizykochemiczne zaleznie od formy. Podobnie jak inne biatka, albumina ulega
wielu modyfikacjom, w tym glikacji 1 utlenieniu. Stres oksydacyjny, czesto towarzyszacy
wyczerpujacym ¢wiczeniom, moze powodowac zmiany struktury 1 wlasciwosci albuminy [207-
208]. Fizjologicznie albumina ludzka wystepuje w osoczu/surowicy krwi w dwoch formach:
zredukowanej (Human Mercaptalbumin, HMA) jako merkaptoalbumina oraz w formie
utlenionej (Human Nonmercaptalbumin, HNA) jako niemerkaptoalbumina [209]. Obie formy
HMA 1 HNA moga wzajemnie w siebie przechodzi¢. Forma zredukowana wystepuje
w zdecydowanej wigkszosci. Jednakze w niektorych stanach chorobowych (m.in. w cukrzycy),
ale takze podczas uprawiania intensywnych ¢wiczen, zawarto$¢ frakcji merkaptoalbuminy
wyraznie maleje. Czasteczka albuminy wykazuje wysoki stopien zmienno$ci konformacyjne;j
w zalezno$ci od pH $rodowiska. Dodatkowo, transport ligandow zardwno tych egzo-, jak i
endogennych w kompleksie z albuming wptywa na jej strukturg przestrzenng.

Zatem zaobserwowany spadek intensywnosci przejscia w obszarze wystgpowania
pierwszego maksimum lokalnego z jednoczesnym wzrostem intensywno$ci w zakresie
temperaturowym trzeciego maksimum lokalnego, moze by¢ spowodowany zmniejszeniem
frakcji wolnych albumin, a wzrostem albuminy zwigzanej z ligandami. Frakcja albumin
zwigzanych z ligandami ulega bowiem denaturacji w tym samym zakresie temperatur co frakcja
immunoglobulin [75]. W odpowiedzi na wysitek fizyczny mies$nie szkieletowe 1 ich czynnosci
hormonalne s3 waznym zrodlem uwalniania do krwiobiegu peptydow, mikroRNA,
metabolitow 1 pecherzykow pozakomorkowych zawierajacych dowolng liczbe tych czasteczek
[210]. Badania naukowe prowadzone wiele lat wykazaty, ze tkanka migsni szkieletowych, ktéra
stanowi ponad 40% masy ciala doroslego cztowieka moze uwalnia¢ czasteczki zwane
miokinami pod wptywem wzmozonego wysitku fizycznego [210-211].

Szczegdtowe wyniki analizy statystycznej uzyskanych parametrow przej$cia
endotermicznego surowicy krwi zrelacjonowano 1 przedyskutowano w pracy [A3].
Przeprowadzono analiz¢ ANOVA z powtarzanymi pomiarami dla §rednich parametrow
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w poszczegbdlnych etapach sesji treningowej - etap determinowat poziomy czynnika
powtarzanych pomiaréw. Wyniki wykazaly istotne statystycznie réznice pomiedzy Srednimi
warto$ciami parametréow T, Cp1, T3 1 Cp3 W poszczegolnych etapach (etapy sesji treningowe;j,
w ktorej pobrano probki surowicy to: wyjsciowy — przed ¢wiczeniami, po wysitku, po jednej
godzinie odpoczynku, po dobie odpoczynku), gdy ¢wiczenia byly wykonywane w sesji przed
rozpoczeciem zabiegow WBC. Test post hoc Tukey’a wykazat istotny wzrost T1, T3 1 Cp3 po
wysitku oraz istotnie nizsza $rednig warto$¢ Cp1 bezposrednio po wysitku niz po 24 godzinach
odpoczynku. Dodatkowo wykazano, wyzsza wartos¢ Tz po wysitku niz po 1 godz. i po 24 godz.
odpoczynku. Warte uwagi rezultaty otrzymano dla stosunku C,3/Cp1, poniewaz jego wartos¢
istotnie wzrasta po wysitku. Nastepnie, podczas rekonwalescencji, warto$¢ Cp3/Cp1 spada i po
24 godzinach powraca do wartosci wyj$ciowej. Uwaza si¢, ze ¢wiczenia fizyczne moga
odgrywac gtdwna rolg we wzmacnianiu endogennego systemu obronnego przed mechanicznym
1 metabolicznym uszkodzeniem mig$ni, co moze wyjasnia¢ zwigkszony udzial immunoglobulin
[210].

Ciekawa istotng statystycznie korelacje stwierdzono migdzy HR (Heart Rate — ilo$¢ uderzen
serca na minutg) przy progu beztlenowym (HR-AT) a stosunkiem C,3/Cp1 na wszystkich
etapach sesji ¢wiczen (przed wysitkiem r = -0,85 a p = 0,008; po wysitku r=-0,81 ap =0,014;
po 1h odpoczynku r = -0,76 a p = 0,03; po 24h odpoczynku r = -0,84 a p = 0,01). Ujemne
korelacje wskazuja, ze wyzszym wartosciom HR-AT towarzyszg nizsze wspdtczynniki Cp3/Cp1.
Nie byliSmy w stanie racjonalnie zinterpretowa¢ znalezionego zwigzku.

Zmiany uwidocznione w $rednich profilach DSC surowicy oraz wartosci otrzymane dla Cp1,
Cps sugeruja spadek albumin i wzrost zawarto$ci gammaglobulin w surowicy po wysitku.
Zgodnie z oznaczeniami laboratoryjnymi stezenie gammaglobulin rzeczywiscie wzrosto z 12,2
+ 0,5 g L! przed treningiem do 13,3 + 0,9 g L™! po treningu. Wzrost ten jest na granicy
istotno$ci statystycznej. Jednak poziom albumin nie jest nizszy po wykonaniu ¢wiczenia.
Nawet istotnie ro$nie z 42,2 + 0,4 do 44,6 0,4 g L™!. Biorac pod uwage statystycznie istotny
wzrost poziomu biatka catkowitego w surowicy krwi po wysitku (z 78,6+0,8 do 84,0+1,4 g L")
oraz (Tab. 2 w [AS5]) procentowy udzial albumin praktycznie nie ulegt zmianie. Zatem, jak
wspomniano we wczesniejszym fragmencie tego rozdzialu, jako prawdopodobne wyjasnienie
mozna sugerowac zmniejszenie frakcji wolnej albuminy przy jednoczesnym wzroscie albuminy
ze zwigzanymi ligandami. Molekuty tej frakcji albuminy rozfaldowuja si¢ w zakresie wyzszych
temperatur, pokrywajacym si¢ czesciowo z zakresem denaturacji frakcji gammaglobulin takich
jak: IgG (immunoglobulin G), IgA (immunoglobulina A), A2M (alfa-2-makroglobulina).
Istotna wydaje si¢ zmiana charakteru korelacji migdzy iloscig albuminy w surowicy a Cpi
z dodatniej przed wysitkiem na ujemna po wysitku.

W pracy [A4] Fig. 2 przedstawia Srednie krzywe DSC surowicy dla czterech etapow sesji
¢wiczen przed zabiegami sauny. Widoczne efekty powysitkowe sg bardzo podobne jak opisane
powyzej, odnoszace si¢ do okresu badan przeprowadzonych przed zabiegami WBC. W zakresie
temperatur okoto 45-60°C (Fig. 2 w [A4]) obserwujemy po wysitku redukcje pierwszego
lokalnego maksimum. Towarzyszy temu wyrazny wzrost intensywnos$ci przemiany w zakresie
temperatur okoto 65-85 °C (Fig. 2 w [A4]). Lokalne maksimum w tym zakresie temperatur
przesuwa si¢ z 70,8 do 74,1 °C z powodu wykonanego ¢wiczenia. Wyniki testu Friedmana
wykazaly istotne statystycznie roznice migdzy $rednimi warto$ciami T3 w etapach przed
wykonaniem éwiczen i po wysitku dla sesji przed zabiegami. Srednia nadmiarowa pojemno$é
cieplna w temperaturze trzeciego maksimum lokalnego wzrasta w wyniku ¢wiczenia z 1,000

47



do 1,070 J g ! °C! (0 0,070 J g! °C™). Stwierdzono, ze rdéznice pomiedzy $rednimi
wartosciami Cp3 przed i po wysitku byty istotne statystycznie.

Poréwnanie krzywych DSC surowic przedstawionych na Fig. 2 w [A4] pozwala zauwazy¢,
ze podczas okresu regeneracji nastepuje powrdt do pierwotnego ksztattu przejscia
denaturacyjnego surowicy. Po godzinie odpoczynku modyfikacje powysitkowe znikaja
praktycznie catkowicie. Ponadto egzotermiczny efekt agregacji, ktory jest dobrze widoczny po
wysitku w zakresie temperatur powyzej 85 °C zanika w czasie rekonwalescencji.

Jedng z przyczyn zmian powysitkowych zaobserwowanych w naszym badaniu moze by¢
oksydacyjna modyfikacja biatek. Wolna grupa -SH albuminy moze podlega¢ utlenieniu, czyli
moze wychwytywac i neutralizowa¢ wolne rodniki mi¢dzy innymi reaktywne formy tlenu.
Dlatego wydaje si¢ prawdopodobne, Zze obserwowane wyrazne zmiany w ksztalcie przejscia
denaturacyjnego surowicy krwi sportowcéw po wysitku moga by¢ zwigzane z tym procesem.
Wyniki Bruschi i wsp. [212] potwierdzily termiczng stabilizacje struktury albuminy po
utlenieniu. Stwierdzono istotne roéznice mig¢dzy profilami DSC utlenionej (od pacjentéw
z ogniskowym segmentalnym stwardnieniem kiebuszkéw nerkowych) i nieutlenionej
albuminy. Zatem powysitkowy spadek intensywnosci w niskim zakresie temperatur (50-60°C)
czesdci przejscia denaturacji surowicy oraz wzrost Cpm odnotowany w biezacych badaniach
mozna przynajmniej cze¢$ciowo wytlumaczyé wzrostem stezenia utlenionej albuminy.
Stosunkowo szybki powrdt ksztattu przejscia denaturacji surowicy do ksztalttu profilu sprzed
¢wiczen sugeruje przywrdcenie frakcji nieutlenionych czasteczek albuminy w ciggu dnia
odpoczynku. Zgadza si¢ to z wynikami przedstawionymi przez Lamprechta i wsp. [213], Ze po
teScie wysitkowym ludzka merkaptoalbumina (HMA; zredukowana) zostata gtéwnie utleniona
do swojej odwracalnej frakcji ludzka niemerkaptoalbumina 1 (HNA1) i 30 godzin wystarczyto
do powrotu wartosci sprzed treningu biatek osocza po modyfikacji oksydacyjnej. Ponadto
klirens (wspolczynniki oczyszczania) utlenionej albuminy w organizmie jest szybszy
w poréwnaniu ze zwykta albuming [214]. Wyzszy poziom albumin w osoczu stwierdzono
u 0sob po treningu i udokumentowano w publikacjach [215-219]. W pracy Rogera Yunga
1 wspotautorow [215], w ktorej zmierzono syntez¢ albumin watrobowych po wysitku
1 odnotowano wzrost syntezy albumin oraz zmniejszony klirens wolnej wody co przyczynia si¢
do zatrzymywania ptyndw w krazeniu po intensywnym wysitku. Zespot Nagashima i innych
[216] przetestowal hipoteze, ze podwyzszenie szybkosci syntezy albumin przyczynia si¢ do
zwiekszenia zawarto$ci albumin w osoczu podczas hiperwolemii wywotanej wysitkiem
fizycznym. Zwigkszona synteza albumin po intensywnym wysitku fizycznym przyczynia si¢
do zwigkszenia zawarto$ci albuminy 1 jej utrzymania [216]. Dodatkowo wysnuli wniosek, ze
bodzce zwigzane z postawg ciata majg kluczowe znaczenie w modulowaniu dgzenia do syntezy
albuminy po intensywnym wysitku fizycznym [216]. W pracy Colak 1 wspotautorow [217]
pokazano, ze wymagajaca, intensywna aktywno$¢ fizyczna beztlenowa moze wplywaé na
generowanie albuminy zmodyfikowanej niedokrwieniem. Grupa Adogu 1 innych [218]
pokazata, ze dlugotrwate forsowne c¢wiczenia aerobowe moga skutkowaé wyzszymi
poziomami albumin w surowicy. Catkowita albumina wzrasta w odpowiedzi na dtugotrwaty
wysitek fizyczny, poniewaz jest niezbedna do mobilizacji wolnych kwaséw thuszczowych,
ktore sa preferowanym Zrédlem paliwa podczas diugotrwatych ¢wiczen [219]. Wyniki
cytowanych prac moga potwierdza¢ naszg sugestie odnosnie duzego wkladu od zwigzanej
albuminy.
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Ultramaraton jest jednym z najbardziej wymagajacych sportow pod wzgledem wysitku
mig$niowego, fizjologicznego i charakteryzuje si¢ uwalnianiem czynnikdéw prozapalnych oraz
generowaniem reaktywnych form tlenu. W organizmie w wyniku ekstremalnego wysitku
nastepuje wzrost stezenia hormondéw w surowicy, zmiany metaboliczne, w tym zwigkszony
katabolizm biatek i ujemny bilans azotu, zmiany w metabolizmie lipidow i zelaza, zmiany
w stezeniu kationow w surowicy, leukocytoza, aktywacja dopetniacza i wzrost biatek osocza,
ktére sa produkowane gléwnie w watrobie. Negatywnymi reagentami ostrej fazy sa spadek
stezenia albuminy, transtyretyny, alfa fetoproteiny, alfa-2 glikoproteiny HS i transferyny. Stan
zapalny w wyniku wysitku fizycznego, jest zwigzany z nieprawidlowosciami metabolizmu
zelaza, w tym zwigkszonym magazynowaniem zelaza w tkankach (zwickszone st¢zenie
ferrytyny w surowicy), zmniejszeniem zelaza w surowicy, catkowita zdolno$cig wigzania
zelaza (TIBC), transferyna i wysyceniem transferryny. Czasami, w nastgpstwie tak
ekstremalnego wysitku, jak ten wlozony w wyczerpujacy, dtuzszy niz maraton (ponad 42 km),
dhugotrwaty (nie krécej niz 6 h) bieg, pojawia si¢ nawet odpowiedz ostrej fazy. W pracy Fallon
[220] 6-dniowy ultramaraton postuzyl jako prototyp ¢wiczenia dla poparcia stusznos$ci
hipotezy, ze odpowiedz hematologiczna i biochemiczna na wysilek fizyczny jest analogiczna
do odpowiedzi ostrej fazy, ktéra wystepuje w wielu stanach chorobowych. Sposrod
zmierzonych jedenastu reagentdw ostrej fazy, szes¢ zareagowalo tak, jakby wystapita
odpowiedz ostrej fazy. Byly to: zZelazo w surowicy, ferrytyny, procentowe wysycenie
transferryny, biatko C-reaktywne, haptoglobina i szybko$¢ sedymentacji erytrocytow. Nie
zmienil si¢ natomiast poziom: transferryny, albuminy, alfa-1 antytrypsyny i skladnikow
dopetiacza 3 1 4 [220].

W naszych badaniach [A6], u wszystkich uczestnikéw ultramaratonu (byli nimi amatorzy
biegéw dlugodystansowych) zaobserwowano metoda DSC znaczace zmiany w proteomie
surowicy krwi. Stwierdzono wyrazny wpltyw dwunastogodzinnego biegu na ksztatt i parametry
przemiany endotermicznej wynikajacej z denaturacji biatek surowicy. Porownanie
usrednionych krzywych DSC surowic przed i1 po zakonczeniu 12-godzinnego biegu
ultramaratonu (Fig. 1 w [A6])), jak i przyktadowych krzywych dla wybranych oséb (Fig. 2 a-d
w [A6]) jednoznacznie pokazuje istotne réznice w omawianym w tym opracowaniu przejsciu
endotermicznym. Przesuwa si¢ ono w kierunku wyzszych temperatur, a jego ksztaltt mocno
zmienia si¢ pod wplywem duzego wysitku wtozonego w dtugi, wyczerpujacy bieg. Znaczacy
spadek intensywnosci przejscia w zakresie niskich temperatur moze §wiadczy¢ o spadku
niezwigzane] formy albuminy, a prawdopodobnym wzroscie jej oksydacyjnie
zmodyfikowanych form z powodu stresu oksydacyjnego wywotanego forsownym biegiem.
Lokalne maksimum przy okoto 62 °C nie jest juz widoczne, co moze sugerowaé spadek
poziomu haptoglobiny. Znany jest fakt, ze poziom haptoglobiny zmniejsza si¢ po ¢wiczeniach,
podczas ktérych dochodzi do hemolizy. We wspomnianych badaniach Fallon [220], poziom
haptoglobiny obnizyl si¢ w pierwszym dniu, w drugim dniu nie r6znit si¢ znaczaco od poziomu
sprzed biegu, a nastgpnie byl podwyzszony. W naszym przypadku bieg odbyt sie¢ w ciggu
jednego dnia, wigc obydwie obserwacje sg zgodne.

Temperatura maksimum przej$cia Tm ro$nie od wartosci 70.9 £ 0.9 do 75.8 £ 2.9 °C,
warto$¢ nadmiarowej pojemnosci cieplnej w maksimum piku od wartosci 0.859 = 0.209 do
1.102 + 0.226 Jg''°C"!, a entalpii denaturacji surowicy AH od 18.55 + 6.52 do 22.08 + 5.61 Jg°
!. Typowa dla zdrowych oséb, zblizona do stwierdzonej przez nas wczesniej dla narciarzy
biegowych [A3, AS5], S$rednia warto$¢ pierwszego momentu przejScia wzgledem osi
temperatury Trm przed biegiem (okoto 67.0 °C), rosnie az do wartosci 72,6°C po ukonczeniu
ultramaratonu. Wzrost warto$ci Tem W rdéznych stanach chorobowych oraz mozliwos¢ uzycia
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parametru Trm jako wskaznika zaawansowania choroby sygnalizowano w doniesieniach
literaturowych na temat diagnostycznego wykorzystania badan surowicy/osocza metoda DSC
[102,104,187,221]. Analiza wynikow potwierdzita statystyczng istotno$¢ réznic dla wszystkich
wymienionych parametréw (Tm (p = 0,0003), Cpm (p = 0,00004), AH (p = 0.04), Tem (p =
0.00006)) pomiedzy etapami ,,przed biegiem” i ,,po biegu”.

Dodatkowo, znaleziono dodatnig korelacj¢ miedzy srednig predkoscia biegu uczestnika
aroznicg Cpm , co sugeruje wspdtczynnik korelacji Pearsona (r = 0,6; p = 0,1). Statystycznie
istotne korelacje stwierdzono jedynie miedzy wiekiem a przedbiegowymi wartosciami Trm
1 HHW. Ponadto, wiek uczestnikéw okazal si¢ ujemnie skorelowany z réznicami migdzy
etapami ,,przed biegiem” i ,,po biegu” dla warto$ci entalpii denaturacji surowicy oraz
w warto$§ciach HHW. Stwierdzono tez, ze warto$¢ parametru Trm przed biegiem byta istotnie
skorelowana z wiekiem uczestnika niniejszego badania. Dodatnia warto$¢ wspotczynnika
korelacji Pearsona (r = 0,65) wskazuje na wzrost przedbiegowej wartosci Trm wraz z wiekiem.
Usrednione wyniki zaprezentowane w omawianych artykutach pokazaty, ze istnieje wyrazna
tendencja do okreslonego typu zmian ksztaltu przej$cia endotermicznego zwigzanego
z denaturacja surowic sportowcéw po intensywnym wysitku. Jednakze we wszystkich
badaniach mozna bylo zauwazy¢ stosunkowo duzg zmienno$¢ osobniczg w reakcji na wysitek,
na co zwrocono uwage takze we wczesniej prezentowanych wynikach badan surowic
sportowcow podejmujacych wysitek w warunkach hipoksji normobarycznej [188].

Aby lepiej przedstawi¢ roznorodnos¢ profili DSC surowic zarejestrowanych
w przeprowadzonych badaniach, w dalszej czgéci rozdzialu zaprezentowano przyktadowe
wyniki. Rysunek 24 przedstawia porownanie krzywych przed wysitkiem i po wysitku
wybranych 0s6b uprawiajacych: narciarstwo biegowe, CrossFit 1 bioragcych udziat
w ultramaratonie. Trudno bylo by dopatrze¢ si¢ dwoch jednakowych profili DSC przed i1 po
wysitku w badanych grupach sportowcéw, odzwierciedlajg to charakterystyki na rysunku 24.
Ze wzgledu na zmienno$¢ osobniczg proteomu surowicy krwi, kazdy ma swoj unikatowy
przebieg krzywej DSC i indywidualng reakcje na wysilek. Niektore z pokazanych przyktadow
wyraznie odbiegaja od usrednionych wynikow zaprezentowanych w opublikowanych
artykutach.

W przypadku wybranego narciarza biegowego (rys. 24 (a)) mozna zaobserwowac
wyraznie zarysowane pierwsze maksimum lokalne przed jak 1 po wysitku. Po wysitku, drugie
maksimum lokalne uleglo wyptaszczeniu, natomiast trzecie maksimum lokalne zwigkszylo
sw0jg intensywnosc¢.

Na krzywych przyktadowej osoby ¢wiczacej CrossFit (rys. 24 (b)) efekt wysitku jest
bardzo dobrze widoczny w przeciwienstwie do omowionych wezesniej usrednionych krzywych
sportowcow z tej grupy doswiadczalnej. Po wysitku obserwujemy przede wszystkim redukcje
pierwszego maksimum lokalnego oraz wyrazny wzrost intensywnosci drugiego i trzeciego
maksimum. Wyrazny wzrost intensywnosci Cpz sugeruje wzrost poziomu haptoglobiny, biatka
ostrej fazy (dajacej gldwnie wkiad do drugiego maksimum lokalnego). Moze to $wiadczy¢
0 pojawieniu si¢ stanu zapalnego, np. w wyniku mikro urazu po intensywnym wysitku. Nalezy
jednak pamigtaé, ze zjawisko hemolizy moze maskowac¢ zmiany haptoglobiny, podobnie jak
zmiany objetosci osocza utrudniajg ocen¢ poziomu albumin [220]. Pordwnanie przejscia
endotermicznego przed i po wysitku wyraznie wskazuje na wzrost parametru Trv. Dodatkowo,
po wysitku obserwujemy pojawienie si¢ ramienia czwartego piku przy temperaturze okoto
85°C.
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Rys. 24 (c) dobrze reprezentuje profile DSC surowicy krwi osob, ktore przebiegly
ultramaraton — wsrdd calej grupy obserwowalismy podobne zmiany ksztaltu po zakonczeniu
biegu ultra. Na krzywej wyjsciowej obserwujemy zarysowane rami¢ pierwszego maksimum
lokalnego oraz wyrazne dwa maksima lokalne — drugie maksimum lokalne oraz trzecie
maksimum lokalne. Profil przej$cia po wysiltku nie posiada pierwszego maksimum lokalnego
tylko jeden glowny, szeroki pik, ktdrego maksimum jest wyraznie przesunigte w kierunku
wyzszych temperatur. Osoby startujace w biegach ultra wywodzg si¢ z biegdw maratonskich,
w ktorych nadal uczestnicza. Wieloletnie treningi do biegdw maratonskich, a potem do biegow
ultra wplynety na ksztatt wyjsciowej krzywej, a sam dwunastogodzinny wyczerpujacy bieg
wptywa bardzo mocno na ksztalt krzywej po wysitku.

CE/A B A @ /\

Rysunek 24 Porownanie krzywych DSC surowic wybranych osob uprawiajqcych sporty: (a) narciarstwo
biegowe, (b) CrossFit, (c) ultramaraton; na wszystkich panelach kolorem czarnym oznaczona jest krzywa
wyjsciowa, kolorem czerwonym krzywa po wysitku.

Wykonane badania pozwolily takze na obserwacje zrdéznicowanej odpowiedzi
organizmow na regeneracj¢ po wysitku, prezentujg to rysunki 25 i 26. Rysunek 25 przedstawia
porownanie profili DSC narciarza biegowego z testow wysitkowych w sesjach (a) przed serig
zabiegow kriostymulacji i (b) przed serig zabiegdw sauny. Krzywe pochodza od tego samego
narciarza biegowego z nastgpujacych rok po roku okreséw przygotowawczych do sezonow
startowych. Warto zwr6ci¢ uwage na zupelnie rozne ksztalty zlozonego przejscia
endotermicznego na krzywych DSC surowic krwi tego sportowca. Na krzywych z testu
wysitkowego przed zabiegami kriostymulacji (a) mozemy zobaczy¢ dwa maksima lokalne
pierwsze 1 trzecie. Po wysitku obserwujemy redukcje pierwszego maksimum lokalnego,
sygnalizujacego spadek poziomu wolnej albuminy i niewielkie przesunigecie w kierunku
wyzszych temperatur piku sktadowego pochodzacego gléwnie od immunoglobulin. Mozemy
zauwazy¢ szybka regeneracje po wysitku — juz po jednej godzinie odpoczynku krzywa
powrdcita do wyjsciowego ksztattu. Niewielka reakcja na wysitek 1 szybka regeneracja moga
by¢ spowodowane bardzo dobrym wytrenowaniem sportowca w czasie prowadzonego
eksperymentu. Na panelu (b) wynikéw testu wysitkowego przed zabiegami sauny mozemy
zobaczy¢, ze krzywe posiadaja wszystkie trzy maksima lokalne. Po wysitku obserwujemy
redukcje pierwszego maksimum lokalnego 1 niewielkie rozbudowanie przejs$cia
endotermicznego w obszarze trzeciego piku skladowego. Jeszcze po jednej godzinie
odpoczynku obserwowali§my redukcje pierwszego maksimum lokalnego. Patrzac cato§ciowo
na panel (b) w czes$ci niskotemperaturowej widzimy powolny powrot do wyjsciowego ksztattu,
a w czescl wysokotemperaturowej szybki powrot do poczatkowego poziomu i ksztattu. Profil
po dobie odpoczynku jest nietypowy, posiada wyraznie zarysowany pierwszy pik sktadowy
przejscia, 1 cata cze$¢ niskotemperaturowa charakteryzuje si¢ wickszg intensywnoscig
pojemnosci cieplnej niz na profilu wyjsciowym. Trudno znalez¢ wyjasnienie tej obserwacji.
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Rysunek 25 Porownanie krzywych DSC surowic narciarza biegowego: czarna -krzywa wyjsciowa, czerwona —
krzywa po wysitku, zielona — krzywa po 1h odpoczynku, niebieska — krzywa po 24h odpoczynku; (a) wysitek
przed zabiegami kriostymulacji, (b) wysitek przed zabiegami sauny

Rysunek 26 przedstawia poréwnanie profili DSC surowic z okresu odpoczynku po
tescie wysitkowym dwoch osob (a) 1 (b) uprawiajacych CrossFit. Na panelu (a) wszystkie trzy
krzywe posiadajg przejscie, na ktorym widoczne sg tylko dwa maksima lokalne, drugie i trzecie.
Juz na krzywej wyjSciowej nie ma wyraznego piku od wolnej albuminy. Po wysitku, pik
w okolicy 70 C, pochodzacy od gammaglobulin i ligandowanej frakcji albuminy, mocno urést
i poszerzyl si¢. Po godzinie odpoczynku obserwujemy powrdt do ksztattu wyjsciowego, co
oznacza szybka regeneracj¢ po wysitku. Panel (b) przedstawia profile osoby, u ktorej wysitek
spowodowat niewielkie zmiany w ksztalcie przejscia, ktore jednak utrzymujg si¢ po godzinie
odpoczynku. Obydwa zaprezentowane przyktady dobrze reprezentuja wyniki uzyskane dla
grupy uczestnikéw eksperymentu. Ze wzgledu na bardzo mgczacy charakter treningu CrossFit
mozna przypuszczac, ze tak niewielkie zmiany w profilach badanych s3a spowodowane dobra
adaptacja do wysitku dzigki bardzo dobrej kondycji fizycznej 1 plastycznosci ukladu
immunologicznego sportowcow.
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Rysunek 26 Porownanie krzywych DSC surowic dwoch osob uprawiajqcych CrossFit (a) i (b): czarna — krzywa
wyjsciowa, czerwona — krzywa po wysitku, zielona — krzywa po 1h odpoczynku

Rysunki 25 1 26 pokazuja jak réznorodne odpowiedzi na wysitek i regeneracje po
wysitku mozemy obserwowaé. Odpoczynek jest tak istotny, poniewaz do dwoch godzin po
zakonczonej aktywno$ci nasz metabolizm pracuje na wyzszych obrotach. Regeneracja to
odbudowa uszkodzonych komorek, oraz ich wzrost. Organizm pracuje, aby odnowic¢
uszkodzenia wtokien mie§niowych, ktore powstaja podczas wzmozonej aktywnosci fizycznej.
Podczas regeneracji dochodzi takze do nadbudowy, przez co migénie zwigkszaja swoja
objetos¢. Proces regeneracji mig$ni u os6b ¢wiczacych charakteryzuje si¢ aktywacja szeregu
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czasteczek wydzielanych przez miocyty 1 towarzyszace komorki macierzyste, komorki
immunologiczne oraz komoérki $rodbtonka naczyn. Aktywowane sg miedzy innymi takie
czynniki zaangazowane w odbudowe tkanki mig$niowej: IGF-1 (insulinopodobny czynnik
wzrostu 1), PDGF (ptytkopochodny czynnik wzrostu) oraz BDNF (neurotroficzny czynnik
pochodzenia mézgowego) [222].

W publikacjach [A1, A3, A4] réwniez zwrdcono uwage na szybko$¢ regeneracji po wysitku
oraz przedyskutowano to zagadnienie w oparciu o usrednione wyniki. Niestety, w artykule
poswieconym ultramaratonowi [A6] nie poruszono tego problemu. Ze wzgledu na brak probek
krwi uczestnikéw badania z okresu rekonwalescencji po ukonczeniu biegu, nie bylo mozliwosci
sprawdzenia szybkosci regeneracji po tak dlugim, intensywnym i wyczerpujacym wysitku. Jest
to duza strata badawcza, poniewaz zmiany zaobserwowane w analizowanym przejsciu
endotermicznym w wyniku ukonczenia ultramaratonu byty bardzo wyrazne 1 z pewnoscia
obserwacja ich cofania si¢ w trakcie okresu regeneracji bytaby bardzo interesujgca. Technika
DSC $wietnie nadawataby si¢ do realizacji takiego celu.
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4.3. Wplyw stosowania w trakcie treningu suplementacji lub zabiegéw odnowy
biologicznej na zmiany zachodzace w surowicy krwi odzwierciedlone w
profilach DSC

Osoby uprawiajace sport zarowno zawodowo jak i amatorsko w celu poprawy wynikéw
1 regeneracji organizmu po wysitku lub urazach czesto tacza treningi z dieta suplementowang
oraz zabiegami odnowy biologicznej. Interesujagcym problemem badawczym jest okreslenie
czy stosowanie suplementacji oraz zabiegéw odnowy biologicznej w trakcie intensywnego
treningu sportowego wptywa na zmiany zachodzace w surowicy krwi oraz charakterystyka
czynnikow, ktore te zmiany determinuja. Aby sprawdzié, czy zachodzace na skutek
wspomagania treningu zmiany mi¢dzy innymi w skladzie chemicznym surowicy krwi sa
odzwierciedlone w formie zmiany ksztattu jej profilu DSC, w prowadzonych badaniach
wykorzystano probki kliniczne pobrane od oséb intensywnie trenujacych, u ktorych
uzupelnieniem treningu byty:

1) suplementacja ekstraktem z zielonej herbaty (GTE) - badaniem objgto osoby
uprawiajace CrossFit (CF)

2) zabiegi kriostymulacji ogélnoustrojowej (zabiegi odnowy biologicznej) - badaniem
objeto narciarzy biegowych,

3) zabiegi sauny finskiej(zabiegi odnowy biologicznej) - badaniem objeto narciarzy
biegowych.

Suplementacja

Odpowiednia suplementacja sportowcow stanowi niezwykle wazny element
wplywajacy na zdrowie i samopoczucie. Przektada si¢ rowniez na lepsze efekty treningowe
1 osigganie dobrych wynikow. Ekstrakt zielonej herbaty jest naturalnym wyciggiem bogatym
w Polifenole (95%) 1 EGCG (50%). Uwalnia organizm od wolnych rodnikow, wspomagajac
tym samym funkcjonowanie catego organizmu. Rezultaty badan metoda DSC w zakresie
wplywu suplementacji GTE w trakcie treningu na zmiany zachodzace w surowicy krwi dotycza
parametrow termodynamicznych obserwowanego przejscia endotermicznego zwigzanego
z denaturacja biatek surowicy. Materiat do badan stanowity probki pobrane od grupy osob,
ktorym podawano substancje o efekcie placebo (C) oraz osob, ktorych dieta byla wzbogacona
suplementacjg ekstraktem z zielonej herbaty (S). Wszystkie suplementy podawano w migkkich
kapsutkach zelatynowych (Olimp Labs, Debica, Polska) w dawce 2 kapsutki raz dziennie przez
6 tygodni. Jedna kapsutka placebo zawierata celuloze mikrokrystaliczng, stearynian magnezu
1 maltodekstryne zamiast ekstraktu roslinnego. Jedna kapsutka GTE zawierata 250 mg
standaryzowanego GTE (245 polifenoli, w tym 200 mg katechin wsrod 137 mg epigallokate-
chin-3-galusanu) oraz dodatkowe substancje, takie jak maltodekstryna, celuloza
mikrokrystaliczna 1 stearynian magnezu. W przypadku wystgpienia zdarzen niepozadanych
zwigzanych z suplementami diety, wszyscy badani mogli zrezygnowa¢ z udzialu w tym
badaniu. Ochotnicy biorgcy udzial w eksperymencie dwukrotnie uczestniczyli w teScie
wysitkowym na ergometrze rowerowym (Sport Excalibur), tj. przed treningiem i1 suplementacja
CF (pierwsza sesja), a nastgpnie ponownie po szesciu tygodniach treningu i suplementacji CF
(druga sesja). Po krotkiej rozgrzewce, uczestnicy jechali w 3-minutowych fazach, zaczynajac
od mocy wyjsciowej 40 W i stopniowo zwigkszajacej si¢ 0 40 W. Cwiczenia wysitkowe byty
kontynuowane az do wyczerpania.
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Oznaczone w badaniu [A1] biomarkery krwi wskazuja, ze przed treningiem CF $rednie
wartos$ci stezenia LA 1 aktywno$ci CK byty zblizone w obu grupach. Poziom LA znaczaco
wzrést po wysitku w obu probach w obu grupach. Najwyzsza aktywnos¢ CK wystapita w grupie
C po wysitku wykonanym w drugiej sesji. R6znice migdzy tg wartoscia CK a wszystkimi
warto$ciami (przed treningiem, po wysitku i po regeneracji) w pierwszym badaniu dla grupy C
okazaly si¢ istotne statystycznie. Ogolnie zaobserwowano nieco wyzsze powysitkowe warto$ci
CK w porownaniu z innymi fazami eksperymentu. Wydaje si¢ wazne, ze wystapity przeciwne
tendencje zmian aktywnosci CK w grupach kontrolnej i suplementowanej: wzrost w pierwszej
i spadek w drugiej z wymienionych grup. Analiza statystyczna wykazata istotne réznice miedzy
grupami C i S pod wzgledem aktywnosci CK po treningu dla wszystkich etapow eksperymentu.
Dla grupy uzupetnionej GTE, po ¢wiczeniach stwierdzono, ze aktywno$¢ CK przed treningiem
byla istotnie wyzsza niz potreningowa i po 1 h odpoczynku. Wyniki te sugeruja, ze
suplementacja polifenoli z herbaty, w dawkach zalecanych zgodnie z zaleceniami producenta,
moze zmniejszy¢ potreningowe uszkodzenia migsni szkieletowych poprzez dziatanie hamujace
stres oksydacyjny i stany zapalne [223].

Jak opisano w poprzednim rozdziale, usrednione efekty odbycia treningu CrossFit
znalazly stabe odzwierciedlenie w krzywych DSC surowic krwi jego uczestnikéw. Bardzo mate
réznice pomiedzy S$rednimi  krzywymi DSC odpowiadajagcymi surowicy z etapu
spoczynkowego przed i po treningu CrossFit wydaja si¢ mie¢ jednak nieco inny charakter dla
kontrolnej grupy placebo C niz dla suplementowanej S (Fig. 2 w [Al]). Dodatkowo,
w pojedynczych przypadkach mozna bylo zaobserwowac znaczne réznice w profilach DSC
surowicy uczestnikow po treningu CF i suplementacji GTE. Przyktady takich znaczacych
roéznic pokazano w pracy ([A1] Fig. 3 a,b) odpowiednio dla wybranych uczestnikéw z grup C
i S. Spadek intensywnosci Cy2 jest dobrze widoczny dla reprezentanta z grupy placebo (Fig. 3a
w [Al]). W przypadku osoby suplementowanej, po treningu pojawily si¢ zmiany i wzrost
intensywnosci przejscia w zakresie temperatur 55—65 °C (Fig. 3b w [A1]). Kolejny przyktad
indywidualnych reakcji zaprezentowano na rysunku 27, ktory przedstawia poréwnanie profili
po treningu dwoch 0sob uprawiajacych CrossFit: (a) osoby otrzymujacej placebo i (b) osoby
suplementowanej GTE. W przypadku osoby otrzymujacej placebo (a), zmiany w krzywej DSC
surowicy s3 wyrazne, w charakterze bardzo podobne do typowych zmian powysitkowych.
Natomiast w przypadku osoby suplementowanej GTE (b) mozemy zobaczy¢, Zze krzywa
wyjsciowa i po treningu pokrywaja si¢ ze soba do okoto 78°C. Powyzej 80°C obserwujemy
réznice polegajaca na braku wktadu od przejscia egzotermicznego na krzywej DSC surowicy
po treningu potaczonym z suplementacja. Jest to korzystny efekt, poniewaz oznacza
zmniejszong tendencje¢ do agregacji bialek surowicy w tym zakresie temperatur.
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Rysunek 27 Porownanie profili DSC surowic po treningu CrossFit dwoch 0sob czarna krzywa - wyjsciowa,
czerwona krzywa - po treningu; (a) osoba przyjmujqca placebo, (b) osoba przyjmujgca GTE

Na rysunku 28 przedstawiono poréwnanie profili DSC surowic osoby uprawiajacej
CrossFit w sesji przed i1 po suplementacji ekstraktem z zielonej herbaty. W obydwu sesjach
krzywe z etapu powysitkowego sa podobne — w stosunku do etapu wyjsciowego widzimy
wzrost intensywnos$ci drugiego i trzeciego maksimum lokalnego, praktycznie na tym samym
poziomie. Zardwno przed suplementacja jak 1 po suplementacji GTE obserwujemy juz po
jednej godzinie odpoczynku powrdot do wyjsciowego ksztattu krzywej. W obszarze
wysokotemperaturowym powyzej 80°C na krzywych wyjsciowej 1 po wysitku w sesji 11
widzimy zarysowane rami¢. Po jednej godzinie odpoczynku w sesji II rami¢ to jest stabo
widoczne. Suplementacja zielong herbatg u tej osoby nie wptyneta na zmniejszenie reakcji na
wysitek i na szybkos¢ regeneracji.
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Rysunek 28 Porownanie profili DSC surowic osoby uprawiajqcej CrossFit, linia ciggta sesja I przed
suplementacjq GTE, linia przerywana sesja Il po suplementacji GTE, czarna krzywa — wyjsciowa, czerwona
krzywa — po wysitku, zielona krzywa — po 1h odpoczynku.

Zestawy usrednionych krzywych: dla grupy placebo przed treningiem (Fig. 4 w [A1])
oraz dla grupy suplementowanej GTE po treningu (Fig. 5 w [A1]) pokazuja, ze niewielkie
zmiany powysitkowe znikajg po godzinie odpoczynku.

Fig. 6 w [Al] wskazuje na podobny charakter zalezno$ci T1 , T> 1 T3 od etapu
eksperymentu w grupach C i S iniezaleznie od odbycia treningu. W obu grupach w obu probach
warto$¢ T po wysitku jest nieco nizsza, podczas gdy T i Tz po wysitku sa wyzsze niz przed
wysitkiem. Nie stwierdzono jednak Zzadnych istotnych réznic w warto$ciach T (m =1, 2, 3)
miedzy obiema grupami w odpowiednich okresach badania.
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Zmiany w parametrach Cp1, Cp2, Cp3 (Fig. 7 w [A1]) zwigzane z etapem eksperymentu
wydaja si¢ rézne dla obu grup (C i S), jednak roznice te nie sg istotne statystycznie. Natomiast
dla parametru Cp2 uzyskano ciekawe wyniki. Wartos¢ C,2 dla grupy S po treningu
1 suplementacji utrzymuje si¢ na wyzszym, statym poziomie niz w pierwszej probie. Zgodnie
z ANOVA zpowtarzanymi pomiarami réznice mi¢dzy $rednimi wartosciami Cpy dla
poszczegblnych etapow sg istotne statystycznie (p = 0,047). Dane uzyskane dla obu grup
wskazuja, ze przedwysitkowe Cp2 w pierwszej sesji okazato si¢ istotnie nizsze niz powysitkowe
po treningu (p = 0,02 w tescie post hoc Tukey’a).

Znaleziono istotne ujemne korelacje miedzy VOzomax po treningu CF a powysitkowym
T2 (r = -0,52; p = 0,03) oraz powysitkowym C;2 (r = -0,68; p = 0,03) po treningu. Pierwsza
z wymienionych korelacji byla jeszcze wyzsza w grupie kontrolnej (r =-0,78), a druga w grupie
suplementowane;j (r =-0,86). Sugeruje, to ze wyzsze VOomax po treningu CF implikuje mniejszy
powysitkowy wzrost Tz 1 Cp2 po treningu.

Wartos$ci zmian entalpii denaturacji surowicy (AH) w poszczeg6lnych etapach badania
okazaty si¢ bardzo podobne dla obydwu grup, a szerokos$ci przejscia HHW wigksze dla grupy
S (Fig. 819 w [A1]). Zaobserwowano wzrost AH i HHW po wysitku oraz spadek po okresie
odpoczynku. Statystycznie istotne réznice stwierdzono dla parametru HHW ze wzgledu na
czynniki ,,grupa” i,,etap” (odpowiednio p = 0,004 i p = 0,01). Dodatkowo test post hoc Tukey’a
ujawnil istotnie szersze przejscie denaturacji surowicy w fazie powysitkowej w drugiej sesji
dla grupy S niz we wszystkich stadiach dla grupy C, z wyjatkiem tych po wysitku.

Forsowne ¢wiczenia fizyczne moga wywotywac stres oksydacyjny, a suplementacja
przeciwutleniaczami moze wspiera¢ wewnatrzustrojowy system obronny i zmniejszaé stres
oksydacyjny, uszkodzenia migéni 1 poprawia¢ wyniki ¢wiczen. Wyniki badania [Al]
w pewnym stopniu potwierdzajg ten poglad. Uzyskane dane biochemiczne pozwolity
zaobserwowaé, ze suplementacja GTE réwnolegta z forsownym treningiem CF zapobiega
potreningowemu wzrostowi aktywnosci kinazy kreatynowej (CK). Wzrost CK byl widoczny
w grupie placebo. Dane biochemiczne 1 kalorymetryczne ujawnily zwigzek miedzy
intensywnoscia VOomax 1 Cp2. Wyniki analizy statystycznej wskazujg na istotng ujemng
korelacj¢ migdzy tymi zmiennymi. Ogolne dane przedstawione badaniu [A1] sugeruja, ze pod
wzgledem VOomax katechiny nie poprawiajg wydolnosci fizycznej u aktywnych fizycznie,
dobrze wytrenowanych mezczyzn.

W pracy Sadowska-Krepa 1 inni 2019 [159] pokazano, zZe szeSciotygodniowe
spozywanie ekstraktu z zielonej herbaty miato jedynie marginalny wptyw na wydolno$¢
tlenowa 1 poziom neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego w surowicy mezczyzn
trenujacych CrossFit. Odnotowano znaczny wzrost zdolno$ci antyoksydacyjnej krwi
i umiarkowane ostabienie peroksydacji lipidow wywotanej treningiem CrossFit. Wyniki
zespolu Sadowskiej-Krepy [159] pokazuja, ze nie mozna podac ogdlnych zalecen dotyczacych
dziennego spozycia ekstraktu z zielonej herbaty przez przeszkolonych mezczyzn. Dobdr dawek
powinien by¢ dostosowany do indywidualnych potrzeb. W pracy Reza Bagheri i innych 2020
[224] pokazano, ze w przypadku mezczyzn w S$rednim wieku z nadwagg potaczenie
suplementacji GTE i treningu wytrzymatosciowego daje korzystne efekty przeciwzapalne
1 metaboliczne.

57



Zabiegi odnowy biologicznej
Kriostymulacja ogolnoustrojowa (WBC)

Zabiegi odnowy biologicznej dla sportowcow to wazny element przygotowan do
startow w zawodach oraz wspomagania regeneracji po ich zakonczeniu. W wyniku wspierania
naturalnych mechanizméw odnowy komorkowej, zabiegi przywracajg organizmowi gotowos¢
do kolejnych sportowych wyzwan. Opublikowano wiele prac naukowych oraz artkutow
przegladowych na temat stosowania zabiegdw kriostymulacji [225-228] czy sauny [229-231].
Mozna w nich znalez¢ cenne, w kompetentny sposéb dyskutowane informacje na temat
fizjologicznych reakcji wystepujacych po tych zabiegach, korzysci, a takze ewentualnych
zagrozen wynikajacych z ich stosowania.

W ramach badan zwigzanych z biezaca praca doktorska, zabiegi kriostymulacji catego
ciata wykonywano codziennie o tej samej godzinie, pie¢ dni w tygodniu, od poniedziatku do
piatku przez dwa tygodnie. Pojedynczy zabieg kriostymulacji trwal 3 minuty w temperaturze -
130°C. Wejscie do komory gtéwnej byto poprzedzone 30-sekundowym okresem adaptacyjnym
w przedsionku w temperaturze -60°C. Kolejno sportowcy szli do komory wtasciwej, gdzie
poruszali si¢ powoli po okregu, jeden po drugim, bez wzajemnego kontaktu, bez dodatkowych
ruchow i rozmow. Po minucie zalecano zmiane kierunku ruchu.

Wyniki badan DSC zamieszczone w artykule [A2] wskazuja, ze kriostymulacja catego
ciata wptywa na surowice krwi profesjonalnych narciarzy biegowych w sposéb uchwytny ta
technikag. Wprawdzie wusredniony ksztatt przejscia odzwierciedlajgcego przemiang
endotermiczng zwigzang z denaturacja surowicy zmienia si¢ tylko nieznacznie po serii 10
zabiegow kriostymulacji (Fig. 1 w [A2]), ale w zakresie niskich temperatur tego przejscia
stwierdzono istotny statystycznie spadek $redniej warto$ci Cp1. Region nisko temperaturowy
odpowiada gltownie denaturacji niezligowanej albuminy, wynik sugeruje zatem spadek tej
postaci albuminy. Z drugiej strony, wyniki oznaczenia elektroforetycznego wskazujg na wzrost
catkowitego poziomu albuminy po dziesigciu zabiegach WBC. Prawdopodobnym
wyjasnieniem tego efektu jest zmniejszenie liczby czasteczek albumin wolnych od ligandow,
ktéremu towarzyszy wzrost frakcji albuminy ze zwigzanymi ligandami, w tym utlenionej
albuminy. Ekspozycja na WBC powoduje podwyzszony metabolizm w celu zwigkszenia
produkcji ciepta w celu ochrony rdzenia ciata. Krew jest intensywnie wzbogacona w skladniki
odzywcze, enzymy i tlen. W ten sposob dostepnych jest wigcej ligandow do wigzania sig
z albuming. Moze to prowadzi¢ do wzrostu stosunku zligandowanych do niezwigzanych
czasteczek albuminy. Rosnaca frakcja utlenionej formy albuminy surowicy jest zgodna
z faktem, ze kriostymulacja pomaga wytworzy¢ dodatkowe czasteczki tlenu w krwiobiegu, co
sugeruje wzrost ilosci utlenionych czasteczek albuminy. Gorobets i wspdtautorzy 2017 [232]
w swojej pracy przedstawili, ze entalpia denaturacji utlenionych czasteczek albuminy jest
nizsza niz dla nieutlenionych. Zgodne jest to ze spadkiem AH (cho¢ nieistotnym statystycznie)
po dziesigciu zabiegach WBC.

Kriostymulacja jest obecnie postrzegana jako potencjalna strategia wspomagajaca
zwalczanie otylosci. Podstawowe mechanizmy takiego dzialania sg jednak wcigz stabo
wyjasnione [233]. Stwierdzono istotng statystycznie, wysokg dodatnig korelacj¢ migdzy zmiang
Cp1 a wzgledng zmiang masy tkanki tluszczowej po dziesigciu zabiegach WBC. Podobne
korelacje wystapity miedzy wzgledng zmiang masy tkanki thuszczowej po dziesigciu zabiegach
WBC a odpowiednimi zmianami w poziomach alfa2-globulin i beta2-globulin, co sugeruje
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obnizenie poziomu biatek z tych frakcji w odpowiedzi na utrate masy thuszczu jako wynik
kriostymulacji.

Fig. 2 w [A3] ilustruje $rednie krzywe DSC surowicy przed wysitkiem gdy nie
zastosowano WBC 1 po serii dziesigciu zabiegow WBC oraz roznice migdzy krzywymi po
1 przed wysitkiem. Widoczne sg pewne rdznice mi¢dzy $rednimi przed-wysitkowymi krzywymi
DSC w sesji I oraz sesji I po serii 10 zabiegébw WBC. Reakcja na wysitek, odzwierciedlona w
zmianach pojemnosci cieplnej surowicy, jest podobna w obydwu sesjach.

W Tabeli 4 [A3] przedstawiono $rednie (£ SD) wartoSci parametréw
termodynamicznych w kolejnych etapach cyklu treningowego (przed i po wysitku, po 1 godz.
1 24 godz. odpoczynku) w sesji po serii 10 zabiegbw WBC. Po wilaczeniu kriostymulacji
zaobserwowano nizsze wartosci Cp1 zarowno przed (p = 0,02), jak i po wysitku (p = 0,04)
w porownaniu z odpowiednimi etapami w sesji przed zabiegami. Poroéwnujac wyniki
przeprowadzonych analiz ANOVA z powtarzanymi pomiarami dla warto$ci parametrow
uzyskanych w réznych etapach sesji przed i po zabiegach WBC, zaobserwowano mnigj
statystycznie istotnych rdznic w sesji po zabiegach. Stwierdzono istotno$¢ statystyczng tylko
dla Cp1 migdzy etapami: po wysitku i dobie odpoczynku (p = 0,018) oraz dla Tz migdzy etapem
po wysitku i wszystkimi innymi etapami (p < 0,005).

W artykule [A3] przedstawiono bardziej szczegdtowa analize wptywu zabiegéw WBC
na powysitkowe zmiany surowicy z podziatem, grupy narciarzy biegowych na dwie podgrupy:
mocniej 1 stabiej reagujacych na wysitek. Na Fig. 3 [A3] przedstawiono roéznice w trendach
zmian powysitkowych obserwowane dla obu grup w wyniku stosowania kriostymulacji.
W grupie z silniejszg reakcja na wysitek dalo si¢ zauwazy¢ jej zmniejszenie po zastosowaniu
WBC. Poréwnanie krzywych przedstawionych na Fig. 4 wskazuje, Ze w sesji po zastosowaniu
zabiegow WBC regeneracja po wysitku byta prawie catkowita po godzinie odpoczynku.

Waznym parametrem w analizie rozpatrywanego przejScia endotermicznego jest
stosunek wartosci Cp3 do Cpi. Jak stwierdzono na podstawie danych zawartych w Tabelach 3
14 wartykule [A3], wzrasta on znaczaco (p < 0,01) po wysitku w obu sesjach
eksperymentalnych, przeprowadzonych przed i po zastosowaniu WBC. Nastgpnie, podczas
odpoczynku warto$¢ Cp3/Cp1 spada i powraca do wartosci wyjsciowej po dobie odpoczynku,
jezeli nie zastosowano WBC, a juz po jednej godzinie odpoczynku, jesli zastosowano WBC.
Ponadto, dla wynikow odpowiadajacych sesji wzbogaconej o WBC znaleziono wysokie, istotne
statystycznie korelacje mi¢dzy stosunkiem C,3/Cp1 a parametrami takimi jak: wzrost (r=—0,84;
p =0,009), masa miesni szkieletowych (r=—0,8; p = 0,018), masa tkanki ttuszczowej/% (r =
0,79; p = 0,02) oraz masa ciata (r =— 0,76; p = 0,03).

Wyniki przedstawione w Tabeli 1 [AS5] wskazuja na zmiany parametréw analizowanego
przejscia endotermicznego po wysitku, a nastepnie na powrot do wartosci wyjSciowe] po
odpoczynku. Po zastosowaniu WBC roznice okazaty si¢ istotne statystycznie tylko dla T
(p=0,001 w tescie Friedmana).

Zabiegi WBC korzystnie wptywaja na regeneracj¢ po wysitku wykazujac efekty takie
jak: zmniejszenie bolu, obrzeku i stanu zapalnego [234]. Gléwnie WBC moze korzystnie
wptywac na regeneracje w krotkim okresie [235-236]. Natomiast sportowcy sg zainteresowani
przede wszystkim strategiami zwigkszania dlugoterminowych odpowiedzi w catym cyklu
treningowym. Gltéwnym problemem jest to, czy WBC moze utrudnia¢ adaptacyjne reakcje na
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trening. Kilka grup badawczych w ostatnich latach (2018-2021) zbadato potencjalny wptyw
regularnego stosowania WBC na adaptacje¢ do treningu. Praca Broatch i innych 2019 [237]
przedstawia, ze trzytygodniowe zabiegi WBC nie wptynety na adaptacje do 4-tygodniowego
programu rowerowego obejmujacego sesje interwalowe o wysokiej intensywnosci. Grupa
Jaworskiej 1 wspotautorow 2020 [238] przedstawila rowniez wyniki wskazujace, ze
powtarzajace si¢ zabiegi WBC (trzy razy w tygodniu przez 4 tygodnie) moga wspieraé wzrost
sity poprzez obnizony poziomu miostatyny, negatywnego mediatora adaptacji migsni.

Sauna finska

Dziesie¢ zabiegéw sauny finskiej przeprowadzano popotudniu po czesci codziennych
treningdw w fazie przejsciowej. Jedna sesja w saunie sktadata si¢ z trzech etapdéw przegrzania
ciata, kazdy trwajacy od 10 do 15 minut, po ktérych nastepowaty przerwy na ochtodzenie ciata.

Uzyskane wyniki DSC (Fig. 1| w [A4]) wskazuja, ze seria dziesi¢ciu zabiegdw w saunie
nie modyfikuje znaczaco przejscia denaturacji surowicy na etapie wyjsciowym. W Tabeli 1
w artykule [A4] poréwnano usrednione parametry przejscia denaturacyjnego surowicy przed
zabiegami sauny, po jednym zabiegu i po serii dziesi¢ciu zabiegéw sauny. Przedstawione dane
sugeruja, ze po serii zabiegdw w saunie wartosci Cp1 1 HHW sa wyzsze, podczas gdy Cys jest
nieco nizsze. Warto$¢ parametru Trm po zabiegach w saunie jest nizsza niz przed zabiegami,
co wskazuje na korzystny wplyw sauny na sportowcow. Stwierdzono istotng statystycznie
r6znicg¢ migdzy Trm przed sauna i po jednym zabiegu w saunie (ANOVA z powtarzanymi
pomiarami p = 0,017; Test post hoc Tukey’a p = 0,013). Wyniki sugeruja, ze efekt jednego
zabiegu wydaje si¢ by¢ silniejszy niz cala seria zabiegow.

Znane sg pozytywne efekty stosowania sauny finskiej, gldwnie jest to redukcja
dolegliwo$ci bolowych poprzez rozluznienie naciggni¢tych migséni i usprawnienie ruchomosci
stawow [180,182]. Bardzo interesujagcym tematem jest aklimatyzacja do adaptacji cieplnej
[239-241] w celu zwigkszania wydolnosci sportowca w zakresie aktywnosci treningowej
1 startowe] w warunkach goracych.

Fig. 3 w pracy [A4] przedstawia $rednie krzywe DSC surowicy dla czterech etapow
w sesji ¢wiczen po serii 10 zabiegdw w saunie (sesja II). W zestawieniu z Fig. 2 w tej same;j
pracy, ilustrujacym analogiczne krzywe w sesji przed zabiegami (sesja I), pozwala zauwazy¢
znaczaco wigksze zmiany powysitkowe w sesji po zabiegach sauny. Warto$¢ nadmiarowe;j
pojemnosci cieplnej w temperaturze pierwszego lokalnego maksimum (56,5°C w  SII)
zmniejsza sie po wysitku 0 0,193 J g ! °C! (0d 0,703 do 0,510 J g ! °C!). Towarzyszy temu
wyrazny wzrost intensywnos$ci przemiany w zakresie temperatur okoto 65-85 °C. Lokalne
maksimum w tym zakresie temperatur zmienia si¢ od 70,3 do 71,1 °C w sesji po zabiegach
sauny z powodu wykonanych ¢wiczen. Wyniki testu Friedmana wykazaty istotne statystycznie
roznice miedzy $rednimi wartoéciami Ts w réznych etapach dla sesji II (p=0,008). Srednia
nadmiarowa pojemno$¢ cieplna w temperaturze trzeciego maksimum lokalnego wzrasta
w wyniku éwiczenia z 0,988 do 1,137 J g ' °C ! (0 0,149 J g! °C 1) w sesji po zabiegach
sauny. Stwierdzono, ze réznice pomiedzy Srednimi wartosciami Cpsz przed 1 po wysitku byty
istotne statystycznie (p=0,0008 w sesji II). Krzywe DSC na Fig. 3 w pracy [A4] pokazuja, ze
po godzinie odpoczynku modyfikacje powysitkowe w duzym stopniu znikaja w sesji po
zabiegach sauny. Jednakze, zarowno po godzinie jak 1 dniu odpoczynku mozna zaobserwowac
nieznaczne przesunigcie pierwszego lokalnego maksimum w kierunku wyzszych temperatur
w porownaniu z krzywa wyjsciowq.
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Fig. 415 w [A4] przedstawiaja krzywe DSC dla sportowcow, ktorych reakcja byta inna
niz wskazana przez $rednie krzywe DSC przedstawione na rysunkach 2 i 3. Fig. 4 przedstawia
typowa reakcj¢ na wysilek, ale brak oznak regeneracji podczas 1 godziny odpoczynku w sesji
po serii zabiegoéw sauny (SII). Ten sportowiec potrzebowat wigcej czasu, aby cofngé zmiany
w surowicy spowodowane intensywnymi ¢wiczeniami wykonywanymi po serii 10 zabiegow
sauny. Fig. 5 sugeruje silniejsza niz przeci¢tna reakcje na ¢wiczenia i pomimo tego bardzo
szybki proces regeneracji w obu sesjach.

Analiza danych zebranych w tabeli 1 w [A5] pozwolita wykaza¢ istotnie wyzsze
warto$ci Cp3 1 Trm zaobserwowano na etapie po wysitku w sesji po zabiegach w saunie w
poréwnaniu z WBC na tym samym etapie (odpowiednio p=0,005 i p=0,001 w tescie t-
Studenta). Analogiczne réznice utrzymywaty si¢ po 1-godzinnym okresie rekonwalescencji
(odpowiednio p=0,01 i p=0,01).

Porownanie wptywu zabiegow WBC i sauny na przejscie termiczne surowic krwi sportowcow

Metoda DSC [A3, A4, AS5] pozwolita zarejestrowaé charakterystyczne powysitkowe
zmiany w przej$ciach termicznych denaturacji surowicy. Zastosowanie WBC [A3, AS5]
u dobrze wytrenowanych narciarzy biegowych zmodyfikowato ich reakcj¢ na wysitek fizyczny
(Fig. 2, 3 w [A3], Fig. 1 w [AS5]) 1 poprawito regeneracje po wysitku (Fig. 4 w [A3], Fig. 2
w [A5]). Po wykonaniu lacznie serii dziesigciu kriostymulacji catego ciala, intensywnos¢
reakcji na wysilek ulegla zmniejszeniu u wiekszosci sportowcoOw z badanej grupy. Natomiast
zabiegi sauny [A4, AS5] spotegowaly powysitkowe zmiany profili DSC surowic (Fig. 2, 3, 4, 5
w [A4], Fig. 1 w [AS5]). W obu sesjach po wysitku zaobserwowano zmniejszenie pierwszego
lokalnego maksimum, zwigzanego gléwnie z frakcjg albuminy wolnej od ligandow. Nieco
wiekszy spadek nadmiarowej pojemnosci cieplnej w tym zakresie temperatur wystapit
w przypadku wysitku po serii 10 zabiegéw sauny. Drugim efektem powysitkowym, rowniez
intensywniejszym w sesji wysitkowej po zabiegach w saunie, byto zwickszenie intensywnosci
1 przesunigcie w kierunku wyzszych temperatur trzeciego lokalnego maksimum, zwigzanego
glownie z frakcja gamma-globulin 1 albumin ze zwigzanymi ligandami.

Srednie krzywe DSC surowicy z krwi pobranej przed ¢wiczeniami i po wysitku
w sesjach bez zabiegow termicznych, po 10 zabiegach WBC 1 po 10 zabiegach w saunie
poréwnano na Fig. 1 w [AS]. Wyrazny spadek intensywnos$ci krzywych DSC w zakresie
temperatur 50-60°C 1 wzrost w zakresie 65-80 °C jest widoczne po wysitku w stosunku do
stanu wyjSciowego. Efekt ten jest najsilniejszy podczas sesji ¢wiczen po zabiegach w saunie,
co sugeruje, ze zabiegi w saunie zwiekszyly wysitek zwigzany z ¢wiczeniami. Chociaz same
zabiegi w saunie nie zmodyfikowaly w istotny sposob przejscia denaturacyjnego surowicy, to
w polaczeniu z wysitkiem daty silny efekt. Z kolei zabiegi WBC nieznacznie ostabity zmiany
w surowicy krwi, ktore obserwujemy na krzywych DSC. Fig. 2A i B [A5] pokazuja, Ze $rednie
krzywe DSC surowicy po jednej godzinie i dobie regeneracji sa podobne do krzywej
wyj$ciowej, co oznacza, ze zmiany spowodowane wysitkiem stosunkowo szybko zanikajg
w sesjach majacych miejsce po obydwu seriach zabiegow.

Takze wyniki analizy statystycznej danych biochemicznych (Tab. 2 w [AS]) wykazaty
pewne istotne roznice w skladzie proteomu zwigzane z zabiegami: wyzszy % albumin po 10
WBC w poréwnaniu z ,,bez zabiegow”, nizszy % p-globulin i wyzszy % 7y-globulin po
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zabiegach sauny w poroéwnaniu z zabiegami WBC. Tak wiec zmiany w proteomie surowicy
krwi sportowca, warunkujace modyfikacje profili DSC surowicy w sesji po zabiegach sauny,
wydaja si¢ by¢ silniejsze niz te w sesji nie poprzedzonej zabiegami. Uzyskane wyniki DSC
wskazaty stosunkowo duza zmienno$¢ osobnicza w reakcji na zastosowane zabiegi, W
szczegolnosci na roznorodny proces regeneracji wrod sportowcow, zwlaszcza po sesji ¢wiczen
po saunie.
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Abstract Differentiol scanning  calormmetry (DSC) has
been used for the detection of post-exercise changes in
blood serum resulting from participation m the CrossFit
(CF) trunmg combined with green e extmot (GTE)
supplementation. Blood samples from 20 well-imined men
were collected af rest, immediately post-cxercise and after
I b of recovery in two trnls: first before and . second after
CF truning combined with GTE or placebo adminisration
in the supplemented (5) and control (C) groups, respec-
unvely. Selected muscle damouge bomarkers have been
compared in different phases of the experiment A signif-
icant increise in blood Iactate conlent hus been abserved
post-exercise m both toals m both participants’ groups. The
opposite trends have been noted for the C and § groups in
creating kinase (CK) activity changes recorded during the
first to the second triak an mmcrease in CK for the control
snd a decrease for the supplemented group in all phases of
the experimeni: pre-exercise, posi-gxercise amd  afier
recovery. In the second tral, all CK values for the 5 group
have been found significantly lower than the cormesponding
values recorded i the © growp, These resulis suggest o
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mitigate effect of GTE supplementation on post-framing
mustle damage. DSC resulis did mot reveal clear effects of
training mor GTE supplementation on serum denmiuraBon
trunsttion. However, inlerestmg dependences of thermo-
dynamic parsmeters describing this tmnsition have been
observed in different phases of the experiment. Sttstically
stgnificant negative correlabons have boen found between
pl-tmining Vi, snd post-exercise thermodynomic
parameiers associated with haptoglobin contnbulion 1o
serum dematurabion ransiton.

Kevwords CrossFit traimng - DSC - Exercise - Green iea
extract - Himnim blood serum

Introduction

The comsumption of exogenms supplementnl antioxidants
amwing athletes has increased despite the lack of clear
evidence of their benefits. The majority of published papers
confimn the general belief that sntioxidant supplements
improve health and even prevem seversl disesses, How-
ever. there 15 also a growing evidence regarding the useless
or negutive effects of sntionddant supplementation on
physiological and Bochemical outcomes and performance
of exercise-trnmed mdivicuals [1-4).

After many years of infensie research, it is ow well
documented thiet exhaustive exercise induces producbon of
reactive oxygen species (ROS) mesulfing o increased
oxidative stress. which may lead 1o the damage of cellular
components, including proeins, lipads, carbohydmies and
ncleic acids. So, a great body of rescarchers have mves-
tigated the possibility o prevent the exercise-indoced
oxidative stress and muscle damage through nuotritonal
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intervention, matnly wang antioidants. For o comprehen-
sive revicw and discussion on this fopie, please refer, o.g.
1 [4-6]. On the other hand, récent invesligations reprt
alko seveml postive nspects of ROS pencrotion m sport
performance and their mie in cell signaling and adaptation
to regular traimng [7-9] ROS play an imporant mle in
lipid peroxidation which leads o an increase i perme-
ahility of cell skeleial membrunes, followed by & release of
cytosolic proteins and eneymes soch as creatine kinase
(CK) and lnctate dehydrogenass (LDH) ko the blood | 10
Moaoreover, i oxidative sress levels ure already low, which
may be the case in healthy young individuals and athletes,
the cxogenous anthonidant supplementuion may be detn-
mental, Thus, the relationshap hetween exercise, oxidative
stress and supplementstion remains & complex issue,

Tex & a rich natoral sowree of Aavonoid amioxidants
from the polyphenol family. Particularly, green tea extructs
with anfoxidant, anfi-carcinogen, ant-inflaommaiory and
anti-racdintion propertics have been a focus of reoenl sci-
entitic rescarch. Beneficial effects of groen tea of its
extracts mguinst cuncer, obesity, metsbolic yndmome and
curdiovnscular  disease hove been meported [11-13]
Antionidant propertics of green tea gre gssocialed with the
presence of scveral polyphenols, prmarily  catechins
inclading epigllocatechin gallate (BGOGL (—) epicate-
chin gallste (ECG), (—) epicatechin (EC) and (—) epigal-
locatechin {EGC) [14]. Zhong et ol [15] hove recently
shown  that long-term supplementation wieth  green tea
polvphenol could provide an efficient pritection aguinst the
health issues indweed by high-vohage power lines. They
found thae 12 months of green tea polyphencl supple-
mentation (GTPS) significantly diminished the negative
effect of extremely low-frequency clectromagnetic felds
(HLF-EMFsi on the health of the exposed workers. How-
ever, 3 momhs afier GTPS withdmwal, no profective
effects of previons supplementation on cxidatve sress and
okbdative damage to DNA were observed

Studies examining the effects of groen ea consumption
on exercise- imdoced oxidative aress amd evercise meinbao-
lism in humans are mither searce and realis of these snalies
are often inconclusive [I6, 201 Previous studics hawe
gencrally found thet sntioxident supplements do not
improve performance; however, there are many reports tht
exogenots  anioxidas  supplements may  sinengihen
antivxidant defense system in bealihy exercising humans
and Immit or even peevent the exercece-induced tissue
damage or help the sportsmen to recover from the dameage
[21-23). Richunds cf al. [17] have reporied an incrense in
sport performance after green wa cateching (GTC) inges-
tion, namely 4 short-ienm inpgestion of BGOG capsed Vi,
mas IOCTERE 0 14 out of 19 subjects. Jowko ef al. [1E] have
reported that a long-term (4-week) groen ten extract (GTE)
supplementution enhunced plasma okl polyphenols of resi
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us well as 5 man afier the muscular endurance test and 2
coniribuled (o the nse of resting fotal anbosidant saius in
plasma of previously unrained men. They concluded that
dietary supplementution with GTE may proside protection
ugaimst oxldative damage indoced by both short-term
nmiscular endurnnce test and long-tenm strenjgth tmining, In
another Jowko of al’s study | 19], green tea catechins-tsea-
ted soccer players were able o perform a higher number of
Iift repetitions during the muscle endimnee test, but none of
the amalysed plasma bomarkes was affected by the
ingestion of green tea caleching, suggesting thit a 640 mg
dme waz too low to attenuile exercise-induced oxidative
siress and muscle damage. Hodgson et ul, [24] found thast
healthy physically active men, GTE enhanced lipobyss and
it oxidation when compared to placebs, but only under
reating conditions, whercas no effect of GTE was seen
during exercise. Ina more recent study, Sugis et al. [ X
hove imvestigated the effects of green tea catechine on
oxidative stress mebolites i healthy indvidmls both o
rest and during exercise. The overall dats presenied in this
study suggested that GTC (a single dose of TR0 mg) could
improve physical performamce panicoulady in terms of
endurance copacity expressed as V(.. in o physically
nctive general population.

Diiffercntial scanning calonmetry (DSC) has recently
been found wsefu in the suppon of varouws medical ding-
noses | 25-36] by onalysis of plasma or serum heat capacity
changes in the temperature runge of protein componenis
thermal denatiration, DSC profiles of hofluds ase able
reflect their modified composition, changes in thermal
stbility of mujor protcome components resulting from
covalent modifications or bmading mteractions involving
discase biomarkers. Generally, DSC  profile of ser
urnfplassaa hemt capacity changes provides information on
the health ststis of blood donor based on the individual
thermia] churacteristics. Thus, it seems justified o wse the
calonmetric anulyses also for the cvaluation of the bene-
ficial or detrmental effects of physical activity or supple-
menttion. Such innovative agempis of DSC adoption for
the resolving of some problems in spon medicine were
made by us recently [37, 3E].

The purpose of the current study wis & evalunte the
effects of groen tea extract supplementation in combimyton
with CrossBi trining lasting for 6 weeks on the physical
performance and recovery after a shori-lerm exercse in
well-trined men. In sddition 1o the typical evaloation of
hiood bromarkers of muscle damage, such as the sctivity of
lactute dehydrogenase (LIYH) and cresfine Kinpse (CKJ,
nonconvenional approsch hes been appbed. Lang DSC
micthod, blood serum sumples tnken from the participanis
diring two trisls before and after & Goweek Crossin
trunitg hefore, immediaizly afier and | h after the cxercise
test have been analyred.
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Experimental
Participants of the experimen

Twenty norsmoking male stmdems of the Opole University of
Techmolagy, voluneers imvalved in ComaFa imining (CF
trining i, were modomized baween ihe fllowmng groups: the
coniml group-receiving placebo (0) and the groap suppie-
mented with the geen len eximct (5), All subgcts wene
informied ubodirt the parpose amil the mabire of the meseach
before giving their wrilien consent io pariiapse in the exper-
et wilbe ol been apgmovad by the Brlees o mitiee of the
Jerzy Kulucska Academy of Physical Bducation in Katowicr
(Mo, 4200 1), The exclusion creria were the wse of tolwcco
producis, aloohol comsumpim, the use of sy medicne or
dietary supplemenis during 4 weeks pnor o the stdy.

Experimeni desipn

All supplements were admmidrated m sofi gelatinous
capsules (lenp Labs, Debica, Poland) ot o dose of two
capsules onoe & day for 6 weels, One plicebo camule
contaimed memonsimlime cellulose, magnesium sSeamie
mndl munbvodde xrin insiead of plann exiract. One GTE capule
contaimed 250 mg of standasdized GTE (245 polyphenols
including 200 mg estechins among 137 me epigallocate-
chin-3-gallate] sind ndeditional substances such as mal-
fodestrin,  micocrystalbpe  cellubose  and  magnesum
siepmute. The dwly doses of GTE extmot wene treated
scoonling o the momnfacturer’s inseructions. In case of
mibverse cvents associaied with diewwry supplemsents, all
subjects coild opl o of wking part in this sady.

All students participsied sn increments] maximal oy gen
uptake i Vi, | test on cyile ergometer | Sport Excalibur at
twi oceastons, i, before the CF tmining and supplemen-
twtion (st trinl) and then once more affter & weeks of CF
irnimng and supplementation (second mal). Afer o shori
warmt-up cycling tee subjects cycled in 3-mn phases stan-
ing st a power output of 40 W, and increasing progressively
by 40 W, The exercive win comtinoexd until exhoustion,

Bload sermm samples

Blood samples were dmwn from amtecabital vein either
inio st whes anticoagulaied with beparin or contninimg
clid sctivaior for collection, respectively, of plosma or
serum samples of rest, 3 min after exercie and after | b of
passive recovery, Fresh plasmn sumples were wsayed for
activities of oneatine kinase (CK), hotle dehydmgenase
(LEH ) and concentmtions of lactate (LA} msing dingnostic
kin from Rondon Lsbomtores (CKS522, LDIRIE and
L2 MY, respectively).

Serum samples were stored at =20 5C before analysis.
For BSC experament, serum samples were diluted X0-fold
with distilled degussed water, The pH valie of the diluted
sarmples has been withm the runge 65-7 11,

¥4 enperiment

DSC measyrements were taken on the VIP DSC MicroCal
mstument (Northampton, MA) in the lemperature mnge
201060 *C with the heafing mie 1 °C min ', A constant
pressure of shout |8 sim was éxenod on the liguids in ihe
celle. The calirimemric duts were cormected for the insm-
mental kvseline water-water. DSC curves were nommalized
for the grm muss of proien and nest a linear baseline was
subtracted. An apparent excess specific best copacity Cp™
(05! g7 vemsus tempemiture (°C) has been plotted,
The following pammeters of observed DEC imnsitions
hove Been determined emperamnes of local peak maxima
T imtm= 1, 2, %), excess specific besl capacitics ai these
temperatures Cpy,, the enthalgy (AH) of serum denstum-
tion (cakulasied as the s under the endothenmic peak.
expressed in J g~ ) und the width of peak in s holf height
(HHWL All odher expermmendal combitions and DSC datn
snalysis were peactically the same os dunng e ecarlier
DSC stidy of human hlood serum and deseribed in | A7)

Statistical wralysis

Seatistical analysis was performed vsing the Ststistica 12
software. For all measures, descriptive statistics were cal-
culated Analyshs of vatance (ANOVA) with the stage of
experiment a0 repented messure and the group @ coie-
gorical variable was wsed. Maochly's teést for sphercity
was inchoded as a pan of the procedure. If repented men-
sures ANOWVA wis statistically significant, Tokey's post
hoe test was applied. Soedeni’s @ ey was used 1o compare
the mean valies between the two independent groups. The
accepied level of significance was taken m p < (L5,

When the resulis of Shapiro-Wilk test revealed that the
drribamions of the siudied variabks differed from nomeal
dots or in ihe case of nonhomogenous vanances of mna-
Iyred groups (in Leven's test p < 0.08), spproprisie non-
parametne lests wens used for comparative analyses.,

Pearvon’ s correlntion coelficients were found o describe
the relationships between biochemical and thermodynamic
blood serum parameicrs.

Hesults and discussion

In Tablke 1, basx chamclenstics of two groups of pargcr
panis of the study are given, No sigmificani differences
were foond between the C and 5§ groaps in regand 1o age.
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Table | Charsciedision of panicipanis

C group (n = %) 5 groug s = 1)

Agefyears 4.0 +27 215414
Heigheem IT87 + T8 i £ 43
Baxfy mass befvre CF raining /g .7 4 I0E T0 4 70
Body mass sfter CF trainingfig M4 4+ 106 8004+ 70
¥ Dy, belore CF trainingtml man~' kg™ 5.7 450 4654 53
Vi, Sfier CF taatnligioil men " i~ L B 424 43
i Vb, *iml. min~" kg™ 19+ 27 174 46

W aloes g mesny & wl

* The mean vahee of differences betwoen Ve, after aml befoee OF traising

heaght and body mass, as well o in V0, valoes hefore
the truining. The placebo groap has demonamted some-
thing greater improvements in respiratory function with
training (dVih e = 19 £ 27) compared with GTE-sup-
plemented group (dVDae, = L7 £ 4460, but the &ifer-
ence was within the experimental emor,

Blood besnarkers presented m Table 2 indicne that
before the CF training. the mean valoes of LA concentra-
tion and CK sctivity were similar in both grogps, while the
level of LIDH activity was significantly higher (p = 0,01 in
Student’s ¢ iest) i the growp assigned o supplementataon.
It 1s probubly o raondom difference and its reason i
unknown especilly that both the resting and post-exencise
activitics of LIDH were within the references mnges, i.e.,
230460 U L7, After the traming LIDH activity remakned
unchonged in GTE-supplemented group and  slighaly
increased  in placehbo  goup. LA level significamtly
increased after the exercise n both tnals for both grsups.
The highest CK wctivity ocourmed for the C group after the
exercise performed in the second trnl. Differences beiween
this CK value and all values ipre-excrcise, post-gxiemise
and after the recovery) in the first trial for the C group have
been found sttistically significant Cenerally, & slightly
higher post-exercise CK valoes were observed compared to
ather phases of the expenment {see Teble 1) However. big
standard devinbons doe o high individoal vanability
dimmish the perceived tendency, 1t seems important that
the opposite trends hive appearcd for the plicebo and
GTE-supplemented groups in all CK actvity changes from
the first (o the second wmial: an mercase for the first and o
decresse for the secomd of sid groups. Statistical annlysis
hos revealed stemificant differences between C and 5
groups in post-trmining CK activities for all stages of
experanent (p = 003, p = 0008 and p = 002 for pre-
exercise, pint-cxercise and afwer the recovery differences,
respectively). Far GTE-supplemented group, post-cremise
CK activity before the tmining has been found significamly
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higher that post-tratning pre-cxercise and after | b of rest
values, These resmls suggped that supplementstion of tea
polyphenols, ot doses recommended sccording 1o mng-
fcturer’s mstructions, may diminish post-trining skeledal
muscle damage through suppressive scton on oxdntive
stress and inflammation [21).

Averged serum DSC curves for C and S groups of men
are shown in Fig |, Both curves are very similar und dif-
ferences between them are within the eaperimentasl error,
besides the temperature range above 80 “C. The complex
endothermic tramiton observed for sérum solution repme-
scrls the derafurstion of serom prolems, which proceeds
over the approxmaie tempernture ranges 40-90 “C, Mosi
commonly three local maxima can be noticed st 7, T and
T3, However, sometimes, Ty or Ty is absent. For this reason,
the first maxiesun snd the second maximum are not well
visible in the averaged curves presemted in Fig. 1. An
coninbution connected with profem aggreganon s notice-
able, particulardy in the higher tempemture range. The
thermal profikes of heat capacity changes for agqueous
solutions of human Boed srum from athletes have been
described and discussed o details enrlier |37} Companing
DEC curves of athletes serum diluted with distilled water
(pH 65-70) with corves repored for semmuplasma of
healthy persons where the final pH of solutions was in the
mnge 7.2-1.5 [25-27, 29-36] diminct differences are vis-
ible. The main orgin of these differences 15 probably the
thermail denmtunition profile of fany acid-free faction of
albumin. DSC transition representing unfolding of thix
protein was shown much sherper in buffer (pH 7.2) than in
walker (pH 6.5) solution (see Fig la in [39])

The avemged effects of CF traimng o the C growp umd
training plus supplementation in the 5 group on DSC senim
profiles in pre-exercise stages are preseried in Fig, 2a, by
respectively. In both cases, the differences between DSC
curves comesponding to sern befone and after the iraining
are very small, and the bigger one seems 1o be that for the
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Tuble I Changes m LA concentratbon, CK and LIDH actvities twlaced by the CF maining with concomdinm supplementation with placebo

i = oe GTE in=11)
C grougp 5 gmwip
Firsy trial Secoml wrial Fira trial Second irial
L Admanal L7 he 3B + 0852 113 4+ D46 147 + 0.52 150 & %0
e 072 4 287 007 4 292 Q06 £ 163 940 & 157
oL e 2i4 £+ 49 360 + 8% 206 & 44 HHE £ 45
s 213 4 54 26 4 B9 242 4 45 8 4 5
tlh IR+ 44 241 4+ 54 214 41 0 & 30
LDELT L e 241 & 42 2] & 37 306 &= 54 WS A& M
= 291 + 40 3 & 50 362 + 61 335 & (B
ik 267 + 4l U5 = g LINET 12 &+ %

Values ame means & wd., be before the erenaie, ar 3 min afier the evercise, i afler | ool passive reoovery

=10

Fig 1 Mean senm DRC curves fir murticipants from C (solid fmer)
(o= 9 and 5 {alonedd limex) (n = 11} groups; the rhadow mpresenls
wtundan! emers

contml placebo group €. These small averoged post-
trmming changes appear in the region of Ty for the C group
and sround T for the 5 group.

Alhough mean DSC curves have been practically
unchanged through the OF tmining and GTE supplemen-
totpon, 0 individual cases, significant differences in heat
capacity thenmal profile of participants seram could be
observed. Exomples of such meaningful differences are
shown in Fig. 3a, b for selected participants from C and 5
groups, respectively. A decroase in Cp: (the heal capacity
corresponding (o local maximom s T5) inlensity i well
vissble in Fig. 3a for the representative from plucebo group
and o substantial ¢ s in the lemperture  range
55-65 "C in IAg. b, which have appeared after the train-
ing combined with supplementation.

To dlustrate and W evaluate the effect of o graded
exereise o volitional fatgue and next the 1 b of rest; sets
of three curves are shown in Fig. 4 for the © group before
the training and in Fig. 5 for the § groups after the treining
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Fig- 2 » Comparizon of mean serum DSC cwrves in pre-sxercie
stape hefore (aoilid fres ) and after (deied B ) the CrossFit training
fir the C proup. b Compartson of mesn serum DSC curves i pre-
exercie slage befome (wofid lines) and after | dvdrd Mtner) the CroalfRe
traciing For the S grodap

und GTE supplementation, The comparson of these aver-
age curves idicates that the exercise performed by men
slightly shifts the observed endothermic tmnsition o lower
temperatures. The effect visible m Fg. 4 has been

€\ Springer



A Machnik et ol

Cp il gt "o
[
L1,

(=]
o
F

]

@ 0 & ™ | 0

Fig 3 a Aneumple of sabaaniisl differences. between seum DSC
curves hefome (solid freesh and sfer (domed ines ) CF trainimg for the
representative from the © proup. b An enample of subsinngial
differemces between serum DSC corves before (molid Kaea ) snd afier

(e Heen ) CF fraining m comhmion with OTE sspplemenision

observed even weaker in the case of 5 groap (not shown)
and after the trafmng in both groups. After the mcovery
periad of | h changes recede, bul for the 5 group o the
secomd trinl mean DSC curve for serem acquired after the
rest does not pracically differ from that comesponding to

1.0 4

0.0+

Cpmil g "o

05

T i)
0 L Tl i ai LY

Fig 4 Cuomparison of mean sum DEC curves in three sages: pre-
exerciee {rolid fimesl, poa-eidrciee [dntted fimes ) mnid ufler 1 b of rest
{dashed detied liney ) before the CrossFil traming for the C group

€ springer

69

b

Cp®id g Gt
=]
o

05 - R e

Flg. 8 Comparison of mean serum DEC curves i thres sinex pre-
euercise Cuslia e |, posi-suervise (donied S o) and afier | boof resd
{durhed dotted line) afier the CrossFu traioing for the 5 groap

pist-ciercise serum (Fg 5, I i worth mentioning that
the response fo evercise and redt sanied substintally
among individusl perticpants of the sady,

Modifications of serum DSC trapsiion observed in
cument sy doe 1w the exercise and rest for well-irained
puicipnnts are very small in contrast bo relatively distinet
changes found in our previows stody for amateur cyelises
[3TL The mam reason for this poor response of senim
proteing o strenuois exercise is probably . high physical
performance of partcipants even before the  training.
CroesFit 12 extremely pepalar form of multimodal exercine
truininyg concducted at high intensity n order o improve
cnduranice, strength and Bexability [40) Dty from avail
able studics suggest that catechins can improve physical
performance particularly in terms of endurance capacity
and WO, in untrined subjects, bl the sme resulis
canpot be reached in physically nctive people and well-
trined athleies [5],

The mean wlues £ SEM of pammeters describing the
eodothermic denoturation tmnsation for serum  sogqurcd
from participants in the first (before the CrissBl trnining)
and in the sccond (after the training, marked with add-
vonal letter 0 trind for C foontml—placebo) and 5 (GTE
sipplemented) groups are presented i Fgs. 69, The
dependence of these parameten on the stage of o xperiment:
before exercise (he ' after exercwe (ae) and wfter 1 h of rest
(rihy, i= Austmicd

Figurc & suggests that the chamcter of Ty, T2 and Ty
dependences on the stage of expermment is very similar
irespective of the group and a completion of the tmining
Mo signmificant differences in T values have been observed
between both groups in the adequate smdy persds. For
both groups in both triak, post-cxercie Ty was somewhat
Jower, while post-cxercise To and Ty were higher than
before the exercise. Taking togcther results for both groups
in both trinls, the repeated measure ANOVA  mdicated
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Flg & Meun sslues of Ty, T;
and Ta i dne) o differen 2 &
atnges of euperiment in both ! . !
L]
g BE
B
al g ;1-‘4.**
&
= . * A +._\+_ - +—+-+ — b b
STAGE e Bt e STABE:  am it H
[ P war ba ith el N
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statistically  significamt  differences  botween T bcreased during inflimmation, Haptoglobin binds free

ip = DOD05) a5 well s between T (p = 00000) in
differcnt stages of expedment Acconling to post hoo
Tukey's test, post-exercise values of Ty and Ty were sig-
nificantly higher than after | h of st Considermg addi-
tonally the fector “group,” mentioned &fferences for T,
were significani only in GTE-supplemented group. Mone-
aver, posi-exercee valoes of T, in both trials were signif-
icunily higher than before-exercise value o the second
trial, Ouly for the § groap post-exercise T value in the first
iriel was significanily higher then ynlues of Ty obtsincd in
both trials after the rest.

Changes in Cpy. Cpy and Cpy melated o the smpe of
cxperiment, shown in Fg. 7, scem somewhmt different for
the C and 5 proups. However, suggesied by Fig. 7 differ-
ences between both groops in Cp,, mean values are not
statistically significant. Intercsting resulis hovwe been found
for Cp, pammeter. For the 5 group, afier the truming and
supplementition Cp,; waloe i maimtiined al o constant,
higher than in the first trial, level Cenerally, mking the
stage of cxperiment us a main factor, acoording to the
repested measure ANOVA, differences between mean Cp,
values wre satistically significant {p = (L047), Takng into
consideration the data obtoimed for hoth growps, the pre-
excroise Cpy i ithe first tnal hes been foand significamt]y
lower than post-exercise value after the trinimg (p = (L2
in post hoc Tukey's test).

The muin origin of the local mazimum (T, Cp,) o the
serum  demmration peak is profubly hapoglobn, the
proiein from alphe-2 globolins fraction [25, 37). Hap-
toglohin is an scule-phose protein, the syathesis of which is
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hemogiobin relessed from ervihmocytes with high affinity
and therefore inhibits i oxidative activity, In this study,
significant negative ciorrelstions have been foond betwieen
Vi, after CF tmining and posiexercise T, (r= —0152;
p=003) a5 well ;v post-exercise Cp, (r= —0568;
p=10.03) after the training. The firt of said cormelations
was even higher in the control group (r = —(L.78), while
the second in the supplemented group (r = <0860 Thus,
higher Vi, . afier the CF tuiming implies & smaller
imcrease in T and Cpy after the enercise.

The relatiombp between VO, and Cpy intensity
cotifims the observation that 8 lack of T, local maximum
hos been most froquently accompanied by Y0, higher
than S0 ml min~' i‘". Muomeaver, the case shown
Fig. 3a represeots a man with the kwest valee of ¥0.,, .
3 and 43 ml. min~' kg~ before and afier the CF tram-
i, mespectively. Among all DSC curves recorded i ithe
cument study, it was the case with the highest Cp, com-
ponent. In accordance with the found negative correlation
between V., and Cps, o decreuse m Cpy component bas
been observed due o the increase in V0. ofter the
trining.

Figures & and 9 indicate that mrends of changes in the
cnthalpy of serum denaterution (AN) ind HHW ane very
simmilar in both groups, bot these values are bigger for the
proup. An meréase in A and HHW after the exercise and
o decrease after the eoovery period have been observed in
the first as well as in second trinl for both goups. Statis-
tically significant differences hove been found only for
HHW pammeter die o “group™ and “stage” factors
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aml Cpn (4 ne) for differen
stages of saperiment in bodh
b o 12 +
1.1 + +
&
g 2L +
aF ]
ar + + +
LT
STAGE -
be rik
group: ©
=
] +
- i | *
| | ‘
s
= =] o rih =] ol riki ; .
STAGE E 24 1

Fig 8 Meun vobbes of AR ($xe ) for differen sisges of experment
i Bath griops

(p = 0004 and p o= (L1, respectively), Additionally, post
hoc Tukey's iesi has evealed significantly broader serum
denaturalion imansition in the pod-ciercise stage in the
sccond thal for the § group than in all sages for the C
group excepl these after the excorcise.

An explamation of why obtained HHW values are higher
for the S than for the C groop and after the excrcise s not
simple, snd we are nof able o clarify this problem o
present. Genemlly, smaller HHW indicales grester coop-
eranvity of the ohserved thermal rmnsition, but exothermic
proteins aggregation following their endothermic unfolding
may also couse i namowing of the denaturation transition,
Apother mason of differences in the widhh of peak
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Fig. % Mean valoes of HHW {dae) for differenl sages af eaper-
imenl in both grougs

represented serum denaturation may be the proportion of
constituent profeins or modification of their stractures, for
caample, due to oxidation. Stightly hisher values of Cpy
fior the C than for the S groop (except the after recovery
stage in the seoond trial) suggest & higher contributon from
gamma globulins in the control group. However, maore
promingnt canse of considensd broademing of serum tran-
sition seems 10 be connec ied with its low femperature mnge
{sce Fgs |, 4), where ithe moin coninbution comes from
albumin, the most abundant homan sermom profein, An
incregse in albumin level after the exercise was found in
owr carlier study [37] Additonally, conformstiona] ¢han-
gos in albumin malecule due to the hinding of faty scids or
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other igands as well a8 protein glycation affect s folding
anl stshility |41, 42] This heterogeneity of the albamin
molecule may cause the extension of thermal wnfolding
rafge. Albuman ploys, amomg others. key msnboxidand
furcions. In normal conditions, oxidagion of albumin
imvolves only o minor pan of the projen. However, due o
oxidative sross o otidasits react with albimin and gie
rise 0 oxidized afbimin level. Reporied by Musanie of al.
[43], valse of AN for oxsdized olbumin was hgger and
thermal melting peak was shifted significantty to the higher
temperamre range (7, obove B0 °C was observed) in
comparisen with nonmal albamin, The oxidative stress
camed by strenpous physical exercne may lesd to the
increased fraction of oxldzed allumin m serim [44). This
may be ome of the reasons for broadening the temperaiune
range of serum denstumtion because of the sddtional
coninbution from this fomm of albumm alse (o the higher
temperure sule of swerum endothermue Fansition,

Conclusions

It & now genemlly sccepled that strenwous physical exer-
cise con indoce oxidative stress in humans. Anfioxidangs
supplementition may sapport endogenois defense system
and prevent or reduce oxbdutive siress, decrease muscle
dnmage and mprive exercise performance, The resalts of
the present study support this view o o cenpin euent.
According o the obtmned daw, GTE supplementution
puralle]l with 4 srenuous OF imming prevents the post-
traimng incrouse in creatine kinase (CK) sctivity observed
for the placcbo group, This, GTE can mitigaie the moscle
damage induced by physical exercise.

DSC resulis do mot indicate the clear effects of tmining
of (GTE supplemesntation on serum densturtion (5o,
However, thermodymumic  pammeters of this thermal
transition chinge in & characterstc way dunng the per-
formed expenment, Whilke comparing these parameters for
the C andd § groups in two triak: before and afier the CF
traimeng and in three phoses: pro-exercise, post-cxencise ungd
witer 1 h of resting recovery, some sgnificani differences
have been found. b purgcular, o both trmls, wken ogether
for both groups post-exercise valoes of T os well as Ty
have appeared significantly higher than corresponding
vilues afier the recovery. The posi-exercise valoc: of Ty in
both trals have also been stated as sigmtbcantly bigher than
before-exercize Ty valoe in the second mal. Mo sjgmificam
differences in T, values have been ohserved between both
Eriups in comespaning study periods, Tuking into kecouni
the daks obtaned for both grous, e pre-exercise Cpy
hefore the training has beéen shavan significantly lower than
post-exerctse Cp; ofter the truining. Comporng the widih
of the serum denatumBon tmnsition, it has been higher for

72

the 5 than for the C group in all stages of the expenment
The broadest ransition { the ghest mean HHW waloe) has
been otserved after the exescise i the second tral for the 5
group. It is mot clear why the exercise m conjunction with
CF traiming and GTHE supplementation leads to a reduction
in the transition cooperativity.

A sumdnury of the hiochendcal and calonmetric data has
mevedled the relabmistup between Wilan,, and Cpy inken-
sity. The findings of stafistical analysis indicate significant
negative comelotom between these variables. The ewemll
damy presented in this study soggest that in terms of Y0,

catechins do oot improve physical performance o pheysi-
cally sctive, well-tiroined men. However, furiher siudies are
needed to clanfy this problem.
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Abstract

Blood plasma and serom are imporant disgnostic matenials as they clearly refloct an individial's metabolism. The sndy
has evalunted the effect of whole-body cryostimulation {WBC) on the Blsod serum of professional cross-country skien.
The expeniment tnvolved eight athleres (two women and six men) who underwent o seres of ten WHC treaments. Agueous
solutiom of human Wood sermm semples before WBC provedures, afier one treatment and afler a series of ten ineatments
were measured by means of differennial seanning calorimetry (D50, o relagvely novel dingnostic wol. DSC resulis
showed miher litle impact of cryostimulston on hial capecity changes accompanying the process of thenmal denatur bos
of hiood serim profemns in elite athietes. However, the statistically significant reduction in the intensity of the serum
denatumtion transition i its low lemperature moge has been observed alfter ten WBC wreatments. The results have been
interpreted by changes in the serum proteome profile, notwbly in the ratio of ligated o unligsted albumin molecules. As o
sade result, the nelntionships berween the relative chunge in bady {0 mass afier ten WHC trenements and the levels of
alpha?-globulins and beta?-globoline fractins have been found

Keywords Cross-country skiers - DSC - Human blood serum - Protein thermal denaurtion - Whobe-body cryostmulation

Introduction

Cross-country skiing belongs tothe group of winter spons,
The preparmtory pensd in this group of sports is from
spring to sytumn | 1], An sthlete who trnns skiing engages
most of his muscles. SKiers shookd not only have highly
anagrobic, but ako scrobic power and endirance, becanse
the =k irnils have a voried profile [1-1]. Therefore, it is
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mporiant o prepare @ cross-counity skier to conbnoous
changes in the mensity of the ¢ffon.

National representatives, elite sthictes sre subjected 1o
vandus setivities supperting the i prepamitory process for
the stat-up season. ' Whole-body eryostimulation (WBC) is
wsed very often in spons medicme in nehabilitation, treat-
mcat of mjunes or biological regeneration due 1o #s pos-
idve cffect on the body of athletes [3-14] It hos been
shown thot WHC affecws the level of cytokings |5, &, 11],
redices athletic hemolysis [3, 7, 8, reduces pro-inflam-
matory responses |5, 8], supports muscle and whole-hody
regeneration |5, 8, 9, 11, 12], supports the reduction in
oxidative siress [5, [0, 14}, coontemcts the negmiive effects
of exercise overboals [5, B, 12 13], supports the troatment
of sports injories [ 5, 8, |2 13), prepares the body for higher
loads | 12] and reduces pain | 13]. There are also works i
which there were no positive effects of using eryaherapy,
amdl they showld not be neglected [ 5], Such works should be
on ipcentive for cooperation and further mesearch on the
imipact ol eryestimulation on the uman body.

For several yenrs, mony attempts hove been mode 1o
apply the differeniil scaming calonmetry (D5C) method
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in vanous aress of medical diagnosties and sporis medi-
cine. DSC profiles of biologecal flisds con be a somrce of
valusble informaron sbout the health of paients as well as
athletes | 15-27] The DSC method wos used in pstients
with mubiple disease entities [15-24]. The branch of
research among athletes is just developng [25-27]. Fusther
research is needed on vanous sroups of sthleies o eflee-
tively support sports tmming and help in the case of
problems related o the health of sthlees.

The aim of the comducted risearch was o assess the
impact of cryostimulation teatments on the course of the
process of thesmal denaturation of profeins contained 0
blood sers of elic athietes, well woined in cross-coumiry
skding.

Materials and methods

Participants

Eight athletes (two women and ax men) well tmined in
cross-couniry  skiing poricipaied m s sudy. Adhleies
participating in our saudy belong 1o the national team and
take part in competitions around the world The study was
performed during the transient phase of the onmoal trmining
plan. A group of these sthietes has ondergone & senies of
ten cryestimalation treatments, Chamcteristics of the grodp
of pthictes befom the meatments (mean + 500 wen: ape
228 + 20 vear, mass TIT 96 kg, height
1767 & 100 cm, BMI 236 % 14 kg m™7, skeletal mus.
cle mass 36,8 + 70 kg fof mass 93 + 29 kg, percenin pe
of body fai 131 = 5.8%. Afler a series of fen crycsimu-
Intinn weatments, athletes were again chamcterized and
two of these parameters chonged: fof mass o 8.2 + 3.6 kg
and percentape of boady ot o 118 = 6.75%.

Blomd samples were taken from athlers before the
beginning of crvostmilation, after the first treatment and
after o series of ten cryesEmulston treaiments. Blood
collection, of which the sem for e calorimetric gudy were
obtined ok plhce the next doy after completing one or
ten WBC wresimenis. All blood samples were tnken B the
moming. A number of Wochemcal tests were performed
on sumples from sthletes, including clectrophonesis amd
creatine kinase assay,

All athletes wene informed abool the purpose and the
nnfuire of the research before giving ther wnien coment fo
participate in the e xperiment. The siudies were performed
it aceordance with the ahlenl standurds of the responsible
committee on human experimentafion | fresgtutional  and
rational) and with Declaration of Hekinki., The stody
profocol was approved by e Ethics Committee of the
Jerry  Kokucrka Academy of Physcsl Educssion in
Katowice ( Centificate of Approval No. 27016),
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Whole-body cryastimulation

Cryostirnulation (WBC)H procedore was cormed oot in the
cryo-chamber located in Upper Silesimn Center of Med-
cine nnd Behpbiliation th Kstowice. The wcatment sos-
sions were held in the aftemoons, 5 days 0 weck, from
Monmdyy to Friday for 2 weeks The sthletes eniered the
chamber m groups of five persoms. Bach orvostmubstion
session nsted 3 min (— 1300 °C), Entry to the cryo-cham-
ber was preceded by a 3w adopiation period in the ves-
tibule at 4 emperre of — 60 “C, from which the athlcies
went further 10 the proper chamber, where they moves)
slowly in o circle, one after the other, withoul mtual
comitact, o additonal move ment of tiking. Afler s minute,
g chonge m the direchion of mobon was recommended.
Coninet with the participants was maininined vin o camers
ifi the poom and voice contact,

Preparation of serum samples

Bload sermim samiples were prepored using the standard
mwthod und kept frocen af = 20 °C unial the meas irement.
To prepare serum seluthons, we thawed the serum ssmples
af room temperatare for 10 min, Then, 20-fokd diuted
solution was prepared using the degassed water fin a o
of (.125 mL serum and 2373 ml degassed water msing an
nminmatic prpefie i obtain 2.5 mi ool solubion). The pH
vilue of the ested squeous scrum solubions wos about
T+ 0.5

The DSC method

Differential sconnmg calonmetry (DSC) measurements of
pueons scrum sslutions were made wsing the VP-DSO
macrocalorime ter { MicroCul Co., Northumpion, MA)L Two
wans were oblamed for cach sample m the lempemure
mnge 20-100 °C with a hestimg mie of 1 °C min~ " and a
pressare of shout 1.7 « 10" Po All mw DSC curves were
correcied for the wuler-water indrumental bne. The next
steps wiere pormaliation for the gram mass of protein und
submraciing the hnear baselhine. The following themmody-
ninic porameters: iemperatures (T, T, Tyl and excess
heat capacitics (Cpy, Cpy. Cpyd of local maxima, the
enthalpy (AN of thenmal de rsiurstion of ssmm as dee area
urder the endothermic peak and the width of peak in s
half height | HEW), were determaned

Statistics
Statistical onalysis was cormed oui with the Statstca 13.1

progrum. After checking for nommal distrbation (lested by
Schapimo-Wilk test), ANOVA with repeated messurements
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has been wsed Mauchly s test for sphencity was cluded
ax o pur of the procedure. When the ANOVA with repe-
ated measurements was ststistically significant, the post
hoe Tokey's test was performed. The level of stomiical
sigmficance was act ot p< 005 The T test for the
dependent groups was performed to compare biochemical
parameters before and after ten WBC treatments. Linear
regression and Pearson's correlation cocficient (r) wene
used to gvaluate the relationships betwesn prolein froc-
tions, biochemical and thermodynamic parameiers of blood
SEMA.

Results and discussion

Thermal denaturation of human blood senim s observed in
DSC measurements as the complex endothermic tninsition
in the tempembure range of 40 *C 1o 90 °C. It is the resailt
of denatumtion of the constisent proemns and represents
the weighted sum of densturation profiles of the mdividual
projeins within serum. This trensition is imeverable, Lsu-
ally, two or three muin peaks can be distinguished in the
DSC profile of healthy hwmesn Wood senum, depending on
the solvent wed [ 14-26)

I seedis kolutbon, the fimt pesk with the contribation
mainly from nonligated albumin s observed wl abou
5T °C. The second local maxsmom inot always vistble),
mainly derived from hapioglobn, appears o1 abour 62 *C
In buffer solutions (pH 745 these two peaks merge into
one contered At shout 63 T The comnbation from
immunoglobulirg reveals itsell anvund M °C in both kinds
of serumdplasm solitions. Each of these three peaks still
contsins small confributions from ofer serum profeing
{niphal-globulin, alphaZ-ghobulin, betal -globulin, hetn2-
globolink

Fgure | shows the avemged DSC curves of sera from
ench stage of the experiment: before WRC wrestments (0
WBC), after one WBC treament (1 WEBC) and after senics
of ten WHC treatments (10 WBC). In all curves, we can
oheerve locnl muxima s lemperotunss of shout 57 °C
62 “C and 70 C. The peak at abowut 7O °C dominates over
the less imense other two The mean thermodyname
paramelers for denaturation tmnsation of athleie’s serum
gre listed in Toble |. The HAW af each stuge of the
experiment was prctically the same, abow 25 *C.

DSC curves of blood serum collected from athietes
before using WBC and after one trestment are very senilar
i cach cther, und slight dEfferences between them are
withn the limits of expenimental error. The differences o
visible by comparing these curves with curve correspomd-
ing 1o serum collected after o series of ten WBC treatmenits.
In the cose of the f@rst local maomom, afler ten WHC
treatmients, its infensity &5 lower than be fore WRC and affer
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Fg. 1 Mean DSC cerves: belore WBE (solid line), afier one WHC
fabunim disga ling), afier o weeres of ten WEC iresomeni (shon dus linsg

one WBC treatme . The results of ANOYA with repeated
messure (p = 004} have indicated statistically significan
differences between mean values of Cpy in three consid-
cred stapes of the experiment. Post hoc Tukey's test has
shown stotistically significont &ifference betwesn Opy
withont WBC and after ten WBC wreatments (p = 0.037),
Results shown in Table | suggest also o decrease in
AN valme after completing o total of ten whole-body
theropy sessions, bot this tend is not swbstically
significant.

A decrease m the intensity of the first local maximam
(Cp) would suggest o decrense in the level of somm
albumin in pamticipons of this study. However, resuls from
the clectrophoresis show that this i o mistaken idea,
Tahle I presenis the average value of ndal protein and ihe
aversge percentage of the most abundant priteins fmctions
in szmum af cach stape of the expenment. Resulis shown in
thi= tahle sugged mn morense in the percemtage of scum
albumin  after  cryostimulafion  frepimenis.  Actoally,
ANOYA with repeated measure (p = 0L03) has ndicated
sinlistically significant differences between mesn percent-
age of albimin m thee stages of expenment; m particular,
posd hoo Tukey's st hay shown signdicam difference
between percentage of albumin before WRC and after ten
WBC treatments (p = DU025)

The exposare 1o WBC results tn an elevated metabolism
in onder to increase heal production io peotect the core of
the body. The bood i enmiched with nutrienls, encymes
and oxygen intensively. Thos, more igands are avodlable io
bimd to albumin. This may lead 1o on itcrease in the rafo of
ligated 1o unlignied slbomin molecules. A decrease of &
content of ponligated afbumin fraction, in spite of the
increase i total albumun kevel after ten WBC, cun lead o a
decrease in Cpy value. We think thut such perturbation of
the shape of scrum densturation erunsiton afier 8 series of
WBC meaiments. comesponding @ lipand imiensctions with
serum albumin, would be visible regandicss of belonging 1o

] Springer
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Table 1 Meun parsmeiers (mean + S0 of enem densurssion ramsition before WBC, afler ose WEC ad sfier en WBC 1= amenis

T Coull g T TC Cpllg™" "' T Cuilg™" ™' ARTg™"
o WEC L 764+ Ry (AR 0,70 4 ik e £ 03 0977 4 QA ME£14
| WRC Ni4ni 746 £ B Om [T L] 0807 4+ (e T4 L 02 9T 4 (05 hH I R i d
10 WRE 0 06 LR 4 (LT B9 4 0 (AR + (e M+ 03 SR < 0] A+ 1S

Table I Mean valse (mean + SDH of tinal prodein and percentsge of
albumin amd gomma giobulis in sthlete"s hliod serum hefiore WHC.
e one WEBC amd afer i2s WA treaimens

Todal protee'y L' Albumin®  Camma globulin

0 WRE  TRE & L SAT6 & LI} E3S) & 162
| WBC  Te42 434 B0 L] IS0 4 140
oWERC TR & B S804 & 113 14004 |16

il group of athletes, due to an eleviated kevel of endogenods
tigand components m serum after WBC stimulation,

It seems noteworthy that after ten 'WBC trentments,
negative cormelation beiween perceniage of abomin and
AH wvaloe (r=— 09 md p=0ME) has been foand
(Fig. 2} This correlatin shows thot afier ten WBC weat-
ments, lower cnthalpy of semem denatoration has been
observed for wihictes with higher percentage comtenl of
wlhamin in serem. As crymumualaton helps crepte exim
oxygen in the bloodsircam, it con resull in increasing
fraction of oxidized form of serum albamin, This ferm of
albiamin is chamcierized by lower enthalpy of denaturstion
thun the monoxsired one |2E]. Higher penceninge of
albumen afier ten WBC treatments entails higher level of
oxbidired albunvn molocules and lower A,

Pzarson corratalion coeflicient r = — 6.5

#

1
H B ¥

Fig. 1 Scatber ph with mmichmg rogresaon line or AN and
perceniage of allemin m ahleie’s sonan after (on WEBC

&) Sprimper
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Resulis shown in Table 2 sugged alvo o decrease in total
protein vilue sfter completing o tolal of ten whole-body
thernpy sexsions bul this charge was nod satistically sig-
niflcant. The amouni of sxmma globulins has remained &t o
similar level despite cryostimulation iresirenis.

Changes in hlood seram reflect an imdividoal’s meis-
bodism. DSC isermal profiles of samples padhered o this
wudy have shown thil nol cveryone responded to cryos-
timulation m the same way. Figure 3 shows DEC curves
for the athlcte whose reaction was different from the one
imdicoted by mesn DSC curves presenied in Fig, | The
decrease in Cpy and AH valves after WBC is not ohserved
im this case. The mum effect clearfy visible in Fiz. 3 con-
cems the second horal maximum { Tz, Cpa). I is not present
before the WEBC tresiments, reveals tisel afer one WHC
treatmenl and becomes mare intense alier en WEBC teat-
ments. The enhancement of this masimum may indicale
the developmeni of inflammation or injury because this
peak shows the presence of mn acuie phose protein, hap-
toghobine This prodein belongs fo alphal-giobuline whose
perceniape content begin & increase after just one WHRC
ineatment and rempined elevated afier ten WBC acconding
to clecirophoretic resuls for this athlete. The clevaied
valne of hiood creatine kinase (CK) whach is a8 sensitive
tiles of skeletal nuscle injuries | 29, has been also fownd
for this cross-country skier. It may sugges that he has
suffered mjury dunng his daily trenings

-
10—
05 = L
T al
U ag-
k1 -
|-
b~ ad 5
ié- 02—
00 =
02 T T T . 1
o ] Bl 1]
Tempenatma™C

Fig. 3 DEC curves for the sthlsie whose eqoie o WHE was
urmsaml: before WRC (sdid line) sfier one WHC (shart dois lek
sfter w serbea af tn WHC treatments (ahori dash line)
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A side result of our studies is the sugpeston that WBC
has the effect of reducing the amount of body far, This is
not & guite new discovery that cryostimulation can help
mass Joss. To rehest the body snd o mainmin body em-
perature: after WBC, the metubolism & scoelemied, which
allows increased calorie buming. A controlled cold stim-
ulntion is used for dessruction of fat celis, Comendy, cry-
olipalysis & widely used o achieve mass loss effects |30],

Drespiie the small group in the owrent study. the T test
for deperdent samples showed stabstcally  sigmaficant
decrease (p = 0.022) of the mean value of fat mpss (from
03 £ 19 kg befom treatments & 8.2 £ 36 kg afier ten
WBC treatmients). A simisr resull was obmined for 5 fat
content (p = 00026}, Additionally, a high postive comela-
tion (r = 0,74 and p = 0037) between the change m Oy
value (diff Cpy = Cpy before WBC — Cpy afier ten WBC)
and the corresponding relifive change in body fd mass
after ten 'WBC treatments hus been found (Fig, 45, It sug-
gests that the decrease in relative fal mass observed in most
cases after WBC i accompanied by the decresse in Oy
parameter of serum denaturation transitien. The decrense in
Cjpy hns been suggesied o be associated with the chonge i
lbamin fractions ratie. The question nnses whether this is
the only possshie explanation. The other Tmportand issie
seems o be the relaionship between changes in fal mass
and the content of pamicular protein fractons in athlete's
blood serom. 5o, the next siep of the snalysis was am
attempt o find such comnections, According o Crever et al.
results, the mass loss changes multiple components of the
plosma proteome (31, 32 They reported a significant
increase in abamin od 8 decresse in some proteins of
specinl elmical interest, mamby apolipoproteins and mark-
ers of milsmmation, concomitantly with mas loss,

In this stady, the high, sttistically significamt comela-
tioms hove been found between the relative chonge im body

Paarssn cormaialion coaMiciant r- 074
oo

oo —

3l o] ] - e

oiff Gy

oo

=om
=Dt oo o1 oz a3 o4 0s

Ralative changs in B mass  [I56 Prlin|

Fig. 4 Scateer plot with maching regrevion line for S8 Cpy and
relave change in faf mass
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ful mass afier en WBC ireatmenis and the change idif-
ference between the concentration of considered protcin
froctiom hefore WHC and after ion WHBC treatments) i the
level of alphal-globulins (r = 0.82 wnd p=0.023) and
beta2-globulins {r = 091 md p = 0L004), Both of these
comelatons mre posttive, This suggess p downaregulibon
of proteinis from these fmctons in response to the loss of
fat mess. The alphal-globulin fracton includes proteins
such ms alphaZ-macrogiobutin, hoptoglohin and ceralo-
plasman, while 1o the beta2-globulin fraction belong betl-
miroglobulin and beta-lipoproteins,

Recently, Polidor et al. [33] have shown that the body
fat conienml  affects the effectiveness of whole-body
cryotherapy. They suggeded thal women are more sensi-
tive 1o the extreme cold than men due to the greater mner
thermal resistance connected with a higher concemtration of
bady fut percentage. The difference in adaptive thermo-
genesis between lean and obese people has been reparted
by Wijers of al. [34] Their studics have revealed that most
obexe subgects coonterscied the cold by increasing msala-
txts, while the lean subjects predominamly incrensed
energy expendiwre. However. they foand large interindi-
vidual differences m the wlative coniribution of both
mes hanisms,

Only two women participated in our smdy, Their body
fisl percentage was higher than for all male purticipants and
practically did not change afier the WBC session. There-
fore, females” respoise 0 WHC relatmg to fal mass wis
different compared 1o male. Cross-country skicrs are mther
slim people, and they have itk far snd a lot of skeletal
muscles. So, they resct b0 extreme cold tempemiures
muinly by increase in energy expenditure which keads to a
caloric deficnt and next v a reduction in fal. This effect
secmis o be undesimble for athletes who are exposed 1o
chonging environmental conditions taking part in compe-
titions held m different parts of the world

Conclusions

DSC results indbcate that whole-body  cryostimulation
affects blood serum of professional cross-country skiers.
The intersity of the endolhermic ramiton connected with
serum  demsturoiion decreases affer e oryostimulntion
cycle, puticularty in the low lempeniure mnge of this
trmnsition. The decrease in Cp) meon valie after the whole
serags of ten WEBC imeatments has been found smtsically
significant, As this low-temperature region of the complex
trensition corresponds principelly o te densturtion of
unfigated albummn, this result has indicated a decease in
this form of albumin, With regird 10 the resuls of elec-
trophoretic assay that totsl slbumin level has increased
after the ten WBC meatments, the possible explanaiion is
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that the decrease m the number of ligands-free abumin
molecules 15 accompamed by an increased fraction of
wbumin with bound Bgunds, incluoding oxidized albuman,
An increasimg fraction of oxidized form of serum afbamin
is m hine with the fact thet cryostimulation helps creabe
extra axvgen in the bloodstream. The hagher Tevel of oxi-
dired albumin molecules for which enthalpy of denaturs-
tiodi i lower than fof nonmidized ane is in scconlace
with a decrcise in AN (although not sstistically signifi-
cant) sfiter ten WBC treatments.

Unexpeciedly, statistically significant, high positive
correlation between the change in Cpy and the redative
change in body fst mass after o WBC treatments has been
found. Similar cormrelstions have occumed between the
relative champe in body fut muss afier ten WBC irestmenis
andl the corresponding changes in alphn2-globulins and
beta2-globuling levels, suggesting the down-regulation of
protems from these fractions in response (o the loss of fst
mass a5 o result of cryosimulaton. A larger number of
blood serum samples would be required for fulire veriti-
caton of this conclusion.
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Differential scanning calorimetry reveals that whole-body
cryostimulation in cross-country skiers can modify their response

to physical effort
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Abstract

L spor medicine, chyostimulation is used to help athletes e beiter support the imining workload, o prevent the deleterious
eflects of sHenmeis exercise and o improve fecovery, In this study, eight elite cioss-country skiers hnd two experimental
exercise sessions differing in that the second one was carried oul afler 8 series of 10 whole-body cryostimudation ('WRC)
treatments, Differentinl scanmng cakwimetry (DEC) was spplied o compare changes in athiee s blood semum dermg both
sessrnns. Mean DEC corves of serum eollecied in four siages of ihe fraping session; before exercse, afier exercise. ® | b
recovery amd afier 24 hoof rest have shown a similar natore of post-exvercise changes and recovery e gandless of the WHC.
Statistically siznificant effect of ihe exercise, reflecied in some parsmeters of sermm denaneration transition, has been found.
Too small number of participants in oor sty did not allow io vwerify the hypothesis that WBC frvorsbly madifies athietes”
reaction b the effort snd improves posi-exercise recovery, bt such tends emenged.

introduction

Wheoke-bisky cryothernpy was inilially intended a2 a tneal-
ment for several distaies, e.g. theumatoid arihritis, Abo-
myalgs and anky losang spondylatis. Recently, thas treatment
covers & wide mnge of therapeutic applications. In contrast
o cryotherapy, where g therapeutic gim = emphasized.
the term *‘cryostimulation’” = increasingly often wsed to
highlight the stimutatory effect of cryogenic enpemaiunes,
It has gwned populsrity. partscuiary among athietes, 55 5
recovery siraiegy following different sports activities. The
cryostimulziion has been employed by elie and recmeational
athletes to abienoate the negative impact of strenuoas physi-
cal activity on subsequent exercise. The anti- inflammatory
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and analpesec efects of WBC ang the most searched for by
nthibeles and patienis. Recend studies have contirmed these
und cther beneficial effects of exinemely Tow Emperalunes
in athletes | 1-51.

In codd siress, heal loss o5 prevenied by peripheral vaso-
constriction {reflex cutaneous vassconsiraction) end heat
prosduction implemenied by shivering and uncoupled mito-
chondrial sctivity |9, 10]. Acuie cold exposice caises pos-
erful nputonomic homoostatic responses in order o prevent
hiead boss and to muntsin cone body tempernture, Cutine-
oS vesoconsiriction and shivering thermagenesis ane most
important and are partboudnrky poweriol respomses when both
superficial and deep thermorecepiors sre conled simulizne-
owsly [11].

In conirast to acule responses, long-lerm sdjustments
reguire wliened cellolar Tunctions, which ane the basis of
optamtized performande of organs and the entine ofgamsm,
and which inciude altered reguiation of metabolic pathways
a5 well a5 afiecred pene and prode in expression. It is possible
that a series of sessions of whole-body cold exposure may
lead to the activation of antioxidant defense mechanisms in
the body [12-116].

Most stodies imvestipated the eflect of WBC on [uncteil
recovery from exercise-induced musche damape. Purnot
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et al. [17] compared recovery osing WHC treatments Ly
passive recovery. and they found that WBC s gmificantly
decreased miammatory cytokimes and mcreased levels of
anti-inflammatony cytokines compund 1o passive recovery,
Oither stuslies reported thal the repular wse of cryostimula-
tion afier traihing may bead fo casier muscle fiber repair as
well &% o decrease of 4 creatine Kinase (CK) activity in blood
serum |4, 1E, 19). Unlike these studies, both Hagsswirth
[20] and Fonda [21] found no significant changes in CK
with protocols wsing either three or six exposures o WBC,
respectively.

The edfiect of onty single WEC intervendion prior io exgr-
cise on parameiers of ofjdaive nd inflammaiory nesponses
wis stidied by Mila- Kierzenkowska e al, [22], Their resilts
allow 1o conclede that the magnitude of exercise-induced
oxidative stress may be panly reduced even by single session
of WHC appled prior to the submax imal exercise. Pournol
et al, [17] reported that @ singie exposare o WHC signifi-
cunily allevited inflammation after 8 strenuous easrcise
run. They ohserved also reduced CRP-levels 24 h afier one
sgsspin of WHC compared (i passive recovery in equally
irained panticipants. Incontrast o these fmdings, the resuits
of the receni Kroeges et al. siucy (23] have shisvn thai WHBC
following high-intensity intermittent exercise did nol ulter
hsrmotal, inflaminatory of muscle damage biomarkers in
trained males. Costello reponed that there was no significunt
change 1 pain measurements during recovery with WBC
|24]. The results obtained by Vieira et al. | 29] indicate that
one session of WRC had no effect on vertical jump folbow-
ing  high-intensity exercise comparsd with a control conedi-
fion. According o Wilson's el al. [26] findings, WBC wiis
1 Fivone effective than a placebo inlervention o improviig
functional recovery or perceptions of training stress follow-
ing o marathon. In thesr mets-analysis, Costello et al. [27)
did mot have sufficient evidence to recommend WHC for
preventing muscle soeness.

Thus, despite its widespread adopiyon in sport and exer-
cise medicing, 1l remains 3 mws point as o whether WHEC
Ireptments improve recovery and have s beneficial effect on
athbetic performance, The opic of posk-exercie poovery
from training has been te Bscus of recent allention in sys-
lemabic reviews |1, 5, 27-29), Possabilities 1o facilitate the
recovery pricess afler exercise and the physical, psychobogi-
cal and physiological effects of WBC can probabby depend,
amang athers on the iy pe of sport being practsced. The inter-
action hetween sport-specific skill performance, the main-
ing load, subscquent fatgue snd adapaation 5 compies and
sy e modulaied (positively or negatively s by the eoovery
stralegy [30].

In ecoentrc exercise metabolic demand, WO and Blosd
Iactate production are lower than during concentic exer-
cise at similar muscle mechanical teasion |31-33]. Skel-
elal muscles appear fo be injored by exercise that imvobved
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lengthening COMIACHONS &5 sooenirie actvity [34). In con-
trust io epceniTic exercise, Righ-iniensity concenine mus-
cle contractxons lead w metabolic stress of the cxercising
ruiescles, amd slvort, emporary muscle g but oo o sig-
nificant muscle damige [35. 36]. During dynamic esercise,
the muscle performs both concentric and eccentric actions;
hiwever, dilenenl models of exercises might poesamably
indace the same degree of inflammatory effects whereby
the degree of affect appears to be related 1o exercise dura-
tiom, infensity and muoscle mass imvodved io the mechanical
work, Research objects i our work ape cross-country skiers.
The cross-country skiing s & relatively complex, demanding
enduranee spori involving several differsnl, mpadty develop-
i skib-echmigques. I imvolves apper-, lower- of whiode- body
exercise o improve performance and endurance capacitics.
The aszociated demands requine repular scientific evalustion
im ooder i provide both coaches and skiers with the basic
“ools” necessary for the development of oplimal training
FrOprams.

Recovery imphies the spplicstion of diverse procedunes
that can emabke the quick regeneration of athletes and the m-
establishmen of homeosiass, which the previous exenson
his disturbed. Muin functions of recovery wre 25 follows:
nomdization of biolegical functions in an sthlefe’s organ-
ik, normalization of the homeastatic balance and resto-
ration of encrgy supply reserves with the establishment of
temiporary supercompensation, In sports medicine, WBC s
used {0 improve recovery from moscle injury. In present
work, we were interested in whether the application of 10
WHC treatments can prevendt the onsel of overdoad and over-
traimng amd would have an effect on the plasma profecsme.
Such empirical studies e lacking,

In this study, an unconventionul approsch was used to
expmine the infloence of WBC treatinents on the response
of elite crows-country skeers to the physical effort and on
recovery of athletw performance fellowing exercise. The
differential scanning calorimetry (125C) method has been
employved to compare changes in DSC profiles of biood sera
in the same sinpes of the iramng cyele in twi sessions. The
firsl exercase session was carmed ool without crysstimula-
tism, The second session took place ufter 10 WBC treal-
imeils. So, 0 #valiate the effect of WBC, sera (rom the same
athletes were Iesied twice in 4 stupes: before excrcise, afier
exzrcise, afier | b and after 24 h of passive recovery,

The utility of DSC method for clinical application (diag-
nosing, classafying and monilofing patents ) and in sport
medicine 1% extensively discassed by scientsts in recent
years [ 37-55], DSC his heen widaly applied 1 the anilysis
of blood plasmin. serum or other bioNuds 10 obvain infor-
mition on the health status of the person examined. This
technigue allows 10 monitor heat capacity changes gasoci-
ated with the thermal denaturation of biomoleculkss, A DSC
profile of plasma‘serum reflects the plobal denaturation
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profile for all proteins present in the sample. 1 s sensitive
iy the up- or down-regulation of proteins and the modified
thermal stabality of mapor proleoms compoenems resulting
from changes in inderactions between blood plasma’serum
proteans and disease-related metabolites. Earler dats from
our lnboratory hive indicated that exercise traiming can akso
modulate the calorimsetric profile of blood serum | 53-55).

Materials and methods
Participants

The well-trained & cross-country skiers {2 women and
6 men) ook part in our experiment duning the iransition
period (TP of the annoal trmning cycke. During TP, the
Cross-commtry skiers were subjecied (o strict comtrod regand-
ing their diet, exercise and recovery by the wam of rainers,
ihat is, cosches, a physician, and mwo spon dieticians. The
mzin characterstics of the cross-country skiers sne presentod
in Tabke 1. The sthietes performed specutlized physical
trasning. I cross-country skiers, the annosl taining plan is
tracitionally divided on three main macrocycles: prepara-
oy, competitive and transition periods. Soch plan s based

Table 1 Cherscierisbos of parscipants

Befors WHC  Aner 10WBC sasons

A year Frl Bk 11829

"Hjlﬁ'ﬂ]'l- L 1The = 10

Body maskg TAT297  TIS+04

Body far mass'kg CEPS T RT FE T

Body el mass's 13158 |LEBxa7T""

Shzletal niscle mnsfly HBELT.L TizT4
VOogmumt, min ' kg?' BLIzR4  na

Walues s mears + S0 ministically significent difiemncex: "p=0107,
=0

Table ] Descripton of the rmsdion phase of the snnoal mming plan

ot fhe concepd of perindization. which has o be viewed as
an imporiant concept to follow meximize athleles” perfos-
miEnce. Thix study wis performed during the mansient phise
of the annual training program (during the regeneration mic-
rocycle ). Descripton of the frmnmg structure (raming vis-
ume and distribution of workout intensities) in the franstion
phase of the annual traimng program for cross-country skiers
{the athbetes in our study ) is presented in Table 2,

Preliminary test for the determination of VO, max
and individual anaerobic threshold

One week prior fo the start of the experiment body compo-
sition, aerobic fitness (maximal axygen optake, VO jmax )
and indivicial anaerobac threshodd (AT) were delermmined for
each participant. Physiological vaniables, such as VOsmax,
together with other submay imal metabolic inflection points
{e.g. the angerobie threshold) are quantified by sports sci-
entists during an incremental exercise lest 1o exhaustion
{GXT). These variables have been shown to cormelaie with
endursnce performance. All competitors reporied 1o the
phivsical iesting laborsiory for an incremental rufning iest
on & treadmill (LE 200, lacger) to assess snacrobic thresh-
old and peak oxypen uptake (VO,max) gsang 8 statonsry
beeath- by -bresth matabolic omt (Metal yzer 3B-R2, Cors ).
The exercise test sterted with a speed of 6 km ™' that was
increased by 1 km it every 3 man uniil the speed reached
14 km b~ Exercise intensily was then increased by adjis-
ing treadmill incline by 2.5% every 3 min ontil subject's
vilitional exhaustion | 36]. The taciste threshold was deter-
mined by the D-max method [57]. During GXT iest, heart
rate (HR }, ixyzen uptake (%0, ) and blood lactate conoentre-
tion were recorded. HE corresponded 1o exercise intensity
at AT wits determined (HR-AT). HR-AT wits wsed (o appro-
priate exercise imlensity estimation, which was accardingly
used during experimental fests. The sdy was approved by
the Research Ethics Committee af the Academy of Physical
Education in Katowice, Poland.

Total traiming

Transsion phassTP phasyagril iy

Traiming volume  Fregueescy, Enes durstion
Inienaity disiribution

5 days week ™!

Rampe |—72%
Range [1—17%
Rangs [ &%
Ranps IN—3%
Range ¥—Ir%
April b May

7- 10 b week™"
| sexsiom day ™

Regereraticn unosding or iapering micocycle—which ollows re and recovery from the
season hut emphasies omss-irmning o wwid complete detraining.

Imignnify zofes were ised for dedoripteon of wworkoud intenitees: 1-low-serobic'aciive recovery';, 1-moderate; [H-moderale-inemity; [V-vigiroes-

inteEnsity, submunimsal: V-ma imal-neosicy
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Experimental exercise test (EET vest)

The main phrysical efort wsed in these sudes was 1 b ool
uninterrupded running exercise (EET) performed in thermis-
neutral conditions, The participanis performed continuous
EET test twice, before and afier a series of 10 WBC. The
EET test was performed o predetermined intensity, below
HR-AT for 60 min. Twir Similar exercise [ests, ol a given
inensity, were allowed to determine subjects’ response 1o
sumibar physical o fforts before and sfter WRC therapy, Dor-
ing these exgrcise sy, subjects kepl the steady speed of
run. corresponding o 8588 of HR-AT. All exercise tests
were performed in Research Center for Sponts, Academy of
Physical Education in Katowice under thermoneutral envi-
ronmentsl conditions (an imbient emperature 21-24 °C
and a relative humidity 45-55%) o the same time of day
(E00-14.00) to mimmire the circadian rhythm effects,
berore and aner of 10 WBC reatmenis.

Whole-bady cryostimulation procedure

Prior to the start of the experiment, each participant was
examined by a physician to test for eny contreindicstions
agarnel cryostimilation. Cryostimitlation was performed in a
cryo-chamber locaied in Upper Stlesian Center of Medicine
anad Rehahalitgtson in Keowse, The Meslimen! s ssions wene
periormed at emperature — 130 °C onoe & day for 10 follow-
ing days, excluding Suturdays and Sundwys. Each session of
w hole-body cryostimilation lasted 3 min. The cryostimula-
tion treatmends ook place ot the same tme, between 2 pm
and & pm. The subjects entered the chamber in groups of
five persons, Entry to the cryo-chamber was preceded by a
30-5 pdaptastion period in the vestibole af o temperature of
— 80 °C, from which the subjects went further o the proper
chamber, wheme they moved slowly in & circle, one afier the
other, without mistual contact, oo additienal movement of
tzlking, Afer a minute, a change in the dirgction of motion
was recommended. Contact with the participants was main-
tained via a camera in the room and voice contact,

Blood sérum

Venus blood samples from the aniecabatal vein were drawn
info twbes without anticoagulant al four time points: st est
{beiore the exercise—"he "}, 3 min sfier the exereise (“ae™),
after 1 ho(*rih™) and again 24 b ("r24h7) of recovery Lo
process for serum. Serum samples were stored &t — 20 °C,
Blood samiples were assaved for wial protein content, alba-
min, e, i, M. 6 and p globulins. Immediztely before the
ST measurements, each serum sample was thawed out at
room lemperatine. Then 20-fokd diled serum solishon was
prepared asing the redistilled and degassed water. The pH
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values of the dilvied serum samples were withen the range
B5-T70

Differential scanning calorimetry

DSC measurements were condocted using the VP DSC
MicroCal instrument | Northamgton, MAj in the emperaiure
range 20- 108 °C with the heating raiz 1 °C min™" and a pre-
scan equilibration time 15 man, A constand pressune of aboul
1.7 = 10° Pa was exerted on the liquids in the cells, Two
scans wene obtaned for every sample. The calonmetrs data
were corrected for the instrementnl baseline waler-waler,
DSC curves were normelized for the gram mass of protein,
and next, a linear baseline was subiracied. An apparent
excess specific heal cupacity Cp™ (1 ==l g} versus tem-
perature (°C) has been plotted.

The following paramelers of observed DSC transitions
have been determuned: iemperatures of local peak maxima
Ty im=1, 2 3), excess specific heal capacities at these
temperatures Cp, . the enthalpy (AH) of serum denaturs-
tion (ealculated as the ared uoder the endothermic peak,
expressed inJ p~') and the width of peak in its hall beight
{HHW .

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the Statistica 13
woftwane, For all measures, descriplive statistics were cal-
culated. To compare parameters be fore and afler the WBC, ¢
test for dependent vartables was applied. The Shapiro-Wilk
test was gsed to check the normality of distnibotions of
the studied variables, The homogeneity of varances in
unalyzed groups was verified by Leven's test. Analysis of
variance (A MOYA) with the period of irsining cycle as a
repeated measure wis wsed. Mauchly ‘s test for sphericity
was included as a part of the procedare. 1T repeated mcas-
ures ANOVA was statistically significant, Tukey's post hoc
test was apphed. The level of statistical significance was
sl it p <005, and results with p<0.1 were mterpreied as
tendencics,

Penrson's correlation coelicients were found o describe
the relatinships between biochemical and thermody namic
hibood serum parameters.

Results and discussion

According o our and other previous neports [37-£0, 47,
48, 53-55), two or three relatively well-resobved thermal
trensitions are observed i DSC profiles of blood sera from
healthy incivsdieals, depending on the solvent wsed. Roughiy,
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i bufler (pH 7.4) solution, peaks around 62 °C and 70 "C
reflect the thermal denaturation of the most abundam serum
proteins, albumin and inumenoplobalis, respectively, In such
solution, an un-bganded albumin uninlds in higher iempera-
ture range and its tramsition is more cooperative than in ague-
oS solutson, For sera denaturatson i agqueows solution, thee
relatively well-resobved transitions can be usually observed.
The first one, s aboot 58 “C, mainly represents the coniriby-
Lo from uin-ligunded albumin, while the third one af about
0 °C, just like in buffer solutions, comes from denaturation
of immunaghobilis. The sharp peak a1 about 62 °C i8 nob
always visible. If has its origin manly in haptoglobin, the
acile-phase protein belonging to alpha-2 globulins (racion.

Figure | shows the mean DSC curves of serum from
blood scquired belfore exercise, afler exercise, afler an
howr of rest and 24 b of rest before WRBC treatments. It is
clearly visible that the DSC curve corresponding Lo serum
after the exercise stands out from the others, This indicates
thit fatigie developed daring the exsrcise is refecied i the
blood serum. The impact of the effon is manifested by oppo-
sl changes in wo lemperature regions of the endothermic
transition: @ decrease of the intensity in the low (S-60 “C)
and an increase in the high (65-80 °C) ke mperature range.
The additional effect observed after the éxercise in serum
DS curves is the exotherne ransition visibie ghove 85 °C.
It sugpests increased agpregation of serom proins follow-
ing their endothermic uniolding. This effec persisis afier an
hiour of rest, but disappears after 24 hof rest

Adler applying the series of 10 WBC ireatments, ihe calo
rimetric behavior of bloeod sera of athietes that underwent
irkining exercises wis very similar o that shown in Fig. 1.
The natore of the mean changes connected with the effor
and post-exsrcise recovery practically dad not chinge after
WHC (therefore, the results sre not shown in the additional
fgurey, Figure 2 illustrates the mean pre-exercise serim

-4

30 4 S e ¢ B1 W0 100
Temoaratura™G

Fig- 1 Mean DSC corves of sonem taken before exercass (pold bisck
line), afisr enercise jdanh eed fine), after an howr of rest (diol preen
limeh aned 24 b of et {dash-—dot bisck line ) bofore WHL iresmenis
the shaded srea is the stasdand ermor st cach emperine (shown for
“he™ amd “ne” curves i i obor igure oaling)
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DSC curves before and afer 10 WBC treatiments and the
differences between post-cxercise and pre-exercise curves
in both training sessions, On first sight, some differences
between mesn pre-cxercise DSC curves before and afier 10
WBC treaiments are visible, whike the response to the effon.
reflected in serwm hest capacity changes, seems o be the
siiimie, fegardiess of the applicatson of cryostimulation.

Tables 3 snd 4 illustraie mean (+ 50 values of thermo-
dynamic parameters in subseguent stages of the training
cyche {before and afier the exercise, afier | h and 24 h of
sty conducied without WBC treaiments and aner 10 WBC
treatmenis, respective by, Ststistically significant ditferences
betwesn parameters in both sessions have been found only
for Cpy. Liowver values of Cp; have been observed both before
(p=000Z) and wfter exercise (p=-004) when cryosimualation
was incloded.

To establizh whether calorimetnc paramelers of serum
denaturation transition reflect the effect of iatigue and the
statins of athietes afler the resl. ANOVA with the stape of
training cycle as the factor of repeated measurements wis
carried oul The results have indicated stisncally sig-
mificant differences for mean values of 7, (p=0.013), Cp,
(=004}, Ty (p<0.001) and Cpy (p=00014) when the exer-
cise was performed without WBC treatments. The post hoc
Tukey's test has shown sipniflcant increase of T (p=0.018),
Ty (p< 04001 ) and Cpy (p=001 1} afier the exercise as well
a5 significanily lower mean value of Cp, immedisiely afier
the excreise than after 24 hoof rest (p=0034). Additionally,
Ty has been indicated higher after the exercise than after
1 b and 24 h recovery periods (p<0.001 in both cases).
Differences betwesn paramelers cormesponding o exercise
and mecovery stages after 10 WBC treatments are of a simi-
lir madure 10 these described above, but statistical sgnifi-
cance has been foand enly for Cp, between “ac™ and “r24h™

Fig. 2 Mesn D50 corves of serum befone exerciss whem the WBLC
win nof applied (solid blsck fime), amd afier a series of 10 WBLC

tremmemnis (dash green leel diflerncs between posi-caemwioe and
belofe-starciee curves when the WEC was nol applied (b red fne)

] after @ sevizs of 10 'WEC matmenty (dash-dot hlse Ene. ofCokar
figure oobing)
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Tabled Moan i£50) viluss of  ‘porayery Withous WEC teaiments

Ehermady namic parsselen in

subsecues] siages of the irsning he " rh 24k

cyele comdoried withow W

e @meiie: belope aisd afier 1he Iy S Td+ 123 AEO5+ 104 5753+ 1.31 S92 4) &1

ongeeise, afer | b and 24 b of Cpilyg' ! T 0 6TR 0764 + 0078 0,750 £ 0 {15 0,775 £ 40T

- T BLEE 41 0] +0.54 HLES+072 51 A )
cpig ! ! 11700040 057 0721 +00673 0, 70K} £ (K0T @ 1,720 £ L7
(TR Tib Shi2f1.22 TLlf 044 Tha2+0), 42 Tl A=) 21
cpa g ! 5Tl 0 LGE 0101 TR e 0.997 =11.088
abi g™ Tz L42 34 Th+203 PLE TPk L M= T2
HHW/ T L P B 1E+1T Mbxia #3217

Table-4 hiesn |2 50) vahes Pararmel Adter 1 WEEC meatments

ol charmundy namis parameers

in subsaquent mepes of e he ] rih r24h

Tminang Cycle comiucied aher

10 WBC weatments: befoseamd = T °C 5707 0061 57 45 41,45 5719+ 0LEN 57.35 24150

aNer ihe exrcias, aner 1 e Cpdl g o) {16,107 (AT £ 0067 01742+ (L {720+ 410154

ol ms I/ B 49005 222 £ 0167 61,87 +0,45 LT 4117
Opadl g 0! (LAES 0063 0708 £ 0457 01,704 + 0059 Al = ) (118
T4 Tib 502013 Thad 1040 TS+ 044 AT =dL 15
Cpl g ! 030 TS 103 071 45 004 0,567 0002
amg g™’ MR 81 R F TR R b P 1331 24184
HHW, T Bl 188415 L S IR0

(p="10.018) and for Ty betwesn “ae” and all other stages
{pc 0 5]

A parameter worth analyzing is the milio of Cp3 1 Cpl,
This ratio increases signiticantly (p<0,01) afler exercise
in both experimental sessions, condocied before and afier
WRBL treatments (from 1.27 to 152 and from 138 1 162,
respectively ), Then, during the recovery Cp¥Cpl decreases
and returns 1o the baseline value alter 24 h if WBC was
oot applied and already after 1 h of rest if WBC was used.
It seems particularky inleresting thal afier the exercise in
the traiming sesszon ¢nriched wath WBC, high, stitestically
significant cornelations occur between the Cp/Cpl matio
and the anthropomelric pammeters ke height (r=-0.84;
P=0.009), skeletal muscle muss (r=—0,8 p=0.018), body
fal Massl % (r=0.79; p=0.02) and body miss (r==0.76;
=003} Correlations between anthroposmetric chiracter
istics of philetes and the CpACp1 rtio in other stages of
experiment have the same chamacter, bul they were much
wedker and statisticaily insignificant. Such resuls allow to
suggest the synergistic eflect of exercise und whole-body
cryostimudstion in professionu skiers. Ziemann's e . [58]
nesilts also sigpested the synergistic anti-inflammalory
effect of moderaie-intensity traiming and whole-body cry-
ostimulation in professiond] sthleies

Anvther pureling significant correlation (shown in
Table 5) has been found between HR ot the Anagrobic
Threshol! (HR-AT) and the CpasTpl ralio in all stages

£ Springss

Table 5 Peamon's comrolation coefickents horween HE-AT s (he
CpMCPT raben in various sages of Misng SR

b e ik 25h

Session with-  —BR8 -4 -7k -

oub WHE - s =04 p=03 p=nol

Irzatmesis

Session with  —@.8] —ii 53 —ns —am

WHC wmal- g =& =03 =013
o » [ ”

Significant cosrelatioe iz <005 are prantad in bokd

of exercise session without WBC. MNegative cormelitions
imdicate thil hgher vilues of HRE-AT areé accompanied by
kower TpaACpl ratios, In the case of the sexsion with WBC,
statisthcally significant correlation occurs ofily in one sage
(e fore exercise). Wi are not able reasonably inlerpret the
Tound relatianship.

Changes observed in the mean serum DSC profiles wnd
tremals for Cpy, Cpy vilues sugges! a decrease of albumin
and an incresse of gammagiobul; content afier the exer-
cise. Actually, the gammaglobulin concentration increases
from 12,2205 gL~ before the exercise to 13,3209 g1~
after the exercise. This increase 1 on the verge of stanst-
cal signiflcunce (p=0.05), However, albumin’s pre-crentise
level is pol lower than post-exercise one. IE even signifi-
cantly (p=0.01] grows fram 4220410 44604 g L0
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Considering that stalistically sipnificant increase of the kevel
of total protein in blood serum has been observed afer the
exercise (from 7E6=08 v 840 = 1.4 p L~ % purticipa-
Lion of albumin has practically remained unchanged. 1hos,
45 4 likely explanation one can sugpesi 4 reduction in the
tfraction of an oo-liganded albumin with simuliansous
increase of albumin with bound tigands (e.g. fatty acsds).
This fraction of albumin unfolds in higher emperaiure
runge, everlapping with that for gammagiobulins [59]. The
meaningful seems fo be the change of the character of cor-
relation between ihe umount of serum albumin and Cp, from
positive before the exercise (r=(1LT78; p={[104) 0 negative
{r==0.83; p=0.04 ) aller the exercise in the imining session
without WBC. Physical exercise can affect the metabolite
profile and the composition and content of poly unsatursted
eesential fatty acids in body fuids and tissues [60]. Allen
et al [l | have reported recently that exercise truining alters
gul microbinl communities and incresses functional meti-
balic capacity for the put microbiota (o prodoce shart chain
furty acads (SCFEA), which serve as an energy source for
B variely of tissues and have been shown 1o redoce mflam-
mation. These exercise-induced changes in the microbiota
wiere largely reversed once exsrcise training ceased.
Although the exercise fest was sdjosted o participant’s
individual thmeshold istensity, the response of athletes to
he effort was vared. For two men and one woman, practi-
cally no chanpe in the DSC curves of sera after exercise
was observed in the first session, Lo, without the use of
WEC treatments. This, fof i more detailed analyvsis, the
group of athletes was divided into two sobgroups. The
first group consisted of athietes for whom ihe trends of
response 1o effort and then rest wiis as il follows from
the comparison 0f mean DSC corves illustrated in Fg. 1.
The second group consisted of three skisrs less respon-
sive (o the eflort. For these athieies, differences between
DSC curves of serum in various stages of iraining were
hardly visible. 11 seems interesting 1o note that the woman
included in this group had from the participants of the
sty the highest percemtage of body ful (24% ), and the twao
men the largest % of body fat (both 12.5% ) among men.
In Fig. 3, differences in trends of post-exercise changes
observed for both groups dee o the use of cryotherpy
wre lustrated. For the groap 1, the changes in scrum DSC
curves caused by exercise were smaller afler WBC treal-
ments while for the proop 2, differences phserved in the
Tange S0-60 "C, contrary 1o the groap 1, mcreased slightly
under the influence of repeated syslemic cryostimulation.
These differences for the groap 2 remained, however, so
seall that it would be unreasonable 1o imerprel them,
The limitation of our study is oo small number of par-
ticipants to verify the hypothesis that the modification of
the response of élite skiers 1o the effort by WBC treal-
ments depends o the athlete's obesity status. There ame
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Fig. 3 Diflemnces Bereoen posi-cusciss sl pRe-fasfcise mean
serum [SC curves before WERC [ — I = groap 2) mnd afler
WHBC L, prowp .. grosap 20 0Coler (igume online b

Fig.4 Differences hetween “rib™ and “he™ mean serum DSC corves
befon: WEC (— group 1, gioap 2b and aftet WBC (— group 1)
{Cobor Bigurs online |

differences in mefabolic reactions to the cold between
lean and over-weight people. A higher concentratiaon of
body fut percentage in women than in men determines the
higher females mner thermal resistance [62]. Since only
2 women parlicipated in our study, we are unable to infer
any differences with regard to the sex of the participanis.
I shoukd be also noted that none of the paricipants was
overweight. In our carlier study [63), a decrease of % fat
content after 10 WHC was found bur mamly for partici-
pants with the low level of body fal mass.

The comparison of curves shown in Fig. 4 indicates that
when whole-body eryostimulation was applied i groap 1,
the recovery after exercise became almost Tully afier 1 h
of rest. The difference in the T0-80 “C temperature range
hus disappeared. These findings suggest thiut WBC applied
before exercise could be wsed to support and scceleraie the
recovery process, However, (o increase the strength of these
promising mesalts, it will be necessary in futwre studies (o
enlarge the group of participanis.
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Conclusions

This stuidy wits part of & larger project mvestigating effects ol
whole-body cryostimulsizon on ceenrise Fespuonses, reomery
and the contred of the infammatory process afier exencise
in elite athletes. cellolsr functions, which are the basis of
optimited performance of orzans and (he enlire organism,
and regulaion of metsbolic and hormonid patlways,

Dhflerentisl scanming calorimetry wis spplied o evuli-
ale the effect of WBC on the response of elile cross-Country
akiery o the exhastive exercise and the recovery of athletic
performance following exercise. Reflecled in mean DSC
curves thifferences among serom samples coliecied in foar
stapes: before exercise, after exercise. after | b of mest and
after 24 hool nest have been fmd of o similar nature regand-
less of the WBC. However, 8 diversaty in the indavidual
responsg both o the effort and cryostimulztion has been
ohserved. In most cases. the efect of fatigoe was clearly
reflecied in thermal properties of Mood serum. The appli-
catsati of WHC in these well-irained cross-country skiers
midsfied their respons i physical effon end enhances post-
ExeItise recovery. Afler compleling 4 bsal of 1en whole-
body cryostimulstion sessions. the imlensity of the effort
response s been reduced For the majority of athietes from
the studied group. Too small group of elie sthieies in oar
stualy did nod albw fo confinn stelisbeally significant effect
of WBC on exercize-inluced changes in blood seram and
O fHOSI-ENETTRE TRCOVETY

Fumnding The propect has been faanced by the goant Mamstey of Sei-
ence and Higher Edecation N (050 RS420 1 654

Compllance with ethical standards

Conflict of inenest The aulhors declam fha they have o conilsen of
sl

OpenAccess This srtiche is ez nsed weder 0 U reative Commmons Asiri-
bation 410 Iniermatinal Licesse . which permits use. sharing, afapia-
tion distriferion and repemduction in any medam of Semat. o kng
25 YU give BppoprEals cEodit b0 the oaiginal suthon s and 1he o,
il o fink &0 the Creative Commons licone . and indicaie if changes
were mode. The images orother thind party mstenial m this article ==
wnciuded in the article’s Creative Commons loesos, ondess indscaisd
oheraiae in o credin Tine b ibe maletisl. I malerisl is not inchuded m
the wrfivle’s Creative Commans Fpencs snd your intended s is ool
permitiad by stabmiory regslaiion or eucoeds the permitiod e, you will
need i ohisin permission directly trom the copyright holder. Toview s
copy ol this lioende, visk Dot omstivecomneens ofglicenses/ by A DX,

£ Springer

References

I Lombardi G, £smann E, Banfi G, Whodie-body cryotharapy in
aihleies: from iherapy 1o simulaton, An epdaesd wevies of ihe
Ieierature; Front Physiol. 2007, hitpaiidos org! 10 15 b
MFET (NI 5R.

Y Lubkewsla A, Banfi G. Dalegowskn B dEril OV, Luceak |,
Barrasi A, Cleanges in fipad preflle b resposse to thiee diferen|
proncols of whole-hody oryesiimulstion resmens, Crychaciogy.
Hali | rii-6

X Lubkowslka A, Dudeidsia W, Bryczkowska |, Dolggowska 8
Boaty compesating, lipid profile. sdookne concentration, and ants-
onidant capsciry changes during inrventnns 1o ireal cverweight
with sxerraee W s
fve Mlled (et Liwnperw, 201 5, Inttpscctcoed rgf 118, 1 1 4520 (WM 0 10
7

4 Banfi G, &, Barassi A, Doghidls G, "Bl OM. Dhges
B. el ol Efscts of whals-bady cryotherapy on serum medisior
oo infhanmmisEsn. and T musgle eneymes @ allviates. J Tharm
Himl. MHFk 34534,

i Hemsswink C. The efiece of while-body crynibersgy xposur:
imspor i applications for reoovery and pecfirmmnce. (20150 hetps
Jipulin. e mmamn s halag org /6.5 1 W | AT e iaSh 4T 7RIS
Pt ST [R5 pul, Accemsed Tan 201%

£ Schaxl K. Le Meur ¥, Lowis 1, Filluand JE, fellard P, Caazra
0, Howswwnrih . 'ﬁ'hlt-bui! cryoslirmelstion kmits averreach-
ing im elite synchrosired yewimmens, Med Sci Sporis Exerc
2 FAT 141625

7. Bowupn H, Raver(l, .ol ul. The use of w =
mhll.h’ll“' hmﬁ:ﬂhﬂm- mmmﬁ
level stemand competitioms. Br i Sporm Med. 3018457 1572

.} Hy—n:rlhl,ﬂ.l_y I, w:pn!-.\h'h*-huh'
oryotherapy a3 adjanct reatinenl of depressive and anyisty dis-
oelere, Aschiviem |mmunchogiae et Thenmpae Experimenlak
208 55638,

. Charkcedisn M. Mecharisms and modifiers of efien indweed
culanecms vasodifalion and vasocnnsinction in bmmans. | Appl
Preysanl. 20 joqd 122 -8

0 Masou-Stathopoilon V, Gossde m CD. Patterson T, Redwood S8,
Plarkser MK, Wilkisms R The afects of oobd amd exrcese on by
cardio ascular wyniom. Flesm, 20 5; KOl RS- 20,

11 Ssocks | M, Taybor N4, Tapion M, Creenieaf 11 Homan piyai-
ool e sponmes liv cold sxpuosung. Aviat Space Environ Med
NN TS 5T

12 Dugud B, Smiander ], Wesiariond T, Ddowm ], Nieminen B. Mail-
aren E, ef ol Acuiz and long-ierm effacis ol winter swimmring
wd whaile-bordy crycsherapy on plasma aatiexidative mipaciay in

woiien. Scand ) Clin Lab levesl. 20050465 55 Y5 a2

13, Lublsskn A, Dolegoesia B. Sryguls 2. Klimek A, Aetaviny of
lecied enevmes imeryihrocyes sod kevel of plesma snlicsidants
in rapoms b single whole-body cryostimalainon in humas
Sewnd J Clan Lab Dmvess. 2008600 B8T-94,

14, Lobkowska A, Srypula 2, Klimek AJ, Tori M. Do sessioms of
aryosbitiation kerve inBmence on wiile hlood cell coanl, kel of
L6 and likad onidative and anfwnilative slalm in Bealby mesT
Bur J Appd Py sial, 2000, HI96T-T2.

14 Seamek A, Seron-Seolmy K. Romek E o2t ol 'Whale-hody oy~
iwizmuiaiion & an sfecive method of redocmg oidsiive sresa
im healily men. Adv Clin Exp Med 301635128191,

16 Sasnek A, Chobewka A, Wielkosyriski T, Romuk E, Sieron A
‘Whale-body eryothernpy decreases the levels of infsmmaiory,
imidmiivg mimss. amd atherosclerosis plagoe markers @ malks
‘patienis with active-phase snkylosing spondylitis in the absence
oof clomyic sl candiovascular risk Bvctors. Handawi Meschs Inflemm.
2. hpcidoiorgd B | ISSO0) ARSI

98



Defferential scanning calommetry revealts that whole-body onmstimulatan in oross-Couniry....

i)

17

(L3

13

o

3.

Pournot H, Biesren F. Logis ). Momier B, Filland JR, Barhiche
E. Tise courue of chanpes m inflammalony maponse after o hole-
oy crynthenpy mall exposmms follow mg sevem exereise. PLob
. 2000 1 fetpsfdosi oad 1013 7 1 arstol atsonadb 31 2-Td 2b-
4300 YT -aDciheISEE L.

Winiak A, Wornlak B, Drewa G, Mils-Kierzenkowsks ©.
Rakiwxki A. The sfizct of whols-body cryotimulti of By s
somal eneyme activity in koyakom during ramng. Bar J Appl
Ht:pid. 0T 100 EI T4

Feemann E, lek BA, Greywace T, Kaceor I, Anioseeswice J
Skrobot W, Kuisch 5, Laskowski B Whole-body cryostimuals-
L w8 mm e floctive way of reducing eeercise. induced inflamms.
tion and bloosd choleswrol in voung men. Eur Cyioking Nerw
J0PE 25 14-23,

. Fonda B, Ssrabon M. Effecis of wholp-body crysberapy on

aler hamsiring demaging exercise: 8 crossover slady.
Scand I Med Sei Sporis. 20133383 Tk-H
Hawswwirih C, Lowis 1, Bezuren F, Pournot H, Fournier I, Fil-
Fiard IR, Brisswalier . Efects of whok-body cryatherapy va
far-infrared va. passive maodslities on moovery from exercess-
imidmied muscle damaze in highly-lraindd funinem. PL5S ONE.
3001 hitpactidod.ong 10. 137 1 jourmal pone 0027740,

- Mila-Kierienkownka C, Jusecka A, Worniak A, Sspinda M.

Aupusiynska B, Worniak B The effect of submayinsl ever-
cisg preceded by single whole-body cryotherapy on the mark-
e of oaidative stress and inSammation in blood of vislizy.
ball pravers. Oxidative Med Cell Longey. 2013, hipsddo.
ol 10 1 35200 J409567

Krueger M., Cosiello IT. Achizehn 5. Dinmar KH, Mester
1. Whale-body cryotherapy (— 110 & SxB00C) following
ligh-iniensity inlermibient exercise does pod aber hormonal,
infl or miscie damage biomarkers in rined malkes,
Cyloking. 2002, hitpssfdoiong/ 10, 100 & j.cy o 20 1B0T D18,

. Costello IT, Algar LA, Doaneily AE. Efecis of whole-body

cryotheragy (— 110 & S82B0C) on proprinoepiion and indsces
of muscle damage. Scasd J Med 5S¢ Sporis. 301272 190-8

. Wickm A, Rostaro M, Ferreim-lanior 1B, Vieira C, Cleto VA,

Cadoee FL_ Simoes HG, Carmo D, Brown LE Does while-
boddy- cryotheryy improve vertical jamp meoevery follw ing
a high-intensity exercine houd? (rpen Accesa | Sports Med.
05648

. Wilsom L1, Cockbum E, Puice K, Sinclair 8, Faki T, Hills

Fi, Gondek MB, Wood & Dimdtreou L. Recovery Folkowing
s marsthon: 8 comparison of cold waley immersion, whaole
body cryaberapy und s placebo control. Eur § Appl Physiol.
2008 1R 13363,

. Comtello I'T, Heler PR A, Minebl GM, Bicuren F, Siewari 1K,

Bleskioy C. Wihols. bidy cryothorapy (exireme cold mir expo.
sure ] for preventing and tresting muscle soreness afier exercise
in adulis, Cochirane 5idl Rev. 200590 D0 TES, i
dotorg 10,1003 14651 858, cd0 10759 pub2.

Dupay O, Dowsi W, Theirol D, Bosquet L. Dugod B. AR ey
ilemee. hased approach for choosing post-swreise ecovery ech-
nipuzs 10 reduce markers of muscle demage, soreness, ftigue,
and inflammation: 8 Fyskematic roview with mets-analysi. From
Pheyabol, 200 8. britparddioiong 103380 fphys. 301800403,

. Kruger M, de Marees M, Difltmar KH, Speclich B, Mesier J.

Whole-body cryotherapy s enhancement of acuie recavery
of runniag performance in well-lzained athletes. Int J Sports
Phyakd Periorm. 2005 (00605 12,

. Mirett GM, Cosidedlo JIT, Specificify and conlesi i posi-paercise

recenery il is mol 2 ine.siee . Gis-ll approach. Fronn Physaol,
2005, bty o ooy | 0,3 3HS Fplbey . 20 15,0013,

Drafosr SP. Lampert B Douirelean 5. Lonsdorfes-Wall B, Billat
WL, Paguard F. Richard B. Eccentric cycle axprcise: inmning

99

35

36,

¥

34,

9,

a5

a7

. Moerdi M, Fekecs T, Zpl 1, Fefence A, Lofincey

application of specific circulsiony sdjusiments, Med 5ci Sporis
Exsrc. 20043641 | 19006,

. Permey 5. Betk A Candsu &, Rowilion 10, Heghson R Com-

parizon of oxypen aptake knetics during conceniric and eccen-
fric cycle exercise. | ApH Play ol 20009151 713542

. Pokora |, Grucra B Reakcje mrmoregulacyjne podoras konoen-

Lryceegn, ekscenbrveinego 1 misxtane po winitka biegowe g,
Medicing Sportive Practic. 200754010710

o McCully KK, Faulkner JA,. Charactzristics of kengthening con-

mraciing associmied wilh impury io skeds i) muscle ibers. | Appl
Physiol. 1#RE6 112939

Borichler 5, Martin M, Julios P, Schwirte A, Hoonker M, Ludl-
mann W, Walicrspacher 5. Berg A. Effects of snaccusiomed and
accipsbormed sxercise on the immune fespanse in funnsr. Mead
Sei Sports Exarc. T06.38:1 73545,

Pokora |, Kempa K. Chrapusta 51, Langfort ). Effects of down-
Faldl amd wphatl exercises of equivalent subme imai imensizies on
selecied blood cywoking levols and blood creatine kinse sctiv-
ity. Bial Sport, 204313 173-8.

Ciarhoin NC, Maller 11, Jenson AR, Chasres JB. Calorimetry ou-
side the bax: o new window imo the plasma proteome, B ophs
1. MO0 S413TT-H3,

Glarbetl MC, Mekmaywy C5, Helm W, lénson AR, Chaares JR
Drifferendial scanmag caborimelry of blood plasma for climical
diagnosis and moniioring. Exp Mol Pathol. 30069 86 1H6-51
Michnik A, Drzargs 7. Michalik K, Barcryk A, Santura I
Sowafskn B Picerchala W, Dafferentisl scanmmg calorimeiry
study of blood serum i chronie obsimictive pulmonary dist ase
JTherm Anal Calofim. M ST 60,

Todinova §, Krumova 8, Gancheva L, Robeerts Ch, Taneva
S0, Microcalorinetry of biood serum projeome: @ modifiad
intaraction metwork in the mubiple myzloma case. Anal Chom.
200 1R3T9T-B

2apd |, Fekecs T, Ference A, Tiwedes G, Paviovics G, Kilmis
E, Loarmery I3, DEC anabysis of baman plasma i breast camcer
paiienis Thermochim Acta 2] 1;524:88.9]

. Felees T, Zapl I, Femenex A, Loringry [, Differeotial scan-

miag calorzmetry (DSC) analysis of human plasia in melanofms
patienis with or withoul repional lymph pede metasinses. 1
Therm Amal Calofim, 20020 108:149-52,

. Tofinova 51, Krumesa 58, Kurey P Dimseoy ¥, Djsngoy L,

Ddunkey &, Taneva S0 Calonimetry-based prodiling of himsod
plasma From colofectsl cancer patients. Bochim Biophys Acta
D02 HI IETS-R 3,

. Diflerential
semnming calotimerry (D%C) analysis of human plasma o Glee
enl prorinsis stages. | Therm Anad Calorim, 200300 0: 18014,
Garbeat KO, Merchand ML Helm CW. Jenson AR, Kikin JB,
Chaires 8. Deiection of cervical cancer omorier patams in

Bilood plasma and urine by dlfersmntial calirimelry and
mass spectromelry. PLoS ONE. 2014, hipado,org/ 10,1371
il pone (LT 1

Todinova 5. Krumova 5. Radooy a B Gamcheva L. Taneva 50
Calorimetric markers of Bence Jones and nonsecretory muliipls
il Sefuim phokeome. Amal Chem. 2014861235561,

Carbeit NC, Mekmayyy C5. Deleauw L. Chaires JB. Cline-

cal application of plisms thermograma. Lnlity, practical
approaches emd considerations. Methods. 200 %7604 - 50

o Barceld F. Cerdd I, Oumidrres A, limenee-Maco T, Durdn bMa,

Mawa A el al. Charsoterizution of monoclsnal gammopsthy
of undesermined significance by calorimetnic analysis of blood
weram prodoms. PLOS ONE, 2005 hips doi od /10, 1371
pomrmal.pong 0 303 16,

o apl 1, Moezai MM, Felecs T, Redvig K, Lirincey D, Fer-

encr A. Infleence of oidative injury snd moniloring of blood

€1 Springer



A pchinik et al.

Al

5%

1

35

plasma by D5C on breast cancer patients, | Therm Anal Calo-
rim. M16; 133202035

. Memasdee GS, Lethovs TA, Gorgoshidee ME. Kilades M.

Gageliz M. Khachilse D, Lomides E, Monase fulse 1. Rlood
plasma main prodeins stabilidy of patients with ductal carcinoma
in postsurgery perwd Intd Clin Exp Med 2016:9:1338 45
Forence A, Loenincey 1. D50 measaremenis of blood plasma
on patemis with chronic pencestatis and operable snd inop-
erahle pancrestic ulpnocarcinema. | Therm Anal Calorim,
N7 IIT:11ET-9L,

Wiegand M, Bics G, Danidé LD lovestigation of protein conies
of wynovial Buids with DSC in differeni eribwitides. | Therm Anal
Calorsm. 30049, keripsy ol org |0 D00 090000 SOR1S -6
Michnak A, Drrazga £, Popregeki 5. Croba M, Kempa K,
Sadow B [35C serum profiles of sporismen. 1 Therm
Ansl Caborim 101311336570

Michnik A_ Sedowska. Krepa E, Daomaszeswski P, Duch K, Pokoe
L Blonsd serum DEC snalysis of well-mined men msponse io
CrossFid iraining and green t=a extract supplemeniation. § Therm
Ampi Caborin 20 17,14k 125362,

Sichnik A, Dreazga 2, Schisker 1, Popregchi 8, Cruha M. Diver-
mty i athiek s nesponse i swength effon in normobaric BypoLia
Serum DSC stmdy. 1 Therm Ansd Cakorim. 2060 8,1 34-633-41,
Cruba M. Maecryk A, Gerasimok D, Rommok R, Fdos-Croba
0, Zajac A, Golad A, Mostowik A, Langhon 7. The sffzcts of
by pceharic Byiponia of epyEhnopoiesia, matinmal oygen iplaks aed
energy cos of everrise under newmoia inelite biathletes. | Sporis
Sci Med. 201451 H4p512-20,

C B, H. AL, Keires HA, leokembrup A, Hes-
gl Ko M vyl e e e
lmctsme ihreshedds. Ini § Spors Med. 19924 TeS1R-22

. Fiemann E, Olek RA. Kejach 5, Groywaer T, Amiosiewicr 1.

Clarsoika T, Laskowski B. Fivesday whole-body eryostimulation,
Bkocad inManantory maskers, and performance in Wgh-ranking
lennis J Athlet: Train 200 247666471,

. Michmik A, Droacga £ Thermad denaturalion of maciores of

haman serum profeine—DSC siedy. | Therm A Calorim
P LA ES

L Chorell E, Svensson M, Morize T, Anil H, Physical Dmess level

v Meched by aoTations in the Boman plesma metabolome. Mol
BinSyil. 2FUR4 | IET -6,

Allen IM. Mailing LI, Neemifo OM, Moate B, Cook MDD, Whige
B, Hotscher HE, Woods b Evetrise sliers gl microbiogs oom-
posison and fenclion in lean and obese loman. Med S0 Spors
Exerc. MHEDESE747-37,

. Polidori G, Cuited! 5, Hammond L, Langdon [, Legrand F. Taisr

R, Boyer FC. Cosiebhe FT. Shoald whils body cryotherspy ses
s he differeniisted berween women s men? A prefaminary
study on the fole of (ke body thermal rsatance. Med Hypoibeses
Mk X,

Duch K, Michnik A, Pokora I, Sadowska-Krepa E Kiclbod A
Whale-body cryostimmiation impaci on biood srom ikermal
i bon preiides af aliems. | Therm Anal Cale-
T RN, i pecdfcho eyl 140, MR/ DORT 20 S-087 &6-10,

Publishers Mote Sprnper Moo remens neoiml with mgard o
juitisclica el claerms in pubdished meps and insisdons) sfTilialicos,

100



Anna Michnik Chorzdw, 01 062022
Instytut Fizyhd, Uniwersytet Slgski
ul 75 Puiku Picchoty 1a, 41-500 Chioraiw

OSWIADCZENIE

OSwindczam, 2¢ w pracy:
Michaik A, Pokoru I, Duch K, Sadowske-Krepa E, Differential scanning calovimetry reveals
that whale-hoxly cryostimnlation in crovs-country xkivrs can modify their rexponse to physicol
effort, m: Journal of Thermal Analysis and Calonmetry, vol. 143, Sprnger International
Publishing, DOL 10.1007/510973-020-00285-8, Print ISSN 1385-6150, Electronic ISSN 1585~
2926, 2021, pp 255-264 md) udzal polegal va: stworzonis koncepes publikacyt, nadrorowaniu
badat DSC, czynnym udsiake w opracowaniu | asalize wynikow, sagisanin | edyc)i munuskrypty,

AR bemssninsinniinnns

101



llona Pokora Chorzdw, 01.06,2022

Zakisd Fizjologii, Katedra Nauk Fizjologicznyeh | Medyczaych
Akademia Wychowanis Fizycmego im. J. Kukucaki
ul. Mikolowska 728, 40-065 Kstowice

OSWIADCZENIE

Os$windezam, 2e w pracy:

Michnik A, Pokom I, Duch K. Sadowska-Krepa E, Differential scanning calorimetry reveals
that whole-body cryostimulation in cross-country skiers can modify their response to physical
¢ffort, in: Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, vol. 143, Springer International
Publishing, DOI 10.1007/510973-020-09285-8, Print ISSN 1388-6150, Electronic ISSN 1588-
2926, 2021, pp 255-264 md) udzial polegal na: stworzeniu koscepoji projektu badawczego,
organizacji badaf, w tym reknnacji uczestnikow oraz nadzorze nad prowadzonymi badaniami |
czynnym udziale w pisaniv | edycii manuskeypiu.

102



Ewa Sidowska-Krgps Chorsow, 01.06,2022
Katedrm Nouk Fizjologicanych | Medycanych

Akadenia Wychowania Fleycznego im. ). Kokucahl

ul. Mikolowsha 724 40-065 Kutowice

OSWIADCZENIE

Oswindczam, ze w pracy:
Michnik A, Pokora 1, Duch K, Sadowska-Krepa E, Differential scamming calorimetry reveals
that whole-body cryastimulation in cross-country skiers can modify their response to physical
effort, in: Jourmal of Thermal Analysis and Calorimetry, vol. 143, Springer Intemational
Publishing, DOI 10.1007/510973-020-00285-8, Print ISSN 1388-6150, Electronic ISSN 1588-
2926, 2021, pp 255264 mdj udzial polegal na: nadzorae nad prowadeonymi badaniami
biochemicnymi. crynnym wizisle w amalizie badun biochemicznyeh, czynnym udziale w pisaniv i
edycji manuskryptu.

103



5.4. Duch K, Michnik A, Pokora I, Sadowska-Krepa E. Modification of blood
serum DSC profiles by sauna treatments in cross-country skiers during
the exercise cycle. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry ( 2020,
142, 1927-1932 ), doi 10.1007/s10973-020-10162-7

Impact Factor czasopisma: 4.626.
Liczba punktow ministerialnych MEiN: 100 pkt.
DOI: 10.1007/s10973-020-10162-7

Moj udziatl w zataczonym artykule polegal na: wykonaniu pomiaréw DSC, opracowaniu,
analizie i dyskusji wynikéw, czynnym udziale w pisaniu i edycji manuskryptu.

Wktad pozostatych wspotautorow, w formie o§wiadczen, zamieszczono na koncu artykutu.

104



lesama of Theeemal Armalysis and Catorimetry {3020) 18219071903
ittt ol ceg 1L VOO 7/ F0S73-0 20- 10627

Modification of blood serum DSC profiles by sauna treatments
in cross-country skiers during the exercise cycle

Klaudia Duch' - Anna Michnik * - liona Pokora® - Ewa Sadowska-Krepa®

Recesved: 9 lanuary M08/ Accepied: 4 August 7020 7 Poblished online- 18 August 2020

i Thee Aithacsils) 2020

Abstract

The study has evaloaied the effect of ssuns treatments on the blond serum of professional cross-country skiers (3 wmmen
and & men) during two exercis sessions; the firsl without sny treatmends and the second afier ien sauna treatments. Agueoss
solutions of serum samples from the bood of sthietes collectzd in four stapes in both exercise sessinns: sl mest, afler exercise,
alter 1 bound 24 b rest and sdditonally only il rest ufler the first sauna ireaiment. were measured by means of dillerential
scanning calorimetry (DSC). DSC results allowed to register characteristic post-exercise changes in the profike of thermal
denaturation transition of serum. A trend of these changes was simitar regardiess of the use of sauna, but their infensity was
stronger i (e exercie sesson aller the sanna treatments. Tn parncular, the differences relating 1o the use of sauna have
revealed in the hagher temperaturs ranpe of =tum denatiration ransition. Regarding the récovery prooess aller exercises, i

large individual varsblity was observed in both sessions,

Keywords Cross-country skiers - DSC - Human blood s - Protein thermal denaturation - Finnish saang (resments

Introduction

Saung is 8 physical treatment. onginating from Scandinayian
countrses such as Finland. and now widely used throughoat
ihe world | 1-3]. Saunn ireatments are used very ofien in
sports medscine in rebiabiliation and recreation of bislogical
regeneration due o its positive etfect on the body of athletes
{i=12]. If has been shown that snuna iresimends postively
influence the hemodynamics of blosd pressure amd pulse
11, 2, 10, stinvulate sthistes' immune system (4], bhelp to
maintain sdaptive changes to physical effort [6, 7). favors-
iy modulaie heart rate veriabaliy (K], Suppon circoiation
19, 11], improve skeep [91, improve mental health [9, 117,
increase “body detoxification™ [9], relieve back and mis-
cutoskeletal pain [9], probably redoce the nisk of sudden
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cardiac death [0 1], improve Bipid profile [12]. In some stud-
ies; there were no positive effects of the use of ssuna tneat-
meents |5, 13, 14]. 1L is important o prevent any misuse of
the sauna |3, 14).

Differential scanming calormeiry (DSC) has found wide
application in medical and biological sciences [15-34],
Atiempis (o use the DSC method for clinical purposes have
been made for several years | | 5-27). EC profiles of blood
serum, plasma. synovial Huid, cerebrospinal Muad ane very
useful becatse they cun be & valuable source of mforis-
tion sboot alierations in these physiological fAuids cansed
by different diseases or meatments. DSC seems 1o be a very
informative technigoe slso in sports medicine [28-22].

I this paper, DSC has been employed 1o delect changes
in the thermal behavior of blood serum solutions doe o
cauna treatments, The effiect of one sauna weatment and 2
series of 10 sauma treatments on endothermic denataration
transition of cross-country skiers’ serum has been analyzed
and compared. Moroover, post-exercise changes and those
in the recovery penod were tracked in bood serum during
[Wih saie exercise seianns, of which one was before and the
other afier len sauna reatments.
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Materials and methods
Participants

Mine athicks {3 women and & men) well trzined in cross-
country skiing participated in this study. These sthiletes
belong to the national ieam and tuke part in competitions
in many countres arowsd the world. A sty was carred
ot dfuring the irensition phase of the ennoal fraening plen.

All mihletes were informed about the purpose and the
nature of the research before giving their writien consent
to participaie in the experiment. The studies were per-
formed in secordanoe with the eihical standards of the
responsible commitice on heman ¢ L perimentation | insti-
tirtinnal aned natienaly amd with Declarmtion of Helsinki.
The sty prodocesd waes approsed by ihe Eihics Commities
of the Jerzy Kukuczka Academy of Fhysical Education in
Katowice (Certificate of approval No, 272016).

Experimantal

The stisdy consisted of pre-saum (5 and post-saana (SI7)
stages. The athbetes’ VO max, peak HR. peak power ontpul
and HR st individual anserobic threshold (AT (HR-AT)
were determined in the week praor (o the pre-sauna period,
using & praded running exercise sl

Experimenial exercizse test (EET ) was carried oot fwbce:
before | 1) &nd after ($11) 3 serees of ten sauna baths. BET
fesl ponsists of - 60 min runming with the intensity below
the individual anacrobic thieshold, on readmill HAPCos-
mirs Pulsar at 20 & | “C smbient iemperature, 56 4 3% rela-
tive hamisdity and 985 = 5 hPa atmosphenc prescure, in
Reseanch Center for Sports, Academy of Physical Educe-
tiom in K etowice. More detsils can be found in our recently
puhlished paper [32].

Finnish sauna treatments

Purticipanis were exposeid 1o whole-body heating (WEH)
tregrment in the Finnish sauna ot the Academy of Physscal
Educstion in Katowice 10 the afternoon after the part of
daily weinimg sessions in the rensition phase. 'We decided
o stendardize the durstion of sauns exposure rather than
standardize the relative heat stress to minimize the poten-
tial impact on the athletes” daily liseAraining schedule. The
exclusion crikeria incloded acuie resplridory tract disoe
ders, hyperthyroadism or by pathyroidism, and purukent-
gangrenous skin lesions. The average temperature and
humadity in the ssuns room were @1+ 2 C and 15+ 3%,
respectively. A single saune session consisted of three

£) springer

WHH ireatmenis, each lasting from 16 i §5 mun, followed
by breaks o cool down the body.

Blood serum samples

Venous blood samples were taken from athlees ol rest:
before sauns treatmends. sfier | sauRa treatment and after
11} sana treabments which were held on weekdays over two
weeks. Blood samples were always collecied at the sume
time in the marning. Additionaily, blood samples were col-
lected during two exencise sessions: ST—befione sauna treat-
e mnd SI—alter 10 s ircatments in 4 stages: belon
enercise (be), ¥ min afier exercase (ae), aiter | hoof ress(rihy
and afer 24 b rest (r2ah).

Blosd serum samples were prepared using the stand-
ard meihod and kept fromen st — 30 “C wnbil the measare-
ment. Serum samples were thawed & room temperaiure for
showt 10 mim to prepare 20-fold diloted solutions msing the
degassed water. The pH values of the tested agoeous serum
solutsons wene 70 £0.5,

D5C measurements

Differcotial scanning calorimetry (D5C) measarcmenis
of aqueons serum solulions were made osing the VP-DSC
microcalorimeter (MioroCal Co. Northampton, bMA . Two
scans were obtained for cach sample in the empe ratine
range 20-100 “C with o heating rate of 1 *C min~' and a
pressure of aboul 1,7 10° Pa. All iv serum DSC curves
wiere correctad for ihe wiler-waber instrumenial baseling,
Thie next steps wisre normalization for the gram mass of pro-
tean pnd subtrecting the near haseline. An appanent ioess
hisat capacity Cp™ (1°C" ') verses iempersture (*C) has
been photied,

The fodiow ing thermndy nemic paremeters: [Emperaiones
Ty, Ta. Ta) and eacess beal capacities (Cpy, Cpa. Cpa) of
Tocal mixinma, the enthalpy (AR of thernial denataraticon
of seryrm g the wred undes the endothermic peak, the walth
ol peak in its halt height (HEW ) and the Arst moment of the
Arnitee with pespect to the iemperatme axis ( Ty [ 200, 28],

Statistical analysis

Siatistical apafysis was carried oot with the Statistiica 131
program. After checking For normal distribution (esied by
Shapiro-Wilk test), ANOVA with repeated micasvire menis
has been used. Mauchly s 24 for sphencity was incladed
sk u part of the procedune, When the ANDVA results wene
stalistically significant, the post boc Tukey's jesd was per-
formed o determine which pairs of means had significant
differences. It the distribution was not normml, we wsed the
Friedman's test. The level of siatistical siznificance was set
al p S,
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Fig. 1 Mean serum DSC curves: hedore sauna trestments (solid line.
after | sauna tnestmeni | short dois ling ), sier seres of 10 wuna rea-
menis {short duh hnef; the shaded wrea ndded o the solid bing s the
wtandand ermor (SH) 3 each iemperatmme:

Result: and discussion

The thermal denaturation of the proteins contaned in the
blowd sera is observed in serum DSC profile & comples
endolhermic ransition. Al Brs sight, of least two or three
ek can e distinguished in this transition for bealthy peo-
e, depending on the serum proteomes and the solvent ased
[15=33]. Mean DSC curves of squenis solutions of human
ood sera samples collected from participants of our study
al thiree lime poinls (before sauna reatments, afier | sauna
treatment and after |0 sana reatments) are shown in Fig. 1.
All three curves are very similar o cach other and slighe
differences between them seem o be within the limats of
experimental ermor. The first peak st aboat 56 °C mainly rp-
mesents the condribation of on-liganded albumin. The second
sharp peak st about 62 “C comes {ram haptoglobin, the scoie
phase proicin. 1t is not aiways clearly visible. The third peak
&l ahout 70 “C is derived from immunoglobuling and domi-
nales aver the kess intense other two, Every of these peaks
contains comrabutions from other serum proteins.

Averape thermodynamic parameers of conzidersd dena-
turation iransiton & jised in Tshie 1. in sccordance with
whal is saggested in Fig. 1, Cpy and HHW values s higher
wihabe Cpy is slightly lower afler saung ireatments. The vidue
of Tyag parameter is lower after the saumi than beloe wweat-
mends, Surprisingly, the effect of | treasimend seems o be
sironpger than 10 treatments, Particularly. statisthcally sig-
nificant differenice betwaen Ty before siuna and afer |
sauna treatment has beéen found (p=0.017 for main ffect
in ANCWA with repealed measure and p =001 3 in post hoc
Tukey's test).

Figares 2 and 3 show the average serum DSC curves
for four sispes in exercises session 51 and 511, espectiveby.
Comparing the set of curves in both sessions, we can ses
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# manular trend of exercise related changes, but these in
sesgion 11 ane more intense. In the iempemtore moge of
abiut 4560 "C, we see A reductson of the Arss local maxe
mum after the exercise. The excess heal capacity an the
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TemperstureC

Fig. 4 The DSC curves in: be (solid kne), s (ahort dois hine ), L (shorl dasly lime ) stapes of sesimon | el asd B (b)) or seram of the shiele

whose regene miwn process in sessaon I ws deftsed

lempersture of the first local mayimum (567 “C in 51 and
56.5 °C in SH) decreases by 0,162 7 ' =~ (from 0,653
o 0.491 1 g~ ") and by 0.193 1 g~F ! (from 0.703 to
@.5108 g~ ="y in 51 and S0, respectively, This i sccom-
pamicd by @ marked increase in the inlensity of the transition
in the e mperture mnge of about 65-55 "C. The local maxi-
miaim in this lemperatire range shifls from 708 to 74,0 °C
in 51 and from 70,310 71.1 °C in 51 becouse of the exercise
dome; The results of Friedman test showed siatistically sig-
nificand dafferences between the mean Ty values i various
dages for seesion 1 (p-=00003) and session 1 (p-=0.008), The
mean excess hoot capacity at the emperature of the third
local maximum incregses due (o the exercise from 1000
to 1070 § g™ *C! by 0070 1 g' “C™") in 81 and from
098610 11371 g~ T by 0.1493 ¢ O ') in SH. The
differences between pre- and post-exercise mean valoes of
Cps have been found statistically sigmificant (p=0.04 and
p=i1.0008 in session 1 and 11, respectively ). Presented resulls
sugpest that post-exercise changes in s Tom proleome me
stropger after a scrics of 10 sauns reatments.

In the regeneration phase, the return i the iniial shape
has been ohserved for the denstoration transition of serom.

124
.04
_ B84
{J -I}H--
4.
.24
0.0
- 5.2

enae

1t

4 comparison of Figs. 2 and 3 segpests that after an hour
of rest the post-exercise modiflciations disappear in ST ondy
partially, while in S1 practically completely. Additionally. a
alight shaft of the first local maxymam i bngher emperaune
can be observed after an hour as well &s a day of rest. Moseo-
veer, the exothermic sgeregation effect (sironger in session
than in session W), disappearing during recovery period, is
well vissbie in the kempersiure range above 85 'C

Oine possible o planation of the raduction of the first local
maximum may e & decrease of hgand-free slbumin fraction
doe to attaching Hgands 1o albumin molecukes. Albamin with
bound ligands denatunes at higher temperaiures. Albumin
bimcls many substances such as vitamins, metabolies, dves
and drugs [35-41]. Exercises can increase the binding of
various figands by albumin, especially when they were per-
formed after a series of saunz treatments. It is in agreement
with the mwsre intense peak in the range of 65-85 C, which
is mainly derived from immunoglobutins and liganded albu-
mian. It i beleved that exercise can play @ magor role n
enhzncing the endogenous defense sysiem against mechani-
cal and metabolic muscle damage, which may explain the
increased contribution from immunoglobalins.
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I i known that individual metabolism is reflecied in
blood serum prodeome modification, The data collected in
this study showed that aol everyone responds to the exer-
crses in the same way and regeneries al the same lime after
exercise. Figures & and 5 show DSC curves for the athletes
whkise reaction was different trom the one indicaed by mean
DSC curves presented in Figs. 2 and 3. Figune 4 presents 8
typicil respodise to effort bot oo signs of repeneration dus-
ing 1 hoof rest in session 1. Thas athlete needed more time
1o reverse the chanpes in serum cassed by inlense sercises
performed affer o series of 10 saung treatments. Figure 5
suggests stronger than average response o exercise and
despile that very [ast recovery process in both sessions.

Conclusions

DSC results obtained in this study indicate that saund treal-
mients div not sigmfcunty maodify serom densturstion bran-
sitinn. Although the statistically significant decrease in
T Afer | sauna treatment sugpests & beneficial effect of
asuna on athietes, 8 lurger number of biood serum samples
would be required for verification of this suggestion. The
carrent DEC resulis did ool notice gender dependence in
response bo ssuns treatments, but only 3 women and & men
were imvaived into the experiment. An imponant observa-
tion fromm our research is that the DSC method has allowed
i register characteristic post-esercise changes in therml
transitions of serum denaurmtion. These changes we simalar
in nature, regardiess of the wse of sauna treatments before
the exercise session, but enhanced by the saona. A reduc-
tion of the first ocal maximum, conpected munly with the
iraction of ligand-free albumin, has been observed afler
exercose in both sessions, Slightly larger decrease of excess
heat capacity in this lemperature region has ocovrmed in the
cuse of exercise afier a series of 10 sauna treatments. The
second post-caercise effect, also more iense i the exercise
session ifter sauna reatme nts, was an increased inlensity of
the third focal mas smum, connected mamnby with the frscten
ol gamma-globulins and albumin with bound ligands, So,
changes in the athbetes Mood serum protecme, condiboming
the modincation of serum DSC profiles in the sesson held
affer sauns treatmends, seem o be stronger than those in the
session not preceded by treatments, Companison of ser DSC
profiles indicates a diverse recovery process among athletes,
expecially in the posi-sauna exencise sessin,
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Cigermrer: Them & 0 growing body of evidence supporiing (e mie of wiscle-body cryesimmalation TWIICT and

umns - hatsing e tremimends for rolaxamon, meedsl well-being and sevensl health problame. Desqiin chair polar

opposlie wmperatine, boll of S lreimenty cotie with @ dous of smiler Sealih Beneiits, This tudy b de-

ugned 0 compan effrcty of WG and vvem applicaiion on the aihleiss’ respons in ezercie,

Desigm: The biood sampics wore oofiectad from 10 prodessional croos ooonary skiar at four rages: befon ox:

aitis, ifles snerdlem, ol 1-h ooy and Wl 28 hoof meal 6 edilon beloow sad afes 10 theemal (sealssanis.

L] d rcanning cak y (FEC) woan ue] i the of merum The 5

of ERHASTITGD EMAEIGGN Wert COMPaStd & VAFICHIE SO Of el CROCTIME SEAmkOn.

Remdre Prataraerciss chargm in DEC proflas of sfhlads ood senem see smiler in chamctn bot chasly

seriger i the sseon. held after sauna treatmests seed sl:ghtdy weaker sffer WG than (boae in the sexion nm

proceded by trermaent. These changes can be, at beam in part, explamed by the ooernse mdoced increase i dse
encration of oxldised alsimin A moums of sorum denatuoresibsn e ben b pre-etircba dhape hai Baen

chnarvad within s few Bour of ret. 1) suggesiy relatively quick resiorstios of o frection of see-ocidinsd slbumm
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1. Intreduction

Blologécal repenieration renimenls, such @ @una ot creostmibs-
thinn e used bo hedp mBletes o eber suppart the trulning workhasd, o
prevenl the deleterinas sffacis of SErenEols Cxencse and Do IDeprove a
recavery procodune froem bodily dsmage and \nury. Heneficinl efoots of
muana bathing a8 well &5 cryotherapy and arvostimalotion hawve hoen
reporied by many reseanchers. Ssuna Boa valsable elinical ol for
CardbovRsCUlar, aelmemune, hoocant-iRdisied and other Chromic bealih
probiems. " Cryutherpy eifectively redoces sorenes and inflamma-
tiom ay well as stimudntes the body's natumd healing abdlity and immune
furetion, Improves snxiery, depression and mecd disorders, enhances
margicnl recovery.™ ' It is widely used n sthietics and traiming o re-
fhewe aed] treal intenss and chimosic pain associaied with am athietic
Injury and overme of muscles, (endoes and lgamenis. The positive
eflects of whole body cryostimaulation {(WRC) have been proven in the

= Commrmponding muhor
F ol skl anna s=ichmibeiomts pl (&, hbchodh )

trepy el ey L L0180 oot 2000, £ 0453

field of spart medicne."* " However, the e folams by wisich sasna
baihing or erpotherapy oryostimulaton exer physiobogloal, peyeboio-
Eical, and meabodie cffects eequire further research. 0I5 inleresing,
hewt esping thelr polar opposile (emgeratanes, il of (hese (reabmins
eome wiih & Goss of (imilar Reshh benefa The e of conrEsEng
IempEratanes can imarove eament of pain and InAammation, boos
the immune system, improve biood Now and muscie movement, do-
toxpficatinm via the skin and Iymphatic system, mmmnmm
i Firess, and coelerihe PECOVETY FPOm expTise.

Hxposure 10 high temperatere, despitc activaling the ibermo-
meguiatory reactions, con lead to the aocumainton of hent in the hody
anit to an Increase in intemal body iemperature."* = Raising 1he n-
temal tempemiure kods to 8 series of thermoregulaiory reactions mich
ms increased cutaneows Mood fow and the secnetion of swoat, which
evaparation from the skin suniace contributes to the elimination of heat
from the body. In fem, the action of WREC oo the body oo in mwo

Ptulved 12 March 2000 Tscewnd i pevised s & May 2000 Accepaad 20 May 2020

Avaiahle orlze 11 May o
FRES- 23094y ) 1000 Edevier il Al rigis reserved.
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phases. In the firs phase, hest lom is inhibited by sHmulating the
sympathetic nervous spstem.”' This leacly i marmowing of the blood
vesaehs in the dermis and subcutaneous taee, which is accompanied by
an imorease in the msulsting properties of 1he bogdy, but gl the in-

ouygen concentration in the musdes,’” WHC a5 wefl as whaole body
Byperihermia (WHH] have a numbes of valiahle clinical hormissl and
binchesnical sifects that persist after the procedure ™'

Hepeated, or comtineous application of thermal oeatments couid
induce adapiatioes ihnl mitigaie phydiologionl stmin of heai s,
improve thermal comiont and exercise capahilities. Ameong thee pri-
mary patterms of cold acclimatization hers s a metabolic adjestment ™
Hent aeclimation can alier bischemicsl and immune system pam-
meter, which can be reflected in biood plasmasserum. proteome. Tel-
egidw el al " have reporied an increased mate of plasma albumin and A7
G (e albumins o gobilics o). bdcdor ssodsed with e
buflding up of wikler swimmen' resiflance agaissl cold waler after
winter swimmisg. The plagms protein uocentraiiones in the vascular
space depend on protein symibesis and cutnbolism, thelr disribution
between the vasculsr mnd extmvastular spaeces ond plosma volume.
Variation |n plasiis volife ootul freguetily ln fesponse o phisical

A moderate-intensily and sometimes streguoay exercises are an es-
seniiial part of the iralning and offer severs] impoctant Beslih benefis.
However, such exercises [Screase 1he sk of injuries, can wesiosn he
immisne system temporarily, oreass inflammatary process:s snd have
oifser adverse effecis. WBC anil sannn irestments are wsed by athietes
fur preveniing smich effects and trealing muscle soreness affer seercise.
The purposs of this stdy was 1o eviluale wisetber heal Cestiments
spplied befors the exercls sesion modify mblets’ mepoiss to the
effion of evercise asd (he reevvery periol 15 imflementslbon wos bl
off examination of aihbeter” Hhood seram in vinliou stges of oxerciss
sessing uslng the differeniinl scanning caforimetry (DSCYL Recenily, this

has been found sl in the diognosls and monkoring of
dissasey™ " and (n spor medicine = 4"

2. Matorialy and methods
2.1, Dlood serum samgis

A total of 10 professionnl cross-couminy skiers (mpe 23 = 3 veads,
BElght 197 = 11 m, bady mam 72 = 10ky, ¥YOoymax &0 + Bml
min~"kg ") participsied in the experiment Our experinent was
comdmeted during U transition phase of (e annusl ninlsg plan simed
o providing ssfficient recovery while svolding & decrease Im physical
performance. The athletes performed [he sime exercise lests [ — 60 min,
helow HE-AT theeshald - the heart mee (HRY oomesponding bo (b in-
ensity of exercise at the [mdividas] anaerobic treskold (AT) mone
detnils in*") In 4 sesslons: before and afier & series of 10 WIWC (B ath-
heies) or 10 sauna restments (7 the samee 8s in ihe session with WBC
End I oiber phdetes). This tes1 wiis perfioimed 120 aber s WEH or
WM

Dol amples were drowe |8 4 sages of cach seslon: 8 rest before
exerclse (bel, i min after exercise (ne), afer 16 () h) and 24 b (r24 &)
of passive recovery, They wore iaken firom (he aniecubial vein Do the
vaogminer tubes with sitylenedlaminesetmaceic acid (EDTA) and as-
saped for deinl proisin consend using the Blurel methad (Randax
Labamntineies,; UKD by mesms of the Hinchi 917 Madwlar I anatyser. The
electrophoretic separation of progein fmctions: slbamin, a,-, 0y-, f-, e
el r-globuling were made ondy for “he” and "ne” sises wsing the Pully
numated Inieriab GI6 Proteing ENCITophoresss, Semim sumphis wene
mored ot — 2 For DSC experiment, senem senples wene dilued 20-
fodcd with distilled degnssed waber. The pli value of the difuted sampics
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Cusg 7 Therupis 8 57 {3000 JO34NT
was within the raoge 6.5-T.0.

The study was approved by the Ressach Erhics Commities al ibe
Acodemy of Firysical Education in Kaicwice, Poland,

23 WHC mad smuns sreommens:

Pricr to the stard of the experiment, ench participaal was examined
by o pivysician i test for any coniraindicai s againsi cryesimulatiog
o saunh. The stisdy was carried oul durkng {be tmansition phass of b
traiming cycle. In the fimt of two cxperiments, the subjects were ran-
domly amigoed to one of two methods (WBC oo WEBH) used in iBe
hinlogical repeoemiion. Beiween implementing the second method
{different than the one they used enrdier], the sibletes participaied in &
Ermining proces typical for (he preparatory period. The lreatmeat ses-
sions ok place once a day for 10 consecutive das, eacioding
Saturdays aod Sundays. The exemrise test was performed 12 b after lnst
WHH or WHL

Cryostimulation sessions were performed in o oryo-chambes Jocaled
in Upper Slesian Center of Medicine and Rehabilitatios s Eatowice
Earh sesxinn of WBC performed af temperature — 130°C lasted Tmin
Entry tn the cryo-chamber was precedsd by a 30eecond sdaptation
period in the vestibale al a temperature aof —&0°C. Exclasion oriteria
treabment was hyperlension of ofhet contraledications, inclodisg in-
folerance 1o cobd, skdi chasges pusgangresasim, hypothyroidism,
loral hlood dirculation disorders, use of certain drugs, classirophabis
fest o6 cryntheragy irealment.

Finmish sauns reatmenls procedire was curied odl in the ssans-
chambes localed in Ferry Kubuorka Academy of Miysical ESucation in
Kntowice. Each of the ten tresiments consisted of repested cyrles of
exposure b hest ond cold Esch lime paricipants spenl 8 ot of
45min {3 = 15min, separmted by two 4-6min showess 10 ool (B
body ') 18 Eana (8h avensgs lemperature 8t face haighl 90" £2C
ail avernge relative humidity 12 = 4%, Exclushon crilefia Hestment
b0 uskng [he Saumn were acuse fesplinlory diseases, hypenbyroldiam or
Eypodhyraldien, purslent-gangrenous skie ksinem,

29, [Wiferensial seannmy calirmery

DSC measaiements werd perforesd using the VP DSC MiornCal
instrument (Morthampeon, NA) |8 e temperntire range of 30-100 °C
wilh the hisatleg pais 1 °C min~ ", A constanl presure of sbout 1.7-10°
Pz wad exerted of the liguids o the cells. The calorimedric dads were
coimecied for Be INMnamentil baseling water-waler, [SC Durves wene
Enrmaline for the gram mas of protédn snd nexl 8 Inear Besefine was
mibtracied. An apparent excess beal eapaciiy Cp™ o T g~ ') versis
temgweraiang [CH has been plotied

The Following parorseiers of the observed endethermic tmnsition
Eiave Boen delerminsd (e iempersiane and excess heal capacity st
magimum [Ty, CPgl, the enthalpy (AN of serum deanluratin (caltu-
ltiedd s the area usder the endolbermes peak, expressed in J g U, the
wdth of peak in #is half helght (HIW) and T (the fist moment of ibe
thermal tmnsicion with respect o the empernure o).

24, Seysitcal analyi

Stacistical nnalysis was performed using the Saatistica 17 software
For all mepswes, descripiive  sitisthcs were  calcubded.  The
Shapro-WIR test was msed o check the normailty of distribations of
the studied varinbies. The homogenedty of variances (2 annkyzed groups
waas vertfied by Leven's test. A ane-way ANCOVA with pepented mennares
Fnlirwed by Tukey's pos hoc test was used fo compane volues of mean
parsmeters obindned & diferent snges in the sume exercise sewion, A
Maechily's test for sphericicy wis included o5 0 pan of the procodune.
‘When the dota dicd pat (alifll the assamptions required for 8 perametric
iest, ponpammatric Friedman's ARCVA test was applicd. Smodent s-iest
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Temparature | °C
Fig. 1. Mean DS curem of seram beiore exmcisn {“be” - molid bk ime] sed
after onreTis (0 The yeeson withoe! Sermal oeaiments Foe” - desh greco b,
afer [0 WBL tromimienis = me ] 0" - doi bl meband after 10 sromn sreronosss
[*mel0e™ . dash-dor ped linel: the shaded ares & the viandard orooe of the me
(EEM]) on earty temperarure (gray for <te”, green for <= omn for “a=10c”, pink
ihr “ael 0" Turves ). {For muerpeetarion of te nelerences (o ador in s fgeee
iimtinn. the readar s reformed in e wobs version of this srticls )

was ard] in comqET pArmetTs & ihe sme sge 6 exeselse seslons
alter WHE, and sauna treaimenss. The two-way ANCVA was pedormed
U eyamine (e nloemod of “ferche”™ and “EENDTENIT on pidein
fractions In serum Saring varoes sessions. The level of sgniSonce: was
el o p < (LOA

3. Remules

The enmpiet sndothemic raesition shserved on e wram DSC
carve in ihe emperature mege 40-90 0 nepresents the welghded sum
of denatummiion of senam protelns. Such peofiles have heen deseribed
and clarifod by us ssd athor sathan in previons meports = I a very
stroeg simplification, for lower-iemperature transition mnge the main
codribalion b from albums while for higher=Rpemiure [rom &
munoglotnadins. 1t should be mentioned thai, even im healthy people
ihere mre some differesoey in thess profles, depending oa the sl
wsed] and ive pH. Mean DSE cxrves of serum from Moo scqudned before
exerrise and after exercise in sessinns without thermal treatments, afer
10 WBC treatmesty and afler 10 smena trestments are compared im
Flg 1. Clear decronse in insensity of DSC curves In (B iempermiane
ranpe 50-6) °C =nd an iscresss in the mnge of abom 65-80 °C b visibile
afier exereise relative b ihe siate befone prercise. This effect B stronged:
In ehe exercise stssbon niber @ana ireaimenis, wiich suggess thai
mwiinn tresimests increassd the ffort nvolved (o exsrciaiog. [SC turves
v W Fig | wigkesl also thal WL mreatmaits slighrly weskened
changes i biood serum, being the soame of the changes oheerved on
DEC curves. Fiz. A and B shows that mean DEC curves of serum affer
1h mnd 240 moovery mne sinullar @0 “he” curve, S0 changes camed by
exercive relstively quickly disappear.

Hesislls shows (B Table | indicste chamges of farsmebers of (&
analyzod endothermis iransithon siter exerciee aod then thelr erum e
pre-exencie vidoes after res. Regerdless of applying heal trestmenty
hefode the exerciie segsion, sh (Rerersd of To, TR, Ty BN & Secrome
of HHW have been observed sfler exercise compared fo bedore ex-
ercise stage. With the excepiion of Cp., and Ty, commresponding o ke
weEElon afler W reatments, dlFerehoed berwesn campared mean
valnes of these parameters hefore and after roercise have been Soand
statistically significasd Signifcant differences have been delected
hetween the “a¢™ and oiver stages of coercise sembon withour thermal
treatments. for Ty, and Tey (p < 00001 n ANOVA with repested
measures asd p < O] In Tuley's pose hoc tesk far buth parameiers),
Cpg [p -« RODOT I ANDYA with repeated measanes and p - (L01 n
Taksy's post Aoc test) and HHW ip < 00001 in Friedman noapara-
mefric ciRk Afer WILC reatments such differences have been fouand
significant oaly for T (p = 0001 in Fricdman (est). Sigoifcanily
hEgher O o T, values wete observed at *pe™ stape in session siler

Camparereary Thoges i idsiore 11 (xR DAMHET

3 40 S} 60 T B3 B0 MO
Tomparaturs G

Ko

M & 2 & 0 oK 0
Tempaalre [ C
Fig: 1 M D5C curves of serum afier Ih (A snd 24:h (B} secovery In tha
sramion withoot tharsal irconmenia (desh: green Tiel, afier [0 WS irmnsaniy
(dad blu line} and wmer [0 ssung oestmey |daah-dat red ling ) & CHnRanss
with bafiifg cEoriss oarve ("be” - salld bisk Enel e ihads] amd oo he
simmdnnt eerow of the mesn 550 ai osch emperssors (dhown for “be® and
“writhea reaimen” oervel (For Esegeesacon of te neforenee o color in
i Mgure ccaten, o resder W refenred oo the web vanilan of del anich. )

fauns Hestments in comparison with WRBC (p =~ 0U005 and § = 000,
respectively in f-Smadent est), Annbogous diffenrocs persksed after 1-
b recovery period (p = 001 and p = 0.1, respeciively)l. Thess pars-
meeters differed significancly from thelr waloes 81 ocher slagpes of the
sexsion afler samms trestments (po= G001 for Cp, and p = 0015 for
Ty in Friedman test). As indicatsd in Tabls |, excinding the session
after WEC, HIW valied were WET Al "7 ELEEE I e
fatjom 10 others. The enthsipy of snem denaturmtion did nof change
within the Himirs of expertmentsl error; thereioe, i was oot sherwn in
the Tahis

Analyss of biochemical dats (Table ) showed 2 statissically sig-
mificani inchease in 1etal prosein (TP after exereise. This increase i due
0 an Increae In albamis (po= 0.001), a-ghbadin fp = 0041, as-jio-
Barlish (= (0001 J, sl o, <plobadif {p = 0.003) levels i *ae pelative b
“he™ wnre {dain not shown), Tlosever, oo significan ddfference berweon
these two sintes, when considering the % of the protein fmctions: in
serl (peosenbed i Table 25, The pepteniage valued afe lo6s sl live o
changes in plama volume iBas absalole yalues. The resulty of the
simiistical analyss of these dain showed some significant differeoces
oaly for (he fscior “trestment™ higher % of albumsin sfer 10 WBC in
comparkssn with “oo treamments”, lower % of B-globuling and higher %
ol y-globulins afler ssuss 0 comparison with WAC treatments.

4. Discmssion

Despite he cpposite diprction of sEmpersre Changes Indueoed i
the body during treatments, both consicdered thermal methnds, WHBC
anad sauna, are weful for exhancing humsh meisboliom wed am effec-
tive im ecovery afier exercise. The exposure io the exirems cakd tricks
the bedy o thinking that | is in Bypotbermia, cauing if to increase
the metabolic rEle in oder 1o increase beal produotian 10 protect e
care of the body. The sausy treatment also imitizies an inoease in
metabolic mte which lusts for & few hours sfter lenying tie ssena. It hes
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Wi LB 0580 = G0 =) =18 700 = 6T
Lr ] LI TE R £ 0990 & (uile ¥F =06 A0S = 0T
" ‘M1 TMmET TIAT 2 Ai™ LT T AT = 1™ 6A.05 = LB
WEC T1A4% oA L O3 = 0L FILE S 7.7 = T8
i LA o LS8 = GuisSsE" FERER N o AN = 0P
“rih 0 MR TOAT = D45 LiWE = e b= 13 LLNTE L
L= TOAS T 045 [E BT F LSRR CLRER LT
aana TouT = ial B3 = iaa Ed=nl? GRS = i
“radn ] TS TUSAT & 023 5 = il Ei=13 &L15 = aF%
WRC AT ¢ 013 058 p ol HE 3y DR 6,0 ¢ OTH
ki rFazore 0 = H.r=nd B5.F1 = N4

an all idir imgus Of e e sIerties e

* Hegarding t= 4~ ﬂldh_-—'q AROVA with epenied memures [iolioress by Tokey's pasrine e or Friedeon sonpursmetre st were emphrred:

been sugpesied ihat suma bathing eshances elimination of oxins from
the body a8 a resull of oreased swenting. ** 1t can be oxpecied that ibe
acceberated metaholism oueed by thermal reatmemis or phyysical ac-
tiviiy in combination with thermal treatmmenis will be refiected also In
oo and bloed serumplasma. 'We amemed that e application of
[5C technigue ean exhibit chanpes in serum protecme connecied with
this modified metabodism, [%5C profile of blood serum o plasma is @
composite of the demsimration behavior of each of the component
proieins weighied aoconding to thelr concentmiéon within these ply-
winlogical Muzids. [ i sensitive o isteractions between major abendam
proteins, ie, albamin, immuooglobuling with peptides and other -
pands™

The effect of whale-body crycetimelstion on blood serum thermal
denaturation tmesition for profesional crosscoundry sery was -
ported by & oot nng ago."™ " Mow, we have tried o compare in a
smilar way, effects of WBC and ssuna treatments oo the cost of effor
during exercise in the same goup of athbetes. The primary finding of
the present study is that & seres of 10 teatments applied beinre the
exepcise seqsian, in the case of WBE slighitly weakens, and in the case aof
mann clearly strengthess (B observed responss to the exercise. Post-
ekercie changes in DSC profiles of athiste's biood serum in the seaion
lerld after saumn hreatments are similar in character but stronger than
thess I the sessiin ool preceded by ireatments. Inlsrestingly, ssifis
trestments alone do not sipnificamily modify serum denstursiion ires.
iion. S, only in cosjusction with physical enercies, the eopscus
Il exposire has similar effect on the senim DSC profile as the epencise
Piseld, The ides of Such sydersy (5 consispent with recenl daln suppesting
thad A coenbination of regidsr physical scrlvity and ssums baths confers
subsrantial risk reduction for sable cardiovaseulor disesse compared
wilh each madakity alome. ™ It b also In Bne with the mecent results of
Eetelhut & Kelelhut™ showing that the stule beat exposare n ibe
miumi is & burien comparable (o moderate physhenl sxercise. Similarity
Deefvween (he positive effects of sauna amd A moderate-inensiry physical

exevcise on MNpid profile waa indicsied by Goykn et al™ b was aéso
noied in piher research that alibough the sauma {s most commonty wsed
a5 a relamation freatment, some of the changes oaascd by such extemal
heat siress age similar to those cbiabned after exprcise-associind in-
bermal woress " "
We muspect that one of the couses of posi-eoercise changes observed.
In our study may be oxidative probein modification, Oxidation af pm-
teins, which are major tagets for oxidation, oo give se o Thelr
conformstianal charges and unfcdding. """ Varous fypes of exercises
me thought o pomaie ibe genemiion of reactive omygen species
[ROSL These exercise-induced ROS are potentindly defrimental to
mmacie function and lead o muscle intgue and muscle sirophy. How-
ever, 105 produced during exercise also have positive effects by in-
Auencing cellular processes thad bkead o Increased expression of amti-
nxidants,™ Bath very low and very high temperatures are onsbdered 6o
be the emyarocmental incioes 1at couse oo iporeased generatian of ROS
in the human orgamism. Suticowy ef al ™ hove compared & singie WEBC
procedure versus simgle dry sunn heth on the oxidant-sntingidant
equillbrivm in the blood of bealihy men Their ealds revealsd thae
ervotinsulation Eaduces an incresss ia the production of ROS in he-
mans which & |nsufficient io cause oxidative stress bl eoough 0
trigger bensficinl antinxidant processes. & single dry ssuna procedure
vt foand 1o have o similes sffect. Zinchak asd Fhadelo ™ who o
posed athledes i a single nod repested sauns bathing sessbans, sy
mlapiaticas

profeciban via NOWdependent procosse, witheh can increase the athbees
iy pesistance to various stress |nducing fsclore. Pllch et al have
repacted thad the ose of saums induced o shifl in prosoxidsne-ami.
uxidant balanse lowanls oabdatlon les Intensively Im (be athlstes
compared 1o the unirained men

The predominnnl serum pobein s aldemin. Thud e fee mdical-
mapping activity of ssram B largely Oue o serum sfbimin. The

Tabde T
Muan [ = SO} bochemical jpainmeten
OO ITRCTIE L Ll
gLt A - 1id [CE R R WmF=ald aE =34 Frbz id L E3 %
A (AL R Sl x 14 Shd = B3 Bl =18 Bl LE ¥11 = 34
.
- GO 11 =04 iT=a% 1 o= 0% 13+08 in=md TR =0
Ly GNPARL 184 =LY T34 = % LNEEL A ] ILA = k5 ILr+ 13 18 = L4
Por-ginbizlian T CE Ry L] LTS ] as ris LR LLEY ET & 0T
- lcebad 1 531 = e STz 18 5Tt AT ET RS 47 = as LS )
- EAHE Irix3& bS] i4%= 112 5% =14 T ES NI LEERT]
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oxidotion of seram albamin csused by oxidotive stress following ex-
haustive and demanding exereise has been repored by Imal of &1
Thesefore, [t seems Ukedy thst the observed clear changes b the shape
‘of the desaluration tranaithon of athkstes’ Blood serum after the exepciss
may be relsted o this process. HAroschi et al™' pesulis confirmed a
thermal siabilisation of albumis saiclure wpos adidstion. Sigaificant
difierences between DSC profiles of axidized ifrom foc] segmenial
ginmerulcsciornsis  patican) aod non-oxidized albumin bave been
found. ™" DEC profiles of the oxidized m wew blood plasmas from 5
healihy voluntoer have been mcently presemied by Tenchov et al
[Flg. 7 in 34]. The trends of shown oxiiation-relsted changes ane si-
milar io psl-caerchse changes observed o our experiment Accoading
i resulis reporied recently by Goeobets el al.™ regasding denatirmtion
transition obeerved in DSC curve for slbamin, Be ower-lempe i
pattion of the endotherm decrenses while the partion of the higher.
temperalure sndalhemm increases upon cxklstion of slbamin poleciles
Tha, post-exescize decline of the intenséty in the lower-bempernturs
part of serum desaburation tramsltion sod on Do of Cpy. recorded
In curreni stisdy can be, af least in part, expiaioed by the increase In the
conceptration of oxidized albumin A contribation (o the Do
past-eRerTise value of Cpo, esporially affter swns trestments, may akso
come fimm wgiobulins, which % conienl afer WHH was higher in
comparison with WHC treatments. Fowever, [t s worth noting that no
significont difference has been foosd In the % conbtent of albumin xs
wiell s odlver protein fractions Detwesn pre- o post-=nefcise stabes.

Redatively quick returs of senom denaturation irassition 1o prees-
ercise shupe suggess the restofstion of & fraction of Nod.ouidlzet ol
Baitsin mclecules within o day of rest, It apres with fenibs repatted by
Lamprechi et al ™, ihat afier the exerciss i=st Buman mercapsalbumin
[HMA; reduced} was primarily axidized to iis reversible imction homan
noomercaptoalbumin 1 (HNA]) ond 30h were sufficient o recover
plasma proteins from oxidative modification. Additionadly, oxidized
afbumin cleamnee (0 the body is more mpid companed with reduced
akbumin.*

DSC denaniraiion chamoerstion of samum solullons hive demaon-
sifuledl specific posl-etercise changes in oll experimental sssions,
alighily weaker [ [he sssdon afier 10 WRC trestments aad signsficantly
stroager siter 10 sawng Iresiments (han in sssions belbre o thestrvent
cycles, The main findings of the currend study indicote that an exercise
performed by athbeies afier & series of sauna treatmends lescs i greater
modification of the blood serum proteome than the similar exencise
during the s=sion preceded by WRC treatments.

DSC coukd be o usefal ool in the detection of ibe changes in ath-
letes’ blond serum (o respomse 0 exencise and choosing appropringe
[ERCTRETRIRN. [TEMMENY (M SPOrs mbning.

Practical application

This stisdy b ome of the first fepocts lo desctibe wilh caloebmetric
approach human body's rsponss o exercise afler o series of oryostl-
mudstion or suna treatments,

Prodanged use: of WRLC or samna before an exorcise sewion accord-
ingiy weaiens and cahanoes the athicte’s response 10 effon. Excessive
imeTease in the post-exercise response, additiomally enhanced with
mana treaiments, may be dangerous for human health. However, a
cycle of smna reatments before an exerche sssien can help increase
the efficlency of adaptive changes to physical afor in people who o
In good bealth. 5o, combdning sauna baihing with regudar physical sc-
tivity is &n abmctive opilon to snhance exercise-relsled bealth oul-
comes, i esed sensibly and with caution.

Overall, thess findings are imporant for exerciss paysiologists, -
nesy prifessionaly, and others who design exercise programs and preo-
maote physical activity in the adult papulation.
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Blood serum denaturation profile examined by differential scanning
calorimetry reflects the effort put into ultramarathon by amateur
long-distance runners
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P ity e eyt

Protew, theml deawraanos
Lirammarnhan nax

The bmpest of paneipalon mothe ulransates on the health el meaial aul plneseld oxuiltian o vy
compien. Undoubendy, exercie boangs many bemetics bor alss arrobves heabih risk: Especiaily such an excoome
wifint o the ahe szsoctaled with Boicuad e ltanasthen nm, can be lsgeious o e heallls of the gaiser
Wich tha vansny of pormbes BLOMaCkery of SXCEmony ngue that reann heait a0 DfF 3 JoeEcon e which
o them are the beci s wiuch shoukl be consularsd i amatey;r long-csriance rumer showng pastirularly ligh
Einiduad - In chis sy diSerenial seanning exborimaery (DS boc been applied o show te orecdl
sfiecs of the 1.1-h mum oo bloos! sera of participaniz. Serum ssmples vwers obiained from e botd of o male
amumor lonp-distnes runnars, sollesnsd balors and oty sioer S e Diines) chonge in dol shops of
[EE curves: have bewen sbeerved for serum. afier Snishing the run melaove o pre-ace um. Soisbolly o
mifieand Jifsrensi ba O, g “Dafore™ and “after” ultrasorathon runnisg Bove Bees Sl e porsmecers
of che endothermnr Tanmbon Ewocizoed with densnranon of ®rum Eocema. AN DHTRISE [0 the tEmpeTanze
ifmos 700+ 0 0ea TEE £ 1.0 Chand excess b cipaciny (from 08550 = 0300 w0 1102+ 028 Jg-1 "C-lim
paak moximom che ‘entualpy of senen denaruranon (rom 18,55 ¢ 853 200 +$.u].l:'|::umrm:
sooment of the thermal Bansition with recpect to the temper shite (o the vaee af 870 210718+ 21 °C)
s been cbesrved. These resuls show 3 clsar Swpact of nesneng an siramorathon on the partorpane's blood
s=ram.

1, Inmroduietion mnie interestng for eelentifie research. Ultramarsthaners are & group of

athictes that has boen hitte studind in berme of the plyssology of neteme

Ultramarathon mm is o umigoe sport that ho: been growmy m
popualaniy o recent years. An ulbmmarsshon ran be defined s amy
running performance lasting jor Jomger than 8 h and/or bonger than the
classical marathon distanes ef 42 195 km (Koechile aml Mikalaule
15, 2010; Scheor of al, 2020), Although the long distance puts bigh
plymcsl demands on the ronmmer, the popalanty of wlbramarathon
partcipasbon mcreases plo among amateur athletes. It 2eema obwvipus
rliat siaely ears foavmis &l fiais 85 paarsrhens G wlbam e st

wmummmmmmm
but extrn, g conclumone Fom
mmmmwmhummﬂﬂmﬂr
enviresunental factsrs moch az & heat o humality can affect the ther-
moregulabory amd metabolic rerponses of lonyg dstance numnem
[Beabrirpes ooy ef sl | 2020), [Rbresmarsthonen differ from mame-
thoners regarding enibropomestry and troivdeg {Fnechzle amd Sikolade
211 5] Ubrsmarsthoners sre aliler (e sversge age af an ultrs endur-
nivee sthlete 12 45 vears) and kmvr a larger weeldy trazung volume but
um muore showly Jdurmy taimne compared to marsthomers (Hoechtls

ek et

Ergal, smme—ia losibon oo com {4 Kaefbans,
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A izt o wl

sl fekalzale, 2000) G0 far, mest of parbopants o ultramarathos
ovents were male.,

Geveral revvew papers and artickes provide o boeef overview of the
recent hiersture ansd tremds in ultramarathon rumming andd present the
current tkate of knowledee on the topic of phvoolosy amd pathoplnm-
ology of voch extremne efforts (Enechitle snd Nibalnidie, 2008, Spittier
l.I:hJ"'Ilb-! i, "ﬂl‘il'TL..rl 201%; Martimes oo £ ol 2000], Fysie.

1 1, path gieal, o portalbals i e alirs -emibarsnes
mhnbumﬂumﬂu "‘—ll:hl ateer st
athan partisipamis [vesskiswics = al M E:p-.;u_-'n = al “|:||='
Hoppel ef al | 2076} There iz a Lt B
Wﬁmﬁmmmﬂmw
ehalesy, phyei = aitd eqrupenl (Hod
manctal | 004 HllFInlml "|:III" L Enechile, 2017) Gowrnibsats alie el 12

Mﬁemmﬂﬂummmmrﬂmnﬂ
preparatory perisls | Waskiosrses o al, 20050 There o sl Emabed
endersanding of the porchological charscterioies of ultamarsthon
[aREE.
Aramarathoners are prooe to numerous ildnesses o injuries,
witich roge fom minor dion breskdeswn to rudden death After extreme
ing effoct, the development of the Arute Kidney Injury (AR often
appears (Koo =t al, 3015). Acconding Sputtler & Oberle review article
| Bpikider pesl sl 151;memm¢mmm
mml W S0 ey b th'\!th' Ll (! i

dowurned of Thermml Beology #9 23021 1 08008

=013, I01Ea, 2010k Cuapovits il 00,
200 2, 2010; Fekrrs ot od |, 200 3; Micdduh et al., 2003 Barceio et ol , 2015;
Kiknlichwils 2 al , 200 5 ¥romoew ot el . 20) 5 Egdre-Frodik er el 207,
Tenehmert nl, 2004 Wiegand e al , 201 & Antonenn o el 200500 Dande
el al., 2000 Permner, 2020) Adberations I SEFEn probein conkenit,
changes in the proiein stroctare, changes in probein denaireation teme
peruture due iy s ligand binding or proteinprotein interaction lead to
modifiesbioes af the seram best sspacity profiles degeeted by DEC. o,

the efects of extremely demanding phyzical activiey during eltramars.
than rurming shoald be refesbed m semm 0GC peadiles

o TimSimirsi % @l

2 Materials and ictbods

21, Partcpants

Ten male amateur fong-distance nonmems (mean age 520 + 6.3 vears,
by heasht 1768 = 4.9 cm, boshy masz 738 + 6.0 k2. weckly soneored
digtace 57 4 4 22 9 Jan, runing ustery 7.3 < 2.2 yeam) were pecrai bex
from participants in o | 2-hr mes argnedeed by the Munscpal Spoms amd
Becreation Canber and the reerestion s sparts elub TEEF “Jastzab™ in
l:nthﬁl‘ph{!dmd] All s weers non-omckeers and diid oot imbeesd
te uze m-duuah! mnaigesice before and during the roce. They

eoanpdeted a on their fienl snd tresning histery amd
WWM-Mmmmm&qu
about the eap kal 3 The shadly prodecal confarmed to the

ﬂmp&uﬂﬂﬂ:hmmlﬂ]muﬂuﬂﬂ'
Helsinds and was approved by the Efluce Comumumbier of the Jerzy

Mﬂmnoﬂrmlnlﬁﬁmdﬂm
thew fimusbers seom to have a hrpovolmess plvsislags rosponse dnag
mafuration. Sodiom imbalanees may be seen in ultnenduranes sthiletes.
Geveral reviews have eveluated the effect of bydration stahe on ultra-
‘marathes rusming | Costs et nl | 20 4, Holimes of al | 207%; Bade et a6l
Z015). Ultramarathon rumners may develop varyine degrees of both
h}m&plmﬂhmmtwﬂ.wmm
euhdhjpum:l..' dent oo event dursisen, asd ertal
, the i d for wabter snd cloctrelvies iz an
T uith dhlete Proper menagesent af hydration
ie eritical for both performance anul everall health in ulirsssrathos
FAnALRE.
hlultiple shidies haer cxmned peedictor varables for encoesshsd
ltrmarsthon mumune pecformmnos (Korciitds ot Tamsls, 3015, Cnates
rt al 2020} In recent years, sttention has been green to the effects of
ppng on endumoce performance in neners (Koechde of al | D013
Lebyim, 20768; MNikolmdis ond Foechife. 3020). o penenl, spe Z3-30
yewrs, low body macs madex (BAMIL and low body fat mre comsistent
predicenre of better sltremarathon performemes (Sportler and Obesle
Z019) Contidening changes im blosd mwephology snd  chooes
bapchemical parsmeters in uliramaresthon runners Jastresbedl s2 ol
(205 bave conchaled thai cegan Jdemage and negative metabolic
changes during a |00-dun nn oceurred mmilarly in partsipants e
ﬁﬁmﬂuuuunhtﬂ#wrmn
In ks stusdi o i Jox w [DRC )l ke it b
mpm:ulnlmmmhhhﬂmhﬂ:mn:ﬁh
durmng extreme by demanshing 12-k of neaneng. The thermal denaturation
profiley of scrum proteine have been momitered bofore the nan amd
mmmedsately after fnching the ultramarthen. [t has been lrpotheszed
that DEC best capacicy profiles of blood seram protecsme would be
chaneed dioe o thas exirense phymcal hbgoie The DSC techoigue pro-
ﬂij.kh-hmmwnmﬁﬂhhﬂlm&ltw
hanges of phyziclog M{me
Heid, symovial flmd) = ah ply wical responses in
leealrhy asd disesse (Gaslsear =r gl J000, 7000 MWisbsuk 2t al

Bl =l

mia,
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Fabisczha Acadeny of Physical Bducation in Estowior [Polamd)
22 Sandy predocsl

Thee run took place betvween 7 am and 7 pom.. on April 249, 2018, m
Ii.muflwhliﬁ.l The romtestats were requured o cover a or-
cular rewte of |0 kan 8s meny times as they coukl. The svernpe dictance
covered wes B4 73 = | 297 lon with an sverage speed 79+ .1 kmh E
Thie ambient tempernture was 24 + 4 “Canl relstive homidiey 46 = 2
The ronners ingested carbohydrstesrich food (ssndwicher, cooloes,
truits, amd rarbobydrate energy bare) every 90-120 min and Aoids
{water and epert beverages] svery 20-25 man Juring the run

23 Bleed serum samples

Blooid mmpbes were obtaned | b before the rummung (jpre-rund asd
ummesdintely afer fGnichang the |20 nmnng (poct-nan} ko tabes for
soparation of conum (BD Vanstaener™ Seram Tube, UE) aml then they
were allowed to stamad for 30 min for blocd to clot befors serum was
separated. Serum was stored Brozen for analysis &t - 20 € for o period
content war sscayed wning tee biuret mvethod (Randox Laboratories, UK]
by means of the Hitachs 917 bodular P analyser.

For DSC experiment, cerum pamples were Jiluted 20-fold with
distilled de-passe] weater The pH value of the dilited pampdes wis within
the range 6.3-7.0

24 Differeanal sedmnng calarmeey

Do wese perh i wsing the VP DSC MaereCal is-
ﬁmmmm:hhmwdﬂ—lmc
with the henting rate | “Cmin . 4 constast pressure of about | 7-107 Pa
was exerted on Bhe hguids m the cells. Duplicate ooams for each sample
were collected The calenmetne data were commected for the mstre-
mane of protem and next o linear baseline war maberactsil An apparent
exeess heat eapacity Cp™ {10! g ') verous temperstare (“C) has been
plotted.




A Misknik o al

lave bern del I: the temg mnl cacem heal capanity =
s, (T, Cpn), ik enthalpy (AH) of senem denstumbion (caley-
lated ss the ares wnder the endothennie pesk, sep diw J g b, the
wislth of peak m it hadf bevght {HHW) aml Tre [ e fint mament of the
thermad transition with respect io the temperatore oo {the formulbs @
g e mn (Michumh of sl 2008 Shiched ot wl, 2000]),

25 Soririsal enalyia

Statistioal analveiz vas prrformnd usmp the tatstes 11 mitwam,
For all miensuree, descriptive siatistics were ealcul "rhﬂwm-
Wil best weas ueed bo cheek the liny of distribroiians of the studi
rﬂh.mmﬂmuwmm&w
of thermal denaturabon transition before and after the altremarathon
renning. Peseon's comelshon cosfficient (r) was foomd to desoribe the
Mm&mﬂhmmm
rpoed. sl sevem € d bt . The levrl of agb-
canes war pet ot p < 005

% Resulis

Fig | shows the mean DEC curves of bload serum esllected Bam
mhg-ﬂmnmhmﬂ*ﬂmﬁ
! by } om the seram DS eurve in ithe
mm»ﬂltm&nﬂm“#mm.
Arsamung there e no sipnaficant antoractios brtween the /erum pre-
mmm;ﬁrmﬂmmﬂ#m
g be thelr mess 1o salution (Darbet! of al,
“:r:rl:-l. ]Inr!'tlkh_up:qﬂt nﬂt:pd]ﬂ_tn.-iul:h:_umu
chemscal smil experimental coniditions are sismilar. The typical calem.
meriric profile of meram in agueous solubon wsually exhabiks 3-4 local
ez (Wil ol 30403, 2000, 20300, EA0h; Dach et sl 2009,
W) The first peak (or chowkler], at about 58 ° ¢.mmﬁhr-
wan-ligated ferm of albuenin, the most abwandanst senem protein. The
seeoend peak wi abeut 83 °C | pomsetiemes prvisshle) b pin souses o the
depammration of haptoglobin, the mewte phace protein belonging to the
Mr:ﬂnhlhﬁmﬁuuﬁrﬁ:indpd.llhmﬁ €, frequently the
B h i m] . P d
Ln.uumqhhi.llmtulhw.lﬂ‘! ‘C the fourth peal (or showlder) i
romettmes visible It repeesents confributions fom the O3 doman af
imnmamegbobufin 1gG) andfor tramefarrin [Garkei 2005).

The sheape of mram DEC profile vmble w Pz | for ultcsmarathon
ranners before the run has the charmcieristics of a profils obeereed for
healthy pople: The compariaon of DC curves of sess bekre mmd after
Bpishing the 12-h wul Alsai g ebearly shews sigmificass

1,24

40 50 60 70 B0 B8O
Temperature / °C

Fig. 1. Mean DEC curves of serum basooe (ool Bbiack linel amd aher wim:
marathan MIming Jo0r ml et e chaded =res i e coanddard] emor of che
wimnu-ﬂw{prtr'w eyan for “peatrun”)L (For

: af the rwf 5 coloor 6 e Bfure legesl te ek i
referied o e Wb vermom of this anticle |

Smcarva wf Tharvead Biclagy 39 (30711 308012

i Thx shults ds figher bmng and itz
thpe:hmgudu:htkp-ﬂ!tﬂu'l 12 8 long, eelsusiing run. The
i e ity of the b in the lovw.-tempersture range

mmlnnldmdmhﬂﬂhmtfﬂhlninﬂuhul
maximom af abowt 63 “C iz no Jonger vimhle, whach may sazpest o drop
m hapiozlobin bryels. Chutlizeny cxothermic transition sbeve 30 °C on
hmnﬂhhhﬂtﬂb&mmmlﬂhhm Buch
et the al the af ag-
mdeMmdemm

The paramesers describing the sndothermar tamaibon of serom
denataration are thown in Teble | Satistically signafcant differences
betreren "pre-con” and “pest-run” singes havr been fowml for the bem-
perature Tm(p = 0.0003) and exees beat capacify &t peaswurmem Cpm (p
v 000006, thee ertuaimy of serum denstnrstion AH {p = 004) amd the
first motent temperabare TFM (p = 0.00008). The mean valses of all
tiuese parameters are bigher after the run. Cogtracy, a width of peak @ it
thalf Feight | HHW) decremses but the differenee betwsen mesn values of
HHW in beths stames i fed siakistically sgnificant (p = 0.09)

Dats presesded = the cusvend stody refer o smsiewnrs, whaeh
eonstinae 5 widely heterngenenus group in terms of geners| 1iissrvie and
individual, not profecsionally desipned truining regimene. The Fig 2 8-
o shorey the dversity of rosponees of ulimmesrsthon participamts to the
12h mon Serum DOC ouvs boberr sl afer the mun have besn

sparcd for the placy 4 parbsipanis

Piz larepresesis the set of DOC curves obisned for the 53-veas-ald
ranner who ran the longest destance (114 hm) ond bad the heghest
mmﬂdlﬂjhh"}hﬂnmlﬂm}q b shows
the curves for the obfest participamt {63 years old) who ma 97 km with
thr arveragey #poed 8.1 hum b ¥ The surves shows i Fig. 2 d o
h#yﬂa—ﬂmﬂwﬂm:lﬂhdﬂml]“ﬂhl
uutdrnm.pmud'i"l.mh . The distanee sovered in | 2h by as]-
vear-old runmer, for whom the curves ame presested o For 2d, was 03
fan and the mverage speed 70 km b Y,

The heterorenesy of our mmpers amd the small ssmplde size males it
unpasskle o Bod s elatiseshp between e miepnry of the shoered
chamees in the parasneders of the serum Jenatursiuen transition and the
the Jifference in Cpy value has been magrested by Pearson'o comrelation
corfficient [r = 0.&; p < 0.1). Statstmlly apnificant rerehtions haer
been found caly between the age anad the por-rum valoes of T (¢ = B.485;
= 004) and HHW (£ = 082, p = 0.006), Additienally, the ape of the
parteinan o ap | negatively |anead weith oiffier b
“pre-man” nﬂ‘mﬂm’mhknﬂhﬂmdmdmﬂm{l
=00 p = 0.006) and in HHW vahees {r = —0.78; p = 0.01)

4, Discussimp

Im the present study, DEC meethiod e been used to evaluate the efeet
of the Wiramersthen numning on partopant’s blood seram. D5C allows
o pemernce uroque EEnatures for serumyplaoma sunples, which can be
wpesl for dinpnostic parposes and for menrtoreny the stape of the disessr
o treatment efffeney (Carkest #f gl 2000, 2009, Misheadk =cal, 2010,
20 & Chapnver= et al | 307 1; Tedioows o al . 307 [, 2082, 3016 Feless
=t al | 2013 Mehelief ol | 507 3 Basesls =t al | 2015 Sikalashwnli =k sl
201 %, Hrrmeeww et al . 30| 5 Kb Erslik et al | 200 7; Tenchoe o=t 2l
019 Wil et-al., 2010 Antoreres o ul, 3000 Darule e ul | 2000
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Feyomes mim Lironsy "'|:I'_i|':|v.I M the w endothermae DST
Mmﬂnﬁ\ﬂhmﬂuﬁmmﬁmhkﬂhﬂmﬂ
the 1 this gacthed does ned rely on Wdentifiesban of

the compenents Mhnmm rather it relics on the sverall DEC

sinerated b a clinocal saniple of interest. The shape of DEC s w
wmsitnve o proteim siructure  moshfcations, | protem-proton e
teractions, amd vanous Egamd binding f2 8 preton. The spreific bio-
markers present o sermm i the disreee state, or m condabiors of
distarbed equaltbnom of the body for other reasons, can manlafy the
sernm therms] dengturation profls The of such bi ricers can
be biochemscal and phyeiclogical procesces resulione from rocing. It haz
been chowm, foo exampds, that enduramnee sverese svokes ronment in.
rrenses in ertun eardise biomarkery (e basbiag e sl 2000 Zeivweda
el ml | 2008 Martiees Maverrs of al | "'I'I'}‘ﬂ] Varsrm blowd snd unne
hmuhmnﬂﬁuwrﬁhmhﬂwdhm
respeetive baselime levels by Joubww o1 al (I010), We nsmeme that

of axidative stvee jnd § g mtn [Levmy =t ud
O3] G ally, i iz picd thal stremuou: physical cxereise cxn

4 jdstive siress m b i BxyEen sy aewd
production of GEYEER £ [Mastalmales £ &l 0] lmn
ot al, 2007 Fimanpd f al., 2008 Langrrehd wf al., DO00: Fagh sl Hwah,

200 5). However, 1t 15 difficalt to setablich to what extent our resalts c=n
of evercise.

The changes cbserved i the shape az well & in parameters of serum
denanurstion ranmiton after | 2 b ultramarsthon runoenyg are cimilsr but
much sironger than these reported by ue eariser for elite cross-comntry
glders after evercige (Mechndi e2 sl 20000) Those previous crudies
mleo stated an increase of Ty, Gy, Tre 0ol a deevense of HHW after
encreise compared to befiore excroie stape. These post-cxercipe effeets
have been enl d by pmiana trestueenl (Thach of ol | 3000 Machsl
-:l. I020a). A ahift of the emlothermic ranmtsan towands higher

0 wad alse abserved during the aging of serum selutions

medical sansguences of loagtens sub R
hewld ke redl mlhrmﬂpnﬂhﬂ'hm
ﬂrm&ﬂmpﬂhmﬂynmmmm
sorum DEC profiles of anad ansmediabcly alter
fimuzhing the 12-h runming. They are asscosted wath ngmficant chanpes
m the serum proteome and reflect a phyvmclericad response fo g sinte of
arwte rrers Al wolume cverload. Ulrnsemidurames evenso evert o buge
mpact on metabolizom amid eneny balance Ik seema probable thak

{Ririted of al . 3019). However, duariing the aging process, the preseace
al the exothermic peak har been adushonally obeerend m the bemper-
ture ranee preceding the emlothenmic transton. We did not obeerve
such an effect @ the present rhady.

serum Jenaturstion i generated by the whiole seram probeome. 5t seems

excersive aoounmt: of imtramuescolar proteine and membalic produscts
maay be relessed mto the blood stream doe to an enbsnesd metsbobiom
Hegppel =1 sl 120719 maggpest imyp d Joadmes in moet of the
poo-elibe uhrsmarathon n i ately post: Lilrn-dirtanee
raeeg have been chown to inerease the secumislation of mirotiresine and
protein earhasy in sern sl usmne, therely mggesting the imloetion

Bt

128

that the chanpes cbeerved 1Im BSC profiles of athlete's blood
werum should be berpehy related o the predominsnt senam protemn. sl
bemin. Thas protein poccesses o unsque eapahility to hind, covalently or
reverzibly, & great sumber of vanous endagensue anl esogemeus eons-
pounds. The sbility o Guctuate betwesn someric forms in sguecas
weolotson poull st in sdapting the albumin mokeenle o bind Bgands
with & diverse nature with bigh affinity (Foagh.Hasees 990), Botl in



A Eihnd a al

mmmiuwm.mmqumum
el specially thael exidabon amd carbonylstian
Lazan] bomehime amd ﬂ! m.dmm of albaman alter 1By Snsctune
Conformaton differmnces briwemn vanese forme of alfbamin (ep
reduced lh-mn merenptalbumin,  HMA}  omidized  {human
i, HMAJL with b i farty acids or
mm#w}hlmﬁmmmm:m&h
An mnercasing fraction of albumin carrving different bgamds could ar
eheerved afler thr ultramsrsthon noncune, snee tee Leabed feom ol al-
bnrmin has a ligher thermal stabality tham nen-ligated {Mickaub = al
2000; Musanie o sl | 3006; Gande] ot od . 300%; Michnik and Drosss
200 0 Mo ot al. 30 4; Boblool ot al, 3014k The effects of altered
carbohydrate metabolizm, the regulston of mubstrate metabolan, pro-
tein degradatinn an inerease in osygen demand during prolonged s
ereize affeet e seare of albumin Spacile =t al (7007 exanuined e
enilation of buman serum albumsn caused by oxnlative e follewing
as ulisamarathon race. They | Heab HEA enidation affer ailtm-
marnthen e rehibnbed & sreat vanation betwem different sthictes
CGenerally, the thermal tmnmbons cbeerved for senam/plosma of
canily shafted towards hizher denatumiion ifempembures when
compared with healsthy confrods. According to Hoffman sl Kasbnan
[2074) ssdy af 1212 setive ultramarsthen runnens, deey sppesr
encherance braining before the uirsmarnthen may resull in the aceu-
lation of fatizic almady at this stage. The mean valuc of the fint
moment benperatunr T (about 67 “C) for parbicipants of this stly
‘before the nun i oomalar for that foand by o ier for croee v
mhaers {Murhmib ot ol | 202 00) and ehphity hapher than the vadue reported
for other group of sthletes (Michnil =t sl | 20]3). The pre-run valee of
TMhlhemhmdupﬂ:mﬂj-mﬂlelhﬂuqedﬂupn‘hﬂr

Nt

drnil of Therssal Basingy 99 (30513 108015

methec], The resdis af the DSC study shewed that the 13-k running race
Jedd to erpufieant champes 1 the serom proteomes of participants. A clear
mifloenor of the ultramarmthen man on the chape and parameters of the
emxlothermir trancition resulting from the denataration of cenam pro-
teine wan obeerved m all participents, who were amatenr kong-distanee
runsem. The direetion of changes wae the same, I:lrtnllz‘em.lu.nﬂm
the size of the effct was found due to large intermdividual
differemers The small sample size amd the heterogensity af ]
mﬂuwﬂkuﬂumm-&tm
af the obenroed chanpes ans! the a2r of the parbcipant and the detanee
corered.
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pani wn the surreni mudy. A posiive value of the P e 1
eocfficsrnt {r = DA5) mulicates an icrenss in pro-nan Tiag value with
age The value of Thy mcreases significantly te 728 "C after the mn
Ultrnimarathon rumning, bang one of the most extreme amd strenuous
types of exerioe, represents o major phymesl chafenyes even for el
divilosl perdformance differenees. Amabteun may be more prone o
ideveloping alverse effecs of 8 longterm high-infensny  stimusde

pared 1o elste athletes. On the other hasnd, results of fastreghela or al

12015} study bave indicatand that argan damage and negative metabolie
changes dhaning a 1 00-an ran ooour mmabarly i parhespants less expe-
riencesd s well i m well tramed nenmeers ol are imclependent of themr
age The cimelar conclusson can be drwn from the comparizon of the
DEC curver shown mn #17. =b and ¢ for &3- and 49-yenrs olid participants.
respectively. In both canes, despite the differense 1n the agpe of runners,
the chamges sonmeeted with the |2-h mesning are large. However, the
pesulis of current etudy suggest emaller differences hetwetn “pre-nan”
nrwl “post-ran” stagrs in the enthalpy of seram slemataratbon sl n the
wadth of the thernial Fanssbion with age.

Thiz stusdy bas a frer lnitotions worth notng Firstly, 1 was con-
ducted oo & relatively mmall group including make cubsects oaly.
Therefore, we are not abie in diseuss poasihle gender differenees. See-
ondly, the observation tire wao Emaited to pre- snd post-naneioe. We did
ot manitor the changes in senms DOC surves doring and st the =nd of
auickly thr valuce of the paramecters desenbuny the analyeed denatir-
atian fansran roham bo pre-rser values, Dueh asfenmation an the re-
covery time would be valusble, amd the DEC method wieally suted o
obtzin it However, wr dil not have seram saneples from this pened.

3. Conmclusionsz

Thes shady = probably the fimt to mveshignte the effers of
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6. Podsumowanie

Niniejszg rozprawe doktorskg stanowi seria szesciu artykutow naukowych dotyczacych
okreslenia wplywu réznych form wspomagania treningu sportowego na przebieg procesu
termicznej denaturacji biatek zawartych w surowicy krwi sportowcow. Rozprawa taczy ze soba
zagadnienia interdyscyplinarne: fizyczne, chemiczne, biologiczne i wybrane z zakresu
fizjoterapii i sportu. W pracy doktorskiej skupiono si¢ na mozliwosciach zastosowania metody
skaningowej kalorymetrii roznicowej w medycynie sportowej. Tematyka ta wpisuje si¢
w trendy do poszukiwania nowych mozliwosci zdobywania wiedzy na temat skutkow
intensywnego wysitku, przebiegu regeneracji po nim oraz metod wspomagania treningu
sportowego, co pozwala na glebsze zrozumienie funkcjonowania organizmu sportowcow

Zawarte w pracy [A1] rezultaty badan biochemicznych probek surowicy krwi pobranych
od osob uprawiajacych CrossFit wskazaty, ze suplementacja ekstraktem z zielonej herbaty
GTE, moze mie¢ tagodzacy wptyw na potreningowe uszkodzenia mig¢sni. Jednakze, zebrane
przy pomocy skaningowej kalorymetrii réznicowej wyniki DSC nie wykazaly wyraznego
wplywu treningu ani suplementacji GTE na endotermiczne przejécie zwigzane z denaturacja
biatek surowicy. Brak jakichkolwiek statystycznie istotnych réznic pomiedzy usrednionymi
wartosciami parametrow przejscia mogl by¢ spowodowany zaobserwowang duza zmiennos$cia
osobniczg zaréwno krzywych DSC surowic jak i odpowiedzi na wysitek uczestnikow badania.
Zaobserwowano jednak interesujace zaleznos$ci parametrow termodynamicznych opisujacych
to przejscie, od etapow przeprowadzonego eksperymentu. Stwierdzono takze statystycznie
istotne ujemne korelacje migdzy potreningowym VOomax a powysitkowymi parametrami
termodynamicznymi zwigzanymi z udziatem haptoglobiny w przejsciu denaturacji surowicy.

Rezultaty badan, zawarte w pracy [A2] wskazatly na niewielki, ale zauwazalny technika
DSC wptyw kriostymulacji ogolnoustrojowej na zmiany pojemnosci cieplnej towarzyszace
procesowi denaturacji termicznej biatek surowicy krwi w elitarnej grupie narciarzy biegowych.
Po dziesigciu zabiegach WBC zaobserwowano statystycznie istotne zmniejszenie
intensywnos$ci przejscia denaturacji surowicy w jego niskim zakresie temperaturowym.
Dodatkowo, znaleziono zalezno$ci miedzy wzgledng zmiang masy tkanki thuszczowej po
dziesigciu zabiegach WBC a poziomami frakcji alfa2-globulin 1 beta2-globulin.

W pracy [A3] udato si¢ udokumentowa¢ wplyw intensywnego wysitku na ksztatt
1 parametry termodynamiczne przejscia endotermicznego reprezentujacego denaturacje biatek
surowicy krwi narciarzy biegowych. Stwierdzono statystycznie istotny efekt ¢wiczen,
odzwierciedlony w niektorych parametrach tego przej$cia. Usrednione krzywe DSC roztwordw
surowicy zebrane w czterech etapach sesji treningowych: przed wysitkiem, po wysitku, po 1 h
regeneracji 1 po 24 h odpoczynku wykazaly podobny charakter zmian powysitkowych
i regeneracji niezaleznie od zastosowania zabiegbw WBC. Zbyt mata liczba uczestnikow
naszego badania nie pozwolila zweryfikowac hipotezy, ze WBC korzystnie modyfikuje reakcje
sportowcow na wysitek i poprawia regeneracje powysitkowa, ale takie trendy sie pojawity.

Rezultaty badan zawartych w pracy [A4] ponownie pozwolity zobrazowa¢ zarejestrowane
charakterystyczne, takie same jak opisane w [A3], powysitkowe zmiany w profilu termicznym
przejscia denaturacyjnego surowicy krwi narciarzy biegowych, tym razem w innym okresie
treningowym. Trend zmian byl podobny niezaleznie od tego, czy skorzystano z serii 10
zabiegdw sauny, ale ich intensywnos$¢ byta wyraznie silniejsza w sesji ¢wiczen po zabiegach
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w saunie. Roznice zwigzane z korzystaniem z sauny ujawnily si¢ szczegdlnie w zakresie
wyzszych temperatur przejscia denaturacji surowicy.

Wplyw wybranych zabiegéw termicznych w tym na przyktad zabiegéw regeneracyjnych
w saunie oraz zabiegow kriostymulacji na kondycje¢ fizyczng oséb czynnie uprawiajacych
sport, na przyktadzie grupy narciarzy biegowych scharakteryzowano w pracy [A5], ktora
stanowi podsumowanie wynikow badan DSC uzyskanych w trakcie realizacji projektu
badawczego Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego /Nr0050/RS4/2016/54. Uzyskane
rezultaty badan wskazujg, ze ¢wiczenia wykonywane przez sportowcOéOw po serii zabiegow
w saunie, wywotujg krotkotrwatg zwiekszong modyfikacje proteomu surowicy krwi,
w odniesieniu do analogicznych ¢wiczen wykonywanych podczas sesji poprzedzonej
zabiegami WBC. Korzystanie z zabiegéw kriostymulacji ogélnoustrojowej lub sauny przed
sesjg ¢wiczen odpowiednio ostabia 1 wzmaga reakcje sportowca na wysitek. Nadmierny wzrost
reakcji potreningowej, dodatkowo wzmocniony zabiegami w saunie, moze by¢ niebezpieczny
dla zdrowia cztowieka. Jednak cykl zabiegdbw w saunie przed sesja ¢wiczen moze pomoc
w zwigkszeniu efektywno$ci zmian adaptacyjnych wysitku fizycznego u osob cieszacych sie
dobrym zdrowiem. Tak wiec potaczenie kapieli w saunie z regularng aktywnoscig fizyczng jest
atrakcyjna opcja poprawy wynikow zdrowotnych zwigzanych z wysitkiem fizycznym, jesli jest
stosowana rozwaznie i ostroznie.

Rezultaty badan kalorymetrycznych ujawnily zmiany w proteomie surowicy krwi
uczestnikow 12 — godzinnego biegu ultramaratonskiego, co 1 przedstawiono i przedyskutowano
w pracy [A6]. Pokazano, ze wyczerpujacy wysitek fizyczny zmienia przebieg procesu
termicznej denaturacji biatek surowicy. Wyrazne zmiany w ksztalcie krzywych DSC
zaobserwowano dla surowicy po zakonczeniu biegu w stosunku do surowicy wyjsSciowe;.
Stwierdzono statystycznie istotne roznice pomig¢dzy etapami ,,przed” 1 ,po” biegu
ultramaratonskim dla parametrow przemiany endotermicznej, charakteryzujacych proces
denaturacji bialek surowicy.
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7. Spis rysunkow

Rysunek I Struktura molekularna ludzkiej albuminy (HSA) reprezentujqca domeny, subdomeny i
miejsca wigzania SUAIOWA T T IL [A9] .....cccooieeee ettt 9
Rysunek 2 Struktura immunoglobuling IGA [50] ..ottt 10
Rysunek 3 Krzywa DSC dla typowego organicznego polimeru, gdzie: T, — temperatura zeszklenia,
Glass transition — przejscie szkliste, Crystalization — Krystalizacja, Melting — topnienie, Degradation
—degradacja, Oxidation - UHEenIanie [87] ........cccou ittt 15
Rysunek 4 Typowa krzywa DSC biatka poddanego termicznej denaturacji, gdzie T do T> zakres
temperatur procesu, Ty to temperatura przejscia zwigzana z denaturacjq biatek, <C, N> to czgstkowa
molowa pojemnosc¢ cieplna biatka natywnego, przyblizenie <C, x> funkcjq liniowg — linia przerywana,
<C,,p> to czgstkowa molowa pojemnosc cieplna biatka zdenaturowanego, przyblizenie <C,p>
funkcjgq kwadratowq (zazwyczaj wielomian)— linia kreska-kropka, AC,"" to zmiana pojemnosci
cieplnej, <oCpint> jest to wewnetrzna nadmiarowa pojemnosé cieplna i wyznaczana w wyniku
ekstrapolacji funkcji <C,n(T)> i <C,p(T)> obszaru pomiedzy temperaturami T; i T> proporcjonalnie
do postepu przejscia — linia kropkowana, <oCptrs> to nadmiarowa pojemnos¢ cieplna przejscia, Ty —

temperatura dla ktorej wyznaczono SkEQdowe [89]...........cccocvvviiiiiiiiiiieiieeeie e 16
Rysunek 5 Krzywe stabilnosci przedstawiajgce zmiany parametrow termodynamicznych podczas
denaturacji typowego biatka globularnego [90]............cccccovvvveviiiiiiiiiiieiiieeie et 18
Rysunek 6 Struktura rzedowa biatek: a - struktura pierwszorzedowa, b — struktura drugorzedowa, ¢ —
struktura trzeciorzedowa, d- struktura czwartorzedowa [91].............cccoevveeieciinioniiniieiieeie e 18
Rysunek 7 Obraz pogladowy teorii stabilnosci Hawley’a [92].........ccocccovooiiiiieiiiiiiiiieieeeeee . 19

Rysunek 8(4) Czarna krzywa - Srednia uzyskana ze 120 probek osocza zdrowych osob. Czerwona
krzywa jest wynikiem dekonwolucji obejmujqcej pie¢ wystepujgcych w duzej ilosci biatek osocza. W
gornej czesci panelu jest pokazany wykres resztkowy (krzywa obserwowana minus dopasowanie). (B)
Krzywe DSC siedmiu najobficiej wystepujgcych biatek w osoczu: HSA - albumina surowicy ludzkiej,
1GG — immunoglobulina G, FIB — fibrynogen, IGA — immunoglobulina A, A2M — alfa-2-
makroglobulina, HAPT — haptoglobina, A1AT — alfa-1-antytrypsyna [102]..........ccccccevvvcvecrvennnannn. 21
Rysunek 9 Porownanie profili DSC osocza 0sob zdrowych (rozowa krzywa) z osobami chorymi na
wybrane schorzenia (niebieska): A - toczen uktadowy, B — borelioza, C - reumatoidalne zapalenie
stawow, pionowe linie przedstawiajq pierwszy moment przejscia rozowy dla osob zdrowych i niebieski
W Przypadkit CROFODY [105]. ..oc.oooiiiiiiieee ettt ettt eeas 22
Rysunek 10 Krzywe DSC ludzkiego osocza u zdrowych osob z grupy kontrolnej, u pacjentek z rakiem
piersi z przerzutami lub bez weztow chionnych. Krzywe skierowane na dot reprezentujq proces
endotermiczny (Grupa A: bez weztow chtonnych z przerzutami, Grupa B: 1-3 wezly chtonne z
przerzutami, wezly wartownicze pozytywne; Grupa C: 4—10 weztow chitonnych z przerzutami). [81] 22

Rysunek 11 Usrednione krzywe DSC dla roztworow surowicy krwi tej samej grupy osob: w buforze o
pH=7,4 (czarna przerywana krzywa) oraz w wodzie (niebieska krzywa) [128]; cienie reprezentujq
odchylenie SIANAAPAOWE ...................ccocouiiiiii ettt ettt ettt 23
Rysunek 12 Krzywe DSC (a) efekt agregacji po termicznym rozfatdowaniu (surowe wyniki, pomiar
wilasny), (b) przyktad agregacji wystepujqcej rownoczesnie z rozfatdowaniem dla krzywych po
ekspozycji surowicy na promieniowanie X, wyjsciowa - czarna krzywa, kontrolna - niebieska krzywa,

napromieniowana - krzywa czerwone otwarte kotka [129] ..........ccccocevveiiioiiiiiiiiiiiieeee e 23
Rysunek 13 Krok Klasyczny [T142] ........cccooiooiiiieee ettt 25
Rysunek 14 Krok FZWOoWY [143] .......oooviiiiiiiiiieie ettt ettt 25

Rysunek 15 Dwie techniki podnoszenia ciezarow: rwanie — gorna czes¢ , podrzut- dolna czes¢ [151]26
Rysunek 16 Kriokomora z przedsionkiem i komorg glowng [179] .......cccoovveviiivoiiiniiieiieeeieeeieeeen 29
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Rysunek 17 Przyktadowa Komora sauny fiiskiej [181] .......c.cccovoueeiiiiieiiiiiiiiieee et 30
Rysunek 18 ZamroZona probRa SUFOWICY ............cccoiuiiiiiiie ettt 32
Rysunek 19 Schemat ideowy aparatu DSC. (1) komora probki, (2) komora referencyjna, (3,4) elementy
grzewcze, (5) zasilacz, (6) komputer, (7) miernik efektu termicznego, (8) czujnik krysztatu, (9) ostona
termiczna, (10) urzqdzenie grzewczo/chtodzqce, (11) kontroler, (12) czujniki, (13) urzqdzenie do
pomiaru temperatury bezwzglednej, (14) czujnik, (15) sumujgcy uktad wzmacniacza, (16) zacisk, (17)
zasilacz, (18, 19) pomocnicze elementy grzejne, (20) zacisk, (30) interfejs programu komputerowego,

(40) pamigl KOMPUIEFA. [I180]........cc.oocueiiriiiieiieeiieeet ettt ettt ettt e eabeesseebeestaeeabeesbe e 33
Rysunek 20 StanowisSko DOMEATOWE..............cc.ccueeueeiiiiiiieiieeie ettt eteete ettt abeaseessaesanessse e 34
Rysunek 21 Spektrofotometr UV-VIS JaSCO V-5300........c..cccoomvimioiiiiiiiii ettt 35

Rysunek 22 Porownanie Sredniej krzywej osob nieaktywnych fizycznie (czarna krzywa) i narciarzy
biegowych (czerwona krzywa) ze wskazaniem parametrow ekstremow lokalnych przejscia
CHAOLETINICZIICGO ...ttt ettt ettt et e e et et et et et et e e bt eebeenbeemteenteenaeesaeesnneens 42
Rysunek 23 Zestawienie usrednionych krzywych DSC surowic krwi sportowcow uprawiajgcych rozne
dyscypliny sportowe: czarna krzywa CrossFit (n=20), zielona krzywa ultramaraton (n=10), czerwona
krzywa narciarze biegowi (n=9); zacienione obszary dla kazdej krzywej sq bledem standardowym... 43
Rysunek 24 Porownanie krzywych DSC surowic wybranych osob uprawiajgcych sporty: (a)
narciarstwo biegowe, (b) CrossFit, (c) ultramaraton; na wszystkich panelach kolorem czarnym
oznaczona jest krzywa wyjsciowa, kolorem czerwonym krzywa po WySithut. ...........cccccovvvicvninanenann. 51
Rysunek 25 Porownanie krzywych DSC surowic narciarza biegowego: czarna -krzywa wyjsciowa,
czerwona — krzywa po wysitku, zielona — krzywa po 1h odpoczynku, niebieska — krzywa po 24h
odpoczynku; (a) wysitek przed zabiegami kriostymulacji, (b) wysitek przed zabiegami sauny ............ 52
Rysunek 26 Porownanie krzywych DSC surowic dwoch osob uprawiajgcych CrossFit (a) i (b): czarna
— krzywa wyjsciowa, czerwona — krzywa po wysitku, zielona — krzywa po 1h odpoczynku.................. 52
Rysunek 27 Porownanie profili DSC surowic po treningu CrossFit dwoch 0sob czarna krzywa -
wyjSciowa, czerwona krzywa - po treningu, (a) osoba przyjmujqca placebo, (b) osoba przyjmujgca

Rysunek 28 Porownanie profili DSC surowic osoby uprawiajgcej CrossFit, linia ciggla sesja I przed
suplementacjq GTE, linia przerywana sesja Il po suplementacji GTE, czarna krzywa — wyjsciowa,
czerwona krzywa — po wysitku, zielona krzywa — po 1h odpoczynku. .............cccccooeevvviiiiviiiiiiiiinan. 56
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