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Czas i tak uptynie.
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DANE O KANDYDATCE

Data uzyskania tytutu magistra: 3.07.2015 .

Nazwa jednostki organizacyjnej, w ktorej nadany zostat tytut: Wydziat Nauk o Zdrowiu
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Kandydatka nie ubiegata sie wcze$niej o nadanie stopnia doktora.

Aktualne miejsce pracy: Zaktad Dietetyki Sportowej, Akademia Wychowania Fizycznego
im. Eugeniusza Piaseckiego w Poznaniu.

Zajmowane stanowisko: od 1.10.2022 r. asystent badawczo-dydaktyczny.
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WYKAZ SKROTOW

ADORAZA - gen receptora adenozyny A2A

Area95 - obszar obejmujacy 95% $ciezki przemieszczen Srodka sity nacisku stép
BASE (ang. baseline) - pomiar bez interwencji zwigzanej z podaza kofeiny lub placebo
BM (ang. body mass) - masa ciata

CAF (ang. caffeine) - kofeina

COP - $rodek sity nacisku stép

C,- stezenie w pojedynczym punkcie czasowym

CYP1AZ2 - gen kodujacy enzym cytochrom P450 1A2

CYP1A2 - jeden z enzymow z grupy cytochromu P450, odgrywajgcy kluczowa role w me-
tabolizmie kofeiny

D - czynnik wewnatrzgrupowy dawki

ES (ang. effect size) - wielko$¢ efektu

FGB (ang. Fight Gone Bad) - test specyficznych zdolnosci wysitkowych w CrossFit/HIFT
FGB.. - wynik testu FGB obejmujacy catkowitg liczbe powtérzen podczas wszystkich

Total
trzech rund testu

GLM (ang. general linear model) - ogélny model liniowy

HIFT (ang. high-intensity functional training) - trening funkcjonalny o wysokiej intensy-
wnosci

HIGH - dawka kofeiny wynoszgca 9 mg_,./kg,,

HR (ang. heart rate) - czesto$¢ skurczow serca

HR__ (ang. maximum heart rate) - maksymalna czesto$¢ skurczow serca

HR__ (ang. mean heart rate) - Srednia czestos¢ skurczow serca

La - mleczan

LOW - dawka kofeiny wynoszaca 3 mg,,./Kg,.,

MEDIUM - dawka kofeiny wynoszaca 6 mg_,./Kg,,,

M.. . (ang. motor time) - czas motoryczny

Pa - pirogronian

PLA (ang. placebo) - placebo

PRX (ang. paraxanthine) - paraksantyna

PRX/CAF RATIO (ang. paraxanthine to caffeine ratio) - stosunek paraksantyny do kofeiny
P_ . (ang. postural stability) - stabilnos¢ posturalna
R, ,-kolejne rundy w teScie FGB
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RPE (ang. rating of perceived exertion) - subiektywne odczucie zmeczenia

R, . (ang. reaction time) - czas reakcji

SNP (ang. single nucleotide polymorphism) - polimorfizm pojedynczego nukleotydu
T, , - kolejno$¢ wizyt badawczych

TP - czynnik wewnatrzgrupowy punktu czasowego

V., — Predkos¢ przemieszczania sie Srodka sity nacisku stop
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STRESZCZENIE

Wstep. Suplementacja kofeing (CAF) poprawia wydolnos$¢ fizyczng i predyspozycje mo-
toryczne w szerokim zakresie zadan wysitkowych. Niemniej zalezny od dawki wptyw
CAF na specyficzne zdolnosci wysitkowe oraz funkcje poznawcze w CrossFit/HIFT
(trening funkcjonalny o wysokiej intensywnoSci), jak rowniez metabolizm CAF nie zo-
staty jednoznacznie wyjasnione. Celem niniejszej pracy byta ocena wplywu suplemen-
tacji trzech réznych dawek CAF (3, 6 i 9 mg_,./kg,, ) na zdolnosci wysitkowe, czestos¢
skurczow serca (HR), subiektywne odczucie zmeczenia (RPE), czas reakcji (R, ), sta-
bilnos¢ posturalng (P ), stezenie mleczanu (La) i pirogronianu (Pa) we Krwi oraz
zmiany stezenia CAF, paraksantyny (PRX) i PRX/CAF RATIO w surowicy krwi i $linie
w czterech r6znych punktach czasowych.

Metody. W randomizowanych, podwojnie zaslepionych, kontrolowanych placebo (PLA)
badaniach z zastosowaniem uktadu krzyzowego poddano ocenie wptyw suplementacji
CAF zazywanej przed wysitkiem u 26 os6b trenujacych CrossFit/HIFT (16 mezczyzn,
10 kobiet; wiek: 35,4 +6,5 roku; masa ciata: 77,4 +16,6 kg; wysoko$¢ ciata: 175 +9 cm).
Protokét badan obejmowat pie¢ oddzielnych wizyt badawczych. Gtéwnym zadaniem ba-
danych byto wykonanie testu wysitkowego Fight Gone Bad (FGB), celem oceny specyficz-
nych zdolnosci wysitkowych. W trakcie wysitku monitorowano HR za pomoca systemu
telemetrycznego. Po wysitku uczestnicy dokonali oceny RPE (skala Borga), natomiast
zarowno przed wysitkiem, jak i po nim oceniano wskazniki R, ~(Wiedenski System
Testow) i P (platforma posturograficzna). Ponadto w czterech punktach czasowych
(0°, 30’, 60, 90’) wykonano analizy biochemiczne stezenia La i Pa w surowicy krwi (me-
toda fluorometryczna), stezenia CAF i PRX (wysokosprawna chromatografia cieczowa).
Oceniono takze PRX/CAF RATIO w surowicy krwi i $linie, jak rowniez aktywno$¢ en-
zymu CYP1A2 (skorygowany o czas wspdétczynnik PRX/CAF RATIO w $linie). W anali-
zach uwzgledniono réwniez polimorfizm pojedynczego nukleotydu CYPIAZ (rs762551)
i ADORAZA (rs5751876) (reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym). Anali-
zy statystyczne przeprowadzono gtéwnie z zastosowaniem ogélnego modelu liniowego,
w tym testdw wariancji oraz analizy post hoc. Dodatkowo, za pomocg analizy regresji wie-
lomianowej, oceniono stopien szacowania zmiennej stezenia CAF i PRX w surowicy krwi
na podstawie zmiennej stezenia CAF i PRX w $linie (oraz odwrotnie). W celu oceny kore-
lacji w zalezno$ci od rozktadu zmiennych zastosowano test korelacji Pearsona lub test rho
Spearmana. Za statystycznie istotny wynik przyjeto warto$¢ p < 0,05.

WyniKi. Publikacja 1. Suplementacja 6 mg_,./kg,,, wywotata zauwazalng u badanych po-
prawe wyniku w tescie wysitkowym FGB (FGB, ), R, _ oraz przedwysitkowym czasie
motorycznym. Niemniej jednak nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy odmienny-
mi dawkami CAF a PLA w zakresie wynikdw FGB, ,HR ,HR__ RPE, zmiennych R, .
przed/po FGB ani P czy stezenia Pa. Stezenie La byto jednakze wyzsze przed i po wy-
sitku po zastosowaniu kazdej z dawek CAF w poréwnaniu z PLA. Nie stwierdzono nato-
miast wptywu genotypéw CYPIAZ ani ADORAZA na specyficzne zdolnosci wysitkowe ba-
danych. Publikacja 2. Pomimo istotnych réznic w stezeniach CAF i PRX pomiedzy surowica
a $ling nie stwierdzono réznicy w PRX/CAF RATIO. Uwage zwraca jednak ujawniony efekt

8 ROZPRAWA DOKTORSKA AWF



interakcji dawki i punktéw czasowych dla stezenia PRX. Gtéwne efekty dawki zaobserwo-
wano dla CAF oraz PRX/CAF RATIO. Gtéwny efekt punktoéw czasowych zarejestrowano je-
dynie dla CAF analizowanej w surowicy krwi.

WhiosKi. Publikacja 1. Zalezny od dawki efekt suplementacji CAF wydaje sie ogranicza¢ do
zmian uznawanych z punktu widzenia praktyki sportowej za znaczace, ale bez statystycznej
istotno$ciroznic, w zakresie specyficznych dla CrossFit/HIFT zdolnosciwysitkowych,R .,
P_ ., RPEoraz HR.Jednakze w kontekscie praktycznego wptywu CAF na wyniki uzyskiwane
w CrossFit/HIFT dawka 6 mg_, ./kg,, moze by¢ uznana za najbardziej racjonalng strategie
suplementacyjna. Publikacja 2. Potwierdzono zalezny od dawki i czasu efekt suplementacji
CAF na stezenie CAF i PRX w surowicy krwi i §linie sportowcéw, cho¢ dawka CAF nie miata
jednak wptywu na aktywno$¢ enzymu CYP1A2. Nie wykazano takze interakcji CYP1A2
z indukowalno$cia tego enzymu. Ostatecznie, korelacja CAF/PRX wskazuje na mozliwo$¢
zamiennego stosowania analiz krwi i/lub $liny w badaniach wysitkowych.
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ABSTRACT

Introduction. Caffeine (CAF) supplementation improves physical performance and motor
predispositions across a wide range of exercise tasks. However, the dose-dependent effect
of CAF on specific exercise performance, cognitive functions in CrossFit/HIFT (high-in-
tensity functional training), and CAF metabolism, remain inconclusive. The aim of this
study was to assess the effects of three different doses of CAF supplementation (3, 6, and
9 mg_,./kg,,) on exercise performance, heart rate (HR), rating of perceived exertion
(RPE), reaction time (R, ), postural stability (P, ), lactate (La) and pyruvate (Pa) con-
centrations in blood, as well as changes in CAF, paraxanthine (PRX) concentrations and
the PRX/CAF RATIO in blood serum and saliva at four different time points.

Methods. In a randomized, double-blind, placebo (PLA)-controlled crossover study, the
effect of supplementation of CAF administered prior to exercise was assessed in 26 Cross-
Fit/HIFT - trained participants (16 males, 10 females; age: 35.4 6.5 years; body mass:
77.4 £16.6 kg; height: 175 9 cm). The study protocol consisted of five separate study
visits. Participants performed the Fight Gone Bad (FGB) exercise test to asses specific
physical abilities. During exercise, HR was monitored via a telemetry system. Post-exer-
cise, participants rated RPE using the Borg scale, while both pre- and post-exercise, R,
(Vienna Test System) and P (posturographic platform) were assessed. Furthermore,
biochemical analyses of La and Pa concentrations in blood serum (fluorometric method),
CAF and PRX concentrations (high-performance liquid chromatography), the PRX/CAF
RATIO in blood serum and saliva, as well as the CYP1A2 enzyme activity (corrected for
time with the PRX/CAF RATIO in saliva) were performed at four time points (0’, 30,
60’, 90’). The analyses also considered the single nucleotide polymorphisms of CYP1AZ2
(rs762551) and ADORAZA (rs5751876) (real-time polymerase chain reaction). Statistical
analyses were mainly conducted using a general linear model, including variance tests
and post hoc analysis. Additionally, polynomial regression analysis was used to assess the
degree of explanation of the CAF and PRX concentrations in blood based on the CAF and
PRX concentrations in saliva (and vice versa). To assess correlations between variables,
Pearson’s correlation test or Spearman’s rho test was applied, depending on the distribu-
tion of the variables. A p-value < 0.05 was considered statistically significant.

Results. Publication 1. Supplementation of 6 mg_, ./kg,, induced noticeable improvements
in FGB test score (FGB,_ ), R, ,and pre-exercise motor time. However, no significant dif-
ferences were observed between different CAF doses and PLA regarding FGB,  results,
HRmaX, HRmean, RPE, pre/post-exercise RTime, PStab’ or Pa concentrations. La concentrations,
however, were higher both pre- and post-exercise following all CAF doses compared to
PLA. No effects of CYP1A2 or ADORAZA genotypes on specific physical abilities were found.
Publication 2. Despite significant differences in CAF and PRX concentrations between se-
rum and saliva, no differences were observed in the PRX/CAF RATIO. Noteworthy was the
dose-by-time interaction effect on PRX concentrations. Main dose effects were observed
for CAF concentrations and the PRX/CAF RATIO, while a main time effect was noted only

for serum CAF concentrations.
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Conclusions. Publication 1. The dose-dependent effects of CAF supplementation ap-
pear to be limited to changes considered significant from a sports practice perspective,
without statistically significant differences, in CrossFit/HIFT-specific physical abilities,
R.o Psy RPE, and HR. However, in the context of practical applications, a 6 mg,. A/ K8an
can be considered the most rational supplementation strategy for improving CrossFit/
HIFT performance outcomes. Publication 2. A dose- and time-dependent effect of CAF sup-
plementation on CAF and PRX concentrations in blood serum and saliva was confirmed,
although CAF dose did not influence CYP1A2 enzyme activity. Moreover, no interaction
between CYP1AZ2 genotypes and enzyme inducibility was observed. Finally, the CAF/PRX
correlation suggests that blood and/or saliva analyses may be interchangeably used in
exercise-related studies.

AWF ROZPRAWA DOKTORSKA 11



1. wsTEP

Kofeina (CAF) jest naturalnym stymulantem, ktéry od dawna cieszy sie popularnoscia
jako Srodek poprawiajacy zdolnosci wysitkowe i wydolnos¢ fizyczng u oso6b aktywnych
fizycznie (Grgiciin. 2020; Guestiin. 2021). Przeprowadzony niedawno parasolowy prze-
glad systematyczny, obejmujacy 21 metaanaliz dotyczgcych suplementacji CAF i wydol-
nosci fizycznej (Grgic i in. 2020), potwierdza jej pozytywny wptyw na site, wytrzymatos$¢
mies$ni, moc anaerobowa oraz wydolnos$¢ tlenowa. Standardowo w badaniach stosuje sie
dawki 3-6 mg_, ./kg.,,, podawane na 30-60 minut przed wysitkiem. Przyjmuje sie jednak,
ze optymalne dawkowanie pozostaje nadal nieustalone, bowiem efekt stosowanych da-
wek moze réznic¢ sie w zaleznosci od specyfiki wysitku fizycznego, codziennego spozycia
CAF, doswiadczenia treningowego, ptci lub osobniczych mozliwo$ci metabolizowania CAF
(Grgiciin.2020; Guestiin. 2021; Saunders i in. 2023). Gtdwnym postulowanym mechani-
zmem dziatania CAF jest wigzanie z receptorami adenozynowymi w centralnym uktadzie
nerwowym. Jej wptyw moze sie takze tgczy¢ z innymi mechanizmami, zwtaszcza zwiek-
szeniem dostepnos$ci jonow Ca* w miofibrylach lub optymalizacjg metabolizmu wysitko-
wego i dostepnoscia substratéw energetycznych (Guestiin. 2021; Saunders i in. 2023).
CAF jest szybko wchianiana w przewodzie pokarmowym, a niemal 99% dawki trafia
do krwiobiegu w ciggu 45 minut od spozycia. Proces ten przebiega w podobny sposob
niezaleznie od ptci, wieku, czynnikéw genetycznych czy ekspozycji na nikotyne, alkohol
lub leki (Nehlig 2018). Czas wchtaniania zalezy jednak od formy podazy - CAF zazywana
w postaci kapsutek jest wchtaniana znacznie szybciej niz napoje (np. cola) lub czekola-
da, odpowiednio w ciggu 30 minut i 1,5-2 godzin. Maksymalne stezenie CAF jest nizsze
o okoto 25% po spozyciu napojoéw w poréwnaniu z ~2,05 pg/mL po zazyciu formy zakap-
sutkowanej (Nehlig 2018). Mimo ze CAF jest wchtaniana gtéwnie przez przewdd pokar-
mowy (80% w jelicie cienkim i 20% w Zotadku) (Nehlig 2018; Reddy i in. 2024), ostatnio
wysunieto takze hipoteze, Zze wchtanianie CAF moze odbywac sie rowniez przez btone
$luzowg jamy ustnej i ta droga wptywac na poprawe wydolnosci fizycznej. Mimo ze ilo$¢
CAF wchtanianej przez btone $luzowa jamy ustnej nie jest jasna, wykazano, ze podawa-
nie jej w formie alternatywnej, np. gumy do Zucia, moze przyspieszac jej absorpcje dzie-
ki wchianianiu przez silnie unaczyniong btone $§luzowa policzkéw (Kamimori i in. 2002;
Wickham i Spriet 2018). Ustalenie tego jest szczegdlnie istotne dla sportowcéw, bowiem
efektywniejsze wchtanianie CAF moze prowadzi¢ do szybszej poprawy czasu reakcji
(R,,..) i tzw. czujnosci (ang. alertness, zdolno$¢ organizmu, a zwtaszcza uktadu nerwowe-
go, do szybkiego i odpowiedniego reagowania na zmiany w otoczeniu) podczas wysitku
fizycznego, co jest kluczowe dla zdolnosci wysitkowych (Grgic 2021). CAF po wchtonie-
ciu rownomiernie rozmieszcza sie w ptynach ustrojowych tkanek organizmu (ang. tissue
water compartments), lecz nie kumuluje sie w organizmie. Ze wzgledu na swdj lipofilowy
charakter moze przenikac przez btony komérkowe - w przeciwienstwie do swoich meta-
bolitow. Stosunek krew-osocze bliski 1 wskazuje na swobodne przemieszczanie sie CAF
do i z komorek krwi oraz ograniczone jej wigzanie z biatkami osocza (Nehlig 2018). CAF
ulega wydaleniu przez uktad moczowy: okoto 70% przyjetej doustnie dawki jest odzyski-
wane w moczu, z czego 0,5-2% w formie niezmienionej (niezmetabolizowanej) (Nehlig
2018). Warto zauwazy¢, ze okoto 98% CAF podlega resorpcji w kanalikach nerkowych,
co tlumaczy stosunkowo niski poziom wydalania niezmetabolizowanej CAF z moczem.
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Dodatkowo 2-7% dawki CAF jest wydalane z katem w ciggu 48 godzin po przyjeciu, gtéw-
nie w formie metabolitow CAF (Arnaud 2011; Nehlig 2018).

CAF jest eliminowana zgodnie z kinetyka pierwszego rzedu przy dawkach wynosza-
cych 2-10 mg_, ./kg,,; jej metabolizm pierwszego przejscia jest minimalny, a farmakoki-
netyka niezalezna od drogi podania (Nehlig 2018). W watrobie CAF ulega procesom deme-
tylacji i utleniania, gtdwnie przy udziale enzymu CYP1AZ, a okoto 81% jest przeksztatcane
w paraksantyne (PRX), metabolit wykazujacy podobng do CAF zdolno$¢ blokowania re-
ceptoréw adenozynowych, metabolizowany przez ten sam enzym. Pozostate metabolity
CAF, takie jak teobromina i teofilina, s3 metabolizowane juz przez inne enzymy. Zrézni-
cowane czynniki, takie jak cigza, styl zycia (np. palenie papieroséw), choroby czy srodo-
wisko, moga wplywac na metabolizm CAF (Arnaud 2011; Nehlig 2018). Interesujace jest,
ze metabolizm CAF uzalezniony jest od dawki, co sugerowano w niektérych badaniach
in vivo, wskazujac na jej nieliniowy Kklirens nerkowy oraz wysycalno$¢ w zakresie
70-300 mg (Arnaud 2011; Nehlig 2018). Na farmakokinetyke CAF moga wptywac takie
czynniki, jak: zastosowana dawka, obecno$¢ sktadnikéw pokarmowych w Zotadku, dys-
funkcje zotadka czy spozycie ptynéw, ktére moduluja klirens nerkowy i czas péttrwania
CAF (Arnaud 2011; Nehlig 2018). Niemniej wiekszos¢ réznic w metabolizmie CAF wynika¢
moze z czynnikow genetycznych. Maksymalne stezenie CAF w osoczu osiggane jest u lu-
dzi po 30-120 minutach, a okres jej péttrwania wynosi 1,5-10 godzin (Guest i in. 2021).
Catkowity klirens CAF i jej gtbwnego metabolitu (PRX) w osoczu jest identyczny (2,07-
2,20 mL/min/kg,, ). Z kolei stezenie PRX obniza si¢ wolniej niz CAF, co po uptywie oko-
to 8-10 godzin od spozycia suplementu moze manifestowac sie wyzszym stezeniem
PRX (Arnaud 2011; Nehlig 2018). Ponadto stezenie CAF w $linie osigga 65-85% jej ste-
zenia we krwi, co umozliwia wykorzystanie $liny jako narzedzia do nieinwazyjnego mo-
nitorowania zgodno$ci z zaleceniami dotyczacymi spozycia CAF lub abstynencji od niej
(Nehlig 2018).

Uwzgledniajac wptyw enzymu CYP1A2 na metabolizm CAF, warto przyjrzec sie ocenie
jego aktywnosci enzymatycznej. Zalezy ona bowiem od wielu czynnikéw, zwtaszcza ptci,
pochodzenia etnicznego czy polimorfizmoéw pojedynczych nukleotydow (SNP) (Nehlig
2018). Funkcjonalny polimorfizm genu CYP1A2 moze prowadzi¢ do réznic miedzyosobni-
czych w zakresie aktywno$ci tego enzymu. Obecno$¢ allelu A na pozycji -163 (rs762551)
jest zwigzana z nizszg indukowalno$cig enzymu w poréwnaniu z allelem C, co znajduje
odzwierciedlenie w stosunku CAF do jej metabolitéw po spozyciu CAF (Arnaud 2011; Ne-
hlig 2018; Saundersiin. 2023).

[stotny w omawianej tematyce enzym CYP1A2 wystepuje gtéwnie w watrobie, a kon-
trolowana podaz CAF jest najczeSciej stosowang sonda (substancja uzywang do oceny
aktywnos$ci enzyméw) do pomiaru jego aktywnosci. Tak zwanym ztotym standardem po-
miaru jest w tym zakresie analiza pozornej szybkosci klirensu CAF na podstawie wielo-
krotnego poboru krwi. Ogélng aktywnos$¢ enzymatyczng CYP1A2 mozna takze mierzy¢,
okreslajac stosunek ilosciowy PRX do CAF (PRX/CAF RATIO) po kontrolowanej w cza-
sie i dawce podazy CAF (Doude van Troostwijk i in. 2003; Perera i in. 2010, 2011, 2012)
w roznych ludzkich matrycach biologicznych (takich jak krew czy $lina) oraz miarach
w pojedynczym punkcie czasowym (stezenie w pojedynczym punkcie czasowym - C ), co
koreluje z klirensem. Wnikliwa analiza wynikéw pomiaréw farmakokinetycznych umozli-
wia rekomendacje oznaczania C, PRX i CAF: (a) we krwi (surowicy lub osoczu) po 2, 4, 3-12
lub 5-7 godzinach po zazyciu CAF; lub (b) w $linie po 1-2, 2, 51 6-10 godzinach po zazyciu
CAF (Pereraiin. 2011). Niemniej, mimo ze wiekszos$¢ dotychczasowych badan rzeczywi-
Scie stosuje okres 6 godzin oraz analize PRX/CAF RATIO lub fenotypowanie metaboliczne
oparte na CAF, brak jest konsensusu co do takiego podejscia naukowego (Grzegorzewski
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iin. 2022). Ponadto zalezne od czasu i dawki efekty PRX/CAF RATIO nie zostaty dotych-
czas opisane, chociaz moga by¢ szczegoélnie istotne dla fenotypowania - zwtaszcza przy
bardzo niskich dawkach CAF (Grzegorzewski i in. 2022). Autorzy analizy systematycznej
(Grzegorzewski i in. 2022) wykazali, Ze mimo zastosowania w licznych badaniach réznych
protokotow dawkowania uzyskane wyniki fenotypowania metabolicznego z uzyciem CAF
byty bardzo spojne. Wspotczynniki korelacji miedzy stezeniem CAF i PRX w $linie a steze-
niem we krwi wyniosty odpowiednio 0,84 i 0,76. Jeszcze wyzszg warto$¢ wspoétczynnika
korelacji (0,88) wykazano miedzy klirensem CAF opartym na analizie $liny a tym oce-
nianym we krwi. Dostepne dane literaturowe wskazujg zatem na mozliwo$¢ obliczania
klirensu zaréwno przy wykorzystaniu pomiaréw z krwi, jak i $liny (Grzegorzewski i in.
2022). Podsumowujac, podejscie do fenotypowania metabolicznego oparte na wykorzy-
staniu $liny wykazuje wysoka korelacje z metodami opartymi na badaniach krwi (co zo-
stato wczesniej potwierdzone w warunkach spoczynkowych - bez wysitku fizycznego)
(Grzegorzewski i in. 2022).

Zrozumienie farmakokinetyki CAF jest kluczowe dla jej skutecznego wykorzystania
jako $rodka ergogenicznego, szczeg6lnie w kontekscie réznorodnych aktywnosci fizycz-
nych. Zastosowanie suplementacji CAF u sportowcéw generuje pytania dotyczace iloScio-
wego i jakoSciowego wymiaru efektéw ergogeniczych, ktére moga by¢ w znacznym stop-
niu powigzane ze specyfikg wykonywanych wysitkéw (Guest i in. 2021). W tym zakresie
szczegblng uwage zwraca CrossFit/HIFT (trening funkcjonalny o wysokiej intensywno-
$ci), obejmujacy funkcjonalne, wielozakresowe treningi wykonywane z duza i zmienng
intensywnoscig, ktéry moze poprawiac ogélng sprawnos¢ fizyczng (Dexheimeriin. 2019;
Feito i in. 2018). Przyjmuje sie, ze trening CrossFit/HIFT poprawia site, pojemnos¢ tle-
nowg i beztlenowsg, moc, sktad ciata, a takze spoczynkowg czesto$¢ skurczéw serca (HR)
oraz ci$nienie krwi (Kapsis i in. 2022). Istnieje kilka wzorcowych testow CrossFit/HIFT,
takich jak Grace, Fran czy Nancy, oceniajacych zdolnosci wysitkowe (Dexheimeriin. 2019;
Feito i in. 2018). Jednym z takich testow, ostatnio zwalidowanych i opisanych jako precy-
zyjna metoda oceny zdolnosci wysitkowych w CrossFit/HIFT, jest Fight Gone Bad (FGB).
Ten wysoce specyficzny dla tej dyscypliny test obejmuje kilka kluczowych cech fizjologicz-
nych, takich jak wytrzymatos¢, sita, szybkos¢, moc i wydolno$¢ tlenowa (Durkalec-Michal-
skiiin. 2021). Niemniej w badaniach, w ktérych oceniano wptyw diety lub suplementacji
w CrossFit/HIFT, stosowano rdzne testy wysitkowe, co docelowo utrudnia poréwnanie
i przeprowadzenie krytycznej dyskusji dotychczas uzyskanych wynikow.

Oprdcz oceny fizycznych zdolnosci wysitkowych kluczowym elementem w treningach
takich jak CrossFit/HIFT jest takze aspekt poznawczy, ktéry moze znaczgco wptywac na
efektywnos$¢ sportowca. Do takich funkcji poznawczych nalezy uwaga (ang. attention),
funkcja odpowiedzialna za alokacje zasob6w na bodZce wewnetrzne lub zewnetrzne,
umozliwiajaca kontrole nad procesami mys$lowymi i reakcjami na otoczenie. Jeden z me-
chanizméw CAF, opierajacy sie na dziataniu antagonistycznym wobec adenozyny, prowa-
dzac do uwolnienia neuroprzekaznikéw takich jak dopamina i noradrenalina (Lorenzo
Calvo i in. 2021), sprzyja korzystnym zmianom nastroju, zmniejszeniu uczucia zmecze-
nia oraz zwiekszeniu czujnosci. Takie efekty CAF moga przynies¢ korzysci sportowcom
na poziomie poznawczym (Lorenzo Calvo i in. 2021). Pozytywne efekty CAF wykazano
w badaniach nad szybkoScig uczenia sie, op6Znionym przypominaniem, doktadnoscia, go-
towoscig do podjecia wysitku fizycznego oraz R, mierzonym za pomoca testu Stroopa
i testu szybkiego przetwarzania informacji wzrokowej (Bello i in. 2019; Hogervorst i in.
1999). Ponadto CAF moze wpltywac na funkcje sensomotoryczne, zwlaszcza w zakresie
stabilizacji postawy. Utrzymanie wyprostowanej sylwetki zalezy od mechanizméw row-
nowagi, aktywnosci struktur korowych oraz proceséw poznawczych, a zatem CAF, mo-
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dulujac zdolnosci poznawcze takie jak percepcja i uwaga, moze pozytywnie wptywac na
stabilno$¢ posturalng (P, ). Nie da sie jednak wykluczy¢ ryzyka zaburzenia rownowagi
wywotanego zakt6ceniami posturalnymi spowodowanymi stymulujagcym wptywem CAF
na wentylacje ptuc (Briggsiin. 2021).

Indywidualne réznice w odpowiedzi na CAF, zar6wno w kontekscie jej wplywu na
funkcje poznawcze, jak i ergogenicznego dziatania, moga by¢ powigzane z genetycznie
uwarunkowang szybko$cig metabolizmu tego zwigzku (Barreto i in. 2021; Guest i in.
2018; Saundersiin. 2023). Wskazuje sie, ze SNP rs762551 genu CYP1A2 moze roznicowac
aktywno$¢ enzymu CYP1A2 na trzy genotypy: osoby metabolizujace CAF ,szybko” (ho-
mozygoty AA), ,wolno” (heterozygoty AC) oraz ,ultrawolno” (homozygoty CC) (Guesti in.
2018). Nosiciele allelu C (AC, CC) stanowig Srednio 54% populacji Swiatowej. Ze wzgledu
na wieksze powinowactwo metabolitéw CAF do receptoréw adenozynowych sugeruje sie
réwniez zachodzenie szybszej demetylacji do metabolitéw CAF u homozygot AA (Barreto
iin. 2021). Moze to prowadzi¢ do wiekszych korzysci w zakresie wydolnosci, wynikaja-
cych z intensyfikacji odpowiedzi psychofizycznej na suplementacje CAF. Z kolei ,,wolny”
lub ,ultrawolny” metabolizm CAF zwigzany z przedtuzonym blokowaniem receptoréw
adenozynowych przez CAF, moze - paradoksalnie - negatywnie wptywa¢ na wydolno$¢
fizyczna i zdolno$ci wysitkowe (Guest i in. 2018; Saunders i in. 2023). W zakresie po-
tencjalnej regulacji odpowiedzi organizmu na CAF wskazuje sie takze na znaczenie genu
ADORAZA. Jego SNP rs5751876S (trzy genotypy: homozygoty TT i CC oraz heterozygoty
CT) moze modulowa¢ wrazliwo$¢ na spozycie CAF, co objawia sie m.in. poziomem odczu-
wanego niepokoju czy przetwarzaniem emocjonalnym (Saunders i in. 2023). Ludzi moz-
na podzieli¢ na osoby odznaczajace sie ,wysoka” (TT) lub ,niskg” (CC, CT) wrazliwoScia
na CAF (Nehlig 2018). Jednak najnowsze dane nie potwierdzajg hipotezy, Ze polimorfizm
genu ADORA2A wptywa na indukowane podaza CAF réznice w wydolnoSci fizycznej czy
zdolnos$ciach wysitkowych (Saunders i in. 2023).

Pomimo Ze CAF jest powszechnie stosowanym przez sportowcow i osoby aktywne fi-
zycznie suplementem ergogenicznym, a jej farmakokinetyka i farmakodynamika wydaja
sie poddane wnikliwej ewaluacji naukowej, brakuje danych na temat zaleznych od dawki
indywidualnych zmian wywotanych przez CAF w zakresie specyficznych zdolnos$ci wysit-
kowych CrossFit/HIFT. Co wiecej, dostepne dane dotyczace metabolizmu CAF w warun-
kach wysitku fizycznego sg ograniczone. Celem niniejszej dysertacji doktorskiej byto zatem
przeprowadzenie badan obejmujacych suplementacje réznych dawek CAF i petniejsza oce-
ne jej wptywu na specyficzne zdolnosci wysitkowe, czestos¢ skurczéw serca, subiektywne
odczucie zmeczenia, stabilno$¢ posturalng, czas reakcji, stezenie mleczanu i pirogronianu
we krwi (publikacja 1) oraz zmiany stezenia CAF i PRX, a takze PRX/CAF RATIO w surowi-
cy krwi i $linie w czterech réznych punktach czasowych (publikacja 2) w grupie zdrowych,
Srednio wytrenowanych os6b uczestniczacych w treningu CrossFit/HIFT.
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2. CELE I HIPOTEZY

Gtéwnym celem badan podjetych w ramach niniejszego projektu doktorskiego byta ocena
wptywu trzech réznych dawek CAF oraz placebo (PLA) na specyficzne zdolnos$ci wysit-
kowe, czestos$¢ skurczow serca, subiektywne odczucie zmeczenia, stabilno$¢ posturalng,
czas reakcji, stezenie mleczanu i pirogronianu we krwi, zmiany stezenia CAF i PRX oraz

oo

wych, Srednio wytrenowanych oséb uczestniczacych w treningu CrossFit/HIFT.

Cele szczegotowe obejmowaty ocene wpltywu trzech réznych dawek CAF oraz PLA na:

a)
b)

c)
d)

e)
f)
g)
h)

i)
j)

specyficzne zdolnosSci wysitkowe oceniane za pomocg 17-minutowego testu FGB
(publikacja 1);

czesto$¢ skurczéw serca monitorowang za pomoca systemu telemetrycznego Polar
(publikacja 1);

subiektywne odczucie zmeczenia oceniane za pomocg skali Borga (publikacja 1);
stabilno$¢ posturalng oceniang za pomoca platformy posturograficznej (publika-
cjal);

czas reakcji oceniany za pomocg testu czasu reakcji prostej z baterii Wiedenskiego
Systemu Testow (publikacja 1);

stezenie mleczanu i pirogronianu we krwi analizowane za pomoca metody fluoro-
metrycznej (publikacja 1);

zmiany stezenia CAF w surowicy krwi i $linie, analizowanego za pomoca wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej (publikacja 2);

zmiany stezenia PRX w surowicy krwi i $linie, analizowanego za pomocg wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej (publikacja 2);

zmiany PRX/CAF RATIO w surowicy krwi i $linie (publikacja 2);

aktywno$¢ enzymu CYP1A2 mierzong jako $redni skorygowany czasowo PRX/CAF
RATIO w $linie (publikacja 2);

a takze:

k)

D)

identyfikacje potencjalnych interakcji pomiedzy dawka CAF, wynikami FGB oraz
kluczowymi polimorfizmami determinujacymi efekty dziatania CAF [CYP1AZ (SNP
rs762551 A>C) oraz ADORAZ2A (rs5751876 C>T)] (publikacja 1);

ocene wptywu dawki CAF oraz polimorfizmu genu CYPIAZ (rs762551) na aktyw-
nos$¢ enzymu CYP1A2 (publikacja 2).

Postawiono nastepujace hipotezy:

1.

3.

Ergogeniczny wptyw CAF jest zréznicowany i zalezny od dawki w odniesieniu
do wszystkich mierzonych wskaznikéw (wyzsza dawka bedzie zwigzana z wiek-
szym wplywem na zdolnos$ci wysitkowe w FGB, HR, RPE, R, P_ , stezenie La
i Pa).

Efekt podazy CAF na zdolnoSci wysitkowe jest zalezny od genotypow CYP1A2
(homozygoty AA reaguja bardziej niz heterozygoty AC oraz homozygoty CC)
i ADORA2A (homozygoty TT reaguja bardziej niz nosiciele allelu C).

Wyzsze dawki CAF wywotujgq wieksze zmiany stezenia CAF i PRX w surowicy krwi
i Slinie.

Time Stab’
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Najwieksza zmiana zwigzana ze wzrostem stezenia CAF od poziomu sprzed suple-
mentacji obserwowana jest 60 minut po spozyciu CAF.

Wyzsza dawka CAF prowadzi do zwiekszenia aktywnos$ci enzymu CYP1AZ2.
Nosiciele allelu C (w przypadku genotypéw CYP1AZ2) odznaczajg sie wieksza ak-
tywnos$cig enzymu CYP1A2 w poréwnaniu z homozygotami AA.

AWF

ROZPRAWA DOKTORSKA 17



3. CYKL PUBLIKAC]I

Niniejszy autoreferat przedstawia w ujeciu syntetycznym tre$ci zawarte i oméwione
w artykutach opublikowanych w ramach monotematycznego cyklu prac pod wspdlnym
tytutem Efekt podazy réznych dawek kofeiny na zdolnosci wysitkowe oraz stezenie kofeiny
i paraksantyny we krwi i Slinie u 0séb trenujqgcych CrossFit. Cykl ten obejmuje nastepujace
artykuty naukowe:

1.

Gtowka N., Malik J., Podgorski T., Stemplewski R., Maciaszek ]., Cigzynska ]., Zawie-
ja E.E., Chmurzynska A., Nowaczyk P.M., Durkalec-Michalski K. (2024) The dose-de-
pendent effect of caffeine supplementation on performance, reaction time and po-
stural stability in CrossFit — a randomized placebo-controlled crossover trial. Journal
of the International Society of Sports Nutrition, 21 (1), 2301384. https://doi.org/10.1
080/15502783.2023.2301384

punktacja MNiSW: 100; Impact Factor: 4,5; Impact Factor 5-letni: 4,8

Gtowka N., Malik |., Aniota J., Zawieja E.E., Chmurzynska A., Durkalec-Michalski K.
(2024) The effect of caffeine dose on caffeine and paraxanthine changes in serum
and saliva and CYP1A2 enzyme activity in athletes: a randomized placebo-controlled
crossover trial. Nutrition & Metabolism, 21 (1), 90. https://doi.org/10.1186/s12986-
024-00863-3

punktacja MNiSW: 100; Impact Factor: 3,9; Impact Factor 5-letni: 4,3

Lacznie: punktacja MNiSW: 200; Impact Factor: 8.4!

W niniejszym autoreferacie zdecydowano sie nie zamieszcza¢ tabel oraz rycin ze

zrédtowych publikacji celem unikniecia powielania danych zawartych w zatgczonych do
autoreferatu pracach.

! Warto$¢ Impact Factor zgodnie z aktualng klasyfikacja na 2023 r.
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4.. MATERIAL I METODY
4.1. Schemat badan (publikacje 1 i 2)

Realizowany projekt doktorski obejmowat dorazng suplementacje trzema dawkami CAF
(3,6,9 mg.,./kg.,) lub PLA w randomizowanych, kontrolowanych PLA badaniach krzyzo-
wych z podwojnie $lepa préba. Protokoét badan przewidywat pie¢ laboratoryjnych wizyt
badawczych (T -T,). Po zapoznaniu si¢ z protokotem (tzw. familiaryzacja), zrekrutowani
ochotnicy odbyli pierwszg wizyte: T , pomiar wyjSciowy (BASE), bez suplementacji. Po T
uczestnicy zostali losowo przypisani (randomizacja na podstawie wynikow testu FGB)
do kolejnosci podawania suplementéw, zgodnie z przydzielonymi kodami, wyznaczony-
mi przez niezaleznego biostatystyka. Gtdwny protokét badawczy obejmowat nastepnie
cztery osobne wizyty (T,-T,), podczas ktérych kazdorazowo przeprowadzono pomiary
antropometryczne wraz z analiza sktadu ciata, wykonano test specyficznych zdolnosci
wysitkowych (FGB), pomiar R, i P oraz pobdor materiatu biologicznego (probki krwi
i $liny). U poszczegdlnych uczestnikdw wszystkie testy wykonywano o tej samej po-
rze dnia. Pomiedzy kolejnymi wizytami stosowano 7-dniowy okres tzw. wyptukiwania
(ang. washout), uwzgledniajacy kinetyke wydalania CAF z organizmu (Magkos i Kavouras
2005). Trzy godziny przed wizyta uczestnicy spozywali positek wystandaryzowany sto-
sownie do wczesniejszych badan - weglowodany: 2 g/kg,, , biatka: 25 g, woda: 7 mL/kg,,
(Durkalec-Michalski i in. 2022, 2023). Badani zostali rowniez zobowigzani do wytacze-
nia z diety produktoéw zawierajacych CAF na 24 godziny przed kazda wizyta badawcza.
Dodatkowo uczestnicy zostali podzieleni post hoc na grupy wedtug genotypéw CYP1A2
(homozygoty AA oraz nosiciele allelu C) oraz ADORAZA (nosiciele allelu C oraz homozy-
goty TT). Schemat badan zostat graficznie przedstawiony na rycinie 1.

4.2. Grupa badana (publikacje 11 2)

Wstepnie do badan zrekrutowano 27 $rednio wytrenowanych oséb uprawiajgcych Cross-
-Fit/HIFT, bedacych cztonkami klubéw CrossFit® z Poznania. Ostatecznie 26 z nich
(10 kobiet i 16 mezczyzn) ukonczyto caty protokét badan i zostato uwzglednionych w do-
celowych analizach. Kryteria wtaczenia obejmowaty: dobry stan zdrowia, aktualne za-
Swiadczenie lekarskie potwierdzajgce zdolnos$¢ do uprawiania sportu, co najmniej 2-let-
nie doswiadczenie w treningu CrossFit/HIFT, odbywanie co najmniej czterech treningéw
CrossFit/HIFT w tygodniu oraz umiarkowane, codzienne spozywanie produktéw zawie-
rajacych CAF, co odpowiada wiecej niz dwdm filizankom kawy o pojemnosci 240 mL, gdzie
1aczna Srednia zawarto$¢ CAF wynosi okoto 170 mg (120-240 mg) (Nieber 2017).

W badaniach uwzgledniono zaré6wno kobiety, jak i mezczyzn, ze wzgledu na udziat
0s6b obu ptci w treningach CrossFit/HIFT, jak i podkreslang w wielu ostatnich publika-
cjach konieczno$¢ czestszego uwzglednienia udziatu kobiet podczas interwencji suple-
mentacyjnych prowadzonych w grupie sportowcéw (Anderson i in. 2023; Larrosa i in.
2024). Protokét badan przeprowadzono w kilku okresach, od lipca 2021 r. do grudnia
2022 r. w Zaktadzie Dietetyki Sportowej AWF Poznan. Wszyscy uczestnicy zobowigzali
sie do utrzymania dotychczasowego stylu zycia, przestrzegania indywidualnego planu
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Rekrutacja do badan (27 osdb trenujacych CrossFit/HIFT)

Wytaczenie z badan (n=0)
— Niespetnianie kryteriéw wigczenia (n = 0)
Odmowa udziatu (n =0)

‘ WHtaczenie uczestnikéw do protokotu (n = 27), ,familiaryzacja” i pomiar wyjsciowy (To; BASE) ‘

v

‘ Randomizacja i ustalenie kolejnosci suplementacji (T1-Ts; n = 27) ‘

v
v v v v
Dawka 3 mgcar/kgem Dawka 6 mgcar/kgsm Dawka 9 mgcar/kgem

Low MEDIUM HIGH PLACEBO

\ [ [ [

_ Przed suplementacja__ | . .
i Pobér krwi (1) ‘
Pobér §liny (1)
1]
30 min po
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) s — > L0 min Pobér &liny (2)
>

40 min po
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8

' ---uementaci__ pobor krwi (3)

N
+ E 65 min po .
Pomiar Rrime (1) ---.l ........ suplementaci . > Pobor sliny (3)

v
1 min 1 min 1 min 1 min 1 min 2
‘ ° | | =
Test FGB | | j ® j ]
Brundy | | + | e 4 2
+ I ] | i 'g
pomiar HR | ] . <
| | f E
Wall Ball Shots ~ Sumo Deadlift High Pulls Box Jumps Push Presses Rowing \nl

Ocena RPE _'ﬂ ..............................................
E @ E Bezposrednio po > . )
| wysitkw | g 3 min po wysitku __ A H
& < 50 min po Pobér krwi (4) &
svenc) | Pobor diny (4)
. |
Pomiar Rrime (2) 1 .
4 4]
Pomiar Pstab (4) Y |--------- oo

wysitku

ja z udziatu
w badaniach (n=1)

v

‘ Analiza wynikow (n = 26; 16 mezczyzn i 10 kobiet)

BASE - pomiar wyj$ciowy; BM - masa ciata; CAF - kofeina; FGB - test Fight Gone Bad; HIFT - trening funkcjonalny
o wysokiej intensywno$ci; HIGH - wysoka dawka CAF; HR - czesto$¢ skurczéw serca; LOW - niska dawka CAF; MEDIUM -
$rednia dawka CAF; P - stabilno$¢ posturalna; RPE - subiektywne odczucie zmeczenia; R, - czas reakcji; T, , - kolej-
nos¢ wizyt badawczych

Rycina 1. Graficzny schemat badan
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treningowego, diety czy suplementacji podczas realizacji protokotu badan oraz odpo-
wiedniego przygotowania do kazdej wizyty badawczej w ten sam sposob, zwracajgc uwa-
ge zwlaszcza na okres 24 godzin przed wizyta.

Projekt badawczy zostat pozytywnie zaopiniowany przez Komisje Bioetyczng przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (numer referencyjny
196/21 z dnia 8 kwietnia 2021 r.) i zarejestrowany prospektywnie na ClinicalTrials.gov
(NCT03822663). Przyjeta metodyka badan spetnita wymogi o§wiadczenia CONSORT dla
badan randomizowanych. Kazdy z uczestnikdw badan wyrazit pisemna i $wiadoma zgo-
de na swoj udziat w protokole. Wszelkie procedury przeprowadzono zgodnie z normami
etycznymi Deklaracji helsinskiej z 2013 r.

4.3. Protokot suplementacyjny (publikacje 1i 2)

W procedurze eksperymentalnej, w schemacie krzyzowym, kazdemu uczestnikowi po-
dano dorazng dawke CAF w iloSci 3 mg (LOW), 6 mg (MEDIUM) lub 9 mg (HIGH) na kilo-
gram masy ciata lub PLA: 4 interwencje suplementacyjne (podaz trzech dawek CAF oraz
PLA), 1 BASE (bez suplementacji). Dawki CAF (czysta kofeina farmaceutyczna, Ostrovit,
Polska) oraz PLA (gorzki aromat) rozpuszczono w 20 mL 100-procentowago soku poma-
ranczowego (Tymbark) i 80 mL wody, aby zniwelowa¢ gorzki posmak. W trakcie wizyt
badawczych suplementy byty przyjmowane 70 minut przed testem FGB, bezposrednio po
pierwszym pobraniu krwi. Preparaty podawano kazdemu uczestnikowi w pojemnikach
oznaczonych unikatowym kodem. Zgodnie z zalecang procedurg zaslepienia preparaty
zostaly przygotowane z wyprzedzeniem przez badacza, ktéry nie brat bezposredniego
udziatu w przeprowadzaniu eksperymentu. W ramach podwojnego zaslepienia cztonko-
wie zespotu badawczego i uczestnicy nie znali rodzaju interwencji (czy podawano CAF,
czy PLA). Szczegbty randomizacji byly zanonimizowane i ujawnione dopiero po zakoncze-
niu catego protokotu. Preparaty podawano w $cisle okreslonym czasie przed testem wy-
sitkowym, a zgodno$¢ z zaleceniami dotyczacymi ich spozycia byta kontrolowana przez
badaczy.

4.4. Pomiar wskaznikow antropometrycznych i sktadu ciata
(publikacje 1i 2)

Pomiary antropometryczne przeprowadzano na poczatku kazdej wizyty badawczej, ce-
lem zapewnienia powtarzalnych warunkéw dla procedur testowych. Przed analizg skta-
du ciata dwukrotnie mierzono mase i wysokos¢ ciata przy uzyciu skalibrowanej wagi ze
stadiometrem (WPT 60/150 OW, Radwag®, Radom, Polska). Catkowitg zawarto$¢ wody
w organizmie oceniano za pomocg bioimpedancji elektrycznej z wykorzystaniem urza-
dzenia Bodystat 1500 (Bodystat Inc., Douglas, Wielka Brytania) (tabela 1). Testy prze-
prowadzono wytacznie u uczestnikdw odpowiednio nawodnionych. W trakcie pomiaru
bioimpedancji $ciSle przestrzegano zalecanych warunkéw pomiarowych (Kyle i in. 2004).
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Tabela 1. Charakterystyka wskaZnikéw antropometrycznych i sktadu ciata badanej grupy (n = 26)

Wskaznik Srednia +SD
Wiek [lata] 35,4 +6,5
Masa ciata [kg] 77,4 +16,6
Wysoko$¢ ciata [cm] 175 %9
Catkowita zawarto$¢ wody [%; L] 57,2 +5,1; 44,1 9,7
Tkanka ttuszczowa [%; kg] 19,9 £5,6; 15,5 +6,1
Bezttuszczowa masa ciata [%; kg] 80,1 +5,7; 61,9 +13,6

n - liczba uczestnikéw; SD - odchylenie standardowe

4.5. Ocena sposobu zywienia (publikacje 1i 2)

Podczas wizyty T kazdy uczestnik wypetnit kwestionariusz przygotowany na potrzeby
badan, dotyczacy zwyczajowego spozycia CAF. Dzienne spozycie CAF obliczono na pod-
stawie rekomendowanej bazy danych (Nieber 2017). Dodatkowo, za pomocg kwestio-
nariusza, oceniono stosowanie suplementéw zawierajacych CAF oraz ewentualne skutki
uboczne po ich spozyciu, aby speti¢ kryteria wtgczenia uczestnikdw do badan. Ocena
diety, ze szczeg6lnym uwzglednieniem 24-godzinnej abstynencji od produktéw zawiera-
jacych CAF zostala przeprowadzona przy wykorzystaniu metody biezgcego notowania
(dzienniczek zywieniowy z okresu dwoch kolejnych dni przed kazda wizytg badawcza).
Uczestnicy zostali przeszkoleni z metody rejestrowania diety przez dietetyka podczas wi-
zyty T,. Dzienniczki poddano analizie iloSciowej za pomoca oprogramowania dietetycz-
nego, ktére wykorzystuje baze danych opracowang przez Instytut ZywnoSci i Zywienia
w Warszawie (oprogramowanie Kcalmar.pro, Lublin, Polska) (tabela 2).

Tabela 2. Charakterystyka sposobu zZywienia badanej grupy (n = 26)

Wskaznik Srednia +SD
Pobdr energii [kcal; kcal/kg, ] 2362 +653; 31,0 £9,4
Weglowodany [g; g/kg,. ]| 281 +89; 3,1 +1,2
Biatka [g; g/kg,,,] 125 +42; 1,6 0,5
Ttuszcze [g; g/kg,,] 84 +£28; 1,1 +0,4

Codzienne zwyczajowe spozycie CAF [mg/day]” 231 +121

BM - masa ciata; n - liczba uczestnikéw; SD - odchylenie standardowe
* codzienne spozycie, z wytaczeniem dnia wizyty badawczej oraz 24 godzin poprzedzajacych wizyte

4.6. Ocena specyficznych zdolnosci wysitkowych za pomoca testu
Fight Gone Bad wraz z monitoringiem czestosci skurczow serca
i oceng subiektywnego odczucia zmeczenia (publikacja 1)

Do oceny specyficznych zdolnosci wysitkowych uczestnikéw wybrano test FGB, ktory jest
uznawany za jeden z wzorcowych testow HIFT ze wzgledu na pomiar specyficznych dla
CrossFit/HIFT zdolnosci wysitkowych. Test ten przeprowadzono zgodnie z protokotem
opisanym w poprzednich badaniach (Durkalec-Michalski i in. 2018, 2022), a jego powta-
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rzalnosc¢ oceniono jako wysoka (Durkalec-Michalski i in. 2021). Wszyscy uczestnicy kaz-

dorazowo wykonywali 20-minutowg indywidualng rozgrzewke tuz przed rozpoczeciem

testu. Caty test trwat 17 minut: [3 rundy (R, ,) x 5 min] oraz [2 przerwy x 1 min pomiedzy
rundami]. Kazda runda obejmowata pie¢ nastepujacych ¢wiczen:

— Wall Ball Shots - rzuty pitka lekarska (o masie 9 kg dla mezczyzn lub 6 kg dla kobiet)
do tarczy umieszczonej na wysokos$ci 3 m dla mezczyzn lub 2,7 m dla kobiet, z pozycji
przysiadu, nastepnie ztapanie pitki w gornej fazie wyprostu nég i powrét do przysiadu;

— Sumo Deadlift High Pulls - podnoszenie sztangi (o masie 35 kg dla mezczyzn lub 25 kg
dla kobiet) na wysokos$¢ barkéw; ¢wiczacy w lekkim rozkroku pochyla sie po sztan-
ge umieszczong na ziemi, utrzymujac proste plecy; przy kazdym powtérzeniu nalezy
odtozy¢ sztange do pozycji wyjsciowej;

— Box Jumps - naskok obiema nogami na skrzynie o wysokos$ci 60 cm dla mezczyzn lub
50 cm dla kobiet, nastepnie zeskok obiema nogami na podtoze;

— Push Presses - wypychanie sztangi (o masie 35 kg dla mezczyzn lub 25 kg dla kobiet) nad
glowe, wychodzac z lekko ugietych kolan; w przerwach miedzy wypychaniem sztanga
znajduje sie na wysokosci barkéw, po osiggnieciu maksymalnej wysoko$ci sztangi na-
lezy zablokowa¢ ramiona w barkach oraz tokciach;

— Rowing - ¢wiczenie wykonywane na ergometrze wioslarskim Concept.

Uczestnicy mieli wykonac¢ jak najwiecej powtérzen (lub ,kilokalorii” wskazywanych
na monitorze ergometru wioslarskiego) kazdego ¢wiczenia w ciggu jednej minuty, a na-
stepnie natychmiast przejs¢ do kolejnego ¢wiczenia. Kazde prawidtowe powtoérzenie
wymagato pelnego i zgodnego z technikg zakresu ruchu charakterystycznego dla dane-
go ¢wiczenia. Wynik tego testu wysitkowego stanowity: (a) catkowita liczba wszystkich
powtdrzen wykonanych podczas testu FGB (FGB, ); (b) liczba powtdrzen wykonanych
w poszczegOlnych rundach; oraz (c) liczba powtdrzen poszczegdlnych ¢wiczen w ramach
pojedynczych rund FGB. Procedury testowe byly oceniane w czasie rzeczywistym przez
dwoch niezaleznych cztonkéw zespotu badawczego i dodatkowo rejestrowane wizualnie.
Podczas testu udzielano werbalnego wsparcia oraz odtwarzano muzyke w tle.

Ponadto w trakcie badan prowadzono staly monitoring HR za pomoca systemu tele-
metrycznego (Polar, Finlandia), co pozwolito na wyznaczanie Sredniej (HR )i maksymal-
nej czestosci skurczow serca (HR ). Na koniec testu FGB uczestnicy dokonywali oceny
subiektywnego odczucia zmeczenia (RPE) za pomoca skali Borga (6-20), zgodnie z opu-
blikowanymi zaleceniami (Borg 1998; Durkalec-Michalski i in. 2019).

4.7. Pomiar czasu reakcji (publikacja 1)

Pomiar R, _przeprowadzono dwukrotnie podczas kazdej wizyty badawczej (po raz pierw-
szy - 65 minut po suplementacji, przed FGB; po raz drugi - bezposrednio po FGB) przy
uzyciu Wiedenskiego Systemu Testow (Schuhfried GmbH, Austria; polski dystrybutor
COGNIFIC). To narzedzie jest powszechnie stosowane i zalecane w badaniach funkcji po-
znawczych u sportowcow (Balakovaiin. 2015). Uczestnicy badan reagowali najszybciej, jak
to mozliwe, na sygnaty optyczne. Zadanie S1 wybrane do badania R, _z baterii Wiedenskie-
go Systemu Testow dotyczyto pojedynczego bodzZca, trwato 4 minuty i polegato na nacis-
nieciu przycisku w momencie pojawienia sie prostego zéttego sygnatu swietlnego. Uczest-
nik uzywat tylko jednego palca dominujacej reki. Aby ujednolici¢ pomiary, kazde podejscie
poprzedzone byto krotkim testem prébnym, po ktorym uczestnik wykonywat test gtdwny
trwajgcy 4 minuty. Wiedenski System Testow umozliwia okreslenie R, =z doktadnoscig
do tysiecznych czesci sekundy i wiarygodng ocene R, _na pojawiajacy sie bodziec. Pomiar
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R, .wykonywano za pomoca panelu reakgji - jednego z urzadzen reakcyjnych Wiedenskie-
go Systemu Testow, z przyciskiem ,odpoczynek” i przyciskiem ,reakcja” umozliwiajacymi
rozdzielenie zmiennych na czas reakgji (R, ) i czas motoryczny (M. ). Termin R okresla
czas pomiedzy prezentacjg bodZca a wystgpieniem odpowiedzi, co w tescie oznaczato pod-
niesienie palca z przycisku ,odpoczynek”. Z kolei M., okre$la czas miedzy podniesieniem
palca z przycisku ,odpoczynek” a naci$nieciem przycisku ,reakcja”. Ponadto analizowano
zmienno$¢ wskaznikow R . i M

Time"

4.8. Pomiar stabilnosci posturalnej (publikacja 1)

Pomiar P oceniano czterokrotnie (po raz pierwszy - 35 minut po suplementacji, przed
rozgrzewka; po raz drugi - 65 minut po suplementacji, przed testem FGB; po raz trzeci
- bezposrednio po teScie FGB; po raz czwarty - 10 minut po tescie FGB) podczas kazdej
wizyty badawczej, wykorzystujac platforme posturograficzng AccuGait™ (model AMTI
PJB-101, AMTI, Watertown, MA, USA) z oprogramowaniem Balance Trainer i czestotliwo-
$cig probkowania 100 Hz. Platforma pozwala monitorowa¢ zmiany w sitach reakcji pod-
toza i na tej podstawie ocenia¢ pozycje oraz oscylacje Srodka sity nacisku stép (COP). Plat-
forma na czas prowadzonych badan byta umieszczona na ptaskiej twardej powierzchni,
a uczestnicy podczas pomiarow stali na niej boso. Kazdorazowo przed rozpoczeciem testu
wydawano te same instrukcje: ,Prosze stang¢ swobodnie na platformie - na jednej no-
dze, rece wzdtuz tutowia, oczy otwarte, wzrok skierowany przed siebie” (Bonnet 2016).
Uczestnicy stali na nodze dominujacej, ktorg wczesniej okreslano poprzez pytanie: ,Gdy-
bys$ miat kopna¢ pitke do celu, ktérej nogi bys uzyt?”. 0Odpowiedz wskazywata na domina-
cje nogi zaré6wno w zadaniu mobilizacyjnym, jak i stabilizacyjnym (van Melick i in. 2017).
Kazdy test trwat 30 sekund. Predkos¢ przemieszczania sie Srodka sity nacisku stop (V.)
oraz obszar obejmujacy 95% Sciezki przemieszczen $rodka sity nacisku stép (Area95)

byty analizowane jako wskazniki P_ .

4.9. Pobor i analiza materiatu biologicznego (publikacje 1i 2)

Krew wtos$niczkowa (publikacje 1 i 2) oraz $line (publikacja 2) pobierano w czterech
punktach czasowych: po raz pierwszy - przed suplementacjg (0’), po raz drugi - 30 minut
po suplementacji (30’), po raz trzeci - 60 minut po suplementacji (60’, przed FGB), po raz
czwarty - 90 minut po suplementacji (90’, 3 minuty po FGB). Probki pobierano podczas
kazdej wizyty badawczej. Wszystkie probki byty pobierane przez wykwalifikowanego
pracownika medycznego, a uczestnicy znajdowali sie w pozycji siedzgcej wyprostowa-
nej. Probki krwi wtosniczkowej pobierano z opuszki palca reki niedominujacej za pomoca
jednorazowego naktuwacza Medlance® Red (HTL-STREFA, L6dz, Polska) o ostrzu 1,5 mm
i gtebokosci penetracji 2,0 mm.

Publikacja 1: probki krwi (50 pL) pobierano i natychmiast przenoszono do mikro-
tub zawierajacych 250 puL kwasu nadchlorowego o stezeniu 0,6 M. Publikacja 2: probki
krwi (600 pL) pobierano do dwo6ch probéwek Microvette® CB 300 Serum CAT (Sarstedst,
Niimbrecht, Niemcy) z aktywatorem krzepniecia, a nastepnie oddzielong przez wirowa-
nie surowice wykorzystywano do pomiaru stezenia CAF i PRX. Dodatkowo proébki $liny
(1 mL) pobierano w tych samych punktach czasowych co prébki krwi, za pomoca spe-
cjalnych pojemnikéw na $line (wacik Salivette®; Sarstedt, Nimbrecht, Niemcy) zgod-
nie z instrukcjami producenta (wacik wyjmowano z probéwki Salivette®, umieszczano
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w ustach i zuto okoto 60 sekund w celu stymulacji wydzielania $liny, nastepnie wacik
z zebrana $ling wktadano z powrotem do probéwki i zamykano zatyczke). Sline ekstra-
howano przez wirowanie przez 2 minuty przy 1000 x g. Zebrane probki surowicy krwi
oraz $liny zamrazano i przechowywano w temperaturze —-80°C do czasu przeprowadze-
nia dalszych analiz.

4.9.1. Analiza stezenia mleczanu i pirogronianu (publikacja 2)

Pomiar stezenia mleczanu (La) i pirogronianu (Pa) przeprowadzono we krwi zgodnie
z metoda fluorometryczng opisang przez Maughana i in. (1982). Metoda ta byta wielo-
krotnie wykorzystywana przez zesp6t naukowy, do ktoérego nalezy autorka niniejszego
projektu doktorskiego (Durkalec-Michalski i in. 2018, 2024).

4.9.2. Analiza stezenia kofeiny i paraksantyny (publikacja 2)

Stezenie CAF i PRX w surowicy krwi i $linie (pg/mL) oznaczano po ekstrakcji ciecz-ciecz
za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), zgodnie z wcze$niej opi-
sang metodyka (Perera i in. 2010; Zawieja i in. 2023). Pomiaréw dokonano za pomoca
analizatora HPLC Hitachi Lachom 7000 (Merck, Darmstadt, Niemcy) z kolumng LiChro-
CART® 250-4 (LiChrospher® 100, RP-18, 5 um, Merck, Darmstadt, Niemcy). Faze mobil-
ng stanowita mieszanina acetonitryl-kwas octowy-woda (100 : 1 : 899). CAE, PRX oraz
standard wewnetrzny (benzotriazol) byty iloSciowo oznaczane za pomoca detekcji UV
przy dtugosci fali 280 nm. Przy przeptywie eluentu 1 mL/min czasy retencji wynosity
14 minut (CAF) i 7 minut (PRX). Dodatkowo obliczono PRX/CAF RATIO, dzielac stezenie
PRX przez stezenie CAF.

4.9.3. Analiza aktywnosci enzymu CYP1A2 (publikacja 2)

Aktywno$¢ enzymu CYP1A2 oceniono poprzez wyznaczenie $redniego, skorygowanego
o czas wspoétczynnika PRX/CAF RATIO w $linie. Wcze$niejsze analizy wykazaty, ze PRX/
CAF RATIO w S$linie mierzony 6 godzin po spozyciu CAF wykazuje najlepsza korelacje
z klirensem, co zapewnia najbardziej wiarygodna walidacje aktywnosci enzymu CYP1A2
(Fuhriin. 1996; FuhriRost 1994). Ze wzgledu na cztery rézne punkty czasowe pobierania
probek w niniejszym projekcie doktorskim oraz stosunkowo kroétki czas trwania wizyt
badawczych wybrano metode opisang wczesniej przez Urry i in. (2016), ktéra umozliwita
oszacowanie aktywnosci enzymu CYP1A2 poprzez dostosowanie warto$ci wspotczynni-
ka PRX/CAF RATIO do optymalnego i najczesciej stosowanego momentu poboru prébek
(6 godzin po suplementacji). W tej metodzie zastosowano rownanie zaczerpniete z ba-
dania Spigseta i in. (1999), aby oszacowa¢ PRX/CAF RATIO (y), jesli znany byt przedziat
czasowy miedzy przyjeciem CAF a pobraniem probki (x). Ustalono, Ze przedziat czasowy
wynoszacy 6 godzin odpowiada $sredniemu wspotczynnikowi PRX/CAF réwnemu 0,725
(Urryiin. 2016).

y=0,016 + (0,141 x x) + (0,004 x x?)

Zgodnie z instrukcja: (1) ,rzeczywisty” PRX/CAF RATIO obliczono na podstawie mo-
larnego stezenia CAF i PRX, nastepnie (2) oszacowano ,referencyjny” sredni PRX/CAF
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RATIO, zgodnie z opisanym wcze$niej postepowaniem, (3) obliczono réznice miedzy
Jrzeczywistym” a ,referencyjnym” PRX/CAF RATIO, (4) $redni, skorygowany o czas
PRX/CAF RATIO, zaktadajacy idealny odstep czasowy wynoszacy 6 godzin, okreslono
przez dodanie 0,725 do réznicy wyliczonej w kroku 3. W kroku 2, jako x w réwnaniu,
zatozono odstep czasowy z trzeciego punktu czasowego (60 minut po suplementacji), po-
niewaz zgodnie z konsensusem dotyczacym suplementacji CAF w sporcie zaleca sie jej
przyjecie na 60 minut przed wysitkiem z powodu oczekiwanego najwyzszego stezenia
w tym momencie (Guestiin. 2021).

4.9.4. Analiza polimorfizmoéw pojedynczych nukleotydéw CYP1AZ2 i ADORAZ2A
(publikacje 11 2)

Wymazy z policzka do dalszego genotypowania CYPIAZ (rs762551) (publikacje 1 i 2)
oraz ADORAZA (rs5751876) (publikacja 1) pobrano podczas T, Uczestnikom polecono
wtozy¢ wymazdéwke do ust i energicznie pociera¢ wewnetrzng strone policzka lub obszar
pod dolng i géorng wargg przez 1 minute. DNA wyizolowano ze ztuszczonych komorek
nabtonka policzkowego za pomoca standardowego zestawu (EXTRACTME® Genomic DNA
Kit EM13, Blirt SA, Polska). Genotypowanie przeprowadzono zgodnie z wcze$niej opisa-
na metoda za pomoca reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time
PCR) (Zawieja i in. 2023), stosujac komercyjne zestawy do genotypowania SNP TagMan®
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA, ID C__8881221_40 i C__2446672_50) na
aparacie LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Szwajcaria). Wyniki genotypowania zostaty
przedstawione w tabeli 3.

Tabela 3. Charakterystyka podziatu badanej grupy wedtug genotypow (n = 26)

Wskaznik Srednia +SD
Genotyp ADORAZA n
~Wysoka” wrazliwo$¢ na CAF 4TT
,Niska” wrazliwo$¢ na CAF 22 (10CC,12CT)
Genotyp CYP1AZ n
,Szybki” metabolizm CAF 6 AA
»,Wolny” metabolizm CAF 20 (3 CC, 17 AC)

n - liczba uczestnikdw; SD - odchylenie standardowe

4.10. Analiza statystyczna (publikacje 1 i 2)

Publikacje 1i2

Do obliczenia minimalnej liczby uczestnikow wymaganej do uzyskania mocy wiekszej niz
0,8 przy zatozonym poziomie btedu alfa 0,05 uzyto oprogramowania G*Power (wersja
3.1.9.6, Niemcy). Dla potrzeb niniejszego projektu badawczego zastosowano szacowanie
minimalnej wielko$ci préoby dla testu F - ANOVA dla powtarzanych pomiaréw (ANOVA
RM, czynniki wewnatrzgrupowe). Na podstawie danych z przegladu parasolowego (Grgic
i in. 2020) dotyczacych wytrzymatosci tlenowej i mieSniowej oszacowano umiarkowa-
ng wielkos¢ efektu (ES): f(U) = 0,38. Przy uzyciu ES, jednej grupy, pieciu punktéw po-
miarowych, korekty niesferycznos$ci e rownej jeden i opcji ,jak w SPSS” analiza wskazata,
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ze do zminimalizowania btedéw I i Il rodzaju wystarczajaca bedzie préba sktadajaca sie
z 23 uczestnikow. Dla ANOVA Friedmana oszacowano liczbe uczestnikow na 26, uwzgled-
niajac konieczno$¢ zwiekszenia proby o 15%. Analize przeprowadzono z wykorzystaniem
programu Statistica 13.3 (TIBCO Software Inc. 2017, USA) oraz RStudio (Posit Software,
PBC 2009-2023, USA), z wykorzystaniem pakietu Desc Tools (Signorell i in. 2024).

Publikacja 1

Normalnos¢ rozktadu zmiennych zostata przetestowana przez poréwnanie wartosci skos-
nosci i kurtozy z btedami standardowymi tych warto$ci (warto$¢ skosnosci lub kurtozy
przekraczajgca 1,96 btedu standardowego dla préby mniejszej niz 50 uczestnikéw jest
uznawana za hiespetniajgca warunku normalnos$ci) (Kim 2013). Poréwnania miedzy
$rednimi przeprowadzono za pomocg ANOVA RM (przy speinieniu warunku normalnosci)
lub ANOVA Friedmana (przy braku spetnienia warunku normalnosci). Por6wnania post
hoc wykonano przy uzyciu testu Bonferroniego lub poréwnan parami testem Wilcoxo-
na, w zalezno$ci od tego, czy warunek normalnosci byt spetniony. Wykonano takze test
sferyczno$ci Mauchly’ego w celu sprawdzenia réwnosci wariancji na réznych poziomach.
W przypadku odrzucenia hipotezy speinienia warunku sferycznosci zastosowano korekte
Greenhouse’a-Geissera. Za statystycznie istotng warto$¢ przyjeto alfa < 0,05. Wartos¢ ES
(wyrazone jako czgstkowa eta kwadrat) interpretowano nastepujgco: <0,01 - brak efektu;
<0,06 - maty efekt; <0,14 - $redni efekt; 20,14 - duzy efekt. Z kolei warto$ci wspotczyn-
nika W Kendalla interpretowano w nastepujacy sposdb: <0,1 - brak efektu; <0,3 - maty
efekt; <0,5 - Sredni efekt; 20,5 - duzy efekt. Dodatkowo przeprowadzono analize korela-
¢ji miedzy wynikami R, , M.,V . i Area95 po teScie wysitkowym a zmiennymi RPE,
FGB,  oraz HR _ przy uzyciu wspotczynnika korelacji rho Spearmana.

Publikacja 2

Zastosowano test Shapiro-Wilka w celu sprawdzenia zatozenia normalno$ci. Analiza
danych obejmowata zar6wno surowe dane: stezenie CAF i PRX uzyskane bezposrednio
w trakcie pomiarow, czyli dane, ktore nie zostaty przetworzone, przeliczone czy znorma-
lizowane (0’, 30’, 60’, 90’), jak i zmiany stezenia CAF i PRX obliczone na podstawie réznicy
miedzy pierwszym pomiarem stezenia, czyli przed spozyciem suplementu (0’), a kolejny-
mi pomiarami (30, 60’, 90’). Do analizy surowych danych wykorzystano analize korelacji,
regresje wielomianowg oraz analize r6znic miedzy zmiennymi zaleznymi (test t-Studenta
lub test Wilcoxona). Ogélny model liniowy (GLM) uzyto do analizy réznic miedzy zmiana-
mi zmiennych. Zastosowano takze analizy korelacji Pearsona i Spearmana, aby zweryfiko-
wac zalezno$¢ miedzy stezeniem (CAF, PRX lub PRX/CAF RATIO) w surowicy krwi i $linie.
Regresja wielomianowa zostata przeprowadzona dla réznic w stezeniu CAF i PRX miedzy
probkami surowicy i $liny, ale nie dla PRX/CAF RATIO, ze wzgledu na brak dopasowania
modelu. Dla korelacji surowych danych, analizy réznic oraz regresji wielomianowej po-
rownano 520 wartoSci (bez dzielenia danych na grupy wedtug dawki). GLM uwzgledniat
dwa czynniki wewnatrzgrupowe [dawka: D (LOW, MEDIUM, HIGH, PLA); punkt czasowy:
TP (30’, 60’, 90’)] oraz jeden czynnik miedzygrupowy [CYPIAZ: C (osoby metabolizujace
CAF ,szybko” i ,wolno”)]. Analizowano takze interakcje D*TP i D*TP*C. Jes$li warunek sfe-
rycznosci nie byt speiniony, zastosowano korekcje Huynha-Feldta. Istotne wyniki GLM
poddano dalszej analizie poréwnan parami Bonferroniego. Poziom istotnoSci statystycz-
nej ustalono dla alfa < 0,05. Dodatkowa analiza GLM zostata przeprowadzona na prze-
ksztatconych danych, uwzgledniajac prognozowane stezenia 6 godzin po spozyciu suple-
mentu. W tym celu dane przeksztatcono z pg/mL na pumol/L, zaktadajac mase molowa
PRX wynoszaca 180 g/mol oraz CAF - 194 g/mol.
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5. WYNIKI

5.1. Specyficzne dla CrossFit/HIFT zdolnosci wysitkowe oceniane
w tescie Fight Gone Bad wraz z monitoringiem czestosci skurczow
serca i oceng subiektywnego odczucia zmeczenia (publikacja 1)

Szczegotowe wyniki testu FGB, HR oraz RPE w formie tabelarycznej i graficznej przedsta-
wiono w publikacji 1 (tabela 2, rycina 2).

Po zazyciu kazdej z podawanych dawek CAF obserwowano istotng statystycznie wiek-
sz liczbe powtdrzen w FGB,  w porownaniu z BASE (p < 0,01). Nie stwierdzono jed-
nak znaczacych réznic zaréwno pomiedzy poszczeg6lnymi dawkami CAF jak i w odnie-
sieniu do PLA, cho¢ dawka MEDIUM ujawnita zauwazalng z praktycznego i sportowego
punktu widzenia skuteczno$¢ w poprawie wynikéow FGB, . Ponadto najwiekszg licz-
be powtorzen (p < 0,01) w R, stwierdzono po dawkach MEDIUM i HIGH w poréwnaniu
z BASE i PLA.W R, i R, liczba powtérzen byta wigksza (p < 0,01) we wszystkich interwen-
cjach w poréwnaniu z BASE, z czego w R, najwiecej powtoérzen odnotowano po dawce
MEDIUM.

Nie stwierdzono istotnych réznic HR _ , HR _ ani RPE pomiedzy wszystkimi dawka-
mi CAF a PLA w catym protokole badan. Jednak w poréwnaniu z BASE jedynie warto$¢
HR__ bytaistotnie wyzsza (p = 0,03) po podaniu dawek LOW i HIGH.

Przeprowadzona analiza efektu praktyki dla FGB,  wykazata istotny wptyw praktyki
(kolejnos¢ wizyt) na liczbe powtorzen w tym tescie wysitkowym: F(1,83; 48,56) = 33,25,
p<0,05mn=0,57.

5.2. Czas reakcji i stabilnos¢ posturalna (publikacja 1)

Szczegotowe wyniki czasu reakcji i stabilnos$ci posturalnej w formie tabelarycznej przed-
stawiono w publikacji 1 (tabela 5).

Najkrotszy R, przed i po FGB zaobserwowano po dawce MEDIUM, ale istotnoS$c¢ sta-
tystyczng w zakresie krotszego (p = 0,04) R, stwierdzono jedynie przed FGB po dawce
HIGH w poréwnaniu z BASE. Ponadto jedynie po dawce MEDIUM zaobserwowano brak
istotnego pogorszenia wynikow (p = 0,07) zmiennoSci R, _ miedzy pomiarem przed i po
FGB. Najkrotszy M, przed FGB zaobserwowano po dawce HIGH, a po FGB w BASE, jed-
nak réznice miedzy dawkami CAF a PLA nie byty istotne. Ponadto najmniejsza zmiennos$¢
M. przed i po FGB zaobserwowano po dawce MEDIUM. Istotna zmiana (p < 0,05) mie-
dzy pomiarem przed i po FGB w M. oraz zmienno$ci M. wystapita we wszystkich
interwencjach, ale nie w BASE.

WartoSci V, i Area95 roznity sie istotnie (p < 0,01) miedzy punktami czasowymi
w kazdej dawce CAF, PLA i BASE. Ponadto najwigkszy Area95 iV, , zanotowano bezposred-
nio po FGB, jednak bez istotnych statystycznie réznic pomiedzy dawkami CAF, PLA oraz
BASE. V., w 35 minut po suplementacji byta istotnie wigksza (p < 0,01) we wszystkich
dawkach CAF i BASE w poréwnaniu z PLA, a dawka LOW charakteryzowala sie mniejsza
V., Niz MEDIUM.
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5.3. Korelacje pomiedzy wynikami testu Fight Gone Bad, czestoscia
skurczow serca, subiektywnym odczuciem zmeczenia, czasem
reakcji i stabilnoscia posturalng (publikacja 1)

Szczegotowe wyniki w zakresie analizy korelacji pomiedzy wybranymi badanymi wskaz-
nikami przedstawiono w formie tabelarycznej w publikacji 1 (tabela 6).

Zaobserwowano niskie dodatnie korelacje miedzy HR _ a: (a) V., bezposrednio
po FGB, (b) Area95 bezposrednio po FGB, (c) zmienno$cig M., bezposrednio po FGB,
(d) réznica w Area95 (réznica miedzy wynikiem bezposrednio po i 10 minut po FGB) -
co wskazuje na pogorszenie sie przedstawionych wynikéw wraz ze wzrostem HR__ . Po-
nadto stwierdzono niskie/umiarkowane ujemne korelacje miedzy RPE a Area95 (réz-
nica miedzy wynikiem bezposSrednio po FGB) oraz miedzy FGB,  a: (a) R, _po FGB,
(b) zmiennoscig R, _po FGB, (c) M, po FGB, (d) zmiennoscig M, _po FGB - co oznacza,
ze wzrost FGB, i RPE wigzat sie z poprawg wskazanych wartosci skorelowanych. Suge-
ruje sie, ze wigksze zmiennosci P, (V.1 Area95) oznaczajg gorszg catkowitg P,z kolei
wigksze zmiennosSci R, 1M, wskazujg na dtuzszy R .

Specyficzna sekwencja zdarzen (przeprowadzenie testow trzeciego i czwartego bez-
posrednio po FGB) pozwala spekulowac, Ze zaobserwowane korelacje moga mie¢ charak-
ter przyczynowo-skutkowy.

Stab’

5.4. Stezenie mleczanu i pirogronianu (publikacja 1)

Szczegbtowe wyniki stezenia mleczanu i pirogronianu w formie tabelarycznej przedsta-
wiono w publikacji 1 (tabela 3).

We wszystkich dawkach CAF lub PLA stezenia La i Pa wzrosty od pierwszego do czwar-
tego poboru krwi. NajwyzZsze stezenie La po FGB odnotowano po dawce HIGH. Po wszyst-
kich dawkach CAF stezenie La po FGB byto istotnie wyzsze w poréwnaniu z PLA i BASE
(p < 0,01). Analizujac réznice miedzy dawkami CAF, istotnie wyZsze stezenie La po FGB
zaobserwowano po dawce HIGH w poréwnaniu z LOW (p < 0,01). Nie odnotowano istot-
nych statystycznie réznic w przypadku stezenia Pa.

5.5. Stezenie kofeiny i paraksantyny (publikacja 2)

Analiza korelacji miedzy surowymi wynikami z 0’ a zmianami w 30’, 60’ i 90" wykazata
istotno$¢ jedynie w BASE dla stezenia CAF (p < 0,001) i stezenia PRX (p = 0,015) oraz
w PLA dla stezenia CAF (p = 0,006), lecz nie po dawkach LOW, MEDIUM ani HIGH dla ste-
zenia zarowno CAF jak i PRX. Umozliwito to wykorzystanie zmian steZenia obliczonego na
podstawie réznicy miedzy pierwszym pomiarem stezenia - przed przyjeciem suplementu
(0°), a kolejnymi pomiarami (30’, 60’, 90°).

5.5.1. Analiza regresji wielomianowej (szacowanie stezenia kofeiny
i paraksantyny w $linie na podstawie stezenia w surowicy oraz
odwrotnie)

Szczegbtowe wyniki regresji wielomianowej w formie graficznej przedstawiono w publi-
kacji 2 (rycina 2).
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Modele regresji wielomianowej szacujgce stezenie CAF: (1) ze $liny na surowice oraz
(2) z surowicy na $line, byty istotne statystycznie (p < 0,05), co potwierdza ich wiary-
godno$¢ w przewidywaniu stezenia CAF pomiedzy réznymi materiatami biologicznymi.
W przypadku modelu szacujacego stezenie CAF w surowicy na podstawie préobek $liny
uzyskano wspoétczynnik determinacji R = 0,79 (F(1,517) = 619,58, p < 0,001,y = 0,1281 +
1,5082x - 0,0375x%), co wskazuje na wysoka zgodnoé¢ danych. Dla modelu odwrotne-
go, tj. szacowania stezenia CAF w §linie na podstawie probek surowicy, warto$¢ wspot-
czynnika determinacji wyniosta R* = 0,77 [F(1,517) = 506,32, p < 0,001, y = -0,2465 +
1,0698x - 0,017x?], co takze potwierdza istotno$¢ dopasowania modelu.

Analiza regresji wielomianowej wykazata istotne statystycznie modele pozwalajgce
réwniez na szacowanie stezenia PRX pomiedzy probkami $liny a surowicy. W przypadku
modelu szacowania stezenia PRX w surowicy na podstawie probek $liny uzyskano rowna-
nie: y=0,0247 + 1,5501x - 0,1803x?, z warto$cig F(1,517) = 210,99, p < 0,001 oraz wsp6t-
czynnikiem determinacji R? = 0,61. Dla modelu odwrotnego, tj. szacowania stezenia PRX
w $linie na podstawie probek surowicy, réwnanie przyjeto posta¢: y = 0,069 + 0,8603x -
0,0738x?, z wartoscig F(1,517) = 359,81, p < 0,001 oraz R* = 0,63.

Wyniki te wskazujg na wysoka zgodnos$¢ miedzy zmiennymi i potwierdzaja mozliwos$¢
precyzyjnego estymowania stezenia CAF i PRX miedzy analizowanymi matrycami biolo-
gicznymi.

5.5.2. Zmiany stezenia Kkofeiny i paraksantyny w surowicy krwi i slinie

Szczegbtowe wyniki stezenia CAF i PRX oraz PRX/CAF RATIO w surowicy krwi i $linie
przedstawiono w publikacji 2 w formie tabelarycznej i graficznej (tabele 2, 3, S1, S2, ry-
cina 3).

Analiza zmian pod wplywem suplementacji CAF wykazata istotne réznice w zakresie
gtéwnego efektu dawki zar6wno w prébkach surowicy (p < 0,001), jak i $liny (p < 0,001),
a takze w zakresie gtéwnego efektu punktu czasowego, ale tylko w prébkach $liny
(p = 0,014). W probkach surowicy krwi i $liny wykazano najmniejszg zmiane stezenia
CAF po PLA i proporcjonalnie do dawki wieksze zmiany po zazyciu LOW, MEDIUM i HIGH.
W préobkach surowicy ujawniono znaczgco wieksze zmiany stezenia CAF w 30’ w porow-
naniu z 90’ (p = 0,040) oraz w 60’ w poréwnaniu z 90’ (p = 0,035), jednak stezenia CAF
w punktach czasowych 30’ i 60’ nie réznity sie istotnie statystycznie. W prébkach Sliny
stwierdzono wieksze zmiany stezenia CAF w 30’ w poréwnaniu z 60’ (p < 0,001) oraz 90’
(p <0,001), jednak stezenia w 60’ i 90’ nie rdznity sie istotnie.

W przypadku stezenia PRX ujawniono istotny efekt interakcji czynnika ,dawka” i czyn-
nika , punkt czasowy” zar6wno w probkach surowicy (p < 0,001), jak i sliny (p = 0,017).
Wszystkie dawki CAF charakteryzowaty sie w kazdym punkcie czasowym istotnie wiek-
szymi zmianami stezenia PRX w surowicy krwi niz w PLA (p < 0,001). Wykazano wiek-
szg zmiane stezenia PRX w 60’ niz w 90’ dla dawki LOW (p = 0,015). Po dawce MEDIUM
zaobserwowano mniejsza zmiane stezenia PRX w 30’ w poréwnaniu z 60’ (p = 0,018),
jednak wieksza zmiana miata miejsce w 60’ w poréwnaniu z 90’ (p = 0,037). Dla dawki
HIGH wieksza zmiana stezenia PRX wystapita w 60’ niz w 30’ (p < 0,001) i 90’ (p < 0,001).
Z kolei w probkach $liny stwierdzono istotnie mniejsze zmiany stezenia PRX w 30’ w po-
réwnaniu z 90’ dla dawek LOW (p =0,016) i MEDIUM (p < 0,001) oraz w 30’ w poréwnaniu
z 60’ (p =0,019) 190’ (p < 0,001) dla dawki HIGH. Dodatkowo w przypadku dawki LOW
w punktach czasowych 60’ i 90’ zmiana stezenia PRX byta mniejsza niz w dawkach ME-
DIUM (p =0,002,p <0,001) i HIGH (p < 0,001, p < 0,001). Wszystkie punkty czasowe dla
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dawek MEDIUM i HIGH wykazaty wiekszg zmiane stezenia PRX (p < 0,001) w poréwnaniu
z wszystkimi punktami czasowymi PLA.

Analiza danych wykazata réwniez istotne réznice w zakresie gtéwnego czynnika daw-
ki zar6wno w prébkach surowicy (p = 0,009), jak i $liny (p = 0,018) w odniesieniu do PRX/
CAF RATIO. W surowicy ujawniono réznice miedzy PLA a dawkami MEDIUM (p = 0,018)
i HIGH (p = 0,002), przy czym obserwowano zmniejszenie PRX/CAF RATIO po dawkach
MEDIUM i HIGH oraz wzrost po PLA. Analiza zmiennych PRX/CAF RATIO w S$linie wy-
kazata réznice miedzy PLA a dawkami LOW (p = 0,025), MEDIUM (p = 0,002) i HIGH
(p <0,001), z zauwazalnym zmniejszeniem PRX/CAF RATIO we wszystkich dawkach CAF
oraz wzrostem po PLA.

5.6. Aktywnos¢ enzymu CYP1A2 (publikacja 2)

Szczegbdtowe wyniki aktywnos$ci enzymu CYP1A2 w formie tabelarycznej przedstawiono
w publikacji 2 (tabele 2 i S1).

Wykazano roznice miedzy BASE i PLA a wszystkimi dawkami CAF, przy czym po su-
plementacji CAF zaobserwowano nizsze wartoS$ci aktywno$ci CYP1A2. Nie stwierdzono
jednak istotnych réznic miedzy poszczeg6lnymi dawkami CAF.

5.7. Polimorfizmy pojedynczych nukleotydow CYP1AZ2 i ADORAZA
(publikacje 1i 2)

Publikacja 1

Szczegotowe wyniki przedstawiono w tabeli 4 publikacji 1. W odniesieniu do polimor-
fizmu CYP1A2 w badanej grupie osob trenujacych CrossFit/HIFT zidentyfikowano 6 oséb
,Szybko” (homozygoty AA) oraz 20 os6b ,wolno” (nosiciele allelu C: 3 CC, 17 AC) metaboli-
zujacych CAF. W przypadku polimorfizmu ADORAZA 4 uczestnikow wykazywato ,wysoka”
(homozygoty TT), a 22 ,niska” (nosiciele allelu C: 10 CC, 12 CT) wrazliwo$¢ na CAF. Nie
stwierdzono istotnych interakcji pomiedzy genotypami CYPIAZ lub ADORAZA, dawka CAF
a wynikiem FGB_ .
Publikacja 2

Szczegotowe wyniki przedstawiono w tabeli 3 oraz tabelach uzupetniajgcych S1 i S2 pu-
blikacji 2. Nie stwierdzono istotnych interakcji genotypow CYP1AZ ze stezeniem CAF, PRX
czy PRX/CAF RATIO w surowicy ani $linie, ani z aktywno$cig enzymu CYP1AZ2.
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6. DYSKUSJA

Wybér tematu niniejszej pracy doktorskiej znajduje uzasadnienie zaré6wno w dynamicz-
nie wzrastajacej popularnosci programu treningowego CrossFit/HIFT, jak i w szerokim
stosowaniu CAF jako suplementu o wysokim potencjale ergogenicznym. Trening Cross-
-Fit/HIFT, integrujac réznorodne elementy wytrzymatosciowe, sitowe oraz szybkoscio-
we, stawia osobom trenujacym specyficzne wymagania fizjologiczne, ktére moga by¢ mo-
dulowane przez CAF, wptywajac na wskazniki wysitkowe, zwtaszcza wydolnos¢ fizyczna
oraz czas reakcji lub stabilno$¢ posturalna. Dotychczasowe badania ograniczajg sie jed-
nak do oceny ogolnych efektéw CAF w kontekscie aktywnoSci fizycznej i sportu, podczas
gdy wptyw zalezny od dawki oraz indywidualna zmiennos$¢ oséb trenujacych wynikajaca
z polimorfizméw genetycznych odpowiedzialnych za metabolizm CAF (np. CYP1A2) sa
nadal niewystarczajgco poznane w odniesieniu do treningu typu CrossFit/HIFT. Zapro-
jektowanie oraz przeprowadzenie badan uwzglednionych w niniejszej pracy doktorskiej
byto podyktowane przemyslang naukowo Kkonieczno$cig optymalizacji suplementacji
CAEF z uwzglednieniem specyficznych potrzeb wysitkowych oraz zr6znicowania genetycz-
nego osob trenujacych. Zdaniem autorki dysertacji, aspekt ten ma znaczace praktyczne
implikacje dla poprawy zdolnosci wysitkowych zaré6wno w CrossFit/HIFT, jak rowniez
pokrewnych dyscyplinach sportu. Wybor tematu pracy doktorskiej byt ponadto uzasad-
niony wcze$niejszymi doswiadczeniami autorki, ktéra uczestniczyta w badaniu wpty-
wu trzech réznych dawek CAF na wskazniki wysitkowe zawodnikéw trenujacych judo
(Durkalec-Michalski i in. 2019). Zdobyte woéwczas doswiadczenie badawcze, zwtaszcza
w zakresie ergogenicznych efektoéw CAF dostarczyto solidnych podstaw teoretycznych
i metodologicznych do zaprojektowania badan nad bardziej ztozonymi i interdyscyplinar-
nymi wymaganiami treningu CrossFit/HIFT. Dodatkowo osobiste zaangazowanie autorki
niniejszej dysertacji w trening CrossFit pozwala jej lepiej rozumie¢ specyficzne potrzeby
tej formy aktywnosci fizycznej, co umozliwia projektowanie badan o duzym znaczeniu
praktycznym i potencjalnie wysokiej wartos$ci aplikacyjnej dla Srodowiska sportowego.

Majac na wzgledzie opisane powyzej aspekty, gtbwnym celem przedstawionego pro-
jektu doktorskiego uczyniono ocene wptywu trzech réznych dawek CAF oraz PLA na spe-
cyficzne zdolnosci wysitkowe, czestos$¢ skurczow serca, subiektywne odczucie zmeczenia,
stabilno$¢ posturalng, czas reakgji, stezenie mleczanu i pirogronianu oraz zmiany stezenia
CAF, PRX, PRX/CAF RATIO w surowicy krwi i §linie w grupie srednio wytrenowanych oséb
uczestniczacych w treningu CrossFit/HIFT.

Publikacja 1

Celem badan, ktorych wyniki zostaly przedstawione w publikacji 1, byta ocena wptywu
trzech roznych dawek CAF w postaci doraznej podazy 3,619 mg_, ./Kg., uosob trenujacych
CrossFit/HIFT na specyficzne zdolnosci wysitkowe, czas reakcji oraz stabilno$¢ postu-
ralng. Ponadto monitorowano szereg innych, waznych w aspekcie obcigzenia organizmu
wskaznikéw, takich jak czestos¢ skurczow serca, subiektywne odczucie zmeczenia, steze-
nie mleczanu i pirogronianu, oraz identyfikowano polimorfizmy pojedynczych nukleoty-
dow CYP1A2 i ADORAZA. Postawiono hipotezy, Ze ergogeniczny wplyw CAF jest zr6znico-
wany i zalezny od dawki w odniesieniu do wszystkich mierzonych wskaznikéw (wyzsza
dawka bedzie zwigzana z wiekszym wplywem na zdolno$ci wysitkowe w FGB, HR, RPE,
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R, Ps..y Stezenia La i Pa). Ponadto postanowiono zweryfikowac, czy wptyw podazy CAF
na zdolnos$ci wysitkowe jest zalezny od genotypow CYPIAZ (homozygoty AA reaguja bar-
dziej niz heterozygoty AC oraz homozygoty CC) i ADORAZA (homozygoty TT reagujq bar-
dziej niz nosiciele allelu C). Hipotezy te nie zostaty jednak potwierdzone, poniewaz nie
zaobserwowano istotnych réznic w specyficznych dla CrossFit zdolno$ciach wysitkowych,
czasie reakcji ani stabilnosci posturalnej miedzy réznymi dawkami CAF ani w zaleznoSci
od genotypow. Niemniej ze sportowego punktu widzenia dawka MEDIUM (6 mg,,./kg,,)
odznaczata sie najwyzsza skuteczno$cia poprawy catkowitej liczby powtdérzen w catym
teScie FGB oraz w rundach 1i 2, jak rowniez w zakresie R, przed FGBiM,_ ogoétem. Za-
obserwowano takze istotny statystycznie efekt praktyki miedzy nastepujacymi po sobie
wizytami badawczymi. Wedtug dostepnych danych literaturowych sg to pierwsze badania
okres$lajace wptyw trzech réznych dawek CAF na wyniki specyficznego, zwalidowanego
testu FGB, czas reakcji i stabilno$¢ posturalng u oséb trenujacych CrossFit/HIFT.

Aktualnie dostepne sa jedynie wyniki czterech badan (Caetano i in. 2023; Fogaca i in.
2020; Stein i in. 2020; Ziyaiyan i in. 2023), w ktorych oceniano wptyw suplementacji CAF
u 0s6b trenujacych CrossFit/HIFT. W Zadnym z nich nie zastosowano jednak zréznicowa-
nych dawek CAF ani tez nie korzystano ze zwalidowanego testu FGB specyficznego dla tej
dyscypliny. Jak wspomniano powyzej, wyniki przedstawione w publikacji 1 wykazaty, ze
z punktu widzenia praktyki sportowej najskuteczniejszg dawka CAF byta MEDIUM, nie
zaobserwowano jednak istotnych réznic miedzy réznymi dawkami tej substancji. Inte-
resujace jest, ze nie wykazano korzystnego efektu wiekszej dawki (HIGH) w poréwna-
niu z dawka powszechnie zalecang: LOW (3 mg,,./kg, ) - MEDIUM (6 mg,,./kg,. ). Warto
jednak zauwazy¢, ze caly test FGB trwat 17 minut (15 minut aktywnej pracy z dwiema
1-minutowymi przerwami pomiedzy poszczeg6lnymi rundami), a dawka MEDIUM byta
najskuteczniejsza podczas pierwszych dwéch rund. Wskazuje to, Ze najwyzsza zazwyczaj
zalecana dawka CAF w sporcie (6 mg_,./kg, ) moze by¢ szczegolnie skuteczna na wczes-
nych etapach dtuzszego treningu CrossFit lub bardziej efektywna w krétszych, ale wysoko
intensywnych zadaniach wysitkowych.

Warto wspomnie¢, ze rowniez Fogaca i in. (2020) nie zaobserwowali istotnych réznic
miedzy wptywem 6 mg_,./kg. w poréwnaniu z PLA na zdolnosci wysitkowe w Cross-
Fit w teScie opartym na 10 minutach maksymalnej liczby powtérzen/rund (AMRAP,
ang. as many reps/rounds as possible) obejmujacym Double-unders (podwdjne skoki na
skakance) i Power Snatches (rwania sztangi nad gtowe). Nie zaobserwowano takze od-
dzialywania CAF na site miesniowg (Handgrip, sita chwytu) i moc (Bench Throw, eks-
plozywne wycis$niecie sztangi z wyrzutem na fawce podczas lezenia; Jump Squat, przy-
siad z wyskokiem, i Countermovement Jump, wyskok dosiezny z zamachem) u oséb
trenujacych CrossFit. Takze dorazna suplementacja 5 mg_,./kg,,, w porownaniu z PLA
przed testem Cindy nie poprawita rejestrowanych wynikéw (Stein i in. 2020). W innym
badaniu Ziyaiyan i in. (2023) oceniali zdolnosci wysitkowe w CrossFit rowniez za po-
mocg testu Cindy, w tym przypadku po zazyciu 6 mg_,./kg,, w poréwnaniu z przyje-
ciem wodoroweglanu sodu (NaHCO,) oddzielnie i w potgczeniu. Wyniki uzyskane przez
tych autorow wykazaty, ze wszystkie interwencje poprawity zdolnosci wysitkowe w po-
réwnaniu z PLA, jednak nie ujawniono istotnego efektu suplementacji ani statystycznie
istotnych réznic miedzy suplementowanymi grupami. Podkresli¢ nalezy jednak, ze ten
test typowy dla treningu CrossFit jest szczegdlnie obcigzajacy i stanowi wyjatkowe wy-
zwanie dla sportowcow, gdyz trwa 20 minut i wymaga od uczestnikow wykonania jak naj-
wiekszej liczby powtdrzen trzech powtarzanych kolejno po sobie ¢wiczen (5 podciagniec¢
na drazku, 10 pompek, 15 przysiadoéw bez obcigzenia). W badaniach o zblizonej tematyce,
prowadzonych przez Caetana i in. (2023), uwzgledniono oceng¢ wptywu 6 mg_,./kg, na
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wynik testu maksymalnego pojedynczego powtoérzenia (1 RM) w przysiadzie ze sztangg
oraz lokalng wytrzymatos¢ mieSniowa (liczba powtorzen z obcigzeniem dobranym pro-
centowo do 1 RM). Autorzy stwierdzili, Ze wynik wytrzymato$ci mieSniowej oraz $rednia
liczba powtdérzen byty korzystnie wyzsze dla grupy CAF w poréwnaniu z PLA.

Omawiajac tematyke wptywu CAF na wydolnos$¢ fizyczng, warto zwroci¢ uwage, ze
uzyskiwane wyniki badan nie zawsze sa w petni jednorodne. Nalezy podkresli¢, ze pomi-
mo pozornej wielo$ci metaanaliz dotyczacych wptywu CAF na podobne wskazniki ,wy-
dolnosciowe”, czesto wykazuja one sprzeczne rezultaty. Wyniki opublikowanego w ostat-
nim czasie przegladu parasolowego (Grgic i in. 2020) na temat ergogenicznego wptywu
CAF na wydolno$¢ fizyczng umozliwity zminimalizowanie potencjalnych ograniczen me-
todologicznych wczes$niejszych metaanaliz. Wielko$¢ efektu pozytywnego wpltywu CAF
w opublikowanych metaanalizach mies$cita sie w zakresie od bardzo matej do umiarko-
wanej (d Cohena) (Barreto i in. 2024; Grgic i in. 2020). W zakresie wytrzymatoSci tleno-
wej wiekszo$¢ badan wykazata mate do umiarkowanych ergogeniczne efekty CAF (zakres
ES: 0,22-0,61). Analizy dotyczgce wptywu CAF na rézne miary sity miesniowej wskazaty
z kolei na bardzo mate do matych efekty ergogeniczne (zakres ES: 0,16-0,20). Jako niskie
(zakres ES: 0,28-0,38) okreslono rowniez efekty CAF na wytrzymato$¢ miesniowa. Inne
wyniki ergogenicznych efektow CAF, odnoszace sie do $redniej i maksymalnej mocy, okres-
lono jako bardzo mate do matych (zakres ES: 0,18-0,27), na wysoko$¢ skoku pionowego
jako bardzo mate (ES: 0,17), na szybkos$¢ biegu, jazdy na rowerze lub wiostowania jako
mate (ES: 0,41), a na rézne formy ,krotkotrwatego wysitku o wysokiej intensywnosci”
(czas do wyczerpania, $rednia i szczytowa moc, proba czasowa) jako bardzo mate (ES: 0,16)
(Grgiciin. 2020). Podsumowujac, przyjmuje sie, ze CAF ma dziatanie ergogeniczne w za-
kresie oddziatywania na szereg roznych komponentéw wydolnosci fizycznej i zdolno$ci
wysitkowych, zwlaszcza wytrzymatosci tlenowej i mieSniowej, sity mieSniowej, mocy,
wyskoku i zdolnosci szybkoSciowych. Niektérzy autorzy (Grgic i in. 2020; Saunders i in.
2023) zaktadaja ponadto, ze CAF dziata wspomagajaco nie tylko na wydolnos$¢ tlenowa,
ale réwniez na potencjat anaerobowy organizmu.

Wyniki przeprowadzonych badan wtasnych (publikacja 1) wskazuja na brak rdznic
w zakresie subiektywnego odczucia zmeczenia miedzy dawkami CAF a PLA. Cho¢ dawka
CAF nie miala istotnego wplywu na RPE, lepsze wyniki (nizsze RPE) po dawce MEDIUM
CAF moga sugerowac jej korzystny wplyw na centralny uktad nerwowy, co pozwala na
prowadzenie wysitku z wiekszg intensywnos$cig przy tym samym poziomie RPE. Speku-
luje sie ponadto, ze wysitki wielostawowe moga zwieksza¢ RPE (Grgic 2021). W jedynej
obecnie metaanalizie dotyczacej CAF i RPE (Doherty i Smith 2005) wskazano, Ze spozy-
cie CAF zmniejsza RPE podczas wysitku, ale nie wptywa na RPE uzyskiwane na koncu
wyczerpujacego wysitku. Autorzy interpretowali to jako nastepstwo efektu zmniejszenia
percepcji wysitku podczas intensywnej pracy mieSniowej. Wyniki publikacji 1 opieraty sie
na standardowej skali Borga z wartoSciami od 6 do 20. Niestety, trzy inne badania doty-
czace CAF w treningu CrossFit uzywaty innej, 10-punktowej skali. Stein i in. (2020) zasto-
sowali 10-punktowsq skale Likerta, ktora mogta by¢ niewystarczajaco czuta, aby uchwycic
faktyczne zmiany podczas protokotu. W przytoczonym badaniu nie zaobserwowano istot-
nych réznic w RPE miedzy podaza CAF a PLA. Podobnie Fogacga i in. (2020) stwierdzili
brak réznicy w RPE po treningu miedzy CAF a PLA, korzystajac z 10-punktowej skali Bor-
ga. Z kolei Ziyaiyan i in. (2023) rejestrowali RPE na skali od 1 do 10, dowodzac, Ze kombi-
nacja CAF i NaHCO, znaczaco zmniejszyta RPE w poréwnaniu z warunkami kontrolnymi
i PLA. Rowniez inne badania, poza obszarem CrossFit/HIFT, nie wykazaty wptywu CAF na
RPE (Duncan i Oxford 2011). Stwierdza sie zatem, Ze efekty podazy CAF na RPE generu-
ja zréznicowane wyniki (Grgic 2021), zwtaszcza przy zastosowaniu réznych protokotéw
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wysitkowych. Co wiecej, Crawford i in. (2018) w badaniu dotyczacym zastosowania RPE
w HIFT zasugerowali, Ze 15-punktowa skala moze by¢ bardziej odpowiednia dla zawod-
nikéw tej dyscypliny. Z tego wzgledu, biorgc pod uwage, ze RPE jest zazwyczaj oceniane
po zakonczeniu testu wysitkowego, przyszte badania mogtyby uwzglednia¢ dodatkowe
pomiary RPE w trakcie treningu.

Spozycie CAF moze wptywac na czesto$¢ skurczéw serca zar6wno w spoczynku, jak
i podczas wysitkow, gtéwnie poprzez aktywacje centralnego uktadu nerwowego na dro-
dze uwalniania katecholamin, stymulacji kory nadnerczy dzieki wydzielaniu kortykoidow
oraz dziataniu na uktad moczowy. Procesy te prowadza do zmian w autonomicznej mo-
dulacji pracy serca, co w efekcie moze powodowac tachykardie (Bunsawat i in. 2015).
W metaanalizie Benjamima i in. (2020) wykazano, ze po spozyciu CAF HR wzrasta za-
réwno podczas wysitkéw fizycznych, jak i w fazie regeneracji. Ponadto wskazano, ze CAF
moze wplywa¢ na HR przed wysitkiem fizycznym, w trakcie oraz po jego zakonczeniu.
W publikacji 1 rejestrowano maksymalng i Srednig czestos¢ skurczow serca (HR _ iHR )
podczas FGB, jednak nie zaobserwowano réznic miedzy dawkami CAF a PLA. Wyniki te
trudno poréwnac z innymi danymi, bowiem dostepne jest tylko jedno badanie dotyczace
CAF w kontekscie treningu CrossFit, gdzie analizowano zmiany HR podczas protokotu te-
stu wysitkowego (Ziyaiyan iin. 2023). Autorzy tej publikacji stwierdzili, ze HR _ na koncu
treningu byta istotnie wyzsza w grupach przyjmujacych CAF i CAF w potgczeniu z NaHCO,
w poréwnaniu z grupa kontrolng. W literaturze naukowej wpltyw CAF na HR podczas
wysitku fizycznego jest niejednoznaczny. We wcze$niejszym badaniu z udziatem autorki
niniejszej dysertacji (Durkalec-Michalski i in. 2019) wykazano, ze HR bezposrednio po
i 1 minute po te$cie wysitkowym byta istotnie wyzsza po spozyciu dawek MEDIUM
i HIGH. Ponadto spozycie dawki MEDIUM znaczaco podniosto HR w poréwnaniu z dawka
LOW oraz PLA, natomiast po spozyciu dawki HIGH wartoSci HR byly istotnie wyzsze row-
niez w poréwnaniu z BASE. Z kolei Smirmaul i in. (2017) odnotowali wzrost HR podczas
jazdy na rowerze po spozyciu CAF, sugerujgc, ze roznice w HR__ byly zalezne bardziej
od CAF niz od rodzaju wysitku. R6wniez Bunsawatiin. (2015) oraz Lopes-Silvaiin. (2015)
wykazali wyzszg HR w grupie stosujgcej CAF (odpowiednio HR _ iHR__ ).Zkolei Glaister
iin. (2016) stwierdzili, ze w poczatkowych fazach submaksymalnego testu wysitkowego
z narastajgcym obcigzeniem na cykloergometrze z hamulcem elektromagnetycznym podaz
CAF zwigzana byta z nizszg HR. Niemniej inne badania (Gonzaga i in. 2017; Kliszczewicz
iin. 2018), podobnie jak wyniki publikacji 1, nie wykazaty réznic HR miedzy CAF a PLA.

Najnowsza metaanaliza (Lorenzo Calvo i in. 2021) dotyczaca wptywu CAF na funk-
cje poznawcze w sporcie wskazata, ze po spozyciu CAF obserwuje sie poprawe wynikow
w réznych obszarach poznawczych. Porownywane tam badania raportowaty pozytywny
wptyw CAF na bardziej ztozone procesy poznawcze (selektywng uwage wzrokowg mierzo-
ng testem Stroopa i testem Flankera), z wyrazniejszym efektem w zadaniach o nizszych wy-
maganiach uwagi (Lorenzo Calvo iin. 2021). Badania obejmowaty takie aspekty, jak prosta
predkos¢ psychomotoryczna (prosty czas reakcji - R, ), ztozona szybko$¢ podejmowania
decyzji i dtugos$¢ czasu podejmowania decyzji (czas reakcji przy wyborze - choice R, )
oraz predko$¢ przygotowania do ztozonej reakcji (S-R - niekompatybilny czas reakcji -
CR,,,.), mierzone przez test prostego czasu reakcji wzrokowej, test motoryczny CR,, _oraz
test CR,, . Wyniki wspomnianej metaanalizy wykazaty, ze CAF moze poprawic¢ prosty R,
ichoice R, jednak efekt ten wydaje sie zalezny od protokotu wysitkowego. Wykazano, ze
pojedyncza, dorazna dawka CAF nie wigze sie z ryzykiem zaburzenia funkcji poznawczych
zwigzanych z wydolnoscia fizyczng (Lorenzo Calvo i in. 2021). Sugerowano réwniez, ze
wptyw CAF na R, moze wynikac raczej z oddziatywania na procesy percepcyjno-uwa-
gowe anizeli motoryczne (Saville i in. 2018). W wynikach przedstawionych w publikacji 1
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nie zaobserwowano istotnych réznic w R, 1M, miedzy roznymi dawkami CAF i PLA,
chociaz dawka MEDIUM wykazata skrocenie R, i M. przed FGB. Co ciekawe, przy tej
dawce zmienno$¢ R, utrzymywata si¢ pomimo wysitku, podczas gdy po podazy innych
dawek oraz PLA lub BASE obserwowano znaczgcy spadek zmienno$ci M, _bezposrednio
po FGB. W badaniu Share i in. (2009) - podobnie - nie stwierdzono wptywu spozycia CAF
(214 mg.,./kg,,) na wyniki w strzelaniu do rzutkow, zwtaszcza na R, i czas Sledzenia
celu. Churchiin. (2015) ré6wniez nie zaobserwowali réznic w umiejetnosci sledzenia wielu
obiektow po spozyciu 3 mg_,./kg, na 60 minut przed wysitkiem. Chociaz CAF moze po-
prawi¢ ogolng szybkos$¢ przetwarzania informacji w zadaniach wymagajacych bardziej
ztozonych funkcji, nie przypisuje sie tego specyficznemu wptywowi na selektywng uwage
wzrokowa. Co wiecej, cho¢ CAF moze skroci¢ czas reakcji i zmniejszy¢ liczbe btedéw w pro-
stymR__iCR ,niedawno opublikowana metaanaliza wykazata, Ze nie zawsze przektada
sie to na wyniki zwigzane z wysitkiem fizycznym (Lorenzo Calvo i in. 2021). Crowe i in.
(2006) wykazali, ze CAF nie skrdcita R, =~ w teScie prostego czasu reakcji wzrokowej,
choc¢ efekt ten mogt by¢ ostabiony ze wzgledu na stosunkowo p6zZny moment przyjecia CAF
(90 minut przed testem). Russell i in. (2020), badajagc wptyw stosowania gumy do zucia
z CAF u rugbystow, nie zaobserwowali interakcji efektu czasu i suplementacji CAF w pro-
stym R, . Church i in. (2015) oraz Share i in. (2009) takze nie stwierdzili r6znic miedzy
CAF a PLA w niestandardowym pomiarze R, _dla gornych i dolnych partii ciata. Ali i in.
(2016) rowniez nie zaobserwowali wptywu 6 mg ,./kg, na zdolno$¢ podejmowania
ztozonych decyzji, mierzong testem CR, . Z kolei Bello i in. (2019) wykazali, ze dawki
3, 619 mg,./kg,, u pitkarzy noznych poprawily prostg predkos¢ psychomotoryczng,
CR,, . oraz czas reakcji poznawczej pod wptywem obcigzenia. Hogervorst i in. (1999)
stwierdzili, ze ztozona predkos¢ psychomotoryczna i R, na niekompatybilne bodzce,
mierzone testem motorycznym CR,, , byly znaczaco szybsze przy niskiej dawce CAF niz
w grupie PLA. Co wiecej, analiza genotypow CYP1AZ nie wykazata r6znic miedzy homozy-
gotami AA a nosicielami allelu C pod wzgledem R . po spozyciu CAF (Salinero i in. 2017).

Wyniki zamieszczone w publikacji 1 nie wykazaty zaréwno wptywu CAF jak i réznic
miedzy jej dawkami na wskazniki stabilno$ci posturalnej wyrazone jako Area95 iV ..
Mimo Ze nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy dawkami CAF a PLA, warto zauwa-
zy¢ (interpretujgc jedynie wyniki po FGB), Zze PLA byto wyraznie Korzystniejsze niz ja-
kakolwiek dawka CAF zarowno pod wzgledem V_ , jak i Area95. Moze to potwierdzac
wptyw CAF na o$rodkowy uktad nerwowy. Niestety, brakuje innych badan na temat wpty-
wu CAF na r6wnowage w kontekscie testow wysitkowych. Wyniki przegladu systematycz-
nego autorstwa Briggs i in. (2021) dotyczacego wptywu CAF na rownowage w pozycji
stojacej wskazujg, Ze u mtodszych (<65 r.z.) uczestnikow ro6wnowaga nie ulega zmianie
po spozyciu CAF. U starszych badanych (>65 r.z.) obserwuje sie natomiast istotne pogor-
szenie rOwnowagi, co sugeruje zasadno$¢ uwzglednienia wieku jako czynnika wptywa-
jacego na efekt CAF w pozycji stojacej. Ponadto CAF nalezy uznac za potencjalny czynnik
zaktdcajgcy ocene rownowagi. W badaniach przeprowadzonych wytacznie u mtodszych
dorostych (<65 r.z.) wykazano, ze dawki 100-500 mg CAF, przyjete na 30-80 minut przed
testem nie wplywaty na rbwnowage w pozycji stojacej mierzonej na stabilnym podto-
Zu zaréwno u os6b z otwartymi, jak i zamknietymi oczami (Ben Waer i in. 2021; Liguori
i Robinson 2001; Nuottoiin. 1982; Swifti Tiplady 1988). Nie wykazano takze wptywu CAF
na wyniki testow z ruchomg otoczkg wizualng lub w warunkach zmniejszajgcych proprio-
ceptywng informacje o kotysaniu ciata (Liguori i Robinson 2001). Ben Waer i in. (2021)
nie stwierdzili istotnego wptywu 100 lub 400 mg CAF na rwnowage w pozycji stojacej na
powierzchni piankowej z otwartymi oczami, ale zaobserwowali 16-procentowg redukcje
kotysania ciata, mierzonego jako wychylenie $rodka sity nacisku, po spozyciu 100 mg CAF.
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W obszarze oceny stezenia wybranych marker6w biochemicznych we krwi wyniki pu-
blikacji 1 wykazaty, ze najwyzsze stezenie La po FGB zaobserwowano przy najwyzszej
dawce CAF (HIGH). Podwyzszenie stezenia La we krwi moze towarzyszy¢ suplementa-
cji CAF, cho¢ nie zawsze jest to obserwowane (Glaister i in. 2016). Warto wspomnie¢, Ze
w spoczynku CAF nie zmienia stezenia La, co oznacza, Ze jego wzrost moze by¢ wytacznie
efektem intensywnej pracy miesni, ze znaczng przewaga przemian beztlenowych (Gla-
ister i in. 2016). Mimo Ze w niektérych badaniach o podobnym profilu zaobserwowano
istotny wzrost La (Black i in. 2015; Graham i in. 2000), inne prace nie wykazaty wpty-
wu CAF na La podczas wysitkéw submaksymalnych (Simmonds i in. 2010; Stadheim i in.
2013). Nawet jesli wzrost La mozna ttumaczy¢ réwnoczesnym wzrostem intensywnosci
wysitku wywotanym przez dziatanie CAF (Black i in. 2015; Stadheim i in. 2013), mecha-
nizm tego zjawiska nie jest catkowicie poznany (Glaister i in. 2016). Mozna przyja¢, ze
CAF powoduje wzrost La poprzez mechanizmy posrednie, takie jak zwiekszenie wydzie-
lania adrenaliny lub stymulacje oSrodkowego uktadu nerwowego, tagodzac bol i umozli-
wiajgc wydtuzenie czasu trwania wysitku, co prowadzi do akumulacji La (Davis i Green
2009). Graham i in. (2000) nie zaktadali jednak istnienia takiego mechanizmu produkc;ji
lub uwalniania La przez aktywne mies$nie podczas wysitkow submaksymalnych. Mozliwe,
ze byto to w tym przypadku spowodowane wptywem CAF na zmniejszenie transferu La
z mie$ni do krwioobiegu, niewystarczajaca czuto$cig pomiaru i analiz na wykrycie zmian
w produkcji i uwalnianiu La przez mieSnie lub faktem, Zze La moze by¢ produkowany takze
przez nieaktywne miesnie. Najbardziej prawdopodobna wydaje sie pierwsza mozliwos¢,
poniewaz - cho¢ trudno zidentyfikowa¢ doktadny mechanizm - wykazano, Ze sygnaliza-
cja adenozynowa stymuluje glukoneogeneze, ktéra odpowiada za 20-30% usuwania La
z komorek mie$niowych podczas wysitku (Glaisteriin. 2016). Glaisteriin. (2016), w prze-
ciwienstwie do Grahama i in. (2000), nie stwierdzili wptywu CAF na szybko$¢ usuwania
La podczas okresu regeneracji, sugerujac, ze wzrost stezenia La we krwi byt spowodowa-
ny zwiekszonym naptywem La z pracujgcych miesni, co wspiera hipoteze o pobudzeniu
przez kofeine tempa glikolizy. Ponadto wiadomo, Ze konwersja La do Pa zachodzi gtéwnie
w pracujacych mie$niach i ze - w ujeciu netto - La i Pa sg uwalniane w podobnym tempie.
Tetniczy La jest gtownym Zréddiem Pa uwalnianego z mie$ni, ale wiekszos¢ zylnego Pa
jest usuwana przed wej$ciem do krazenia tetniczego (Henderson i in. 2004). Badania po-
twierdzajg jednak wzrost Pa podczas wysitku (Durkalec-Michalski i in. 2018; Podgorski
iin. 2015). Wyniki publikacji 1, podobnie jak w literaturze, wykazaty wzrost Pa podczas
protokotu badan, jednak rézne dawki CAF nie miaty wplywu na jego koricowe stezenie we
krwi.

Znaczenie polimorfizmoéw pojedynczych nukleotydéw w genach CYPIAZ i ADORAZA
w kontekscie wydolnoSci fizycznej wciaz pozostaje niejasne. Z tego wzgledu nadal anali-
Zuje sie genotypowe ograniczenia, ktore moga wptywac na zdolnos¢ CAF do wykazywania
jej ergogenicznych efektow (Fulton i in. 2018). Ponadto spekuluje sie, Ze potencjalnie po-
zytywny wptyw SNP jest wiekszy u mezczyzn niz u kobiet, a ergogeniczny charakter CAF
moze réznic sie miedzyosobniczo (Nehlig 2018). Warto réwniez zauwazy¢, ze ze wzgledu
na roznice w proporcjach poszczegdlnych genotypéw w populacji $wiatowej trudno jest
uchwyci¢ ich rzeczywisty wptyw. Zgodnie z zasadq Hardy’ego-Weinberga, czesto$¢ wyste-
powania genotypdw w genie CYP1AZ2 w populacji wynosi okoto 45% dla AA, 45% dla AC
i 10% dla CC (Saundersiin. 2023).

Dane z metaanalizy Barreta i in. (2024) sugerujg, ze w odniesieniu do polimorfizmu
rs762551 genu CYP1A2 - homozygoty AA moga najkorzystniej reagowac na suplemen-
tacje CAF, podczas gdy u homozygot CC CAF moze dziata¢ ergolitycznie. RzeczywiScie,
badania Guest i in. (2018), Womacka i in. (2012) oraz Wong i in. (2021) wspieraj3 teze,
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ze suplementacja CAF przynosi wieksze korzysci ergogeniczne u oséb o szybkim meta-
bolizmie w poréwnaniu z nosicielami allelu C. Co ciekawe jednak, wiekszos¢ badan tego
nie potwierdza (Carswell i in. 2020; Giersch i in. 2018; Glaister i in. 2021; Grgiciin. 2021;
Zawieja i in. 2023). Z kolei w przypadku polimorfizmu rs5751876 genu ADORAZA tylko
jedno badanie pilotazowe (Loy i in. 2015) wykazato, Ze genotypy moga modulowa¢ zdol-
nosci wysitkowe, a nosiciele allelu C moga by¢ okreslani jako osoby ,nieodpowiadajace”
na suplementacje, podczas gdy u homozygot TT intensywny wysitek poprawia wyniki.
Inne badania (Carswell i in. 2020; Glaister i in. 2021; Mufioz i in. 2020) nie powtdrzyty
jednak wspomnianych wynikéw i nie dowiodty wpltywu genotypéw ADORAZA na modu-
lacje korzysci ptynacych z suplementacji CAF (Saunders i in. 2023). Wyniki publikacji 1
réwniez nie wykazaty wptywu polimorfizméw CYP1A2 ani ADORAZA na zdolnoS$ci wysit-
kowe, nawet przy zastosowaniu réznych dawek CAF.

Publikacja 2

Celem badan, ktérych wyniki zostaty przedstawione w publikacji 2, byta ocena wptywu
trzech roznych dawek CAF w postaci doraznej podazy 3, 6 i 9 mg_,./kg,, u 0s6b trenu-
jacych CrossFit/HIFT na zmiany stezenia CAF i PRX oraz stosunek PRX/CAF w réznych
punktach czasowych (przed suplementacja i po suplementacji). Badania te przeprowa-
dzono zaréwno na prébkach surowicy krwi, jak i §liny u oséb trenujgcych CrossFit/HIFT,
uwzgledniajgc dodatkowo aktywnos$¢ enzymu CYP1A2 oraz genotypy CYP1AZ. Zgodnie
z wiedzg autorki niniejszej dysertacji, publikacja 2 jest pierwszg pracg oceniajaca wpltyw
CAF i réznice efektéw wywotanych przez trzy ré6zne dawki CAF oraz PLA na wspomniane
wskazniki. Postawiono hipotezy, ze wyzsze dawki CAF wywotuja wieksze zmiany stezenia
CAF i PRX w surowicy krwi i $linie, a najwieksza zmiana zwigzana ze wzrostem stezenia
CAF od poziomu sprzed suplementacji jest osiggana 60 minut po spozyciu CAF. Ponadto
zatozono, ze wyzsza dawka CAF prowadzi do zwiekszenia aktywnosSci enzymu CYP1A2,
a nosiciele allelu C (w przypadku genotypéw CYP1AZ) odznaczaja sie wieksza aktyw-
noscig enzymu CYP1A2 w poréwnaniu z homozygotami AA. Wyniki przeprowadzonych
badan wskazaty, ze - zgodnie z postawiong hipoteza - wyzsze dawki CAF indukowaty
wieksze zmiany stezenia CAF i PRX zaréwno w surowicy krwi, jak i §linie. ROwnocze$nie
nie potwierdzono hipotezy, Ze najwieksza zmiana stezenia CAF w stosunku do wartos$ci
wyjsciowej wystapi po 60 minutach od suplementacji, poniewaz zarejestrowano jg juz po
30 minutach od spozycia. Ponadto nie wykazano, aby aktywnos$¢ enzymu CYP1A2 zalezata
od zastosowanej dawki (wyzsza dawka nie zwiekszyta aktywnosci enzymu). Natomiast
genotypy CYP1AZ2 nie wykazaly interakcji z indukowalno$cig tego enzymu.

Jak nadmieniono w publikacji 2, stezenia CAF i PRX byly mierzone w dwoch ludzkich
materiatach biologicznych. Wykazano korelacje umiarkowane do silnych pomiedzy steze-
inwazyjnych technik pozyskiwania materiatu biologicznego w warunkach wysitkowych.
W przypadku CAF zmienne zalezne (stezenie w $linie w odniesieniu do surowicy) zostaty
wyjasnione w 79% dla CAF oraz w 61% dla PRX. Silna korelacja miedzy stezeniem CAF
w surowicy i $linie opisana w literaturze sugeruje, Ze $lina moze by¢ skutecznie wyko-
rzystywana do rzetelnego okreslenia stezenia CAF w surowicy krwi (Scott i in. 1984).
W pracy Grzegorzewskiego i in. (2022) przeprowadzono analize regresji liniowej, aby
okresli¢ zwigzki miedzy pomiarami CAF i PRX w $linie i krwi. Czynniki skali i wspotczyn-
niki korelacji Pearsona miedzy stezeniem w $linie i krwi dla CAF i PRX wynosity odpo-
wiednio 0,791 0,68 oraz 0,841 0,76.

Obecne wytyczne zalecajq spozycie CAF w dawkach 3-6 mg_,./kg. na 30-60 minut
przed rozpoczeciem wysitku fizycznego (Guest i in. 2021), jednak ze wzgledu na jej dzia-
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tanie na osrodkowy uktad nerwowy przyjmuje sie, ze CAF odznacza sie najwiekszym dzia-
taniem ergogenicznym pod koniec wysitku - czyli wtasnie wtedy, gdy wzrasta poziom su-
biektywnego odczucia zmeczenia (Davenport i in. 2020; Southward i in. 2018). Niemniej
badania wykazaty, ze po osiggnieciu szczytowego stezenia CAF we krwi moze ono utrzy-
mywac sie na stabilnym, podwyzszonym poziomie nawet przez kilka godzin po spozyciu
(Graham i Spriet 1995).

Warto zauwazy¢, ze w piSmiennictwie - inaczej niz w omawianym projekcie doktor-
skim - stezenie CAF lub jej metabolitow oznaczano wytacznie w surowicy lub osoczu
(zwykle byta to dodatkowa analiza), a krew pobierano tylko przed suplementacja i w jed-
nym punkcie czasowym. Ponadto wyniki wiekszosci badan wysitkowych wskazywaty na
bliskie zeru stezenie CAF przed suplementacjg poprzedzong 24-godzinng abstynencja,
przy czym rzeczywiste warto$ci mogty w praktyce przekraczac¢ ,zero” (Lajin i in. 2021)
i wynosi¢ od 0,1 do nawet 5,0 pg/mL (Jacobson i in. 1994). Pomimo 24-godzinnej absty-
nencji od CAF zastosowanej u uczestnikdw niniejszego projektu doktorskiego zaobserwo-
wano podobne (wyzsze) stezenia badanych substancji i w zwigzku z tym wprowadzono
standaryzacje warto$ci oraz ocene zmian stezen CAF i PRX wzgledem standaryzowanego
poziomu ,zerowego” sprzed suplementaciji.

W literaturze wykazano rowniez, ze efekty ergogeniczne sg mato prawdopodobne przy
dawkach CAF nizszych niz LOW, przy czym poziomy tej substancji oznaczane w 0soczu s3
okreslane w zakresie 2,91-3,88 pg/mL (Spriet 2014). Na podstawie wcze$niejszego ba-
dania (Graham i Spriet 1995), w ktérym analizowano stezenie CAF w osoczu po trzech
dawkach CAF, stwierdzono, ze dawka MEDIUM moze zwiekszy¢ stezenie CAF w osoczu do
7,76 ng/mL, a HIGH nawet do 11,64-13,58 ug/mL po 60 minutach od spozycia. Dodatko-
wo wykazano, zZe poziom PRX nie rdznit sie miedzy dawkami, co sugeruje, Ze metabolizm
watrobowy CAF moze osiggac juz wcze$niej swoisty stan nasycenia.

Dotychczasowe badania, w tym badania wysitkowe, wykazaly podobne wartosci dla
Sredniego szczytowego stezenia CAF w surowicy/osoczu krwi po przyjeciu CAF, miesz-
czace sie w zakresie 3,90-8,19 pg/mL dla CAF (Benowitz i in. 1995; Blanchard i Sawers
1983; Collomp i in. 1991; Sampaio-Jorge i in. 2021; Simmonds i in. 2010; Skinner i in.
2013b; Stadheim i in. 2013) oraz 1,08-1,60 pg/mL dla PRX (Benowitz i in. 1995; Hetzler
i in. 1990; Simmonds i in. 2010). Badania wskazujg jednak na duze indywidualne réz-
nice w czasie osiggania szczytowego stezenia CAF (Desbrow i in. 2009; Robertson i in.
1978). Sugeruje sie takze, ze osiggniecie maksymalnego stezenia CAF w surowicy/osoczu
przed wysitkiem wytrzymatosciowym moze nie by¢ najwazniejszym czynnikiem w mak-
symalizacji ergogenicznego potencjatu CAF. Prawdopodobnie kluczowe znaczenie ma
w tym wzgledzie stezenie CAF w miejscu dziatania (w osrodkowym uktadzie nerwowym
lub komoérkach miesniowych), co jest obecnie niemozliwe do weryfikacji. Innymi rozpa-
trywanymi czynnikami sg: wptyw metabolitow CAF lub osiggniecie szczytowego stezenia
z op6znieniem podczas wysitku wytrzymatosciowego, gdy zmeczenie i odczuwanie wysit-
ku sg bardziej nasilone (Skinneri in. 2013b).

Na podstawie wynikéw przedstawionych w publikacji 2 wykazano, ze stezenie CAF
byto wyraznie zalezne od przyjetej dawki CAF (najwyzsze przy najwyzszej dawce). Co
ciekawe, szczytowa zmiana wystgpita po kazdej dawce od momentu 0’ do 30’, a nastepnie
poziom CAF utrzymywat sie do 90’, co sugeruje stabilnos¢ stezenia CAF w surowicy krwi
i moze to stanowi¢ warto$ciowg obserwacje w konteks$cie naukowym i praktycznym.
Simmonds i in. (2010) wykazali, ze dawka 5 mg_,./kg,,, (W porownaniu z PLA) znaczaco
zwiekszyta stezenie CAF w osoczu po 60 minutach od przyjecia i poprawita wydolno$¢
supramaksymalng u wysoko wytrenowanych kolarzy. W badaniu Sampaia-Jorgego i in.
(2021) z udziatem rekreacyjnie trenujacych kolarzy, ktorzy przyjeli kapsutki zawierajgce
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6 mg_,./kg,, lub PLA, zaobserwowano znaczace efekty dotyczace czasu i rodzaju inter-
wencji na stezenie CAF w surowicy krwi, cho¢ prébki krwi pobrano tylko przed suple-
mentacjg i 60 minut po przyjeciu CAF. Z kolei w badaniu Stadheimaiin. (2013) dziesieciu
zdrowych wysoko wytrenowanych narciarzy biegowych przyjeto 6 mg_,./kg, lub PLA
na 75 minut przed testem wydolno$ciowym (C-PT). Probki krwi do analizy stezenia CAF
pobierano czesciej — w spoczynku, 35 minut po przyjeciu, po ostatnim obcigzeniu w teScie
progresywnym oraz po 1 minucie i po 14 minutach po tej probie wysitkowej. Spozycie
CAF zwiekszyto w tym przypadku stezenie CAF w osoczu do okoto 7,8 pg/mL przed 8-ki-
lometrowym C-PT, a poziom CAF - podobnie jak w badaniach prowadzonych w ramach
niniejszego projektu doktorskiego — utrzymywat sie na tym samym poziomie przez caty
okres testu wysitkowego (Stadheim i in. 2013). W badaniu Mesquity i in. (2020) préobki
krwi pobierano po spozyciu 6 mg_,./kg. ., bezposrednio po protokole do wyczerpania
oraz 6 godzin po spozyciu. Wyniki tego badania wykazaty, ze stezenie CAF w surowicy
krwi rosto z czasem, osiagajac szczytowy poziom ~8,51 pg/mL po 60 minutach, co nie
zostato w peini potwierdzone w danych przedstawionych w publikacji 2. Warto jednak
zauwazy¢, ze we wspomnianym badaniu CAF podawano w formie kapsutek, a nie w po-
staci rozpuszczonego proszku, jak w badaniu opisanym w publikacji 2. Ponadto ste-
zenie w surowicy krwi obnizyto sie znacznie po ,protokole do wyczerpania” (zestawy
40 bilateralnych skokéw z odbiciem do wyczerpania) oraz po 6 godzinach. Bell i in. (Bell
i McLellan 2002) oceniali czas trwania ergogenicznego efektu CAF po spozyciu 5 mg.,./Kg,,
i zaobserwowali znaczgco podwyzszone stezenie CAF w osoczu podczas catego okresu
wysitku. Poziom ten pozostat stabilny w kolejnych prébach przeprowadzonych 3 godzi-
ny i 6 godzin po spozyciu, aczkolwiek stezenie CAF po 1 godzinie i po 3 godzinach po
spozyciu byto wyzsze niz dla proby przeprowadzonej 6 godzin po spozyciu. W bardziej
zlozonym badaniu przeprowadzonym przez Conway i in. (2003) uczestnicy (kolarze
i triatlonisci) przyjeli odpowiednio 3 lub 6 mg_,./kg,, (kapsutki) lub PLA 60 minut przed
wysitkiem oraz dodatkowe 3 mg_,./Kg. (gdzie wczesniejsza dawka wynosita rowniez
3 mg_,./kg,,) 45 minut po rozpoczeciu wysitku. Probki krwi pobierano w tym przypad-
ku przed suplementacjg, 30 i 60 minut po pierwszej suplementacji oraz dodatkowo 30,
45, 60 1 90 minut po rozpoczeciu wysitku i po jego zakoniczeniu (120 minut po jego roz-
poczeciu). Stezenie CAF w osoczu - podobnie jak opisano to w publikacji 2 - wzrastato
w sposob zalezny od dawki. Poziom CAF byt znaczaco wyzszy po 30 minutach, ale w gru-
pie o wyzszej dawce warto$¢ szczytowq osiggnat po 90 minutach. W grupie uczestnikéw
przyjmujacych nizszg dawke CAF wykazano poczatkowa warto$¢ szczytowa stezenia
po 30 minutach, po czym nastgpito powolne obnizenie az do momentu podazy kolejnej
(drugiej) dawki CAF. Dodatkowo stezenie CAF byto istotnie wyZsze w grupie stosujacej
wyzsza dawke az do 60 minuty wysitku, kiedy to stezenia byty podobne (Conway i in.
2003). W badaniu Skinnera i in. (2013b) 14 kolarzy i triatlonistow zazyto 6 mg_,./kg.,
lub PLA 60 minut przed 40-kilometrowym wys$cigiem lub rozpoczeto prébe wysitkowa
przy indywidualnej wartos$ci szczytowej stezenia CAF okres$lonej podczas wczesniejszej
sesji ,profilowania CAF”, obejmujacej monitorowanie stezenia CAF w surowicy co 30 mi-
nut przez 4 godziny. Co zaskakujace, wartos¢ szczytowa stezenia CAF (~6,4 ug/mL) wy-
stagpita w tym przypadku dopiero po 120-150 minutach od spozycia, jednak znaczaca
poprawe wydolnosSci odnotowano juz wczes$niej - gdy CAF pobierano 60 minut przed
wysitkiem. Sktonito to badaczy do konkluzji, Ze ergogeniczny efekt CAF moze nie by¢
zwigzany z wartos$cig szczytowa stezenia CAF w surowicy krwi na poczatku wysitku wy-
trzymatoSciowego. W jednym z kolejnych badan przeprowadzonych przez Skinnera i in.
(2014) wykazano, ze najwyzsze stezenie CAF w surowicy krwi (~6,79 pg/mL) zostato
osiggniete dopiero po 120-180 minutach od spozycia 6 mg_,./kg,. Z kolei w badaniach,
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w ktérych analizowano stezenie CAF w surowicy w szes$ciu punktach czasowych w cig-
gu 4 godzin po spozyciu 6 lub 9 mg_,./kg.. (na czczo vs w warunkach popositkowych),
wykazano, Ze najwyzsze stezenie CAF osiggnieto 60 minut po jej spozyciu na czczo,
w poréwnaniu ze stezeniem osiggnietym 120 minut i 180 minut po jednoczesnym zazy-
ciu CAF z weglowodanami (Skinner i in. 2013a). Co wiecej, wyzsza dawka CAF spowodo-
wata wyZsze wartoSci szczytowe stezenia CAF w stanie po positku anizeli umiarkowana
dawka przyjeta na czczo. Autorzy tej pracy zaktadali, ze jesli sportowiec spozyje positek
w ciggu 60 minut przed rozpoczeciem wysitku, moze potrzebowa¢ wyzszej dawki poda-
wanej CAF, aby osiggna¢ takie samo stezenie w surowicy krwi jak w przypadku umiar-
kowanej dawki przyjetej na czczo. Ponadto w badaniu Davenporta i in. (2020) oceniano
optymalny moment przyjecia suplementu zawierajacego 200 mg CAF w kontekscie wy-
dolnosci fizycznej: (a) 35 minut przed 30-minutowym wysitkiem na cykloergometrze
o statej intensywnosci (SS); (b) na poczatku SS; lub (c) bezposrednio przed 15-minutowg
proba czasowa. Probki krwi pobrano w pieciu réznych punktach czasowych. Autorzy tych
badan zaobserwowali, Ze zwiekszenie stezenia CAF w osoczu nastgpito we wszystkich
warunkach eksperymentalnych i wystapit istotny statystycznie efekt interakcji dawki
i momentu przyjecia CAF, przy czym najwyzsze warto$ci wystepowaty niejednorodnie -
w réznych punktach czasowych (Davenport i in. 2020). Ponadto, chociaz przyjecie
1,5-3 mg_,./kg,,, okoto 60 minut przed proba czasowa na cykloergometrze moze popra-
wi¢ wydolnos¢ fizyczng (Talanian i Spriet 2016), te same dawki przyjete okoto 180 minut
przed testem nie prowadzg do podobnych rezultatéw (Desbrow i Leveritt 2006). To spo-
strzezenie sugeruje, ze podwyzszone stezenie CAF we krwi nie jest jedynym mechani-
zmem wptywajacym na poprawe wydolnosci, lecz odpowiedzialny za to jest raczej opty-
malny czas spozycia CAF - zwtaszcza w przypadku przyjecia niskiej dawki CAF.

W wynikach zaprezentowanych w publikacji 2 zaobserwowano, ze podaz CAF prowa-
dzita do wzrostu stezenia PRX w surowicy krwi, przy czym efekt ten byt najwiekszy juz po
60 minutach w przypadku dawki HIGH. Nalezy podkresli¢, ze w tematyce wysitku fizycz-
nego dostepne sg jedynie nieliczne badania oceniajgce stezenie PRX po spozyciu CAF. Mie-
dzy innymi Simmonds i in. (2010) wykazali istotne zwiekszenie stezenia PRX w osoczu
(p = 0,006) po 60 minutach od spozycia 5 mg_, ./kg. w poréwnaniu z PLA. W badaniach
Conway i in. (2003) - podobnie jak wykazano to w publikacji 2 - stezenie PRX w osoczu
byto istotnie wyzsze w grupie przyjmujacej wyzsza dawke CAF. Cytowani autorzy odno-
towali jednak wolniejsze tempo wzrostu PRX i brak swoistych warto$ci szczytowych, po-
niewaz stezenie PRX nadal rosto podczas prowadzonego wysitku (Conway i in. 2003). Co
wiecej, stezenie PRX byto wyzsze w warunkach na czczo, co sugeruje, Ze nizsze stezenie
PRX po positku moze ograniczac¢ ergogeniczny potencjat CAF (Skinneriin. 2013a). Podob-
nie Davenport i in. (2020) wykazali, ze stezenie PRX w osoczu wzrastato w trakcie trwa-
nia badania. Chociaz stezenie CAF byto podwyzszone zar6wno przed testem wysitkowym,
jak i podczas testu, stezenie PRX wzrastato istotnie jedynie wtedy, gdy suplement zostat
przyjety 35 minut przed proba czynnosciowa. Te strategie obecnie wskazuje sie jako naj-
bardziej optymalng w konteks$cie potencjalnego efektu ergogenicznego (Davenport i in.
2020).

Analizujac wyniki stezenia CAF i PRX w $linie, opisane w publikacji 2, wykazano,
ze zmiana stezenia CAF w tej probce materiatu biologicznego byta réwniez najwieksza
w przypadku zastosowania dawki HIGH. Szczytowy wzrost stezenia nastgpit po 30 mi-
nutach od zazycia CAF, jednak w przeciwienstwie do wynikéw badan surowicy krwi za-
obserwowano dalsze istotne réznice miedzy kolejnymi punktami czasowymi, co suge-
ruje nizszg stabilno$¢ CAF w $linie, prawdopodobnie pod wptywem innych czynnikéw.
Ponadto kazda z podawanych dawek CAF zwiekszyta stezenie PRX w §linie, przy czym
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najwyzsze zmiany obserwowano po dawce HIGH. Co zaskakujace, szczytowe stezenie PRX
w $linie nie zostato osiggniete w 60 minucie dla kazdej dawki, ale stopniowo wzrastato az
do 90 minuty. W badaniu Zawiei i in. (2023), w ktérym mierzono PRX w $linie pobranej
przed suplementacjg, 45 minut po przyjeciu 5 mg_,./kg,, oraz po wysitku (120 minut
po przyjeciu), aby oceni¢ stezenie CAF i PRX, stezenie tej pierwszej substancji wzrosto
30-krotnie i byto okoto 20 razy wyzsze niz w probie PLA 45 minut po spozyciu, po czym
ulegto obnizeniu po wysitku. Z kolei stezenie PRX wzrosto 2,5-krotnie 45 minut po spozy-
ciu i zwiekszato sie w dalszym stopniu do kolejnego punktu pomiarowego.

Warto zauwazy¢, ze opisane w publikacji 2 zmiany stezenia CAF w surowicy krwi
nie réznity sie znaczaco statystycznie miedzy 30 a 60 minutg, co wskazuje na mozli-
woS$¢ wczeSniejszego osiagniecia swoistego plateau, w wyniku czego szczytowe ste-
zenie CAF wystgpito przed rozpoczeciem wysitku. Davenport i in. (2020) zaobserwo-
wali taki efekt po okoto 50 minutach od spozycia CAF, co jednak odbiega znacznie od
wynikow innych badan, ktére wykazaty wartosci szczytowe stezenia CAF miedzy 75
a 120 minutg po suplementacji (Conway i in. 2003; Kamimori i in. 2002; Kovacs i in.
1998). Ponadto w literaturze zasugerowano, ze poprawa wydolnosci fizycznej wynika-
jaca ze zmniejszenia odczuwalnego wysitku moze by¢ efektem oddzialywania nie tyl-
ko CAF ale réwniez zwiekszonego stezenia PRX (Davenport i in. 2020). Wydaje sie za-
tem zasadne zatozenie, Ze obnizeniu stezenia CAF we krwi moze towarzyszy¢ wzrost
stezenie PRX bez oznak plateau nawet po 180 minutach (Conway i in. 2003). Wzrost
PRX we krwi nastepuje bowiem wolniej niz CAF w ciggu pierwszych 60 minut (Lajin
iin. 2021).

Dodatkowo, na podstawie uzyskanych wynikéw, w publikacji 2 przeanalizowano ak-
tywnos$¢ enzymu CYP1A2 za pomoca $redniego czasowo skorygowanego PRX/CAF RA-
TIO w $linie i nie wykazano zaleznos$ci od dawki CAF. Wcze$niej do pomiaru aktywno$ci
enzymu CYP1A2 stosowano rozne ludzkie matryce biologiczne, takie jak mocz, osocze,
surowica i $lina, a jak nadmieniono w czeSci literaturowej, CAF byta uzywana jako sonda.
Stosunek stezenia PRX/CAF w jednym punkcie czasowym koreluje z widocznym Kkliren-
sem CAF (Pereraiin. 2010). Fenotypowanie metaboliczne oparte na wskazniku PRX/CAF
RATIO wykazuje zalezno$¢ czasowg (stosunek rosngcy wraz z uptywem czasu) i wyrazng
zalezno$¢ od dawki CAF (mniejsze dawki CAF zwiekszaja stosunek metaboliczny) (Grze-
gorzewski iin. 2022). Pomimo ze wykazano, iz do wiarygodnej oceny aktywnos$ci enzymu
CYP1A2 nie jest potrzebna 24-godzinna abstynencja od CAF (Pereraiin. 2011), w bada-
niach wtasnych aspekt ten byt wystandaryzowany i uczestnicy nie przyjmowali produk-
tow zawierajacych CAF. Tak zwanym zlotym standardem w ocenie aktywnos$ci CYP1A2
jest molarny stosunek PRX/CAF w $linie 6 godzin po przyjeciu CAF, poniewaz najlepiej
koreluje to z wewnetrznym klirensem (Fuhr i in. 1996; Urry i in. 2016). Na podstawie
tych danych Urry i in. (2016) opracowali metode umozliwiajaca dostosowanie wartosci
aktywnos$ci CYP1A2 do optymalnych (,referencyjnych”) warto$ci (wymagajacych pobra-
nia probek po 6 godzinach od przyjecia CAF). Ta nowatorska technika uwzglednia rézne
odstepy czasowe miedzy spozyciem CAF a pobraniem $liny. W badaniu Pereryiin. (2011)
iloSciowo okreslono stezenie CAF w osoczu krwi i $linie w réznych punktach czasowych
po spozyciu 100 mg CAF. Nie stwierdzono jednak istotnej réznicy miedzy stosunkiem
AUC,_,, PRX/CAF w osoczu i Slinie podczas okresu abstynencji od CAF (odpowiednio 0,79
i 0,78) oraz bez abstynencji (odpowiednio 0,83 i 0,85). Zwtaszcza PRX/CAF RATIO po
4 godzinach wykazat silng korelacje ze wszystkimi wskaZnikami referencyjnymi, takimi
jak klirens CAF czy PRX/CAF RATIO w osoczu krwi. Ponadto badanie przeprowadzone
z udziatem zdrowych mezczyzn i kobiet (Nordmark i in. 1999), oceniajgce CAF jako sonde
dla aktywnosci enzymu CYP1A2, nie wykazato dowoddéw na zalezno$¢ od przyjmowanej
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dawki CAF. Stwierdzono réwniez, ze nawet przy wysokim spozyciu CAF stezenie w stanie
réwnowagi jest zbyt niskie, aby nasyci¢ metabolizm mediowany przez CYP1A2 (Perera
i in. 2012). W odniesieniu do codziennego spozycia kawy stwierdzono, Ze osoby pijace
zwykle wiecej niz trzy filizanki dziennie majg znacznie wyzszg normalng aktywnos¢ en-
zymu CYP1A2 niz osoby pijace mniej. Odkrycie to sugeruje, ze zaprzestanie regularne-
go spozycia CAF przed pomiarem aktywnos$ci CYP1A2 moze spowodowac jej obnizenie
w trakcie badania i poskutkowa¢ brakiem odzwierciedlenia zwyczajowej aktywno$ci
CYP1AZ2 danej osoby (Pereraiin. 2012).

W publikacji 2 analizowano funkcjonalny polimorfizm rs762551 genu CYP1AZ2, jed-
nak nie stwierdzono interakcji z aktywnos$cig enzymu CYP1A2. Wspomniany SNP jest de-
terminantem indukowalnej aktywnosci CYP1A2, dzieki czemu genotypy mozna oznaczy¢
jako ,wysoce indukowane” (AA) oraz ,mniej indukowane” (AC, CC) (Han i in. 2001; Urry
iin. 2016). Zgodnie z danymi literaturowymi, homozygoty AA moga szybciej metabolizo-
wac CAF i doswiadcza¢ dzieki temu wiekszego efektu ergogenicznego (Guest i in. 2018).
Wydaje sie, ze PRX moze by¢ silniejszym antagonistg receptoréw adenozynowych, a jej
poziom wzrasta wczesniej u 0séb z genotypem AA (Davenportiin. 2020). Niemniej kilku
autoréw badan (Dobrinas i in. 2011; Gunes i in. 2009; Gunes i Dahl 2008; Tian i in. 2019;
Urry i in. 2016) wykazato, ze ten SNP nie ma istotnego wptywu na aktywno$¢ enzymu
CYP1A2 mierzong PRX/CAF RATIO lub $rednim czasowo skorygowanym PRX/CAF RATIO,
co wskazuje, ze SNP CYP1A2 moze nie by¢ solidnym predyktorem fenotypu CYP1A2. Ge-
notyp -163C>A koreluje bowiem z RATIO tylko u palaczy wyrobow tytoniowych (Gunes
iin. 2009), poniewaz wyraZzniejszy wzrost aktywnosci enzymu CYP1A2 spowodowany tg
zmiennos$cig genetyczng obserwowano jedynie u osob palacych. Wykazano, Ze palacze
z genotypem -163C/C majq o 40% nizszy PRX/CAF RATIO w osoczu krwi niz osoby z ge-
notypem -163A/A, podczas gdy u oséb niepalacych nie zaobserwowano takiego wpty-
wu (Gunes i Dahl 2008). Ponadto, zgodnie z tezg zaproponowang przez Davenporta i in.
(2020), regularny wysitek fizyczny zwieksza ekspresje CYP1A2, a wiec osoby ,wolno me-
tabolizujgce” moga by¢ w stanie przezwyciezy¢ wszelkie ,niekorzystne” w tym wzgledzie
cechy genetyczne dzieki aktywnosci fizycznej, a tym samym wystarczajaco zwiekszy¢ ak-
tywnos$¢ enzymu CYP1A2.

6.1. Ograniczenia projektu

Publikacje1i2

W interpretacji wynikéw niniejszego projektu doktorskiego nalezy uwzgledni¢ pewne
ograniczenia towarzyszgce wykonywanym badaniom. Po pierwsze, oceniono wptyw su-
plementacji CAF u Srednio wytrenowanych os6b aktywnych fizycznie. Mozliwe, ze efekt
CAF ro6zni sie w zaleznoSci od do$wiadczenia treningowego i Ze wysoko wytrenowani za-
wodnicy, zwlaszcza na poziomie elitarnym, mogg odznaczac¢ sie wieksza podatnos$cia na
dziatanie CAF, co wykazano we wcze$niejszym badaniu wsréd judokéw (Durkalec-Michal-
ski i in. 2019). Warto jednak zauwazy¢, ze CrossFit/HIFT zyskal popularnos$¢ na catym
Swiecie, a wiekszo$¢ uczestnikéw trenuje na poziomie amatorskim. Z tego wzgledu uzna-
no, ze szczeg6lnie wazne jest opracowanie nowych strategii wspomagania ergogeniczne-
go wtasnie w przypadku tej grupy sportowcéw. Po drugie, innym ograniczeniem projektu
byt brak mozliwosci przeprowadzenia analiz réznicujgcych wptyw CAF w zaleznosci od
pici, z powodu nieréwnych pod wzgledem liczbowym grup kobiet i mezczyzn. Powyzsze
wynikato z niecheci kobiet do udziatu w tym protokole wymagajacym bardzo obciagza-
jacego wysitku, jakim byt test FGB. Ponadto, mimo Ze obliczono i spetniono minimalng
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wymagang wielko$¢ proby, wieksza liczba uczestnikéw mogtaby uwidoczni¢ pewne staty-
stycznie istotne roznice uzyskanych wynikow.

Publikacja 1

Zaobserwowano efekt praktyki w teScie FGB pomiedzy kolejnymi wizytami badawczymi,
co wczesniej zauwazyt rdwniez Stein i in. (2020) u oséb trenujacych CrossFit. Niektorzy
autorzy (Glaister 2008) zalecajg przynajmniej dwie wizyty stuzgce zapoznaniu sie z pro-
tokotem, aby zmniejszy¢ wptyw tego efektu, zwtaszcza u oséb nieprzyzwyczajonych do
protokotow wysitkowych. Jednak w przeciwienstwie do innych badan uczestnicy niniej-
szego projektu doktorskiego byli dobrze zaznajomieni z poszczeg6lnymi wykonywanymi
¢wiczeniami, co powinno w tym wzgledzie wyeliminowac¢ efekt nauki. Niemniej przepro-
wadzono dodatkowo jedng wizyte ,familiaryzacyjng”, aby uczestnicy mogli zapoznac sie
ze sprzetem i warunkami laboratoryjnymi. Pomimo efektu praktyki poprawa wynikéw
testu wysitkowego po CAF moze mie¢ jednak wplyw na rezultaty podczas zawodow.

Publikacja 2

Stezenia CAF i PRX poddano analizie w réznych momentach w stosunkowo krétkim prze-
dziale czasowym (0-90 minut); brak dtugoterminowego poboru préobek uniemozliwit po-
miar pola pod krzywa (AUC) oraz potencjalnego szczytowego stezenia PRX, ktére praw-
dopodobnie wystepuje p6zniej niz po 90 minutach. Co wiecej, pomiar PRX/CAF RATIO
wytacznie w okreslonych punktach czasowych mogt wptynaé na doktadnos$¢ oceny ak-
tywnos$ci enzymu CYP1A2. Wiadomo, Ze probki pobrane na wczesnym lub péZnym etapie
sa najmniej odpowiednie do fenotypowania, poniewaz niskie stezenie CAF w tych momen-
tach moze prowadzi¢ do stosunkowo duzych losowych btedéw. Ponadto na tym wczesnym
etapie faza dystrybucji, wchianianie oraz kinetyka substancji mogg wptywa¢ na wynik
wskaznikéw metabolicznych. Fenotypowanie metaboliczne przy uzyciu PRX/CAF RATIO
jest silnie zalezne od czasu (stosunek wzrasta z czasem), a mniejsze dawki CAF zwiekszajg
stosunek metaboliczny (co ttumaczy wyraZnie wyzsze wartos$ci dla BASE i PLA) (Grzego-
rzewskiiin. 2022; Lajiniin. 2021; Urry i in. 2016). Jednakze autorka niniejszej dysertacji
byta §wiadoma tej kwestii metodologicznej i celowo zastosowata uprzednio opracowana
metode dostosowania aktywnos$ci enzymu CYP1A2 do optymalnego punktu czasowego
6 godzin po podaniu CAF (Urryiin. 2016). Ponadto wyniki dotyczace genotypdw CYP1AZ2
nalezy interpretowac z ostroznoscig ze wzgledu na stosunkowo mata liczbe oséb ,szyb-
ko metabolizujacych” wéréd badanych. Niemniej zgodnie z zasadg Hardy’ego-Weinberga,
czestosc¢ genotypoéw CYP1A2 w populacji wynosi okoto 45% dla AA, 45% dla ACi 10% dla
CC (Saundersiin. 2023).

6.2. Mocne strony projektu

Publikacje 1i2

Mocng strona niniejszego projektu doktorskiego byty metodyka, zwtaszcza zastosowanie
modelu badan krzyzowych, w ktérych podawano trzy rézne dawki CAF, jak réwniez PLA,
u 0s6b trenujacych CrossFit/HIFT. Po drugie, uwzgledniono SNP CYP1A2 i ADORAZA oraz
ich role w ergogenicznych efektach podazy CAF. Po trzecie, zastosowany 7-dniowy okres
,wyptukiwania” byt wystarczajgcy, bowiem okres péttrwania CAF wynosi 2,5-10 godzin
(Guest i in. 2021). Ponadto, ze wzgledu na protokoty badan przeprowadzane o tej samej
porze dnia dla poszczegélnego uczestnika, ograniczono wptyw rytmu okotodobowego na
aktywno$¢ CAF i zapewniono odpowiednig standaryzacje. Obliczono réwniez minimal-
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ng wymagang wielkos$¢ proby, na podstawie ktorej okreslono liczbe uczestnikow badan.
Wszyscy badani byli regularnymi konsumentami produktéw zawierajacych CAF, ktorzy
powstrzymali sie od ich spozycia przed wizytami testowymi. Ograniczyto to ewentualny
wptyw produktéw zawierajgcych CAF na rejestrowane wyniki. Zadbano réwniez o petne
przestrzeganie przyjmowania suplementoéw oraz o doktadna standaryzacje procedur.

Dodatkowo w publikacji 2 autorka niniejszej pracy doktorskiej przeanalizowata steze-
nia CAF i PRX zaréwno w surowicy krwi i §linie w réznych punktach czasowych u srednio
wytrenowanych osob, jak i oszacowata aktywnos$¢ enzymu CYP1A2, co stanowito nowa-
torskie podejscie. Biorgc pod uwage mozliwo$¢ wyjsciowego stezenia CAF wyZszego niz
»Zero” przed suplementacjg, oceniono wptyw CAF na zmiany w stezeniu CAF i PRX od tego
punktu. Ponadto zastosowano model regresji $slina-surowica, ktory czesciowo uwzgledniat
zmiany stezenia CAF i PRX w czasie zarowno w $linie (steZenie ,malejgce”), jak i w surowi-
cy (stezenie bardziej ,stabilne”).

AWF ROZPRAWA DOKTORSKA 45



7 . WNIOSKI

Uzyskanie wyniki badan (publikacja 1) nie potwierdzity zaleznego od dawki efektu suple-
mentacji CAF u Srednio wytrenowanych uczestnikow CrossFit/HIFT. Nie wykazano roznic
miedzy dawkami CAF a PLA w zakresie specyficznych zdolno$ci wysitkowych, czasu re-
akgcji, stabilnos$ci posturalnej, subiektywnego odczucia zmeczenia ani czestosci skurczow
serca, jak rowniez w kontekscie polimorfizméw genéw CYP1A2 i ADORAZA. Niemniej
dawka MEDIUM CAF (6 mg_,./kg,, ) przyniosta zauwazalng ze sportowego punktu widze-
nia poprawe wynikow testu FGB, R, iM._. . Wskazuje to, Ze z praktycznego i sportowego
punktu widzenia ta dawka moze by¢ najskuteczniejszg forma wspomagania ergogenicz-
nego u 0so6b trenujacych CrossFit.

Uzyskane wyniki badan (publikacja 2) potwierdzity zalezne od dawki i czasu efekty
suplementacji CAF na stezenie CAF i PRX w surowicy krwi i $linie u oséb trenujacych
CrossFit/HIFT. Ponadto najwiekszy wzrost stezenia CAF zaobserwowano 30 minut po jej
spozyciu, co sugeruje rozbieznosci w stosunku do obecnych zalecen dotyczacych procedur
suplementacji CAF. Dodatkowo wczes$niejsze plateau CAF oraz mozliwe stosunkowo pézne
plateau PRX zaobserwowane w niniejszych badaniach moga stanowi¢ istotne wskazania
naukowe i praktyczne. Nie stwierdzono jednak wptywu dawki CAF na aktywno$¢ enzymu
CYP1AZ2 ani interakcji genotypow CYP1AZ z indukowalnoScig enzymu. Ostatecznie zaob-
serwowano korelacje miedzy stezeniem CAF i PRX w surowicy krwi i $linie, co wskazuje
na mozliwo$¢ wykorzystania mniej inwazyjnego poboru $liny jako metody alternatywnej
dla poboru krwi w badaniach sportowych.

Przyszte projekty badawcze powinny skupic sie na jednoczesnych pomiarach CAF i jej
metabolitéw w kontekscie wydolnosci fizycznej i zdolnosci wysitkowych oraz na mozli-
woSci osiggniecia szczytowego stezenia na p6Zniejszych etapach trwajacego wysitku, czyli
wowczas, gdy pojawiaja sie nasilone symptomy zmeczenia.

46 ROZPRAWA DOKTORSKA AWF



8. PISMIENNICTWO

Ali A., O'Donnell J., Von Hurst P, Foskett A., Holland S., Starck C., Rutherfurd-Markwick K.
(2016) Caffeine ingestion enhances perceptual responses during intermittent exercise
in female team-game players. Journal of Sports Sciences, 34 (4), 330-341. https://doi.
org/10.1080/02640414.2015.1052746

Anderson N., Robinson D.G, Verhagen E., Fagher K, Edouard P, Rojas-Valverde D. Ah-
med O.H., Jederstrom M., Usacka L., Benoit-Piau ., Foelix C.G., Akinyi Okoth C., Tsiouti N.,
Moholdt T, Pinheiro L., Hendricks S., Hamilton B., Magnani R., Badenhorst M., Belavy D.L.
(2023). Under-representation of women is alive and well in sport and exercise medi-
cine: what it looks like and what we can do about it. BM] Open Sport & Exercise Medi-
cine, 5,9 (2), e001606. https://doi.org/10.1136 /bmjsem-2023-001606

Arnaud M.J. (2011) Pharmacokinetics and metabolism of natural methylxanthines in
animal and man. W: B.B. Fredholm (ed.), Methylxanthines. Handbook of Experimen-
tal Pharmacology, 200. Berlin: Springer, 33-91. https://doi.org/10.1007/978-3-642-
13443-2_3

Baldkova V., Boschek P, Skalikova L. (2015) Selected cognitive abilities in elite youth soc-
cer players. Journal of Human Kinetics, 49, 267-276. https://doi.org/10.1515/hu-
kin-2015-0129

Barreto G., Esteves G.P,, Marticorena F, Oliveira T.N., Grgic ]J., Saunders B. (2024) Caffe-
ine, CYP1A2 genotype, and exercise performance: a systematic review and meta-
-analysis. Medicine and Science in Sports and Exercise, 56 (2), 328-339. https://doi.
org/10.1249/MSS.0000000000003313

Barreto G., Grecco B., Merola P, Reis C.E.G., Gualano B., Saunders B. (2021) Novel insights
on caffeine supplementation, CYP1AZ2 genotype, physiological responses and exercise
performance. European Journal of Applied Physiology, 121 (3), 749-769. https://doi.
org/10.1007/s00421-020-04571-7

Bell D.G., McLellan T.M. (2002) Exercise endurance 1, 3, and 6 h after caffeine ingestion
in caffeine users and nonusers. Journal of Applied Physiology, 93 (4), 1227-1234.
https://doi.org/10.1152 /japplphysiol.00187.2002

Bello M.L., Walker A.J., McFadden B.A., Sanders D.]J., Arent S.M. (2019) The effects of
TeaCrine® and caffeine on endurance and cognitive performance during a simulated
match in high-level soccer players. Journal of the International Society of Sports
Nutrition, 16 (1), 20. https://doi.org/10.1186/s12970-019-0287-6

Ben Waer F, Laatar R,, Srihi S., Jouira G., Rebai H., Sahli S. (2021) Acute effects of low versus
high caffeine dose consumption on postural balance in middle-aged women. Journal of
Women & Aging, 33 (6), 620-634. https://doi.org/10.1080/08952841.2020.1735288

Benjamim C.J.R., Kliszczewicz B., Garner D.M., Cavalcante T.C.F, da Silva A.A.M., Santa-
na M.D.R,, Valenti V.E. (2020) Is caffeine recommended before exercise? A systematic
review to investigate its impact on cardiac autonomic control via heart rate and its va-
riability. Journal of the American College of Nutrition, 39 (6), 563-573. https://doi.org
/10.1080/07315724.2019.1705201

Benowitz N.L., Jacob III P, Mayan H., Denaro C. (1995) Sympathomimetic effects of para-
xanthine and caffeine in humans. Clinical Pharmacology & Therapeutics, 58 (6), 684-
691. https://doi.org/10.1016/0009-9236(95)90025-X

AWF ROZPRAWA DOKTORSKA 47


https://doi.org/10.1080/02640414.2015.1052746
https://doi.org/10.1080/02640414.2015.1052746
https://doi.org/10.1136/bmjsem-2023-001606
https://doi.org/10.1007/978-3-642-13443-2_3
https://doi.org/10.1007/978-3-642-13443-2_3
https://doi.org/10.1515/hukin-2015-0129
https://doi.org/10.1515/hukin-2015-0129
https://doi.org/10.1249/MSS.0000000000003313
https://doi.org/10.1249/MSS.0000000000003313
https://doi.org/10.1007/s00421-020-04571-7
https://doi.org/10.1007/s00421-020-04571-7
https://doi.org/10.1152/japplphysiol.00187.2002
https://doi.org/10.1152/japplphysiol.00187.2002
https://doi.org/10.1186/s12970-019-0287-6
https://doi.org/10.1080/08952841.2020.1735288
https://doi.org/10.1080/07315724.2019.1705201
https://doi.org/10.1080/07315724.2019.1705201
https://doi.org/10.1016/0009-9236(95)90025-X

Black C.D., Waddell D.E., Gonglach A.R. (2015) Caffeine’s ergogenic effects on cycling:
neuromuscular and perceptual factors. Medicine and Science in Sports and Exercise,
47 (6), 1145-1158. https://doi.org/10.1249/MSS.0000000000000513

Blanchard ]., Sawers S.J. (1983) Comparative pharmacokinetics of caffeine in young and
elderly men. Journal of Pharmacokinetics and Biopharmaceutics, 11 (2), 109-126.
https://doi.org/10.1007 /BF01061844

Bonnet C.T. (2016) Advantages and disadvantages of stiffness instructions when stu-
dying postural control. Gait & Posture, 46, 208-210. https://doi.org/10.1016/j.gait-
post.2015.12.026

Borg G. (1998) Borg’s perceived exertion and pain scales. Champaign: Human Kinetics.

Briggs ., Chidley ].B., Chidley C., Osler C.J. (2021) Effects of caffeine ingestion on human
standing balance: a systematic review of placebo-controlled trials. Nutrients, 13 (10),
3527. https://doi.org/10.3390/nu13103527

Bunsawat K., White D.W,, Kappus R.M., Baynard T. (2015) Caffeine delays autonomic re-
covery following acute exercise. European Journal of Preventive Cardiology, 22 (11),
1473-1479. https://doi.org/10.1177/2047487314554867

Caetano M.L., Souza M.L.R,, Loureiro L.L., Capistrano Junior V.L.M. (2023) The effects of
acute caffeine supplementation on performance in trained CrossFit® athletes: a ran-
domized, double-blind, placebo-controlled, and crossover trial. Science & Sports, 38
(7),701-707. https://doi.org/10.1016 /j.scispo.2022.04.007

Carswell A.T,, Howland K., Martinez-Gonzalez B., Baron P,, Davison G. (2020) The effect of
caffeine on cognitive performance is influenced by CYP1A2 but not ADORA2A geno-
type, yet neither genotype affects exercise performance in healthy adults. European
Journal of Applied Physiology, 120 (7), 1495-1508. https://doi.org/10.1007 /s00421-
020-04384-8

Church D.D., Hoffman J.R., LaMonica M.B., Riffe ].J., Hoffman M.W., Baker K.M., Varano-
ske A.N., Wells A.J., Fukuda D.H., Stout ].R. (2015) The effect of an acute ingestion of
Turkish coffee on reaction time and time trial performance. Journal of the Internatio-
nal Society of Sports Nutrition, 12, 37. https://doi.org/10.1186/s12970-015-0098-3

Collomp K., Anselme F, Audran M., Gay J.P, Chanal ].L., Prefaut C. (1991) Effects of modera-
te exercise on the pharmacokinetics of caffeine. European Journal of Clinical Pharma-
cology, 40 (3), 279-282. https://doi.org/10.1007 /BF00315209

Conway K.J., Orr R, Stannard S.R. (2003) Effect of a divided caffeine dose on endurance
cycling performance, postexercise urinary caffeine concentration, and plasma para-
xanthine. Journal of Applied Physiology (Bethesda, Md.: 1985), 94 (4), 1557-1562.
https://doi.org/10.1152 /japplphysiol.00911.2002

Crawford D.A., Drake N.B., Carper M.]., DeBlauw ]., Heinrich K.M. (2018) Validity, reliabi-
lity, and application of the session-RPE method for quantifying training loads during
high intensity functional training. Sports (Basel, Switzerland), 6 (3), 84. https://doi.
org/10.3390/sports6030084

Crowe M.]., Leicht A.S., Spinks W.L. (2006) Physiological and cognitive responses to caffe-
ine during repeated, high-intensity exercise. International Journal of Sport Nutrition
and Exercise Metabolism, 16 (5), 528-544. https://doi.org/10.1123/ijsnem.16.5.528

Davenport A.D., Jameson T.S.0,, Kilroe S.P,, Monteyne AJ]., Pavis G.F,, Wall B.T., Dirks M.L,,
Alamdari N., Mikus C.R., Stephens E.B. (2020) A randomised, placebo-controlled, cross-
over study investigating the optimal timing of a caffeine-containing supplement for
exercise performance. Sports Medicine - Open, 6 (1), 17. https://doi.org/10.1186/
s40798-020-00246-x

48 ROZPRAWA DOKTORSKA AWF


https://doi.org/10.1249/MSS.0000000000000513
https://doi.org/10.1007/BF01061844
https://doi.org/10.1007/BF01061844
https://doi.org/10.1016/j.gaitpost.2015.12.026
https://doi.org/10.1016/j.gaitpost.2015.12.026
https://doi.org/10.3390/nu13103527
https://doi.org/10.1177/2047487314554867
https://doi.org/10.1016/j.scispo.2022.04.007
https://doi.org/10.1007/s00421-020-04384-8
https://doi.org/10.1007/s00421-020-04384-8
https://doi.org/10.1186/s12970-015-0098-3
https://doi.org/10.1007/BF00315209
https://doi.org/10.1152/japplphysiol.00911.2002
https://doi.org/10.1152/japplphysiol.00911.2002
https://doi.org/10.3390/sports6030084
https://doi.org/10.3390/sports6030084
https://doi.org/10.1186/s40798-020-00246-x
https://doi.org/10.1186/s40798-020-00246-x

Davis J.K,, Green J.M. (2009) Caffeine and anaerobic performance: ergogenic value and
mechanisms of action. Sports Medicine, 39 (10), 813-832. https://doi.org/10.
2165/11317770-000000000-00000

Desbrow B., Barrett C.M., Minahan C.L., Grant G.D., Leveritt M.D. (2009) Caffeine, cyc-
ling performance, and exogenous CHO oxidation: a dose-response study. Medicine
and Science in Sports and Exercise, 41 (9), 1744-1751. https://doi.org/10.1249/
MSS.0b013e3181al6cf7

Desbrow B., Leveritt M. (2006) Awareness and use of caffeine by athletes competing at
the 2005 Ironman Triathlon World Championships. International Journal of Sport
Nutrition and Exercise Metabolism, 16 (5), 545-558. https://doi.org/10.1123/ij-
snem.16.5.545

Dexheimer ].D., Schroeder E.T., Sawyer B.]., Pettitt R.W., Aguinaldo A.L., Torrence W.A.
(2019) Physiological performance measures as indicators of CrossFit® performance.
Sports (Basel, Switzerland), 7 (4), 93. https://doi.org/10.3390/sports7040093

Dobrinas M., Cornuz J., Oneda B., Kohler Serra M., Puhl M., Eap C.B. (2011) Impact of
smoking, smoking cessation, and genetic polymorphisms on CYP1A2 activity and
inducibility. Clinical Pharmacology and Therapeutics, 90 (1), 117-125. https://doi.
org/10.1038/clpt.2011.70

Doherty M., Smith P.M. (2005) Effects of caffeine ingestion on rating of perceived exertion
during and after exercise: a meta-analysis. Scandinavian Journal of Medicine & Science
in Sports, 15 (2), 69-78. https://doi.org/10.1111/j.1600-0838.2005.00445.x

Doude van Troostwijk L.J.A.E., Koopmans R.P, Guchelaar H.-J. (2003) Two novel me-
thods for the determination of CYP1A2 activity using the paraxanthine/caffeine ratio.
Fundamental & Clinical Pharmacology, 17 (3), 355-362. https://doi.org/10.1046/].
1472-8206.2003.00136.x

Duncan M.].,, Oxford S.W. (2011) The effect of caffeine ingestion on mood state and bench
press performance to failure. Journal of Strength and Conditioning Research, 25 (1),
178-185. https://doi.org/10.1519/]SC.0b013e318201bddb

Durkalec-Michalski K., Domagalski A., Gtdwka N., Kaminska J., Szymczak D., Podgorski T.
(2022) Effect of a four-week vegan diet on performance, training efficiency and blood
biochemical indices in CrossFit-trained participants. Nutrients, 14 (4), 894. https://
doi.org/10.3390/nu14040894

Durkalec-Michalski K., Gtéwka N., Podgdrski T.,, Szymocha M., Przybylik B., Wochna K,
Wozniewicz M., Nowaczyk P.M. (2024) Does Colostrum Bovinum supplementation af-
fect swimming performance in endurance-trained males? A randomized placebo-con-
trolled crossover study. Nutrients, 16 (18), 3204. https://doi.org/10.3390/nu16183204

Durkalec-Michalski K., Kaminska J., Saunders B., Pokrywka A., L.oniewski I., Steffl M., Pod-
gorski T. (2023) Does sodium bicarbonate based extra-cellular buffering support re-
duce high intensity exercise-induced fatigue and enhance short-term recovery asses-
sed by selected blood biochemical indices? Biology of Sport, 41 (1), 17-27. https://doi.
org/10.5114 /biolsport.2024.125591

Durkalec-Michalski K., Nowaczyk P.M., Gtéwka N., Grygiel A. (2019) Dose-dependent ef-
fect of caffeine supplementation on judo-specific performance and training activity:
a randomized placebo-controlled crossover trial. Journal of the International Society
of Sports Nutrition, 16 (1), 38. https://doi.org/10.1186/s12970-019-0305-8

Durkalec-Michalski K., Zawieja E.E., Podgoérski T, Loniewski L., Zawieja B.E., Warzybok M.,
Jeszka J. (2018) The effect of chronic progressive-dose sodium bicarbonate ingestion
on CrossFit-like performance: a double-blind, randomized cross-over trial. PLOS ONE,
13 (5),e0197480. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197480

AWF ROZPRAWA DOKTORSKA 49


https://doi.org/10.2165/11317770-000000000-00000
https://doi.org/10.2165/11317770-000000000-00000
https://doi.org/10.1249/MSS.0b013e3181a16cf7
https://doi.org/10.1249/MSS.0b013e3181a16cf7
https://doi.org/10.1123/ijsnem.16.5.545
https://doi.org/10.1123/ijsnem.16.5.545
https://doi.org/10.3390/sports7040093
https://doi.org/10.1038/clpt.2011.70
https://doi.org/10.1038/clpt.2011.70
https://doi.org/10.1111/j.1600-0838.2005.00445.x
https://doi.org/10.1046/j.1472-8206.2003.00136.x
https://doi.org/10.1046/j.1472-8206.2003.00136.x
https://doi.org/10.1519/JSC.0b013e318201bddb
https://doi.org/10.3390/nu14040894
https://doi.org/10.3390/nu14040894
https://doi.org/10.3390/nu16183204
https://doi.org/10.5114/biolsport.2024.125591
https://doi.org/10.5114/biolsport.2024.125591
https://doi.org/10.1186/s12970-019-0305-8
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197480

Durkalec-Michalski K., Zawieja E.E., Zawieja B.E., Podgoérski T. (2021) Evaluation of the
repeatability and reliability of the cross-training specific Fight Gone Bad workout and
its relation to aerobic fitness. Scientific Reports, 11, 7263. https://doi.org/10.1038/
s41598-021-86660-x

Feito Y., Heinrich K.M., Butcher S.J., Poston W.S.C. (2018) High-Intensity Functional Train-
ing (HIFT): definition and research implications for improved fitness. Sports (Basel,
Switzerland), 6 (3). https://doi.org/10.3390/sports6030076

Fogaca L.J., Santos S.L., Soares R.C,, Gentil P, Naves ].P,, Dos Santos W.D., Pimentel G.D., Bot-
taro M., Mota ].F. (2020) Effect of caffeine supplementation on exercise performance,
power, markers of muscle damage, and perceived exertion in trained CrossFit men:
a randomized, double-blind, placebo-controlled crossover trial. The Journal of Sports
Medicine and Physical Fitness, 60 (2), 181-188. https://doi.org/10.23736/s0022-
4707.19.10043-6

Fuhr U, Rost K.L. (1994) Simple and reliable CYP1A2 phenotyping by the paraxanthine/
caffeine ratio in plasma and in saliva. Pharmacogenetics, 4 (3), 109-116. https://doi.
org/10.1097/00008571-199406000-00001

Fuhr U, Rost K.L., Engelhardt R., Sachs M., Liermann D., Belloc C., Beaune P, Janezic S,
Grant D., Meyer U.A,, Staib A.H. (1996) Evaluation of caffeine as a test drug for CYP1A2,
NATZ2 and CYP2E1 phenotyping in man by in vivo versus in vitro correlations. Pharma-
cogenetics, 6 (2), 159-176. https://doi.org/10.1097/00008571-199604000-00003

Fulton ].L., Dinas P.C,, Carrillo A.E., Edsall J.R., Ryan E.J., Ryan E.J. (2018) Impact of ge-
netic variability on physiological responses to caffeine in humans: a systematic review.
Nutrients, 10 (10), 1373. https://doi.org/10.3390/nu10101373

Giersch G.E.W,, Boyett ].C., Hargens T.A., Luden N.D., Saunders M.]., Daley H., Hughey C.A,,
El-Sohemy A., Womack C.J. (2018) The effect of the CYP1A2 -163 C > A polymorphism
on caffeine metabolism and subsequent cycling performance. Journal of Caffeine and
Adenosine Research, 8 (2), 65-70. https://doi.org/10.1089/caff.2017.0028

Glaister M. (2008) Multiple-sprint work: methodological, physiological, and experimental
issues. International Journal of Sports Physiology and Performance, 3 (1), 107-112.
https://doi.org/10.1123/ijspp.3.1.107

Glaister M., Chopra K., Pereira De Sena A.L., Sternbach C., Morina L., Mavrommatis Y. (2021)
Caffeine, exercise physiology, and time-trial performance: no effect of ADORAZA or
CYP1A2 genotypes. Applied Physiology, Nutrition, and Metabolism, 46 (6), 541-551.
https://doi.org/10.1139/apnm-2020-0551

Glaister M., Williams B.H., Muniz-Pumares D., Balsalobre-Fernandez C., Foley P. (2016) The
effects of caffeine supplementation on physiological responses to submaximal exer-
cise in endurance-trained men. PLOS ONE, 11 (8), e0161375. https://doi.org/10.1371/
journal.pone.0161375

Gonzaga L.A., Vanderlei L.C.M., Gomes R.L., Valenti V.E. (2017) Caffeine affects autono-
mic control of heart rate and blood pressure recovery after aerobic exercise in young
adults: a crossover study. Scientific Reports, 7 (1), 14091. https://doi.org/10.1038/
s41598-017-14540-4

Graham TE., Helge ].W, MacLean D.A, Kiens B., Richter E.A. (2000) Caffeine ingestion
does not alter carbohydrate or fat metabolism in human skeletal muscle during
exercise. The Journal of Physiology, 529 (Pt 3), 837-847. https://doi.org/10.1111/j.
1469-7793.2000.00837.x

Graham TE.,, Spriet L.L. (1995) Metabolic, catecholamine, and exercise performance re-
sponses to various doses of caffeine. Journal of Applied Physiology, 78 (3), 867-874.
https://doi.org/10.1152 /jappl.1995.78.3.867

50 ROZPRAWA DOKTORSKA AWF


https://doi.org/10.1038/s41598-021-86660-x
https://doi.org/10.1038/s41598-021-86660-x
https://doi.org/10.3390/sports6030076
https://doi.org/10.23736/s0022-4707.19.10043-6
https://doi.org/10.23736/s0022-4707.19.10043-6
https://doi.org/10.1097/00008571-199406000-00001
https://doi.org/10.1097/00008571-199406000-00001
https://doi.org/10.1097/00008571-199604000-00003
https://doi.org/10.3390/nu10101373
https://doi.org/10.1089/caff.2017.0028
https://doi.org/10.1123/ijspp.3.1.107
https://doi.org/10.1123/ijspp.3.1.107
https://doi.org/10.1139/apnm-2020-0551
https://doi.org/10.1139/apnm-2020-0551
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0161375
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0161375
https://doi.org/10.1038/s41598-017-14540-4
https://doi.org/10.1038/s41598-017-14540-4
https://doi.org/10.1111/j.1469-7793.2000.00837.x
https://doi.org/10.1111/j.1469-7793.2000.00837.x
https://doi.org/10.1152/jappl.1995.78.3.867
https://doi.org/10.1152/jappl.1995.78.3.867

Grgic]. (2021) Effects of caffeine on resistance exercise: a review of recent research. Sports
Medicine (Auckland, N.Z.), 51 (11), 2281-2298. https://doi.org/10.1007 /s40279-
021-01521-x

Grgic J., Grgic I, Pickering C., Schoenfeld B.]., Bishop D.]., Pedisic Z. (2020) Wake up and
smell the coffee: caffeine supplementation and exercise performance-an umbrella re-
view of 21 published meta-analyses. British Journal of Sports Medicine, 54 (11), 681-
688. https://doi.org/10.1136/bjsports-2018-100278

Grgic ]., Pickering C., Del Coso J., Schoenfeld B.]J., Mikulic P. (2021) CYP1AZ2 genotype and
acute ergogenic effects of caffeine intake on exercise performance: a systematic re-
view. European Journal of Nutrition, 60 (3), 1181-1195. https://doi.org/10.1007/
s00394-020-02427-6

Grzegorzewski ]., Bartsch F, Koller A., Konig M. (2022) Pharmacokinetics of caffeine:
a systematic analysis of reported data for application in metabolic phenotyping and li-
ver function testing. Frontiers in Pharmacology, 12, 752826. https://doi.org/10.3389/
fphar.2021.752826

Guest N., Corey P, Vescovi ]., EI-Sohemy A. (2018) Caffeine, CYP1A2 genotype, and endu-
rance performance in athletes. Medicine and Science in Sports and Exercise, 50 (8),
1570-1578. https://doi.org/10.1249/MSS.0000000000001596

Guest N., VanDusseldorp TA., Nelson M.T,, Grgic J., Schoenfeld B.J., Jenkins N.D.M,, Arent S.M,,
Antonio |., Stout J.R., Trexler E.T., Smith-Ryan A.E., Goldstein E.R., Kalman D.S., Camp-
bell B.I. (2021) International society of sports nutrition position stand: caffeine and
exercise performance. Journal of the International Society of Sports Nutrition, 18 (1), 1.
https://doi.org/10.1186/s12970-020-00383-4

Gunes A., Dahl M.-L. (2008) Variation in CYP1A2 activity and its clinical implications: in-
fluence of environmental factors and genetic polymorphisms. Pharmacogenomics,
9 (5), 625-637. https://doi.org/10.2217/14622416.9.5.625

Gunes A., Ozbey G., Vural E.H., Uluoglu C., Scordo M.G., Zengil H., Dahl M.-L. (2009) Influ-
ence of genetic polymorphisms, smoking, gender and age on CYP1A2 activity in a Tur-
kish population. Pharmacogenomics, 10 (5), 769-778. https://doi.org/10.2217 /pgs.09.22

Han X.M., Ou-Yang D.S., Lu PX,, Jiang C.H., Shu Y., Chen X.P, Tan Z.R., Zhou H.H. (2001) Pla-
sma caffeine metabolite ratio (17X/137X) in vivo associated with G-2964A and C734A
polymorphisms of human CYP1A2. Pharmacogenetics, 11 (5), 429-435. https://doi.
org/10.1097/00008571-200107000-00006

Henderson G.C., Horning M.A., Lehman S.L., Wolfel E.E., Bergman B.C., Brooks G.A. (2004)
Pyruvate shuttling during rest and exercise before and after endurance training in
men. Journal of Applied Physiology (Bethesda, Md.: 1985), 97 (1), 317-325. https://
doi.org/10.1152 /japplphysiol.01367.2003

Hetzler R.K,, Knowlton R.G., Somani S.M., Brown D.D., Perkins R.M. (1990) Effect of paraxan-
thine on FFA mobilization after intravenous caffeine administration in humans. Jour-
nal of Applied Physiology, 68 (1), 44-47. https://doi.org/10.1152/jappl.1990.68.1.44

Hogervorst E., Riedel W], Kovacs E., Brouns F, Jolles ]. (1999) Caffeine improves cognitive
performance after strenuous physical exercise. International Journal of Sports Medi-
cine, 20 (6), 354-361. https://doi.org/10.1055/s-2007-971144

Jacobson A.F, Cerqueira M.D., Raisys V., Shattuc S. (1994) Serum caffeine levels after
24 hours of caffeine abstention: observations on clinical patients undergoing myocar-
dial perfusion imaging with dipyridamole or adenosine. European Journal of Nuclear
Medicine, 21 (1), 23-26. https://doi.org/10.1007 /BF00182302

Kamimori G.H., Karyekar C.S., Otterstetter R., Cox D.S., Balkin TJ., Belenky G.L., Edding-
ton N.D. (2002) The rate of absorption and relative bioavailability of caffeine admi-

AWF ROZPRAWA DOKTORSKA 51


https://doi.org/10.1007/s40279-021-01521-x
https://doi.org/10.1007/s40279-021-01521-x
https://doi.org/10.1136/bjsports-2018-100278
https://doi.org/10.1007/s00394-020-02427-6
https://doi.org/10.1007/s00394-020-02427-6
https://doi.org/10.3389/fphar.2021.752826
https://doi.org/10.3389/fphar.2021.752826
https://doi.org/10.1249/MSS.0000000000001596
https://doi.org/10.1186/s12970-020-00383-4
https://doi.org/10.1186/s12970-020-00383-4
https://doi.org/10.2217/14622416.9.5.625
https://doi.org/10.2217/pgs.09.22
https://doi.org/10.1097/00008571-200107000-00006
https://doi.org/10.1097/00008571-200107000-00006
https://doi.org/10.1152/japplphysiol.01367.2003
https://doi.org/10.1152/japplphysiol.01367.2003
https://doi.org/10.1152/jappl.1990.68.1.44
https://doi.org/10.1055/s-2007-971144
https://doi.org/10.1007/BF00182302

nistered in chewing gum versus capsules to normal healthy volunteers. Internatio-
nal Journal of Pharmaceutics, 234 (1-2), 159-167. https://doi.org/10.1016/s0378-
5173(01)00958-9

Kapsis D.P, Tsoukos A., Psarraki M.P,, Douda H.T,, Smilios I., Bogdanis G.C. (2022) Changes
in body composition and strength after 12 weeks of high-intensity functional training
with two different loads in physically active men and women: a randomized controlled
study. Sports, 10 (1), 1. https://doi.org/10.3390/sports10010007

Kim H.-Y. (2013) Statistical notes for clinical researchers: assessing normal distribution
(2) using skewness and kurtosis. Restorative Dentistry & Endodontics, 38 (1), 52-54.
https://doi.org/10.5395/rde.2013.38.1.52

Kliszczewicz B., Bechke E., Williamson C., Bailey P, Hoffstetter W.,, McLester ]., McLester C.
(2018) The influence of citrus aurantium and caffeine complex versus placebo on the
cardiac autonomic response: a double blind crossover design. Journal of the Internatio-
nal Society of Sports Nutrition, 15 (1), 34. https://doi.org/10.1186/s12970-018-0240-0

Kovacs E.M., Stegen ].H.C.H., Brouns F. (1998) Effect of caffeinated drinks on substrate me-
tabolism, caffeine excretion, and performance. Journal of Applied Physiology (Bethes-
da, Md.: 1985), 85 (2), 709-715. https://doi.org/10.1152 /jappl.1998.85.2.709

Kyle U.G., Bosaeus I, De Lorenzo A.D., Deurenberg P, Elia M., G6mez ].M., Heitmann B.L,,
Kent-Smith L., Melchior ].C., Pirlich M., Scharfetter H., Schols A.M.W.]., Pichard C. (2004)
Bioelectrical impedance analysis - part [: review of principles and methods. Clini-
cal Nutrition (Edinburgh, Scotland), 23 (5), 1226-1243. https://doi.org/10.1016/j.
clnu.2004.06.004

Lajin B., Schweighofer N., Goessler W,, Obermayer-Pietsch B. (2021) The determination
of the paraxanthine/caffeine ratio as a metabolic biomarker for CYP1A2 activity in
various human matrices by UHPLC-ESIMS/MS. Talanta, 234, 122658. https://doi.org
/10.1016/j.talanta.2021.122658

Larrosa M., Gil-Izquierdo A., Gonzalez-Rodriguez L.G., Alférez M.].M., San Juan A.F, San-
chez-Gémez A., Calvo-Ayuso N., Ramos-Alvarez ].J., Fernandez-Lazaro D., Lopez-Gru-
eso R, Lopez-Leédn 1., Moreno-Lara J., Dominguez-Balmaseda D., Illescas-Quiroga R.,
Cuenca E., Lopez T, Montoya ].J., Rodrigues-de-Souza D.P, Carrillo-Alvarez E., Casa-
do A, Rodriguez-Donate B., Porta-Oliva M., Santiago C., Iturriaga T., De Lucas B., Solae-
saA.G., Montero-Lopez M.D.P, Benitez De Gracia E., Veiga-Herreros P.,, Muhoz-Lépez A,
Orantes-Gonzalez E., Barbero-Alvarez J.C., Cabeza-Ruiz R., Carnero-Diaz A., Sospedral.,,
Fernandez-Galvan L.M., Martinez-Sanz J.M., Martin-Almena EJ., Pérez M., Guerra-Her-
nandez E.J., Lopez-Samanes A., Sanchez-Oliver AJ., Dominguez R. (2024) Nutritional
strategies for optimizing health, sports performance, and recovery for female athletes
and other physically active women: a systematic review. Nutrition Reviews, 83 (3),
e1068-e1089. https://doi.org/10.1093 /nutrit/nuae082

Liguori A., Robinson J.H. (2001) Caffeine antagonism of alcohol-induced driving impair-
ment. Drug and Alcohol Dependence, 63 (2), 123-129. https://doi.org/10.1016/
s0376-8716(00)00196-4

Lopes-Silva ].P, da Silva Santos ].F, Branco B.H.M., Abad C.C.C., de Oliveira L.F, Lotur-
co L., Franchini E. (2015) Caffeine ingestion increases estimated glycolytic metabo-
lism during taekwondo combat simulation but does not improve performance or pa-
rasympathetic reactivation. PLOS ONE, 10 (11), e0142078. https://doi.org/10.1371/
journal.pone.0142078

Lorenzo Calvo ]., Fei X,, Dominguez R., Pareja-Galeano H. (2021) Caffeine and cognitive
functions in sports: a systematic review and meta-analysis. Nutrients, 13 (3), 868.
https://doi.org/10.3390/nu13030868

52 ROZPRAWA DOKTORSKA AWF


https://doi.org/10.1016/s0378-5173(01)00958-9
https://doi.org/10.1016/s0378-5173(01)00958-9
https://doi.org/10.3390/sports10010007
https://doi.org/10.5395/rde.2013.38.1.52
https://doi.org/10.5395/rde.2013.38.1.52
https://doi.org/10.1186/s12970-018-0240-0
https://doi.org/10.1152/jappl.1998.85.2.709
https://doi.org/10.1016/j.clnu.2004.06.004
https://doi.org/10.1016/j.clnu.2004.06.004
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2021.122658
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2021.122658
https://doi.org/10.1093/nutrit/nuae082%20
https://doi.org/10.1016/s0376-8716(00)00196-4
https://doi.org/10.1016/s0376-8716(00)00196-4
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0142078
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0142078
https://doi.org/10.3390/nu13030868
https://doi.org/10.3390/nu13030868

Loy B.D., O’Connor PJ., Lindheimer ].B., Covert S.F. (2015) Caffeine is ergogenic for ade-
nosine A2A receptor gene (ADORAZ2A) T allele homozygotes: a pilot study. Journal of
Caffeine Research, 5 (2), 73-81. https://doi.org/10.1089/jcr.2014.0035

Magkos F.,, Kavouras S.A. (2005) Caffeine use in sports, pharmacokinetics in man, and cel-
lular mechanisms of action. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 45 (7-8),
535-562. https://doi.org/10.1080/1040-830491379245

Maughan R.J. (1982) A simple, rapid method for the determination of glucose, lactate, py-
ruvate, alanine, 3-hydroxybutyrate and acetoacetate on a single 20-mul blood sample.
Clinica Chimica Acta; International Journal of Clinical Chemistry, 122 (2), 231-240.
https://doi.org/10.1016/0009-8981(82)90282-0

van Melick N., Meddeler B.M., Hoogeboom T.J., Nijhuis-van der Sanden M.W.G., van Cingel
R.E.H. (2017). How to determine leg dominance: the agreement between self-reported
and observed performance in healthy adults. PLOS ONE, 12 (12), e0189876. https://
doi.org/10.1371/journal.pone.0189876

Mesquita R.N.O., Cronin N.J., Kyroldinen H., Hintikka J., Avela J. (2020) Effects of caffeine on
neuromuscular function in a non-fatigued state and during fatiguing exercise. Experi-
mental Physiology, 105 (4), 690-706. https://doi.org/10.1113/EP088265

Mufoz A., Lopez-Samanes A, Aguilar-Navarro M., Varillas-Delgado D., Rivilla-Garcia J., Mo-
reno-Pérez V., Del Coso J. (2020) Effects of CYP1A2 and ADORA2A genotypes on the er-
gogenic response to caffeine in professional handball players. Genes, 11 (8), 8. https://
doi.org/10.3390/genes11080933

Nehlig A. (2018) Interindividual differences in caffeine metabolism and factors dri-
ving caffeine consumption. Pharmacological Reviews, 70 (2), 384-411. https://doi.
org/10.1124/pr.117.014407

Nieber K. (2017) The impact of coffee on health. Planta Medica, 83 (16), 1256-1263.
https://doi.org/10.1055/s-0043-115007

Nordmark A., Lundgren S., Cnattingius S., Rane A. (1999) Dietary caffeine as a probe
agent for assessment of cytochrome P4501A2 activity in random urine samples. Bri-
tish Journal of Clinical Pharmacology, 47 (4), 397-402. https://doi.org/10.1046/].
1365-2125.1999.00918.x

Nuotto E., Mattila M.]., Seppala T., Konno K. (1982) Coffee and caffeine and alcohol effects
on psychomotor function. Clinical Pharmacology and Therapeutics, 31 (1), 68-76.
https://doi.org/10.1038/clpt.1982.11

Perera V., Gross A.S., McLachlan A.J. (2010) Caffeine and paraxanthine HPLC assay for
CYP1A2 phenotype assessment using saliva and plasma. Biomedical Chromatography,
24 (10), 1136-1144. https://doi.org/10.1002/bmc.1419

Perera V., Gross A.S., McLachlan A.J. (2012) Measurement of CYP1A2 activity: a fo-
cus on caffeine as a probe. Current Drug Metabolism, 13 (5), 667-678. https://doi.
org/10.2174/1389200211209050667

Perera V., Gross A.S., Xu H., McLachlan A.J. (2011) Pharmacokinetics of caffeine in pla-
sma and saliva, and the influence of caffeine abstinence on CYP1A2 metrics. Jour-
nal of Pharmacy and Pharmacology, 63 (9), 1161-1168. https://doi.org/10.1111/].
2042-7158.2011.01326.x

Podgorski T, Nowak A., Adrian J. (2015) Changes in lactate, pyruvate and glucose levels in
field hockey players under different training and match stimuli. Trends in Sport Scien-
ces, 22 (3).

Reddy V.S., Shiva S., Manikantan S., Ramakrishna S. (2024) Pharmacology of caffeine and
its effects on the human body. European Journal of Medicinal Chemistry Reports, 10,
100138. https://doi.org/10.1016/j.ejmcr.2024.100138

AWF ROZPRAWA DOKTORSKA 53


https://doi.org/10.1089/jcr.2014.0035
https://doi.org/10.1080/1040-830491379245
https://doi.org/10.1016/0009-8981(82)90282-0
https://doi.org/10.1016/0009-8981(82)90282-0
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189876
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189876
https://doi.org/10.1113/EP088265
https://doi.org/10.3390/genes11080933
https://doi.org/10.3390/genes11080933
https://doi.org/10.1124/pr.117.014407
https://doi.org/10.1124/pr.117.014407
https://doi.org/10.1046/j.1365-2125.1999.00918.x
https://doi.org/10.1046/j.1365-2125.1999.00918.x
https://doi.org/10.1038/clpt.1982.11
https://doi.org/10.1038/clpt.1982.11
https://doi.org/10.1002/bmc.1419
https://doi.org/10.2174/1389200211209050667
https://doi.org/10.2174/1389200211209050667
https://doi.org/10.1111/j.2042-7158.2011.01326.x
https://doi.org/10.1111/j.2042-7158.2011.01326.x
https://doi.org/10.1016/j.ejmcr.2024.100138

Robertson D., Frolich ].C.,, Carr R.K.,, Watson ].T., Hollifield J.W.,, Shand D.G., Oates ].A.
(1978) Effects of caffeine on plasma renin activity, catecholamines and blood pressure.
The New England Journal of Medicine, 298 (4), 181-186. https://doi.org/10.1056/
NEJM197801262980403

Russell M., Reynolds N.A., Crewther B.T., Cook C.J., Kilduff L.P. (2020) Physiological and
performance effects of caffeine gum consumed during a simulated half-time by profes-
sional academy rugby union players. Journal of Strength and Conditioning Research,
34 (1), 145-151. https://doi.org/10.1519/JSC.0000000000002185

Salinero J.J., Lara B., Ruiz-Vicente D., Areces F.,, Puente-Torres C., Gallo-Salazar C., Pascu-
al T, Del Coso J. (2017) CYP1A2 genotype variations do not modify the benefits and
drawbacks of caffeine during exercise: a pilot study. Nutrients, 9 (3), 3. https://doi.
org/10.3390/nu9030269

Sampaio-Jorge F, Morales A.P, Pereira R., Barth T,, Ribeiro B.G. (2021) Caffeine increases
performance and leads to a cardioprotective effect during intense exercise in cyclists.
Scientific Reports, 11 (1), 24327. https://doi.org/10.1038/s41598-021-03158-2

Saunders B., da Costa L.R., de Souza R.A.S., Barreto G., Marticorena FEM. (2023) Caffeine
and sport. W: F. Toldra (ed.), Advances in Food and Nutrition Research, 106. Academic
Press, 95-107. https://doi.org/10.1016/bs.afnr.2023.03.002

Saville C.W.N., de Morree H.M., Dundon N.M., Marcora S.M., Klein C. (2018) Effects of caffe-
ine on reaction time are mediated by attentional rather than motor processes. Psycho-
pharmacology, 235 (3), 749-759. https://doi.org/10.1007 /s00213-017-4790-7

Scott N.R., Chakraborty J., Marks V. (1984) Determination of caffeine, theophylline and
theobromine in serum and saliva using high-performance liquid chromatography. An-
nals of Clinical Biochemistry, 21 (Pt 2), 120-124. https://doi.org/10.1177/000456
328402100208

ShareB.,SandersN.,Kemp].(2009) Caffeineand performanceinclaytargetshooting.Journal
of Sports Sciences, 27 (6), 661-666. https://doi.org/10.1080/02640410902741068

Signorell A., Aho K., Alfons A., Anderegg N., Aragon T,, Arachchige C.iin. (2024). DescTools:
tools for descriptive statistics (version 0.99.58). https://doi.org/10.32614/CRAN.
package.DescTools

Simmonds M.]., Minahan C.L., Sabapathy S. (2010) Caffeine improves supramaximal cyc-
ling but not the rate of anaerobic energy release. European Journal of Applied Physio-
logy, 109 (2), 287-295. https://doi.org/10.1007/s00421-009-1351-8

Skinner T.L., Jenkins D.G., Folling J., Leveritt M.D., Coombes ].S., Taaffe D.R. (2013a) Influ-
ence of carbohydrate on serum caffeine concentrations following caffeine ingestion.
Journal of Science and Medicine in Sport, 16 (4), 343-347. https://doi.org/10.1016/j.
jsams.2012.08.004

Skinner T.L., Jenkins D.G., Leveritt M.D., McGorm A., Bolam K.A., Coombes ].S., Taaffe D.R.
(2014) Factors influencing serum caffeine concentrations following caffeine ingestion.
Journal of Science and Medicine in Sport, 17 (5), 516-520. https://doi.org/10.1016/j.
jsams.2013.07.006

Skinner TL., Jenkins D.G., Taaffe D.R. Leveritt M.D., Coombes ].S. (2013b) Coinciding
exercise with peak serum caffeine does not improve cycling performance. Journal of
Science and Medicine in Sport, 16 (1), 54-59. https://doi.org/10.1016/j.jsams.2012.
04.004

Smirmaul B.P.C., de Moraes A.C., Angius L., Marcora S.M. (2017) Effects of caffeine on neu-
romuscular fatigue and performance during high-intensity cycling exercise in mode-
rate hypoxia. European Journal of Applied Physiology, 117 (1), 27-38. https://doi.
org/10.1007/s00421-016-3496-6

54 ROZPRAWA DOKTORSKA AWF


https://doi.org/10.1056/NEJM197801262980403
https://doi.org/10.1056/NEJM197801262980403
https://doi.org/10.1519/JSC.0000000000002185
https://doi.org/10.3390/nu9030269
https://doi.org/10.3390/nu9030269
https://doi.org/10.1038/s41598-021-03158-2
https://doi.org/10.1016/bs.afnr.2023.03.002
https://doi.org/10.1007/s00213-017-4790-7
https://doi.org/10.1177/000456328402100208
https://doi.org/10.1177/000456328402100208
https://doi.org/10.1080/02640410902741068
https://doi.org/10.32614/CRAN.package.DescTools
https://doi.org/10.32614/CRAN.package.DescTools
https://doi.org/10.1007/s00421-009-1351-8
https://doi.org/10.1016/j.jsams.2012.08.004
https://doi.org/10.1016/j.jsams.2012.08.004
https://doi.org/10.1016/j.jsams.2013.07.006
https://doi.org/10.1016/j.jsams.2013.07.006
https://doi.org/10.1016/j.jsams.2012.04.004
https://doi.org/10.1016/j.jsams.2012.04.004
https://doi.org/10.1007/s00421-016-3496-6
https://doi.org/10.1007/s00421-016-3496-6

Southward K., Rutherfurd-Markwick K.J., Ali A. (2018) The effect of acute caffeine ingestion
on endurance performance: a systematic review and meta-analysis. Sports Medicine
(Auckland, N.Z.), 48 (8), 1913-1928. https://doi.org/10.1007 /s40279-018-0939-8

Spigset O., Hagg S., Soderstrom E., Dahlqvist R. (1999) The paraxanthine:caffeine ratio in
serum or in saliva as a measure of CYP1A2 activity: when should the sample be obtained?
Pharmacogenetics, 9 (3), 409-412.

Spriet L.L. (2014) Exercise and sport performance with low doses of caffeine. Sports Me-
dicine (Auckland, N.Z.), 44 (Suppl 2), 175-184. https://doi.org/10.1007 /s40279-014-
0257-8

Stadheim H.K., Kvamme B., Olsen R., Drevon C.A., Ivy J.L,, Jensen ]. (2013) Caffeine in-
creases performance in cross-country double-poling time trial exercise. Medicine
and Science in Sports and Exercise, 45 (11), 2175-2183. https://doi.org/10.1249/
MSS.0b013e3182967948

Stein J.A., Ramirez M., Heinrich K.M. (2020) Acute caffeine supplementation does not
improve performance in trained CrossFit® athletes. Sports. 8 (4), 54. https://doi.
org/10.3390/sports8040054

Swift C.G., Tiplady B. (1988) The effects of age on the response to caffeine. Psychopharma-
cology, 94 (1), 29-31. https://doi.org/10.1007 /BF00735876

Talanian J.L., Spriet L.L. (2016) Low and moderate doses of caffeine late in exercise im-
prove performance in trained cyclists. Applied Physiology, Nutrition, and Metabolism,
41 (8), 850-855. https://doi.org/10.1139/apnm-2016-0053

Tian D., Natesan S., White ].R., Paine M.F. (2019) Effects of common CYP1A2 genotypes
and other key factors on intraindividual variation in the caffeine metabolic ratio: an
exploratory analysis. Clinical and Translational Science, 12 (1), 39-46. https://doi.
org/10.1111/cts.12598

Urry E., Jetter A., Landolt H.-P. (2016) Assessment of CYP1A2 enzyme activity in relation
to type-2 diabetes and habitual caffeine intake. Nutrition & Metabolism, 13 (1), 66.
https://doi.org/10.1186/s12986-016-0126-6

Wickham K.A,, Spriet L.L. (2018) Administration of caffeine in alternate forms. Sports Me-
dicine (Auckland, N.z.), 48 (Suppl 1), 79. https://doi.org/10.1007 /s40279-017-0848-2

Womack C.J., Saunders M.]., Bechtel M.K., Bolton D.J., Martin M., Luden N.D., Dunham W,
Hancock M. (2012) The influence of a CYP1A2 polymorphism on the ergogenic effects
of caffeine. Journal of the International Society of Sports Nutrition, 9 (1), 7. https://doi.
org/10.1186/1550-2783-9-7

Wong 0., Marshall K., Sicova M., Guest N., Garcia-Bailo B., El-Sohemy A. (2021) CYP1AZ2
genotype modifies the effects of caffeine compared with placebo on muscle strength in
competitive male athletes. International Journal of Sport Nutrition and Exercise Meta-
bolism, 31 (5), 420-426. https://doi.org/10.1123/ijsnem.2020-0395

Zawieja E., Chmurzynska A., Aniota J., Zawieja B., Cholewa ]. (2023) The effect of caffe-
ine supplementation on resistance and jumping exercise: the interaction with CYP1A2
and ADORA2A genotypes. Nutraceuticals, 3 (2), 2. https://doi.org/10.3390/nutraceu-
ticals3020022

Ziyaiyan A., Shabkhiz F., Hofmeister M. (2023) Supplementation of caffeine and sodium
bicarbonate together could not improve performance and performance-related factors
in CrossFit participants: a randomized, double-blind, placebo-controlled study. Journal
of the International Society of Sports Nutrition, 20 (1), 2206390. https://doi.org/10.1
080/15502783.2023.2206390

AWF ROZPRAWA DOKTORSKA 55


https://doi.org/10.1007/s40279-018-0939-8
https://doi.org/10.1007/s40279-014-0257-8
https://doi.org/10.1007/s40279-014-0257-8
https://doi.org/10.1249/MSS.0b013e3182967948
https://doi.org/10.1249/MSS.0b013e3182967948
https://doi.org/10.3390/sports8040054
https://doi.org/10.3390/sports8040054
https://doi.org/10.1139/apnm-2016-0053
https://doi.org/10.1111/cts.12598
https://doi.org/10.1111/cts.12598
https://doi.org/10.1186/s12986-016-0126-6
https://doi.org/10.1186/s12986-016-0126-6
https://doi.org/10.1007/s40279-017-0848-2
https://doi.org/10.1186/1550-2783-9-7
https://doi.org/10.1186/1550-2783-9-7
https://doi.org/10.1123/ijsnem.2020-0395
https://doi.org/10.3390/nutraceuticals3020022
https://doi.org/10.3390/nutraceuticals3020022
https://doi.org/10.1080/15502783.2023.2206390
https://doi.org/10.1080/15502783.2023.2206390

PODZIEKOWANIA

Pragne ztozy¢ serdeczne podziekowania Promotorowi, prof. AWF drowi hab. inZ. Krzysz-
tofowi Durkalec-Michalskiemu, za nieocenione wsparcie, merytoryczne wskazowki oraz
nieustanng motywacje podczas catego procesu przygotowywania dysertacji doktorskie;.
Dziekuje za cierpliwo$¢, zrozumienie oraz otwarto$¢ na moje pomysty, ktére pozwoli-
ty mi rozwijac sie naukowo i podejmowac coraz wieksze wyzwania badawcze. Wiedza,
doswiadczenie i profesjonalizm Promotora byty dla mnie inspiracja na kazdym etapie.
Jestem szczeg6lnie wdzieczna za stworzenie atmosfery wspoétpracy, w ktérej czutam sie
zachecona do samodzielno$ci w poszukiwaniu odpowiedzi na pytania badawcze, a jedno-
cze$nie mogtam liczy¢ na wsparcie i wskazowki. Zaangazowanie Promotora i poSwiecony
czas pozostang dla mnie nieoceniong wartoscia.

Pragne serdecznie podziekowa¢ drowi Tomaszowi Podgérskiemu - za niezwykla po-
moc, wsparcie i zaangazowanie w trakcie realizacji mojego projektu. Jego wiedza, cierp-
liwos¢ i gotowos¢ do poswiecenia swojego czasu - nawet po godzinach pracy - byty dla
mnie nieocenionym wsparciem. To dzieki jego nieustajacej checi do dzielenia sie doswiad-
czeniem i wspoélnej pracy w laboratorium udato mi sie osiggna¢ kluczowe etapy moich
badan. Twoja pasja do nauki byta nie tylko pomoca, ale réwniez inspiracja, ktéra moty-
wowata mnie do dalszego dziatania. Jestem gieboko wdzieczna za kazda wspdlnie prze-
pracowang godzine, za cenne rady i za to, ze mogtam liczy¢ na Ciebie zaré6wno w trudnych
momentach, jak i w chwilach sukcesu. Dziekuje za to, Ze nie tylko pomogtes mi rozwijaé
naukowe umiejetnosci, ale takze okazate$ ludzkie wsparcie, ktére miato ogromne znacze-
nie podczas tej wymagajacej drogi.

Ogromnie dziekuje rodzicom, ktérzy przez cate Zycie stawiali przede mng wysokie wy-
magania, ksztattujac moje podejscie do nauki i pracy. Ich konsekwencja, wsparcie i zache-
ty do rozwoju sprawity, Ze zawsze dazytam do doskonatosci. Dziekuje Wam za to, Ze na-
uczyliScie mnie samodzielnosci, determinacji i wiary w to, Ze ciezka pracg mozna osiggnaé
nawet najbardziej ambitne cele. Dziekuje takze mojej mtodszej siostrze, ktéra swojq obec-
nosciag i wsparciem sprawita, ze niejednokrotnie patrzytam na $wiat z innej perspektywy.

Z gtebi serca pragne podziekowaé moim przyjaciotom za ich wyrozumiatos¢, cierpli-
wosc¢ i wsparcie, ktore byty dla mnie bezcenne podczas tej wymagajacej drogi. Dziekuje,
ze pomimo mojego braku czasu, przeprowadzki do innego miasta i nieobecnosci podczas
wielu waznych chwil wcigz byliScie przy mnie, wierzagc we mnie i dopingujac mnie. Wa-
sza obecnos¢, cho¢ czesto na odlegtos¢, byta dla mnie niezmiernie wazna i przypominata
mi, Ze zawsze moge na Was liczy¢. Dziekuje za zrozumienie w momentach, gdy naukowe
obowigzki pochtaniaty mnie bez reszty, i za wszystkie rozmowy, ktére dawaty mi site, in-
spiracje i chwile wytchnienia od codziennych wyzwan. Szczegolnie dziekuje Ewelinie - za
dzielenie ze mng trudéw i radoSci podczas pracy nad doktoratem, za motywacje w naj-
trudniejszych momentach oraz za to, Ze zawsze mogtam na Ciebie liczy¢.

Pragne z catego serca podziekowac Jakubowi - za wsparcie, cierpliwos¢ i mitos¢, ktére
towarzyszyty mi przez caty czas pracy nad tym projektem doktorskim. Nasze drogi skrzy-
zowaly sie w wyjatkowym momencie mojego zycia, a Twoja obecno$¢ dodata mi sity i wia-
ry, ze moge pokonac¢ wszelkie trudnoSci. Dziekuje, Ze byte§ obok w chwilach zwatpienia
i zmeczenia, za motywacje, ktorg dawate$ mi kazdego dnia. Twoje wsparcie, zrozumienie
i niezachwiana wiara we mnie sg bezcenne.

56 ROZPRAWA DOKTORSKA AWF



PRZEBIEG PRACY NAUKOWO-ZAWODOWE] - INFORMACJE
DODATKOWE

Publikacje naukowe (spoza cyklu)

Durkalec-Michalski K., Gtéwka N., Podgorski T, WoZniewicz M., Nowaczyk PM. (2024) The
effect of 12-week high-dose Colostrum Bovinum supplementation on immunological, he-
matological and biochemical markers in endurance athletes: a randomized crossover pla-
cebo-controlled study. Frontiers in Immunology, 15, 1425785. https://doi.org/10.3389/
fimmu.2024.1425785

punktacja MNiSW: 140; Impact Factor: 5,7

Malik]., Gtéwka N., Jelonek W., Maciaszek]. (2024) The effect of juggling on the propriocep-
tive and attentional abilities among older women. Frontiers in Public Health, 12, 1386981.
https://doi.org/10.3389/fpubh.2024.1386981

punktacja MNiSW: 100; Impact Factor: 3,0

Durkalec-Michalski K., Gtéwka N., Podgdrski T, Szymocha M., Przybylik B., Wochna K,
Wozniewicz M., Nowaczyk P.M. (2024) Does Colostrum Bovinum supplementation affect

swimming performance in endurance-trained males? A randomized placebo-controlled
crossover study. Nutrients, 16 (18), 3204. https://doi.org/10.3390/nu16183204

punktacja MNiSW: 140; Impact Factor: 4,8

Durkalec-Michalski K., Gtowka N., Podgérski T., Odrobny W., Krawczynski M., Botwina R,
Bodzicz S., Nowaczyk P.M. (2024) Bovine colostrum supplementation as a new perspect-

ive in depression and substance use disorder treatment: a randomized placebo-controlled
study. Frontiers in Psychiatry 15, 1366942. https://doi.org/10.3389 /fpsyt.2024.136694 2

punktacja MNiSW: 100; Impact Factor: 3,2

Malik ]., Gtowka N., Jelonek W., Stemplewski R., Maciaszek |. (2024) Effect of a juggling-
-based physical activity on postural stability, reaction time, and attention focus in older

adults: a randomized crossover study. European Review of Aging and Physical Activity, 21
(1), 15. https://doi.org/10.1186/s11556-024-00351-w

punktacja MNiSW: 140; Impact Factor: 3,7
Zawieja E., Durkalec-Michalski K., Sadowski M., Gtdwka N., Chmurzynska A. (2023) Be-
taine supplementation improves CrossFit performance and increases testosterone levels,
but has no influence on Wingate power: randomized crossover trial. Journal of the Inter-

national Society of Sports Nutrition, 20 (1), 2231411. https://doi.org/10.1080/1550278
3.2023.2231411

punktacja MEiN: 100; Impact Factor: 4,5
Durkalec-Michalski K., Gtéwka N., Nowaczyk P.M., Laszczak A., Gogojewicz A., Suliburska J.
(2022) Do triathletes periodize their diet and do their mineral content, body composition

and aerobic capacity change during training and competition periods? Nutrients, 15 (1),
6. https://doi.org/10.3390/nu15010006

punktacja MEiN: 140; Impact Factor: 4,8
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https://doi.org/10.1080/15502783.2023.2231411
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Durkalec-Michalski K., Domagalski A., Gtdwka N., Kaminska J., Szymczak D., Podgorski T.
(2022) Effect of a four-week vegan diet on performance, training efficiency and blood
biochemical indices in Crossfit-trained participants. Nutrients, 14 (4), 894. https://doi.
org/10.3390/nu14040894

punktacja MEiN: 140; Impact Factor: 5,9

Durkalec-Michalski K., Kusy K., Gtéwka N., Zielinski J. (2021) The effect of multi-ingre-
dient intra- versus extra-cellular buffering supplementation combined with branched-
-chain amino acids and creatine on exercise-induced ammonia blood concentration and

aerobic capacity in taekwondo athletes. Journal of the International Society of Sports
Nutrition, 18 (1), 48. https://doi.org/10.1186/s12970-021-00451-3

punktacja MEiN: 100; Impact Factor: 4,948
Durkalec-Michalski K., Nowaczyk P.M., Gtdwka N., Ziobrowska A., Podgorski T. (2021) Is

a four-week ketogenic diet an effective nutritional strategy in Crossfit-trained female and
male athletes? Nutrients, 13 (3), 864. https://doi.org/10.3390/nu13030864

punktacja MEiN: 140; Impact Factor: 6,706
Gtowka N., Durkalec-Michalski K., WoZniewicz M. (2020) Immunological outcomes of Bo-

vine Colostrum supplementation in trained and physically active people: a systematic re-
view and meta-analysis. Nutrients, 12 (4), 1023. https://doi.org/10.3390/nu12041023

punktacja MNiSW: 140; Impact Factor: 5,719

Durkalec-Michalski K., Nowaczyk PM., Gtéwka N., Grygiel A. (2019) Dose-dependent ef-
fect of caffeine supplementation on judo-specific performance and training activity: a ran-
domized placebo-controlled crossover trial. Journal of the International Society of Sports
Nutrition, 16 (1), 38. https://doi.org/10.1186/s12970-019-0305-8

punktacja MNiSW: 100; Impact Factor: 5,068

Durkalec-Michalski K., Gtéwka N., Nowaczyk P, Mendowska K., Grygiel A. (2019) Ocena
wptywu suplementacji kofeing na specyficzne zdolnosci wysitkowe u zawodnikow judo -
badanie pilotazowe. Bromatologia i Chemia Toksykologiczna, LII, 2, 108-113.

Gtowka N., WozZniewicz M. (2019) Potential use of Colostrum Bovinum supplementation
in athletes - A review (2019) Acta Scientiarum Polonorum Technologia Alimentaria, 18,
2,115-123.

punktacja MNiSW: 40
Glowka N., Zegan M., Michota-Katulska E. (2018) Spozycie wybranych sktadnikéw pokar-

mowych w aspekcie wystepowania potencjalnych konsekwencji zdrowotnych u ptywa-
kow. Bromatologia i Chemia Toksykologiczna, LI, 1, 39-46.

Bibliometryczne podsumowanie osiagnie¢

Index H (wedtug JCR): 5

Liczba cytowan (wedtug JCR): 114 (107 bez autocytowan)
Sumaryczny Impact Factor: 66,441

Lacznie punktacja MNiSW/MEIN: 1720

Staze naukowe

Miesieczny staz naukowy pod opieka prof. Any Marii Teixeiry z Wydziatu Nauk o Sporcie
i Wychowania Fizycznego na Uniwersytecie w Coimbrze w Portugalii w ramach programu
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PROM Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej (1-30.11.2022 r.). Gtbwnym jego ce-
lem byto podniesienia kwalifikacji naukowych i praktycznych w obszarach obejmujacych
aspekty zywieniowego wspomagania potencjalu immunologicznego, biochemicznego
i wydolno$ciowego u sportowcow.

Udzial w realizacji projektéow badawczych

1) w charakterze kierownika:

— projekt finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, grant Preludium 22 pt. Wptyw
krétkoterminowej suplementacji wieloszczepowym probiotykiem na zwigzane z wysit-
kiem zaburzenia zZotqdkowo-jelitowe u wytrenowanych kobiet w kontrolowanych wa-
runkach podczas profesjonalnego cyklu treningowego (nr 2023/49/N/NZ7/02044,
miejsce: Zaktad Dietetyki Sportowej AWF Poznan);

— projekt w ramach programu rozwoju miodych pracownikéw nauki 2023 AWF
Poznan pt. Opracowanie metod efektywnej przedstartowej regulacji masy ciata oraz
szybkiej odnowy Zywieniowej, z wykorzystaniem diety ketogenicznej i wegarnskiej,
w dyscyplinach, w ktérych obowiqzujq kategorie wagowe (miejsce: Zaktad Dietety-
ki Sportowej AWF Poznan);

— projekt w ramach programu rozwoju mtodych pracownikéw nauki 2022 AWF Po-
znan pt. Ocena wptywu podazy réznych dawek kofeiny na czas reakcji, wydolnos¢
fizycznq i specyficzne zdolnosci wysitkowe zawodnikéw uprawiajgcych dyscypliny
szybkosciowo-sitowe (miejsce: Zaktad Dietetyki Sportowej AWF Poznan);

2) w charakterze wykonawcy:

— projekt finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, grant Sonata 14 pt. Ocena
wptywu bodZcéw wysitkowych/stresowych na mechanizmy i skutecznos¢ dziatania
kwasu beta-hydroksy-beta-metylomastowego (HMB) u 0séb wytrenowanych i niedo-
zywionych (nr 2018/31/D/NZ7 /00803, kierownik: prof. AWF dr hab. inz. K. Durka-
lec-Michalski, miejsce: Zaktad Dietetyki Sportowej AWF Poznan);

— projekt finansowany przez Fundacje Nutricia pt. The effect of Colostrum Bovinum
supplementation on upper respiratory tract infections rate and selected immuno-
logical biomarkers in trained athletes: a randomized, crossover, placebo-controlled,
double-blind trial (nr 3/2019, kierownik: prof. AWF dr hab. inz. K. Durkalec-Michal-
ski, miejsce: Zaktad Dietetyki Sportowej AWF Poznan);

— projektwramachprogramurozwojumtodych pracownikéwnauki2023 AWF Poznan
pt.Ocena synergistycznego wptywu suplementacji f—-alaniny iwodoroweglanu sodu na
wybrane wskazniki wydolnoSci fizycznej i stezenie markerdw biochemicznych we krwi
u wytrenowanych koszykarek (kierownik: mgr J. Adamczewski, miejsce: Zaktad Die-
tetyki Sportowej AWF Poznan);

— projekt w ramach programu rozwoju mtodych pracownikéw nauki 2022 AWF Po-
znan pt. Wptyw treningu kuglarskiego oraz Zonglerki na wybrane funkcje poznawcze
i zdolnosci koordynacyjne u 0s6b starszych (kierownik: mgr ]. Malik, miejsce: Zaktad
Nauk o Aktywnosci Fizycznej i Promocji Zdrowia AWF Poznan).

Aktywne uczestnictwo w konferencjach naukowych

Durkalec-Michalski K., Gtéwka N., Podgérski T., WoZniewicz M., Malik J., Wochna K., Nowa-
czyk PM., Does bovine colostrum supplementation affect inflammatory and immunological
outcomes in endurance athletes?, 29" Annual Congress of the European College of Sport
Science, Glasgow (Szkocja), 2-5.07.2024 r. (wystgpienie ustne).
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Gtowka N., Malik J., Podgorski T., Nowaczyk P.M., WozZniewicz M., Durkalec-Michalski K.,
The effect of Colostrum Bovinum supplementation on selected adaptation and nutritional
status indices in trained athletes, konferencja ,Free radicals in biology, medicine, sport and
nutrition”, Gdansk, 20-21.10.2023 r. (sesja posterowa).

Durkalec-Michalski K., Gtéwka N., Podgérski T., WoZniewicz M., Malik ]., Wochna K., Nowa-
czyk PM., The effect of bovine colostrum supplementation on resting and exercise-induced
changes in haematological blood parameters, physical capacity and performance in trained
triathletes and swimmers, 12" European Federation of Sports Medicine Associations Con-
gress of Sports Medicine ,Sporty Life - Healthy Life”, Wroctaw, 19-20.10.2023 r. (wysta-
pienie ustne).

Durkalec-Michalski K., Gtéwka N., Podgorski T., WoZniewicz M., Malik ]., Wochna K., Nowa-
czyk PM., The effect of bovine colostrum supplementation on swimming performance in tra-
ined athletes, Centro de Investigacdo em Desporto, Satide e Desenvolvimento Humano In-
ternational Congress 2023, Vila Real (Portugalia), 12-13.10.2023 r. (wystapienie ustne).

Nowaczyk P, Gtéwka N., Banasiak K., Kuncewicz G., Durkalec-Michalski K., The impact of
vegan weight loss diet and short-term nutritional recovery on exercise metabolism in combat
sports athletes: a pilot study in females, konferencja dydaktyczno-szkoleniowa ,Zywienie
os6b aktywnych fizycznie. Profilaktyka, wspomaganie, bezpieczenstwo”, AWF Poznan,
9.05.2023 r. (wystapienie ustne).

Gtowka N., Nowaczyk P, Podgoérski T., Durkalec-Michalski K., Ocena wptywu podazy réz-
nych dawek kofeiny na specyficzne zdolnosci wysitkowe sportowcéw uprawiajgcych Cross-
-Fit - badanie pilotazowe, XXXIV Miedzynarodowy Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa
Medycyny Sportowej ,0d zdrowia do wyczynu”, Szczecin, 15-17.09.2022 r. (wystapienie
ustne).

Gtowka N., Ocena wptywu 4-tygodniowej diety wegariskiej na zdolnosci wysitkowe oraz wy-
brane wskazZniki biochemiczne u 0s6b trenujgcych CrossFit, miedzynarodowa konferencja
naukowa Il Kongres Mtodej Nauki, Gdansk, 7-10.07.2022 r. (wystgpienie ustne).

Gtowka N., Nutritional support in the Covid-19 and URTI, Autumn Open Scientific Seminar
of the Department of Sports Dietetics, AWF Poznan, 25.11.2021 r. (wystagpienie ustne).

Gtowka N., Durkalec-Michalski K., WoZniewicz M., The effect of Bovine Colostrum supple-
mentation on SIgA concentration in trained and physically active people: a systematic re-
view and meta-analysis, 7" Lublin International Medical Congress, Uniwersytet Medyczny
w Lublinie, 26-28.11.2020 r. (wystapienie ustne).

Gtowka N., Wybrane moZzliwosci wspomagania zZywieniowo-suplementacyjnego w profilak-
tyce i leczeniu COVID-19, konferencja ,Uniwersytet w czasach pandemii: nauka, dydaktyka,
administracja”, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, 24.09.2020 r. (wystgpienie ustne).

Durkalec-Michalski K., Gtéwka N., Nowaczyk P, Mendowska K., Grygiel A., Ocena wptywu
suplementacji kofeinq na specyficzne zdolnosci wysitkowe u zawodnikéw judo - badanie
pilotazowe, XXVII Ogélnopolskie Sympozjum Bromatologiczne ,Zywno$¢ i zywienie w pro-
filaktyce choréb dietozaleznych”, Uniwersytet Medyczny w Poznaniu, 27-28.06.2019 r.
(wystgpienie ustne).
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Durkalec-Michalski K., Gtowka N., Nowaczyk P, Mendowska K., Grygiel A., Ocena wptywu
przedwysitkowej suplementacji kofeing w wybranej grupie zawodnikéw judo - badanie pi-
lotazowe, 1X Ogolnopolska Konferencja Dietetyki ,,Congressus Dietetica”, Uniwersytet Me-
dyczny w Lodzi, 5-6.04.2019 r. (wystapienie ustne).

Glowka N., Zegan M., Sposdb zywienia wybranej grupy ptywakéw, I Poznanski Kongres Na-
ukowy Dietetyki, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, 2018 r. (sesja posterowa).

Gtowka N., Strategia zywieniowa w skokach do wody, VII Ogélnopolska Konferencja Szkole-
niowa Treneréw Ptywania, Polski Zwigzek Ptywacki, Krakow 2016 r. (wystgpienie ustne).

Gtowka N., Interwencja zywieniowa w rehabilitacji, I11 Forum Dyskusyjne Joint Preserva-
tion, Warszawa 2016 r. (wystapienie ustne).

Gtowka N., Sposéb zywienia pitkarzy, 11 Og6lnopolska Konferencja Medycznych Studenc-
kich K6t Naukowych, Rzeszéw, 2013 r. (wystgpienie ustne).

Nagrody

Nagroda dla mtodych pracownikow AWF Poznan za osiggniecia badawcze ,Ciagle na-
przéd”, 16.11.2024 r.

Trzecie miejsce w sesji doktoranckiej za wystapienie ustne pt. The effect of Bovine Colo-
strum supplementation on SIgA concentration in trained and physically active people: a sys-
tematic review and meta-analysis; 7" Lublin International Medical Congress, Uniwersytet
Medyczny w Lublinie, 26-28.11.2020 r.

Wyrdznienie za wystgpienie ustne pt. Ocena wptywu suplementacji kofeing na specyficzne
zdolnosci wysitkowe u zawodnikéw judo - badanie pilotazowe; XXVII Ogblnopolskie Sym-
pozjum Bromatologiczne ,Zywno$¢ i zywienie w profilaktyce choréb dietozaleznych”,
Uniwersytet Medyczny w Poznaniu, 27-28.06.2019.

Recenzje manuskryptow w tematyce Zywienia i suplementacji w sporcie
w czasopismach indeksowanych przez Journal Citation Reports

Liczba zrecenzowanych manuskryptéw: ponad 15, w czasopismach: BMC Microbiology,
BMC Research Notes, BMC Sports Science, Medicine and Rehabilitation, Current Nutrition
Reports, Frontiers in Nutrition, Journal of International Society of Sports Nutrition, Nu-
trition & Metabolism, Nutrition Journal, Nutrients, Scientific Reports, Sport Sciences for
Health.

Dodatkowa dzialalnos¢ Srodowiskowa

Prowadzenie webinaru Mozliwosci wykorzystania immunoZywienia w sporcie i aktywnosci
fizycznej w ramach cyklu webinaréw ,Nauka z kulturg (fizyczng)” pod patronatem dyrek-
tora Szkoty Doktorskiej prof. AWF dra hab. K. Kusego, AWF Poznan, 12.01.2023 r.

Aktywna cztonkini zespotu ds. popularyzacji nauki Krajowej Reprezentacji Doktorantow;
od kwietnia 2021 r. (m.in. projekt pt. Popularyzacja nie boli).
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ZALACZNIK 1. 0SWIADCZENIA

mgr Natalia Gtowka Poznan, 18.11.2024
Imie i nazwisko doktorantki Miejscowosc, data

Oswiadczenie autora rozprawy doktorskiej o jej oryginalnosci, samodzielnosci jej przygotowania

i 0 nienaruszeniu praw autorskich

Ja, nizej podpisana o$wiadczam, ze:
a) rozprawa doktorska pt. Efekt podazy réznych dawek kofeiny na zdolnosci wysitkowe oraz stezenie
kofeiny i paraksantyny we krwi i slinie u 0sob trenujqgcych CrossFit
jest wynikiem mojej dziatalnosci tworczej i powstata bez niedozwolonego udziatu oséb trzecich;
b) wszystkie wykorzystane przeze mnie materiaty Zrédtowe i opracowania zostaty w niej wymienione,
a napisana przez mnie praca nie narusza praw autorskich osob trzecich;
c) zataczona wersja elektroniczna pracy jest tozsama z wydrukiem rozprawy;

d) praca nie byta wczeéniej podstawg nadania stopnia innej osobie.

Mam swiadomoéé, ie zlozenie nieprawdziwego os$wiadczenia skutkowad bedzie
niedopuszczeniem do dalszych czynnosci postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora
lub  cofnigciem decyzji o nadaniu mi stopnia doktora oraz wszczeciem postepowania

dyscyplinarnego/karnego.

Podpis doktorantki
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mgr Natalia Gtdwka Poznan, 18.11.2024

Imie i nazwisko doktorantki Miejscowosc, data

Dotyczy: postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych
i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii Wychowania Fizycznego
w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moj wkiad w powstanie przeditoionej rozprawy doktorskiej pt. Efekt podazy réznych
dawek kofeiny na zdolnosci wysitkowe oraz stezenie kofeiny i paraksantyny we krwi i slinie u oséb
trenujgcych CrossFit

polegat na:

zaplanowaniu zafozen projektu, przygotowaniu wniosku do Komisji Bioetycznej, zarejestrowaniu
projektu w bazie ClinicalTrials.gov, uzyskaniu funduszy na przeprowadzenie projektu, pozyskaniu
uczestnikéw projektu, przeprowadzeniu cafego projektu i zebraniu wszystkich danych (Publikacja 1i 2:
nadzorowanie poboru prébek materiatu biologicznego, przygotowanie materiatu biologicznego do
genotypowania CYPIA2 i ADORA2A; Publikacja 1: nadzorowanie i przeprowadzenie testu
specyficznych zdolnosci wysitkowych, pomiar masy i skfadu ciata, pomiar czestosci skurczow serca,
pomiar subiektywnego odczucia zmeczenia, pomiar stabilnoéci posturalnej, pomiar czasu reakgji,
przygotowanie materiafu biologicznego do analiz oraz przeprowadzenie analiz stezenia mleczanu i
pirogronianu we krwi wiosniczkowej; Publikacja 2: przygotowanie materiatu biologicznego do analiz
stezenia kofeiny i paraksantyny w surowicy krwi i élinie, analiza stosunku paraksantyna:kofeina w
surowicy krwi i élinie, analiza aktywnosci enzymatycznej CYP1A2), analizie i interpretacji wszystkich
uzyskanych danych, analizie dostepnej literatury naukowej, przygotowaniu pierwszych i kolejnych
draftéw manuskryptéw, przygotowaniu i sprawdzeniu ostatecznej wersji manuskryptéw, wybraniu i
submitowaniu manuskryptéw do wybranych czasopism naukowych, przygotowaniu odpowiedzi do

recenzentéw w czasopismach naukowych.

......... N QW%M

Podpis doktorantki
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prof. AWF dr hab. inz. Krzysztof Durkalec-Michalski ~ Poznan. dnia 18 listopada 2024 roku

Akademia Wychowania Fizycznego im. E. Piaseckiego w Poznaniu,
Zaklad Dietetyki Sportowej. Katedra Dietetyki

Krolowej Jadwigi 27/39, 61-871 Poznan

e-mail: durkalec-michalski@awf.poznan.pl

Oswiadczenie wskazujgce zadania, jakie pelnil promotor rozprawy doktorskiej
mgr Natalii Gléwki pt.: ,,Efekt podazy réinych dawek kofeiny na zdolnosci wysitkowe

oraz steienie kofeiny i paraksantyny we krwi i slinie u 0s6b trenujgcych CrossFit”

Jako kandydat na promotora dysertacji doktorskiej mgr Natalii Gtowki kierowatem
wczesniej badaniami roznych protokotow suplementacji, w tym kofeiny, w roznych
dyscyplinach sportu. Uzyskane wyniki staly si¢ zrodtem do opracowania i nastgpnie
zwienczonego sukcesem przeprowadzenia z Doktorantka projektu badan réznych dawek
kofeiny w wysitkach funkcjonalnych typu CrossFit.

Przez caly okres prac nad realizacja przyjetego projektu badawczego moim zadaniem
byto udzielanie Doktorantce niezbednej pomocy merytorycznej i metodycznej, pomocy
podczas organizacji i prowadzenia badan, wspieraniu i opieki nad Jej efektywnym rozwojem
naukowym, wpieraniu w organizacji warsztatu badawczego, udzielaniu wskazowek
metodycznych, opiniowaniu rocznych sprawozdan Doktorantki z przebiegu jej ksztalcenia
i czuwania nad stanem zaawansowania rozprawy doktorskiej. Po przeprowadzeniu badan moje
dziatania jako promotora byly zwigzane z uczestnictwem w calym procesie przygotowania
1 realizacji prac naukowych.

Jednoczes$nie, jako promotor pracy stwierdzam, ze Doktorantka wykazata sie
wzorowym profesjonalizmem oraz umiejgtnoscia starannego zaplanowania i realizacji
wszystkich dziatan zwigzanych z praca doktorska. Sposob prowadzenia przez Nig badan
do pracy doktorskiej, a takze przedtozona dysertacja pozwala mi takze z petnym przekonaniem
na wskazanie duzego zaangazowania badawczego Doktorantki, a takze Jej solidnego warsztatu
naukowego, poziomu merytorycznego oraz obszernej wiedzy w poruszanym zakresie

tematycznym.

Podpis Promotora
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megr Jakub Malik Poznan, 12.11.2024
Imie i nazwisko Miejscowosc, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Natalii Glowce stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii Wychowania
Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moj wktad w powstanie publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pani mgr
Natalii Gtowki zatytutowanej:

Efekt podazy roznych dawek kofeiny na zdolnosci wysitkowe oraz stezenie kofeiny i paraksantyny we
krwi i slinie u osob trenujgcych CrossFit

polegat na:

przeprowadzeniu czesci projektu i zbieraniu czesci danych (Publikacja 1: pomiar stabilnosci
posturalnej, pomiar czasu reakcji; Publikacja 2: analiza aktywnosci enzymatycznej CYP1A2), analizie i
interpretacji wszystkich uzyskanych danych, przygotowaniu pierwszych draftow publikacji, analizie

dostepnej literatury naukowej, sprawdzeniu ostatecznej wersji publikacji.
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dr Tomasz Podgorski Poznan, 12.11.2024
Imie i nazwisko Miejscowosc, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Natalii Gtéwce stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii Wychowania
Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moéj wktad w powstanie publikacji wchodzacej w skiad rozprawy doktorskiej pani mgr
Natalii Gtowki zatytutowanej:

Efekt podazy roznych dawek kofeiny na zdolnosci wysitkowe oraz stezenie kofeiny i paraksantyny we
krwi i slinie u osob trenujgcych CrossFit

polegat na:

przeprowadzeniu czesci projektu i zbieraniu czesci danych (Publikacja 1: przygotowanie materiatu
biologicznego do analiz oraz przeprowadzenie analiz stezenia mleczanu i pirogronianu we krwi

wlosniczkowej), sprawdzeniu ostatecznej wersji publikacji.

Podpis wspotautora
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zalgcznik 9 do Wymogi dotyczgce
przygotowania autoreferatéw rozpraw
doktorskich

prof. AWF dr hab. Rafat Stemplewski Poznan, 12.11.2024
Imie i nazwisko Miejscowo$é, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Natalii Gtéwce stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii Wychowania
Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moj wktad w powstanie publikacji wchodzgcej w sktad rozprawy doktorskiej pani mgr
Natalii Gtowki zatytutowane;j:

Efekt podazy réinych dawek kofeiny na zdolnosci wysitkowe oraz stezenie kofeiny i paraksantyny we
krwi i slinie u 0s6b trenujgcych CrossFit

polegat na:

przeprowadzeniu czesci projektu i zbieraniu czesci danych (Publikacja 1: pomiar stabilnosci
posturalnej, pomiar czasu reakcji), analizie i interpretacji uzyskanych w pomiarze stabilnosci

posturalnej i czasie reakcji danych, sprawdzeniu ostatecznej wersji publikacji.

Podpis wspétautora
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zatgeznik 9 do Wymogi dotyczqcee
przygotowania autoreferatow rozpraw
doktorskich

prof. dr hab. Janusz Maciaszek Poznan, 12.11.2024
Imieg i nazwisko Miejscowos¢, data

Dotyczy: postgpowania w sprawie nadania mgr Natalii Giéwce stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii Wychowania
Fizycznego w Poznaniu. ‘

Oswiadczenie

Os$wiadczam, ze méj wktad w powstanie publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pani mgr
Natalii Gtéwki zatytutowane;j:

Efekt podazy réznych dawek kofeiny na zdolnosci wysitkowe oraz stezenie kofeiny i paraksantyny we
krwi i Slinie u osob trenujqcych CrossFit

polegat na:

przeprowadzeniu czedci projektu i zbieraniu czeéci danych (Publikacja 1: pomiar stabilnoéci

posturalnej, pomiar czasu reakcji), sprawdzeniu ostatecznej wersji publikacji.

Podpis wspétautora

68 ROZPRAWA DOKTORSKA

AWF



zatgcznik @ do Wymogi dotyczgce
przygotowania autoreferciow rozpraw
doktorskich

dr Julia Cigzynska Poznan, 12.11.2024
Imie i nazwisko Miejscowos¢, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Natalii Gtéwce stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii Wychowania
Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moj wktad w powstanie publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pani mgr
Natalii Gtéwki zatytutowane;j:

Efekt podazy réznych dawek kofeiny na zdolnosci wysitkowe oraz stezenie kofeiny i paraksantyny we
krwi i Slinie u 0s6b trenujgcych CrossFit

polegat na:

przeprowadzeniu czesci projektu i zbieraniu czesci danych (Publikacja 1: pomiar stabilnosci

posturalnej, pomiar czasu reakcji), sprawdzeniu ostatecznej wersji publikacji.
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dr Emilia Zawieja Poznan, 12.11.2024
Imie i nazwisko Miejscowos¢, data

. Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Natalii Gtéwce stopnia doktora w dziedzinie nauk

medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii Wychowania
Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze méj wktad w powstanie publikacjiwchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej panimgr
Natalii Gtowki zatytutowanej:

Efekt podazy réznych dawek kofeiny na zdolnosci wysitkowe oraz stezenie kofeiny i paraksantyny we
krwi i Slinie u 0s6b trenujgcych CrossFit

polegat na: przeprowadzeniu czesci projektu i zbieraniu czesci danych (Publikacia 1 i 2:
przeprowadzenie analiz genotypowania CYPIA2 i ADORAZ2A), sprawdzeniu ostatecznej wersji

publikacji.

Podpis wspdtautorki
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prof. dr hab. Agata Chmurzyriska Poznan, 12.11.2024
Imie i nazwisko Miejscowos¢, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Natalii Gtéwce stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii Wychowania
Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moj wktad w powstanie publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pani mgr
Natalii Gtéwki zatytutowanej:

Efekt podazy réznych dawek kofeiny na zdolnosci wysitkowe oraz stezenie kofeiny i paraksantyny we
krwi i slinie u 0s6b trenujgcych CrossFit

polegat na: przeprowadzeniu czesci projektu i zbieraniu czeéci danych (Publikacia 1 i 2:
przeprowadzenie analiz genotypowania CYP1A2 i ADORAZ2A), sprawdzeniu ostatecznej wersji

publikacji.
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dr inz. Paulina Nowaczyk - Poznan, 12.11.2024
Imie i nazwisko Miejscowos¢, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Natalii Giéwce stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii Wychowania
Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze méj wktad w powstanie publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pani mgr
Natalii Gtowki zatytutowane;j:

Efekt podazy réznych dawek kofeiny na zdolnosci wysitkowe oraz stezenie kofeiny i paraksantyny we
krwi i slinie u osob trenujgcych CrossFit

polegat na:

udziale w przygotowaniu wniosku do Komisji Bioetycznej, przeprowadzeniu czesci projektu i zbieraniu
czesci danych (Publikacja 1: pomiar masy i sktadu ciata, przeprowadzenie testu specyficznych zdolnosci
wysitkowych, pomiar czestosci skurczéw serca, pomiar subiektywnego odczucia zmeczenia),

sprawdzeniu ostatecznej wersji publikacji.
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prof. AWF dr hab. inz. Krzysztof Durkalec-Michalski Poznan, 12.11.2024
Imie i nazwisko Miejscowos¢, data

Dotyczy: postgpowania w sprawie nadania mgr Natalii Gtéwce stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii Wychowania
Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moj wktad w powstanie publikacji (Publikacja 1 i 2) wchodzacych w skfad rozprawy
doktorskiej pani mgr Natalii Gtéwki zatytutowanej:

Efekt podazy roznych dawek kofeiny na zdolnosci wysitkowe oraz stezenie kofeiny i paraksantyny we
krwi i slinie u 0sob trenujgcych CrossFit

polegat na: udziale w konceptualizacji i planowaniu badan, przygotowaniu wniosku do Komisji
Bioetycznej, udziale w badaniach i zbieraniu danych, przygotowaniu manuskryptéw i nadzorowaniu

jako promotor catego projektu doktorskiego na wszystkich jego etapach.

Podpis wspotautora
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dr hab. inz. Jacek Aniota Poznan, 12.11.2024
Imie i nazwisko Miejscowos¢, data

Dotyczy: postgpowania w sprawie nadania mgr Natalii Gidwce stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii Wychowania
Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moj wktad w powstanie publikacji wehodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pani mgr

Natalii Gtowki zatytutowane;j:

Efekt podazy réznych dowek kofeiny na zdolnosci wysitkowe oraz stezenie kofeiny i paraksantyny we
krwi i slinie u 0séb trenujgcych CrossFit

polegat na:

przeprowadzeniu czgsci projektu i zbieraniu czeéci danych (Publikacja 2: przeprowadzenie analiz

stezenia kofeiny i paraksantyny w surowicy krwi i élinie ), sprawdzeniu ostatecznej wersji publikacji.

12 LIS, 2024
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Background: Caffeine (CAF) ingestion improves performance in Received 9 November 2023
a broad range of exercise tasks. Nevertheless, the CAF-induced, Accepted 28 December 2023
dose-dependent effect on discipline-specific performance and cog- KEYWORDS

nitive functions in CrossFit/High-Intensity Functional Training (HIFT) cognitive function;

has not been sufficiently investigated. The aim of this study was to ergogenic support; high-
evaluate the effect of acute supplementation of three different intensity functional exercise;
doses of CAF and placebo (PLA) on specific performance, reaction sports dietetics; stability;
time (Rrime), postural stability (Ps:ap), heart rate (HR) and perceived supplementation
exertion (RPE).

Methods: In a randomized double-blind placebo-controlled cross-

over design, acute pre-exercise supplementation with CAF (3, 6, or

9 mg/kg body mass (BM)) and PLA in 26 moderately trained CrossFit

practitioners was examined. The study protocol involved five sepa-

rate testing sessions using the Fight Gone Bad test (FGB) as the

exercise performance evaluation and biochemical analyses, HR and

RPE monitoring, as well as the assessment of Ryjme and Psiap, With

regard to CYP1A2 (rs762551) and ADORA2A (rs5751876) single

nucleotide polymorphism (SNP).

Results: Supplementation of 6 mgcar/kgsm induced clinically

noticeable improvements in FGBroq results, Rrime and pre-exercise

motor time. Nevertheless, there were no significant differences

between any CAF doses and PLA in FGBrota, HRmaxe HRmeans RPE,

pre/post-exercise Rrimes Pstap Variables or pyruvate concentrations.

Lactate concentration was higher (p <0.05) before and after
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118 N. GEOWKA ET AL.

exercise in all CAF doses than in PLA. There was no effect of CYP1A2
or ADORA2A SNPs on performance.

Conclusions: The dose-dependent effect of CAF supplementation
appears to be limited to statistically nonsignificant but clinically
considered changes on specific performance, Rime, Pstan, RPE or HR.
However, regarding practical CAF-induced performance implica-
tions in CrossFit/HIFT, 6 mgcar/kgsm may be supposed as the
most rational supplementation strategy.

1. Introduction

Caffeine (CAF) is a substance with a long history of performance-enhancing usage [1,2].
The latest umbrella review of 21 published meta-analyses on CAF supplementation and
exercise performance [1] suggested that CAF ingestion improves muscle strength and
endurance, anaerobic power or aerobic endurance. Although, most studies adapted
standardly prescribed [2] single CAF portions (3—-6 mgcar/kg body mass (BM)) taken 30-
60 min before exercise, the optimal doses remain still elusive, which may differ based on
several factors, like exercise specificity, habitual CAF consumption, training experience, or
gender [1-3]. Bounding to the adenosine receptors in the central nervous system (CNS) is
the main mechanism of CAF action. Moreover, other mechanisms, like increasing myofi-
brillar Ca** availability or optimizing exercise metabolism and energy substrate availabil-
ity, have been proposed to be responsible for ergogenic effects of CAF [2,3].

In terms of the impact of CAF in sport, it is noteworthy that its potential may be linked
to the specificity of the efforts performed [2]. In this respect, particular attention is drawn
to CrossFit/High-Intensity Functional Training (HIFT), which incorporates functional, multi-
modal movements, which are performed at high intensity and may improve general
physical fitness [4,5]. It is suggested that CrossFit/HIFT training improves exercise perfor-
mance, strength, aerobic and anaerobic capacity, power output, body composition, as
well as resting heart rate (HR) or blood pressure [6]. There are several CrossFit/HIFT
benchmark workouts (i.e. Grace, Fran, or Nancy) determining exercise performance [4,5].
One of them (Fight Gone Bad, FGB) has been validated and well-described recently, as
a discipline-specific test measuring HIFT performance, by incorporating several crucial
physiological traits, like stamina, strength, speed, endurance, and power [7]. Nevertheless,
studies measuring the influence of dietary regimens or supplementation in CrossFit/HIFT
used different exercise tests, making it difficult to compare the performance results.

Athlete’s attention, being one of the cognitive functions, is defined as the allocation of
cognitive resources to internal or external stimuli. CAF can lead to the release of neuro-
transmitters, like dopamine and noradrenaline [8], which may promote beneficial mood
changes, reduced feeling of fatigue and increased alertness. These could be also bene-
ficial for athletes at the cognitive level [8]. Positive effects of CAF have been reported in
studies examining learning speed, delayed recall, accuracy, willingness of physical effort,
and reaction time (Rtime) in response to the Stroop test and the Rapid Visual Information
Processing test [9,10]. In turn, maintaining an upright stance is controlled via unconscious
balance mechanisms, cortical structures and cognitive processes. CAF may influence
sensorimotor functions, especially the control of standing. Muscular function and

AWF

ROZPRAWA DOKTORSKA

77



JOURNAL OF THE INTERNATIONAL SOCIETY OF SPORTS NUTRITION 119

cognition aspects, like perception and attention, enhanced after CAF ingestion may
positively affect postural stability (Psiap). On the other hand, balance may be impaired
by CAF via postural disturbances caused by stimulating effects of ventilation [11].

Moreover, it is suggested that CAF ergogenicity may rely upon the genotype-modu-
lated differences in the rate of its metabolism [3,12,13]. In this respect, it is indicated that
the rs762551 single nucleotide polymorphism (SNP) of the CYP1A2 gene can differentiate
the enzyme activity into: “fast” (AA homozygotes), “slow” (AC heterozygotes) and “ultra-
slow” (CC homozygotes) metabolizers [12]. In view of the fact that CAF metabolites have
greater affinity to the adenosine receptors, it is suggested that faster demethylation into
CAF metabolites occurs in AA homozygotes [13]. It may induce greater performance
benefits by intensifying the response to CAF supplementation. In turn, it is suggested
that “slow”/“ultra-slow” CAF metabolism, associated with extended periods of excessive
blockage of adenosine receptors by CAF, can be detrimental to performance [3,12].
Furthermore, the other indicated gene suggested to be important in the modulation of
response to CAF is ADORA2A, which rs5751876 SNP (three genotypes: TT and CC homo-
zygotes, CT heterozygotes) may affect the sensitivity to CAF consumption, like the level of
anxiety or emotional processing [3]. Individuals may be categorized as having a high (TT)
or low (CC, CT) CAF sensitivity [14]. Nevertheless, the latest evidence do not support the
hypothesis that this polymorphism in ADORA2A affects different performance effects [3].

Moreover, there is hardly any data on the individual dose-dependent CAF-induced
changes in discipline-specific performance in CrossFit/HIFT. Therefore, the aim of our
study was to evaluate the effect of three different doses of acute CAF supplementation (3,
6 and 9 mgcar/kgem) on specific performance, Rrime, Pstan, HR and rating of perceived
exertion (RPE), in a group of healthy, and moderately CrossFit/HIFT-trained athletes.
Moreover, these associations may be modified by gene. For this reason, we also examined
the interactions between CAF treatment dosage, FGB results and genotypes of two genes,
which determine the effects of CAF on the body, namely CYP1A2 (rs762551 A>C poly-
morphism) and ADORA2A (rs5751876 C>T polymorphism). We hypothesized that the
ergogenic effects would be different and dose-dependent in all outcome measures, and
that AA homozygotes would respond differently to AC heterozygotes/CC homozygotes
(CYP1A2) and TT homozygotes differently to C-allele carriers (ADORA2A).

2. Materials and methods
2.1. Study design, protocol, and visits

The study protocol consisted of acute supplementation with three doses of CAF
(3, 6, 9 mgcar/kggm) or PLA in a randomized double-blind placebo-controlled crossover
design. The whole study protocol included five visits (To—T,) to the laboratory (Figure 1).
After the familiarization to the study protocol, enrolled volunteers were subjected to the
first visit (Ty; baseline (BASE), without supplementation treatment). After T, the partici-
pants were randomly assigned (stratified randomization based on FGB test results) to the
treatment order with specific codes by an impartial biostatistician. The main study
protocol involving four separate visits (T;-T,) included anthropometric and body compo-
sition measurements, discipline-specific performance tests (FGB), Ryime and Psgap €xam-
inations and blood sampling. All testing was performed at the same time of the day for
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Assessed for eligibility (27 HIFT participants)

Excluded (n=0)
» Not meeting inclusion criteria (n=0)
Refused to participate (n=0)

N

‘ Enroliment to protocol (n=27), familiarization and preliminary tests (To; BASELINE) ‘

v

‘ Randomization to crossover suppl

ementation sequence (T1-Ts; n=27) |
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Figure 1. Flow chart of the study design. FGB: Fight Gone Bad test; HIFT: High-Intensity Functional
Training; HR: heart rate; Ps..p,: postural stability; RPE: the rate of perceived exertion; Ryjme: reaction

time; .
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the participant. A 7-day washout period was introduced between treatments, which was
likely a sufficient period given the kinetics of CAF excretion from the body [15]. The
participants consumed a standardized meal in compliance with our previous studies
(Carbohydrates: 2 g/kggwm, proteins: 25 g, water: 7 mL/kggm [16,17]) 3 h before the visits.
They were also instructed to avoid CAF-containing products for the 24 h preceding each
test session. Moreover, participants were divided post hoc into groups according to
CYP1A2 genotype (AA homozygotes and C-allele carriers) and ADORA2A genotype
(C-allele carriers and TT homozygotes).

The primary outcome in our study was a change in CrossFit/HIFT-specific performance,
Rrimer @and Psgap. In turn, HR, RPE, lactate and pyruvate concentrations, and SNPs in CYPTA2
and ADORA2A genes were defined as secondary outcomes.

2.2. Participants

Twenty-seven moderately CrossFit/HIFT-trained participants were initially enrolled in
this study. Finally, 26 of them (10 females, 16 males) completed the entire study
protocol and were included in the analyses (Figure 1; Table 1). All moderately trained
athletes were members of the CrossFit clubs from Poznan. The criteria for qualifying
for the study included good health condition, a valid and up-to-date medical certifi-
cate confirming the athlete’s ability to practice sports, at least 2 years of CrossFit/HIFT
training experience, a minimum of 4 workout sessions a week, and a habitual moder-
ate intake of CAF-containing products (participants ingested approximately 231 mg of
CAF each day, which refers to more than two 240 mL cups of coffee) [18,19]. Both
males and females were included because of the participation of both sexes in
CrossFit/HIFT training. The study protocol was conducted in a few waves from
July 2021 to December 2022 at the Department of Sports Dietetics (Poznan
University of Physical Education, Poland). All athletes declared that they had not
introduced any changes in their lifestyles, elements of training, nutrition or supple-
mentation during the study protocol and that they were prepared for each study visit
in the same manner, paying attention especially to the 24 h before the visit. This trial
was reviewed and approved by the Bioethics Committee at Poznan University of
Medical Sciences (reference number 293/17 of 11 May 2017) and was registered
prospectively at ClinicalTrials.gov (NCT03822663). The study complies with the

Table 1. Baseline characteristics of the studied group (n = 26).

Variable Mean+SD

Age [years] 354+£6.5

Body mass [kg] 774+ 16.6
Height [cm] 175+9

Total Body Water [%, L] 572+51,44.1+9.7
Fat Mass [%, kgl 19.9+56, 15.5+6.1
Fat-Free Mass [%, kgl 80.1+5.7,61.9+£13.6
Energy intake [kcal, kcal/kggm] 2362 +£653,31.0+ 9.4
Carbohydrates intake [g, g/kgpu] 281+89,371+1.2
Protein intake [g, g/kgpm] 125+42,1.6+05
Fat intake [g, g/kgsum] 84+128, 1.1+045

SD - standard deviation; BM — body mass.
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CONSORT Statement for randomized trials as shown in Figure 1. All study participants
gave written informed consent. All procedures were carried out in accordance with the
ethical standards of the Helsinki Declaration of 2013.

2.3. Procedures

2.3.1. Supplementation

In the experimental procedure, each athlete was supplemented with an acute dose of CAF
(3- [LOW], 6- [IMEDIUM] or 9 mgcar/kggm [HIGH]) and PLA treatment in a crossover regimen.
CAF doses (pure pharmaceutical CAF, Ostrovit, Poland) and PLA (bitter aroma) were
administered dissolved in 20 mL of orange juice and 80 mL of plain water, for masking
the possibility of a bitter taste. On the testing days, the supplements were taken 70 min
before the discipline-specific exercise test, immediately after the first blood sampling
(Figure 1). The preparations were administrated to each participant in containers marked
with a unique code. In accordance with the recommended blinding procedure, the
preparations were made in advance by the researcher who did not directly participate
in the investigations. Regarding double blinding, neither the researchers nor the partici-
pants knew whether CAF or PLA was administered. Randomization details were anon-
ymized and revealed after the protocol cessation. The preparations were administered at
a strictly specified time before the exercise tests, and consumption compliance was
controlled by the investigators.

2.3.2. Anthropometric and body composition measurements

Anthropometric measurements were taken at the beginning of each study visit to ensure
the same conditions for the testing procedures. Prior to body composition analysis, BM
and height were measured in duplicate using a calibrated scale with a stadiometer (WPT
60/150 OW, Radwag®, Radom, Poland). The total body water was assessed by bioelectric
impedance with Bodystat 1500 (Bodystat Inc., Douglas, UK). Only properly hydrated
participants were approved for testing. During the bioimpedance analyses, the recom-
mended measurement conditions were strictly followed. The excellent repeatability and
reliability of this method for body composition analysis were previously insightfully
evaluated and are published elsewhere [7].

2.3.3. Nutritional assessment

During the familiarization visit, each participant filled the special questionnaire prepared for
this study regarding the amount of usual CAF intake from natural products. Daily CAF intake
was calculated based on databases by Nieber et al. [19]. Moreover, the use of CAF-contain-
ing supplements and the possible side effects after CAF intake were evaluated (by the
guestionnaire) to verify meeting the inclusion criteria. The assessment of the diets, with
a special concern to the 24 h abstention to CAF-based products, was made on the basis of
the open-ended dietary assessment method, where the participants self-recorded all the
foods and beverages consumed, from the period of two consecutive days before each study
visit. Participants were trained in the dietary recording method by a dietitian during the
familiarization visit. The quantitative analysis of nutritional value of daily food rations was
carried out using the dietary software, which utilizes a database developed by the National
Food and Nutrition Institute in Warsaw (Kcalmar.pro software, Lublin, Poland).

AWF

ROZPRAWA DOKTORSKA

81



JOURNAL OF THE INTERNATIONAL SOCIETY OF SPORTS NUTRITION 123

2.3.4. Exercise test

2.3.4.1. Discipline-specific CrossFit/HIFT performance test. FGB test, being the cross-
training benchmark workout test, was chosen to assess the performance of the
participants, as a discipline-specific test to measure CrossFit/HIFT performance. The
FGB workout was performed according to the protocol from our previous studies, and
its repeatability was assessed as high [7,18,20]. Participants followed a 20 min of self-
prepared warm-up right before the commencement of the test (the warm-up was
always the same for each participant). The entire test lasted for 17 min ([3 rounds
(Ry_3) x 5min] and [2 breaks x 1 min between the rounds]). Each round consisted of
five exercises: Wall Ball Shots (9 kg for males to a height of 3m, 6 kg for females to
a height of 2.75 m), Sumo Deadlift High Pulls (35 kg for males, 25 kg for females), Box
Jumps (60 cm for males, 50 cm for females), Push Presses (35 kg for males, 25 kg for
females), and Rowing (a damper setting of 7 for males and females). Participants were
obligated to complete as many repetitions (or calories on rowing ergometer) as
possible of each exercise during 1 min and immediately switch to the next exercise.
For each valid repetition, a participant needed to complete the full range of motion
required for a particular exercise. Test procedures were evaluated in real time by two
independent investigators, and they were additionally visually registered. During
exercise tests, the researchers and coaches provided verbal encouragement.
Moreover, there was a constant monitoring of the HR using a telemetric system
(Polar, Finland). From the collected data, HRhean and HR,,.x Were determined. At the
end of the FGB, athletes were asked to rate their RPE using the Borg scale (6-20)
according to published recommendations [18].

2.3.5. Reaction time test

The Rrime test was carried out twice during each study visit (1°* — 65 min after supple-
mentation, pre-exercise; 2" — immediately after exercise) using the Vienna Test System
(Viennese Test System by Schuhfried GmbH, Austria; Polish distribution — COGNIFIC). The
Vienna Test System is a tool commonly used and recommended in the studies of
cognitive functions in athletes [21]. This system allowed to determine the participant’s
Rrime With the accuracy of thousandths of a second. The test enabled a reliable assessment
of the Rrime to the emerging stimulus; performing a specific reaction in the presence of
various stimuli, including selection of these stimuli, while maintaining the effective Ryime.
Rrime test was performed using a reaction panel — one of the reaction devices of the
Vienna Test System with the resting and reaction key enabling splitting the variables into
reaction (Ryime) and motor time (Myime) in ms. The term Ryime referred to the time between
the presentation of the stimulus and the occurrence of the response, which meant raising
the finger from the resting button. In turn, My referred to the time between raising
a finger from the rest button and pressing the Ryine button. Moreover, variability of Ryime
and Mrime Was analyzed, which refers to inconsistency in an individual’s time of respond-
ing. Participants reacted as quickly as possible to optical signals. The S1 test form the task
chosen for the study from a battery of Ryjme Vienna System tests concerned only one
stimulus, lasted 4 min and included pressing the button when presented with a simple
yellow light signal. The participant was instructed to use only one finger of the dominant
hand. To standardize the measurements, each approach was preceded by a practice test,
after which the participant performed a 4 min main test.
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2.3.6. Postural stability test

The Psiap Was assessed four times (1°° — 35 min after supplementation, before warm-up;
2" — 65 min after supplementation, pre-exercise; 3 _ immediately after exercise;
4™ — 10 min after the FGB test) during each study visit on a AccuGait™ posturography
platform (AMTI PJB-101 model, AMTI, Watertown, MA, USA) with Balance Trainer software
and sampling frequency 100 Hz. The platform allowed to monitor changes in ground
reaction forces and, on this basis, assess the position and oscillation of the center of
pressure of the feet (COP). The platform was placed on a flat, hard surface. Participants
were barefoot for the measurements. Each time before the start of the test, participants
were instructed with the same command: “Please stand freely on the platform — one leg,
with your arms along your torso, eyes open, gaze straight ahead” [22]. The participants
stood on the dominant leg, which was previously determined by asking: “If you were
shooting a ball at a target, which leg would you use to kick it?.” The answer to this question
indicated leg dominance in the mobilization task, as well as in stabilization tasks in 66.7%
of males and 85.0% of females [23]. Each test lasted for 30 s. COP velocity (Vcop) and area
95 percentile (Area95) were analyzed as the indicators of the Ps,p,.

1St

2.3.7. Blood collection and sample analysis

Fingertip capillary blood samples were obtained at four time-points (1°" - pre-supple-
mentation; 2" — 30 min after supplementation; 3"¢ — 60 min after supplementation, pre-
exercise; 4™ — 3 min after exercise) during each study visit. Blood samples (50 L) were
taken and immediately transferred to microtubes containing 250 uL of 0.6 M perchloric
acid. Lactate (La) and pyruvate (Pa) measurements were performed according to the
method used in our previous study [20].

1St

2.3.8. CYP1A2 and ADORA2A genotyping

Buccal swabs for CYP1A2 (rs762551) and ADORA2A (rs5751876) genotyping were collected
on the first study visit. The participants were instructed to insert the swab into the mouth
and rub firmly against the inside of the cheek or underneath lower and upper lip. Rubbing
lasted for 1 min. DNA was isolated from exfoliated buccal epithelial cells using a standard
kit (EXTRACTME® Genomic DNA Kit EM13, Blirt SA, Poland). Genotyping was performed as
described previously [24], using commercially available TagMan®SNP genotyping assays
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA, ID C___8881221_40 and C___2446672_50)
on a LightCycler 480 instrument (Roche Diagnostics, Switzerland).

2.4. Statistical analysis

G*Power software (version 3.1.9.6, Germany) was used to calculate minimum sample
size to obtain a power greater than 0.8 with an assumed probability of alpha error of
0.05. For the purposes of this research design, minimum sample size estimation by
F-test - ANOVA RM within factors was used. A medium effect size (ES): f (U)=0.38
was estimated based on data from umbrella review [1] (concerning data on aerobic
and muscle endurance). Using this ES, one number of groups, five measurement
points, nonsphericity correction € equal to one, and “as in SPSS” option analysis
indicated that a sample size of 23 participants would be adequate to minimize Type
| and Type Il errors. For Friedman’s ANOVA, the sample size was 26, assuming the
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need for a 15% larger sample. The analysis was performed in Statistica 13.3 (TIBCO
Software Inc. 2017) and RStudio using the DescTools package (Posit Software, PBC
2009-2023). The normality of the distribution of the variables was tested by compar-
ing the values of skewness and kurtosis with the standard errors of these values
(a value of skewness or kurtosis exceeding 1.96 standard error for a sample of less
than 50 participants is considered not to meet the normality condition) [25].
Comparisons between means were made using ANOVA with repeated measures
(when normality condition was met) or Friedman’s ANOVA (when normality condi-
tion was not met). Post-hoc comparisons were made using the Bonferroni test or
Wilcoxon pairwise comparisons depending on whether the normality condition was
met or not. Mauchly’s sphericity test was also performed to check the equality of
variances of different levels. If the hypothesis of meeting the sphericity condition
was rejected, the Greenhouse-Geisser correction was performed. An alpha of <0.05
was taken as a statistically significant value. The ES - partial eta square was inter-
preted as follows: <0.01 no effect; 0.01-0.06 small effect; 0.06-0.14 moderate effect;
>0.14 large effect. In turn, Kendall W was as follows: <0.1 no effect; 0.1-0.3 small
effect; 0.3-0.5 moderate effect; >0.5 large effect. In addition, a correlation analysis
was conducted between the post-exercise Rrimes Mtimes VCOp and Area95 and RPE,
FGB1otal @and HRhax USing Spearman’s rho correlation coefficient.

3. Results
3.1. Discipline-specific CrossFit/HIFT performance test

There were significantly more repetitions in FGBrq, in all treatments compared to BASE.
Although, there were no significant differences between different CAF doses or PLA,
MEDIUM CAF dose revealed clinically considerable effectiveness in improving FGBrqta
scores. Moreover, from the practical point of view, the highest number of repetitions in R;
and R, was observed at 6 mgcar/kggm. However, considering statistical significance and
FGB rounds’ results separately, in R, the highest number of repetitions was observed at 6
and 9 mgcar/kggm (and significantly higher compared to PLA and BASE, but comparable
to the effect of 3 mgcar/kggm). During Ry, the number of repetitions improved in all
treatments compared to BASE; and despite the same median value, 9 mgcar/kggm Was
less effective compared to PLA (but comparable to 3 and 6 mgcar/kgem). During Rs, the
number of repetitions improved in all treatments compared to BASE; and PLA was
significantly more effective than 9 mgcar/kgem, but comparable to 3 and 6 mgcar/kgem
(Table 2).

Considering particular exercises, the number of Wall Ball Shots and Sumo Deadlift High
Pulls was significantly higher in all treatments compared to BASE in R, and Rs. The number
of Box Jumps was higher (p =0.03) in 6 mgcar/kggm than in 9 mgcar/kgem in Ry; in turn in
Rs in 6 mgcar/kgem and PLA than in BASE; and in PLA compared to 9 mgcar/kggm. The
number of Push Presses in R, and R, was significantly higher in all conditions than in BASE,
and in Rz in 3, 6 mgcar/kggwm and PLA than in BASE, and in PLA compared to 9 mgcar/kggm.
The number of kcal in Rowing in R; was significantly higher in 9 mgcar/kggm than in BASE,
in R, in all treatments than in BASE, in Rs in 3, 9 mgcar/kgem and PLA compared to BASE
(Table 2).
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Figure 2. Practice effect analysis for FGBrqa results. FGB — Fight Gone Bad test; To—T, : order of the
study visits in the laboratory.

Regarding the HR and the RPE, there were no significant differences between HRean
HRnax Of RPE and CAF/PLA during the whole study protocol. However, in comparison to
BASE only HRcan Was higher (p < 0.05) after 3 and 9 mg/kggy of CAF (Table 2).

Performed practice effect analysis for FGBr., revealed significant effect [F(1.83;
48.56) = 33.25, p<0.05, n=0.57] of the practice (the sequence of visits) on the
number of repetitions (Figure 2).

Furthermore, in all CAF or PLA treatments, La and Pa concentrations increased significantly
from the 1°' to the 4™ time-point. Pre-exercise La concentration was the highest in
9 mgcar/kgew; in turn its concentration was significantly lower in PLA compared to CAF
treatments and BASE. Post-exercise La concentration was also the highest in 9 mgcar/kggm.
In all CAF treatments, post-exercise La concentration was significantly higher compared to PLA
and BASE. Between CAF treatments, significantly higher post-exercise concentration was
observed in 9 compared to 3 mgcar/kgem (Table 3).

3.2. CYP1A2/ADORA2A polymorphisms and FGB performance test

With regard to CYP1A2 polymorphism, there were six fast metabolizers (AA homozygotes)
and twenty “slow metabolizers” (C-allele carriers: 3 CC, 17 AC). With regard to ADORA2A
polymorphism, there were four participants having high sensitivity (TT homozygotes) and
twenty-two having low sensitivity to CAF (C-allele carriers: 10 CC, 12 CT). There were no
significant interactions with CYPTA2 or ADORA2A genotype or CAF dose with FGBrqa
result (Table 4).
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Table 4. Measurements of FGBr., in participants with different CYP1A2 (rs762551) and ADORA2A
genotypes (rs5751876).

TREATMENT

BASELINE LOwW MEDIUM HIGH PLA
Mean£SD MeantSD Mean+SD Mean+SD Mean+SD F [p-value]; r]Z

FGBrota by CYPTA2 genotype

Fast (n =6, AA) [reps] 250+ 23 261+ 29 27133 277 £ 30 27128 1.96 [0.14]; 0.08
Slow (n=20, 3 CC, 17 AC) [reps] 274 +47 306+ 57 306 + 50 300+ 55 305+58

FGBrotal by ADORA2A genotype

High (n =4, TT) [reps] 260 + 82 268 + 68 284 + 68 271+ 71 276 + 69 1.30 [0.28]; 0.05
Low (n=22,10 CC, 12 CT) [reps] 270+ 36 300 + 52 301 +45 299+47  301+52

BASELINE, B — familiarization; LOW — 3 mgcar/kggm; MEDIUM — 6 mgcar/kgem; HIGH — 9 mgcar/kgpm; PLA, P — placebo;
FGB - Fight Gone Bad test; SD - standard deviation.
F - f distribution; n? — partial eta squared; p < 0.05.

3.3. Reaction time and postural stability tests

The shortest pre- and post-exercise Rrime Were observed in 6 mgcar/kgsm, but the only
significant difference was observed in pre-exercise Ryime in BASE compared to 9 mgcar/
kggm (significantly slower). The significant change from Prergg to Postrcg Rrime Was
observed only in 9 mgcar/kggm (significantly slower post exercise). The lowest pre-exer-
cise variability Ryjme was observed in BASE and 3 mgcar/kggm; in turn post-exercise in
6 mgcar/kggm, but there were no significant differences between treatments. Beneficial
lack of deterioration was observed only in 6 mgcar/kggm, Whereas the significant change
from Preggg to Postrgp variability Rrime was observed in 3, 9 mgcar/kggm, PLA and BASE
(Table 5).

The shortest pre-exercise Mrime Was observed in 6 mgcar/kggm and post-exercise in
3 mgcar/kggm, but there were no significant differences between treatments. The lowest
pre- and post-exercise variability My, was observed in 6 mgcar/kgpm; there was
a significantly higher pre-exercise variability My;me in BASE compared to all other treat-
ments. The significant change from Prercg to Postrgg Mrime and variability My, was
observed in all CAF/PLA treatments, but not in BASE (Table 5).

There were significant differences in Vcop and Area95 between time-points in every
condition. The worst results (the highest Area95 and Vcop) were recorded immediately
post-exercise (time-point 3: Vcop, Area95). There were no statistically significant differ-
ences at this time-point between CAF doses, PLA and BASE. Vcop; (35 min after supple-
mentation) was statistically higher in all CAF treatments and BASE compared to PLA;
moreover 3 mgcar/kgsm Was characterized by higher velocity of COP than 6 mgcar/kgem
(Table 5).

3.4. Correlations

There were small positive correlations between HR,. and: a) Vcops, b) AREA95;, )
VMTpost, d) AREA 955_4 which implies a worsening of the results as HRax increased.
Furthermore, small/medium negative correlations were observed between: RPE and AREA
953, as well as FGBroa and: @) Ryime-posts ) VRrime-post: €©) Mrime-post: d) VMrime-post, Which
means that as the FGBr., and RPE increased, the indicated correlated values also
improved. It is suggested that if the variabilities of postural stability (Vcop and AREA95)
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Table 6. Correlations between selected results.

RPE FGBTOtaI HRmax

rho [p-value] rho [p-value] rho [p-value]
Vcops —0.08 [0.93] 0.020 [0.84] 0.225 [0.02]*
Vcop, —0.075 [0.45] 0.044 [0.65] 0.124 [0.21]
Area95; —0.208 [0.03]* —0.060 [0.55] 0.216 [0.03]*
Area95, —0.102 [0.30] —0.116 [0.24] —0.06 [0.95]
Rrime.POStraa 0.06 [0.95] —0.208 [0.03]* ~0.106 [0.29]
VRtime-POStrGa 0.150 [0.13] —0.310 [0.01]* 0.030 [0.76]
Mrime.POStrca 0.059 [0.55] -0.228 [0.02]* —0.072 [0.47]
VMrime-POStrgs —0.163 [0.10] —0.329 [<0.01]* 0.227 [0.02]*
Aread5;_4 —0.117 [0.24] 0.086 [0.39] 0.291 [0.03]*
Vcops_4 0.028 [0.78] —0.135 [0.17] 0.192 [0.05]
RPE - —0.011 [0.90] —0.093 [0.29]
HR o ~0.093 [0.29] ~0.014 [0.87] -

rho — Spearman correlation coefficient; RPE - the rate of perceived exertion; FGB - Fight Gone
Bad test; HR - heart rate; Vcop — COP VELOCITY; Area95 — COP AREA 95%; Rrime — reaction
time; Myime — motor time; VRyime — variability of reaction time; VMyine — variability of motor
time; 3 - immediately after exercise, 4 — 10 min after exercise; Preggg — 65 min after
supplementation, pre-exercise; Postrgg — immediately after exercise; * — statistically significant
(p < 0.05).

are higher, the total postural stability is worse; and if the variabilities of Ryjme and Myime are
higher, the Ryime is slower. This specific sequence of events (tests number 3 and 4
occurring immediately after FGB) allows to speculate the observed correlations as
a cause-and-effect phenomenon (Table 6).

4. Discussion

The aim of this study was to evaluate the effects of three different doses of acute CAF
supplementation (3, 6 and 9 mgcar/kggm) in CrossFit/HIFT-trained participants. The pri-
mary outcome was the effect on specific performance, Ryjme and Psp,. The secondary
outcomes were HR, RPE, lactate and pyruvate concentrations, and SNPs in CYP1A2 and
ADORA2A genes. It was hypothesized that different doses of CAF would affect the out-
comes differently and performance effects would be dependent on SNPs in CYPTA2 and
ADORA2A genes. The hypothesis was not supported, as no significant differences in
CrossFit/HIFT performance, Ryime Of Pswp between CAF doses and its dependence on
SNPs were observed. Nevertheless, from the clinical and athletic point of view the
MEDIUM dose of CAF (6 mgcar/kgem) showed the highest effectiveness in improving the
total number of repetitions in the whole FGB, in round 1 and 2, as well as in pre-exercise
Rtime and Mime. Moreover, a significant practice effect was observed between study visits.
To the best of the authors’ knowledge, this is the first study to determine the effects of
three different doses of CAF on specific performance validated FGB test, Ryjme and Psap in
CrossFit/HIFT practitioners.

Currently, there are only four other [26-29] studies assessing the effects of CAF
supplementation in CrossFit/HIFT-trained participants. Nevertheless, none of them
used different doses of CAF and incorporated validated discipline-specific FGB exercise
test to assess performance. As mentioned above, our study showed that although 6
mgcar’kggm was clinically the most effective — no significant differences between
different CAF doses were observed. On the other hand, no favorable effect of higher
dose (9 mgcar/kgegm) than recommended was showed. It is important to note that the
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whole FGB test lasted for 17 min (15 min of active work with 2 min of rest between
rounds) and the MEDIUM CAF dose was the most effective during the first two rounds,
which indicates that the highest usually recommended CAF dose in sport may be the
most effective during early stages of longer CrossFit/HIFT performance or be more
effective in shorter exercise tasks. Similarly to our results, Fogaca et al. [26] found no
effect of 6 mg/kggy of CAF compared to PLA on CrossFit performance measured by the
test based on 10 min of as many repetitions/rounds as possible (AMRAP) of double-
unders and power snatches. Moreover, there was no effect on muscle strength (hand-
grip strength) and power (bench throw, jump squat and countermovement jump) in
CrossFit participants. Furthermore, in study by Stein et al. [27] acute supplementation of
5 mgcar/kggm in comparison to PLA ingested before Cindy benchmark workout did not
improve performance. In another study assessing CrossFit performance by Cindy work-
out, Ziyaiyan et al. [28] examined the effect of 6 mgcar/kggm in comparison to NaHCO3
ingestion separately and in combination. The results indicated that all conditions
improved exercise performance compared to PLA, but did not reveal a significant effect
of supplementation or any statistically significant differences between supplementa-
tions. However, this benchmark workout provides a unique high-volume muscular
endurance challenge as it lasts 20 min and requires from the participants to complete
AMRAP of 3 exercises (5 pull-ups, 10 push-ups, 15 air squats). The fourth study, by
Caetano et al. [29] assessed the effect of 6 mg/kggm of CAF on one Repetition Maximum
(RM) back squat test and local muscular endurance measured based on repetitions
using a percentage derived from the 1RM test results. Authors found that local muscular
endurance score and the average number of repetitions were higher for the CAF group
compared to PLA.

Studies on the effect of CAF on exercise performance are abundant. Nevertheless, even
though there are a lot of meta-analyses examining the same outcome, they may have
produced conflicting findings. Recently, Grgic et al. [1] published an umbrella review on the
ergogenicity of CAF, which helped to overcome potential limitations of previous meta-
analyses. ESs of positive effects of CAF from analyzed meta-analyses ranged from very small
to moderate (d Cohen) [1,30]. The results of aforementioned umbrella review were divided
concerning the type of exercise. With regard to aerobic endurance, the majority of studies
reported small-moderate ergogenic effects of CAF (ES range: 0.22-0.61). Analyses examining
the effects of CAF on different measures of muscle strength observed very small-small
ergogenic effect
(ES range: 0.16-0.20). In turn, the effects of CAF on muscular endurance were reported as
small (ES range: 0.28-0.38). Other results of ergogenic effects of CAF on mean and peak power
were defined as very small-small (ES range: 0.18-0.27), on vertical jump height as very small
(ES:0.17), on speed running, cycling, or rowing as small (ES: 0.41), and on various forms of short-
term high-intensity exercise (time to exhaustion, mean and peak power output, time trial) as
very small (ES: 0.16) [1]. In summary, CAF is ergogenic for different components of exercise
performance (aerobic and muscle endurance, muscle strength, power, jumping performance
and exercise speed). Interestingly, it can be assumed that CAF not only provides
a performance-enhancing effect on aerobic exercise performance, but also on anaerobic
exercise tasks [1,3].

The importance of CYPTA2 and ADORA2A SNPs on performance still remains unclear,
therefore genotypic limitations that prevent CAF from exerting its ergogenic effects are
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constantly discussed [31]. Moreover, it is speculated that possible positive effects are
higher in males compared to females and there may be inter-individual variation in CAF
ergogenicity [14]. Additionally, it is important to note that because of the differences in
the proportions of the individual SNPs in the world population, it is difficult to capture
their actual impact. For instance, following the Hardy-Weinberg principle, the frequency
of CYP1A2 SNP in the population is approximately 45% for AAs, 45% for ACs and 10% for
CGCs [3].

Initial data from the meta-analysis by Barreto et al. [30] suggests that regarding
rs762551 CYP1A2 polymorphism, AA homozygotes may benefit most from CAF supple-
mentation, whether for CC homozygotes CAF is ergolytic. Indeed, studies by Guest et al.
[12], Womack et al. [32] or Wong et al. [33] support greater ergogenic benefits of CAF
supplementation in fast metabolizers than in C-allele carriers. Nevertheless, the majority
of studies do not support this hypothesis [24,34-37]. Regarding rs5751876 ADORA2A
polymorphism, only one pilot study [38] showed that genotypes may have an influence
on performance and C-allele carriers can be identified as non-responders, whereas in TT
homozygotes intensive exercise improved. However, other studies [34,36,39] did not
replicate these results, showing no beneficial effects of CAF were influenced by
ADORA2A genotypes [3]. Similarly to other studies, our results showed no effect of
CYP1A2 or ADORA2A SNPs on performance, even with the implementation of different
CAF doses.

The current study showed that the highest post-exercise La concentration was
observed in the HIGH CAF dose (9 mgcar/kgsm). Elevation in blood La often, but not
always, accompanies CAF supplementation. At rest, CAF has no effect on La, mean-
ing that to achieve the response, some mechanical stress is mandatory [40].
Although some studies have observed a significant increase in La [41,42], others
have found no effect of CAF on La during submaximal exercise [43,44]. Even though
the possible increase can be explained by a concomitant CAF-induced increase in
performance [41,43], the mechanism underlying this increase is not so obvious [40].
CAF may increase La through adrenaline mediation or stimulation of CNS dampening
pain perception, which extends the duration of exercise resulting in greater La
accumulation [45]. Graham et al. [42] did not attribute the CAF-induced increase in
La during submaximal exercise to an increase in production or release by the active
muscles. Nevertheless, it may have been caused by the fact that CAF may impair La
clearance; or insufficient sensitivity to detect changes in muscle La production and
release resulting from CAF; or by the fact that La is being produced from inactive
muscles. The first possibility is the most plausible, because, although it is hard to
identify the precise mechanism, adenosine signaling has been shown to stimulate
gluconeogenesis, which accounts for 20-30% of La clearance during exercise [40].
On the contrary to Graham et al. [42], Glaister et al. [40] found no effect of CAF on
the rate of La clearance in recovery, suggesting that an increase in La efflux from the
working muscles caused the elevation in blood La, supporting the idea of a CAF-
stimulated increase in glycolysis rate. Furthermore, it is known that the conversion of
La to Pa occurs substantially in working muscles and that on net bases La and Pa are
released at similar rates. Moreover, arterial La is a major source of Pa released from
muscles, but the majority of venous Pa is cleared before entry into arterial circulation
[46]. Indeed, studies support the Pa increase during exercise [20,47]. Similar to the
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data from the literature, our results showed the increase in Pa during the study
protocol, nevertheless there was no effect of different CAF doses on its
concentration.

There were no differences in RPE between CAF doses and PLA. Although CAF did not
affect RPE significantly, better performance after MEDIUM dose of CAF supplementation
may suggest a central effect resulting in greater overall exercise intensity at the same RPE.
It is speculated that multi-joint exercises may increase RPE [48]. The only existing meta-
analysis on CAF and RPE [49] suggested that CAF RPE was lower than PLA RPE during
constant load exercise, but no corresponding difference between CAF and PLA RPE at the
conclusion of exhausting exercise was found. The authors explained that the reason may
be due to a dampening of the perceptual response during exercise. The results of the
current study incorporated the standard 6-20 Borg scale. Unfortunately, three other
CrossFit CAF studies used a different, 10-point scale. Stein et al. [27] utilized a 10-point
Likert scale that may have not been sensitive enough to capture changes during the
protocol. In mentioned study, no significant differences in RPE between CAF and PLA
conditions were observed. Similarly, Fogaca et al. [26] reported no difference in post-
workout RPE between CAF and PLA conditions, but using the CR10 Borg Scale. In turn,
Ziyaiyan et al. [28] recorded RPE on a scale of 1-10 and showed that the combination of
CAF and NaHCOs significantly reduced RPE in comparison to the control and PLA condi-
tions. Similarly, other investigations, outside CrossFit/HIFT area, did not report any effect
of CAF on RPE [26,50]. It can be concluded that the effects of CAF on RPE provide mixed
results [48], when different exercise protocols are utilized. Crawford et al. [51] in a study on
the RPE utilization in CrossFit suggested that a 15-point scale may be more appropriate in
CrossFit athletes. Thus, since RPE is usually taken after the exercise bout, new studies
might consider additional measurements of during-workout exertion.

Due to CNS activation, mainly through catecholamine release and adrenal cortex
stimulation through corticoid release, CAF ingestion can influence HR at rest and during
exercise. These processes result in adjustments to the cardiac autonomic modulation that
induce consequent tachycardias [52]. With regard to meta-analysis by Benjamin et al. [53]
it was concluded that HR increases during exercise and throughout the recovery after CAF
ingestion. Moreover, it was indicated that CAF has the capacity to influence HR before,
during, and after exercise. In our study, we measured total HRean during exercise and
HRmax, but surprisingly there were no differences between CAF doses and PLA.
Unfortunately, only one other CAF CrossFit study measured HR changes during exercise
protocol. Ziyaiyan et al. [28] found that HR,,,., at the end of the workout was significantly
different between conditions, with emphasis on significantly greater value in CAF and CAF
+NaHCO; group compared to control. Based on the sports literature, CAF has equivocal
effects on HR during periods of exercise. Our previous study in judo [18] showed that 6
and 9 mgcar/kggm increased HR right after and 1 min after exercise test compared to 3
Mgcar/kgem, and 9 mgcar/kggm compared to PLA. Smirmaul et al. [54] reported the HR-
increasing effect of CAF during cycling, suggesting that differences in HR,ax Were rather
related to CAF than to exercise performance. Moreover, Bunsawat et al. [52] and Lopes-
Silva et al. [55] showed higher HR in CAF group (HRnax and HRean, respectively). On the
contrary, Glaister et al. [40] found that during early stages of performance test CAF
demonstrated lower HR. Other studies [56,57], similarly to our results, found no differ-
ences in HR,ax between CAF and PLA groups.
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Recent meta-analysis [8] on CAF and cognitive functions in sports revealed an improve-
ment in response to CAF intake across a variety of cognitive domains. Analyzed studies
showed a positive effect of CAF on relatively higher-order processes (visual selective
attention measured by Stroop test and flanker task), with more pronounced effects in
modalities with lower attention demands [8]. Research examined simple psychomotor
speed (simple Ryime), complex decision speed and decision-making time (choice Rrime),
complex response preparation speed (S-R incompatible CRyime) by simple visual Ryjme test,
motor CRrjme test and CRyje test. It was concluded that CAF intake may improve simple
Rtime @and choice Ryime, but it may depend on the exercise protocol. Importantly, it was
revealed that a single acute dose of CAF is safe in some aspects of performance cognitive
functions [8]. It was also suggested that CAF effect on Ryjme May be a result of its effect on
perceptual-attentional processes, rather than motor processes [58]. In our study, there
were no significant differences in Ryjme and Mrime between different CAF doses and PLA,
although MEDIUM dose showed clinically important shorter pre-exercise Ryjme and Myime.
Interestingly, variability Rrime at this dose was maintained despite exercise, whereas the
other doses and PLA or BASE resulted in a significant decrease in variability Mrime
immediately after exercise. In study by Share et al. [59] no effect of CAF intake (2 and 4
mgcar/kggm) on clay target shooting, such as Rrjme and target tracking time was detected.
Church et al. [60] observed no difference in the ability to track multiple objects in
response to 3 mgcar/kgsm 60 min before exercise. Although CAF may improve overall
processing speed in tasks requiring higher-order functions, this cannot be attributed to
specific effects on selective visual attention. Moreover, even though CAF may reduce
response times and error rates in simple Ryjme and CRyime, recent meta-analysis revealed
that this may not translate into exercise [8]. Crowe et al. [61] using the simple visual Rrime
test showed that CAF did not speed up cognitive Ryime, although the effect might have
been blunted because of the timing of CAF intake (90 min before the test). Russel et al.
[62] analyzed CAF in chewing gum in rugby players and found no treatment x time
interaction in simple Ryime. Church et al. [60] and Share et al. [59] also found no differences
between CAF and PLA in non-standardized measure to test separately upper and lower
body Rrime. Moreover, Ali et al. [63] found no effect of 6 mgcar/kggm on complex decision-
making capacity measured by CRyine test. On the other hand, Bello et al. [10] found that
3.69 mg/kggm of CAF in soccer players improved simple psychomotor speed performance,
CRtime and cognitive load Rrime. Hogervorst et al. [9] found that complex psychomotor
speed and S-R incompatible choice speed, measured by motor CRyjme test, were signifi-
cantly faster in LOW dose CAF than in PLA group. Interestingly, when assessing CYPTA2
genotype variations no differences between AA homozygotes and C-allele carriers with
regard to Rrime after CAF were found [64].

Our results revealed no effect of CAF or any differences between doses with regard to
indices of P, (Area95 and Vcop). Nevertheless, while there were no significant differences
between doses and PLA, it is noteworthy (looking only at post-exercise results) that PLA was
exceptionally better than any other dose, both for Vcop and for Area95, which could confirm
the effect of CAF on the CNS. Unfortunately, there are no other studies on the effect of CAF
on balance with regard to exercise performance tests. Results of the systematic review by
Briggs et al. [11] on the effects of CAF ingestion on human standing balance indicated that
younger participants’ balance was generally unaffected by CAF ingestion. Nevertheless,
a significant impairment was observed in older participants. This suggests the possibility
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of an age-dependent effect of CAF on standing. Moreover, CAF should be considered as
a potential confounding factor when assessing standing balance. Taking into account studies
only in younger adults population, 100-500 mg of CAF 30-80 min after intake had no effect
on balance when standing with eyes open or closed on a firm surface [65-68] or with a visual
surround that moved with the body or during conditions designed to reduce proprioceptive
information regarding body sway [67]. Waer et al. [68] reported no significant effect of 100 or
400 mg of CAF on standing with eyes open on a foam surface, but significantly reduced by
16% body sway derived from center of pressure with eyes closed following 100 mg of CAF.

4.1. Limitations

It should be noted that our research had some limitations. Firstly, we assessed the effect of the
dose-dependent CAF supplementation in moderately trained athletes. It is possible that CAF
effect may differ according to training experience and that highly trained/elite contestants
may be more responsive to CAF, which was showed in our previous study in judo [18]. Still, the
evidence is conflicting. Nevertheless, it is worth noting that since CrossFit/HIFT has become
popular worldwide, most of the participants train moderately, thus in our opinion it is
important to find new ergogenic solutions also for them. Secondly, we observed FGB practice
effect between study meetings, which was previously seen by Stein et al. [27] in CrossFit
participants. Interestingly, some authors [69] recommend at least two familiarization sessions
to decrease the influence of this effect, especially in participants that are unaccustomed to
exercise protocols. Nevertheless, on the contrary to other researchers, our studied participants
were familiar with the efforts performed, which should have eliminated the learning effect. We
also performed one familiarization session, which allowed the participants to get acquainted
with the Department’s performance lab. Despite, the practice effect, CAF-induced improve-
ment in specific performance may affect the result during competition. Moreover, we were not
able to perform sex-dependent analyses differentiating CAF effects between sexes (uneven
groups). This was caused by unwillingness of females to perform such a performance-demand-
ing protocol. Finally, we accounted for practice effect only for FGB results. Nevertheless, each
participant visited the laboratory five times and at each study visit we administered a single
CAF or PLA dose to each participant. Moreover, it is possible that although we calculated the
minimum sample size, a larger sample size would make certain differences more apparent.

4.2, Strengths

The unquestionable strength of our study was a multi-crossover design protocol and imple-
mentation of three different CAF doses, as well as PLA, in CrossFit/HIFT-trained practitioners
with a complex assessment of specific performance, by a validated exercise test, and Ryime and
Pstan, both before and after exercise. Secondly, we have taken into account SNPs of CYP1A2 and
ADORA2A genotypes and their role in CAF ergogenic effects (although the small number of
participants per genotype may be a limitation). Thirdly, we are convinced that the implemen-
ted 7-day washout period was sufficient to remove CAF-induced ergogenic effect, since the
half-life of CAF is 2.5-10 h [2]. Moreover, because the study protocols were performed strictly at
the same time for each of the participants, we limited the effect of circadian rhythm on CAF
activity and guaranteed the proper standardization. In addition, we calculated the minimum
sample size, which was met by the number of participants who took part in the study.
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Furthermore, all study participants were habitual CAF users, who refrained from CAF-contain-
ing products before study visits, which limited the possibility of other factors influencing the
results. We also ensured a full compliance with the intake of supplements and a thorough
procedures’ standardization.

5. Conclusion

In conclusion, the present study does not confirm dose-dependent effect of CAF
supplementation in moderately trained CrossFit/HIFT participants. There was no
evidence of a difference between CAF doses and PLA on specific-performance,
Rrimes Pstab, RPE or HR, as well as CYP1A2 and ADORA2A genotypes with regard
to CAF supplementation. Nevertheless, the MEDIUM dose of CAF — 6 mgcar/kgam
induced clinically noticeable improvements in FGB, Rrime and Mrime, Which impli-
cates that from the practical and athletic point of view this dose may be the most
effective for CrossFit/HIFT practitioners.
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Abstract

Background Although caffeine (CAF) supplementation has been shown to improve exercise performance, its dose-
dependent effect on CAF metabolism has not been sufficiently investigated. The aim of this study was to evaluate
the effects of 3, 6 and 9 mg of CAF/kgg, on changes of CAF and paraxanthine (PRX) in the serum and saliva at four
time-points.

Methods In a randomized, double-blind, placebo-controlled crossover design, acute pre-exercise supplementation
in 26 moderately-trained athletes, participating in high-intensity functional training (HIFT), was examined. The study
protocol involved CAF/PRX biochemical analyses of serum and saliva with respect to CYP1A2 polymorphism and
CYP1A2 enzyme activity.

Results Despite significant differences between the serum and saliva levels of CAF and PRX, there was no difference
in the PRX/CAF ratio. The interaction effect of dose and time-points for PRX concentration was revealed. The main
effects of dose were observed for CAF and the PRX/CAF ratio. The main effect of time-points was registered only for
serum CAF.

Conclusions Dose- and time-dependent effect of CAF supplementation on CAF and PRX in the serum and saliva
of athletes was confirmed, but there was no effect of the CAF dose on CYPT1A2 enzyme activity, nor was there an
interaction of CYP1A2 with enzyme inducibility. The CAF/PRX correlation indicated the possibility of interchangeable
use of serum and/or saliva analyses in exercise studies.
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Supplementation

Introduction
Caffeine [(1,3,7-trimethylxanthine), CAF] is a purine
alkaloid that exerts a wide range of psychophysiological
effects, which might be partly influenced by its intake
variation between individuals. Its consumption in
humans commonly occurs via the ingestion of coffee and
several other foods and beverages (e.g., cocoa, green tea,
chocolate, guarana berries, yerba mate, kola nuts) [1, 2].
CAF is rapidly absorbed in the gastrointestinal tract
[approximately 99% within 45 min, mainly in the small
intestine or in the stomach], which is independent of
sex, age, genetic factors, diseases or exposure to nico-
tine, alcohol or drugs [1]. However, the time of absorp-
tion depends on the CAF-based product; for example,
CAF from the capsule is absorbed in 30 min, whereas
that from the cola or chocolate is absorbed in 1.5-2 h.
Its maximum concentration is reduced by approximately
25% for drinks in comparison to ~2.05 pg/mL for a cap-
sule [1]. Although CAF is mainly absorbed via the gas-
trointestinal tract (80% via the small intestine and 20%
via the stomach) [1, 3], recently it has been hypothesized
that CAF absorption via the oral mucosa can play a role
in enhancing exercise performance. Although it is not
clear how much of CAF may be absorbed through oral
mucosa, research demonstrated that delivering CAF in
alternate forms, like in a chewing gum, may speed the
rate of its delivery to the blood by absorption through the
buccal mucosa [4, 5]. It may occur due to the extensive
vascularization in this region. This rapid absorption is
particularly relevant for athletes, as it can lead to quicker
improvements in reaction time and cognitive alertness
during exercise, which are crucial for performance [6].
After CAF enters the tissue water compartment, it is
evenly distributed in body fluids, but it does not accu-
mulate in the body. Because of its lipophilic character,
CAF is able to cross all cellular membranes, in contrast
to its metabolites. A blood/plasma ratio close to 1 reflects
free movement into/out blood cells and limited plasma
protein binding [1]. CAF is excreted through the renal
system. Approximately 70% of its dosage is recovered in
urine, with 0.5-2% being excreted unmetabolized in urine
[1]. Notably, approximately 98% of CAF is reabsorbed
from the renal tube, which explains the low level of CAF
urine excretion. Additionally, 2-7% of the CAF dose is
excreted in feces over 48 h, which consists mainly of CAF
metabolites from the liver-intestine cycle and metabo-
lism [1, 2].

CAF is eliminated via first-order kinetics at dosages of
2-10 mg.,p/kgpyp its first-pass metabolism is minimal,
and its pharmacokinetics does not depend on the route
of administration [1]. It is metabolized primarily in the
liver, where it undergoes demethylation and oxidation
processes. The majority of CAF is converted in the liver
into paraxanthine (PRX, ~81.5%), which is exclusively
mediated via the CYP1A2 enzyme and is suggested to be
as potent as CAF for the adenosine receptors blockade.
Other CAF metabolites, such as theobromine and the-
ophylline, are metabolized by other enzymes. Different
factors, such as pregnancy, lifestyle (e.g. smoking), dis-
eases or the environment, may affect CAF metabolism
[1, 2]. Interestingly, dose-dependent CAF metabolism
has been suggested in several in vivo studies, show-
ing its nonlinear clearance and saturation of 70-300 mg
of CAF. The plasma kinetics of CAF may be influenced
by the dose, the presence of dietary constituents in the
stomach, gastric pathologies or fluid intake, which
affect renal clearance and CAF pharmacokinetics [1, 2].
Nevertheless, most of the variations are accounted for
by genetics. The peak plasma concentration of CAF is
reached at 30—120 min, and the half-time ranges from
1.5 to 10 h [7]. The total plasma clearance of CAF and its
main metabolite is identical (2.07-2.20 mL/min/kgg,,).
The PRX concentration decreases more slowly than the
CAF concentration does; in fact, it becomes even higher
than the CAF concentration at approximately 8—-10 h
after CAF ingestion [1, 2]. Moreover, the concentration
of CAF in saliva reaches 65—-85% of its plasma concentra-
tion [1].

Considering that the CYP1A2 enzyme influences the
disposition of CAF, one of the important parts of treat-
ment personalization is assessing its enzymatic activ-
ity, which depends on several factors, such as sex and
race [1]. Moreover, a functional polymorphism in the
CYPIA2 gene may contribute to inter-individual dif-
ferences in CYP1A2 enzyme activity [8]. The A allele at
position —163 (rs762551) leads to lower enzyme induc-
ibility than the C allele does, which is reflected by the
urinary or plasma ratio of CAF/metabolites after CAF
ingestion. C-allele carriers (AC, CC), who constitute 54%
of the population, are referred to as slow metabolizers.
This C variant is associated with slow CAF clearance. In
turn, AA homozygotes are considered 'fast metabolizers’
[1,2,9].

The enzyme CYP1A2 is found primarily in the liver,
and CAF is the most widely used probe to measure its
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activity. The ‘gold standard’ measurement is the apparent
clearance of CAF by extensive blood sampling. However,
the general enzymatic activity of CYP1A2 can also be
measured by the PRX to CAF ratio (PRX/CAF RATIO)
after time- and dosage-controlled administration of CAF
[10-13] in a number of biological human matrices (such
as blood or saliva) and metrics at a single time-point
(concentration at a single time-point, C,), which appar-
ently correlates with clearance. Extensive pharmacoki-
netics measurements recommend the use of PRX/CAF C,
in serum/plasma at 2, 4, 3—-12 or 5-7 h after administra-
tion or at 1-2, 2, 5 and 6-10 h in saliva [12]. Neverthe-
less, although most studies actually use a 6 h time period
and PRX/CAF RATIO or CAF-based metabolic pheno-
typing, there is no clear consensus on such a scientific
approach [14]. Moreover, the time- and dose-dependent
effects of PRX/CAF RATIO have not been reported thus
far and are especially relevant for phenotyping at very
low doses [14]. The results from a recent systematic anal-
ysis [14] revealed that even though multiple studies and
clinical investigations used different dosing protocols,
the results of metabolic phenotyping with CAF were very
consistent. The correlation coefficients between the CAF
and PRX concentrations in saliva and blood/serum were
0.84 and 0.76, respectively. An even stronger correlation
(0.88) was found between saliva-based and blood-based
CAF clearance. The data indicated that clearance may
be calculated from both blood/serum- and saliva-based
measurements [14]. In conclusion, the saliva-based meta-
bolic phenotyping approach has a very good correlation
with blood-based approaches (as was previously con-
firmed in non-exercise conditions) [14].

Although both the pharmacokinetics and pharmacody-
namics of CAF are well-studied and this ergogenic sup-
plement is widely used in various doses by athletes, data
on CAF metabolism under exercise conditions are scarce.
Therefore, the aim of the current study was to evaluate
the effects of three different doses of acute CAF supple-
mentation on CAF, PRX, and PRX/CAF RATIO changes
in serum and saliva at different time-points after supple-
mentation in a group of young, healthy, and moderately
trained people participating in high-intensity functional
training (HIFT). We also investigated the effects of the
CAF dose and single nucleotide polymorphism (SNP) of
the CYPIA2 gene (rs762551) on CYP1A2 enzyme activ-
ity, as measured by the mean time-corrected PRX/CAF
RATIO in saliva. We hypothesized that a higher CAF
dose (9 mg,p/kggy) will induce greater CAF and PRX
changes in both biological human matrices and that the
peak change in CAF concentration from pre-supplemen-
tation will be elicited 60 min after intake. Moreover, we
hypothesized that a higher CAF dose will affect CYP1A2
enzyme activity more profoundly and that C-allele
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carriers will have different CYP1A2 enzyme activity
responses than AA homozygotes.

Methods

Study design, protocol and visits

In this randomized, double-blind, placebo-controlled
crossover design, three doses of CAF (3, 6, 9 mgc,p/
kggns LOW, MEDIUM, and HIGH, respectively) or pla-
cebo (PLA) were acutely supplemented to the partici-
pants during the study protocol, which consisted of five
visits (T,—T,) to the laboratory (Fig. 1). At the beginning,
the volunteers were familiarized with the entire protocol
and subsequently subjected to the first visit (T base-
line (BASE), without supplementation treatment), after
which they were randomly assigned (stratified random-
ization on the basis of exercise performance results) to
the treatment order with specific codes by an impartial
biostatistician. The main study protocol involved four
separate visits (T;-T,) performed at the same time of day
for the participant, three hours after a standardized meal
(carbohydrates: 2 g/kgg,;, proteins: 25 g, water: 7 mL/
kgpn) [15, 16]. The participants were aware to avoid any
CAF-containing products for the 24 h before the study
meeting. Each visit consisted of body composition mea-
surements, the HIFT exercise protocol and blood/saliva
sampling. Given the kinetics of CAF excretion from the
body, a 7-day washout period was introduced between
treatments [17]. Moreover, participants were divided
post hoc into groups according to the CYPIA2 genotype
(AA homozygotes and C allele carriers).

The primary outcome in our study was a change from
the first time-point (prior to supplement administra-
tion) to the next three time-points in terms of the CAF
and PRX concentrations and the PRX/CAF RATIO in the
serum and saliva. In turn, CYP1A2 enzyme activity and
SNP in the CYPIA2 genotype were defined as secondary
outcomes.

Participants

Twenty-six moderately HIFT-trained participants (10
females, 16 males) completed the entire study protocol
and were included in the analyses (Fig. 1; Table 1). All
the athletes were enrolled from HIFT clubs in Poznan,
Poland. The inclusion criteria for participation in the
study were good health conditions, a valid and up-to-date
medical certificate confirming the athlete’s ability to prac-
tice sports, at least 2 years of HIFT training experience, a
minimum of 4 workout sessions a week, and a habitual
moderate intake of CAF-containing products (which
refers to more than two 240 mL cups of coffee, where
the typical average CAF content is ~ 170 mg (range: from
120 to 240 mg)) [18]. The exclusion criteria were current
injury, health-related contraindications, a general feel-
ing of being unwell, an unwillingness to follow the study
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Assessed for eligibility (27 HIFT participants)

Excluded (n=0)

A

Not meeting inclusion criteria (n=0)
Refused to participate (n=0)

Enrollment to protocol (n=27), familiarization and preliminary tests (To; BASELINE)

v

Randomization to crossover supplementation sequence (T1-T4; n=27)

v
v v v v
LOW MEDIUM HIGH PLACEBO
3 mgcar/kgam 6 mgear/kgam 9 mgcar/kgem
[ [ [ ]
_Pre-supplementation| 1 Blood collection
1 Saliva collection
30 min after
<..-Supplementation_| 2 Blood collection
2 Saliva collection
70 min
60 min after
€. supplementaton_| 3 Blood collection
! 3 Saliva collection

[ HIFT workout protocol (17 min)}

v

90 min after
supplementaton

4 Blood collection
4 Saliva collection

—

Results analysis (n=26; 16 males and 10 females)

Fig. 1 Flow chart of the study design. HIFT - high-intensity-functional training

protocol, smoking, and failure to adhere to CAF absti-
nence. The study protocol was conducted from July 2021
to December 2022 at the Department of Sports Dietetics
(Poznan University of Physical Education, Poland). This
trial was reviewed and approved by the Bioethics Com-
mittee at Poznan University of Medical Sciences (refer-
ence number 293/17 of May 11, 2017) and was registered
prospectively at ClinicalTrials.gov (NCT03822663, reg-
istration date: 30/01/2019). The study complies with the
CONSORT Statement for randomized trials, as shown in

Fig. 1. All study participants provided written informed
consent. All procedures were carried out in accordance
with the ethical standards of the Helsinki Declaration of
2013.

Procedures
Supplementation

In the experimental procedure, each participant ingested
an acute dose of CAF [3- (LOW), 6- (MEDIUM) or
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Table 1 Baseline characteristics of the studied group (n=26)

Body composition variable Mean+SD

Age [years] 354+£65

Body mass [kg] 774+166

Height [cm] 175+9

Total Body Water [%, L] 572+51,44.1+9.7
Fat Mass [%, kg] 199456, 155+6.1
Fat-Free Mass [%, kgl 80.1+5.7,61.9+£13.6
Habitual CAF intake [mg/day]* 2314121

CYPIA2 genotypes n

‘fast metabolizers’ 6 AA

‘slow metabolizers’ 20 (3CC 17 AC)

SD - standard deviation, n - number of participants, * habitual daily intake,
not including the day of the study and the 24 h preceding the visit, when
participants were required not to consume any CAF sources

9- (HIGH) mgc¢/kgpy] and PLA treatment in a cross-
over regimen. CAF doses (pure pharmaceutical CAF,
Ostrovit, Poland) and PLA (bitter aroma) were admin-
istered dissolved in 20 mL of orange juice and 80 mL of
plain water. The supplements were administered after the
first blood sampling, 70 min before the HIFT exercise
(Fig. 1), in containers marked with a unique code, made
in advance by the researcher who did not directly partici-
pate in the investigations. With respect to double blind-
ing, neither the researchers nor the participants knew
whether CAF or PLA was administered. The random-
ization details were anonymized and revealed after the
cessation of the protocol. The preparations were adminis-
tered at a strictly specified time before the exercise tests,
and consumption compliance was fully controlled by the
investigators.

Body composition and nutritional assessment

The anthropometric and body composition measure-
ments and nutritional assessment methods used in this
study are thoroughly described elsewhere [19]. At the
beginning of each study visit, anthropometric indices
were measured in duplicate via a calibrated scale with
a stadiometer (WPT 60/150 OW, Radwag®, Radom,
Poland), and bioelectric impedance was measured with
a Bodystat 1500 (Bodystat Inc., Douglas, UK). With
respect to nutritional assessment, participants completed
the special questionnaire prepared for this study for
the quantification of daily CAF intake and additionally
recorded their diet for the period of two consecutive days
before each study visit to ensure 24 h CAF abstinence.
The basic results of body composition analysis and habit-
ual CAF intake are presented in Table 1. More detailed
information was previously presented [19].

Exercise

HIFT workout protocol, with well-documented high
repeatability (ICC 0.9, SEM 6%), was performed for
17 min in accordance with the protocol from our
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previous studies [19-22]. Additionally, before its com-
mencement, the participants followed a 20 min self-
prepared warm-up, which was the same for a particular
participant during every study meeting. The results of
the HIFT workout protocol, along with the heart rate and
rate of perceived exertion, are published elsewhere [19].

Blood and saliva collection and samples preparation
Capillary blood and saliva samples were obtained at
four time-points (1st — pre-supplementation (0’); 2nd
— 30 min after supplementation (30’); 3rd — 60 min
after supplementation (60’), pre-exercise; 4th — 3 min
after exercise (90 min after supplementation, 90’)) dur-
ing every study meeting. All the samples were taken by
a medical professional and were obtained with the par-
ticipants in a seated upright position. Blood samples
(600 pL) were collected from a fingertip of the nondomi-
nant hand via a disposable lancet-spike Medlance® Red
(HTL-STREFA, L.6dz, Poland) with a 1.5 mm blade and
a 2.0 mm penetration depth. The capillary blood was col-
lected into two Microvette® CB 300 Serum CAT tubes
(Sarstedt, Numbrect, Germany) with a clotting activa-
tor, and then the separated serum was used to mea-
sure the CAF and PRX concentrations. Saliva samples
(1 mL) were collected at the same time-points as blood
samples, via saliva receptacles [Salivette® swab (Sarstedt,
Numbrecht, Germany)] according to the manufacturer’s
instructions (the swab was removed from the Salivette®,
then it was placed in the mouth and chewed for approxi-
mately 60 s to stimulate salivation, and then the swab
with the absorbed saliva was returned to the Salivette®
and the stopper was replaced). Saliva was extracted by
centrifugation for 2 min at 1000 x g. Collected serum and
saliva samples were frozen and stored at -80 °C until fur-
ther analyses were performed.

CAF and PRX concentrations’ determination

Serum and salivary CAF and PRX concentrations (pg/
mL) were quantified following liquid-liquid extraction
and high-pressure liquid chromatography as described
previously [11, 23]. The concentrations were measured
via a Hitachi Lachom 7000 high-performance liquid
chromatography (HPLC) analyzer (Merck, Darmstadt,
Germany), in which a LiChroCART®250-4 (LiChro-
spher®100, RP-18, 5 pm, Merck, Darmstadt, Germany)
column was used. The mobile phase consisted of aceto-
nitrile—acetic acid—H,O (100:1:899). CAF, PRX and the
internal standard benzotriazole were quantified via UV
detection at 280 nm. With an eluent flow rate of 1 mL/
min, the retention times were 14 min (CAF) and 7 min
(PRX). Additionally, the PRX/CAF RATIO was calcu-
lated by simply dividing the concentration of PRX by the
concentration of CAF.

106

ROZPRAWA DOKTORSKA

AWF



Gtéwka et al. Nutrition & Metabolism (2024) 21:90

CYP1A2 enzyme activity assessment by the determination
of the mean time-corrected PRX/CAF RATIO in saliva
Previous analyses concluded that saliva PRX/CAF
RATIO 6 h after CAF ingestion has the best correlation
to CAF/PRX clearance, providing the most valid CYP1A2
enzyme activity validation [24, 25]. In view of the 4 differ-
ent time-points of sampling in our current study and the
relatively short duration of the study meeting, which pre-
vented sampling 6 h after CAF ingestion, we decided to
use a previously described [8] developed method, which
enabled adjusting the CYP1A2 enzyme activity via the
PRX/CAF RATIO values to the optimal 6 h post-dose
sampling time-point. In this method, the equation from
the study by Spigset et al. [26] was adapted to estimate
PRX/CAF (y) if the time span between CAF intake and
sampling (x) was known. It was concluded that a time
span of 6 h equates to a mean PRX/CAF of 0.725 [8].

y = 0.016 + (0.141 x z) + (—0.004 % z°)

Then, following the instructions, (1) the actual PRX/CAF
RATIO was calculated on the basis of the molar con-
centrations of CAF and PRX. Next, (2) the correct mean
PRX/CAF RATIO was estimated as mentioned before.
(3) The difference between the actual and correct PRX/
CAF RATIO values was subsequently calculated. Finally,
(4), the mean time-corrected PRX/CAF RATIO, assum-
ing a 6 h ideal time span, was determined by adding
0.725 to the difference calculated in step 3. In step 2, as
x in the equation, we assumed a time span from the 3rd
time-point (60 min after supplementation) because the
consensus statement on CAF supplementation in sports
recommends its intake 60 min before exercise because of
its likely highest concentration [7].

CYP1A2 Genotyping

Samples for CYPIA2 (rs762551) genotyping were col-
lected at the first study visit. The swab was inserted into
the mouth and rubbed firmly against the inside of the
cheek and underneath the lower and upper lips for 1 min.
DNA was isolated from exfoliated buccal epithelial cells
via a standard kit (EXTRACTME® Genomic DNA KIT
EM13, Blirt S.A., Poland). Genotyping was performed
via commercially available TagMan°SNP genotyping
assays (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA;
ID C__ 8881221 40) on a LightCycler 480 instrument
(Roche Diagnostics, Switzerland), as described previously
[23]. The results of genotyping are presented in Table 1.

Statistical analysis

All analyses were performed in Statistica 13.3 (TIBCO
Software Inc. 2017) and RStudio via DescTools (Posit
Software, PBC 2009-2023). The Shapiro-Wilk test was
used to check the assumption of normality. Data analysis
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included both raw data (0, 30, 60, 90’) and concentration
changes calculated from the difference between the first
concentration measurement, prior to supplement inges-
tion (0’), and subsequent measurements (30, 60, 90’).
Correlation analysis, polynomial regression and differ-
ence-of-dependent variables analysis (t-test or Wilcoxon
test) were used to analyze the raw data. General Linear
Model (GLM) was used to analyze differences between
change variables. Pearson and Spearman correlations for
the assumption of a relationship between concentrations
(CAF, PRX or PRX/CAF RATIO) in serum and saliva
were used. Polynomial regression was performed for the
differences in the CAF and PRX concentrations between
the serum and saliva samples but not for the PRX/CAF
RATIO, because of the level of model fit. For raw data
correlation, difference and polynomial regression analy-
sis, 520 variables were compared (without splitting the
data into groups by dose). The GLM considered two
within-group factors [dose: D (LOW, MEDIUM, HIGH,
PLA); time-point: TP (30, 60, 90’)] and one between-
group factor [CYPIA2: C (SLOW, FAST)]. D*TP and
D*TP*C interactions were also analyzed. If the sphericity
condition was not met, the Huynh-Feldt correction was
applied. Significant GLM results were further subjected
to Bonferroni post hoc pairwise comparison analysis. An
alpha level of 0.05 was considered the cutoff point for sta-
tistical significance. The means with standard deviations
(SD) were presented in the tables and figures. Additional
GLM analysis was performed on the transformed data,
taking into account the predicted concentrations at 6 h
after supplementation ingestion. For this purpose, the
data were transformed from pg/mL to pmol/L, assuming
a molar mass PRX of 180 and a CAF of 194 g/mol. Sam-
ple size estimation was performed via G*Power software
(version 3.1.9.6, Germany). On the basis of the umbrella
review [27], a medium effect size (ES): f(U)=0.38 was
used. A sample size of 26 participants was adequate for
this study.

Results

Correlation analysis between the raw result of 0’ and
changes in 30; 60" and 90’ showed significance only in
BASE for CAF (p<0.001) and PRX (p=0.015) and in
PLA for CAF (p=0.006) but not in LOW, MEDIUM or
HIGH dose in both CAF and PRX concentrations, which
enabled the utilization of concentration changes calcu-
lated from the difference between the first concentration
measurement, prior to supplement ingestion (0’), and
subsequent measurements (30, 60; 90°). The raw data of
the CAF and PRX concentrations and PRX/CAF RATIO,
which was not the object of this study, are shown in Sup-
plemental Table S1. Additionally, we did not intend to
assess differences between sexes; therefore, neither males
nor females were recruited for the study participation in
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an intended even distribution. Hence, no sub-analyses of
males/females differences were performed. Nevertheless,
to clarify we added CAF, PRX and PRX/CAF RATIO and
CYP1A2 enzyme activity raw results in all time-points in
serum and saliva for all participants together, as well as
separately for males and females into Supplemental Table
S1.

Polynomial regression (saliva to serum; serum to saliva)

The polynomial regression analysis revealed a statisti-
cally significant model for estimation of the CAF concen-
tration from saliva to serum samples (F(1,517)=619.58,
p<0.001, y=0.1281+15082*x-0.0375*x>,  R?=0.79)
and from serum to saliva samples (F(1,517)=506.32,
p<0.001, =-0.2465+1.0698*x-0.017*x>,  R*=0.77)
(Fig. 2). The Pearson correlation coefficient between
CAF variables in serum and saliva samples was 0.87
(Spearman rho 0.91). Additionally, with respect to
the PRX concentration, a significant model of saliva
to serum samples (F(1,517)=210.99, p<0.001, y=0
.0247+1.5501*x-0.1803*x%, R*=0.61) and of serum
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y=0.069+0.8603*x-0.0738*x%, R?>=0.63) was observed.
The Pearson correlation coefficient between the PRX
variables in the serum and saliva samples was 0.77
(Spearman rho 0.83). The regression models are shown in
Fig. 2.

For the PRX/CAF RATIO variables in both the serum
to saliva and of saliva to serum, the distribution obtained
did not allow regression analysis to be performed. In this
case, the Pearson correlation coefficient was 0.29 (Spear-
man rho 0.83). Both the CAF and PRX concentrations
between the serum and saliva showed a significant differ-
ence (Z=12.37, p<0.001 and Z=9.52, p<0.001, respec-
tively) in the pairwise comparisons, but for the PRX/CAF
RATIO the differences between the serum and saliva
were not significant (Z=1.36, p=0.174).

CAF and PRX concentrations’ changes in serum and saliva

GLM analysis of changes under the influence of CAF sup-
plementation for CAF showed significant differences in
terms of the D main effect in both the serum (p<0.001)
and saliva (p<0.001) samples and in terms of the time-

to saliva samples (F(1,517)=359.81, p<0.001, point main effect but only in the saliva (p=0.014) sample.
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Fig. 2 Regression model with predictions. AT - CAF concentration of saliva to serum; A2 — CAF concentration of serum to saliva; B1 — PRX concentration

of saliva to serum; B2 — PRX concentration of serum to saliva
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Table 2 CAF, PRX and PRX/CAF RATIO changes in serum and saliva (ug/mL)

SERUM SALIVA
CAF 1 2’ 312 123 2! 3!
LOWMHP 4134194 340+170 332+1.06 LOWMHP 3.77+2.11 2904141 2.80+1.50
MEDIUM-H? 10.81+5.60 11.12+4.29 9.96+5.05 MEDIUM-™P 959+4.84 736+3.16 7.09+284
HIGH-M? 12944204 1279+063 1227+173 HIGH-M? 11.92+4.92 094+276 10.18+2.66
PLANMA -0.09+0.55 -0.27+031 -040+0.29 PLANMA 0344031 -0.36+0.35 -0.35+0.36
PRX 1 2 3 1 2 3
Low 040+0.26"" 037+029°MHP022+£0322MHP oW 0.13+043° 0.23+044"1  044+065"MHP
MEDIUM 062+031%° 1094052347 0.83+045%-F MEDIUM 0.38+0.16>" 0.58+0.34" 0.86+0.53""
HIGH 0.76+0.38%-" 1184052347 0.78+041%-F HIGH 034+048%"  065+067'""  087+051""
PLA -0.00+0.33""H  -030+£050-M" -042+047"MH PLA 004+013""  002+024"7  008+0.17-MA
PRX/CAFRATIO 1 2 3 1 2 3
Low -062+0.71 -0.59+0.72 -0.64+0.71 Low” -0.90+0.98 -0.87+0.97 -0.82+0.96
MEDIUM? -2.94+4.40 2924540 -2.92+540 MEDIUMP 41284221 -0.25+2.20 -12142.20
HIGH -3.66+6.62 3634663 -3.65+6.62 HIGH® -146+2.05 1434206 1414205
PLAMA 0.88+2.08 044+132 043+0.82 PLANMA 0394081 0.58+0.87 043+127

Data are means with standard deviations; 1,2,3 - change from 0’ to 30’, from 0’ to 60’, from 0’ to 90’ respectively;

LMHP_ statistically significant differences of post hoc

Bonferroni analysis between doses (L - low, M - medium, H - high dose of caffeine, or P - placebo); 123 _ statistically significant differences of post hoc Bonferroni

analysis between time-points; CAF - caffeine; PRX - paraxanthine
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Fig. 3 Changes in CAF and PRX concentrations in serum and saliva. Data are means with standard deviations. AT - CAF concentration changes in serum;
A2 — CAF concentration changes in saliva; BT — PRX concentration changes in serum; B2 — PRX concentration changes in saliva; C1 — PRX/CAF RATIO

changes in serum; C2 - PRX/CAF RATIO changes in saliva

In both the serum and saliva samples, post hoc Bonfer-
roni analysis showed statistical differences (p<0.001)
between all the doses and PLA in terms of the D main
effect, with the lowest CAF concentration change after
PLA, and successively higher after LOW, MED, HIGH
doses. A post hoc Bonferroni of the time-point effect
on the serum samples revealed significantly higher CAF
concentration changes at the 30" vs 90" (»=0.040) and at

the 60’ vs 90’ time-points (p=0.035); however, the CAF
concentrations at the 30’ and 60’ time-points have been
not statistically different (p>0.05). For the time-point
main effect of saliva samples, higher CAF concentration
changes were detected at the 30" vs 60’ (p<0.001) and 90’
(p<0.001) time-points; 60’ and 90’ time-points have been
not statistically different (p>0.05) (Table 2; Fig. 3, Sup-
plemental Table S2).
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For the PRX variables, GLM analysis revealed a sig-
nificant effect of the D*TP interaction in both the serum
(p<0.001) and saliva (p=0.017) samples. Pairwise post
hoc comparison of the serum D*TP interaction with
the Bonferroni test showed higher PRX concentra-
tion change at the 60" than at the 90’ time-point for the
LOW (p=0.015) dose. At the MEDIUM dose, a lower
PRX concentration change was observed at the 30" vs
60" (p=0.018); however higher change was observed at
the 60’ vs 90’ (p=0.037) time-points. With respect to the
HIGH dose, higher PRX concentration change occurred
at 60’ than at 30’ (p<0.001) and 90’ (p<0.001). All of
the doses (LOW, MEDIUM, and HIGH) were character-
ized by significantly higher PRX concentration changes
than in the PLA (p<0.001) at each time-point. Addition-
ally, at the LOW dose in 30, 60" and 90’ time-points, the
change in the PRX concentration was significantly lower
vs HIGH (p<0.001) dose, and at the 60’ and 90’ time-
points of MEDIUM (p<0.001). Moreover, pairwise post
hoc comparison of the saliva D*TP interaction with the
Bonferroni test revealed significantly lower PRX concen-
tration changes at 30’ vs 90’ for the LOW (p=0.016) and
MEDIUM (p<0.001) doses and at 30’ vs 60’ (p=0.019)
and 90’ (»<0.001) for the HIGH dose. Additionally, at
the LOW dose at the 60’ and 90’ time-points, the change
in the PRX concentration was lower than that at the
MEDIUM (p=0.002; p<0.001) and HIGH (p<0.001;
p<0.001) doses. All time-points of MEDIUM and
HIGH doses showed higher PRX concentration change
(p<0.001) in comparison with all PLA time-points.
(Table 2; Fig. 3, Supplemental Table S2).

The GLM analysis also revealed significant differ-
ences in terms of the D main effect in both the serum
(p=0.009) and saliva (p=0.018) samples in terms of
the PRX/CAF RATIO. In the serum, post hoc Bonfer-
roni analysis revealed differences between the PLA vs
MEDIUM (p=0.018) and HIGH (p=0.002) doses in
terms of the D main effect, with a decrease in the PRX/
CAF RATIO after MEDIUM and HIGH dose, and an
increase after PLA. The difference between the LOW dose
and PLA was not significant; however, a decrease in the
PRX/CAF RATIO was also observed after the LOW dose.
Saliva PRX/CAF RATIO variables post hoc Bonferroni
analysis revealed differences between the PLA vs LOW
(p=0.025), MEDIUM (p=0.002) and HIGH (p<0.001)
doses in terms of the D main effect, with a decrease in
the PRX/CAF RATIO at all doses successively and an
increase after PLA. In the serum and saliva samples, post
hoc Bonferroni analysis of the time-point effect revealed
no statistically significant differences (Table 2; Fig. 3,
Supplemental Table S2).
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CYP1A2 enzyme activity
For the prediction of the PRX/CAF RATIO variables
at 6 h after CAF ingestion (CYP1A2 enzyme activity),
a GLM showed a statistically significant main effect of
D. A post hoc Bonferroni showed differences between
the BASE vs LOW (p=0.004), MEDIUM (p<0.001) and
HIGH (p<0.001) doses and between the PLA vs LOW
(p<0.001), MEDIUM (p<0.001), and HIGH (p<0.001)
doses, with lower variables occurring after CAF supple-
mentation. There were no significant differences between
the LOW, MEDIUM and HIGH doses (Table 3, Supple-
mental Table S1).

All the GLM results are presented in Tables 2 and 3,
with additional graphic representation of these results in
Fig. 3.

SNP of CYP1A2

There were no significant interactions of the CYPIA2
genotype with CAF, PRX, or PRX/CAF RATIO in serum
or saliva or with CYP1A2 enzyme activity (effects pre-
sented in Table 3 and Supplemental Tables S1 and S2).

Discussion

To our knowledge, this is the first study evaluating the
effect and differences between three different doses of
CAF or PLA on the changes in the concentrations of
CAF, PRX and PRX/CAF RATIO at different time-points
in both the serum and saliva during a study protocol
involving moderately trained people, additionally taking
into account CYP1A2 enzyme activity and the CYPIA2
gene. We demonstrated that, in line with our hypothesis,
the higher the CAF dose was, the greater the changes
in the CAF and PRX concentrations in both the serum
and saliva. Nevertheless, contrary to our hypothesis, the
peak change in CAF concentration from pre-supple-
mentation was elicited not 60 but 30 min after intake;
CYP1A2 enzyme activity was not dose-dependent, and
the CYP1A2 genotype had no interaction with enzyme
inducibility.

As mentioned above, in our study, CAF and PRX con-
centrations were measured in two biological human
matrices. We revealed moderate to strong correlations
between serum and saliva CAF and PRX concentrations,
indicating the possibility of the common use of less inva-
sive saliva sampling under exercise conditions. However,
with respect to CAF, the dependent variables (in saliva
to serum) were explained in 79% and PRX in 61%. The
good correlation observed in the literature between CAF
concentrations in serum and saliva indicates that saliva
analysis can be efficiently used to reliably reflect CAF
concentrations in serum [28]. In a systematic analysis,
Grzegorzewski et al. [14] performed linear regressions
to quantify the relationships between saliva and blood-
based CAF and PRX measurements. The resulting scaling
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factors and Pearson correlation coefficients between
saliva to blood-based concentrations of CAF and PRX
were 0.79 and 0.68 and 0.84 and 0.76, respectively.

Although current guidelines recommend CAF intake
of 3-6 mgc,p/kggy 30—60 min before the commence-
ment of exercise [7], owing to its effect on the central
nervous system, CAF is suspected to be the most ergo-
genic toward the end of exercise, when perceived effort
is increased [29, 30]. Nevertheless, research has shown
that after the plasma CAF concentration reaches its peak,
it can remain at a steady elevated state even for several
hours after intake [31].

Importantly, in contrast to our study, in the majority of
research the assessment of CAF or CAF metabolites con-
centrations was performed solely in serum or plasma (as
not the main but rather additional purpose), and blood
was taken only at pre-supplementation time-point and
one other time-point. Moreover, most exercise studies
reported that the concentration of CAF at pre-supple-
mentation time-point after 24 h of abstinence was usu-
ally ‘zero’; nevertheless, the measured levels may be in
fact above zero [32] (ranging from 0.1 to even 5.0 pg/mL
[33]). Although the participants were subjected to 24 h
of abstinence, similar concentrations were also observed
in our study; for this reason, we adopted the method of
adjusting the values and assessing the changes in CAF
and PRX concentrations from standardized zero levels at
the pre-supplementation time-point. Furthermore, it has
been shown that major ergogenic effects are unlikely to
be induced with doses lower than 3 mgc,/kggy, where
plasma levels are 2.91-3.88 ug/mL [34]. On the basis of
only one previous study [31] analyzing CAF concentra-
tions in plasma at three CAF doses, it was concluded that
the MEDIUM CAF dose (6 mgc,p/kggy) may increase
CAF plasma levels up to 7.76 ug/mL and that the HIGH
CAF dose (9 mg¢,p/kggyy) up to 11.64—13.58 pg/mL after
60 min of intake. Additionally, it was simultaneously
shown that the PRX level did not differ between the 6 and
9 mgcap/kgpy, suggesting that hepatic CAF metabolism
has been already saturated earlier.

Generally, previous studies, including exercise studies,
have shown similar values of mean peak CAF concen-
trations in serum/plasma after CAF intake. The results
ranged from 3.90 to 8.19 pg/mL [35-41] for CAF and
from 1.08 to 1.60 pg/mL [36, 38, 42] for PRX. Neverthe-
less, studies have demonstrated that the time to the CAF
peak has large inter-individual variations [43, 44]. More-
over, it was speculated that achieving peak serum/plasma
concentrations prior to endurance exercise may not be
the most important factor in the maximization of CAF
ergogenic potential. The other possible explanation may
be the CAF concentration at the site of action (in the cen-
tral nervous system or muscle cells), which is currently
impossible to measure. Another possible factor might be
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the effect of CAF metabolites or the achievement of peak
concentration later in endurance exercise, when fatigue
and effort perception are heightened [41].

In our study, the CAF concentration was markedly
dependent on the CAF dose (the highest at HIGH dose).
Interestingly, the peak change occurred at each dose
from 0’ to 30; and then, the level was maintained until
90; suggesting serum CAF sustainability. This could be
recognized as a valuable observation in the scientific
and practical background. Simmonds et al. [38] dem-
onstrated that 5 mgq,p/kggy (in comparison with PLA)
significantly elevated the CAF plasma concentration after
60 min of intake and improved supramaximal cycling in
highly trained male cyclists. In a study by Sampaio-Jorge
et al. [39], where recreationally trained male cyclists were
supplemented with capsules containing 6 mgc,p/kggy; or
PLA, significant time and treatment main effects on CAF
serum concentrations were observed. However, again,
blood samples were taken solely at pre-supplementation
time-point and 60 min after the intake of CAF. In a study
by Stadheim et al. [40] ten healthy highly trained male
cross-country skiers were supplemented with 6 mgg,y/
kggy or PLA 75 min before the cross-country perfor-
mance test (C-PT). Blood samples for CAF concentra-
tion analysis were taken more often - at rest, 35 min after
ingestion, after the last workload on the incremental test
and 1 and 14 min after the performance test. Ingestion
of CAF increased plasma concentrations to approxi-
mately 7.8 pg/mL before 8-km C-PT, and, similarly to
our results, it remained at a similar level throughout the
exercise trial [40]. Furthermore, in a study by Mesquita
et al. [45] blood samples were collected after the intake
of 6 mg,p/kgpy, immediately after the fatigue protocol
and 6 h after intake, and the results demonstrated that
the CAF serum concentration increased over time, with
a peak level of ~8.51 pug/mL after 60 min of ingestion,
which contradicts our results. Nevertheless, it is impor-
tant to note that in this study, CAF was ingested in the
form of capsules, not in powder form, as in our study.
Additionally, the serum levels significantly decreased
after the “fatigue protocol” (sets of 40 bilateral rebound
jumps until task failure) and 6 h later. Bell et al. [46]
examined the duration of the CAF ergogenic effect after
the ingestion of 5 mg,r/kgg), and registered significantly
elevated CAF plasma concentrations throughout exer-
cise. Nevertheless, this variable remained constant for
trials conducted 3 and 6 h after ingestion, and its concen-
trations determined 1 and 3 h after ingestion were greater
than those for the trial conducted 6 h after ingestion. In a
more complex study, by Conway et al. [47], 3 or 6 mg,p/
kgpy (capsules) or PLA was administered 60 min before
exercise, and additionally another 3 mg,p/kggy, (where
the previous dosage was also 3 mgg,p/kggy,) 45 min into
exercise was given to the participants. Blood samples
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were drawn at pre-supplementation time-point, 30 and
60 min after the first supplementation; and additionally
30, 45, 60, and 90 min after the start of exercise and at the
end of exercise (120 min after its onset). Similarly to the
current work, CAF plasma concentrations increased in a
dose-related manner. Its level was significantly elevated
after 30 min but peaked within 90 min in the high-dose
group. The lower CAF group exhibited an initial peak
after 30 min, which was then followed by a slow decline
until the second supplementation. Additionally, the CAF
concentration was significantly higher in the higher dose
group until 60 min into exercise, when the concentra-
tions were similar [47]. In a study by Skinner et al. [41] 14
cyclists and triathletes consumed 6 mgc,p/kgpy or PLA
either 60 min prior to completing a 40 km time trial or
when the start of exercise coincided with the individual
peak serum CAF concentration, which was determined
from a separate ‘CAF profiling’ session involving moni-
toring CAF concentrations in the serum every 30 min
over a 4 h period. Surprisingly, the CAF peak concen-
tration (~6.4 pg/mL) occurred as late as 120/150 min
after intake, but significant performance improvements
were noted when CAF was consumed 60 min prior to
exercise. It was then concluded that the ergogenic effect
of CAF may not be related to the peak CAF concentra-
tion in the serum at the onset of endurance exercise.
The second study by Skinner et al. [48] showed that the
peak CAF serum concentration (~6.79 pg/mL) was also
achieved as late as 120-180 min after the ingestion of
6 mgcar/kgpy. In the third study by Skinner et al. [49]
the serum was analyzed for the CAF concentration at 6
time-points over 4 h following 6 or 9 mg,¢/kgpy (fasted
vs fed conditions). It was shown that this CAF time to
peak occurred 60 min after ingestions for fasted trials
compared with 120 and 180 min after ingestions for fed
trials (carbohydrate consumption with CAF). Moreover,
a higher dose resulted in a greater CAF peak in the fed
condition than in the moderate dose in the fasted con-
dition. The authors suspected that if an athlete was to
consume a meal within 60 min of exercise, then a higher
CAF dose may be needed to achieve the same serum con-
centrations as a moderate dose taken when fasted. Fur-
thermore, Davenport et al. [30] investigated the optimal
timing of a 200 mg CAF-containing supplement on exer-
cise performance [a) 35 min before the 30 min steady-
state cycling (SS); b) at the onset of SS, or ¢) immediately
before the 15 min time trial]. Blood samples were taken
at five time-points. CAF plasma concentrations increased
under all experimental conditions, and there was a sig-
nificant interaction effect, with peak values observed at
different time-points [30]. Although the intake of 1.5-3
mgcar/kgpy at around 60 min before the cycling time
trial may improve performance [50], the same intake at
approximately 180 min before the trial does not explicit
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similar results [51]. This finding suggests that elevated
plasma CAF may not be the only mechanism responsible
for improved performance but rather the optimal timing
of the ingestion of a low dose of CAF.

In our study, the CAF dose increased the PRX con-
centration in the serum, and the change in the PRX con-
centration was also the greatest with the HIGH dose and
increased gradually until 60; when its peak was reached.
There are only sparse studies measuring PRX concentra-
tion after CAF intake. Simmonds et al. [38] demonstrated
elevated (p=0.006) PRX plasma concentrations after
60 min of 5 mg,/kgg), intake in comparison with PLA.
Similarly to our results, Conway et al. [47] showed that
the PRX plasma concentration was significantly greater
in the higher CAF dose group. However, the authors
reported that the increase in the PRX concentration
occurred at a slower rate, and no peak was observed, as
it continued to increase throughout exercise [47]. Addi-
tionally, the PRX concentrations were greater with higher
CAF intake and under fasted conditions. The authors
suspected that if PRX contributes to the ergogenic CAF
potential, the reduced PRX concentration observed fol-
lowing a pre-exercise meal may even limit the ability of
CAF to enhance performance [49]. Davenport et al. [30]
reported that PRX plasma concentrations increased over
the duration of the trial and that there was a main effect
for condition, with PRX concentrations being higher at
the CAF intake point of 35 min before exercise. Inter-
estingly, although CAF was elevated before and during
the exercise test with all strategies, PRX was elevated
only prior to exercise when the supplement was ingested
35 min before exercise (the most currently postulated
strategy with ergogenic effects) [30].

In terms of saliva measurements, our study revealed
that the change in the CAF concentration in saliva
was also the greatest in HIGH dose. The peak change
occurred from 0’ to 30; nevertheless, in contrast to
serum, we observed further significant differences
between time-points, which suggested lower sustain-
ability in saliva, which was probably influenced by other
factors. Furthermore, the CAF dose increased the PRX
concentration in the serum, and the change in the PRX
concentration in the serum was also the greatest in
HIGH dose. The saliva PRX peak was not achieved at the
60’ time-point for each dose, but increased gradually at
least until the 90’ time-point. In another study, measur-
ing saliva, Zawieja et al. [23] collected saliva samples at
pre-supplementation time-point, 45 min post-ingestion
of 5 mg,/kgpy and post-exercise (120 min post-inges-
tion) to quantify the CAF and PRX concentrations. The
CAF concentration increased 30-fold and was approxi-
mately 20 times greater than that during the PLA trial
at 45 min post-ingestion and decreased post-exercise. In
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turn, the PRX concentration increased 2.5 times 45 min
post-ingestion and then increased further to the next
time-point.

Notably, in our study, serum CAF concentration
changes did not differ significantly between the 30" and
60’ time-point, suggesting the possibility of attaining
an earlier plateau, causing a peak in CAF was achieved
before exercise. Davenport et al. [30] observed this at
approximately 50 min after CAF ingestion, which is in
contrast with other studies showing peak CAF concentra-
tions between 75 and 120 min post supplementation [4,
47, 52]. Interestingly, it has been suggested that perfor-
mance improvements caused by a reduction in perceived
exertion may be mediated not only by CAF but also by
increased PRX concentrations [30]. It may be concluded
that when the plasma CAF concentration decreases, the
PRX concentration may still increase, with no indica-
tion of a plateau even after 180 min [47]. Its increase in
plasma occurs at a slower rate than that of CAF during
the period of 60 min [32].

Additionally, we measured CYP1A2 enzyme activity
via the mean time-corrected PRX/CAF RATIO in saliva
and demonstrated that there was no CAF dose-depen-
dency. Previously, a number of different biological human
matrices and metrics, such as urine, plasma, serum, and
saliva, have been employed, and CAF has been used as a
probe for measuring CYP1A2 enzyme activity. The PRX/
CAF concentration ratio at a single time-point correlates
with apparent CAF clearance [12]. Metabolic phenotyp-
ing with PRX/CAF RATIO is time dependent (ratios
increasing with time) and there is a clear CAF-dose
dependency (smaller CAF doses increase the metabolic
ratio) [14]. Although, it was demonstrated that to reliably
assess CYP1A2 enzyme activity, no 24 h CAF abstinence
is needed [12], in our study, this abstinence was followed
by participants. The ‘gold standard’ for CYP1A2 enzyme
activity estimation is considered to be the saliva molar
PRX/CAF RATIO 6 h after CAF intake, owing to its best
correlation with intrinsic CAF/PRX clearance [8, 24]. On
the basis of these data, Urry et al. [8] developed a method
enabling the adjustment of the CYP1A2 enzyme activity
values to the optimal values and required 6 h post-dose
sampling time-point. This novel technique accounts for
the varied time intervals between CAF intake and saliva
sampling. Perera et al. [12] quantified plasma and saliva
CAF concentrations at different time-points after the
ingestion of 100 mg of CAF. No significant difference was
found between the PRX/CAF AUC,_,, ratio in plasma
(0.79) and saliva (0.78) during the CAF abstinence period
and during no abstinence (0.83 and 0.85, respectively). In
particular, the PRX/CAF RATIO at 4 h demonstrated a
strong correlation with all the reference metrics, such as
CAF clearance or plasma CAF/PRX. Moreover, a study
conducted in healthy males and females [53] assessing
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CAF as a probe for CYP1A2 enzyme activity reported
no evidence of dose dependency. It was also concluded
that even with high CAF consumption, steady-state con-
centrations are too low to saturate CYP1A2-mediated
metabolism [13]. Considering the habitual intake of cof-
fee, people who usually drink more than three cups/day
usually have significantly higher normal CYP1A2 enzyme
activity than individuals who usually consume less. This
finding suggests that cessation of regular CAF intake
before the measurement of CYP1A1l activity may have
resulted in its decrease during the study; thus, it may not
reflect an individual’s usual CYP1A2 activity [13].

In our study, the functional rs762551 polymorphism of
the CYP1A2 gene was analyzed, but no interaction with
CYP1A2 enzyme activity was found. It is a demonstrated
determinant of inducible CYP1A2 activity, by which gen-
otypes may be labeled ‘highly inducible’ (AA) and ‘less
inducible’ (AC, CC) [8, 54]. On the basis of the literature,
AA homozygotes may metabolize CAF more quickly and
perceive a greater ergogenic effect [55]. In this case, it
would appear that PRX may be a more potent adenosine-
receptor antagonist, which is elevated sooner in the AA
genotype [30]. Nevertheless, several authors [8, 56—59]
have demonstrated that there is no significant effect of
this SNP on CYP1A2 enzyme activity, as measured by
the PRX/CAF RATIO or the mean time-corrected PRX/
CAF RATIO, indicating that this CYPIA2 genotype is
not a robust predictor of the CYP1A2 phenotype. The
—163 C> A polymorphism is correlated with RATIO only
in smokers [58], since the more pronounced increase in
CYP1A2 enzyme activity caused by this genetic variation
is only observed in current smokers. Smokers with the
—163 C/C genotype have been shown to have 40% lower
plasma PRX/CAF RATIO than those with the —163 A/A
genotype, while no influence of this polymorphism has
been detected among nonsmokers [57]. Interestingly,
according to Davenport et al. [30] although regular exer-
cise increases CYPIA2 expression, it seems that ‘slow
metabolizers’ may be able to overcome any genetic disad-
vantage with training to increase CYP1A2 enzyme activ-
ity sufficiently.

Limitations

Notably, our research has several limitations. Firstly,
we examined the CAF and PRX concentrations at dif-
ferent time-points over a relatively short period of time
(0-90 min); the sampling was not constant over a long
period of time, which prevented us from measuring the
AUC, and we were not able to measure the possible peak
of PRX, as it is believed to peak further than 90 min. Sec-
ondly, examining the PRX/CAF RATIO only at these
time-points probably influenced the possibility of ade-
quate CYP1A2 enzyme activity measurement. It is estab-
lished that early and late time-sampling are least suitable
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for phenotyping because at these time-points, concen-
trations may be low, resulting in relatively high random
errors and thus a low single to noise ratio. Additionally,
in this early stage, the distribution phase of the substance
and its absorption and kinetics may further influence
the outcome of metabolic ratios. Moreover, metabolic
phenotyping with PRX/CAF RATIO is strongly time
dependent (the ratio increases with time), and smaller
CAF doses and concentrations increase the metabolic
ratio (explaining why BASE and PLA values were pro-
foundly higher) [8, 14, 32]. Nevertheless, as we were
aware of this methodological issue, we used a previously
developed method to adjust the CYP1A2 enzyme activ-
ity to the optimal 6 h after CAF administration sampling
[8]. Moreover, the CYPIA2 genotypes results should be
accounted with caution due to relatively small sample of
’fast metabolizers’ among the studied participants. Nev-
ertheless, in accordance with the Hardy-Weinberg prin-
ciple, the frequency of CYPIA2 SNP in the population
is approximately 45% for AAs, 45% for ACs and 10% for
CCs [9]. Finally, although we included both males and
females in the study protocol, because of the participa-
tion of both sexes in CrossFit/HIFT training, we were not
able to perform sex-dependent analyses differentiating
CATF effects between sexes (uneven groups).

Strengths

The unquestionable strengths of our study were its mul-
tiple crossover design protocol and the implementation
of three different CAF doses, as well as the PLA, in HIFT-
trained participants. Secondly, as the first study, we
analyzed both serum and saliva CAF and PRX concentra-
tions at different time-points in moderately trained peo-
ple and measured their CYP1A2 enzyme activity. Thirdly,
taking into account the possibility of higher than zero
CAF pre-supplementation concentrations, we assessed
the effects of CAF on CAF and PRX changes from the
pre-supplementation time-point. Furthermore, we used a
saliva to serum regression model, which to some extent
accounted for changes in CAF or PRX concentrations
with time in saliva (concentrations decreased over time)
and serum (more constant). In addition, we calculated
the required sample size, which was met by the number
of participants who took part in the study. Furthermore,
all study participants were habitual CAF users who main-
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change in CAF concentration was elicited 30 min after
intake, suggesting discrepancies from current CAF sup-
plementation recommendations. Additionally, the ear-
lier CAF plateau and possible late PRX plateau obtained
in this study may be important scientific and practical
indicators. Nevertheless, there was no evidence of a CAF
dose effect on CYP1A2 enzyme activity, nor was there an
interaction of the CYPIA2 genotype with enzyme induc-
ibility. Finally, a correlation between serum and saliva
CAF and PRX concentrations was observed, indicating
the possibility of common, interchangeable use of less
invasive saliva sampling in exercise studies. Future stud-
ies should focus on common measurements of CAF and
its metabolites in relation to performance and the possi-
bility of achieving peak concentrations later in exercise,
when fatigue occurs.

Practical implications

Our research on CAF supplementation in athletes high-
lights several key practical implications for sports nutri-
tion. Firstly, our results demonstrating peak CAF levels
occurring around 30 min post-ingestion may possibly
shorten the recommended timing of CAF intake prior to
exercise. Moreover, the revealed sustained elevated CAF
levels for up to 90 min suggest prolonged ergogenic ben-
efits during exercise. Additionally, while CAF’s central
nervous system effects are likely most beneficial toward
the later stages of exercise when fatigue and perceived
effort increase, our study suggests that the ergogenic ben-
efits may not be strictly tied to peak CAF concentrations
at the start of exercise. Secondly, our study also empha-
sizes the relevance of PRX, which continues to increase
in concentration even after CAF begins to decline, peak-
ing much later. This delayed increase in PRX might con-
tribute to performance improvements, particularly in
reducing perceived exertion toward the end of prolonged
activities. Furthermore, the moderate to strong correla-
tion between serum and saliva concentrations of both
CAF and PRX indicates that saliva sampling could serve
as a less invasive and practical alternative for monitor-
ing these compounds in athletic settings. This nuanced
understandings offers athletes and coaches insights into
optimizing CAF intake for exercise performance.
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