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DANE O KANDYDATCE

Data uzyskania tytutu magistra: 30.06.2008 r.

Nazwa jednostki organizacyjnej, w ktérej nadany zostat tytul: Wydzial Nauk o Zywnosci
i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.

Kandydatka nie ubiegala sie uprzednio o nadanie stopnia doktora.

Aktualne miejsce pracy: Akademia Wychowania Fizycznego im. Eugeniusza Piaseckiego
w Poznaniu, Zamiejscowy Wydziat Kultury Fizycznej w Gorzowie Wielkopolskim,
Zaktad Nauk Biologicznych.

Zajmowane stanowisko: od 1.02.2021 r. - asystent.
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WYKAZ SKROTOW

ANOVA (ang. analysis of variance) - analiza wariancji
ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) - test immunoenzymatyczny

EIGS (ang. exercise-induced gastrointestinal syndrome) - zesp6t zotagdkowo-jelitowy wy-
wotany wysitkiem fizycznym

Ex-GIS (ang. exercise-associated gastrointestinal symptoms) - objawy zotgdkowo-jelitowe
wywotane wysitkiem fizycznym

[-FABP (ang. intestinal fatty acid binding protein) - jelitowe biatko wigzace kwasy ttusz-
czowe

IL-6 (ang. interleukin 6) - interleukina 6

La (ang. lactate) - mleczan

LBP (ang. lipopolysaccharide-binding protein) - biatko wigzace lipopolisacharydy
LPS (ang. lipopolysaccharide) - lipopolisacharydy

SCFA (ang. short-chain fatty acids) - krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe

TLR (ang. toll-like receptors) - receptory toll-podobne

VOZmax (ang. maximal oxygen consumption) - putap tlenowy
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STRESZCZENIE

Wstep. Podtrzymywanie integralnosci bariery jelitowej stanowi kluczowy element w utrzy-
maniu homeostazy organizmu. Dysbioza jelitowa jest zjawiskiem obserwowanym w kon-
tekscie licznych schorzen, takich jak alergie, depresja, zaburzenia ze spektrum autyzmu
oraz zespot jelita drazliwego. Wsréd dowodéw naukowych wskazuje sie, Ze umiarkowany
wysitek fizyczny moze korzystnie modulowac¢ sktad mikrobioty jelitowej poprzez stymu-
lacje wzrostu bakterii produkujacych krétkotanicuchowe kwasy ttuszczowe (SCFA) oraz
kwas mlekowy. Jednakze intensyfikacja obcigzenia treningowego oraz wydtuzenie czasu
trwania wysitku fizycznego moga przyczyniac sie do zaburzenia integralnos$ci bariery je-
litowej. Wptyw wysitku fizycznego na funkcje bariery jelitowej zostat szeroko zbadany
w dyscyplinach wytrzymatosciowych, takich jak bieganie czy kolarstwo. Jednakze ogra-
niczona liczba badan dotyczy zmian przepuszczalnosci jelit w sportach o znacznie krot-
szym czasie trwania wysitku, takich jak wioslarstwo. W zwigzku z tym celem niniejszego
badania byta ocena wptywu 2000 m testu wysitkowego na ergometrze wioslarskim na
integralnos$¢ bariery jelitowej u elitarnych wio$larzy, przeprowadzonego podczas dwoch
réznych okreséw rocznego cyklu treningowego.

Metody. Wszystkie badania przeprowadzono w Centralnym OSrodku Sportu w Watczu,
w dwéch etapach: Test I - w okresie przygotowawczym oraz Test Il - w okresie bezpo-
Sredniego przygotowania startowego. Do badania zakwalifikowano zawodnikéw Polskiej
Kadry Wioslarskiej, spetniajacych okreslone kryteria wtgczenia i wytaczenia. Uczestnicy
wykonywali standardowy 2000 m test wysitkowy na ergometrze wioslarskim. Probki
krwi pobrano rano po catonocnym poscie, nastepnie 1 min po zakonczeniu testu oraz
po 1 h restytucji. Stezenia markeréw integralnos$ci bariery jelitowej, takich jak: jelito-
we biatko wiazace kwasy ttuszczowe (I-FABP), lipopolisacharydy (LPS), biatko wigzace
lipopolisacharydy (LBP), zonulina oraz interleukina 6 (IL-6), oznaczono z wykorzysta-
niem odpowiednich metod biochemicznych. W pierwszym opracowanym artykule prze-
analizowano zmiany wybranych wskaznikow pod wptywem testu przeprowadzonego
w okresie bezposredniego przygotowania startowego, szczegdlnie wymagajacego etapu
rocznego cyklu treningowego, charakteryzujacego sie intensywnym obcigzeniem fizycz-
nym i psychicznym. Badanie objeto 18 zawodnikéw kadry narodowej. Natomiast w dru-
gim artykule poréwnano wyniki uzyskane w dwéch odmiennych okresach cyklu trenin-
gowego (n =10).

Wyniki. W pierwszej publikacji, po jednorazowym tesScie na dystansie 2000 m, przepro-
wadzonym w okresie bezposredniego przygotowania startowego (n = 18), nie zaobserwo-
wano istotnych zmian w stezeniach I-FABP, LBP, LPS oraz zonuliny przed wysitkiem i po
nim. Jednakze poziom markera I-FABP wzrést w okresie restytucji, a stezenie LBP ulegto
obniZeniu w tym samym czasie. Pozostate wskazniki nie wykazywaty istotnych zmian.

W drugiej publikacji, w ktorej poréwnywano testy przeprowadzone w dwoch réznych
okresach rocznego cyklu treningowego (n = 10), nie stwierdzono istotnych statystycznie
zmian w trzech punktach pomiarowych w ramach Testu I i Testu Il w zakresie marke-
réw integralnosci bariery jelitowej oraz stanu zapalnego. Zaobserwowano jednak réz-
nice w odpowiedzi bezposrednio po wysitku pomiedzy testami - poziomy I-FABP i IL-6
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byty wyzsze w Te$cie I. Ponadto spoczynkowe stezenie LPS byto istotnie nizsze w TesScie 11
w porownaniu z Testem L.

WhiosKi. Intensywny wysitek fizyczny podejmowany w trakcie cyklu treningowego moze
wptywac na integralnosc¢ bariery jelitowej u zawodnikéw uprawiajacych wioslarstwo. Ob-
serwowane podwyzszenie marker6w uszkodzenia bariery jelitowej po wysitku, zareje-
strowane na poczatku cyklu, sugeruje, Ze wtasciwie zaplanowany program treningowy
moze skutecznie minimalizowac te zaburzenia poprzez uruchomienie mechanizmoéw ada-
ptacyjnych.
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ABSTRACT

Introduction. Maintaining the integrity of the intestinal barrier is essential for overall
health. Intestinal dysbiosis has been observed in various diseases, including allergies, de-
pression, autism, and irritable bowel syndrome. Numerous studies suggest that moderate
physical exercise may benefit the composition of the intestinal microbiota by stimulating
the growth of bacteria that produce short-chain fatty acids (SCFA) and lactic acid. Howe-
ver, increasing the intensity and duration of physical activity may compromise the integri-
ty of the intestinal barrier. The effects of exercise on intestinal barrier function have been
extensively studied in endurance sports like running and cycling. However, knowledge
about intestinal permeability in other sports, such as rowing, remains limited. Therefore,
we conducted a study to examine the effects of a 2000 m rowing ergometer test on intesti-
nal barrier integrity in elite rowers at two phases of the annual training cycle.

Methods. The test was conducted twice at the Central Sports Centre in Watcz: during the
preparatory period (Test I) and the immediate pre-competition period (Test II). Rowers
from the Polish Rowing Team were selected based on predefined inclusion and exclusion
criteria. Participants performed a standardized 2000 m test on a rowing ergometer. Blood
samples were collected in the morning after an overnight fast, one minute after exercise,
and after one hour of recovery. The concentration of intestinal fatty acid binding prote-
in (I-FABP), lipopolysaccharide (LPS), lipopolysaccharide-binding protein (LBP), zonulin,
and interleukin 6 (IL-6) were measured using appropriate biochemical tests. Since the
immediate pre-competition period is the most physically and mentally demanding phase
of training for athletes, the first part of the study examined 18 national team athletes
(n = 18). In the second phase of the study, results from both training phases were com-
pared among 10 participants (n = 10).

Results. In the first publication, no changes were observed in I-FABP, LBP, LPS, and zo-
nulin levels before and after exercise. However, I-FABP levels increased during recovery,
while LBP levels simultaneously decreased. The remaining markers did not show any sig-
nificant changes.

In a second publication, which compared tests conducted during two different phases
of the annual training cycle (n = 10), no statistically significant changes were observed
across the three time points within Test I and Test Il regarding markers of intestinal in-
tegrity and inflammation. However, differences in the immediate post-exercise response
between the tests were noted, with higher levels of I-FABP and IL-6 observed in Test I.
Additionally, resting concentrations of LPS were significantly lower in Test Il compared
to Test I.

Conclusions. Intensive physical activity performed during the training cycle appears to
affect the integrity of the intestinal barrier in elite rowers. Moreover, the elevated levels
of intestinal integrity markers after exercise, observed at the beginning of the training
period, suggests that properly planned training plan may effectively minimize intestinal
damage through adaptive mechanisms.

8 ROZPRAWA DOKTORSKA AWF



1. wsTEP

Badanie czynnikéw wptywajacych na integralnos¢ bariery jelitowej stato sie obiektem
zainteresowania naukowcow z réznych dziedzin na catym Swiecie. Zaburzenia sktadu
mikrobioty jelitowej (dysbioza), ktére przyczyniaja sie do uszkodzenia bariery jelitowej,
zaobserwowano w przebiegu wielu schorzen, takich jak: otytos$¢, depresja, zespét jelita
drazliwego i alergie (Hills i in. 2019). Wysitek fizyczny rowniez wptywa na mikrobiote je-
litowa. Umiarkowana aktywno$¢ fizyczna sprzyja utrzymaniu integralnosci bariery jelito-
wej poprzez zwiekszenie liczby bakterii wytwarzajgcych krétkotancuchowe kwasy ttusz-
czowe (ang. short-chain fatty acids, SCFA) i kwas mlekowy. Zwiekszenie intensywnosci
oraz czasu trwania wysitku fizycznego moze prowadzi¢ do rozrostu bakterii patogennych,
a w konsekwencji - do zaburzenia integralnosci bariery jelitowej i rozwoju endotoksemii
(Dziewiecka i in. 2022). March i in (2017) zaobserwowali, Ze juz 20-minutowy intensyw-
ny bieg ma potencjalny wptyw na zachowanie integralnosci bariery jelitowej. Pomimo ro-
sngcego zainteresowania tym zagadnieniem aktualny stan wiedzy na temat integralnosci
bariery jelitowej u wioslarzy poddawanych intensywnemu wysitkowi fizycznemu w rocz-
nym cyklu treningowym pozostaje ograniczony, co uzasadnia przeprowadzenie niniejsze-
go badania.

Budowa bariery jelitowej
Bariera jelitowa jest postrzegana jako dynamiczna jednostka zdolna do interakcji i ada-
ptacji w odpowiedzi na roznorodne bodZce. Strukturalnie i funkcjonalnie wykazuje znacz-
ng zmienno$¢ wzdtuz catego przewodu pokarmowego. Struktura bariery jelitowej obej-
muje trzy warstwy, ktore sktadaja sie na kompleksowy system regulacyjny zapewniajacy
integralnosc¢ jelita oraz regulacje przepuszczalnos$ci, w odpowiedzi na r6znorodne bodzce
Srodowiskowe i fizjologiczne (Haroun i in. 2023).

Pierwszym komponentem strukturalnym bariery jelitowej jest mikrobiota jelitowa
(ryc. 1). Pojecie mikrobioty jelitowej odnosi sie do kompleksu mikroorganizmow

s, 4 ' Mikrobiota
' N jelitowa
=2 B=f De= BB E—. 4z
I I D I D O N e e
(1 P rr It 1o / ' I\_Ial?*onER
T 1T T 11 1T 1 B | Jelltowy
(1 P P 1§ 11 1 1

Zrédto: opracowanie wiasne wg Hauron i in. 2023.

Rycina 1. Schemat budowy bariery jelitowej

AWF ROZPRAWA DOKTORSKA 9



zasiedlajgcych $wiatto jelita. W populacji oséb dorostych szacuje sie, Ze mikrobiota jelito-
wa obejmuje okoto 1000 miliardow komorek bakteryjnych z ponad 250 r6znych gatunkow
bakterii, a takze grzybow, wiruséw i archeonéw. Przewazajgce rodzaje bakterii jelitowych
u ludzi to gtéwnie Firmicutes (60-80%) i Bacteroidetes (20-40%), z mniejszym udziatem
Proteobacteria i Actinobacteria. Jednak ich wzgledna liczba ulega zmianom w zaleZno$ci
od lokalizacji anatomicznej jelita oraz wykazuje zréznicowanie miedzy poszczeg6lnymi
osobami (Panasiuk i Kowalinska 2020).

Sktad mikrobioty jelitowej podlega zmianom pod wptywem réznych czynnikéw, takich
jak dieta, stosowanie lekdw oraz inne czynniki Srodowiskowe, tj. stres, wiek, choroby. Mimo
to mikrobiota utrzymuje wzgledna stabilnos¢, a sktadniki ja tworzace podlegaja mechani-
zmom homeostazy. Mikrobiota jelitowa odgrywa kluczowa role we wspieraniu réznorod-
nych fizjologicznych funkgcji jelit, m.in. metabolizmu sktadnikéw odzywczych, neutralizacje
mutagendw i kancerogenéw, rozwoju i funkcjonowaniu uktadu immunologicznego, ochro-
ny organizmu przed patogenami, regulacji proliferacji enterocytéw i nabtonka jelitowego,
a takze syntezy SCFA, ktore odgrywajg aktywna role w rozpoczeciu proceséw réznicowania
enterocytéw, modyfikacji powierzchni mikrokosmkoéw (Costa i in. 2022) oraz w wydziela-
niu mucyn, co wedtug Hillsa i in (2019) moze wptywac na integralno$¢ bariery jelitowe;.
Analiza zmian jakoSciowych i iloSciowych w sktadzie mikrobioty jelitowej, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem obecnosci bakterii, takich jak: Clostridium, Eubacterium, Fusobacterium,
Butyrivibrio, Megasphaera, Roseburia oraz Faecalibacterium (Panasiuk i Kowaliniska 2020),
moze wskazywac na potencjalne mechanizmy wspierajgce integralno$¢ bariery jelitowe;.

Drugi komponent bariery jelitowej stanowi ochronna warstwa (ryc. 1). Wydzielany
jest Sluz, zawierajacy lizozym, immunoglobuline A i defensyny, ktére wytwarzajg komorki
Panetha i enterocyty, tworzac homeostatyczne srodowisko (Harouniin. 2023). Natomiast
mucyny, stanowigce cze$¢ sktadowg $luzu, nadaja mu lepka, Zelowg konsystencje (Laskow-
ska i Ugorski 1999). Warstwa $luzu odpowiada za nawilzenie, procesy regeneracji, a tak-
ze zabezpiecza jelita przed dziataniem enzymoéw trawiennych. Jej istotnym zadaniem
jest rowniez kontrolowanie przenikania antygenéw do blaszki wiasciwej btony sluzowej
(Wegrzyniin. 2017).

Ostatnim, trzecim, sktadnikiem bariery jelitowej jest nabtonek jelitowy zbudowany
z pojedynczej warstwy komorek nabtonkowych, sposréd ktérych az 80% stanowig ente-
rocyty (ryc. 1). Warstwa nabtonkowa obejmuje réwniez: komoérki kubkowe (wydzielajace
$luz), komorki Panetha (syntetyzujace defensyny), komoérki enterochromatofilne (uwal-
niajace hormony i neuropeptydy) oraz komorki M (odpowiedzialne za przechwytywanie
antygenow ze Swiatla jelita). Enterocyty sa potaczone kompleksami miedzykomdrkowy-
mi, w ktorych potgczenia Sciste (ang. tight junction), potaczenia przylegajace i desmosomy
reguluja funkcje oraz transport w obrebie bariery nabtonkowej (Haroun i in. 2023). Pod
nabtonkiem blaszka wtasciwa zapewnia ochrone opartg na komérkach odpornosci wro-
dzonej i nabytej, takich jak: komoérki dendrytyczne, komérki B, komérki T i makrofagi.
Dysbioza moze prowadzi¢ do zmniejszenia warstwy $luzu, co umozliwia mikrobiocie zbli-
zenie sie do komorek nabtonkowych. Receptory rozpoznawania wzorcow, takie jak recep-
tory toll-podobne (ang. toll-like receptors, TLR) na komérkach nabtonkowych, oddziatuja
z wzorcami molekularnymi zwigzanymi z patogenami pochodzgcymi od mikrobioty (ang.
pathogen associated molecular patterns), takimi jak lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccha-
ride, LPS), aktywujac odpowiedZ immunologiczna.

Wptyw wysitku na uktad pokarmowy
Objawy Zotadkowo-jelitowe wywotane wysitkiem fizycznym (ang. exercise-associated ga-
strointestinal symptoms, Ex-GIS) sa czesto obserwowane u sportowcéw wytrzymatoscio-
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wych. Natezenie tych objawéw moze sie rézni¢ - od minimalnego dyskomfortu do obja-
woOw o znaczeniu klinicznym. Konsekwentnie te objawy moga prowadzi¢ do przerwania
¢wiczen i/lub rezygnacji z aktywnosci (de Oliveira i in. 2014). Zesp6t zZotgdkowo-jelitowy
indukowany wysitkiem fizycznym (ang. exercise-induced gastrointestinal syndrome, E1GS)
stanowi istotny element patofizjologii zaburzen zotadkowo-jelitowych zwigzanych z wy-
sitkiem fizycznym, obejmujgc zaréwno pierwotne mechanizmy inicjujace, jak i wtérne
nastepstwa towarzyszace rozpoczeciu oraz kontynuowaniu wysitku fizycznego. Przede
wszystkim objawy wynikaja z dwoch gtéwnych szlakéw (ryc. 2). Pierwszym z nich jest
szlak krazeniowo-zotagdkowo-jelitowy, ktéry reguluje przeptyw krwi do aktywnych mie-
$ni i krgzenia obwodowego, co prowadzi do hipoperfuzji trzewnej. W rezultacie docho-
dzi do uszkodzenia nabtonka jelitowego, btony $luzowej jelita oraz wyspecjalizowanych
komorek, takich jak komorki Panetha (produkuja biatka przeciwdrobnoustrojowe), ko-
morki kubkowe (produkujgce $luz) oraz komérki utrzymujace $ciste potgczenia, ktére
zapobiegaja przenikaniu patogenow do krazenia ogélnoustrojowego. W rezultacie naste-
puje rozszczelnienie bariery jelitowej i lokalna reakcja zapalna. Ponadto zwiekszona prze-
puszczalnos¢ jelita umozliwia translokacje bakterii, co moze prowadzi¢ do endotoksemii
i bakteriemii ogélnoustrojowej, wywotujac ogdlnoustrojowa reakcje zapalng (Davison
2012,2021).

Kolejnym szlakiem jest droga neuroendokrynno-zotgdkowo-jelitowa, ktora skutkuje
zwiekszong aktywacja uktadu wspoétczulnego oraz wzrostem hormonoéw stresu, oddzia-
tujac na funkcje jelitowego uktadu nerwowego. W rezultacie dochodzi do zaktécenia mo-
toryki jelitowej i transportu pokarmu. Nastepuje obnizenie absorpcji sktadnikéw odzyw-
czych, co jednoczes$nie zwiekszajg iloS¢ niestrawionej treSci pokarmowej. Ponadto ten
szlak moze wptywac¢ na integralno$¢ bariery jelitowej (Costa i in. 2022).

Dodatkowo istnieje potencjalny trzeci czynnik etiologiczny zwigzany z mechanicznym
obcigzeniem jamy otrzewnej. Wstrzasy, potozenie ciata oraz wysitek fizyczny moga wpty-
wac na integralno$¢ bariery jelitowej, co z kolei moze skutkowa¢ zwiekszong przepusz-
czalno$cig (Costaiin. 2017, 2022).

‘ Stres zwigzany z wysitkiem fizycznym \

\ Szlak krazeniowo-zotgdkowo-jelitowy \ \ Szlak neuroendokrynno-zotgdkowo-jelitowy \
Redystrybucja krwi do miesni Hormony stresu \ Uktad wspotczulny
Hipoperfuzja trzewna Zmieniona aktywnos¢ jelitowego uktadu nerwowego
\ Niedokrwienie trzewne, uszkodzenie \ Zmienione motoryka i transport jelitowy
J Trawienie sktadnikdw odzywczych na granicy rabka
Nabtonk: . . | Wyspecjalizowanych
a. 9" a Blony $luzowej yspec) ',Z wany szczotelrfkoweszo enter‘oc.vtu
jelita ‘ komorek J Aktywnos¢ transportera jelitowego
2l Uszkodzenie i rozregulowanie Scistych potaczen ‘L Uposledzone wchtanianie Niestrawiona tres¢
jelitowych jelitowe pokarmowa
g MPrzepuszczalnosci jelit i lokalnego zapalenia
Translokacja drobnoustrojéw chorobotwdrczych Obcigzenie mechaniczne jamy otrzewnej—wstrzgsy,
w Swietle jelita potozenie i tarcie podczas wysitku
g Bakteriemia ogdlnoustrojowa i endotoksemia [
% Cytokinemia — zapalenie ogdlnoustrojowe %

Zrédto: modyfikacja wiasna wg Costa i in. 2022.

Rycina 2. Schemat powstawania zaburzen ze strony przewodu pokarmowego indukowanego wy-
sitkiem fizycznym
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[stnieje wiele czynnikéw, zar6wno wewnetrznych, zwigzanych z wysitkiem fizycznym,
jak i zewnetrznych, m.in. nawodnienie zawodnika czy pte¢ (Costa i in. 2017, 2022), ktére
moga rowniez wplywac na nasilenie Ex-GIS (ryc. 3). Badania przegladowe wskazuja, Ze mi-
nimalny prég wysitku niezbednego do wywotania zespotu zotgdkowo-jelitowego wynosi
co najmniej 22 godziny przy 60% putapie tlenowym (VOZmaX), w temperaturze otoczenia
235,0°C lub >3 godziny przy 60% VO,max w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych
(Chantleriin. 2022a; Costaiin. 2017). Dotychczasowe badania dotyczace przepuszczalno-
Sci jelit wywotane wysitkiem fizycznym koncentrowaty sie gtéwnie na wysitku wytrzyma-
tosciowym (Camilleri 2019; Chantler i in. 2021; Costa i in. 2022). Jednakze istnieje ogra-
niczona wiedza na temat EIGS w innych dyscyplinach sportu, zwtaszcza u zawodnikéw
w rocznym cyklu treningowym. Ponadto pojawiajg sie doniesienia sugerujace, ze kréotko-
trwaty, lecz intensywny wysitek fizyczny moze réwniez wptywac na integralno$¢ bariery
jelitowej (Auneiin. 2021; Morrison i in. 2014). Edwards i in. (2021) podkreslaja, Ze rodzaj
treningu moze mie¢ mniejsze znaczenie niz jego intensywnos¢, ktora moze by¢ kluczowym
czynnikiem wptywajacym na szczelno$¢ bariery jelitowe;.

Czynniki potencjalnie zwigkszajace przebieg Ex-GIS

4| Wewngtrzne | 4| Zewngtrzne ‘
[ Czas trwania, intensywnosc wysitku | _.| Pleé biologiczna |
fizycznego, dobdr éwiczen ) - .
" Warunki érodowiskowe: temperatura, | . Nawodnienie |
—-{ wilgotnodt, wysokosc nad poziomem ‘ /7 SpoZycie ZyWnoscl: ZWyczaje ZywIenowe, -,
| morza, na kidrej wykonywany jest wysilek | rodzaj spozytej Zywnoéci przed
1 — ! . aktywnodcig. Rodzaj, tekstura, objetosdé,
Czynniki wplywajgce na temperaturg ciata: | koncentracja skladnikéw odzywezych,
| predkosé wiatru, temperatura wody, ubranie | temperatura produktéw spozytych podczas
- . L dwiczen
— Rytm dobowy .| " Sklad mikrobioty jelitowej i kompozycja
; krotkotafcuchowych kwasow thuszezowych
[ n'immmlidmw: k:ji g " Cechy indywidualne: predyspozycje do
| suplementy diety ) : '
; ’ chordb ukladu pokarmowego, powtarzajace
sig epizody Ex-GIS, indywidualna
tolerancja na plyny i pokarmy

Zrédto: modyfikacja wiasna wg Costa i in. 2022.

Rycina 3. Zewnetrzne i wewnetrzne czynniki moggce wpltywacé na czesto$¢ wystepowania Ex-GIS

W wioS$larstwie dystans 2000 m zawodnik pokonuje w przedziale czasowym od 5,5 min
do 7,5 min, zaleZnie od ptci, poziomu sportowego, rodzaju todzi oraz warunkéw $rodowi-
skowych. Stezenie mleczanu (ang. lactate, La) we krwi po takim wys$cigu moze osiggnaé
wartos$ci od 15 mmol/L do 16 mmol/L (Carr i in. 2012). Elitarni wio$larze pos$wiecaja co-
dziennie okoto 100-210 min na trening, ktéry gtéwnie skupia sie na wiostowaniu, trenin-
gu wytrzymato$ciowym i treningu sitowym (Skarpanska-Stejnborniin. 2014). Dodatkowo
trening wioslarski charakteryzuje sie niezwykle wysokim zapotrzebowaniem metabolicz-
nym, co oznacza intensywny proces wydatkowania energii podczas wykonywania tego ro-
dzaju aktywno$ci fizycznej (Bizjakiin. 2021). Z uwagi na krotki czas trwania wysitku o bar-
dzo wysokiejintensywnosciistnieje ryzyko naruszeniaintegralnoscijelit. W zwigzku z tym,
w celu oceny integralnosci jelit, endotoksemii oraz stanu zapalnego, zastosowano specy-
ficzne markery, jak jelitowe biatko wigzace kwasy ttuszczowe (ang. intestinal fatty acid
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binding protein, I-FABP), marker wczesnego rozpadu enterocytu (Costaiin. 2022), zonuli-
ny (wskaznik zmian w potaczeniach Scistych) (Costa i in. 2022), LPS (marker translokacji
bakterii gram ujemnych) (Costaiin. 2022), biatko wiazace lipopolisacharyd (ang. lipopoly-
saccharide-binding protein, LBP), wskaznik wczesnej reakcji zapalnej (Costa i in. 2022)
oraz interleukina 6 (ang. interleukin 6, IL-6), marker reakcji zapalnej (Fischer 2006).
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2. CEL BADAN I HIPOTEZY

Celem pracy byta ocena wptywu wysitku fizycznego o wysokiej intensywnosci, wykonywa-
nego w dwdch réznych okresach rocznego cyklu treningowego, na zmiany stezen marke-
row integralnosci bariery jelitowej oraz wskaznikoéw stanu zapalnego u elitarnych zawod-
nikoéw uprawiajgcych wioslarstwo.

Cele szczegotowe

Ocena zmian poziomu markeréw integralnosci bariery jelitowej oraz wskaznikéw
stanu zapalnego u elitarnych wio$larzy w odpowiedzi na wysitek fizyczny o wysokiej
intensywnosci, przeprowadzony w formie standardowego testu wysitkowego na dy-
stansie 2000 m na ergometrze wio$larskim.

Analiza réznic w odpowiedzi zapalnej oraz zmianach integralnosci bariery jelitowej
u elitarnych wios$larzy po wykonaniu standardowego 2000-metrowego testu na ergo-
metrze wioslarskim, w dwoch réznych okresach rocznego cyklu treningowego.

Hipotezy badawcze

Intensywny wysitek fizyczny wykonywany na ergometrze wioS$larskim prowadzi do
zmian poziomu markeréw przesigkliwosci jelit oraz nasilenia odpowiedzi zapalnej
u elitarnych wio$larzy.

Integralno$¢ bariery jelitowej u elitarnych wio$larzy jest wyzsza w fazie przygotowaw-
czej w porownaniu z fazg startowg, co moze wynika¢ ze skumulowanego obcigzenia
treningowego i stresu startowego.

14
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3. CYKL PUBLIKAC]I

Niniejszy autoreferat zostat opracowany na podstawie cyklu artykutéw pod wspoélnym
tytutem Wplyw testu wysitkowego 2000 m na ergometrze wioslarskim na markery
integralnosci jelit wioslarzy w réznych okresach przygotowania sportowego. W sktad
cyklu wchodza nastepujace publikacje:

1. Dziewiecka H., Ostapiuk-Karolczuk J., Kasperska A., Cichon-WoZniak ]., Basta P, Skar-
panska-Stejnborn A. (2025) Effect of 2000-meter rowing test on parameters of inte-
stinal integrity in elite rowers during competitive phase - observational study. BMC
Sports Sci Med Rehabil. 17, 52. https://doi.org/10.1186/s13102-025-01099-1

punktacja MNiSW: 100; Impact Factor: 1,900; piecioletni Impact Factor: 2,400

2. Dziewiecka H., Kasperska A., Ostapiuk-Karolczuk J., Cichon-Wozniak J., Basta P., Skar-
panska-Stejnborn A. (2023) Influence of the 2000-m ergometer test on indirect mar-
kers of intestinal injury in competitive elite rowers in different training phase. BMC
Sports Sci Med Rehabil. 15, 148. https://doi.org/10.1186/s13102-023-00761-w

punktacja MEiN: 100; Impact Factor: 1,900; piecioletni Impact Factor: 2,400

Lacznie punktacja MEiN/MNiSW: 200; Impact Factor: 3,800
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4.. METODY BADAWCZE

Badania stanowigce podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej zostaly przeprowadzone
w Centralnym OSrodku Sportu w Watczu, w dwéch odrebnych fazach rocznego cyklu tre-
ningowego (ryc. 4):

— w okresie przygotowawczym (Test I),

— w okresie bezposredniego przygotowania startowego (Test II).

Marzec Czerwiec

o5 . 2

Okres bezposredniego
przygotowania startowego

Okres przygotowawczy

Test | Test Il
Przed . Palh Praed : Po1h
wysilzlfiem o wysHlas restytucii wysitkiem Por wysilioy restytucji

Zrédto: opracowanie wiasne (publikacja 2).

Rycina 4. Schemat ilustrujacy badania w dwdch okresach treningowych

Uczestnikami badania byli wio$larze kadry narodowej, ptci meskiej, w wieku 18-22
lat. W ramach protokotu badawczego wykonali oni standardowy test wysitkowy na ergo-
metrze wioslarskim Concept II (USA) polegajacy na pokonaniu dystansu 2000 m w moz-
liwie najkrotszym czasie. Przed kazda proba wysitkowa przeprowadzano indywidualng,
5-minutowg rozgrzewke. Wyniki uzyskane podczas testow byty brane pod uwage w pro-
cesie selekcji do reprezentacji narodowej, co zapewniato maksymalny poziom motywacji
i zaangazowania zawodnikow.

Badanie zostato przeprowadzone zgodnie z wytycznymi Deklaracji Helsinskiej, a jego
protokét uzyskat akceptacje lokalnej Komisji Etycznej Uniwersytetu Medycznego w Po-
znaniu (decyzja nr 314/22 z 2022 r.). Wszystkim uczestnikom przedstawiono szczegoto-
we informacje dotyczace przebiegu procedur badawczych, a udziat w badaniu poprzedzo-
ny byt uzyskaniem pisemnej, Swiadomej zgody.

W pierwszym artykule przeanalizowano zmiany wskaZznikéw pod wptywem testu
w okresie bezposredniego przygotowania sportowego, ktdry jest szczeg6lnie wymagajacy
zaréwno pod wzgledem obcigZenia fizycznego, jak i psychicznego. W badaniu uczestni-
czyto 18 cztonkéw kadry narodowej. W drugim artykule przeanalizowano dane 10 za-
wodnikoéw, poréwnujac wyniki uzyskane w dwdch réznych okresach rocznego cyklu tre-
ningowego.

Do udzialu w badaniu zakwalifikowano zawodnikoéw spetniajacych nastepujace kry-
teria: co najmniej piecioletnie doswiadczenie treningowe, minimum piec¢ jednostek tre-
ningowych tygodniowo, taczny tygodniowy czas treningu wynoszacy minimum 240 min,
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przynaleznos$¢ do Polskiej Kadry Wioslarskiej oraz ukonczenie 2000 m testu na ergome-
trze. Kryteria wykluczajace obejmowaty: stosowanie antybiotykdw, probiotykow lub pre-
biotykdw w ciggu ostatnich trzech miesiecy, zastosowanie restrykcyjnej diety oraz inne
problemy zdrowotne uniemozliwiajgce udziat w badaniu.

Pomiary antropometryczne

W ramach badan wykonano réwniez pomiary antropometryczne obejmujgce ocene skta-
du oraz masy ciata z wykorzystaniem metody bioimpedanc;ji elektrycznej (Tanita BC 418
MA), z doktadno$cig pomiaru do 0,05 kg. Analizy dokonywano w godzinach porannych, po
catonocnym poscie, zaréwno podczas pierwszego, jak i drugiego etapu badania.

Pomiary wskaznikéw biochemicznych

Prébki krwi pobierano do probdéwko-strzykawek polietylenowych z aktywatorem wy-
krzepiania (SARSTED S-Monovette), z zyty odtokciowej, w trzech punktach czasowych:
rano po catonocnym poscie, bezposrednio po wysitku i po godzinie restytucji. Krew od-
wirowano (10 min, 3000 rpm), a nastepnie surowice pobrano do probéwek typu Eppen-
dorf i przechowywano w temperaturze -80°C do czasu przeprowadzenia analizy. Poziom
IL-6, I-FABP, LPS, LBP i zonuliny w surowicy oznaczono przy uzyciu dostepnych na rynku
testdw immunoenzymatycznych [ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay); Sun-
Red Biotechnology Company, Shanghai, China] w zakresie oznaczania: 1-300 ng/1 dla IL-6,
0,3-80 ng/ml dla I-FABP, 12-4000 EU/1 dla LPS, 0,2-60 pg/ml dla LBP i 0,25-70 ng/ml
dla zonuliny. Ponadto pobrano prébki krwi wtosniczkowej z ptatka ucha przed testem
i bezposrednio po jego zakonczeniu w celu oznaczenia poziomu La. Badanie tego markera
odbywato sie bezposrednio po pobraniu prébki przy uzyciu dostepnego na rynku zestawu
(Diaglobal, Berlin, Germany); stezenie La okreslano w mmol/L.

Ocena zywienia

Ocena zywienia przeprowadzona zostata przy uzyciu metody 24-godzinnego wywiadu.
Nastepnie, korzystajac z programu DietetykPro (producent DietetykPro Wroctaw, Polska),
oszacowano podaz energii, biatek, ttuszczéw, weglowodanéw i btonnika.

Analizy statystyczne

Analizy statystyczne oraz prezentacje wynikéw przeprowadzono przy uzyciu oprogra-
mowania GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, Boston, USA). W celu zobrazowania
trendow i wzorcow dla wszystkich punktéw czasowych postuzono sie statystykami opi-
sowymi, takimi jak $rednia (x) i odchylenie standardowe (SD). Sprawdzenie normalno-
Sci rozktadu zmiennych przeprowadzono za pomoca testu Shapiro-Wilka. Réwno$¢ wa-
riancji oceniono przy uzyciu testu Browna-Forsythe’a. R6Znice w mierzonych zmiennych
w trzech punktach czasowych (po calonocnym poscie - Pre, 1 min po wysitku - Post
i po 1 h restytucji - Recovery) oceniono za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji
z powtarzanymi pomiarami (ang. analysis of variance, ANOVA) z analiza post hoc Tukeya.
W przypadku poziomu zonuliny w publikacji 1, ktéry nie miat rozktadu normalnego, za-
stosowano test Friedmana. Do analizy La wykorzystano test t studenta. Warto$¢ wspoét-
czynnika efektu d Cohena obliczono, a jego interpretacji dokonano zgodnie z kryteriami
Cohena, przyjmujac matg (0,2), umiarkowana (0,5) i duza (0,8) wielko$¢ efektu (Cohen
1988). Korelacje miedzy zmiennymi oceniono za pomocg wspétczynnika korelacji linio-
wej Pearsona. Za poziom istotnosci przyjeto p < 0,05 dla wszystkich testoéw.
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5. WYNIKI

Uczestnicy

Publikacja 1: Test wykonywany w czerwcu rozpoczeto 22 zawodnikow, jednak ukonczyto
go jedynie 18 (n = 18), dane antropometryczne zostaty podane w tabeli 2 w publikac;ji 1.
Publikacja 2: W ramach pierwszego terminu eksperymentalnego wzieto udziat 17 zawod-
nikow, z czego 16 ukonczyto test. W przypadku drugiego terminu wzieto udziat 10 za-
wodnikoéw, z ktérych wszyscy pomyslnie ukonczyli test (n = 10), dane antropometryczne
zostaly podane w tabeli 1 w publikacji 2.

Ocena sposobu zZywienia

Wszyscy uczestnicy spozywali positki zgodnie z jednolitym jadtospisem Centralnego
Osrodka Sportu w Watczu. Srednia podaz energii, makrosktadnikéw i btonnika zostata
przedstawiona w tabeli 3 dla publikacji 2 oraz w tabeli 3 dla publikacji 1. Nie zaobserwo-
wano istotnych réznic pomiedzy Testem I a Testem Il w kontekscie podazy: energii, biatek,
ttuszczow, weglowodanow i btonnika (publikacja 2).

Program treningowy

Badanie przeprowadzono na poczatku i na koncu obozu sportowego. Codziennie rejestro-
wano treningi, uwzgledniajgc: intensywno$¢, czas trwania (mierzony w minutach) oraz
rodzaj treningu (specyficzny, tj. wioslarstwo: wytrzymato$ciowy, techniczny, szybko$cio-
wy itp., oraz niespecyficzny: trening sitowy, bieganie). Intensywnos¢ treningu byta kla-
syfikowana na podstawie progu La (4 mmol/L), dzielac obcigZenie na ponizej progu La
(<4 mmol/1) oraz intensywne powyzej progu mleczanowego (>4 mmol/l) (tabela 1 w pu-
blikacji 1, tabela 3 w publikacji 2).

Wyniki testu na ergometrze wioslarskim

Publikacja 1: zawodnicy ukonczyli test w czasie 367 +7 s, ze Srednig moca 454 +26 W.
Stezenie La zaprezentowano na rycinie 1 w publikacji 1.

Publikacja 2: zawodnicy ukonczyli Test | w $rednim czasie 369 +7 s i $rednig moca
444 +25 W, z kolei Test Il - w Srednim czasie 367 +7 s i Srednig mocg 450 +26 W. SteZenie
La zaprezentowano na rycinie 2 w publikacji 2.

Markery biochemiczne
Wyniki istotne w publikacji 1 (ryc. 5):

— Po godzinie restytucji (1 h po wysitku) odnotowano istotny statystycznie wzrost
stezenia [-FABP (p = 0,03; d Cohena = 0,75), co moze sugerowac uszkodzenie ente-
rocytow pod wpltywem intensywnego wysitku fizycznego.

— W okresie restytucji zaobserwowano istotne statystycznie obnizenie stezenia LBP
(p =0,045; d Cohena = 1,07), co moze wskazywa¢ na zmniejszong odpowiedz orga-
nizmu na endotoksyny po zakonczeniu wysitku fizycznego.

— Zmiany stezen LPS i zonuliny w analizowanych punktach czasowych nie osiggnety
istotno$ci statystycznej, co moze wskazywac na brak wyraznych zaburzen w funk-
cjonowaniu bariery jelitowej w odpowiedzi na intensywny wysitek fizyczny.
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LPS - lipopolisacharydy; I-FABP - jelitowe biatko wiagzace kwasy ttuszczowe; LBP - biatko wigzace lipopolisacharydy;
Pre - przed wysitkiem; Post - po wysitku; Recovery - po restytucji

Zrédto: opracowanie wiasne (publikacja 1).

Rycina 5. Zmiany markeréw przepuszczalno$ci jelit i stanu zapalnego po Tescie 11

Wyniki istotne statystycznie w publikacji 2 dotyczyly tylko r6znic miedzy testami
(ryc. 6):

Bezposrednio po wysitku zaobserwowano istotne statystycznie obnizenie poziomu
[-FABP po Tescie II w poréwnaniu z Testem I (p = 0,0103; d Cohena = 1,11), co moze
wskazywac¢ na adaptacyjne zmniejszenie uszkodzenia enterocytéw w odpowiedzi na po-
wtarzajacy sie wysitek.

Poziom IL-6 po wysitku byt istotnie nizszy w TeScie Il w poréwnaniu z tym samym
punktem czasowym w Tescie I (p = 0,0037; d Cohena = 1,98), co moze Swiadczy¢ o mniej-
szej odpowiedzi zapalnej na ten sam bodziec wysitkowy po okresie adaptacji treningowe;j.
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Stwierdzono réznice w poziomach LBP po wysitku pomiedzy Testem I i Testem II, kt6-
ra niemal osiaggneta istotno$¢ statystyczna (p = 0,058), co moze sugerowac trend w kie-
runku zmian w odpowiedzi na endotoksyny.

Przed wysitkiem poziom LPS byt istotnie wyzszy w TeScie I w poréwnaniu z Testem II
(p =0,0026; d Cohena = 1,23), co moze wskazywac na zmniejszong ekspozycje na endotok-
syny lub lepsza kontrole nad procesami zapalnymi w organizmie po okresie treningowym.

Nie odnotowano istotnych statystycznie réznic miedzy analizowanymi punktami cza-
sowymi w TeScie 1 i Tescie II, co sugeruje wzgledng stabilno$¢ tych wskaznikéw w trakcie
wysitku i restytucji.
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[-FABP - jelitowe biatko wigzace kwasy ttuszczowe; IL-6 - interleukina 6; LBP - biatko wigzace lipopolisacharydy;
LPS - lipopolisacharydy; Pre - przed wysitkiem; Post - po wysitku; Recovery - po restytucji

Zrédto: opracowanie wiasne (publikacja 2).

Rycina 6. Zmiany markerow przepuszczalno$ci jelit i stanu zapalnego po Tescie I i Tescie 11
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6. DYSKUSJA

Publikacja 1

Podczas przeprowadzonych badan zaobserwowano u zawodnikéw mtodziezowej re-
prezentacji Polski wystepowanie dolegliwosci ze strony uktadu pokarmowego, co moze
wskazywac¢ na potencjalne zaburzenia integralnosci bariery jelitowej w odpowiedzi na
krotki, lecz intensywny wysitek fizyczny. W niniejszej publikacji przeanalizowano wplyw
testu wysitkowego na ergometrze wioslarskim na dystansie 2000 m na wybrane markery
funkgc;ji jelitowej u elitarnych wioslarzy w fazie bezposredniego przygotowania startowe-
go. Okres ten stanowi najbardziej intensywny etap treningowy zaréwno pod wzgledem
intensywnosci fizycznej, jak i stresu psychicznego dla zawodnikow.

Zaobserwowano znaczny wzrost poziomu I-FABP po tescie wysitkowym. Istotne zmia-
ny dotycza czasu pomiedzy poziomem bezposrednio po wysitku a okresem restytucji,
prawdopodobnie ze wzgledu na krotki czas trwania wysitku (6 min); zmiany nie zostaty
wychwycone po zakoniczeniu testu, ale s3 widoczne po 1 h restytucji. Z analizy literatury
wynika, ze wysitek, ktory prowadzi do spadku integralnosci bariery jelitowej, powinien
trwac¢ co najmniej 2 h (Chantler i in. 2021; Costa i in. 2017, 2022). Niemniej jednak wy-
niki wskazuja, ze nawet krotkotrwaty wysitek fizyczny o bardzo wysokiej intensywno$ci
moze wplywac na integralnos¢ bariery jelitowej. Otrzymane rezultaty sugeruja, ze istot-
nym czynnikiem wplywajacym na integralno$¢ bariery jelitowej nie jest tylko czas trwa-
nia wysitku, ale rowniez jego intensywnos¢. Te wnioski sg zgodne z badaniami Edwards
i in. (2021), ktoére sugerujg, ze intensywnos$¢ wysitku fizycznego moze stanowic¢ wiek-
szy wptyw na utrate integralnosci jelit niz sam tryb wykonywanego treningu fizycznego
(Edwards i in. 2021). Jednakze McKenna i in. (2022) podkreslili, Ze czas trwania wysitku
fizycznego jest decydujacym czynnikiem w kontekscie uszkodzenia bariery jelitowej. Su-
geruje sie, Ze przekroczenie stezenia [-FABP powyzej 1000 pg/ml wigze sie z wystepowa-
niem objawow klinicznych zwigzanych z dysfunkcja bariery jelitowej (Costa i in. 2017).
W badanej grupie wioslarzy zaobserwowano Sredni wzrost stezenia [-FABP do poziomu
1,81 ng/ml (1810 pg/ml). Zarejestrowana odpowiedz jelitowa byta wyzsza w poréwna-
niu z wynikami uzyskanymi przez innych badaczy (Barberio i in. 2015; March i in. 2017;
van Wijckiin. 2011) i poréwnywalna do odpowiedzi obserwowanej po 2-godzinnym bie-
gu o intensywnosci 60% VO,max (Snipe i in. 2018). Mimo braku istotnych statystycznie
zmian w poziomie zonuliny po wysitku i silnie zindywidualizowanej odpowiedzi zaobser-
wowano istotng korelacje miedzy stezeniem I-FABP a poziomem zonuliny.

Zonulina jest uznawana za marker rozpadu $cistych potagczen w obrebie btony $luzo-
wej przewodu pokarmowego. Wzrost poziomu zonuliny moze wskazywac¢ na zwiekszong
przepuszczalnosc jelit, co ma istotne znaczenie w aspekcie proceséw patofizjologicznych.
W zwigzku z tym oznaczenie zonuliny moze stanowi¢ przydatne narzedzie diagnostycz-
ne w monitorowaniu zmian integralnosci bariery jelitowej oraz oceny kondycji uktadu
pokarmowego (Costa iin. 2022). Jak zauwazajg Costa i in. (2022) nie ustalono dotad refe-
rencyjnych zakresow stezenia zonuliny dla zdrowych i aktywnych fizycznie oséb. Jednak
korelacja zaobserwowana w badaniu sugeruje, ze wraz ze wzrostem uszkodzenia nabton-
ka jelit zwiekszat sie rozpad potaczen Scistych. Zaro6wno wysitkowa hipoperfuzja trzew-
na (van Wijck i in. 2011), jak i mechaniczne obcigzenia wynikajace z ruchu wiostowania
mogly przyczynic sie do pogorszenia integralnosci bariery jelitowej. Jednoczesny wzrost
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obu tych markeréw stanowi silng przestanke wskazujgaca na wysitkowo indukowane za-
burzenia tej bariery u wioslarzy.

W niniejszym badaniu odnotowano spadek poziomu LBP po 1 h restytucji, przy bra-
ku znaczacych zmian w stezeniach LPS, chociaz istniata dodatnia korelacja miedzy tymi
wskaznikami. Otrzymane wyniki sg odmienne od rezultatow uzyskanych w pracach
innych autorow, ktorzy obserwowali wzrost poziomu LBP po intensywnym wysitku fi-
zycznym (Aune i in. 2021; McKenna i in. 2022; Wallett i in. 2022) lub utrzymujacy sie
staty poziom LBP (Etxebarria i in. 2021; Ghosh i in. 2015). Jednakze Gaskell i in. (2021)
zaobserwowali obnizenie poziomu LBP po 3-godzinnym biegu. Przyczyny obniZonego
poziomu LBP po wysitku nie sa do konca poznane. W warunkach stresu fizjologicznego,
jakim jest intensywny wysitek fizyczny, organizm moze reagowa¢ w sposob wptywaja-
cy na migracje biomolekut, jak LBP, miedzy ré6znymi przestrzeniami komérkowymi (Ga-
skell i in. 2021). Mechanizmy tej migracji i jej wptyw na funkcje komérkowe s3 ztoZone
i wymagaja dalszych badan. Ponadto, stezenie LBP we krwi moze by¢ powigzane z jego
wykorzystaniem przewyzszajagcym mozliwo$ci kompensacyjne organizmu (Gaskell i in.
2021). Motiani i in. (2020) wykazali, ze po 2 tygodniach treningu fizycznego nastgpita
znaczaca redukcja poziomu LBP wraz ze zmiang profilu mikrobioty jelitowej, charaktery-
zujaca sie wzrostem bakterii typu Bacteroidetes. W dalszych badaniach autorzy (Motiani
i in. 2020) zaobserwowali istotng odwrotng zalezno$¢ pomiedzy liczebno$cig bakterii
z typu Bacteroidetes (na poziomie gatunku) a stezeniem markerow stanu zapalnego
w osoczu, jak poziom LBP, czynnika martwicy nowotworéw oraz biatka C-reaktywne-
go. Sugeruje to, Ze obniZenie stezenia LBP moze by¢ czeSciowo zwigzane ze zmianami
mikrobioty jelitowej. Warto zauwazy¢, ze wyniki badan nad biomarkerami odpowiedzi
immunologicznej na wysitek sg czesto niespdjne. Moze to wynikac¢ z réznic w protoko-
tach badawczych, rodzaju wysitku fizycznego, czasie trwania i intensywnoS$ci wysitku, jak
réwniez indywidualnych réznic cech uczestnikow badan. Uzyskane wyniki w niniejszym
badaniu przeprowadzonym wsréd elitarnych wioslarzy mogg odzwierciedla¢ specyficzne
cechy fizjologiczne tej grupy sportowcéw, co nalezy uwzglednié¢ przy interpretacji wyni-
kow. Zaobserwowany spadek stezenia LBP po wysitku fizycznym stanowi zjawisko trudne
do jednoznacznej interpretacji. Niemniej jednak mozna rozwazac kilka potencjalnych me-
chanizméw wyjasniajacych ten efekt:

— wysitek fizyczny o wysokiej intensywnos$ci, mimo krotkiego czasu trwania, moze
istotnie wptywac na liczne procesy metaboliczne i immunologiczne, co prawdopo-
dobnie prowadzi do zmian w dystrybucji biatek, takich jak LBP;

— wysoka intensywno$¢ wysitku fizycznego moze indukowa¢ migracje LBP do prze-
dziatléw komérkowych - jest to proces ztozony, zalezny od wielu czynnikoéw, takich
jak stres oksydacyjny oraz odpowiedZ immunologiczna;

— intensywny wysitek fizyczny mogt zaktdci¢ mechanizmy odpowiedzialne za odtwo-
rzenie fizjologicznego poziomu LBP, co znajduje odzwierciedlenie w uzyskanych
wynikach;

— zmiang sktadu mikrobioty jelitowej.

Warto podkresli¢, ze interpretacja pozioméw biomarkeréw w odpowiedzi na inten-
sywny wysitek fizyczny wymaga uwzglednienia wielu czynnikéw fizjologicznych charak-
terystycznych dla sportowcow wyczynowych. Otrzymane wyniki jednoznacznie wskazuja
na naruszenie integralnosci bariery jelitowej w wyniku intensywnego wysitku fizycznego.
Sugeruje sie, Ze to wtasnie intensywnos$¢ wysitku stanowi kluczowy czynnik wptywajacy
na stan tej bariery. Dalsze badania w tym obszarze moga dostarczy¢ bardziej szczegoto-
wych informacji wyjasniajacych mechanizmy zachodzace w organizmie w odpowiedzi na
intensywny wysitek i jego wptyw na funkcjonowanie bariery jelitowej.
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W badaniu przeprowadzonym u wioslarzy zaobserwowano takze interesujacg zalez-
nos$¢, a mianowicie poziomy zonuliny wykazywaty negatywna korelacje ze spozyciem
weglowodandw. Odkrycie to jest zgodne z wynikami Etxebarrii in. (2021), ktorzy stwier-
dzili, ze spozycie weglowodanéw w ciggu 24 h przed wysitkiem fizycznym wigzato sie
ze zmniejszong translokacja lipopolisacharydow. Sugeruje to, Ze odpowiednia podaz we-
glowodanéw na dobe przed treningiem moze przyczynic¢ sie do ograniczenia przepusz-
czalnoSci jelit. Uzyskane wyniki podkreslaja znaczenie odpowiednio dobranych strategii
zywieniowych stosowanych przed wysitkiem fizycznym jako potencjalnego narzedzia
modulujacego integralnos¢ bariery jelitowej, co moze znaleZ¢ zastosowanie w prewencji
zaburzen zotagdkowo-jelitowych u sportowcéow.

Publikacja 2

Test na ergometrze wios$larskim na dystansie 2000 m o wysokiej intensywno$ci zostat
zaprojektowany w celu odwzorowania fizjologicznych wymagan zwigzanych z zawoda-
mi wioS$larskimi w réznych fazach cyklu treningowego. W celu oceny szczelnoSci bariery
jelitowej zastosowano dwa markery: I-FABP oraz zonuline. Zmiany odnotowano jedynie
w stezeniach [-FABP.

[-FABP to biatko jelitowe o masie 15 kDa, uczestniczace w wychwycie i metabolizmie
kwasow ttuszczowych. Zlokalizowane jest gtdwnie w dojrzatych enterocytach, szczegélnie
naich gérnej powierzchni (Walteriin. 2021). Uznawane jest za czuty biomarker wczesne-
go uszkodzenia jelit, sygnalizujacy naruszenie integralnosci btony komérkowej (Chantler
iin. 2021). W publikacji 2 nie odnotowano istotnych zmian w poziomie [-FABP w Zadnym
z punktéw czasowych zaréwno w TesScie [, jak i w TeScie II, co moze by¢ wynikiem ograni-
czonej liczby uczestnikow w badaniu. Zauwazono jednak, Ze bezposrednio po zakoncze-
niu wysitku poziomy I-FABP byty wyzsze w Te$cie I w poréwnaniu z Testem II. Dostep-
na literatura wskazuje na ograniczong liczbe badan dotyczacych monitorowania zmian
w przepuszczalnosci i integralnosci bariery jelitowej u elitarnych sportowcéw w trakcie
cyklu przygotowan sportowych. Chantler i in. (2022b) przeprowadzili badanie wsréd eli-
tarnych zawodnikéw rugby (n = 19) w trakcie 6-tygodniowego okresu przygotowawczego
(Chantler i in. 2022b). Protokét treningowy obejmowat sesje trwajgce 45 minut, a wyniki
wskaznikéw przepuszczalnosci jelit wykazaty nizsze wartoSci po okresie przygotowaw-
czym, co jest zbiezne z wynikami prezentowanymi w niniejszym badaniu (Chantler i in.
2022b). Chantler i in. (2022b) sugeruja, ze poprawa wydolnos$ci aerobowej moze by¢ po-
wigzana z korzystnymi zmianami w przepuszczalnosci jelit u sportowcéw poprzez obnize-
nie hipoperfuzji trzewnej (Chantleriin. 2022b). Analiza wynikoéw wskazata, ze w TeScie I1
zawodnicy zakonczyli probe wysitkowa w krotszym czasie i uzyskali wyzsza moc niz
w Tescie 1. Cho¢ roznice te nie osiggnety poziomu istotnosci statystycznej, nalezy zazna-
czy¢, ze w kontekscie sportu wyczynowego nawet niewielka poprawa, taka jak jedna se-
kunda, moze znaczaco wplynac na pozycje zawodnika w klasyfikacji koncowej. Skrocenie
czasu ukonczenia testu i zwiekszenie mocy w Te$cie Il sugeruja, ze doszto do poprawy
w zdolnoS$ciach wysitkowych, co moze wptywac¢ na odpowiedz organizmu na wysitek, w tym
na uszkodzenie jelit. Han i in. (2020) wykazali, Ze mikrobiom elitarnych wio$larzy rézni
sie od mikrobiomu o0s6b trenujacych rekreacyjnie, charakteryzujac sie przewaga bakterii
produkujacych SCFA, co jest zgodne z prezentowanymi wynikami badan (Han i in. 2020).
Ponadto Keohane i in. (2019) u wio$larzy uczestniczacych w wyscigu transoceanicznym
na dystansie 5000 km zaobserwowali wzrost ré6znorodnosci mikrobiologicznej w trak-
cie zawodow, a takze zwiekszong liczebno$¢ gatunkéw produkujacych maslan oraz tych
zwigzanych z poprawa zdrowia. Uzyskane wyniki wskazuja na zdolno$¢ adaptacyjna jelit
u sportowcow, co moze mie¢ znaczenie w kontekscie planowania treningu i regeneracji.
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Co ciekawe, w niniejszym badaniu stwierdzono, ze uczestnicy wykazali podwyzszony
poziom [-FABP przed rozpoczeciem wysitku w obu testach (Test I = 9,03 £3,70 ng/ml;
Test Il = 6,96 £1,24 ng/ml) w poréwnaniu z warto$ciami obserwowanymi u innych spor-
towcow (Costa i in. 2017, 2022). Mozliwe, Ze wzrost ten byl wynikiem kumulacji sesji
treningowych poprzedzajacych testy wysitkowe (tabela 2 w publikacji 2).

Kolejnymi analizowanymi markerami byty LPS i LBP - markery endotoksemii. LPS,
znany rowniez jako endotoksyna, jest powszechnie wystepujacym i najlepiej zbadanym
wzorcem molekularnym zwigzanym z patogenami, bedacym sktadnikiem bakterii Gram-
-ujemnych. Zewnatrzkomdrkowy LPS jest rozpoznawany przez uktad odpornos$ciowy
za posrednictwem TLR4 (Mazgaeen i Gurung 2020). LBP jest gtéwnie syntetyzowane
w hepatocytach i komérkach nabtonkowych (Usui i in. 1998) i stanowi stabilny posred-
ni marker ekspozycji na endotoksyny bakteryjne (Dullah i Ongkudon 2017). W przepro-
wadzonym badaniu zauwazono, ze poziom LPS przed rozpoczeciem wysitku byt wyzszy
przed Testem [ (928 369 EU/1) w poréwnaniu z Testem II (620 +133 EU/1). Dodatkowo
zaobserwowano tendencje spadkowg w poziomie LBP po wysitku w Tescie II (p = 0,058).
Wyniki te potwierdzaja wczes$niejsze ustalenia dotyczace adaptacyjnych zdolnosci jelit
wyczynowych wioS$larzy w odpowiedzi na rosnace obcigzenia treningowe. Warto zwrdcic¢
uwage, zZe bazowa warto$¢ LPS moze mie¢ kluczowe znaczenie. Karhu i in. (2017) wyka-
zali réznice w poziomach LPS przed wysitkiem u biegaczy do$swiadczajacych objawow
ze strony przewodu pokarmowego, gdzie grupa z objawami miata poziomy wynosza-
ce 767 £119 EU/I, podczas gdy grupa bezobjawowa wykazata poziomy 567 +124 EU/L
W kontekscie powyzszych danych poziom LPS w Te$cie I byt istotnie wyzZszy niz w gru-
pie z objawami w badaniu Karhu i in. (2017). Z kolei Lim i in. (2009) wykazali, Ze 14 dni
zwiekszonego obcigzenia treningowego u sportowcéw wytrzymatosciowych skutkowa-
to spadkiem poziomu LPS w spoczynku, jak i 1,5 h po wysitku, ale nie zaobserwowano
zmian podczas samego wysitku fizycznego. Autorzy sugeruja, ze mechanizmy anty-LPS
moga efektywnie dziata¢ podczas odpoczynku i regeneracji, ale nie w trakcie aktywno$ci
fizycznej. Regularny trening fizyczny moze z kolei obniza¢ poziom krazacych ligandow
TLR4, w tym nasyconych wolnych kwasow ttuszczowych, zewngtrzkomoérkowych biatek
szoku cieplnego i LPS (Ducharme i in. 2022).

W niniejszym badaniu zaobserwowano réwniez ograniczenie produkcji IL-6 po Tescie
Il w poréwnaniu z Testem I. Wyniki te sugerujg, ze aktywno$¢ fizyczna moze regulowac
odpowiedZ immunologiczng, prowadzac do obnizenia poziomu IL-6 w surowicy, co po-
twierdza mechanizmy adaptacyjne zaobserwowane u badanych wioslarzy. Podobne re-
zultaty przedstawit Kaya (2016) w grupie elitarnych zawodnikéw taekwondo po 4 tygo-
dniach treningu.

Otrzymane wyniki zdajg sie potwierdzac¢ istnienie mechanizméw adaptacyjnych, kté-
re rozwinety sie u elitarnych wio$larzy w odpowiedzi na powtarzajacy sie bodziec wy-
sitkowy. Adaptacja ta moze obejmowac zar6wno zmniejszong przepuszczalno$¢ bariery
jelitowej, jak i modulacje odpowiedzi zapalnej, co prawdopodobnie przyczynia sie do
zwiekszonej tolerancji intensywnego wysitku fizycznego oraz ograniczenia negatywnych
skutkéw stresu fizjologicznego na organizm sportowcow.
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7 . WNIOSKI

1.

Zgodnie z hipotezg badawcza nr 1 zaobserwowano, Ze intensywny wysitek fizyczny na
ergometrze wioSlarskim wptywat na markery przepuszczalnosci jelit oraz odpowiedz
zapalng u wyczynowych wio$larzy.

Wyniki badania nie potwierdzity zatozen hipotezy nr 2. Pobyt na obozie treningo-
wym nie prowadzit do zwiekszonej przepuszczalnosci jelit, prawdopodobnie wptywat
uszczelniajgco na bariere jelitowa oraz modulujaco na odpowiedz zapalng, co sugeruje
wystepowanie adaptacyjnych mechanizméw ochronnych.

Intensywny test wysitkowy na ergometrze wio$larskim na dystansie 2000 m spowo-
dowat istotny wzrost poziomu I-FABP, ktéry korelowat z podwyzszonym stezeniem
zonuliny. Mozna przypuszcza¢, ze zwiekszona przepuszczalnosc jelit jest wynikiem
zarowno uszkodzenia enterocytdw, jak i ostabienia potaczen Scistych w nabtonku jeli-
towym.

[stotne zmiany w stezeniu I-FABP pojawily sie dopiero po godzinie od zakonczenia
wysitku, co moze wynika¢ z krotkiego czasu trwania testu. Sugeruje to koniecznos$¢
uwzglednienia dodatkowych punktéw pomiarowych w przysztych badaniach, szcze-
gblnie w kontekscie krotkotrwatych, lecz intensywnych obcigzen fizycznych.
Obserwowany po wysitku spadek poziomu LBP moégt by¢ zwigzany zaré6wno z inten-
sywnymi obcigzeniami treningowymi poprzedzajacymi test, jak i z samym wysitkiem.
Mechanizm ten moze wynika¢ z migracji LBP do przedziatéw komoérkowych oraz ogra-
niczonej zdolnosci organizmu do natychmiastowego odtwarzania zasobow tego biatka.
Wyniki sugeruja, Ze intensywny wysitek fizyczny realizowany w okresie przygotowania
startowego prawdopodobnie istotnie wptywa na przepuszczalnos$¢ jelit u wio$larzy.

Ze wzgledu na specyfike wysitku fizycznego charakterystycznego dla wioSlarstwa po-
ziomy [-FABP byly wyZsze w poréwnaniu z innymi grupami sportowymi. Przewlekle
podwyzszone stezenie markeréw integralnosci jelit moze predysponowaé wioslarzy
do wystepowania dolegliwosci ze strony uktadu pokarmowego.

Test wysitkowy 2000 m na ergometrze wio$larskim odzwierciedla warunki starto-
we w zawodach, gdzie zawodnicy moga wielokrotnie pokonywac¢ ten dystans. Wzrost
markerow uszkodzenia bariery jelitowej po wysitku wskazuje na jej przejSciowe za-
burzenie, co moze negatywnie wptywa¢ na wyniki sportowe, wydtuzac¢ czas regene-
racji, a w skrajnych przypadkach - prowadzi¢ do ograniczenia zdolno$ci wysitkowe;.
W zwigzku z tym kluczowe znaczenie ma poznanie mechanizméw adaptacyjnych, kto-
re moga wspiera¢ funkcjonowanie przewodu pokarmowego w trakcie intensywnych
obcigzen treningowych i startowych.
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ZALACZNIK 1. OSWIADCZENIA

Hanna Dziewiecka Gorzéw Wikp., 12.02.2025r.
Imie i nazwisko doktoranta/ki Miejscowosé, data

Oswiadczenie autora rozprawy doktorskiej o jej oryginalnosci, samodzielnosci jej przygotowania

i 0 nienaruszeniu praw autorskich

Ja, nizej podpisany/a oéwiadczam, ze:
a) rozprawa doktorska pt. ,Wptyw testu 2000m na ergometrze wioslarskim na markery integralnosci
jelit wioélarzy w réznych etapach przygotowania sportowego”.
jest wynikiem mojej dziatalnosci tworczej i powstala bez niedozwolonego udziatu oséb trzecich;
b) wszystkie wykorzystane przeze mnie materialy Zrédtowe i opracowania zostaly w niej wymienione,
a hapisana przez mnie praca nie narusza praw autorskich osob trzecich;
c) zataczona wersja elektroniczna pracy jest tozsama z wydrukiem rozprawy;

d) praca nie byta wczesniej podstawa nadania stopnia innej osobie.

Mam $wiadomo$é, e zlozenie nieprawdziwego oswiadczenia skutkowaé bedzie
niedopuszczeniem do dalszych czynnosci postepowania w sprawie nadania stopnia doktora
lub cofnieciem decyzji o nadaniu mi stopnia doktora oraz wszczeciem postgpowania

dyscyplinarnego/karnego.

I;;dpis doktoranta/ki
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mgr inz. Hanna Dziewiecka Gorzéw Wikp., 10.02.2025r.
Imie i nazwisko doktoranta/ki Miejscowos¢, data

Dotyczy: postepowania 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 przediozonej rozprawy doktorskiej pt.

Whplyw testu 2000m na ergometrze wioslarskim na markery integralnosci jelit wioslarzy

w réznych etapach przygotowania sportowego polegat na:

publikacja nr 1: zaprojektowaniu i zaplanowaniu badania, zebraniu danych, wykonaniu analizy
statystycznej, interpretacji wynikow, napisanie manuskyptu, redagowanie, wizualizacja, administracja

projektu, sprawdzeniu oraz zaakceptowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.

publikacja nr 2: zaprojektowaniu i zaplanowaniu badania, zebraniu danych, wykonaniu analizy
statystycznej, interpretacji wynikéw, napisaniu manuskyptu, redagowaniu, wizualizacji, administracji

projektu, sprawdzeniu oraz zaakceptowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.

e /]
/ )(A [ = ' [/ 7
M Ui R
Podpis doktoranta/ki
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Oswiadczenie wskazujgce zadania, jakie petnili promotor oraz (jesli jest) promotor
pomocniczy

Oswiadczenie

W ramach pelnienia funkcji promotora rozprawy doktorskiej mgr inz. Hanny
Dziewieckiej sprawowatem nadzor nad wszystkimi etapami realizowanych badan. Moje
obowigzki obejmowaly wsparcie w zakresie opracowania metodologii badawczej, dobor
odpowiednich narzedzi badawczych oraz interpretacj¢ uzyskanych wynikéw. Na biezaco
monitorowatem postepy doktorantki, zapewniajgc merytoryczne wsparcie na kazdym etapie
pracy badawczej.

Dodatkowo  udzielatem  wskazowek  dotyczacych — struktury oraz  tresci
przygotowywanych artykutéw naukowych, wspomagajac proces ich redakcji. Wspieratem
takze doktorantke w zakresie przegladu literatury przedmiotu, co umozliwito wzbogacenie
pracy o istotne odniesienia teoretyczne, zwigkszajac tym samym jej warto$¢ naukowa.

L Sopoih - St
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Ytorskich

mgr Justyna Cichon-Wozniak Gorzow Wlkp., 10.02.2025

Imie i nazwisko Migjscowos¢, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr inz. Hannie Dziewieckiej stopnia dokiora w
dziedzinie nauk medycznych i naui o zdrowiu, w dyscyplinie naulki o kulturze fizycznej w Akademii
Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie
Oswiadczam, ze madj wktad w powstanie publikacji wehodzgcej w skiad rozprawy doktorskiej pana/i
Hanny Dziewieckiej zatytutowanej:
Whptyw testu 2000m na ergometrze wioslarskim na markery integrainosci jelit wioslarzy w réiznych

etapach przygotowania sportowego

polegat na:
publikacja nr 1: analizie laboratoryjnej i akceptacji ostatecznej wersji manuskryptu.

publikacja nr 2: analizie laboratoryjnej i akceptacji ostatecznej wersji manuskryptu.

il Bimae™ o
o ommokL

Podpis wspdtautora/ki
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dr Piotr Basta

Imie i nazwisko Miejscowosd, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr ini. Hannie Drziewieckie] stopnia dokiora w
dziedzinie nauk medycznych i navk o zdrowiu, w dyscyplinie naukd o kulturze fizyczne] w Akademii
Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze mdj wktad w powstanie publikacji wchodzgcej w skdad rozprawy doktorskiej pana/i
Hanny Dziewieckiej zatytutowanej: '
Whplyw testu 2000m na ergometrze wioslarskim na markery integralnosci jelit wioslarzy w réznych

etapach przygotowania sportowego

polegat na:

publikacja nr 1: zebraniu danych dao badania, przeczytaniu i skceptacji ostatecznej wersji
manuskryptu.

publikacja nr 2: zebraniu danych do badania, przeczytaniu i akceptacii ostateczne] wersiji

manuskryptu.

Podpis wspdtautora/ki
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przygotowania autoreferalow rozpraw

doktorskich
Dr Joanna Ostapiuk-Karolczuk Gorzéw Wikp., 10.02.2025
Imie i nazwisko Miejscowosc, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr inz. Hannie Dziewieckiej 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 mdj wktad w powstanie publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pana/i
Hanny Dziewieckiej zatytutowane;j:
Wplyw testu 2000m na ergometrze wioslarskim na markery integralnosci jelit wioélarzy w réznych

etapach przygotowania sportowego

polegat na:
publikacja nr 1: analizie laboratoryjnej i akceptacji ostatecznej wersji manuskryptu.

publikacja nr 2: analizie laboratoryjne] i akceptacji ostatecznej wersji manuskryptu.
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dr Anna Kasperska

Imig i nazwisko Miejscowosd, data

Dotyczy: postgpowania w sprawie nadania mgr inz. Hannie Dziewieckiej 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 wkiad w powstanie publikacji wchodzacej w skiad rozprawy doktorskiej pana/i
Hanny Dziewieckiej zatytutowanej:
Whptyw testu 2000m na ergometrze wioslarskim na markery integrainosci jelit wioslarzy w rdoznych

etapach przygotowania sportowego

polegat na:
publikacja nr 1: analizie laboratoryijnej i akceptacji ostatecznej wersji manuskryptu.

publikacja nr 2: analizie laboratoryjnej i akceptacji ostatecznej wersji manuskryptu.

-: AY
in . .7 {h
Podpis wspéfautor:/;g"
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Prof. dr hab. Anna Skarpanska-Stejnborn Gorzow Wlkp., 10.02.2025

imie i nazwisko Mieiscownsc, data

Dotyczy: postgpowania w sprawie nadania mgr ini. Hannie Dziewieckiej 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 publikacji wchodzacej w skiad rozprawy doktorskiej panafi
Hanny Dziewieckiej zatytutowanej:
Wptyw testu 2000m na ergemetize wiodlarskim na markery integralnosci jelit wioslarzy w rdinych

etapach przygotowania sportowego

polegat na:
publikacja nr 1: zaprojektowaniu i zaplanowaniu eksperymentu, administracji projektu badawczego,

sprawdzeniu i zaakceptowaniu ostatecznej wersji manuskrypiu.

publikacja nr 2: zaprojektowaniu i zaplanowaniu eksperymentu, administracji projektu badawczego,

sprawdzeniu i zaakceptowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.

Podpis st) tautora/ki

ROZPRAWA DOKTORSKA AWF



ZALACZNIK 2. PUBLIKAC]JE

Dziewiecka et al. BMC Sports Science, Medicine and Rehabilitation (2025) 17:52 BMC SpOftS Science, Medicine
https://doi.org/10.1186/513102-025-01099-1 and Rehabilitation

Effect of 2000-meter rowing test
on parameters of intestinal integrity

in elite rowers during competitive phase -
observational study

Hanna Dziewiecka''®, Joanna Ostapiuk-Karolczuk'®, Anna Kasperska'®, Justyna Cichorn-Wozniak'®, Piotr Basta'
and Anna Skarpariska-Stejnborn’

Abstract

Background The epithelial wall leakage has been extensively studied in sports disciplines like running and
cycling. However, little is known about gut permeability in other disciplines, like rowing, especially after the regular
competition performance distance of 2000 m. Therefore, our study aimed to check gut permeability after the 2000-
meter rowing test in the annual training cycle. The phenomenon of epithelial wall leakage has been the subject

of investigations within athletic domains such as running and cycling. Nevertheless, there exists an insufficiency

of understanding regarding gut permeability in alternative disciplines, such as rowing, particularly following the
completion of a standard competitive distance of 2000 m. Hence, the principal objective of our study was to assess
gut permeability after the completion of a 2000-meter rowing test.

Methods The study was performed at the beginning of a competitive training phase. Eighteen elite rowers of the
Polish Rowing Team participated in study after applying the inclusion/exclusion criteria. The participants performed
a 2000-meter ergometer test. Blood samples were taken before the test, after exercise, and after 1-hour of restitution.
Parameters, such as I-FABP, LPS, LBP, and zonulin, were determined using appropriate biochemical tests.

Results There were no changes between pre- and post-exercise values in I-FABP, LBP, LPS, and zonulin. However, the
I-FABP changed from 6,49+ 2,15 to 8,3+ 2,71 (ng/ml) during the recovery period, and LBP decreased from 2,73+0,77
to 2,035+0,53 (ug/ml) simultaneously. Other parameters have not changed.

Conclusion The results of this study showed that intense physical effort performed during the training period is
sufficient to negatively affect the gut integrity of rowers.

Keywords Athletes, Rowers, Gut permeability, I-FABP, Zonulin, LPS
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Introduction

Exercise—associated symptoms are common among
endurance athletes, and they may lead to minor discom-
fort or cause symptoms of clinical significance [1]. The
prevalence of exercise-induced gastrointestinal symp-
toms among elite endurance athletes was reported to be
70% [2]. Moreover, they are arguably the leading cause of
poor performance in competition [3]. Additionally, they
may cause of variety of gastrointestinal tract symptoms
such as abdominal pain, bloating, the urge to regurgitate,
and nausea [4].

The two main pathways may be responsible for exer-
cise-induced gastrointestinal syndrome. The first path-
way is connected to the redistribution of blood flow and
splanchnic hypoperfusion. In this case, the circulatory-
gastrointestinal path diverts blood flow to working mus-
cles and peripheral circulation, reducing total visceral
perfusion. The second neuroendocrine-gastrointestinal
is connected to stress hormones and results in increased
sympathetic activation and concomitant reduction in the
functional capacity of the gut. Both pathways may lead
to mucosal erosion and damage to the particular cells.
In addition, there is a potential third pathway that may
strongly influence the gut barrier — mechanical strain:
jarring, jolting, position, and friction [1]. Changes in
intestinal microbiota caused by intense exercise can
lead to gastrointestinal disorders related to exercise [5].
However, recent literature emphasizes that the impact
of exercise on gut microbiota depends on factors such as
intensity, duration, and chronic adaptation to training.
While acute exhaustive exercise can temporarily alter
gut microbiota and increase permeability, chronic physi-
cal activity is generally associated with positive microbial
adaptations, such as increased microbial diversity and
enhanced short-chain fatty acid production, which are
beneficial for gut health [6]. Karl et al. (2017) demon-
strated that multiple-stressor military training-induced
increases in intestinal permeability were associated
with alterations in inflammation markers and intestinal
microbiota composition and metabolism [7]. Moreover,
increasing the training loads, duration, and intensity of
training may modulate gut microbiota in different ways
depending on exercise type, duration, and individual fit-
ness level [8].

As a consequence, gut permeability of the lumen for
toxins and bacteria may increase, allowing them to enter
the systemic circulation (endotoxemia), burdening the
immune system [1, 4]. The translocation of endotoxins
may result in endotoxemia and cause sepsis or fatality if
left untreated [9]. Moreover, many stressors, such as heat
stress, certain medications, and oxidative stress, disrupt
gut function and the integrity of the gastrointestinal tract
[3]. As a result, gastrointestinal functions, such as motil-
ity, digestion, and absorption, may be decreased [1]. The
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established term “exercise-induced gastrointestinal syn-
drome” (EIGS) refers to these primary causes and sec-
ondary outcomes that naturally arise with the onset and
ongoing exercise [1]. Systematic reviews [4, 10] empha-
sizes that the duration of exercise protocol should last at
least 1 h to cause intestinal damage [1, 4, 10]. Research-
ers’ protocols usually focus on two sports disciplines:
running and cycling. Still, little is known about other
disciplines where exercise protocols are short but on the
level of maximum effort. It has been shown that vigor-
ous exercise that lasted not even 10 min has significantly
increased intestinal permeability [11]. Gut permeability
was also influenced by protocols of running —20 min at
80% VO2 max (maximal oxygen uptake) [12, 13]. There-
fore, a fraction of the anaerobic threshold has been
pointed out as a more predictive indicator of gastroin-
testinal permeability than a fraction of VO2 max, which
emphasizes the type of exercise performed does not have
as much impact as its intensity [14].

Well-trained rowing competitors cover a distance of
2000 m in about 6 min, reaching the average concentra-
tion of lactic acid above 14 mmol/L [15, 16]. Over many
years of cooperation with the national team, we have
noticed that gastrointestinal disorders occur in 6/24 row-
ers, which they describe as severe (unpublished data).
So far, we have observed increased inflammatory cyto-
kines and reactive oxygen species after the 2000-meter
ergometer test [15, 16]. We suspect the above-men-
tioned changes are accompanied by intestinal damage an
increase in their permeability. Additionally, we suspect
that the rower’s repetitive movements and posture dur-
ing exercise may strongly influence intestinal damage.

For this reason, we decided to conduct a study that
stimulates a rower’s race over a typical distance of 2000 m
on a rowing ergometer. We hypothesize that although the
time of exercise is short, applying such exhaustive exer-
cise will result in gut permeability. As far as we know
this is the first study conducted on rowers. Therefore, to
determine the presence of intestinal permeability, level
of intoxication, and inflammation, markers specific to
these changes have been used, such as I-FABP (Intestinal
Fatty Acid Binding Protein), zonulin, LPS (Lipopolysac-
charide), LBP (lipopolysaccharide-binding protein) to
observe both intestinal damage and intoxication. Thus,
the study aims to check the influence of the 2000 m maxi-
mal test performed on an ergometer on the gut perme-
ability of the rower. The outcomes of the study may be
important for trainers and sports dietitians who struggle
to improve the performance of the athlete.

The findings of this investigation hold significance for
both trainers and sports nutritionists tasked with opti-
mizing athletic performance. Additionally, should brief
yet high-intensity exertion impact the integrity of the gas-
trointestinal barrier, athletes may necessitate heightened
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monitoring and support during periods of intensified
competition characterized by multiple daily sessions and
limited recovery time.

Materials and methods
The study was conducted in July 2022 during an athlete's
camp in a yearly training cycle’s competitive phase.

Participants

Eighteen male National Polish Rowing Team members
(heavy-weight rowers) participated in this study. Before
the exercise test, the anthropometric parameters were
assessed using an electronic scale to the nearest 0,05 kg
(Tanita BC 418 MA Tanita Corporation, Tokyo, Japan).
The study was conducted following the Declaration of
Helsinki, and its protocol was approved by the local Eth-
ics Committee at Poznan University of Medical Sciences
in accordance with the Declaration of Helsinki (deci-
sion no. 314/22 in 2022) and was registered retrospec-
tively under number NCTO06372262 registration date
19/03/2024. All participants received an explanation of
the study procedures and gave their written, informed
consent to participate. Representative study population -
the sample size was calculated using a G-power program
[17], assuming 0.05 as the alpha level, 0,7 as the effect
size (data from our study — not published yet = 0,75, and
meta-analysis =0,81 [10]), and 0.85 power. The minimum
sample size was estimated at 13 participants.

Inclusion criteria

Minimum five years of training, five training sessions per
week minimum, total training time minimum of 240 min,
membership in Polish Rowing Team, finishing 2000-
meter ergometer test.

Exclusion criteria

Antibiotic therapy, probiotics, prebiotics within the
last three months, dietary regime, and gastrointestinal
diseases.

Rowing test

The exercise test was performed at the beginning of a
competitive phase of the annual training cycle character-
ized by high volume and training loads. After baseline

(2025) 17:52 Page 3 of 8

blood samples were taken, participants reported to the
exercise laboratory after a light breakfast and performed
a controlled 2000-meter ergometer test (Concept II,
USA). Furthermore, each subject had to finish the dis-
tance in the shortest time possible because test results
were considered during the selection to the champion-
ship team; for that reason, athletes were incredibly moti-
vated to perform test at maximal effort. Before the trial,
subjects performed a 5-minute individual warm-up.

Training program during sports camp

The characteristics of a training profile, such as intensity,
volume (measured in minutes), and type (specific, ie.,
rowing: endurance, technical, speed, etc., and nonspe-
cific: strength, jogging), were recorded daily. The inten-
sity of the training was classified concerning the lactic
acid (LA) threshold (4 mmol/L) as an extensive (below
the LA threshold) or intensive (above the LA threshold)
workload (Table 1). All national team players must com-
ply with the training regime based on the training plan.

Food intake

The total dietary intake was analyzed due to the 24-hour
dietary recall method by a dietitian, who was available
for participants during all meals. Then, the amount of
energy, protein, fat, carbohydrates, and fiber was mea-
sured through a commercially available program called
DietetykPro (Producer DieteykPro Wroclaw, Poland).
The above parameters were chosen because they strongly
influence the intestinal microbiota, especially carbo-
hydrate, protein and fiber [18]. The subjects used the
same canteen where recipes for individual dishes were
available, facilitating the quantitative and qualitative
consumption assessment. The investigation focused on
food consumption within the 24 h preceding the test,
acknowledging that the gut microbiome exhibits maxi-
mal variability during this temporal window.

Blood sampling and analyses

Blood samples were gained from the antecubital vein
before the 2000-meter test (in the morning after an
overnight fast), one minute after completion, and after
a 1-hour recovery period. The samples were centrifuged
after obtaining them to separate serum from blood cells.

Table 1 Training schedule during the week preceding blood sample collection before the test

Days before Trial 1 2 3 4 5 6 7 8
Time rowed, min/day 90 0 70 120 160 80 90 TEST
Distance rowed, km/day 20 0 12 22 36 18 20
Training for force development, min/day 0 0 0 0 0 0 0
Extensive endurance rowing training time, min/day 64 0 70 120 136 80 90
Very high intensity endurance rowing training time, min/day 26 0 0 0 24 0 0
Unspecific training (running, etc.), min/day 90 0 10 30 20 10 10
Total training time, min/day 180 0 80 150 180 920 100
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Table 2 Essential characteristics of study participants (N=18)

(2025) 17:52 Page 4 of 8

Height [cm] Weight [kg] Age [years] Water [%]

Body fat [%] Lean body mass [kg] Training experience [years]

Mean
SD

192,0 894 20,3 644
4,1 58 12 25

9.8
30

81,0
38

6,7
1,2

Table 3 Dietary intake

Energy Protein[g]
[Kcal]

4352,55
505,29

Fiber
[g]
3397
7,57

Fat [g] Carbohy-
drates [g]
584,27

96,31

Mean
SD

181,45
41,61

155,56
34,78

The serum was frozen immediately and stored at — 80 °C
until testing. In addition, capillary blood samples were
obtained from the earlobe before and immediately after
the exercise test to assess the athletes’ lactic acid levels.

Serum I-FABP, LPS, LBP, and zonulin were measured
using commercially available enzyme-linked immuno-
sorbent assays (ELISA; SunRed Biotechnology Company)
with an assay range of 0,3—80ng/ml for I-FABP, 12-4000
EU/I for LPS, 0,2-60 pg/ml LBP, and 0,25-70 ng/ml for
zonulin. Lactate concentration (La) in capillary blood
was checked immediately after sampling using a; lactate
concentrations were defined in mmol/L.

Statistical analyses

GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, Boston, USA)
performed statistical analyses and graphics. Descriptive
statistics, such as mean and SD, were used to visualize
immediate trends and patterns for three-time points.
Shapiro—Wilk test was used to check the normal distri-
bution of variables. The Brown-Forsythe test was used to
measure the equality of variances. One-way analysis of
variance with repeated measures (ANOVA), with Tukey’s
posthoc analysis, was used to assess differences in mea-
sured variables of the three-time points (pre-exercise,
post-exercise, and 1 h recovery), respectively. Zonulin
level was not normally distributed, and the Friedman
test was used. The t-test was used for La because there
were only two-time points. For the effect size measure,
Cohen's d was calculated. Using Cohen's criteria, the
effect size was interpreted as small (0.2), moderate (0.5),
and large (0.8) [19]. For correlation analysis, Pearson’s
coefficient of linear correlation was calculated. The level
of significance was for all tests at p<.05 level. There was
no missing data.

Results

Participants

The 2000-meter test on an ergometer is very demanding
for a competitor; in addition, 22 rowers have started the
test, but only 18 have finished it (one was ill, one refused
to row during the race, two couldn’t row at this pace)
(Table 2).

2. ook

—
Lk

LA (mmol/l)
o

Post

Pre

Fig. 1 Effect of 2000-meter test on La levels before and after exercise, val-
ues are presented as mean + SD, significant differences: ****< 0.0001

Dietary intake

The energy intake was 4352 + 505 kcal, protein intake was
approximated at ~2,0 g/kg body mass, and fat~1,7 g/
kg body mass (Table 3). There was, also negative corre-
lations between carbohydrates and zonulin (r=-0,763,
p=0,006).

2000-meters rowing test

The average test time was 367,43+7,13, and the mean
power output was 453,83 + 26,45 Wat (5,08 +0,08). There
was a significant increase in lactate levels observed before
and after the exercise test (Fig. 1) (p< .0001, Cohen's
d =8,37). There was no correlation between LA and any
other markers.

Markers of gut permeability and inflammation

There were no changes in I-FABP levels after the exercise
test and between baseline and recovery (Fig. 2). However,
after 1 h, values increased significantly from 6,49 +2,15
to 8,3+2,71 (ng/ml) during the recovery period (p=0,03,
Cohen's d=0,75). There were no changes in LBP level
values after exercise and between baseline and recovery,
but there was a significant decrease in 1-hour recovery
time from 2,73+0,77 to 2,035+0,53 (ug/ml) (p=0,045,
Cohen's d=1,07). The same pattern occurred at the LPS
level, but changes have not reached a significant differ-
ence. Zonulin level has not changed in all time points.
There were also positive correlations between I-FABP
and zonulin (r=0,271, p=0,048) and another between
LBP and LPS (r=0,331, p=0,014).
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Fig. 2 Effect of 2000-meters test on I-FABP, LBP, LPS, zonulin before, after,
and 1-hour after exercise, values are presented as mean+SD, significant
differences *p < .05: ¥*< 0.01: **p < .001: ****<0.0001

Discussion

A 2,000-m time trial is a standard test used to assess
performance in rowers [20]. We chose the competitive
phase because, in this phase, athletes experience strong
physiological stresses which is reflected in the increase in
biomarkers of tissue damage and immune cell activation
[21].

We observed a significant increase in I-FABP levels
after the 2000-meter rowing ergometer test. Significant
changes concern the time between the post-exercise and
recovery period (1 h after), probably due to the low time
of exercise (6 min); changes may not have occurred pre-
cisely after the end of the ergometer test but are shown
1 h after the recovery. I-FABP is a marker found on the
upper luminal surface of the endothelial cell, and its
increase reflects endothelial cell injury [10]. It is a sen-
sitive biomarker for early gut damage [22]. Our study’s
average increase in I-FABP was A=1,81 ng/ml (1810 pg/
ml clinical relevance of the I-FABP increase ~1000pg/
ml) [4]. This response is higher than obtained after

(2025) 17:52
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60 min at 70% of the maximum workload capacity [23]
or a 20-minute run at a constant speed equivalent to
80% VOypeak [24]. Moreover, running at 78% VO2 max
(4 mmol/L blood lactate) until T, increases by 2.0 °C
or volitional exhaustion A also gave lower results [25].
Even a prolonged exercise protocol consisting of 15 min
cycling at 50% HRR+60 min running+ 15 min cycling
at 50% HRR at 30 °C increased I-FABP A=806 pg/ml
[26]. Our outcome increase was comparable to 2-hour
running at 60% VO2 max A=1230 pg/ml [27]. Though
there were no significant changes in zonulin levels after
exercise, and the response was strongly individual, there
was a positive correlation between I-FABP and zonulin,
a marker implicated in regulating mucosal permeability
and capable of reversible tight junction disassembly [28].
The correlation observed in our study suggests that as
the epithelial injury increased, so did the tight junction
leakage. The obtained results may indicate that not only
the duration of physical activity but also the intensity is
a factor that violates the integrity of the intestinal bar-
rier. Edwards et al. suggest that exercise intensity may be
a more decisive factor causing loss of intestinal integrity
than exercise mode [14]. Recent reviews emphasise the
importance of time as a disturber of the epithelial wall
integrity [1, 4, 10]. Still, our results suggest that even a
short exercise of very high intensity may increase epi-
thelial injury. These phenomena may give rise to direct
consequences, such as alterations to the enteric nervous
system and/or enteroendocrine cells, or indirect reper-
cussions, including disruptions to gastrointestinal motil-
ity, such as nutrient malabsorption [4]. The main feature
of splanchnic hypoperfusion is intestinal ischaemia [23,
29]. In fact, Rehrer et al. reported a decrease in portal
blood flow (20%) within the first 10 min of running at
70% of the maximal oxygen update [30]. Furthermore, 1 h
of cycling at 70% of maximal wattage out- put (Wmax)
resulted in increased splanchnic ischemia, with the most
pronounced increase occurring within the first 10 min of
exercise [23]. The resultant intense ischemic conditions
contribute to epithelial injury, causing erosion across all
epithelial cell types and subsequently augmenting intes-
tinal permeability. Remarkably, our study aligns with this
temporal pattern, indicating that the initial 10 min of
exercise may represent a critical period for the onset of
intestinal damage.

Not only intestinal ischaemia but also mechanical
strain related to mechanical work performed by the ath-
lete’s body during performance may lead to increased
I-FABP. For example, runners experience lower GI symp-
toms (e.g., cramps, bloating) than cyclists [2]. It is found
to be a result of the repetitive high-impact mechanics
of running [3]. In rowing, we also have repetitive move-
ments that may influence the gut barrier. Posture can
also affect gastrointestinal symptoms in rowers. Similar
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to cycling, where the cycling position can cause upper
gastrointestinal symptoms due to increased pressure on
the abdomen. Moreover, the shift of I-FABP could have
resulted from changes in the composition of the gut
microbiota. Bennett et al. (2020) discovered that a higher
relative abundance of both commensal and pathogenic
bacterial groups was linked to increased injury of intes-
tinal epithelial cells [31]. Therefore, splanchnic hypoper-
fusion during exercise, gut microbiota composition, and
specific mechanical movements during rowing may have
influenced the gut barrier of the rower, and the increase
in both parameters suggests increasing gut permeability.

Surprisingly, we observed a decrease in LBP levels after a
1-hour recovery period, without significant changes in LPS
levels, but there was a positive correlation between both
parameters. Lipopolysaccharide binding protein is mainly
synthesized in hepatocytes and epithelial cells [32], and it
is considered a stable indirect marker of exposure to bac-
terial endotoxins [33]. Obtained results in our research are
against other authors, where LBP increased after exercise
[11, 34, 35] or stayed at the same level [36, 37]. However, an
LBP decrease was observed after a 3-hour run [38]. Under
conditions of intense physical exertion, LBP may migrate
and be transported into cellular compartments [38], which
may appear in our study. Moreover, LBP concentration
may be connected to the LBP utilization overwhelming the
replacement capacity [38]. The reasons for the decreased
levels of lipopolysaccharide-binding protein (LBP) after
exercise are not entirely understood. Motiani et al. (2019)
found that after two weeks of training, there was a signifi-
cant reduction in LBP levels, along with a modification in
the microbiota profile, characterized by an increase in the
Bacteroidetes phylum. At the species level, Bacteroidetes
showed a negative correlation with plasma inflammatory
markers, including LBP, TNF-a, and CRP levels [39]. This
substantial decrease in LBP may be attributed to changes in
the gut microbiota. As observed in our study, LBP decrease
was probably associated with the physical exertion of row-
ers during the 2000-meter ergometer test and connected
to both migration into cellular compartments and over-
whelmed replacement capacity or shift in gut microbiota
composition.

Remarkably, our observations revealed a negative
correlation between zonulin levels and carbohydrate
intake. This finding aligns with the results reported by
Etxebarria et al., where carbohydrate intake 24 h before
exercise demonstrated an association with reduced lipo-
polysaccharide translocation [37]. Notably, a judicious
carbohydrate intake in the 24 h preceding exercise may
contribute to mitigated gut permeability. These find-
ings underscore the potential impact of dietary choices
on modulating biomarkers associated with gut health,
emphasizing the significance of pre-exercise nutritional
strategies in influencing gastrointestinal outcomes.
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An intensive 2000-meter ergometer test simulates the
start of a rower in a competition. This is the only starting
distance for the male rowers. Hence, sustained elevation
in gut permeability markers, persisting even after a one-
hour recovery period, could potentially render rowers
susceptible to gastrointestinal symptoms. This, in turn,
may lead to decrease performance outcomes at the start,
necessitating prolonged recovery periods, and in severe
instances, disqualification from competition. Conse-
quently, implementing effective nutritional strategies and
supplementation regimens becomes pivotal in preserving
athletes’ optimal physical condition.

Practical applications

The findings of this study are highly relevant for trainers and
sports nutritionists aiming to enhance athletic performance.
If short bursts of high-intensity exercise compromise the
gastrointestinal barrier, athletes may require increased
monitoring and support during demanding competition
phases with multiple daily sessions and minimal recovery.
Practical strategies, such as adjusting pre-exercise nutrition
or implementing microbiota-targeted interventions, could
be crucial in addressing these challenges.

Conclusion

The primary discovery of the study reveals that even a brief
duration of maximal exertion, such as 6 min, can impact
the integrity of the gut barrier. Notably, the intensive 2000-
meter ergometer test undertaken by highly proficient rowers
elicited alterations in observed parameters. Elevated levels
of intestinal fatty acid-binding protein (I-FABP), concur-
rent with heightened zonulin levels, imply a compromised
gut barrier integrity attributed to both enterocyte damage
and disruption of tight junctions. Furthermore, the effect of
training loads and the administered test appears to contrib-
ute to the observed decline in lipopolysaccharide-binding
protein (LBP) levels, accompanied by a reduction in lipo-
polysaccharide (LPS) levels during the recovery phase. This
phenomenon may be attributed to the sequestration of LBP
into cellular compartments and an insufficient capacity for
replacement. The study’s outcomes underscore that intense
physical exertion during training regimens is adequate to
impact rowers’ gut permeability negatively. Such insights
are invaluable for coaches, sports nutritionists, and medi-
cal professionals striving to enhance the exercise capacity of
rowing athletes.

Study limitations

The present study acknowledges certain limitations,
foremost among them being the relatively small sample
size. Conducting research within the domain of elite
sports poses challenges in assembling a cohort of highly
trained athletes with comparable performance levels and
training regimens. Furthermore, a more comprehensive
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exploration of inflammatory markers in subsequent stud-
ies is imperative to gain a thorough understanding of the
observed changes. Another limitation stems from the
absence of individualized breakfast analyses; however,
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Abstract

Background We examined the effect of the 2000-m ergometer test on gut injury in competitive elite rowers in two
different training phases. Given that inflammatory markers during the competitive phase are higher, we hypothesise
that markers of intestinal injury are also more elevated during that phase.

Methods We performed this study during the preparatory phase (Test I) and competitive phase (Test Il) of annual
training. We included 10 competitive elite rowers, members of the Polish Rowing Team, in the study after applying
the inclusion/exclusion criteria. The participants performed a 2000-m ergometer test during both phases (Tests | and
Il). We collected blood samples before the test, immediately after the test and after 1 h of recovery. We measured the
levels of interleukin 6 (IL-6), intestinal fatty acid binding protein (I-FABP), lipopolysaccharide (LPS), lipopolysaccharide-
binding protein (LBP), and zonulin.

Results There were no significant changes over time in Test | and Test Il in the gut integrity markers. There were
significantly lower I-FABP and IL-6 levels after the test for Test Il compared with Test I. The pre-test LPS level was
significantly lower for Test Il compared with Test |. The pre-test LBP and zonulin levels were numerically lower in Test Il
but the differences were not significant.

Conclusions The 2000-m ergometer test showed no influence on gut integrity markers. However, there were
differences in the response to exercise between Tests | and Il. The lower level of gut injury markers after extreme
exercise tests carried out during the preparation period may be the result of adaptive mechanisms and could indicate
that rationally conducted training significantly decreases intestinal injury.
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Introduction
Exercise-associated gastrointestinal symptoms (GIS)
are common among endurance athletes and can vary in
severity from minor discomfort to clinically significant
signs [1]. GIS such as nausea and diarrhoea, flatulence,
the urge to regurgitate, heartburn, or even blood in the
stool during exercise may occur and minimally or sub-
stantially negatively impact exercise performance, result-
ing in reduced workload, cessation of exercise, and/or
withdrawal from activity (1). Exercise-induced gastro-
intestinal syndrome leads to GIS during exercise. Two
pathways promote it — circulatory—gastrointestinal and
neuroendocrine—gastrointestinal — but a potential third
factor in the form of mechanical strain may also occur
(i.e., body position and/or the mechanical strain on the
splanchnic arena) [1]. Local intestinal ischaemia is one of
the main physiological factors that cause cell damage and
dysfunction through reduced adenosine triphosphate
(ATP) synthesis from mitochondrial respiration. There
may be changes involving Paneth cells (specialised anti-
microbial protein-secreting cells), goblet cells (mucus-
producing cells), and the tight junction proteins (claudin
and occludin) that prevent the infiltration of pathogenic
organisms into the systemic circulation. These changes
may cause leakage of endotoxins such as lipopolysac-
charide (LPS) and proinflammatory cytokines through
the epithelial wall [2]. At the same time, gastrointestinal
functions including motility, digestion, and absorption
may be reduced due to epithelial injury and/or dysfunc-
tion. Moreover, deactivation of the submucosa, the myen-
teric plexus, or other components of the gastrointestinal
tract that are affected by exercise may be responsible for
impaired gastrointestinal function [3]. This functional
impairment may partly explain the reduced absorption of
intestinal nutrients observed after strenuous exercise [4].
In systematic reviews, researchers have reported that
the minimum threshold of exercise stress necessary
to evoke GIS is 22 h at 60% maximal oxygen uptake
(VOymay) at an ambient temperature of >235.0 °C or 23 h
at 60% VO,,,. at temperate conditions in laboratory-
controlled studies [1, 3, 5]. The authors also assumed
that anything less than the above conditions is insuf-
ficient to elicit gastrointestinal integrity that may pres-
ent on a clinical level [1, 4, 5]. In contrast, Aune et al. [6]
investigated the impact of a bout of strenuous exercise
on gut leakage markers in patients with suspected coro-
nary artery diseases (N=287). The mean exercise dura-
tion was 9.31 min, and the authors reported a significant
increase in LPS and lipopolysaccharide-binding protein
(LBP) [6]. Edwards et al. [7] suggested that the exercise
mode may not be as crucial as its intensity, although the
protocol used in that study lasted 45 min [7]. Research
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on exercise-induced permeability has usually focused on
healthy individuals and has used endurance-style proto-
cols [8]. Still, little is known about changes in gut perme-
ability in competitive elite athletes the different phases of
the training cycle; of note, each phase differs regarding
the work load. During rowing competitions, the teams
usually finish the race within seconds (or less) of each
other. The incidence and severity of GIS incidence may
influence the capacity of the athlete to perform at his or
her maximum level [8].

The 2000-m rowing race distance at the Olympic level
is covered in approximately 5.5-7.5 min, depending on
the boat class, sex, and environmental conditions. Row-
ing requires a high mechanical power output of 450—
550 W (9) at a high percentage of VO,, ... After the race,
the blood lactic acid (LA) concentration can reach 15-16
mmol/l [10]. Elite athletes spend about 100-210 min a
day training [11]. This training comprises rowing, non-
specific endurance, and strength training. Additionally,
rowing training is associated with a unique metabolic
demand [9]. Thus, we examined the changes in markers
of gut integrity in competitive elite rowers (members of
the Polish National Team; we measured the eliteness/
expertise of the athletes in accordance with Swan et al.
[12]) during the 2000-m ergometer test at two times dur-
ing the training cycle: the preparatory phase (Test I) and
the competitive phase (Test II). Given that inflamma-
tory markers during the competitive phase are higher, we
hypothesise that markers of intestinal permeability are
also more elevated during that phase [9].

Materials and methods

Participants

Eighteen male National Polish Rowing Team members
(heavyweight rowers) were recruited, but only 10 met
the inclusion criteria and participated in the study; all of
the participants finished the two 2000-m ergometer tests.
Before each test, the anthropometric parameters were
assessed using an electronic scale to the nearest 0.05 kg
(Tanita BC-980 MA, Tanita Corporation, Tokyo, Japan).
The results are presented in Table 1. The study was per-
formed by following the Declaration of Helsinki. The
study protocol was approved by the local Ethics Commit-
tee at Poznan University of Medical Sciences (decision
no. 314/22 in 2022). All participants were informed of the
study procedures and gave their written consent.

Inclusion criteria

The inclusion criteria were a minimum of 5 years of
training, a minimum total training time of 240 min per
week, membership in the Polish Rowing Team, and fin-
ishing the 2000-m ergometer test.
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Table 1 The anthropometric characteristics of the participants (in the morning after an overnight fast before Tests | and II).
Body fat[%] Lean body High [cm] Body mass BMI [kg/m?] Age Total body Training
mass [kg] [kgl [years] water [%] intern-

ship
[years]

Test|

Mean 10.1 79.7 190.7 882 244 204 61.14 6.9

SD 2.5 53 47 7.1 13 14 20 1.5

Test I

Mean 9.5 789 190.7 87.7 241 204 6442 6.9

SD 3.0 57 47 7.3 1.5 14 2.2 1.5

SD, standard deviation

Exclusion criteria

The exclusion criteria were antibiotic therapy, probiotics,
prebiotics, metformin, a dietary regime, and health prob-
lems within the last 3 months.

Training programme

The training profile, including the intensity, volume (in
minutes), and type (specific, i.e, rowing: endurance,
speed, technical; and nonspecific: strength, jogging), were
noted daily. In addition, the intensity of the training was
classified concerning the LA threshold (4 mmol/l): an
extensive (below the LA threshold) or an intensive (above
the LA threshold) workload (Table 2).

Food intake

The total dietary intake was analysed by a dietitian before
each test by using the 24-hour dietary recall method. The
dietician carefully checked each questionnaire and was
available for the participants during all meals. Then, the
energy, carbohydrate, protein, and fat were measured
through the commercially available DietetykPro program
(DietetykPro, Wroclaw, Poland).

Exercise test

For Tests I and II, the athletes performed a controlled test
at a distance of 2000 m (Fig. 1). The break between the
tests was nearly 10 weeks (68 days). Test I was performed
at the beginning of the preparatory phase, while Test II was
performed at the beginning of the competitive phase. The
participants rowed a distance of 2000 m on the ergometer
(Concept II, USA) as fast as possible because the test results
were considered during the selection for the championship
team. Hence, the athletes were highly motivated to perform
both tests at maximal effort. The exercise test was per-
formed at 10:00 a.m. on each day. Before the test, the par-
ticipants ate a small, light meal and were hydrated (Table 1).
Before the tests, each participant completed a 5-minute
individual warm-up.

Material collection and examination
Samples were collected at the same three-time points: Pre
(pre-exercise), after overnight fasting; Post (immediately

post-exercise), and Recovery (after 1 h of recovery) for
Tests I L.

Blood samples were collected from the antecubital vein
into 9-ml polyethylene tubes (to obtain serum) and cen-
trifuged at 3000 rpm for 10 min. The serum was frozen
and stored at —80 °C until analysis. In addition, capillary
blood samples were obtained from the earlobe before and
immediately after the exercise test to assess the LA levels.

Measurements

Serum zonulin, intestinal fatty acid-binding protein
(I-FABP), LPS, LBP, and interleukin 6 (IL-6) were measured
using commercially available enzyme-linked immunosor-
bent assays (ELISAs; SunRed Biotechnology Company,
Shanghai, China). The assay range was 0.25-70 ng/ml for
zonulin, 0.3-80 ng/ml for I-FABP, 12—-4000 endotoxin units
(EU)/1 for LPS, 0.2—60 pg/ml for LBP, and 1-300 ng/l for
IL-6. Moreover, LA in capillary blood was measured imme-
diately after sampling using a commercially available kit
(Diaglobal, Berlin, Germany). The LA concentrations are
presented as mmol/L

Statistical analysis

Statistical analysis was done using GraphPad Prism 9
(GraphPad Software, USA). Descriptive statistics such as
the mean and standard deviation were used to identify pat-
terns and trends. The Shapiro—Wilk test was carried out to
examine whether the variables had a normal distribution.
The Brown—Forsythe test was used to measure the equality
of variances. One-way repeated-measures analysis of vari-
ance (ANOVA), with Tukey’s post hoc analysis, was used to
assess differences in measured variables of the three assess-
ment points (Pre, Post, and Recovery) for Tests I and II. A
t-test was used to compare food intake, anthropometric
characteristics, and 2000-m test outcomes (power, time,
and LA) between Tests I and II. Cohen’s d was computed to
determine the effect size. It was interpreted as small (0.2),
moderate (0.5), or large (0.8) (Cohen, 1988). For correla-
tion analysis, Pearson linear correlation coefficients were
calculated. The significance of all statistical analyses was set
at p<0.05. Based on a power analysis, all tests that yielded
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Fig. 1 The study design and timeline

Table 3 Energy, protein, fat, carbohydrate, and fibre intake the
day before Tests | and II.

Energy Protein Fat Carbohy- Fiber
[kcall gl [g] drates [q]
[g]
Test|
Mean 450490 23910 16520 528.80 31.00
Standard deviation 72271 5440 4188 12258 10.13
Testll
Mean 441320 187.14 15132 601.00 35.68
Standard deviation 41136  43.69 31.61 106.53 873

207 eskokok
|

Akokok

]

154 ° °
g0
£ 40-
@
< °
-

Fig. 2 The lactic acid (LA) levels before and after the 2000-m ergometer
test. The values are presented as mean+standard deviation. *p <0.05,
*¥*p<0.01,**p<0.001, and****p <0.0001

(r=0.493, p<0.0001). In addition, there was a significant
correlation between LBP and LPS (r=0.591, p<0.001),
between LBP and zonulin (r=0.396, p=0.0017), and
between LBP and IL-6 (r=0.557, p<0.001). Finally,

TESTI TESTII
Va 1& Va Vi i e
L [rcovenr o L recoveRy

there was a significant correlation between IL-6 and LPS
(r=0.496, p<0.0001). The correlation matrix is shown in
Fig. 4.

Discussion

The high-intensity 2000-m ergometer test was designed to
replicate the physiological demands of competition in the
different phases of the training cycle. In the present study,
we found that the 2000-m ergometer test carried out dur-
ing the preparatory and competitive phases did not influ-
ence markers of gut injury such as I-FABP and zonulin. We
hypothesised that the mechanical strain of the rowing and
the extremely high intensity of the test influences the gut
barrier. However, we did not observe the expected changes,
probably due to the short protocol time and/or small sam-
ple size. The outcomes confirmed that longer protocols are
needed to observe significant changes.

The responses to investigated parameters to intense exer-
cise differed between Tests I and II. In Test II, the I-FABP
and IL-6 levels were lower at the Post time point (immedi-
ately after the exercise test) compared with the same time
point in Test I. There was also a tendency for a significant
difference in the LBP level (p=0.058) at the Post time point.
LBP and I-FABP are surrogate markers of intestinal epithe-
lial cell injury [3]. Moreover, LBP is a marker of systemic
endotoxemia, and IL-6 is connected to the inflammation-
associated cytokine response. We should emphasise that
IL-6 also has an anti-inflammatory effect in the context of
exercise, but paired with the LBP it exerts an inflammatory
effect [3].

In general, the I-FABP and LBP levels were lower in Test
II (competitive phase) than in Test I (preparatory phase).
The IL-6 response to exercise was also significantly lower
for the Post time point in Test II compared with the same
time point in Test I1. The observed differences in markers
of gut injury may be an effect of the weaker inflammatory
response during Test II, which was performed during the
competitive phase.

During the preparatory phase, the intensity of the train-
ing load increases, which probably influences both gut leak-
age and endotoxemia. There are a few studies that have
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Fig3 Differences between Tests | and Il in intestinal fatty acid-binding protein (I-FABP), lipopolysaccharide binding protein (LBP), lipopolysaccharide (LPS),
zonulin, and interleukin 6 (IL-6) at the pre-exercise (Pre), post-exercise (Post), and 1-hour post-exercise (Recovery) time points. The data are presented as
the mean +standard deviation. *p < 0.05, **p <0.01, and ***p <0.001
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Fig. 4 Pearson correlation matrix

followed changes in gut permeability and injury markers in
competitive elite athletes. Chantler et al. [14] observed elite
rugby players (n=19) during 6 weeks of preseason train-
ing. The exercise protocol test lasted 45 min and the gas-
trointestinal permeability markers tended to be lower after
sports preparation, similarly to our results (but our test only
lasted around 6 min) [14]. Chantler et al. [14] suggested that
improved aerobic fitness may decrease the level of splanch-
nic hypoperfusion. We found that for Test II, the athletes
finished the exercise test in a shorter time and achieved
higher power (the change did not reach significance, but at
the competitive elite level of sports performance, even 1 s
makes a huge difference that might change the place in the
ranking). This finding suggests that there was an improve-
ment in exercise ability and demonstrated that the aerobic
capacity may influence gut injury. Han et al. [15] showed
that compared with non-elite athletes, the microbiome of
elite rowers was dominated by the short chain fatty acid
(SCFA)-producing bacteria, a finding that may confirm our
results. Moreover, Keohane et al. [16] observed rowers dur-
ing a 5000 km transoceanic race and found that microbial
diversity increased throughout the event; there was also an
increased abundance of butyrate-producing species and
species associated with improved metabolic health [16].
Those results may confirm the adaptive capacity of the gut
of competitive elite rowers.

In our study, the participants had higher baseline
I-FABP levels for both tests (Test 1=9.033+3.7 ng/ml; Test
11=6.96+1.24 ng/ml) compared with other athletes [3, 5].
This observation has two explanations. First, it may be con-
nected to training sessions before the test (Table 2). Second,
rowing is a highly demanding sport, even for trained ath-
letes. Elite rowers quickly achieve high energy expenditures
and LA levels, which they must tolerate throughout the race
[17]. LA levels above 8.7 mmol/l are connected to gastric

(2023) 15:148
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ischaemia [18], one of the causes of gut permeability, and
in our study, athletes reached even 12 mmol/l. Splanchnic
hypoperfusion and subsequent gastrointestinal ischaemia
are key factors that promote intestinal injury and hyperper-
meability [8], which may explain high baseline I-FABP levels
for Tests I and II.

The baseline LPS level was higher before Test I (928+369,6
EU/1) compared with Test II (620£133,9 EU/]). Our results
confirm previous findings regarding the adaptive abilities of
rowers, both before and after the exercise test. Baseline LPS
values are important. Kahru et al. [19] observed that there
is a difference in the LPS levels between runners who are
symptomatic (767+119 EU/I) and asymptomatic (567 +124
EU/) for GIS occurrence [19]. The baseline Test I LPS level
is notably above the symptomatic group from that study.
Lim et al. [20] found that 14 days of increased training loads
in trained endurance athletes reduced the plasma LPS levels
at rest and 1.5 h after exercise but not during exercise [20].
The authors suggested that adapting the anti-LPS mecha-
nisms to the different training loads may be effective during
rest and recovery, but not during exercise. Regular exercise
training can decrease circulating Toll-like receptor 4 (TLR-
4) ligands, including saturated free-fatty acids (FFAs), extra-
cellular heat shock proteins (HSPs), and LPS, which are
known to promote proinflammatory cytokine production
[21]. The changes in LPS levels are followed by IL-6 pro-
duction, which was also blunted in Test II, and suggests the
adaptive capacity of the rowers. The highest IL-6 level was
after Test I, but the exercise programme appeared to reduce
the IL-6 level. Similar results occurred in elite tackwondo
athletes after 4 weeks of training [22]. Kaya [22] suggested
that physical activity regulates immune responses by sup-
pressing serum IL-6 levels [22].

The main findings of this study indicate that gut injury
and inflammation vary over the season in competitive elite
rowers. The results suggest that the participants adapted to
increasing exercise loads during the preparatory phase. This
adaptation could be related to a proper training schedule
and recovery time.

Conclusion
Although there were no significant changes in intesti-
nal injury parameters in our study immediately after the
2000-m ergometer tests and after a 1-hour recovery period,
the intestinal response was reduced over the training sea-
son. Changes in gut injury markers after extreme exercise
tests may show that adaptive mechanisms have occurred.
Even small changes in the parameters of the competitor may
affect the deterioration of his or her well-being and the pos-
sibility of participating in the competition. It crucial that the
gut of a competitive elite rower has the ability to adapt to
high levels of performance.

Our study has a few limitations: the food intake was
measured only 24 h before the test and during the study.

AWF

ROZPRAWA DOKTORSKA

55



Dziewiecka et al. BMC Sports Science, Medicine and Rehabilitation

It should be stressed that these athletes participated in
training camp in Olympic Training Centres, where they
ate the same diet (Table 3). However, future investiga-
tion should be extended to more detailed pre-test diet
information.
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