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DANE O KANDYDATCE

Data uzyskania tytutu magistra: 3.09.2019 r.

Nazwa jednostki organizacyjnej, w ktorej nadany zostat tytut: Wydziat Farmaceutyczny
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego 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, Za-
ktad Nauk Biologicznych.

Zajmowane stanowisko: od 19.10.2022 r. - asystent.
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WYKAZ SKROTOW

ANOVA (ang. analysis of variance) - analiza wariancji
bpm (ang. beats per minute) - tetno

BPS - bezposrednie przygotowanie startowe

CK (ang. creatine kinase) - kinaza kreatynowa

EDTAK, (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) - kwas etylenodiaminotetraoctowy dipo-
tasowy

ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) - test immunoenzymatyczny
GRA (ang. granulocytes) - granulocyty

HGB (ang. hemoglobin) - hemoglobina

HCT (ang. hematocrit) - hematokryt

IL-1a (ang. interleukin-1a) - interleukina-1a

IL-2 (ang. interleukin-2) - interleukina-2

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

IL-10 (ang. interleukin-10) - interleukina-10

IL-13 (ang. interleukin-13) - interleukina-13

LDH (ang. lactate dehydrogenase) — dehydrogenaza mleczanowa

LYM (ang. lymphocyte) - limfocyty

MCH (ang. mean corpuscular hemoglobin) - $rednia masa hemoglobiny w erytrocycie

MCHC (ang. mean corpuscular hemoglobin concentration) - Srednie stezenie hemoglobiny
w krwince czerwonej

MCV (ang. mean corpuscular volume) - Srednia objeto$¢ erytrocytu

MON (ang. monocyte) - monocyty

MPV (ang. mean platelet volume) - Srednia objetos¢ ptytek krwi

PC (ang. protein carbonyl) - grupy karbonylowe

PCT (ang. plateletcrit) - ptytkokryt

PDW (ang. platelet distribution width) - wskaznik anizocytozy ptytek krwi

PLT (ang. platelet count) - ptytki krwi

RBC (ang. red blood cell) - krwinki czerwone

RDW (ang. red cell distribution width) — wskaznik anizocytozy krwinek czerwonych
RER (ang. respiratory exchange ratio) - wspéiczynnik wymiany oddechowej

ROS (ang. reactive oxygen species) - reaktywne formy tlenu
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SD (ang. standard deviation) - odchylenie standardowe
SOD (ang. superoxide dismutase) - dysmutaza ponadtlenkowa
TAC (ang. total antioxidant capacity) - catkowita pojemnos$¢ antyoksydacyjna

TBARS (ang. thiobarbituric acid reactive substances) - produkty peroksydacji reagujacych
z kwasem tiobarbiturowym

TIBC (ang. total iron binding capacity) - catkowita zdolno$¢ wigzania zelaza
TNF-a (ang. tumor necrosis factor alpha) - czynnik martwicy nowotworéw

TRP (ang. tryptophan) - tryptofan

UIBC (ang. unsaturated iron binding capacity) - utajona zdolno$¢ wigzania zelaza
VCO, (ang. validation of carbon dioxide production) - wydalanie dwutlenku wegla
VE (ang. minute ventilation) - minutowa wentylacja

V__ (ang. maximal run velocity) - predko$¢ maksymalna

VO, (ang. oxygen uptake) - pobieranie tlenu

VO, . (ang. maximal oxygen consumption) - putap tlenowy

WBC (ang. white blood cell) - krwinki biate
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STRESZCZENIE

Tapering stanowi ztozony proces redukcji obcigzen treningowych w okresie poprzedza-
jacym kluczowe wydarzenia sportowe, majacy na celu optymalizacje formy zawodnikow
na najwazniejsze zawody. W zwigzku z tym postanowiono oceni¢, czy 2-tygodniowy okres
ograniczonego wysitku sprzyja szybszemu przywracaniu homeostazy w odpowiedzi
na pojedynczy intensywny wysitek fizyczny. Analizowano rownowage prooksydacyjno-
-antyoksydacyjna, homeostaze gospodarki zelazem oraz markery stanu zapalnego, aby
okresli¢, czy w warunkach taperingu organizm efektywniej kompensuje zmiany wywota-
ne intensywnym obcigzeniem wysitkowym.

Do badania zakwalifikowano 27 wytrenowanych koszykarek (16,55 +0,96 roku,
66,40 £13,68 kg, 173,45 +5,14 cm) na podstawie okreslonych kryteriéw witaczenia i wy-
kluczenia. Eksperyment przeprowadzono pod koniec sezonu rozgrywkowego, w okresie
zmniejszonego obcigzenia treningowego. Zawodniczki poddano maksymalnemu wysitko-
wi na biezni do momentu wyczerpania, a prébki krwi pobrano przed testem, bezposred-
nio po nim i po 3 godzinach regeneracji.

Po wysitku wzrosta catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna (TAC), ktora utrzymata sie
na tym samym poziomie po 3 godzinach. Odnotowano réwniez wzrost stezenia jonow
zelaza, ktory byt skorelowany ze wzrostem nasycenia transferyny oraz niewielkim wzro-
stem catkowitej zdolnos$ci wigzania zelaza (TIBC). Nie zaobserwowano istotnych zmian
w poziomach interleukiny-6 (IL-6), hepcydyny, transferyny i ferrytyny. Interleukina-10
(IL-10) i kinaza kreatynowa (CK) wzrosty po wysitku, a nastepnie ulegly obnizeniu.
Z kolei interleukina-2 (IL-2) ulegta obniZeniu natychmiast po wysitku i utrzymata sie na
nizszym poziomie, natomiast interleukina-13 (IL-13), interleukina-1a (IL-1a) i tryptofan
(TRP) obnizyty sie dopiero po 3 godzinach.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze 2-tygodniowy okres aktywnej regeneracji sprzyja szyb-
szemu przywracaniu homeostazy po intensywnym wysitku fizycznym. Wzrost TAC i jej
utrzymanie po wysitku sugeruja lepsza réwnowage prooksydacyjno-antyoksydacyjna,
co moze ograniczac stres oksydacyjny. Podwyzszony poziom IL-10 po wysitku §wiadczy
o skuteczniejszej kontroli proces6w zapalnych, co potwierdza takze brak istotnych zmian
w stezeniu IL-6 i hepcydyny. Ponadto wyniki wskazujg, Ze to ferrytyna, a nie hemoliza
powysitkowa moze stanowic¢ gtéwne zrodto zelaza po intensywnym wysitku wykonanym
w okresie taperingu, co ma istotne znaczenie dla gospodarki zelazem u sportowcow.
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ABSTRACT

Tapering is a complex process of reducing training loads in preceding key sporting events
periods, aimed at optimizing players’ performance for the most important competitions.
Therefore, it was assessed whether a two-week limited exercise period promotes faster
restoration of homeostasis in response to a single intensive physical effort. Prooxidant-
-antioxidant balance, iron homeostasis, and inflammatory markers were analyzed to de-
termine whether the body compensates more effectively for changes induced by intensive
exercise load in the conditions of tapering.

Twenty-seven trained female basketball players (16.55 +0.96 years, 66.40 +13.68 kg,
173.45 £5.14 cm) were qualified for the study based on specific inclusion and exclusion
criteria. The experiment was conducted during a reduced training load at the end of a com-
petition season. The athletes underwent maximal exercise on a treadmill to exhaustion,
and blood samples were taken before, immediately after, and after 3 hours of recovery.

Total antioxidant capacity (TAC) increased after exercise and remained at the same
level after 3 hours. An increase in iron concentration was also noted, which was correlated
with an increase in transferrin saturation and a slight increase in total iron binding capa-
city (TIBC). No significant changes were observed in the interleukin-6 (IL-6), hepcidin,
transferrin, and ferritin levels. Interleukin-10 (IL-10) and creatine kinase (CK) increased
after exercise and then decreased. In contrast, interleukin-2 (IL-2) decreased immediately
after exercise and remained at a lower level, while interleukin-13 (IL-13), interleukin-1a
(IL-1a), and tryptophan (TRP) reduced only after 3 hours.

The results indicate that a two-week period of active regeneration promotes faster
restoration of homeostasis after intense physical exercise. The increase in TAC and its
maintenance after exercise suggests a better prooxidant-antioxidant balance, which may
limit oxidative stress. The increased level of IL-10 after exercise indicates more effective
control of inflammatory processes, which is also confirmed by the lack of significant chan-
ges in the concentration of IL-6 and hepcidin. In addition, the results indicate that ferritin,
and not post-exercise hemolysis, might be the main source of iron after intense exercise
performed during the tapering period, which is of significant importance for iron mana-
gement in athletes.
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1. wsTEP

Koszykéwka jest dyscypling sportowa charakteryzujaca sie naprzemiennym wystepo-
waniem faz o niskiej i wysokiej intensywnoSci, co skutkuje aktywacjga zarowno szlakow
metabolicznych tlenowych, jak i beztlenowych, majacych na celu dostarczenie energii
niezbednej do wykonania wysitku. Zawodnicy wykonujg liczne wielokierunkowe ruchy
o zroznicowanej predkosci i intensywnosci, takie jak bieganie, koztowanie czy wyskoki
(Calleja-Gonzales i in. 2016; Mexis i in. 2022). Intensywny harmonogram rozgrywek oraz
wymagajgce jednostki treningowe moga skutkowac ograniczeniem czasu na petng rege-
neracje zawodnika, zwlaszcza w szczytowym okresie sezonu (Aksovic¢ i in. 2024). W celu
optymalizacji wydolnosci fizycznej oraz minimalizacji ryzyka przetrenowania niezbedne
jest stosowanie strategii periodyzacji treningowej, obejmujgcej odpowiednie planowanie
obciazen treningowych oraz okreséw regeneracyjnych (Issurin 2010). Pomimo zdolnosci
adaptacyjnych organizmu sportowcéw nadmierna intensywno$¢ treningéw przy niedo-
statecznej regeneracji moze skutkowac przetrenowaniem i zwiekszonym ryzykiem ura-
zow (Aksovi€ i in. 2024). W zwigzku z tym istotne jest, aby plan treningowy zapewniat
odpowiednig rownowage pomiedzy obcigzeniem a regeneracja, co umozliwia osiggniecie
maksymalnej wydajnosci sportowej oraz redukcje negatywnych skutkéw wynikajacych
Z przetrenowania.

Podstawg skutecznego programu treningowego jest zachowanie rownowagi miedzy
praca a odpoczynkiem. ObcigZenia treningowe prowadza do przejSciowego zaburzenia
homeostazy organizmu, co skutkuje zmianami morfologicznymi, funkcjonalnymi i psy-
chologicznymi. Proces ten, w potaczeniu z wysokim zuzyciem energii, powoduje zme-
czenie i przejsciowe ograniczenie mozliwosci wysitkowych (Ambrozy 2007). Zdolnosci
wysitkowe sportowcow wykazuja okresowe wahania, dlatego skuteczne ich rozwijanie
wymaga systematycznej realizacji planu treningowego, ujetego w precyzyjnie zaplano-
wang strukture czasowa (Ambrozy 2007). Roczne plany treningowe (rycina 1) mogg by¢
stosowane zaréwno indywidualnie, jak i dla catych zespotow. Nalezy podkresli¢, ze plany
treningowe odnoszg sie do podstawowej struktury treningu, bez uwzglednienia indywi-
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Rycina 1. Struktura czasowa treningu sportowego
Zrédto: Ambrozy 2007 w modyfikacji wtasnej.
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dualnych potrzeb zawodnikéw, co jest kluczowe dla osiggniecia optymalnych wynikéw
sportowych. Dlatego zadaniem trenera jest opracowanie spersonalizowanego programu
treningowego, umozliwiajgcego monitorowanie postepow i dostosowanie obcigzen do in-
dywidualnych mozliwos$ci zawodnika (Bompa i in. 2010; Issurin 2010).

Regeneracja organizmu to ztozony proces, ktérego celem jest nie tylko eliminacja skut-
kéw zmeczenia, lecz takze przywrocenie homeostazy ustrojowej. W zwigzku z tym od-
nowa biologiczna stanowi $wiadomy i celowy element strategii treningowej, rutynowo
wykorzystywany zaréwno przez szkoleniowcdw, jak i zawodnikéw. Podstawowe funkcje
odnowy biologicznej obejmuja:

— stymulacje mechanizmo6w regeneracyjnych,

— zapobieganie skutkom przecigzen o charakterze mikrourazéw oraz ich redukcje,

— zwiekszenie odpornosci swoistej i nieswoistej organizmu (Ambrozy 2007; Bompa

iin. 2010).

Skuteczno$¢ regeneracji warunkuje zar6wno poziom wiedzy trenera, jak i zawodni-
ka w zakresie procesow fizjologicznych zachodzacych w ustroju oraz interakcji pomiedzy
obcigzeniami treningowymi a zastosowanymi strategiami odnowy. Zrozumienie tych me-
chanizmo6w umozliwia optymalne wdrazanie metod regeneracyjnych, co przektada sie na
poprawe zdrowia i zdolnoSci wysitkowych sportowca. Wéréd powszechnie stosowanych
form odnowy biologicznej wyréznia sie:

— metody biochemiczne - obejmujace suplementacje preparatami energetycznymi,
budulcowymi, wspomagajacymi procesy regeneracyjne, a takze Srodkami zawiera-
jacymi makro- i mikroelementy oraz substancje o dziataniu fizjologicznym i farma-
kologicznym;

— metody fizykoterapeutyczne - takie jak sauna, masaz, krioterapia, kapiele cieplne,
mineralne i solankowe;

— metody psychologiczne - w tym techniki relaksacyjne, muzykoterapia, trening psy-
choregulacyjny i autogenny;

— techniki specjalne - obejmujace trening wysokogorski, ekspozycje na warunki wy-
sokiej wilgotnosci i hipoksji, a takze elektrostymulacje (Ambrozy 2007; Bompa
iin. 2010).

Uwzglednienie strategii regeneracyjnych w planie treningowym pozwala nie tylko na

przywrdécenie zasobow energetycznych do poziomu wyjsciowego, lecz takze na ich zwiek-
szenie w ramach tzw. superkompensacji (rycina 2). Zjawisko to stanowi podstawe adapta-

HOMEOSTAZA

rownowaga
biologiczna ustroju

HOMEOSTAZA
réwnowaga

biologiczna ustroju

Rycina 2. Superkompensacja
Zrédto: Ambrozy 2007 w modyfikacji wlasnej.
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cji organizmu, umozliwiajac zwiekszenie jego potencjatu funkcjonalnego oraz wydolnosci
fizycznej (Ambrozy 2007; Bompa i in. 2010; Issurin 2010). Pomimo licznych badan doty-
czacych skutecznosci réznych metod odnowy biologicznej przeglad literatury nie dostar-
cza jednoznacznych danych na temat ich efektywnos$ci w kontekscie regeneracji zawodni-
kow uprawiajacych koszykowke (Mihajloviciin. 2023).

Wspbiczesne realia sportow wyczynowych wymagaja od zawodnikdéw rozgrywania
wiecej niz jednego meczu tygodniowo, co uniemozliwia zalecany 72-godzinny okres rege-
neracji. Zjawisko to, okreslane w literaturze jako przecigzenie harmonogramem (Ispirli-
disiin. 2008; Wang, Zhangiin. 2023), negatywnie wptywa na wyniki sportowe i zwieksza
ryzyko kontuzji (Julian i in. 2021; Manzi i in. 2010). Problem ten dotyczy m.in. National
Basketball Association (NBA), gdzie zaobserwowano zalezno$¢ miedzy liczbg dni odpo-
czynku a szansg na wygranie meczu. Zaré6wno zawodnicy, jak i trenerzy wskazuja odpo-
czynek i regeneracje jako gtéwne czynniki wptywajgce na wyniki osiggane w trakcie sezo-
nu (Entine i Small 2008; Steenland i Deddens 1997).

Ze wzgledu na intensywny kalendarz rozgrywek niemozliwe jest utrzymanie najwyz-
szej formy przez caty sezon. W zwigzku z tym szkoleniowcy daza do optymalnego zaplano-
wania treningdw, aby zawodnik mdégt osiggnac szczytowa sprawnos¢ w najwazniejszych
zawodach. Cel ten realizuje sie poprzez naprzemienne stosowanie jednostek treningo-
wych o wysokiej i niskiej intensywnos$ci (Wang, Wang i in. 2023). Ponadto, w hierarchii
startow mniej istotne zawody petnig funkcje elementu przygotowawczego, a niekiedy sa
pomijane, jesli kolidujg z przygotowaniami do kluczowych wydarzen sportowych (Wang,
Wangiin. 2023).

Jednym z najwazniejszych narzedzi w przygotowaniu do zawodow jest tapering, czyli
stopniowe zmniejszanie obcigzen treningowych w okresie poprzedzajacym start. Proces
ten umozliwia organizmowi odpowiednig regeneracje i optymalizacje zdolnosci wysitko-
wych, prowadzac do wzrostu wynikéw sportowych (Bosquet i in. 2007). Na efektywnos¢
taperingu wptywaja takie czynniki, jak objetos¢, intensywnos¢ i czestotliwos¢ treningéw.
Wiasciwie wdrozZony tapering pozwala na osiaggniecie maksymalnej formy w kluczowym
momencie sezonu (Bompaiin. 2010). Sugeruje sie, Ze optymalny czas jego trwania wyno-
sina ogo6tod 8 do 14 dni (Bompaiin.2010). Metaanaliza przeprowadzona przez Bosqueta
iin. (2007) wskazuje, ze najskuteczniejszg strategig taperingu jest stopniowe zmniejsza-
nie objetosci treningu 0 41-60% w 2-tygodniowym okresie.

Wytrenowani sportowcy charakteryzuja sie wysoka odpornoscig na wysitek, jednak
intensywny trening i rywalizacja moga prowadzi¢ do zaburzen na poziomie komérkowym
i tkankowym. Objawia sie to zmianami w parametrach hematologicznych i biochemicz-
nych, zwtaszcza w okresach najwiekszego obcigzenia treningowego. Warto podkresli¢, ze
w przypadku elitarnych sportowcéw badania wspomnianych wskaznikéw sg czesto prze-
prowadzane w okresie, gdy obcigzenia treningowe osiggaja swoje maksimum, co znajdu-
je odzwierciedlenie w dostepnej literaturze naukowej (Magherini i in. 2019; Marin i in.
2013; Podgérski i in. 2020; Slattery i in. 2015; Teixeira i in. 2009; Ziigel i in. 2019).

Wysitek fizyczny prowadzi do wzrostu produkcji reaktywnych form tlenu (ROS), co
zwieksza stres oksydacyjny i uszkodzenia oksydacyjne, w tym peroksydacje lipidéw i utle-
nianie biatek (Caimi i in. 2009; Gholami i in. 2021). Nasilony stres oksydacyjny, przy nie-
wystarczajgcej obronie antyoksydacyjnej, moze obniza¢ wydolnos$¢ i zwieksza¢ zmeczenie
sportowcow (Magherini i in. 2019; Sun i in. 2020). Uszkodzenia oksydacyjne prawdopo-
dobnie prowadza réwniez do zmiany struktury i elastycznosci btony erytrocytarnej, co
moze skutkowac utratg funkcjonalnosci czerwonych krwinek (RBC) oraz - zwigzanymi
z tym - zmniejszeniem wydolnosci fizycznej oraz pogorszeniem ogdlnego stanu zdro-
wia sportowcéw (Deitrick 1991; Eichner 1985; Fazal i in. 2017; Janakiraman i in. 2011).
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Doktadny mechanizm stresu oksydacyjnego, ktéry przyczynia sie do zwiekszonej podat-
nos$ci btony komérkowej RBC na uszkodzenia i hemolize, nadal pozostaje przedmiotem
badan (Lippi i Sanchis-Gomar 2019).

ROS moga takze przyczyniac sie do zwiekszenia puli wolnego Zelaza w osoczu, uwal-
nianego z biatek transportujacych i magazynujacych ten pierwiastek. Szczegélnie nie-
bezpieczna jest jego dwuwartos$ciowa forma, ktéra w reakcji Fentona prowadzi do po-
wstawania rodnikéw hydroksylowych. W konsekwencji dochodzi do akumulacji zelaza
w komorkach i nasilonej peroksydacji lipidéw, co ostabia funkcje odpornosciowe i zwiek-
sza podatno$¢ na infekcje (Bresgen i Eckl 2015).

Zaburzenia rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej moga takze powodowac prze-
suniecie rownowagi pro-przeciwzapalnej w kierunku stanu zapalnego. W odpowiedzi na
wysitek fizyczny organizm produkuje cytokiny prozapalne, takie jak: czynnik martwi-
cy nowotworéw (TNF-a), interleukina-6 (IL-6), interleukina-2 (IL-2) i interleukina-1a
(IL-1a), ktore sa nastepnie rownowazone przez cytokiny przeciwzapalne, w tym inter-
leukine-10 (IL-10) i interleukine-13 (IL-13) (Docherty i in. 2022; Dorneles i in. 2016).
Dynamika ich wydzielania zalezy od intensywno$ci i czasu trwania wysitku oraz poziomu
wytrenowania zawodnika (Fischer 2006).

Stres oksydacyjny i towarzyszace mu procesy zapalne majg istotny wplyw na zdrowie
i wydolnos$¢ sportowcéw, dlatego konieczne jest opracowanie skutecznych strategii mini-
malizujacych jego negatywne skutki. Dotychczasowe badania dostarczajg ograniczonych
informacji na temat wptywu treningu o niskim obcigzeniu na markery stresu oksydacyj-
nego, gospodarki Zelazem i stanu zapalnego. Wyniki badan Mujiki i in. (2004) wskazuja
na wzrost objetosci krwi, liczby erytrocytow, hemoglobiny i hematokrytu po taperingu,
co sugeruje rownowage miedzy hemoliza a erytropoeza oraz poprawe wynikéw sporto-
wych. Dodatkowo odnotowano spadek stezenia kinazy kreatynowej (CK) oraz wzrost ak-
tywnos$ci enzymow oksydacyjnych, co moze $wiadczy¢ o regeneracji organizmu (Bompa
i in. 2010). Podobne zmiany obserwowali Child i in. (2000), ktérzy wykazali zmniejsze-
nie uszkodzen mie$niowych po 7-dniowym taperingu miedzy pétmaratonami (Child i in.
2000). Natomiast Padilhas i in. (2017) odnotowali redukcje stezenia dehydrogenazy mle-
czanowej (LDH) u mtodych ptywakéw po 14-dniowym taperingu, przy braku istotnych
zmian w stezeniu CK i markerach stanu zapalnego (Padilhas i in. 2017).

Zréznicowane wyniki badan dotyczace skutecznosci taperingu moga wynikac z réznic
w zastosowanych protokotach redukcji obcigzen, z poziomu wytrenowania sportowcow,
a takze z indywidualnych uwarunkowan fizjologicznych i metabolicznych. Ponadto, istot-
nym czynnikiem rdznicujacym efekty taperingu moze by¢ czas jego trwania oraz specy-
fika danej dyscypliny sportowej, w tym charakter dominujacych szlakéw energetycznych
i rodzaju wysitku. Niezbedne sg dalsze, dobrze kontrolowane badania, ktére pozwolg okre-
$li¢, w jakim stopniu tapering moze skutecznie minimalizowac¢ negatywne konsekwencje
intensywnego wysitku fizycznego oraz optymalizowa¢ adaptacje wysitkowa, a tym samym
wspierac osigganie najwyzszej formy sportowe;.
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2. CEL PRACY I HIPOTEZY BADAWCZE

Celem niniejszej pracy byto zbadanie, czy 2-tygodniowy okres aktywnej regeneracji po-
wysitkowej umozliwia przywrécenie homeostazy redoks, redukcje stanu zapalnego oraz
poprawe parametréw zwigzanych z metabolizmem Zelaza.

Hipotezy badawcze:

1. Dwutygodniowy okres aktywnej regeneracji powysitkowej indukuje adaptacyjne zmia-
ny w uktadzie antyoksydacyjnym, przyczyniajac sie do ograniczenia uszkodzen oksyda-
cyjnych na poziomie komérkowym.

2. Powysitkowa odpowiedz zapalna jest modulowana zar6wno przez poziom ROS, jak
i sygnaty mechaniczne generowane w wyniku skurczu wiékien miesniowych.

3. Dwutygodniowy okres aktywnej regeneracji sprzyja ograniczeniu niekorzystnych po-
wysitkowych zmian w markerach zwigzanych z metabolizmem Zelaza.
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3. CYKL PUBLIKAC]I

Niniejszy autoreferat przedstawia wyniki badan zawarte w dwdéch artykutach opublikowa-
nych w ramach monotematycznego cyklu pod wspolnym tytutem Wplyw 2-tygodniowe-
go aktywnego okresu odpoczynku na markery réwnowagi prooksydacyjno-antyoksy-
dacyjnej na tle parametrow stanu zapalnego oraz metabolizmu zelaza u koszykarek.

1. Cichon J., Ostapiuk-Karolczuk J., Cieslicka M., Dziewiecka H., Marcinkiewicz A., Tafil-
-Klawe M., Basta P,, Maciejewski D., Skarpanska-Stejnborn A. (2022) Effect of an acute
exercise on early responses of iron and iron regulatory proteins in young female ba-
sketball players. BMC Sports Science, Medicine and Rehabilitation, 14 (1), 69. https://
doi.org/10.1186/s13102-022-00465-7

punktacja MNiSW: 100; Impact Factor: 1,9; Impact Factor 5-letni: 2,4

2. Cichon-Wozniak J., Ostapiuk-Karolczuk J., Cieslicka M., Dziewiecka H., Basta P, Macie-
jewski D., Skarpanska-Stejnborn A. (2024) Effect of 2 weeks of rest-pause on oxidative
stress and inflammation in female basketball players. Scientific Reports, 14 (1), 14578.
https://doi.org/10.1038/s41598-024-65309-5

punktacja MNiSW: 140; Impact Factor: 3,8; Impact Factor 5-letni: 4,3

Lacznie: punktacja MNiSW: 240; Impact Factor: 5,7; Impact Factor 5-letni: 6,7
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4.. MATERIALY I METODY
4.1. Materialy
4.1.1. Grupa badana

Grupa badana sktadata sie z 27 elitarnych koszykarek, w wieku od 16 do 19 lat. Zawod-
niczki byty zakwalifikowane do grup mtodziezowych ENEA AZS AJP Gorzow Wilkp. (I liga
i Ekstraklasa).
Kryteria zaklasyfikowania zawodniczek do grupy badane;j:
— pisemna zgoda na udziat w badaniach,
— pobranie niezbednej ilo$ci materiatu do badan,
— minimum 6-letni staz treningowy,
— ukonczenie zaplanowanego testu wysitkowego,
— stan zdrowia w dniu wykonania testu wysitkowego okreslony subiektywnie jako
dobry, tzn. brak zaburzen zwigzanych z gospodarka zelazem (np. niedokrwistos¢
z niedoboru Zelaza) oraz stanem zapalnym (np. infekcja, goraczka),
— nieprzyjmowanie lekdw przeciwbo6lowych oraz niestosowanie suplementacji zela-
zem w okresie 7 dni przed badaniem.
Przedziat wiekowy 16-19 lat powoduje, ze grupa jest homogenna pod wzgledem wie-
kowym, natomiast wielko$¢ grupy rowna 27 oséb zapewnia homogeniczno$¢ pod wzgle-
dem stanu wytrenowania. Umozliwia to przeprowadzenie analiz statystycznych.

4.1.2. Material do badan

Zawodniczkom pobrano krew do probéwek polietylenowych zawierajacych kwas etyle-
nodiaminotetraoctowy dipotasowy (EDTAK,) oraz do probéwek polietylenowych z ak-
tywatorem wykrzepiania. Pobranie miato miejsce w trzech punktach czasowych: przed
testem wysitkowym, minute po zakonczeniu testu i po 3-godzinnym okresie restytucji.
Surowice niezbedna do wykonania badan biochemicznych uzyskano poprzez odwirowa-
nie krwi petnej (pobranej na skrzep) przez 10 minut przy 3000 obrotéw. Odciagnieta su-
rowica zostata przeniesiona do probéwek typu eppendorf, a p6Zniej byta przechowywana
w celu wykonania dalszych analiz w temperaturze -80°C.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (decyzja nr 714/18 z dnia 14 czerw-
ca 2017 r.).

4.2. Metody
4.2.1. Dwutygodniowy plan treningowy

W ramach 2-tygodniowego okresu odpoczynku, sktadajacego sie z 10 jednostek trenin-
gowych o umiarkowanej intensywnosci, przeprowadzono trening lekkoatletyczno-sitowy
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w dniach nieparzystych (poniedziatek, Sroda, pigtek), trwajacy 90 minut jednostki tre-
ningowej, oraz trening techniki indywidualnej w dniach parzystych (wtorek, czwartek),
réwniez trwajacy 90 minut jednostki treningowej. Weekendy zostaty przeznaczone na
odpoczynek, podczas ktorych nie odbywaty sie zadne aktywnoSci treningowe.

4.2.2. Test wysitkowy

Analiza dostepnej literatury wskazuje, Ze w badaniach naukowych czesto stosuje sie mo-
del intensywnego wysitku fizycznego do wyczerpania. Wynika to z faktu, Ze nawet krot-
kotrwate, lecz bardzo intensywne wysitki sg wystarczajace do indukowania znaczacych
zmian zaréwno na poziomie biochemicznym, jak i hematologicznym (Skarpanska-Stejn-
borniin. 2015).

Podczas badania zawodniczki wykonaty intensywne ¢wiczenia na biezni az do odmo-
wy. Test odbyt sie na biezni HP Cosmos (nr seryjny cos30004va04; Nussdorf, Traunstein,
Niemcy). Predkos$¢ poczatkowa dla wszystkich uczestnikow wynosita 8,0 km/h. Co 2 mi-
nuty zwiekszano predkos$¢ biegu o 1,0 km/h, az do odmowy kontynuacji wysitku. Zawod-
niczki byty ustnie motywowane do jak najdtuzszego wykonywania testu wysitkowego.

Podczas badania w sposob ciggly okreslano wentylacje minutowg (VE), pobér tle-
nu (VO,) oraz produkcje dwutlenku wegla (VCO,) za pomocg analizatora powietrza wy-
dychanego MES (uktad pomiarowy zawiera opatentowang przez firme MES glowice
pneumotachograficzng oraz szybkie analizatory dwutlenku wegla i tlenu nadajace sie do
zastosowania metody ,oddech po oddechu”) do kazdej fazy wydechu. Tetno (bpm) byto
monitorowane za pomocg sportowego testera (Polar PE 3000, Finlandia). Charakterysty-
ka ¢wiczenia zostata ukazana na rycinie 3.

‘({L
)
|
FAZA ZAWODOW I-TYGODNIOWY INTENSYWNY WYSILEK NA >

AKTYWNY ODPOCZYNEK BIEZNI DO WYCZERPANIA

L J L\ J v

KONIEC FAZY ZAWODOW POBRANIE POBRANIE BEZPOSRDNIO POBRANIE PO3 H
PRZED WYSILKIEM PO WYSILU 0D WYSILKU

Rycina 3. Schematyczna ilustracja projektu badania
Zrédto: opracowanie wiasne (publikacja 1, publikacja 2).

4.2.3. Pomiary laboratoryjne

Probowki polietylenowe zawierajace antykoagulant EDTAK, przed wykonaniem oznacze-
nia zostaty wymieszane na mieszadle rolkowym, nastepnie postuzyty do wykonania po-
nizej opisanego badania.

Pelng morfologie krwi (18 parametréw) oznaczono na analizatorze hematologicznym
MYTHIC 18 (Orphee Medical, Genewa, Szwajcaria). Wskazniki biatokrwinkowe: krwinki
biate (WBC), limfocyty w procentach (LYM%), limfocyty (LYM), monocyty w procentach
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(MON%), monocyty (MON), granulocyt w procentach (GRA%), granulocyty (GRA). Wskaz-
niki czerwonokrwinkowe: krwinki czerwone (RBC), hemoglobina (HGB), hematokryt
(HCT), $rednia objetos¢ erytrocytow (MCV), Srednia zawarto$¢ hemoglobiny w erytrocy-
tach (MCH), $rednie stezenie hemoglobiny w erytrocytach (MCHC), wskaznik anizocytozy
erytrocytow (RDW). Wskazniki ptytkowe: ptytki krwi (PLT), Srednia objetos¢ ptytek krwi
(MPV), wskaZznik anizocytozy ptytek krwi (PDW), ptytkokryt (PCT).

Surowica odciggnieta z odwirowanej proboéwki polietylenowej z aktywatorem wy-
krzepiania postuzyta do oznaczenia parametrow biochemicznych.

Za pomoca metody immunoenzymatycznej (ELISA), zgodnie z instrukcja producen-
ta testu, zmierzono nastepujgce wskazniki: parametry gospodarki zelazem: hepcydyne,
transferyne, ferrytyne oraz hemopeksyne, laktoferyne; markery stresu oksydacyjnego:
catkowita pojemnos$¢ antyoksydacyjng (TAC), dysmutaze ponadtlenkowa (SOD), gru-
py karbonylowe (PC), produkty peroksydacji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
(TBARS); parametry stanu zapalnego: IL-6, IL-2, TNF-a, IL-1a, IL-10, IL-13; parametry
uszkodzenia mie$ni: LDH, mioglobine, CK, tryptofan (TRP).

Odczyt absorbancji przy dtugosci fali 450 nm wykonano za pomocg spektrofotometru
UVM340 (Asys Hitech, Niemcy). Metoda kolorymetryczng oznaczono: zelazo (Fe), catko-
witg zdolno$¢ wigzania zelaza (TIBC). Utajong zdolno$¢ wigzania zelaza (UIBC) wyliczono
ze wzoru: UIBC = TIBC - Fe.

4.2.4. Analiza statystyczna

Statystyki opisowe, w tym Srednia (x) i odchylenie standardowe (SD), zostaty wykorzy-
stane do wizualizacji bezposrednich trendéw i wzorcéw. Normalno$¢ rozktadu zmiennych
sprawdzono za pomoca testu Shapiro-Wilka, natomiast wariancje sprawdzono za pomoca
testu Levene’a. Poziom laktoferyny nie miat rozktadu normalnego, dlatego do dalszej ana-
lizy zastosowano jego transformacje logarytmiczng. Do oceny statystycznej zostata wyko-
rzystana jednokierunkowa analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami (ANOVA) z ana-
lizg post-hoc Tukeya. Jako miare wielkoSci efektu obliczono d Cohena. Stosujgc kryteria
Cohena, wielko$¢ efektu interpretowano jako mata (0,2), umiarkowana (0,5), duza (0,8)
(Cohen 1988). Do analizy korelacji obliczono wspo6tczynnik korelacji liniowej Pearsona.
Przyjeto poziom istotnosci dla p < 0,05.
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5. WYNIKI
5.1. Markery rownowagi prooksydacyjno-antyoksydacyjnej

Stezenie TAC istotnie wzrosto po wysitku fizycznym (p < 0,05; Cohen’s d = 0,90; przed
wysitkiem vs po wysitku), po 3 h restytucji wcigz utrzymywato sie na istotnie wyso-
kim poziomie (p < 0,05; Cohen’s d = 1,04; przed wysitkiem vs po 3 h restytucji). Nie
zaobserwowano istotnych zmian w stezeniu SOD, PC oraz TBARS. Odnotowano jedy-
nie tendencje do ich wzrostu bezposrednio po wysitku, a nastepnie do obnizZenia po 3
h restytucji (rycina 2, publikacja 2). Ponadto otrzymano nastepujace dodatnie korela-
cje wéréd markerow stresu oksydacyjnego: SOD z PC (r = 0,9475; p < 0,0001) i TBARS
(r = 0,9308; p < 0,0001), PC z TBARS (r = 0,9119; p < 0,0001) i IL-1a (r = 0,2329;
p < 0,05) (tabela 3, publikacja 2).

5.2. Wskazniki uszkodzenia wiékien miesniowych

Zaobserwowano istotny wzrost mioglobiny (p < 0,001, Cohen’s d = 1,03; przed wysitkiem
vs po 3 h restytucji; p < 0,01, Cohen’s d = 0,68; po wysitku vs po 3 h restytucji) (tabela 3,
publikacja 1). Stezenie CK ulegto istotnemu podwyzZszeniu po wysitku (p < 0,05; Cohen’s
d = 0,20; przed wysitkiem vs po wysitku) oraz istotnemu obnizeniu po 3 h restytucji
(p < 0,05; Cohen’s d = 0,18; po wysitku vs po 3 h restytucji). Stezenie TRP istotnie sie ob-
nizyto po 3 h restytucji (p < 0,05; Cohen’s d = 0,58; przed wysitkiem vs po 3 h restytucji;
p <0,05; Cohen’s d = 0,59; po wysitku vs po 3 h restytucji) (rycina 3, publikacja 2).

Otrzymano dodatnig korelacje CK z SOD (r = 0,9393; p < 0,0001), PC (r = 0,9058;
p < 0,0001), TBARS (r = 0,9358; p < 0,0001), IL-1a (r = 0,2325; p < 0,05) oraz IL-13
(r=0,2862; p<0,001) (tabela 3, publikacja 2).

5.3. Wskazniki bialokrwinkowe

Liczba WBC ulegta istotnemu podwyzszeniu po wysitku (p < 0,05; Cohen’s d = 4,76; przed
wysitkiem vs po wysitku) oraz istotnemu obnizeniu po 3 h restytucji (p < 0,05; Cohen’s
d = 2,39; przed wysitkiem vs po 3 h restytucji; p < 0,05; Cohen’s d = 1,95; po wysitku vs po
3 h restytucji). Istotnemu podwyzszeniu po wysitku, a nastepnie obnizeniu po 3 h resty-
tucji ulegta liczba limfocytéw (p < 0,05; Cohen’s d = 4,19; przed wysitkiem vs po wysitku;
p < 0,05; Cohen’s d = 4,11; po wysitku vs po 3 h restytucji) oraz liczba monocytéw
(p < 0,05; Cohen’s d = 2,14; przed wysitkiem vs po wysitku; p < 0,05; Cohen’s d = 2,32; po
wysitku vs po 3 h restytucji). Liczba granulocytéw ulegta istotnemu podwyzszeniu po wy-
sitku, nastepnie istotnemu obnizeniu po 3 h restytucji (p < 0,05; Cohen’s d = 2,06; przed
wysitkiem vs po wysitku; p < 0,05; Cohen’s d = 1,89; przed wysitkiem vs po 3 h restytucji)
(tabela 2, publikacja 2).
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5.4. Markery stanu zapalnego

Podczas badania nie zaobserwowano znaczacych zmian w stezeniu IL-6 w surowicy
(tabela 3, publikacja 1). Stezenie IL-10 istotnie wzrosto po wysitku (p < 0,05; Cohen’s
d = 0,16; przed wysitkiem vs po wysitku), po 3 h restytucji parametr ulegt istotnemu ob-
nizeniu (p < 0,05; Cohen’s d = 0,15; po wysitku vs po 3 h restytucji). Poziom IL-1a ulegt
znacznemu zmniejszeniu po 3 h restytucji (p < 0,05; Cohen’s d = 0,75; przed wysitkiem
vs po 3 h restytucji). Stezenie IL-13 istotnie obnizyto sie po 3 h restytucji (p < 0,05; Cohen’s
d =0,70; przed wysitkiem vs po 3 h restytucji). Stezenie IL-2 istotnie sie obnizyto po 3 h re-
stytucji (p < 0,05; Cohen’s d = 1,77; przed wysitkiem vs po 3 h restytucji; p < 0,05; Cohen’s
d =1,19; po wysitku vs po 3 h restytucji). Nie zaobserwowano istotnych zmian w stezeniu
IL-6 oraz TNF-a. Stezenie TRP istotnie sie obnizyto po 3 h restytucji (p < 0,05; Cohen’s
d = 0,58; przed wysitkiem vs po 3 h restytucji; p < 0,05; Cohen’s d = 0,59; po wysitku
vs po 3 h restytucji) (rycina 3, publikacja 2). Ponadto otrzymano dodatnig korelacje IL-1a
zIL-2 (r=0,3432; p < 0,001) (tabela 3, publikacja 2).

5.5. Wskazniki czerwonokrwinkowe

W5srdod badanych parametrow krwi zaobserwowano istotny wzrost RBC po wysitku w po-
réwnaniu z warto$ciami spoczynkowymi (p < 0,05; Cohen’s d = 0,4; przed wysitkiem vs po
wysitku). W okresie regeneracji warto$¢ RBC znaczaco sie zmniejszyta ponizej wartosci
obserwowanych w spoczynku (p < 0,001; Cohen’s d = 0,86; przed wysitkiem vs po 3 h
restytucji; p < 0,001; Cohen’s d = 1,49; po wysitku vs po 3 h restytucji). Podobnie istotne
zmiany zaobserwowano dla HCT (p < 0,05; Cohen’s d = 0,38; przed wysitkiem vs po wy-
sitku; p < 0,001; Cohen’s d = 1,12; przed wysitkiem vs po 3 h restytucji; p < 0,001; Cohen’s
d = 1,49; regeneracja po wysitku); MCV (p < 0,05; Cohen’s d = 0,13; przed wysitkiem vs po
wysitku; p < 0,001; Cohen’s d = 0,33; przed treningiem vs po 3 h restytucji; p < 0,001;
Cohen’s d = 0,19; po wysitku vs po 3 h restytucji); MPV (p < 0,05; Cohen’s d = 0,36; po wy-
sitku vs po 3 h restytucji; p < 0,001; Cohen’s d = 0,47; przed wysitkiem vs po 3 h restytu-
cji). Zaobserwowano istotne zmniejszenie stezenia HGB (p < 0,05; Cohen’s d = 0,37; przed
wysitkiem vs po wysitku; p < 0,001; Cohen’s d = 1,03; przed wysitkiem vs po 3 h restytucji)
(tabela 4, publikacja 1).

5.6. Markery gospodarki zelazem

Stezenie zelaza w surowicy istotnie wzrosto po wysitku fizycznym (p < 0,05; Cohen’s
d = 0,62; przed wysitkiem vs po wysitku), po 3 h restytucji poziom Zelaza obnizyt sie i osig-
gnat wartoSci zblizone do warto$ci wyjSciowych. Nie zaobserwowano znaczacych zmian
w poziomach hepcydyny oraz transferyny. Jednakze TIBC nieznacznie wzrosto po wysit-
ku, a nastepnie znaczaco sie zmniejszyto w ciggu 3 h restytucji (p < 0,05; Cohen’s d = 0,64;
po wysitku vs po 3 h restytucji). Wysycenie transferyna znaczaco wzrosto bezposrednio
po wysitku (p < 0,05; Cohen’s d = 0,17; przed wysitkiem vs po wysitku). Zaobserwowano
znaczne obnizenie laktoferyny w dwoch punktach czasowych po wysitku w poréwnaniu
z warto$ciami wyjSciowymi (p < 0,001; Cohen’s d = 3,7; przed wysitkiem vs po wysitku;
p <0,001; Cohen’s d = 3,9; przed treningiem vs po 3 h restytucji) (tabela 3, publikacja 1).

Zaobserwowano dodatnig korelacje TIBC z zelazem (r = 0,2826; p = 0,014) i ujemng
korelacje z hepcydyna (r =-0,2322; p = 0,045) (rycina 5, publikacja 1).
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6. DYSKUSJA

Badania dotyczace adaptacji organizmu do wysitku fizycznego koncentruja sie przede
wszystkim na okresie startowym, kiedy obcigzenia treningowe osiaggaja najwyzsze war-
tosci, co znajduje odzwierciedlenie w liczbie publikacji naukowych (Magherini i in. 2019;
Marin i in. 2013; Podgorski i in. 2020; Slattery i in. 2015; Teixeira i in. 2009; Ziigel i in.
2019). Analiza literatury wskazuje, zZe niewiele wiadomo na temat powysitkowych zmian
w okresie, gdy sportowcy osiagaja petnie wypoczynku, co pozwala na obserwacje alterna-
tywnej, bardziej korzystnej reakcji organizmu na pojedynczy bodziec treningowy.

W odniesieniu do redukcji obcigzen Svilar i in. (2019) wykazali, Ze zmniejszenie in-
tensywnoSci treningowej na trzy dni przed meczem u profesjonalnych koszykarzy pozy-
tywnie wptywa na optymalizacje proceséw regeneracyjnych. Podobnie badania dotycza-
ce 2-tygodniowego taperingu przeprowadzonego u zawodnikéw sportow zespotowych,
takich jak pitka nozna i pitka reczna, wykazaty, Ze okresowe zmniejszenie obcigzen tre-
ningowych prowadzi do poprawy wynikéw sportowych oraz do korzystnej adaptacji re-
generacyjnej zawodnikow (Beltran-Valls i in. 2020; Hermassi i in. 2019; Mihajlovic i in.
2023). W przytoczonych badaniach uwzgledniano gtéwnie zmiany w parametrach fizjolo-
gicznych, takich jak zwiekszenie sity miesniowej, poprawa wydajnosci sprintu, predkos$¢
rzutu pitkg (Mihajlovic i in. 2023), a takze zmiany w percepcji stresu oraz poziomie rege-
neracji (Beltran-Valls i in. 2020).

Mimo ze dotychczasowe badania koncentrujg sie na korzysciach ptynacych z modyfi-
kacji obcigzen treningowych, istnieje wyrazna luka w wiedzy dotyczacej mechanizméw
adaptacyjnych lezacych u podstaw poprawy kondycji sportowcéw wypoczetych. Szczegdl-
ng uwage warto zwrdcic na potencjalne zmiany w markerach réwnowagi prooksydacyjno-
-antyoksydacyjnej, stanu zapalnego oraz metabolizmu zelaza. Wyja$nienie tych mechani-
zmOw moze przyczynic sie do lepszego zrozumienia, w jaki sposéb okresy regeneracyjne
wptywaja na adaptacje organizmu oraz umozliwiajg wdrozenie optymalnych strategii tre-
ningowych i zywieniowych.

6.1. Rownowaga prooksydacyjno-antyoksydacyjna

W niniejszym badaniu redukcja obcigzen treningowych u badanych koszykarek skutko-
wata istotnym wzrostem TAC po intensywnym wysitku, przy jednoczesnym braku istot-
nych zmian w aktywnosci SOD (rycina 2, publikacja 2). Obserwowane zmiany poziomu
TAC moga Swiadczy¢ o wysokiej adaptacji zawodniczek do stresu oksydacyjnego, manife-
stujacej sie wzmocnieniem mechanizmoéw antyoksydacyjnych, ktore skutecznie neutrali-
zuja wolne rodniki oraz zapobiegajg indukcji stresu oksydacyjnego (Fatouros i in. 2004;
Finaud i in. 2006). Podobne wyniki uzyskali Bessa i in. (2016), ktérzy nie stwierdzili zna-
czacych zmian w poziomach enzymoéw antyoksydacyjnych oraz markerach uszkodzen
oksydacyjnych (m.in. TBARS) u kolarzy wykonujacych kombinacje ¢wiczen aerobowych
i anaerobowych o wysokiej intensywnosci, poprzedzonych tygodniowa przerwa od ak-
tywnosci fizycznej. Wyniki te sugeruja, ze regulacja enzymow antyoksydacyjnych jest
gléwnie determinowana przez status redoks, a nie jedynie przez sam wysitek fizyczny
(Wang i in. 2021). Wysoki spoczynkowy poziom enzymdéw antyoksydacyjnych moze bo-
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wiem ogranicza¢ produkcje ROS w odpowiedzi na wysitek, nie wystarczajac do zmiany
ogolnego statusu redoks.

Dodatkowo, badania Spanidisaiin. (2016) przeprowadzone na profesjonalnych koszy-
karzach na poczatku sezonu (9 rozegranych mecz6w) oraz na jego koncu (59 rozegranych
meczow) wykazaty, ze wyzsze obcigzenia treningowe wigz3 sie z nasileniem stresu oksy-
dacyjnego. Autorzy stwierdzili, Ze wieksza liczba rozegranych meczéw na koncu sezonu
powoduje silniejsze reakcje oksydacyjne w poréwnaniu z fazg poczatkowa, co sugeruje, Ze
kumulacja obcigzen treningowych i brak odpowiednich okreséw regeneracyjnych nega-
tywnie wptywaja na parametry zwigzane ze stresem oksydacyjnym.

Wypoczete zawodniczki, po intensywnym wysitku, nie wykazaty istotnych zmian w steze-
niach TBARS i PC (rycina 2, publikacja 2), co moze potwierdzac skuteczng aktywacje mecha-
nizméw adaptacyjnych na stres oksydacyjny (Spanidis i in. 2016). Utrzymanie réwnowagi
redoks wsrod wypoczetych zawodniczek kontrastuje z obserwacjami sportowcéw w okresie
startowym, kiedy obcigzenia treningowe sa maksymalne. W zwigzku z tym faza cyklu tre-
ningowego oraz charakter wykonywanych ¢wiczen wydajg sie kluczowymi determinantami
stopnia indukowanego stresu oksydacyjnego (Hecksteden iin. 2016; Wangiin. 2021).

Badania elitarnych koszykarzy sugerujg, ze pod koniec sezonu stres oksydacyjny in-
dukowany wysitkiem fizycznym nie jest na tyle silny, by doprowadzi¢ do peroksydaciji li-
pidéw (Spanidis i in. 2016). To zjawisko mozna wyjasni¢ poprzez wzrost aktywno$ci me-
chanizmo6w obrony antyoksydacyjnej regulowanych szlakiem tiolowym, ktéry obejmuje
zaréwno redukcje, jak i utlenianie glutationu (Spanidis i in. 2016). Z badan wynika, ze
w odpowiedzi na intensywny wysitek fizyczny dochodzi do gwaltownego wzrostu steze-
nia PC u sportowcow (Bloomer i in. 2007; Jamurtas i in. 2018). Badania, w ktdrych zaob-
serwowano brak zmian lub obnizenie stezenia PC, ukazuja utrzymanie rownowagi redoks
po wysitku fizycznym, nawet gdy inne markery stresu oksydacyjnego (np. markery perok-
sydacji lipidéw) ulegna podwyzszeniu (Schneider i in. 2005; Wang i in. 2021).

Dodatkowo, w badaniach wtasnych zaobserwowano wzrost aktywnosci CK i LDH bez-
posrednio po tescie wysitkowym oraz powrdt do poziomdéw wyjsciowych po 3 godzinach
restytucji. Towarzyszyt temu istotny wzrost stezenia mioglobiny (tabela 3, publikacja 1;
rycina 3, publikacja 2), co jednoznacznie potwierdza, ze intensywno$¢ wysitku byta wy-
starczajaca do indukcji mikrouszkodzen wiékien mieSniowych (Barros i in. 2012). Odno-
towana korelacja pomiedzy aktywnoscig CK a prozapalnymi cytokinami oraz markerami
stresu oksydacyjnego sugeruje, ze u wypoczetych zawodniczek wzrost wydzielania cy-
tokin prozapalnych jest powigzany z nasileniem uszkodzen witékien mieSniowych oraz
stymulacja produkcji ROS. Obserwacje stezenia CK w odniesieniu do faz treningu w cy-
klu rocznym pozwolito zaobserwowac¢ wyzszy wzrost CK indukowanej wysitkiem fizycz-
nym przed zawodami w poréwnaniu z okresem przygotowawczym, co prawdopodobnie
spowodowane byto wiekszg intensywnoScia i bardziej specjalistycznymi ¢wiczeniami,
doprowadzajacymi do zwiekszenia uszkodzen mies$ni wywotanych wysitkiem fizycznym
lub adaptacjg organizmu do ¢wiczen (Guilhem i in. 2015). W odré6znieniu od wynikow
u koszykarzy Bachero-Menai in. (2017) nie zaobserwowali znaczacych zmian w poziomie
CK u biegaczy sredniodystansowych przez caty sezon.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze test wysitkowy zastosowany u bada-
nych zawodniczek stanowit znaczace obcigzenie dla organizmu, co potwierdzajg zmiany
markerow uszkodzen wtékien miesniowych. Jednoczesnie protokot ¢wiczen nie induko-
wat znaczacego stresu oksydacyjnego, co mozna przypisac aktywacji efektywnych mecha-
nizmoéw obronnych ograniczajacych peroksydacje lipidow. Niemniej jednak mechanizmy
wzmacniajgce potencjat antyoksydacyjny pozostaja do pelnego wyjasnienia, z wyklucze-
niem jedynie roli redukcji rodnika ponadtlenkowego.
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6.2. Rdwnowaga cytokin prozapalnych i przeciwzapalnych

Przypuszcza sie, ze uwalnianie cytokin jest determinowane przez liczne czynniki, takie jak
intensywno$¢, czas trwania ¢wiczen oraz stopien wytrenowania sportowcoéw. Wskazano,
ze dtugotrwaty wysitek wytrzymatosciowy indukuje wyrazng odpowiedzZ cytokin pro-
zapalnych, podczas gdy kréotkotrwate, intensywne ¢wiczenia powodujg jedynie znikome
zmiany ich stezenia (Suzuki i in. 2020). Jednakze w niewielu badaniach poddano analizie
to, czy okres odpoczynku poprzedzajacy intensywny wysitek fizyczny wptywa immuno-
modulacyjnie na produkcje cytokin zapalnych, co sugeruje, Ze faza regeneracyjna moze
modyfikowa¢ odpowiedZ immunologiczna.

W badanej grupie koszykarek stwierdzono wyrazng leukocytoze w odpowiedzi na wy-
sitek fizyczny, co potwierdza wystapienie powysitkowego stanu zapalnego. Dodatkowo,
natychmiast po zakonczeniu wysitku zaobserwowano przej$ciowg limfocytoze, mono-
cytoze oraz granulocytoze (tabela 2, publikacja 2). Sugeruje sie, ze opisane zmiany w li-
czebnosci komorek uktadu leukocytarnego sg wynikiem zwiekszonej rekrutacji komorek
szpiku kostnego, spowodowanej uszkodzeniami wtékien mie$niowych (Sand i in. 2013).
Mechanizmy adaptacyjne oraz proces regeneracji wydaja sie odpowiadac za obnizenie
liczby tych komorek juz po 3 godzinach od zakonczenia wysitku. Dane literaturowe
(Da Silva Neves i in. 2015) wskazujg, ze natychmiast po ¢wiczeniach obserwuje sie przej-
Sciowa limfocytoze i monocytoze, a po okoto 2 godzinach regeneracji dochodzi do opdz-
nionej neutrofilii. Ponadto, badania Da Silvy Neves i in. (2015) wykazaty, Ze ostry krot-
kotrwaty wysitek fizyczny powoduje wiekszy wzrost liczby leukocytéw niz ¢éwiczenia
o niskiej intensywnosci.

W badaniach wtasnych nie stwierdzono istotnych zmian stezenia IL-6 oraz TNF-a po
sesji intensywnego wysitku (tabela 3, publikacja 1; rycina 3, publikacja 2). Moze to wyni-
kac¢ zaréwno z adaptacji sportowcéw do wysitku, jak i z redukcji liczby sesji o wysokiej
intensywnosci w analizowanym okresie (Gokhale i in. 2007; Skarpanska-Stejnborn i in.
2015). Dane literaturowe sugeruja, ze znaczgcy wzrost stezenia cytokin prozapalnych
w surowicy obserwuje sie po dtugotrwaltym wysitku wytrzymatoSciowym (np. maratonie
czy triatlonie) (Peake i in. 2015; Villar-Fincheira i in. 2021), natomiast odpowied? ta jest
mniej wyrazna po Krétkotrwatym intensywnym wysitku (Kim i in. 2015).

Trening elitarnych sportowcéw moze redukowac¢ podstawowa produkcje IL-6, a tak-
ze site ostrej reakcji IL-6 na wysitek fizyczny. Zmniejszone spoczynkowe stezenie IL-6
w surowicy, jak rowniez w odpowiedzi na wysitek, wydaje sie charakteryzowac normalng
adaptacje treningowa (Cullen i in. 2016; Fischer 2006). Z drugiej strony, czestotliwo$¢
treningdw na poziomie elitarnym bywa tak wysoka, ze krotki czas pomiedzy sesjami nie
umozliwia pelnej regeneracji, co moze prowadzi¢ do akumulacji szkodliwych metaboli-
tow i nasilenia reakcji zapalnej (Dupuy i in. 2018).

Badanie przeprowadzono w konicowej fazie okresu startowego, kiedy obcigzenie wy-
sitkowe zostato zmniejszone, umozliwiajgc sportowcom odpowiedni odpoczynek i rege-
neracje po zakonczonym sezonie rozgrywek koszykowki. Warto rowniez podkresli¢, ze
uczestniczyty w nim mtode, doskonale wyszkolone zawodniczki, ktére charakteryzowaty
sie wysoka adaptacja do ¢wiczen, co moze ttumaczy¢ obserwowany nizszy spoczynkowy
poziom IL-6 oraz brak istotnych zmian w stezeniu tej cytokiny po wysitku (Fischer 2006).

Brak wzrostu stezenia cytokin prozapalnych przy jednoczesnym wysokim wzroScie
liczby leukocytéw moze sugerowac, ze limfocyty i monocyty nie sa gtéwnym Zrédtem
szybkiego wzrostu cytokin w odpowiedzi na wysitek fizyczny. Do podobnego wniosku do-
szli rowniez Moldoveanu i in. (2000), ktorzy nie wykazali zmian ekspresji gendw w kraza-
cych komoérkach jednojadrzastych, co moze sugerowac, ze odpowiedzialne za produkcje
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cytokin prozapalnych sg inne komoérki lub mechanizmy, np. zwigzane z produkcjg ROS
oraz skurczami wtdékien miesniowych. Bay i Pedersen (2020) wskazujg, ze w takich przy-
padkach odpowiedZ zapalna jest regulowana takze przez produkcje ROS oraz kurczace
sie wtokna mie$niowe. W zwigzku z tym subtelne zaburzenia ré6wnowagi prooksyda-
cyjno-antyoksydacyjnej, zaobserwowane po jednorazowym teScie wytrzymatoSciowym
u wypoczetych sportowcéw, mogty ograniczy¢ gwattowny wyrzut cytokin prozapalnych
(Ziemann i in. 2012).

W analizowanej grupie badanych zawodniczek cytokiny prozapalne, takie jak IL-1a,
albo nie wykazywaty zmian w stezeniu, albo ulegaty obnizeniu po wysitku, jak w przypad-
ku IL-2 (rycina 3, publikacja 2). W badaniach Jirimae i in. (2018) nie stwierdzono istot-
nych zmian poziomow IL-1a po godzinnych treningach wytrzymato$ciowych, natomiast
Mezil i in. (2015) zaobserwowali poczatkowy wzrost IL-1a bezposrednio po wysitku,
ktéry nastepnie ulegat znacznemu obnizZeniu w ciggu godziny. Podobne wyniki uzyskano,
analizujac poziom IL-2, ktorej wytwarzanie wydaje sie zmniejszone w odpowiedzi na wysi-
tek, co moze wynika¢ z ttumienia odpornosci komdérkowej lub dziatania cytokin przeciwza-
palnych (Moldoveanu i in. 2000; Suzuki i in. 2002), cho¢ Baum i in. (1997) nie odnotowali
zmian w jej stezeniu. Obserwowane znaczgce zmniejszenie poziomu IL-2 w niniejszym ba-
daniu mozna interpretowac jako efekt adaptacji immunologicznej do wysitku.

Stezenie przeciwzapalnej cytokiny IL-10 istotnie wzrosto po teScie wysitkowym,
podczas gdy poziom IL-13 ulegt obniZeniu w okresie restytucji (rycina 3, publikacja 2).
Odpowiedz IL-10 na wysitek fizyczny jest zalezna od stopnia wytrenowania oraz cha-
rakterystyki dyscypliny - zaobserwowano wyzszy wzrost jej stezenia u zawodnikéw
wytrenowanych wytrzymatoSciowo w poréwnaniu ze sportowcami trenujacymi sprint
(Handzlik i in. 2013). Dodatkowo, wzrost IL-10 zostal stwierdzony w okresie bezposred-
niego przygotowania do zawoddéw, gdy obcigzenia treningowe byty najwyzsze, przy braku
zmian w okresie odpoczynku (Handzlik i in 2013).

Wyniki badan wskazuja réwniez, ze wysitek fizyczny powoduje istotny wzrost IL-13
u 0so6b nietrenujgcych (Alizadeh i Safarzade 2019; Tufvesson i in. 2020), z drugiej strony,
Zamani i in. (2014) wykazali brak istotnych réznic w stezeniu IL-13 u elitarnych zapa$ni-
kéw po 24 godzinach po treningu i u grupy kontrolnej. Zaobserwowana w naszych bada-
niach reakcja cytokin przeciwzapalnych na wysitek fizyczny moze swiadczy¢ o wysokim
poziomie tolerancji obcigzen wysitkowych oraz o niezaburzonej aktywnosci uktadu im-
munologicznego, reagujacego szybkim uruchomieniem proceséw przeciwzapalnych.

Przypuszcza sie rowniez, ze wysitek fizyczny wptywa na zmiany stezenia TRP, pre-
kursora serotoniny i kynureniny, co moze by¢ zwigzane ze zmeczeniem indukowanym
treningiem (Areces i in. 2015; Mudry i in. 2016; Saran i in. 2021). W badaniu koszykarek
obserwowano istotne obnizenie poziomu TRP, utrzymujace sie nawet po 3 godzinach re-
stytucji (rycina 3, publikacja 2). Chociaz wyniki dotyczace zmian stezenia TRP s niejed-
noznaczne - Kreher i Schwartz (2012) wykazali dodatnig korelacje miedzy wzrostem TRP
a zmeczeniem. Z Kolei Joisten i in. (2020) wykazali w swoich badaniach, Zze ¢wiczenia wy-
trzymato$ciowe powodujg istotne zmniejszenie stezenia TRP natychmiast po wykonaniu
wysitku fizycznego, natomiast po uptywie jednej godziny parametr ten wykazuje tenden-
cje do powrotu stezenia TRP do warto$ci wyjSciowych. W przypadku ¢wiczen oporowych
zaobserwowano tendencje do obnizenia steZenia tego parametru natychmiast po wysitku
i dalszego jego obniZania nawet po godzinie odpoczynku (Saran i in. 2021). Ikonen i in.
(2020) nie zaobserwowali zmian w jego stezeniu, co zdaniem autoréw wynika z faktu,
ze TRP nie jest zaliczany do czutych markeréw zmian zwigzanych z przecigzeniem. Moze
to wskazywac na potrzebe poszerzenia diagnostyki przecigzenia w kolejnych badaniach
o dodatkowe parametry. Istnieje réwniez hipoteza, ze obnizony poziom TRP jest zwigzany
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z ogblnoustrojowym stanem zapalnym, co ttumaczy zuzycie tego aminokwasu w syntezie
biatek prozapalnych oraz zwiekszone wykorzystanie przez leukocyty (Kreher i Schwartz
2012; Smith 2000).

Zaobserwowane przesuniecie rownowagi prooksydacyjno-antyoksydacyjnej w kierun-
ku redoks wywarto immunomodulujgce dziatanie na badane koszykarki. Zmiany w stezeniu
zaréwno cytokin prozapalnych, jak i przeciwzapalnych sugeruja, ze uktad immunologicz-
ny sportowcéw, mimo wystgpienia powysitkowego stanu zapalnego, zachowuje zdolnos$¢
szybkiej adaptacji i inicjacji procesow przeciwzapalnych.

6.3. Gospodarka zelazem

Intensywny wysitek fizyczny, ktéremu poddane byty koszykarki w niniejszym badaniu,
spowodowat istotny, lecz krotkotrwaty wzrost wartosci RBC, HGB i HCT (tabela 4, publi-
kacja 1). Wyniki te sg zgodne z obserwacjami Mujiki i in. (2003), ktérzy po 4-tygodnio-
wym taperingu u ptywakéw wyczynowych odnotowali wyzsze wartos$ci tych parametrow.
Moze to wskazywac¢ na dodatni bilans pomiedzy hemolizg a erytropoeza w wyniku re-
dukcji obcigzen treningowych (Mujika i in. 2004). Dodatkowo, Boyadjiev i Taralov (2000)
wykazali, Ze kobiety regularnie trenujace charakteryzuja sie nizszymi warto$ciami para-
metréow hematologicznych w poréwnaniu z grupg nietrenujaca, a najnizsze wartosci od-
notowywane s3 u sportowcow reprezentujacych dyscypliny o wysokiej intensywnosci,
takie jak wio$larstwo i ptywanie (Boyadjiev i Taralov 2000).

Obserwowany wzrost stezenia zelaza po wysitku wskazuje, Ze zastosowany test byt
wystarczajaco intensywnym bodZcem do wywotania reakcji hemolitycznej lub niehemo-
litycznej (tabela 3, publikacja 1). Podobne wyniki uzyskali Schumacheriin. (2002), Skar-
panska-Stejnborn i in. (2015) oraz Dominguez i in. (2018), wskazujac, Zze podwyzszony
poziom Zelaza po intensywnym wysitku stanowi jeden z kluczowych czynnikoéw inicju-
jacych reakcje regulujace jego stezenie, m.in. poprzez mechanizmy zalezne od IL-6 i hep-
cydyny. Ostojic i Ahmetovic (2009) wykazali, Ze u dobrze wytrenowanych sportowcow
(pitkarzy) w okresie przygotowawczym wiekszo$¢ parametréw zwigzanych z gospodarka
zelazem jest wyzsza niz w sezonie meczowym, co mozna ttumaczy¢ wiekszymi obcigze-
niami treningowymi i zwigzanym z nimi zmeczeniem. Podobne zmiennos$ci parametréw
metabolizmu Zelaza w trakcie sezonu, zalezne od obcigzen treningowych, zaobserwowali
réwniez Banfi i in. (2006).

Wzrost wartosci RBC i HGB po wysitku, przy jednoczesnym podwyzszonym stezeniu
zelaza, moze sugerowac, ze odpowiedZ organizmu nie zostata zaki6écona przez stan za-
palny, a poczatkowy poziom zelaza w badanej grupie byt wystarczajacy i stabilny. Mozna
zatem przypuszczac, ze regulacje gospodarki zZelazem w okresie restytucji przejmuja me-
chanizmy odrebne od tych aktywnych podczas intensywnych treningéw czy zawodow.

W badaniu koszykarek nie stwierdzono istotnych zmian w stezeniu ferrytyny (tabela 3,
publikacja 1). U sportowcéw czesto obserwuje sie jej obnizenie, co interpretuje sie jako wy-
czerpanie zapasow zelaza (Simiin. 2019). Ferrytyna, dodatnio korelujgca z rezerwami zela-
za w tkankach, w tym w szpiku kostnym, stanowi wiec uzyteczny wskaznik magazynowania
tego pierwiastka (Magazanik i in. 1988). Zwiekszone zuzycie tlenu przez mie$nie podczas
intensywnych ¢wiczen skutkuje wzrostem produkcji ROS, co prawdopodobnie prowadzi do
uwalniania cze$ci zelaza zgromadzonego w ferrytynie (Borkowska i in. 2011).

Ciekawa obserwacja obecnego badania byt brak zmian w stezeniu transferyny w ana-
lizowanym okresie treningowym, przy jednoczesnej zmianie parametréw bezposrednio
zwigzanych z jej dziataniem, tzn. TIBC i wysycenia transferyny po wysitku. Wysycenie trans-
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feryng znaczgco wzrosto bezposrednio po wysitku, natomiast zmiany w TIBC (odzwiercie-
dlajace zmiany w poziomie Zelaza) wzrosty bezposrednio po wysitku, a nastepnie znacza-
co sie zmniejszyty po 3-godzinnym okresie odpoczynku (tabela 3, publikacja 1). Ponadto
zaobserwowano istotng dodatnig korelacje miedzy TIBC i poziomem Zelaza oraz ujemng
korelacje miedzy TIBC i hepcydyna (rycina 5, publikacja 1). Wykazano (Huebers i in. 1983),
ze okoto 60% puli transferyny w osoczu wystepuje w postaci apotransferyny, tj. biatka nie-
nasyconego zelazem. Apotransferyna odpowiada za wychwytywanie wolnych jonéw Zela-
za, w tym z uszkodzonej hemoglobiny (Huebers i in. 1983). Wzrost wysycenia transferyny
i zmiany w stezeniu TIBC obserwowane w obecnym badaniu, réwnolegle ze zwiekszonym
stezeniem Zelaza, moga wskazywac¢, ze wychwyt zelaza przez apotransferyne jest gtbwnym
mechanizmem odpowiedzialnym za obnizenie poziomu zZelaza w surowicy do wartos$ci wyj-
Sciowych w okresie restytucji. Obnizenie TIBC po 3 godzinach odpoczynku sugeruje powrot
poziomu Zelaza do normy, co zgodne jest z literaturg, gdzie wzrost TIBC u sportowcow inter-
pretuje sie jako zwiekszone zapotrzebowanie na zelazo (Haymes i in. 1986).

Wedtug Haymesa i in. (1986), wzrost TIBC u sportowcéw sugeruje zwiekszone zapo-
trzebowanie na zelazo. Wartosci TIBC rosng wraz ze zmniejszaniem sie zapasow zelaza,
co wskazuje, ze zelazo jest przenoszone do zmagazynowanej puli zelaza (Haymes i in.
1986). Biorac pod uwage, ze zaobserwowane zmiany w poziomie jonow zelaza nastapity
w ciggu 3 godzin po wysitku, mozna stwierdzi¢, ze wychwyt Zelaza przez apotransferyne
jest stosunkowo szybkim mechanizmem regulacji poziomu Zelaza i moze by¢ zwigzany
z wysokim poziomem wytrenowania uczestnikéw. Zelazo uwalniane podczas wysitku byto
w cato$ci wychwytywane przez krazaca w surowicy transferyne, bez konieczno$ci akty-
wacji dodatkowych mechanizméw regulacyjnych, np. zwiekszania poziomu hepcydyny.
Zmiany wysycenia transferyny lub TIBC czesto wykorzystuje sie do scharakteryzowania
dynamicznych zmian poziomu Zelaza podczas treningu lub obserwac;ji efektéw pojedyn-
czego intensywnego ¢wiczenia (Deruisseau i in. 2004; Haymes i in. 1986).

Ponadto dane literaturowe (Auerspergeriin. 2013; Larsuphrom i Latunde-Dada 2021)
wskazuja, ze podwyzszony poziom zZelaza w wyniku intensywnych ¢wiczen nalezy do
waznych czynnikéw odpowiedzialnych za uruchomienie sekwencji reakcji regulujacych
poziom zelaza z udziatem IL-6 i hepcydyny. W ostatnich latach przeprowadzono wiele ba-
dan majacych na celu okreslenie potencjalnego wptywu intensywnych ¢wiczen na poziom
hepcydyny (Auersperger i in. 2013; Larsuphrom i Latunde-Dada 2021). Uzyskane dane
wskazujg, ze stezenie hepcydyny wigze sie z obserwowalnym wzrostem poziomu zelaza
i osigga maksymalng warto$¢ od 3 do 6 godzin po wysitku. Poziom hepcydyny jest réw-
niez powiazany ze wzrostem poziomu IL-6 po wysitku fizycznym (Larsuphrom i Latunde-
-Dada 2021). Wedtug Newlina i in. (2012), stezenie IL-6 odpowiada za uwalnianie hepcy-
dyny podczas stanu zapalnego indukowanego wysitkiem fizycznym. Zjawisko to nie zosta-
o jednak potwierdzone w obecnym badaniu, gdyz zaobserwowano znaczny wzrost po-
ziomu zelaza po wysitku fizycznym, przy jednoczesnym nieistotnym wzroscie IL-6 i braku
odpowiedzi hepcydyny. W niniejszym badaniu jednak nie stwierdzono istotnego wzrostu
[L-6 ani aktywacji mechanizmu hepcydynowego mimo znaczacego wzrostu zelaza po wy-
sitku (tabela 3, publikacja 1).

Wytrenowani sportowcy wykazuja specyficzng adaptacje do wysitku, objawiajaca sie
m.in. podwyzszonym poziomem spoczynkowym hepcydyny. Sandstrom i in. (2018), po-
réwnujac grupy trenujacych i nietrenujacych kobiet, odnotowali, Ze poziom hepcydyny
u trenujacych byt o okoto 40% wyzszy, co sugeruje adaptacje treningowa. Podobnie,
Troadec i in. (2009) nie wykazali istotnych zmian w poziomach IL-6 i hepcydyny po 45-mi-
nutowym te$cie submaksymalnym, natomiast Kasprowicz i in. (2013) zaobserwowa-
li istotny wzrost IL-6 po biegu na 100 km, ktéremu nie towarzyszyt wzrost hepcydyny.
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Wyniki Peelinga i in. (2014) sugeruja, ze zmiany stezenia hepcydyny zaleza nie tylko od
czasu trwania wysitku czy poziomu IL-6, ale rowniez od wyjSciowych wartoSci Zelaza
i ferrytyny. U sportowcoéw z nizszym wyjSciowym poziomem zelaza wzrost hepcydyny
okazat sie znacznie mniejszy niz u tych z wyzszymi warto$ciami, co wskazuje, ze obser-
wowany wzrost zelaza po wysitku nie byt wystarczajacym bodzZcem do aktywacji mecha-
nizmu hepcydynowego u wypoczetych zawodniczek.

Kolejnym regulatorem stezenia Zelaza jest laktoferyna, ktérej poziom szybko wzrasta
w odpowiedzi na stan zapalny (Drago-Serrano i in. 2017). Brak istotnych zmian w jej ste-
zeniu w ciggu kilku godzin po wysitku sugeruje, ze u badanych uczestniczek nie wystapit
stan zapalny. Niezaburzony status zelaza potwierdza, ze kluczcowym mechanizmem regu-
lujacym gospodarke Zelazem pozostaje 0§ IL-6-hepcydyna-przysadka, a zmiany w parame-
trach hematologicznych w fazie regeneracji mogg wskazywac, ze ferrytyna, a nie powysit-
kowa hemoliza, jest gtbwnym Zrddtem uwalniania jonéw Zelaza, co wynika z ograniczonej
peroksydacji lipidow btonowych komoérek czerwonych.

Podsumowujac, zaobserwowane zmiany w parametrach hematologicznych i gospodar-
ki zelazem, takie jak wzrost RBC, HGB, stezenia zelaza, modyfikacje TIBC oraz wysycenia
transferyny, wskazuja na dynamiczne adaptacje organizmu w odpowiedzi na intensywny
wysitek fizyczny. Obserwowany niezaburzony status redoks, niezalezny od aktywacji od-
powiedzi zapalnej, oraz stabilny poziom ferrytyny sugeruja, ze mechanizmy regulujace
gospodarke Zelazem w okresie restytucji sa skuteczne i moga ro6znic sie od tych aktywo-
wanych w trakcie intensywnych jednostek treningowych.

2-TYGODNIOWY CZYNNY ODPOCZYNEK
(ZMNIEISZENIE OBCIAZENIA TRENINGOWEGO) INTENSYWNY WYSHEK WYKONANY

W DKRESIE NAMWYZSZYCH

REDUKCIA RODNIKA SUGEROWANY PRIEZ INNYCH FEN TRENINGOWYCH
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Fe - Zelazo, GSH - glutation, HGB - hemoglobina, HCT - hematokryt, IL-1a - interleukina-1a, IL-2 - interleukina-2,
IL-6 - interleukina-6, IL-10 - interleukina-10, IL-13 - interleukina-13, LIP - labilna pula Zelaza, PC - grupy karbonylowe,
RBC - krwinki czerwone, ROS - reaktywne formy tlenu, SOD - dysmutaza ponadtlenkowa, TAC - catkowita pojemnos¢
antyoksydacyjna, TBARS - produkty peroksydacji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym, TNF-a - czynnik martwicy
nowotwordéw, WBC - krwinki biate. Niebieskie tto - wyniki uzyskane w niniejszym badaniu, kremowe tto - zmiany po-
wysitkowe opisywane w literaturze w okresach najwiekszych obcigzen treningowych, biate tto - obszary potencjalnych
kierunkéw przysztych badan.

Rycina 4. Proponowany mechanizm powysitkowych zmian po zastosowaniu 2-tygodniowego ak-
tywnego odpoczynku
Zrédto: opracowanie wiasne.
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7 . PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1. Podwyzszenie powysitkowych warto$ci TAC bez réwnoczesnego wzrostu markeréw
uszkodzen (TBARS, PC) moze Swiadczy¢ o wzmocnieniu mechanizméw antyoksyda-
cyjnych organizmu, co potwierdza pierwsza postawiona hipoteze.

2. Uzyskane wyniki potwierdzajg drugg hipoteze. Zaobserwowane przesuniecie réwno-
wagi prooksydacyjno-antyoksydacyjnej w kierunku redoks wywarto dziatanie immu-
nomodulujace. Ponadto odnotowana korelacja pomiedzy aktywnoscig CK a prozapal-
nymi cytokinami sugeruje, ze u wypoczetych zawodniczek wzrost wydzielania cytokin
prozapalnych jest powigzany z nasileniem uszkodzen wtékien mieSniowych.

3. Badania potwierdzity trzecig hipoteze. Intensywny wysitek fizyczny wykonany po
2-tygodniowym okresie aktywnej regeneracji nie spowodowat zaburzen homeostazy
zelaza, co sugeruje, ze zastosowane obcigzenia treningowe mogty wywotac¢ adaptacyj-
ne mechanizmy chronigce przed niekorzystnymi zmianami w metabolizmie Zelaza.
Wyniki przeprowadzonego testu wysitkowego, poprzedzonego 2-tygodniowym okre-

sem aktywnej regeneracji, wykazaly, ze wytrenowane koszykarki charakteryzowaty sie
wysoka adaptacja do zastosowanego wysitku fizycznego oraz doskonata tolerancjg obcia-
zen treningowych. Obserwowane efekty sugerujg, Ze zastosowany okres odpoczynku jest
wystarczajacy do zahamowania niekorzystnych zmian na poziomie komérkowym i tkan-
kowym, co umozliwia petng regeneracje organizmu przed kolejnymi sesjami treningowy-
mi. Kluczowa role w zaobserwowanej adaptacji odegrato wzmocnienie mechanizméw an-
tyoksydacyjnych, ktore przyczynito sie do zahamowania powysitkowego stanu zapalnego
oraz stabilizacji gospodarki zelazem. Chociaz pelny mechanizm tych proceséw pozostaje
niejasny, wyniki badania sugeruja, Ze przyszte analizy powinny skoncentrowac sie na pa-
rametrach zwigzanych ze szlakiem tiolowym jako potencjalnym mediatorem wzmacnia-
jacym obrone antyoksydacyjna.

Nalezy jednak podkresli¢ pewne ograniczenia badania. Przede wszystkim, niewielka
liczba uczestniczek ogranicza mozliwo$¢ uogdlnienia wynikdw, co jest typowe w bada-
niach przeprowadzanych na elitarnych sportowcach. Dodatkowo, wyniki uzyskano wy-
lacznie w okresie, gdy sportowcy byli wypoczeci, bez poréwnania z faza, w ktdrej obcigze-
nia treningowe sg najwyzsze. Pobranie krwi odbywato sie w trzech punktach czasowych
(przed wysitkiem, bezposrednio po wysitku oraz po 3 godzinach restytucji), co uniemozli-
wito ocene zmian po dtuzszym okresie regeneracji (np. po 24 godzinach). Kolejnym ogra-
niczeniem jest nieuwzglednienie cyklu menstruacyjnego, ktéry moze wptywac na para-
metry zwigzane z gospodarka Zelazem.

Niezaleznie od powyzszych ograniczen badanie podkresla znaczenie dtugotermino-
wego monitorowania parametrow fizjologicznych u elitarnych sportowcéw w odniesie-
niu do obcigzen treningowych. Ograniczenie ¢wiczen o wysokiej intensywnosci przez dwa
tygodnie moze sprzyjac lepszej tolerancji wysitku fizycznego oraz peinej regeneracji, co
przektada sie na poprawe wynikow sportowych. Zebrane dane dotyczace tempa adapta-
cji i tolerancji wysitku, poprzedzonego okresem odpoczynku, stanowig podstawe do dal-
szych, szczeg6towych badan, ktére mogg wspomoc treneréw w optymalizacji procesow
treningowych oraz minimalizacji ryzyka zmeczenia i przetrenowania.
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ZALACZNIK 1. 0SWIADCZENIA

Justyna Cichon-Wozniak Jenin, 12.02.2025 r.
Imie i nazwisko doktoranta/ki Miejscowos¢, data

Oswiadczenie autora rozprawy doktorskiej o jej oryginalnesci, samodzielnosci jej przygotowania

i 0 nienaruszeniu praw autorskich

Ja, nizej podpisany/a oswiadczam, ze:
a) rozprawa doktorska pt. ,Wptyw 2-tygodniowego aktywnego okresu odpoczynku na markery
réwnowagi prooksydacyjno-antyoksydacyjnej na tle parametrow stanu zapalnego oraz metabolizmu
zelaza u koszykarek”.
jest wynikiem mojej dziatalnosci tworczej i powstata bez niedozwolonego udziatu osdb trzecich;
b) wszystkie wykorzystane przeze mnie materialy zrodtowe | opracowania zostaty w niej wymienione,
a napisana przez mnie praca nie narusza praw autorskich osob trzecich;
c) zataczona wersja elektroniczna pracy jest tozsama z wydrukiem rozprawy;

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

Mam $wiadomo$¢, ze zlozenie nieprawdziwego o$wiadczenia skutkowa¢ bedzie
niedopuszczeniem do dalszych czynnosci postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora
lub cofnigciem decyzji o nadaniu mi stopnia doktora oraz wszczeciem postepowania

dyscyplinarnego/karnego.

...... ool Wowal

Podpis doktoranta/ki

38 ROZPRAWA DOKTORSKA AWF



mgr Justyna Cichon-Wozniak Gorzow Wikp., 10.02.2025r.
Imie i nazwisko doktoranta/ki Miejscowosc, data

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

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moj wktad w powstanie przedifozonej rozprawy doktorskiej pt.
Wptyw 2-tygodniowego aktywnego okresu odpoczynku na markery réwnowagi prooksydacyjno-
antyoksydacyjnej na tle parametrow stanu zapalnego oraz metabolizmu zelaza u koszykarek

polegat na:

publikacja nr 1: wykonanie analizy statystycznej, interpretacja wynikow, napisanie manuskyptu,

redagowanie, wizualizacja, sprawdzeniu oraz zaakceptowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.

publikacja nr 2: wykonanie oznaczer laboratoryjnych, wykonanie analizy statystycznej, interpretacja
wynikdw, napisanie manuskyptu, redagowanie, wizualizacja, sprawdzeniu oraz zaakceptowaniu

ostatecznej wersji manuskryptu.

4)4‘.', fe
..... MM .S.i\:..)kfvU}xﬁ;.U’lf",,;?:i'@.;...........

Podpis doktoranta/ki

AWF ROZPRAWA DOKTORSKA

39



ch

Dr Joanna Ostapiuk-Karolczuk Gorzow Wlkp., 10.02.2025

Imie i nazwisko Miejscowosc, data

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

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moj wktad w powstanie publikacji wchodzgcej w sktad rozprawy doktorskiej pana/i
Justyny Cichon-Wozniak zatytulowanej:
Whplyw 2-tygodniowego aktywnego okresu odpoczynku na markery rownowagi prooksydacyjno-

antyoksydacyjnej na tle parametréw stanu zapalnego oraz metabolizmu zelaza u koszykarek

polegat na:
publikacja nr 1: wykonanie analizy statystycznej, pisanie manuskryptu, przeczytanie i akceptacja

ostatecznej wersji manuskryptu.

publikacja nr 2: wykonanie analizy statystycznej, pisanie manuskryptu, przeczytanie i akceptacja

ostatecznej wersji manuskryptu,

/

Ppdpis wspotautora/ki
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zatgcznik 9 do Wymogi dotyczgce
przygotowania autoreferatow rozpraw
doktorskich

Dr Mirostawa Cieslicka Gorzow Wikp., 10.02.2025

Imie i nazwisko Miejscowosc, data

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

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze méj wktad w powstanie publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pana/i
Justyny Cichori-Wozniak zatytutowanej:
Wptyw 2-tygodniowego aktywnego okresu odpoczynku na markery réwnowagi prooksydacyjno-

antyoksydacyjnej na tle parametréw stanu zapalnego oraz metabolizmu zelaza u koszykarek

polegat na:
publikacja nr 1: pozyskanie finansowania, sprawdzenie oraz zaakceptowanie ostatecznej wersji

manuskryptu.

publikacja nr 2: pozyskanie finansowania, sprawdzenie oraz zaakceptowanie ostatecznej wersji

manuskryptu.

e dedessueesnteannctasasasnsasassasscnsncnsfosnconnnans

Podpis wspdtautora/ki
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Mgr inz. Hanna Dziewiecka yorzow Wlkp., 10.02.2025

Imie i nazwisko Miejscowosc, data

Dotyczy: postgpowania w sprawie nadania mgr lustynie Cichon-Wozniak 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 sktad rozprawy doktorskiej pana/i
Justyny Cichon-Wozniak zatytulowanej:
Wptyw 2-tygodniowego aktywnego okresu odpoczynku na markery rownowagi prooksydacyjno-

antyoksydacyjnej na tle parametréw stanu zapalnego oraz metabolizmu zelaza u koszykarek

polegat na:

publikacja nr 1: wizualizacja manuskryptu, przeczytanie i akceptacja ostatecznej wersji manuskryptu.

publikacja nr 2: wizualizacja manuskryptu, przeczytanie i akceptacja ostatecznej wersji manuskryptu.

Podpis wspotautora/ki
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zatgcznik 9 do Wymogi dotyczgce

wania autoreferatow rozpraw

Inktorskicrh
doktorskich

Prof. dr hab. Malgorzata Tafil-Klawe Gorzow Wlkp., 10.02.2025

Imie i nazwisko Miejscowos¢, data

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

Oswiadczenie

Os$wiadczam, ze méj wktad w powstanie publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pana/i
Justyny Cichon-Wozniak zatytutowanej:
Wptyw 2-tygodniowego aktywnego okresu odpoczynku na markery réwnowagi prooksydacyjno-

antyoksydacyjnej na tle parametréw stanu zapalnego oraz metabolizmu zelaza u koszykarek

polegat na:
publikacja nr 1: administracja projektu badawczego, sprawdzenie oraz zaakceptowanie ostatecznej
wersji manuskryptu.

publikacja nr 2: n/d

Podpis wspdtautora/ki
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zatacznik © do Wymogi dotyczqce
przygotowania autoreferatow rozpraw
doktorskich

dr Piotr Basta Gorzow Wlkp., 10.02.2025

Imie i nazwisko Miejscowos¢, data

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

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moj wktad w powstanie publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pana/i
Justyny Cichon-Wozniak zatytutowanej:
Wptyw 2-tygodniowego aktywnego okresu odpoczynku na markery réwnowagi prooksydacyjno-

antyoksydacyjnej na tle parametréw stanu zapalnego oraz metabolizmu zelaza u koszykarek

polegat na:

publikacja nr 1: zebranie danych do badania, przeczytanie i akceptacja ostatecznej wersji
manuskryptu.

publikacja nr 2: zebranie danych do badania, przeczytanie i akceptacja ostatecznej wersji

manuskryptu.
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Mgr Dariusz Maciejewski Gorzow Wlkp., 10.02.2025

Imie i nazwisko Miejscowosc, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Justynie Cichon-Wozniak 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 wchodzgcej w sktad rozprawy doktorskiej pana/i
Justyny Cichon-Wozniak zatytutowanej:
Wptyw 2-tygodniowego aktywnego okresu odpoczynku na markery rdwnowagi prooksydacyjno-

antyoksydacyjnej na tle parametrow stanu zapalnego oraz metabolizmu zelaza u koszykarek

polegat na:
publikacja nr 1: zebranie danych do badania, przeczytanie i akceptacja ostatecznej wersji

manuskryptu.

publikacja nr 2: zebranie danych do badania, przeczytanie i akceptacja ostatecznej wersji

manuskryptu.

Moge ﬁ‘jewkx@a G s,

Podpis wsgdtautora/ki
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zatgcznik 9 do Wymogi dotyczqce
przygotowania autoreferatow rozpraw

doktorskich
Prof. dr hab. Anna Skarpanska-Stejnborn Gorzow Wlkp., 10.02.2025
Imie i nazwisko Miejscowosc, data

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

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moj wktad w powstanie publikacji wchodzgcej w sktad rozprawy doktorskiej pana/i
Justyny Cichon-Wozniak zatytutowane;j:
Whptyw 2-tygodniowego aktywnego okresu odpoczynku na markery réwnowagi prooksydacyjno-

antyoksydacyjnej na tle parametréw stanu zapalnego oraz metabolizmu zelaza u koszykarek

polegat na:

publikacja nr 1: sformutowanie i opracowanie eksperymentu, uzyskanie srodkéw finansowych,
zarzadzanie administracyjne projektem badawczym oraz recenzja i zatwierdzenie ostatecznej wersji
manuskryptu.

publikacja nr 2: sformutowanie i opracowanie eksperymentu, uzyskanie srodkéw finansowych,
zarzgdzanie administracyjne projektem badawczym oraz recenzja i zatwierdzenie ostatecznej wersji

manuskryptu.

Podpis wspdtautora/ki
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ZALACZNIK 2. PUBLIKAC]JE

Cichon etal.
BMC Sports Science, Medicine and Rehabilitation
https://doi.org/10.1186/513102-022-00465-7

BMC Sports Science,

(2022) 14:69 Medicine and Rehabilitation

RESEARCH Open Access
()]

Check for
updates

Effect of an acute exercise on early response
of iron and iron regulatory proteins in young
female basketball players

Justyna Cichori!, Joanna Ostapiuk-Karolczuk', Mirostawa Cieslicka?, Hanna Dziewiecka', Anita Marcinkiewicz',
Matgorzata Tafil-Klawe?, Piotr Basta®, Dariusz Maciejewski® and Anna Skarpariska-Stejnborn'”

Abstract

Background: The accumulation of physiological stress and the presence of inflammation disturb iron management
in athletes during intense training. However, little is known about the mechanisms regulating iron levels in athletes
during training periods with low training loads. In the current study, we analyzed the effect of an acute exercise on
early responses of iron and iron regulatory proteins at the end of such training periods.

Methods: The study was performed at the end of competitive phase of training. A total of 27 trained female basket-
ball players were included in the study after application of the inclusion/exclusion criteria. The participants performed
an incremental exercise on a treadmill. Blood samples were taken before the test, immediately after exercise, and after
3 h of restitution. Parameters, such as interleukin (IL) 6, hepcidin, ferritin, transferrin, hemopexin, and lactoferrin levels,
total iron-biding capacity (TIBC), unsaturated iron-biding capacity (UIBC) were determined by using appropriate
biochemical tests.

Results: The level of iron increased significantly after exercise, and then decreased within next 3 h restitution.
Except for iron levels, only TIBC levels significantly increased after exercise and decreased to baseline level during rest
period. No significant changes in the levels of hepcidin, IL-6, and other proteins related to the iron homeostasis were
observed.

Conclusions: The increases in iron level after acute exercise is short-term and transient and appear to have been
insufficient to induce the acute systemic effects in rested athletes.

Keywords: Iron homeostasis, Hepcidin, IL-6, Ferritin, Transferrin, Acute exercise, Female athletes

Background

Iron is fundamentally important for the optimal func-
tioning of athletes with implications for sports perfor-
mance. As it is a component of hemoglobin, myoglobin,
cytochrome, and various muscle cells enzymes it plays

*Correspondence: ankass@poczta.onet.pl

! Department of Biological Sciences, Faculty of Physical Culture in Gorzow
Wielkopolski, Poznan University of Physical Education, Estkowskiego 13,
66-400 Gorzéw, Wielkopolski, Poland

Full list of author information is available at the end of the article

K BMC

a vital role in transporting oxygen, energy metabolism,
supporting the immune system [1].

Athletes experience disturbances of systemic iron
homeostasis, especially during training periods charac-
terized by intense training loads. Based on the available
data, the risk of depletion of iron stores is especially high
in women and adolescents, which may lead to severe iron
deficiency. Insufficient reserves of iron in the body can
reduce athletic performance, which may be manifested as
fatigue, exercise intolerance, or even cognitive function
impairment [2—4]

©The Author(s) 2022. Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License, which
permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give appropriate credit to the
original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons licence, and indicate if changes were made. The images or

other third party material in this article are included in the article’s Creative Commons licence, unless indicated otherwise in a credit line
to the material. If material is not included in the article’s Creative Commons licence and your intended use is not permitted by statutory
regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain permission directly from the copyright holder. To view a copy of this
licence, visit http:/creativecommons.org/licenses/by/4.0/. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://creativecom-
mons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated in a credit line to the data.
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Cichon et al. BMC Sports Science, Medicine and Rehabilitation

The presence of iron deficiency in physically active
women, especially endurance athletes, has been a subject
of attention in recent years. This is due to the particularly
high frequency of iron deficiency in female players. In
some cases, their iron levels are even twice as low as in
non-trained humans. This problem is best illustrated by
the research of Pate et al. [5], in which 213 female play-
ers with various types of physical activity were observed.
The results showed that in physically active women the
concentration of iron was lower, but also the negative
correlation between ferritin level and level of physical
activity was observed in both recreational active women
and elite athletes [6]. In a large cross-sectional study on
both female and male athletes, the relationship between
the parameters of iron management depending on the
type of physical effort (aerobic, anaerobic) was assessed.
The authors reported that female players practicing
sports requiring mixed energy sources (i.e., aerobic and
anaerobic), such as volleyball, handball, or athletics, had
the highest risk of iron deficiency and disturbances of its
economy, compared to the same efforts considered sepa-
rately [7].

Moreover, Auersperger et al. [4] have shown cumula-
tive effects of regularly performed exercise training on
the iron and iron regulatory proteins pointing out that
iron stores, as well as hepcidin levels, may decrease
during a long-term training and did not recover after
10 days. Research also indicates that the negative effects
of intense physical activity are deeper in less trained play-
ers than in highly trained athletes [8].

In contrast, only a few studies have looked at the acute
post-exercise response of iron and iron-responsive pro-
teins. Most of them indicate an elevated level of hepcidin
24 h after the exercise, which was preceded by a sharp
increase in serum iron, accompanied by an increase in
inflammatory markers [9, 10].

Further, based on the available data, the iron indices
and hematological parameters in elite athletes change
during the training cycle, depending on the training
intensity and frequency [11-13]. Malcovati et al. [14]
assessed the effect of exercise and training phase on
hematological parameters and iron homeostasis indi-
cators in 923 professional football players. They found
that in well-trained athletes, most variables [e.g., ferri-
tin, hemoglobin, and mean corpuscular volume (MCV)]
were highest at the start of the playing season and then
decreased. It seems that the direction of changes in
hematological parameters and indicators of serum iron
homeostasis after exercise is determined by the train-
ing loads used in individual training cycles. However,
as mentioned above, most of the studies conducted to
date have focused on the competition period, where an
increase in inflammation is observed, which may greatly

(2022) 14:69
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affect post-exercise iron management disorders [15, 16].
Little is known about whether these changes are also sus-
tained at the end of the competition period, when the
training loads are greatly reduced.

Several mechanisms may be responsible for increas-
ing serum iron concentration in response to acute exer-
cise including hemolysis, hematuria, and gastrointestinal
bleeding [17]. Oxidative stress induced by exercise and
the associated inflammation result in biochemical
changes in the erythrocyte cell membrane, leading to its
increased susceptibility to damage and increased intra-
vascular hemolysis [18]. According to Barros et al. [19],
hemolysis is not the only source of the increased con-
centration of iron ions in serum during intense exercise.
They showed that in individuals with elevated after exer-
cise iron concentrations, only approximately 20% of iron
ions in serum come from hemolysis. The authors sug-
gested that ferritin and transferrin are the main source of
iron ions in this case. Also, literature data demonstrated
that free oxygen radicals (reactive oxygen species, ROS)
are primarily responsible for the release of iron ions from
ferritin [20].

The post-exercise iron homeostasis is regulated by
several factors including transferrin and ferritin which
may bind nearly all iron circulating in the serum. Under
physiological conditions, this chelation makes the iron
soluble, prevents iron-mediated free-radical toxicity, and
facilitates the transport of iron into cells. Hence, the total
iron-binding capacity (TIBC) of serum reflects serum
transferrin levels [21, 22].

A major role in the regulation of post-exercise iron
management plays also interleukin (IL) 6. IL-6 is a key
regulator of not only the inflammatory response but also
the activity of the iron-regulating hormone hepcidin
[23]. This hormone adversely affects the activity of the
main iron export protein, ferroportin, which leads to a
decrease of iron absorption in the intestine, and inhibi-
tion of iron release from hemolyzed red blood cells and
internal organs that store iron [24].

Also, hemopexin and lactoferrin are involved in the
regulation of iron levels. They capture free heme or iron
ions, and thus contribute to the regulation of inflamma-
tion [25, 26]. Both proteins reduce macrophage produc-
tion of pro-inflammatory cytokines, including IL-6. They
thus affect the activity of ferroportin — positively; and fer-
ritin — negatively, preventing intracellular iron overload
and inhibiting the development of inflammation [26].

To date, studies into the changes in iron levels or the
levels of proteins responsible for the regulation of iron
homeostasis have primarily focused on pre- and post-
exercise values and, predominantly, on the restitution
period 24 h post-exercise [4, 15, 16]. Only few studies
have focused on the early restitution period. Such studies
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mainly consider the relationship between iron status and
the levels of hepcidin [9, 39]. However, as a caveat to
interpreting the results of such studies, the reported data
hold for athletes during periods of high-stress training,
and the observed levels of iron metabolism markers were
not compared with those in completely rested athletes.

Further, based on the available data, the iron indices
and hematological parameters in elite athletes change
during the training cycle, depending on the training
intensity and frequency [11-13]. Malcovati et al. [14]
assessed the effect of exercise and training phase on
hematological parameters and iron homeostasis indi-
cators in 923 professional football players. They found
that in well-trained athletes, most variables [e.g., ferri-
tin, hemoglobin, and mean corpuscular volume (MCV)]
were highest at the start of the playing season and then
decreased. It seems that the direction of changes in
hematological parameters and indicators of serum iron
homeostasis after exercise is determined by the train-
ing loads used in individual training cycles. However,
as mentioned above, most of the studies conducted to
date have focused on the competition period, where an
increase in inflammation is observed, which may greatly
affect post-exercise iron management disorders [15, 16].
Little is known about whether these changes are also sus-
tained at the end of the competition period, when the
training loads are greatly reduced, and rest and recovery
are emphasized.

We hypothesized that the changes in the level of iron
and its regulatory proteins may depend not only on the
acuity of exercise but also on the training load. Accord-
ingly, the current study aimed to assess the impact of
acute exercise performed at the end of the competition
period on iron levels and selected parameters related to
the regulation of serum iron homeostasis in trained bas-
ketball players.

Methods

Participants and study design

Twenty-seven female trained basketball players partici-
pated in the study. Inclusion criteria consisted of female
athletes participant (minimum of 6 years of training
experience), free from iron homeostasis disturbances
(e.g., iron deficiency, anemia), with regular menstrua-
tion cycle. Exclusion criteria consisted of: the presence
of acute or chronic inflammation of pain disability, fever,
infections, iron supplementation, use of any anti-inflam-
matory drugs. All participants belong to the youth groups
of ENEA AZS AJP Gorzéw Wielkopolski (I1st League
and Premier League). Table 1 shows the anthropomet-
ric characteristics of the study participants. The research
was conducted at the end of the competition period, two
weeks after the last competition games. All players were
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Table 1 Basic characteristics of study participants (n=27)

Parameter x+SD

Age (years) 16.55+0.96
Body mass (kg) 6640+ 13.68
Height (cm) 1734545.14
Training internship (years) 73+£12

Values are presented as the mean+SD

on the same team and were subjected to the same train-
ing regime.

Experimental design

In this study, the participants performed acute exer-
cise until exhaustion. The experiment was designed for
assessing the disturbances in iron homeostasis caused
by an acute exercise thus biochemical assays were per-
formed using blood collected at three time-points: at
rest (Pre-exercise), immediately after the exercise (post-
exercise) and after 3 h of rest (3 h Recovery) (Fig. 1). All
participants performed an incremental exercise test on
HP Cosmos Treadmill (serial no. cos30004va04; Nuss-
dorf—Traunstein Germany). The test protocol was as
follows: the starting speed of the treadmill for the partici-
pants was 8.0 km/h; it was then increased every 2 min by
1.0 km/h, until exhaustion. The test ended with voluntary
exhaustion of the subjects.

During the test, minute ventilation (VE), oxygen
uptake (VO,), and carbon dioxide production (VCO,)
were determined continuously using the exhaled air
analyzer MES (measurement system contains of a pneu-
motach headpiece patented by MES and fast analyzers
of carbon dioxide and oxygen fit for applying "breath-
by-breath" method) to each exhalatory phase. Table 2
shows the basic characteristics of the exercise. The par-
ticipants were verbally encouraged to continue for as
long as possible. Heart rate (bpm) was recorded using a
sport tester (Polar PE 3000). This model of acute exer-
cise until exhaustion is often used in research focused on
the observation of changes in biochemical parameters in
response to the short-term but very intense effort [16].

Blood analysis

Hematological variables, such as red blood cell count
(RBC), hemoglobin (Hb), hematocrit (HCT), mean
corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC), mean corpuscular
volume (MCV), red cell distribution width (RDW), mean
platelet volume (MPV), and platelet count (PLT), were
analyzed using the MYTHIC 18 Haematology Analyser
(Orphee Medical, Geneva, Switzerland). Relative changes
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Fig. 1 Schematic illustration of the study design and experimental timeline
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Table 2 Basic characteristics of exercise

Parameter x+SD

HR sy (BPM) 192134£12.29
Test duration (s) 634.334+96.18
Voo (kmxh™") 1285+1.14
VO, 0 (Ml x kg™ x min™") 51464841
RER 0.9740.11

Values are presented as the mean £ SD; HR ,,, maximal heart rate; V,,,, maximal
run velocity; VO,,..,, maximal oxygen consumption; RER (VCO,/VO,), respiratory
exchange ratio

in plasma volume were calculated from blood hemato-
crit and hemoglobin concentrations using Dill and Cos-
till's equation (Dill, Costil, 1974). Iron concentration and
TIBC (Total Iron-Binding Capacity) were determined
using colorimetric method with chromogens (cat. no.
1-418-01-50 and 1-421-0060, respectively; BioMax-
ima, Lublin, Poland). Unsaturated iron-binding capacity
(UIBC) was calculated using the formula: UIBC=TIBC
— Fe. Transferrin saturation was calculated as serum
iron/TIBC. Enzyme-linked immunosorbent assay kits
and Thermo Scientific Multiscan GO microplate spectro-
photometer (Fisher Scientific, Vantaa, Finland) were used
to determine serum levels of the following molecules:
IL-6, transferrin, hemopexin, and lactate dehydroge-
nase (LDH) (SunRed Biotechnology Co., Ltd (Shanghai,
China); hepcidin, myoglobin, and ferritin (DRG Interna-
tional Inc., Springfield, New York, USA); and lactoferrin
(AssyPro, St Charles, MO, USA).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using STATISTICA
v. 13.0 software package (Stat-Soft, Krakéw, Poland).
Descriptive statistics, including mean and SD, were used
to visualize immediate trends and patterns. Shapiro—Wilk
test was used to examine the normal distribution of vari-
ables. Levene’s test was used to verify the homogeneity of

variance. Lactoferrin level was not normally distributed,
and was log transformed for further analysis. One-way
analysis of variance with repeated measures (ANOVA),
with Tukey’s post-hoc analysis was used to asses differ-
ences in measured variables of the three assessments
points (pre-exercise, post-exercise and 3 h recovery)
respectively. As a measure of effect size Cohen's d was
calculated. Using Cohen's criteria, effect size was inter-
preted as small (0.2), moderate (0.5), large (0,8) (Cohen,
1988). For correlation analysis, Pearson’s coefficient of
linear correlation was calculated. The level of significance
for all analysis was set at p <0.05.

Results

Iron serum concentration significantly increased after
exercise (p<0.05, Cohen's d=0.62, Pre-exercise vs. Post-
exercise); in the following 3 h of restitution, the iron level
decreased and reached values close to the baseline. No
significant changes in the serum concentration of hep-
cidin and IL-6 were observed during the study (Fig. 2,
Table 2).

No significant changes in transferrin levels were
observed; however, TIBC slightly increased after exer-
cise and then significantly decreased in the 3 h after
exercise (p<0.05, Cohen's d=0.64, post-exercise vs. 3 h
Recovery). Transferrin saturation significantly increased
immediately after exercise (»<0.05, Cohen's d=0.17,
Pre-exercise vs. Post-exercise) (Fig. 3, Table 2).

A gradual and significant decrease in Hb concentration
was observed (p<0.05; Cohen's d=0.37 Pre-exercise vs.
Post-exercise, p<0.001, Cohen's d=1.03 Pre-exercise vs.
3 h Recovery), accompanied by a constant and significant
increase of myoglobin (»<0.001, Cohen's d=1.03, Pre-
exercise vs. 3 h Recovery; p<0.01, Cohen's d =0.68 Post-
exercise vs. 3 h Recovery) (Fig. 4, Tables 3, 4).

For other parameters involved in iron metabolism, a
significant decrease of lactoferrin was observed at the
two time points after exercise compared to the baseline
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values (p <0.001, Cohen's d =3.7 Pre-exercise vs. Post-
exercise, p<0.001, Cohen's d=3.9, Pre-exercise vs.
3 h Recovery). The levels of LDH increased after exer-
cise (p<0.05, Cohen's d=0.35, Pre-exercise vs. Post-
exercise), and then significantly decreased (p<0.05,
Cohen's d=0.42 Pre-exercise vs. 3 h Recovery) com-
pared to the baseline values. No significant changes in
ferritin concentration, transferrin, and UIBC saturation
values were observed (Table 3).

Among the blood parameters examined, a signifi-
cant increase in RBC after exercise was observed com-
pared to the resting values (p<0.05, Cohen's d=0.4
Pre-exercise vs. Post-exercise). During the restoration
period, the RBC dropped significantly below the values
observed at rest (p<0.001, Cohen's d =0.86, Pre-exer-
cise vs. 3 h Recovery, p<0.001, Cohen's d =1.49, Post-
exercise vs. 3 h Recovery). Similarly, significant changes
were observed for HCT (p<0.05, Cohen's d=0.38,
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Table 3 Changes in iron metabolism status during acute exercise
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Parameter Pre-exercise Post-exercise 3 h Recovery d Cohen
Pre-exercise vs Pre-exercise vs Post-exercise
Post-exercise 3 h Recovery vs3h
Recovery
Fe (ug xdL™") 105.284+38.38 135.06+57.72% 101.184+30.45¢ 062 0.12 0.77
Hepcidin (ng x dL™") 16.01£241 14.554+1.95 1516+£2.12 067 0.38 0.30
IL-6 (pg x mL™") 1.77£022 1.86+£0.17 1.68+0.17 046 046 1.06
Transferin (mg x mL™") 1408+033 1414£0.27 14.06£0.32 0.20 0.06 027
TIBC (ug x dL= 335.86£59.16 373.84£90.88 322.894+69.11¢ 0.51 0.20 0.64
Transferin saturation (%) 33+14 404197 32+9 017 0.09 0.57
Myoglobin (ng x dL™") 20.11 4526 22.07 +5.96° 2662+ 7.40°¢ 035 103 068
Lactoferrin (ng x mL™") 136.464+20.26 86.54+6.73 86.20+5.51 3.70 390 0.06
Hemopexin (ng x mL™") 902.88 +642.85 906.31£706.31 918.07£75240 0.01 0.02 0.02
LDH (U x L) 26647 £32.28 280.26 £46.01° 264.494+29.75¢ 0.35 0.06 042
Ferritin (ng x mL™") 90.78£13.99 91.68+15.20 89.54+14.89 0.06 0.09 0.14
UIBC 23745+7562 239.33+£98.18 218.13+£74.87 0.02 0.26 0.25

Values are presented as the mean+SD

TIBC, total iron-binding capacity; LDH, lactate dehydrogenase; UIBC, unsaturated iron-binding capacity

2 Pre-exercise vs. Post-exercise

b Pre-exercise vs. Recovery

€ Post-exercise vs. Recovery (p < 0.05)

Effect size (Cohen's d): 0.2 =small; 0.5 =medium; 0.8 =large

Table 4 Changes in RBC parameters during acute exercise

Parameter Pre-exercise Post-exercise 3 h Recovery d Cohen
Pre-exercise vs Pre-exercise vs 3h  Post-exercise
Post-exercise Recovery vs3h
Recovery
HGB (g/dL) 13.344+097 13.6940.93° 12314103 037 1.03 141
RBC (10° x uL=h 4274032 440£033° 3.974£0.38¢ 040 0.86 1.21
HCT (%) 37264251 382142437 34.174301°¢ 0.38 1.12 1.49
MCV (fl) 8749+3.92 86.96£3.95° 86.23+3.82°¢ 0.13 0.33 0.19
MCH (pg) 31.32+£155 31.16+1.72 31.09+1.78 0.10 0.14 0.04
MCHC (g xdL™") 35.80+048 35.82+0.66 36.06+1.14 0.04 0.32 0.27
RDW (%) 13.06£0.72 13.36£0.72 13.23£074 042 023 0.18
MPV (1) 8.048+£0.54 7.9940.55 7.79+057¢ 0.1 047 036

Values are presented the mean +SD

HGB, hemoglobin; RBC, red blood cell count; HCT, hematocrit; MCV, mean corpuscular volume; MCH, mean corpuscular hemoglobin; MCHC, mean corpuscular
hemoglobin concentration; RDW, red cell distribution width; MPV, mean platelet volume;

2 Pre-exercise vs. post-exercise
b Pre-exercise vs. recovery
€ Post-exercise vs. Recovery (p <0.05)

Effect - size (Cohen's d): 0.2 =small; 0.5 =medium; 0.8 =large

Pre-exercise vs. Post-exercise; p<0.001, Cohen's
d=1.12, Pre-exercise vs. 3 h Recovery; p<0.001,
Cohen's d=1.49, Post-exercise-Recovery); MCV
(»<0.05, Cohen's d=0.13, Pre-exercise vs. Post-exer-
cise; p<0.001, Cohen's d=0.33, Pre-exercise vs. 3 h

Recovery; p<0,001, Cohen's d=0.19, Post-exercise-
Recovery); and MPV (p<0.05, Cohen's d=0.36, Post-
exercise vs. 3 h Recovery; p<0.001, Cohen's d=0.47
Pre-exercise vs. 3 h Recovery) (Table 4).
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Finally, TIBC was positively correlated with iron
(r=0.2826; p=0.014), and negatively correlated with
hepcidin (r=-0.2322; p=0.045) (Fig. 5).

Discussion

We here aimed to assess the impact of intense exercise
performed at the end of the competition period when
the low-load exercises are applied, and athletes have had
the time to rest and recover after a heavy starting period
on iron and iron regulatory proteins level. We found that
intense exercise performed by rested athletes caused
a short-term increase in iron ion levels, with a simul-
taneous increase in transferrin saturation and a slight
increase in TIBC without a significant response from
IL-6 or hepcidin.

The increased iron level after the exercise observed
in this study indicates that the test used was a stimulus
strong enough to elicit a hemolytic or non-hemolytic
response. The increase of iron level after a bout of acute
exercise was observed in a few studies, i.e., Schumacher
et al. [27], Skarpariska-Stejnborn et al. [16], Dominguez
et al. [23]. Moreover, the authors suggested that an
increased iron levels as a result of vigorous exercise is
one of the important factors responsible for triggering
a sequence of reactions to regulate iron levels involving
IL-6 and hepcidin.

In recent years, many studies have been conducted
to determine the potential impact of intense exercise
on hepcidin levels [4, 28]. The obtained data indicate
that hepcidin levels are associated with an observable
increase in iron levels and reach a maximum value 3-6 h
after exercise. Hepcidin levels are also associated with a
post-exercise increase in IL-6 levels [28]. According to
Newlin et al. [29], IL-6 levels correspond to the release
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of hepcidin during exercise-induced inflammation. How-
ever, this phenomenon was not confirmed in the current
study, as we observed a significant post-exercise increase
in iron levels, with a simultaneous small, non-significant
increase in IL-6 and lack of hepcidin responses. The lack
of a significant increase in IL-6 levels after the exercise
test was surprising but not implausible.

Literature data suggested that plasma II-6 concentra-
tion may increase up to 100 fold after exercise. Moreover,
the concentration of pro-inflammatory cytokines, includ-
ing IL-6, in the serum significantly increased after a long-
term endurance effort, e.g., a marathon or triathlon [30,
31]. This response may be significantly less pronounced
after a short vigorous exercise [32]. Cullen et al. [33]
have shown that IL-6 response on acute exercise induces
comparatively small and immediate post-exercise IL-6
increase. Additionally, exercise training may reduce basal
IL-6 production as well as the magnitude of the acute
exercise IL-6 response. A decreased plasma IL-6 concen-
tration at rest as well as in response to exercise appears
to characterize normal training adaptation [34]. Consid-
ering existing literature data and results of our study it
appears that IL-6 magnitude may depend on many fac-
tors such as the training level of athletes, intensity, and/or
duration of exercise.

In addition, the training frequency of elite athletes is
often so high that the short time between consecutive
sessions may not be sufficient to achieve full recovery;
this, in turn, may lead to the accumulation of harm-
ful metabolites and an increase in the inflammatory
response [35]. It is worth emphasizing that the cur-
rent study involved young, but highly trained athletes.
It has been proved that trained individuals have a lower
level of IL-6 in serum [34]. Furthermore, our study was
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Fig. 5 Correlation between iron and TIBC levels, and hepcidin and TIBC levels
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conducted at the final stage of the starting period, when
the exercise load was reduced. Athletes who participated
in the study had time to rest and recover after basketball
gaming season.

The lack of significant changes in IL-6 levels may
be responsible for the lack of hepcidin level increase
observed in other studies. It is also important to note
that trained athletes show a specific adaptation to exer-
cise, i.e., increased resting levels of hepcidin. Sandstrom
et al. [36] compared groups of training and non-training
women and showed that the resting hepcidin levels in
the training women were approximately 40% higher than
those in non-training women, indicating that the higher
values in training individuals are a result of training adap-
tation. Similar to our findings, no significant changes in
IL-6 and hepcidin levels were observed by Troadec et al.
[10] after a 45-min submaximal ergometer test of healthy
volunteers. In turn, Kasprowicz et al. [37] reported a sig-
nificant increase in IL-6 levels in athletes after a 100 km
run (ultra-marathon), which was not accompanied by an
increase in hepcidin levels. A major involvement of hep-
cidin in the regulation of iron homeostasis was also dem-
onstrated by Peeling et al. [38], who showed that changes
in hepcidin levels post-exercise depend not only on the
duration of exercise or IL-6 levels, but also on the ini-
tial serum iron and ferritin levels. In athletes with lower
baseline iron and ferritin levels, the increase in hepcidin
was significantly lower than that in athletes with higher
baseline iron and ferritin levels. Whereas the results
of the current study suggest that the observed signifi-
cant increase in post-exercise iron levels is not a strong
enough stimulus to activate hepcidin dependent mecha-
nism of iron regulation in well-rested athletes.

The disturbance of iron metabolism, resulting from
the presence of inflammation manifested by increased
IL-6 levels, is, as mentioned above, associated with train-
ing periods characterized by high loads (preparation and
competition period). In the current study, all measure-
ments were conducted at the final stage of the starting
period. This stage of training is characterized, as already
mentioned, by a reduced training load and, therefore,
may impact the biochemical and morphological param-
eters of the subjects.

Ostojic and Ahmetovic [39] showed that in highly
trained athletes (footballers) during the precondition-
ing period, most of the parameters related to iron man-
agement are higher than those in the playing season
associated with higher loads and, thus, fatigue. Impor-
tantly, Banfi et al. [11] observed seasonal variability of
iron metabolism parameters related to different train-
ing loads. It can be assumed that the management of
iron ions during the restitution period may be regulated
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by different mechanisms than those operational during
intense training or competition period.

We did not note any changes in ferritin levels in the
current study. Changes in ferritin levels, especially their
reduction, are frequently observed among athletes and
indicate iron store depletion [40]. Ferritin levels posi-
tively correlate with tissue iron stores, including the bone
marrow, and hence, they are a good indicator of iron
reserves in the body [41]. Since muscle oxygen consump-
tion increases during intense exercise, which increases
ROS levels, it is likely that ROS may contribute to the
release of some of the iron stored in ferritin [42].

An interesting observation of the current study was the
lack of changes in transferrin levels during the analyzed
period, with a simultaneous change in the parameters
directly related to its activity, i.e., TIBC and transfer-
rin saturation after exercise. Transferrin saturation sig-
nificantly increased immediately after exercise, while
changes in TIBC (reflecting changes in iron levels)
increased immediately after exercise and then signifi-
cantly decreased after a 3 h rest period. In addition, we
observed a significant positive correlation between TIBC
and iron levels, and a negative correlation between TIBC
and hepcidin. Typically, 60% of the serum transferrin
pool is in the form of apotransferrin, i.e., a protein that is
not saturated with iron. Apotransferrin is responsible for
capturing free iron ions, including those from damaged
hemoglobin [43]. The increase in transferrin saturation
and changes in TIBC levels observed in the current study
in parallel with the increased iron levels may indicate
that iron capture by apotransferrin is the main mecha-
nism responsible for the reduction of serum iron levels
to the baseline values during the restitution period. The
decrease in TIBC observed after a 3 h rest suggests that
the iron levels have returned to the baseline values.

According to Hymes et al. (1986), a TIBC increase in
athletes suggests an increased need for iron. The TIBC
values increase with decreasing iron stores indicating
that the iron is being moved to the stored iron pool.

Considering that the observed changes in iron ion
level occurred within 3 h of exercise, it can be concluded
that capturing iron by apotransferrin is a relatively rapid
mechanism of iron level regulation and may be related
to the high training level of the participants. The iron
released during exercise was entirely captured by the
circulating transferrin in the serum, without the need to
activate additional regulatory mechanisms, e.g., increas-
ing the hepcidin levels. Changes in transferrin satura-
tion or TIBC are often used to characterize the dynamic
changes in iron levels during training, or to observe the
effects of a single, intense exercise [44, 45]. However, the
reports on TIBC and transferrin saturation in athletes
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are inconsistent. Whereas we have observed changes in
TIBC similar to those reported here in a previous study
involving a group of rowers [16], others have observed
the involvement of the IL-6-hepcidin axis. Deruis-
seu et al. (2004) reported no changes in iron levels or
parameters characterizing its economy, such as transfer-
rin, TIBC, or transferrin saturation, in participants after
3 weeks of strength training. On the other hand, Podgér-
ski et al. [46] demonstrated a simultaneous increase in
TIBC and iron levels throughout the annual training
cycle of field hockey players.

Since iron deficiency, often observed in athletes, may
negatively impact not only the oxygen transport and
immune defenses, but also the individual’s sports perfor-
mance, monitoring these parameters during training is
important [9].

Lactoferrin is another protein that regulates the con-
centration of iron ions in the body. Its levels rapidly
increase in response to inflammation [47]. The data pre-
sented herein indicated lack of inflammation in the study
participants in the first few hours after exercise, which
would explain the lack of the expected increase in lacto-
ferrin levels after exercise.

The iron balance is also characterized by red cell
parameters, such as RBC, HTC, Hb, and myoglobin.
In a study of Boyadjiev and Taralow [48], the values of
hematological variables in trained women were lower
than those in the untrained control group. In addition,
they observed differences in these values among athletes
from different disciplines, with the lowest values noted
for representatives of high-intensity training disciplines,
including rowers and swimmers. The intense physical
effort that the basketball players were subjected to in
the current study resulted in a significant but short-term
increase in RBC, Hb, and HTC, and their levels were
comparable with the baseline values during the 3 h rest
period. The hemolysis that occurs during intense exercise
may lead to disturbances in both, hematological param-
eters, and iron metabolism, leading to iron deficiency.
Hence, iron supplementation is often recommended for
athletes, especially for women, even in the absence of
anemia symptoms [49, 50].

The observed increase in RBC and Hb values after
physical exertion, along with simultaneously increased
iron levels, may indicate a response that is not disturbed
by inflammation. They may also suggest that the initial
iron levels in the group of female players selected for the
current study were sufficient and stable.

Conclusions

Intense exercise performed by highly qualified athletes
during the training period focused on regeneration
caused a short-term increase in iron ion levels, with a

(2022) 14:69
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simultaneous increase in transferrin saturation and a
slight increase in TIBC. Both parameters returned to
baseline values during the 3 h recovery period. However,
no changes in the levels of IL-6 and hepcidin, and trans-
ferrin and ferritin, were observed. Post-exercise increase
in hematological parameters suggests that ferritin, and
not post-exercise hemolysis, may be the source of iron
ions. This could indicate that the study participants were
not iron-deficient.

Considering the study results within the context
of existing literature it seems that the threshold level
required for the induction of Il-6 and hepcidin response
in highly trained, but rested athletes is higher than in ath-
letes during their routine training program.

Study limitations
Lack of elaboration of the potential relationships between
menstrual cycle and study results.
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Effect of 2 weeks rest-pause
on oxidative stress
and inflammation in female
basketball players

Justyna Cicho-Wozniak'™, Joanna Ostapiuk-Karolczuk?, Mirostawa Cieslicka?,
Hanna Dziewiecka?, Piotr Basta3, Dariusz Maciejewski® & Anna Skarpariska-Stejnborn?

Intense exercise leads to increased production of free radicals, resulting in an inflammatory response
in athletes. For this reason, it was decided to investigate whether a single intensive exercise

until exhaustion applied after a 2-week rest period would result in a violation of the pro-oxidant-
antioxidant balance. Twenty-seven trained female basketball players (age: 16.55 + 0.96 years, body
mass: 66.40 +13.68 kg, height: 173.45 + 5.14 cm) were enrolled to the study following the application
of inclusion and exclusion criteria. Study was conducted at the end of the competitive training

phase. Participants underwent incremental treadmill exercise, with blood samples collected before
the test, immediately post-exercise, and after a 3-h restitution period. Total antioxidant capacity
(TACQ) levels increased significantly after exercise and remained unchanged after 3 h. Concentration
of interleukin-10 (IL-10) and creatine kinase (CK) significantly increased after exercise and then
decreased. Concentration of interleukin-2 (IL-2) was significantly reduced immediately and 3 h after
exercise, while interleukin-13 (IL-13), interleukin-1a (IL-1a), and tryptophan (TRP) decreased 3 h after
exercise. No significant changes were observed in other biochemical parameters. Obtained results
show an increased antioxidant capacity which reduced oxidative stress and inflammation in response
to intense exercise indicating that rested athletes have a high adaptation and elevated tolerance to
effort.

Competitive athletes in the starting period are subjected to increased training loads to achieve the highest sports
performance. Accumulation of loads is tolerated by their body thanks to the use of training periodization involv-
ing the application of alternating periods of intense exercise and rest. However, when the accumulation of training
loads is not accompanied by a sufficient long rest period for regeneration, the overtraining syndrome can occur’.

Physical activity, especially of high intensity, induces damage to muscle fibers due to increased production of
free radicals, which in turn leads to an inflammatory response®*. Many factors have been shown to contribute
to its development, including depletion of muscle glycogen, damage to contractile proteins by free radicals, and
reduced mitochondrial capacity®.

Moderate level of production of reactive oxygen species (ROS) contributes to the physiological adaptation
of skeletal muscles through the biogenesis of mitochondria, and the synthesis of antioxidant enzymes or stress
proteins. Excessive production of free radicals leads to a shift in the redox balance towards oxidation and the
formation of oxidative stress®, which significantly affects the dynamics of cellular and physiological processes,
favoring the occurrence of several negative changes, including abnormalities in the functioning of the immune
system, muscle proteolysis, or disturbances in iron metabolism. Oxidative stress also underlies the decline in
performance and fatigue in athletes, which in turn leads to a weakening of the immune function and increased
susceptibility to infections®”.

IDepartment of Biological Sciences, Faculty of Sport Sciences in Gorzéw Wielkopolski, Poznan University
of Physical Education, Estkowskiego 13, 66-400 Gorzéw Wielkopolski, Poland. 2Department of Human
Physiology, Nicolaus Copernicus University Ludwik Rydygier Collegium Medicum in Bydgoszcz, Kartowicza
24, 85-092 Bydgoszcz, Poland. *Department of Physical Education and Sport, Faculty of Sport Sciences in
Gorzéw Wielkopolski, Poznan University of Physical Education, Estkowskiego 13, 66-400 Gorzéw Wielkopolski,
Poland. **email: cichonjustyna95@gmail.com
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One of the major consequences of pro-antioxidant imbalance is the shift of the pro-anti-inflammatory bal-
ance towards the pro-inflammatory one. In a typical inflammatory response model, interleukin-6 (IL-6) and
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) are produced first, followed by an increase in interleukin-2 (IL-2) and
interleukin-1la (IL-1a), which may lead to leukocytosis due to neutrophilia in the systemic circulation and
immunosuppression®. Compensatory mechanisms appear in this very dynamic system, aimed at neutralizing the
pro-inflammatory cytokine cascade through the release of anti-inflammatory cytokines, such as interleukin-10
(IL-10) and interleukin-13 (IL-13)*®,

It is known that an optimal balance between training load and recovery is required to improve exercise
performance®'’. Long-term imbalance can lead to fatigue, overload, and overtraining where, especially in over-
training, pro-antioxidant imbalance becomes a fixed pattern, leading to a dramatic decrease in the condition
and deterioration of the athlete’s health!'. Elevation of pro-inflammatory cytokines following exercise may
subsequently amplify oxidative stress, thereby exacerbating inflammation and perpetuating a vicious circle'”.
Therefore, monitoring changes in the time of regeneration may be predictive for planning appropriate training,
which will significantly reduce the risk of injury and will not destabilize the sports form of athletes practicing
competitive sports.

We hypothesized that a 2-week rest period might be sufficient to stabilize the pro-antioxidant balance, which
may be associated with an exercise response not disturbed by inflammation. Accordingly, study aims at checking
whether a 2-week rest period is sufficient to stabilize the pro-oxidant-antioxidant balance.

Materials and methods

Study design and participants

Twenty-seven female basketball players, who met the inclusion criteria of a minimum of 6 years of training
experience, absence of iron homeostasis disturbances (e.g., iron deficiency, anemia), and regular menstruation
cycles, took part in the study. Exclusion criteria included the presence of acute or chronic inflammation, pain
disability, fever, infections, iron supplementation, and the use of anti-inflammatory drugs. The participants were
instructed to consume a light meal consisting of protein, carbohydrates, and limited fat (such as cereal with milk)
on the day of the study. The meal had to be consumed at least 2 h before the beginning of the examination. All
athletes belonged to the youth groups of ENEA AZS AJP Gorzéw Wielkopolski (1st League and Premier League)
and during the study all followed the same training plan. During the two-week rest period, consisting of ten
training units of moderate intensity, athletic-force training was conducted on odd-numbered days (Monday,
Wednesday, Friday), lasting 1.5 h per training unit, while training on individual technique was conducted on
even-numbered days (Tuesday, Thursday), also lasting 1.5 h per training unit. Weekends were allocated for rest,
during which no training activities took place. All participants and, in the case of underage athletes, their parents/
legal representatives were fully informed about the protocol before the start of the study and all participants,
and their legal representatives/parents gave their written consent. The study was conducted by the principles
of the Declaration of Helsinki and approved by the Bioethical Committee at the Poznan University of Medical
Science, Poland. Anthropometric characteristics of the study participants are presented in Table 1. Research was
conducted at the end of the competitive period, specifically two weeks after the last competition games.

Design of the study
During the research participants were engaged in acute exercise until reaching exhaustion.

Biochemical assays were conducted on blood samples collected at three specific time points: at rest baseline
(Pre-exercise), immediately after exercise (post-exercise), and after a 3-h recovery (3 h Recovery) (Fig. 1). An
incremental exercise test using the HP Cosmos Treadmill (serial no. cos30004va04; Nussdorf-Traunstein, Ger-
many). Test protocol involved initiating the treadmill at a speed of 8.0 km/h for participants, with subsequent
increments of 1.0 km/h every 2 min until reaching exhaustion. Participants fulfilled the exercise test until vol-
untary exhaustion.

Throughout the exercise test, minute ventilation (VE), oxygen uptake (VO,), and carbon dioxide production
(VCO,) were continuously measured using the MES exhaled air analyzer (measurement system with a patented

Variables Mean+SD
Age (years) 16.55+0.96
Body mass (kg) 66.40+13.68
Height (cm) 173.45+5.14
Training internship (years) 7.30+1.20
HR,,. (Bpm) 192.13+12.29
Test duration (min) 10,57 + 1,60
Vinsx (km h™) 12.85+1.14
VO,pney (ml kg™ min~") 51.46+8.41
RER 0.97+0.11

Table 1. Anthropometric data, maximal heart rate (HRmax), and exercise performance parameters of
participants (n=27). Data ix presented as the mean + standard deviation. HRmax, maximal heart rate; Vmax,
maximal run velocity; VO2max, maximal oxygen consumption; RER (VCO2/VO2), respiratory exchange ratio.
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COMPETETIVE PHASE

Figure 1. Study design.

pneumotach headpiece by MES and rapid analyzers for carbon dioxide and oxygen, fit for "breath-by-breath"
method). Based on the obtained gasometric values the oxygen uptake was calculated for each subject. VO,,.,
was also expressed in relative values (ml kg™' min™!). Considering the individual variability in physiological
responses the highest VO,,,, value obtained during the test and, volitional exhaustion, were used as the criteria
used to determine the VO,,,,,, values considered in the present study. Participants received verbal encouragement
to maintain their efforts for as long as possible. Heart rate (bpm) was documented using sports tester (Polar PE
3000) (Table 1).

Collection of blood and performance of assays

The blood for testing was collected by a qualified phlebotomist using the Sarstedt Safety Monovette system. Poly-
ethylene tubes containing dipotassium ethylenediaminetetraacetic acid (EDTAK2) anticoagulant were used for
blood morphology. Polyethylene clotting activator tubes were used for serum obtaining. In this case, the blood
was centrifuged to separate the morphotic elements from the serum using a centrifuge (3000 rpm for 10 min).
Serum was subsequently frozen at —80 °C until analysis.

Hematological parameters, including white blood cell count (WBC), lymphocyte (LYM), monocyte (MON),
and granulocyte (GRA), were examined using the MYTHIC 18 (Orphee Medical, Geneva, Switzerland). Deter-
mination of serum levels of total antioxidant capacity (TAC) (Omnignostica Forschungs, Héflein, Austria),
superoxide dismutase (SOD), protein carbonyl (PC), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), creatine
kinase (CK), IL-1a, IL-2, IL-13, TNFa (SunRed Biotechnology Co., Ltd, Shanghai, China), IL-10 (DRG Interna-
tional Inc., Springfield, New York, USA), and tryptophan (TRP) (LDN, Nordhorn, Germany), were performed
using enzyme-linked immunosorbent assay kits and the Thermo Scientific Multiscan GO microplate spectro-
photometer (Fisher Scientific, Vantaa, Finland).

Statistical analysis

All statistical analyses were conducted with STATISTICA v. 13.0 software package (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
All results are expressed as mean and standard deviation (x+ SD). Normal distribution of variables was assessed
using the Shapiro-Wilk test, while Levene’s test was used to examine the homogeneity of variance. Differences in
measured variables at the three assessment points (pre-exercise, post-exercise, and 3 h recovery) were evaluated
through one-way analysis of variance with repeated measures (ANOVA), followed by Tukey’s post-hoc analysis.
Cohen’s d was calculated as a measure of effect size, with interpretation based on Cohen’s criteria: small (0.2),
moderate (0.5), and large (0.8). Pearson’s coefficient of linear correlation was computed for correlation analysis.
The significance level for all analyses was set at p<0.05. Based on a power analysis, all tests that yielded significant
results had a power above 0.8, as calculated by G Power 3.1.

Ethics approval and consent to participate

The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki, and its protocol was approved by the
local Ethics Committee at Poznan University of Medical Sciences (decision no. 714/18 of 14 June 2017). All
procedures and potential risks were discussed with the participants before the study. Informed consent was
obtained from all parents or legal guardians and subjects before participation in the study.

Results

Markers of oxidative stress and antioxidant defense

TAC concentration significantly increased after the exercise test (p <0.05; Cohen’s d =0.90; pre-exercise vs. post-
exercise), and even after 3 h of restitution it was still at a significantly high level (p <0.05; Cohen’s d = 1.04; pre-
exercise vs 3 h recovery). No significant changes in SOD, PC, and TBARS concentrations were observed. Only
trends to their increase were observed immediately after exercise and then decreased after 3 h of restitution
(Fig. 2).
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Figure 2. Changes of oxidative stress markers and antioxidant defense during acute exercise. TAC total
antioxidant capacity, SOD superoxide dismutase, PC protein carbonyl, TBARS thiobarbituric acid reactive
substances, PRE pre exercise, POST post exercise, 3H 3 h recovery. Significant differences **p <0.01: ***p <0.001.

WBCindices

Leukocyte count was significantly increased after exercise (p <0.05; Cohen’s d =4.76; pre-exercise vs. post-exer-
cise) and significantly decreased after 3 h restitution (p <0.05; Cohen’s d =2.39; pre-exercise vs 3 h recovery;
p <0.05; Cohen’s d=1.95; post-exercise vs 3 h recovery). Number of lymphocytes significantly increased after
exercise and then decreased after 3 h of restitution (p <0.05; Cohen’s d =4.19; pre-exercise vs. post-exercise;
p <0.05; Cohen’s d =4.11; exercise vs. 3 h recovery) and monocyte count (p <0.05; Cohen’s d =2.14; pre-exercise
vs post-exercise; p <0.05; Cohen’s d =2.32; post-exercise vs 3 h recovery). Number of granulocytes was signifi-
cantly increased after exercise, then significantly decreased after 3 h of restitution (p <0.05; Cohen’s d =2.06;
pre-exercise vs. post-exercise; p <0.05; Cohen’s d = 1.89; exercise vs 3 h recovery) (Table 2).

Muscle damage and pro —anti-inflammatory markers
CK was significantly elevated after exercise (p <0.05; Cohen’s d = 0.20; pre-exercise vs. post-exercise) and sig-
nificantly decreased after 3 h of restitution (p <0.05; Cohen’s d = 0.18; post-exercise vs. 3 h recovery) (Fig. 3).
IL-10 concentration increased significantly after exercise (p <0.05; Cohen’s d =0.16; pre-exercise vs. post-
exercise) and after 3 h of restitution and was significantly decreased (p < 0.05; Cohen’s d =0.15; post-exercise vs
3 h recovery). IL-1a level decreased significantly after 3 h recovery (p <0.05; Cohen’s d=0.75; pre-exercise vs. 3 h
recovery). IL-13 levels significantly decreased after 3 h recovery (p <0.05; Cohen’s d=0.70; pre-exercise vs. 3 h
recovery). IL-2 levels significantly decreased after 3 h restitution (p <0.05; Cohen’s d = 1.77; pre-exercise vs. 3 h
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Parameter

Pre-

d Cohen
Pre-exercise vs post- Post-exercise vs 3 h

Post- i 3 hrecovery exercise Pre-exercise vs 3 h recovery | recovery

WBC (10° uL )

5.73+0.12

10.65+1.96* 7.45+1.325¢ 4.73 239 1.95

LYM (10° uL™)

1.96+0.41

4.22+0.67* 1.88+0.47° 4.19 0.18 4.11

MON (10° uL )

0.39+0.10

0.69+0.18" 0.40+0.07¢ 2.14 0.12 2.32

GRAN (10° uL™)

3.37+0.80

5.75+1.51* 5.15+1.08" 2.06 1.89 0.46

Table 2. Changes in WBC indices during acute exercise. Values are presented as the mean + SD. Effect size
(Cohen’s d): 0.2 =small; 0.5=medium; 0.8 =large. WBC white blood cells, LYM lymphocytes, MON monocytes,
GRAN granulocytes. *Pre-exercise vs. post-exercise. "Pre-exercise vs. recovery. “Post-exercise vs. recovery
(p<0.05).

recovery; p <0.05; Cohen’s d=1.19; post-exercise vs. 3 h recovery). No significant changes in the concentration
of IL-6 and TNFa were observed. TRP concentration significantly decreased after 3 h of restitution (p <0.05;
Cohen’s d=0.58; pre-exercise vs. 3 h recovery; p <0.05; Cohen’s d =0.59; post-exercise vs. 3 h recovery) (Fig. 3).

Correlation

Also, the following positive correlations among markers of oxidative stress were observed: SOD with PC
(r=0.9475; p<0.0001) and TBARS (r=0.9308; p <0.0001). PC with TBARS (r=0.9119; p<0.0001) and IL-1a
(r=0.2329; p <0.05). Moreover, IL-1a was positively correlated with IL-2 (r=0.3432; p <0.001). CK was positively
correlated with SOD (r=0.9393; p <0.0001), PC (r=0.9058; p<0.0001), TBARS (r=0.9358; p<0.0001), IL-1a
(r=0.2325; p<0.05) and IL-13 (r=0.2862; p <0.001) (Table 3).

Discussion

During the season, elite basketball players are exposed to exhausting training loads and tight game schedules,
leading to a shorter regeneration time, especially in the starting period. Results published so far have shown that
during training periods with the highest loads, muscle contractions increase the stimulation of ROS production
in muscle fibers, contributing to the intensification of oxidative stress and in consequence an increase in oxidative
damage (e.g., lipid peroxidation and increased protein oxidation). These negative changes may result in disorders
in the functioning of the immune system, and increased muscle damage, leading to fatigue or overtraining”'>.
The presented study aimed to assess whether a two-week period with a low training load is sufficient for full
regeneration of female athletes, which may lead to increased adaptation processes.

Reduction of training loads in the investigated basketball players resulted in a significant increase in TAC
after intense physical exercise, which was accompanied by no significant changes in the concentration of SOD
(Fig. 2). Changes in the TAC concentration observed in our study may confirm the high level of adaptation of
female athletes to oxidative stress tolerance, manifested as the strengthening of antioxidant mechanisms that
effectively prevented not only the formation of oxidative stress but also the harmful effects of free radicals'*'".
Available literature data suggests that intense physical exercise contributes to the increase in ROS leading to
oxidative stress'®. However, we obtained similar results to Bessa et al. (2016)"7, not observing significant changes
in the levels of antioxidant enzymes and markers of oxidative damage (e.g., TBARS). They studied the changes
in markers of oxidative stress in cyclists performing a combination of high-intensity aerobic and anaerobic
exercise, preceded by a week-long break from physical activity. Observed changes were explained by the fact that
antioxidant enzymes are regulated by the redox status, and not by physical exercise alone'®. High resting levels
of antioxidant enzymes observed in athletes probably contribute to the fact that ROS production in response
to exercise is not sufficient to change the redox status. Moreover, Spanidis et al. (2015)" studied professional
basketball players at the beginning (9 games) and at the end (59 games) of the league season, checking the impact
of match loads and those related to the number of matches on parameters related to oxidative stress. Authors
showed that the highest number of matches at the end of the season caused stronger oxidative stress compared
to the first phase. Therefore, it can be concluded that the accumulation of training loads together with the lack
of rest negatively affects the parameters related to oxidative stress.

Intense physical effort performed by rested female athletes did not significantly affect the change in the con-
centration of TBARS and PC (Fig. 2). Obtained results may confirm the effective activation of adaptive responses
to oxidative stress'®. They also show maintained redox balance after intense physical exercise in rested athletes,
which cannot be observed in those in the starting period when training loads are the highest'®"". Therefore,
it seems that an important factor influencing the level of damage is the phase of the training cycle when the
exercise tests were performed, as well as the type of exercise. Results of elite basketball players’ studies indicate
that at the end of the season, oxidative stress induced by physical exercise is not strong enough to lead to lipid
peroxidation'®. This is explained by the increasing efficiency of mechanisms of antioxidant defense through the
thiol status-regulated pathway (i.e., reducing the level and oxidation of GSH)"’. Also, the available literature
shows a sharp increase in PC concentration in athletes in response to intense physical effort’”?!. Studies in which
no changes or a decrease in PC concentration were observed show that the redox balance may be maintained
after physical exercise, even when other markers of oxidative stress (e.g., markers of lipid peroxidation) are
increased'®*%.
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Figure 3. Changes in muscle damage markers and pro-anti-inflammatory balance. CK creatine kinase, Il-1a
interleukin 1a, TNF & tumor necrosis factor alpha, IL-10 interleukin 10, IL-2 interleukin 2, IL-13 interleukin
13, TRP tryptophan, PRE pre-exercise, POST post exercise, 3H 3 h recovery. Significant differences: *p <0.05
Pp<0.01:**p<.001.
Physical effort is also a factor causing microdamage in the sarcolemma, increasing muscle damage indica-
tors in blood, such as CK. The increase in CK may also be due to immune and hormonal changes induced by
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Variables CK SOD PC TBARS IL-1a IL-10 IL-2
CK

SOD 0.9393***

PC 0.9058*** 0.9475**

TBARS 0.9358*** 0.9308*** 0.9119**

IL-1a 0.2325* 0.2171 0.2329* 0.2081

IL-10 0.0547 0.0435 0.0382 0.0700 0.0588

1L-2 0.0456 -0.0076 —0.0056 0.0092 0.3432** 0.1630

Table 3. Matrix correlation for study variables. CK creatine kinase, SOD superoxide dismutase, PC protein
carbonyl, TBARS thiobarbituric acid reactive substances, II- 1« interleukin la, IL-10 interleukin 10, IL-2
interleukin 2, IL-13 interleukin 13. **p <0.05; **p <0.001; ***p <0.0001.

high-intensity training. In addition, it has been proven that the CK response to exercise depends on the time of
intensity, length, and even the type of sports discipline'****",

In our study, an increase in CK was observed immediately after the exercise test, the value of which returned
to baseline after 3 h of restitution (Fig. 3). At the same time, a correlation of CK with both pro-inflammatory
cytokines and parameters related to oxidative stress was observed, which may indicate that in the period when
the athletes are rested, the production of pro-inflammatory cytokines is related to the increase in muscle fiber
damage and the related stimulation of ROS production. Observations of CK concentrations in relation to the
training phases of the annual cycle allowed us to observe a higher increase in CK induced by physical exercise
before the competition, compared to the preparation period, which was probably due to higher intensity and
more specialized exercises, leading to increased muscle damage caused by physical exercise or body adaptation
for exercise”. Our results stand in contrast to the ones obtained by Bachero-Mena et al. (2017)*%, who found no
significant changes in CK during the whole season in middle-distance runners.

Available literature indicates a significant role of ROS and muscle fiber damage in the release of cytokines into
the bloodstream in response to exercise, but the mechanism is still unclear””. Exercise-induced inflammatory
response is manifested by marked leukocytosis, which is mainly due to the release of lymphocytes, monocytes,
and neutrophils into the circulation.?®*.

In tested basketball players, there was a clear leukocytosis under the influence of physical effort, which con-
firms the presence of post-exercise inflammation. In addition, we showed transient lymphocytosis, monocytosis,
and granulocytosis immediately after exercise (Table 2). All the described changes in the number of leukocyte
cells are probably caused by their increased recruitment from the bone marrow because of muscle fiber damage™.
It should be assumed that the adaptation mechanisms and regeneration contributed to a reduction in the number
of leukocyte cells within 3 h after exercise. Literature data indicate that transient lymphocytosis and monocytosis
occur first immediately after exercise, followed by delayed neutrophilia after 2 h of recovery. In addition, Da
Silva Neves et al.’' showed that acute and short-term physical exercise causes a greater increase in the number
of leukocytes than low-intensity exercise.

It is expected that the release of cytokines is associated with many factors, such as the intensity, duration of
exercise, and the training of athletes™. It was also indicated that long-term endurance exercise causes a strong
response of pro-inflammatory cytokines, while in the case of short-term intense exercise, changes in their con-
centration are negligible. However, there are few studies explaining whether the rest from exercise exerts an
immunomodulatory effect on the production of inflammatory cytokines during periods of lighter training loads.

In our studies, we did not observe significant changes in TNF-a levels after a session of intense exercise
(Fig. 3). The reason may lie in the adaptation of athletes to physical effort as well as the reduction of high-intensity
exercise during this period’**. Lack of an increase in the concentration of pro-inflammatory cytokines with a
simultaneous high increase in WBC may also confirm the fact that lymphocytes and monocytes are not respon-
sible for the rapid increase in pro-inflammatory cytokines in response to exercise. Moldoveanu et al. (2000)*
reached a similar conclusion, as they did not observe changes in gene expression in circulating mononuclear
cells, which may indicate other sources of pro-inflammatory cytokines. Bay and Pedersen (2020)° indicate that in
such cases the inflammatory response is also regulated by the production of ROS and contracting muscle fibers.
Therefore, it seems that slight disturbances in the pro/antioxidant balance demonstrated after a single refusal test
in rested athletes contributed to the lack of a rapid release of pro-inflammatory cytokines.”.

Remaining pro-inflammatory cytokines in our studies either did not change their concentration, as in the
case of IL-1 , or even their level decreased after exercise, as in the case of IL-2 (Fig. 3). In their research, Jirimie
etal. (2018)** did not observe significant changes in IL-1a levels after one hour of endurance training. On the
other hand, Mezil et al. (2015)* observed an increase in IL-1a immediately after exercise and then showed a
significant decrease within an hour. These changes were accompanied by an immediate increase in IL-6 and
TNF-a followed by a decrease, which we did not observe in our study, which may indicate the reason for the
unchanged production of the cytokine IL-1a. Research results also indicate reduced IL-2 production in response
to exercise’’. Baum et al. (1997)"' observed no changes in IL-2 levels. This varied state of knowledge seems to
result from different types of training, as well as the state of training of athletes. Observed significant decrease
in IL-2 concentration in our study may be the result of either the suppression of cellular immunity because of
exercise, or the effect of anti-inflammatory cytokines.
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Level of anti-inflammatory IL-10 significantly increased after the exercise test in our female athletes, with a
simultaneous decrease in IL-13 during the restitution period (Fig. 3). The response of IL-10 to physical effort
depends on the athletes’ level of training and practicing discipline. A significant increase in IL-10 concentration
was observed in endurance-trained people compared to sprint-trained.*. In addition, in the period of immedi-
ate preparation for the competition, when the athletes were subjected to the greatest training loads, an increase
in IL-10 was shown with no changes in its concentration during the rest period from training. Research results
indicate that physical exercise causes a significant increase in IL-13 in non-training people (Tufvesson et al.
(2020)* and Alizadeh et al. (2019)**), on the other hand, Zamani et al. (2014)** showed no significant differ-
ences in the concentration of IL-13 in elite wrestlers 24 h after training and in the control group. Observed effect
of intense physical exercise on anti-inflammatory cytokines in our study may indicate a high effort tolerability
and undisturbed activity of the immune system reacting with rapid activation of anti-inflammatory processes
(anti-inflammatory effect of exercise).

It is presumed that exercise affects the concentration of TRP, a precursor of serotonin and kynurenine, which
may be related to fatigue in response to training®=*%. In our study, the level of TRP significantly decreased and its
reduction was observed even after 3 h of restitution (Fig. 3). State of knowledge about changes in TRP concentra-
tion is inconsistent. Kreher et al. (2012)' showed a positive correlation between TRP increase and fatigue. On the
other hand, Joisten et al. (2020)* showed in their studies that endurance exercise causes a significant decrease
in TRP concentration immediately after physical exercise, and, after 1 h, the concentration would return to its
baseline values. Immediately after resistance exercise, however, a trend of a decrease in TRP concentration has
been observed, and its further reduction even after an hour of rest. Still, Ikonen et al. (2020)*° did not observe
changes in its concentration and pointed out that it is not a sensitive marker of changes associated with overload.
This may indicate the need to extend the overload diagnostics in subsequent tests with additional parameters.
In addition, there is a hypothesis stating that reduced TRP levels accompany systemic inflammation, which is
explained by using the amino acid for the synthesis of inflammation-related proteins. It is also used by leukocytes,
which may explain the decrease in TRP concentration in our study™".

It is worth noting that the study had some limitations, like an important aspect that the results were obtained
only when the athletes were rested. No comparison was made with the period when training loads were the
highest. Future research should include performing the test at a time when training loads are high, as well as
when the athletes are rested. Additionally, a limitation of the study is the lack of consideration of the phase of the
menstrual cycle, which could have influenced the tested parameters. Despite the above-mentioned limitations,
the study enriched our knowledge about the impact of two-week regeneration on the parameters of oxidative
stress and inflammation.

Conclusion

Obtained results show that the applied exercise protocol did not generate oxidative stress in athletes, despite
previous reports that intense exercise is a strong stimulator of ROS production. At the same time, the strong
effect of the antioxidant potential is visible, eliminating the negative effects of post-exercise oxidative stress and
the post-exercise inflammatory response. The study results may indicate that limiting high-intensity exercise for
2 weeks contributed to the athletes’ better tolerance to the applied physical effort. Obtained information regarding
the rate of adaptation and exercise tolerance preceded by a period of rest will require further detailed research.
Their results can help plan the optimization of training processes, especially in the period of the greatest effort
loads, to minimize the phenomenon of fatigue and overtraining.

The study results may indicate that limiting high-intensity exercise for 2 weeks contributed to the athletes’
better tolerance to the given physical effort. Gathered information regarding the rate of adaptation and exer-
cise tolerance preceded by a period of rest will require further detailed research. Their results can help plan to
optimize training processes, especially in the period of the greatest effort loads, to minimize the phenomenon
of fatigue and overtraining.

This study recommends that coaches consider withdrawing an athlete from competition if they observe
symptoms of fatigue to minimize the risk of overtraining. Rested athlete can then undergo a full regeneration
process, which may lead to positive effects in the form of improved sports results. This action is consistent with
the principles of optimizing sports performance and caring for the health and physical condition of players.

Data availability
Due to ethical concerns the datasets generated and/or analyzed during the current study supporting data cannot
be made openly available however, are available from the corresponding author on reasonable request.
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