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Celem pracy bylo dokonanie oceny wplywu wysitku o narastajacej
intensywnos$ci na reakcj¢ systemu obrony antyoksydacyjnej we krwi u
pitkarek noznych, ocenianej na podstawie zmian aktywno$ci enzymow
antyoksydacyjnych (dysmutazy  ponadtlenkowej, peroksydazy
glutationowej,  katalazy 1  reduktazy  glutationowej), stezen
antyoksydantow nieenzytamycznych (witamina E, zredukowany
glutation), markeréw stresu oksydacyjnego (stezenie dialdehydu
malonowego 1 kwasu moczowego) oraz aktywnosci kinazy kreatynowe;.
Test o narastajacej intensywnosci byt przeprowadzony na poczatku i na
koncu okresu przygotowawczego rundy wiosennej rocznego cyklu
treningowego. Krew zylna byla pobierana przed i po wysitku
wykonanym na ruchomej biezni do maksymalnego zmegczenia.

Stowa kluczowe: stres oksydacyjny, wolne rodniki, antyoksydanty, pitka
nozna, wysitek fizyczny

Wstep

Podczas gry w pitke nozna przewazaja wysitki biegowe o zmiennej
intensywnosci, podczas ktoérych wzrasta zapotrzebowanie na energi¢ oraz
tlen. Znaczny, bo 10 do 20 krotnie zwigkszony doptyw tlenu oraz prawie
100 krotny wzrost jego zuzycia przez migsnie podczas wykonywania
intensywnej pracy prowadzi do nasilenia si¢ produkcji reaktywnych,
gléwnie wolnorodnikowych, form tlenu (RFT) w migéniach
szkieletowych, krwi oraz prawdopodobnie w innych tkankach. Gtownym
zrodiem ich tworzenia w mig$niach jest mitochondrialny proces fancucha
oddechowego oraz reakcja oksydazy ksantynowej, a we krwi-
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autooksydacja hemoglobiny do methemoglobiny. RFT reagujac ze
sktadnikami uktadow biologicznych prowadza do oksydatywne;j
modyfikacji ich struktury, co moze prowadzi¢ do utraty ich funkcji
zyciowej, a w konsekwencji do powaznych zaburzen procesoéw
metabolicznych w komorce. Z drugiej jednak strony RFT moga
odgrywa¢  réwniez role  waznych  zwiazkow  sygnatowych,
zaangazowanych w procesach adaptacji komoérek do zmienionych
warunkow fizjologicznych.

W pracy przedstawiono reakcje metaboliczne na obciazenie
wysitkowe, badane w warunkach laboratoryjnych, u pitkarek noznych na
poczatku 1 na koncu okresu przygotowawczego rundy wiosennej
rozgrywek  ligowych. Obserwacje dotycza oceny potencjatu
antyoksydacyjnego, aktywnos$ci wybranych enzymow komoérkowych i
antyoksydacyjnych, antyoksydantdow  nieenzymatycznych oraz
wybranych markerow stresu oksydacyjnego w warunkach spoczynku
oraz bezposrednio po wysitku.

Material, metody i narze¢dzia badan

Badaniami objeto ogotem 12 kobiet w wieku od 15 do 31 Iat,
zawodniczek Klubu Sportowego Czarni Sosnowiec uprawiajacych pitke
nozng. Charakterystyke badanych zawodniczek przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Charakterystyka somatyczna badanych pitkarek
Srednia + SD | Minimum | Maksimum
Wiek [lata] 20,3 4,3 15 31
Masa ciala [kg] 59,2+5,6 50,9 67,9
Wysokos¢ ciata [cm] 165,4 +3,2 160 172
VO,max w badaniu 1| 44,5+1,97 29,3 51,3
[mlO,/min/kg]
VO,max w badaniu 2| 46,0+0,75 42,60 50,90
[mlO,/min/kg]
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Test wysitkowy

Na poczatku 1 na koniec okresu przygotowania ogolnego rundy
wiosennej (na przetomie stycznia i lutego oraz w kwietniu 2003 r. )
pitkarki  wykonywaly test o narastajacej intensywno$ci do
indywidualnego maksymalnego obciazenia na biezni ruchomej (LE
300C- Jaeger). Podczas testu wysitkowego rejestrowano pobor tlenu,
wentylacje minutowa phluc i1 czgsto$¢ skurczow serca korzystajac z
aparatury gazometrycznej Oxycon Alpha (Jaeger). Szybkos$¢ przesuwu
biezni zwigkszano o 2 km/godz, poczawszy od 6 km/godz., co 3 min. z 1
minutowa  przerwa, podczas ktorej pobierano proby  krwi
kapilaryzowanej do oznaczenia st¢zenia mleczanu oraz parametroOw
rownowagi kwasowo-zasadowej. W warunkach spoczynku, przed
wysitkiem oraz 5 min. po jego zakonczeniu pobierano, do prébéwek z
heparyna, jako czynnikiem antykoagulacyjnym, proby krwi zylnej do
analiz biochemicznych.

Techniki analityczne

W $wiezych probach osocza krwi oznaczano, wykorzystujac zestawy
diagnostyczne firmy ANALCO, aktywno$¢ kinazy kreatynowej (CK;
EC.2.3.7.2) i1 dehydrogenazy mleczanowej (LD. EC.1.1.1.27) oraz
stezenie glukozy i1 kwasu moczowego, a ponadto stezenie amoniaku
stosujac zestaw diagnostyczny firmy Boehringer. W probach $wiezej
krwi oznaczano aktywno$¢ peroksydazy glutationowej (GSH-Px;
EC.1.11.1.9) przy pomocy zestawu RANSEL (RS 505, Randox) oraz
stgzenie zredukowanego glutationu (GSH) metoda Beutler’a [2].
Erytrocyty, uzyskane po odwirowaniu osocza, przemywano 3 krotnie
zimnym (4°C) roztworem soli fizjologicznej, a nast¢pnie zamrazano (-
20°C) do czasu wykonania oznaczen aktywno$ci enzymow
antyoksydacyjnych, to jest dysmutazy ponadtlenkowej (SOD;
EC.1.15.1.9) przy pomocy zestawu RANSOD (SD 125, Randox),
katalazy (CAT; EC.1.11.1.6) metoda Aebi [1] i reduktazy glutationowej
(GR; EC.1.6.4.2) metoda Glatzle [6]. Ponadto, w probach osocza krwi
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oznaczano st¢zenie witaminy E (a- 1 y-tokoferoli) i retinolu technika
HPLC wedlug Sobczaka [7] oraz dialdehydu malonowego, jako markera
peroksydacji lipidéw, metoda Buege i Aust’a [3]. W probach pelnej krwi
oraz hemolizatach erytrocytdw oznaczano stezenie hemoglobiny metoda
Drabkin’a korzystajac z zestawu diagnostycznego firmy Randox
(HG 980).

Analiza statystyczna

Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednie arytmetyczne + SD.
Oceny istotnos$ci réznic pomigdzy wartosciami przed- i powysitkowymi
dokonano stosujac testy nieparametryczne Wilcoxon’a 1 Mann’a-
Whitney’a, przyjmujac za prog istotnosci wartos¢ p<0,05.

Wyniki badan

Srednie wartoéci przed- i powysitkowe wszystkich badanych
parametréw zebrano w tabeli 2.
Tabela 2

Przed- i powysitkowe wartosci aktywnos$ci wybranych enzyméw oraz
stezenia antyoksydantéw we krwi i jej frakcjach

Parametr Badanie 1 Badanie 2
X+SEM X+SEM

Kinaza kreatynowa Przed wys. 105,5+23, 2 112,0£12,9
CK, Ul Po wys. 132,4432,1* 140,0+£16,9*#
Dehydrogenaza LA Przed wys. 228,4+12,46 305,5425, o#
LD, U/l Po wys. 278,3+13,14* 362,5+25,9#*
Amoniak Przed wys. 79,449,80 104,449,9
NHj;, pg/dl Po wys. 148,8+17,90* 166,712 3%
Glukoza Przed wys. 96,3542,62 85,316,0#
mg/dl Po wys. 158,8+8,74* 133,6+10,4*
Glutation Przed wys. 2,94+0,13 2,8240,16
GSH, pg/mgHb Po wys. 3,0240,12 3,8440,61*
Kwas moczowy, Przed wys. 4,24+0,38 3,85+0,27
KM, mg/dl Po wys. 5,2340,43* 5,3240,20*
Witamina E Przed wys. 11,22+0,79 10,25+0,5
a-tokoferol, mg/1 Po wys. 11,80+0,89 10,69+0,58
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cd. tabeli 2

Witamina E Przed wys. 0,64+0,09 0,46+0,07
y-tokoferol, mg/1 Po wys. 0,80%0,06 0,73+0,07
Witamina A Przed wys. 0,45+0,03 0,7840,12#
Retinol, mg/1 Po wys. 0,45+0,03 0,84+0,05#
Dysmutaza Oy Przed wys. 1218,4+68,7 930,5+74,92#
SOD, U/g Hb Po wys. 1071,2+64,48* 782,6+56,74#*
Peroksydaza GSH Przed wys. 42,9436 35,8444
GSH-Px, U/gHb Po wys. 50,6+2,7 * 45,4+4 5%
Katalaza Przed wys. 289,94+20,3 156,4+159 #
CAT, k/g Hb Po wys. 276,9+243 156,7+11,3 #
Reduktaza GSH Przed wys. 24.2+1.2 21,1+1,6#
GR-FAD', U/gHb Po wys. 24, 7+1,1 22 4+1,64
Reduktaza GSH Przed wys. 25.4+1,16 22,1+1,7#
GR+FAD’, U/gHb Po wys. 26,1412 23,1+1,6#
EGRAC Przed wys. 1,0540,01 1,05+0,014
(deficyt B2 gdy>1,2) Po wys. 1,050,009 1,0240,004
Dialdehyd malonowy Przed wys. 2,24+0,46 2,8140,37
MDA, nmoli/ml Po wys. 2,62+0,57* 3,05+0,33*
Selen we krwi, ng/ml Przed wys. 59,3+2,1 62,3+4,9

Uwaga: * - roznice w stosunku do wartosci przedwysitkowych statystycznie istotne
(p<0,05, test Wilcoxon’a); # - roznice w stosunku do wartosci uzyskanych w badaniu
1 statystycznie istotne (p<0,05, test U Mann’a-Whitney’a)

Zarowno aktywno$¢ enzyméw komorkowych, to jest kinazy
kreatynowej (CK) i dehydrogenazy mleczanowej (LD), jak i enzymow
antyoksydacyjnych oraz stgzenia badanych metabolitow (glukoza, kwas
moczowy, amoniak) i antyoksydantow niskoczasteczkowych (glutation
zredukowany GSH, retinol, alfa- 1 gamma-tokoferole) byly
indywidualnie do$¢ zr6znicowane. Z tego wzgledu powysitkowe zmiany
aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych byty nieistotne.

Istotnie (p<0,05) wyzsze od wartosci spoczynkowych byly
powysitkowe aktywnosci CK 1 LD, co stanowi typowa reakcjg
organizmu na obcigzenie wysitkowe, $wiadczaca o zwigkszeniu si¢
przepuszczalnosci bton komoérek mig$niowych. Obserwowano przy tym
tendencje do przyjmowania wyzszych spoczynkowych 1 powysitkowych
aktywnos$ci CK i LD, ktore, za wyjatkiem spoczynkowej aktywnosci CK
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by istotnie wyzsze w 2gim badaniu. Dodatkowym czynnikiem
odpowiedzialnym za powysitkowy wzrost aktywnosci enzymow
komoérkowych w osoczu krwi jest zmniejszenie objetosci osocza krwi po
jednorazowym bodzcu wysitkowym.

Typowa reakcja na stres wysitkowy byl rowniez wzrost stgzenia
glukozy (p<0,05), wskutek jej mobilizacji z rezerwy glikogenowej w
watrobie, oraz amoniaku (p<0,05), co wynikalo z nasilonych, szczeg6lnie
w warunkach pracy o intensywno$ci maksymalnej, reakcji
katalizowanych przez kinaz¢ adenylanowa oraz deaminazg AMP.
Deaminacja AMP do inozynomonofosforanu (IMP) musiata prowadzi¢
do zwigkszenia sig puli ksantyny i hipoksantyny utlenianych przez uktad
dehydrogenazy i1 oksydazy ksantynowej do kwasu moczowego [4, 5],
ktérego stezenie po wysitku rowniez istotnie wzrastalo (p<0,05). Innym
skutkiem reakcji utlenienia ksantyny i hipoksantyny byta niewatpliwie
nasilona generacja anionorodnikéw ponadtlenkowych (Oy).

Stezenie glutationu po wysitku wzrastalo, chociaz rdéznica w
stosunku do warto$ci spoczynkowej byla istotna tylko w drugim badaniu,
natomiast w obu badaniach obserwowano znamienny wzrost stgzenia
dialdehydu malonowego (MDA) jako markera stresu oksydacyjnego.
Obserwowano przy tym tendencj¢ do przyjmowania wyzszych wartosci
stezenia MDA w badaniu 2, chociaz roznice w stosunku do badania 1 nie
byly istotne statystycznie. Srednie stezenie selenu w petnej krwi byto w
obu badaniach nizsze od dolnej granicy przedziatu referencyjnego (80
ng/ml — 250 ng/ml) [8].

Réznice pomigdzy przed- i powysitkowym poziomem witamin
antyoksydacyjnych (witaminy E 1 retinolu) byly nieznamienne.
Wystapita tendencja do obnizenia si¢ stgzenia alfa-tokoferolu w 2gim
badaniu, chociaz w obu przypadkach miesécito si¢ ono w zakresie
optymalnym.

Reakcja enzymow obrony antyoksydacyjnej na zwigkszone stgzenia
reaktywnych form tlenu byla zrdéznicowana. Aktywnos$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD) obnizala si¢ po wysitku (p<0,05), aktywnosci
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katalazy (CAT) i reduktazy glutationowej (GR) praktycznie nie ulegaty

zmianie, natomiast aktywno$¢ peroksydazy glutationowe] wzrastata

(p<0,05).

Poréwnujac wyniki uzyskane w obu badaniach stwierdzono istotne
obnizenie si¢ przed- i powysitkowych wartosci aktywnosci SOD, CAT i
GR w badaniu 2 w stosunku do badania pierwszego, co moze §wiadczy¢
o mniejszej skutecznosci obrony antyoksydacyjnej w tej fazie treningu.
Potwierdzeniem tej hipotezy moze by¢ tendencja do przyjmowania
wyzszych wartosci MDA w tym badaniu oraz stwierdzone istotnie
wyzsze powysitkowe wartosci aktywnosci CK i LD, pomimo praktycznie
niezmienionego poziomu witaminy E, glutationu i kwasu moczowego
oraz wyzszego stgzenia retinolu.

Interesujacym  bylo stwierdzenie, przy pomocy
nieparametrycznej analizy korelacji Spearmana, wystepowania istotnych
zaleznoS$ci pomigdzy:

1. Aktywnoscia kinazy kreatynowej (CK) a stgzeniem MDA (R
Spearmana = 0,702, p=0,0002 dla wartosci spoczynkowych i
R=0,7202, p=0,0007 dla wartosci powysitkowych), oraz

2. Powysitkowa aktywnoscia CK i powysitkowym stg¢zeniem amoniaku
(R=0,435, p=0,03).

U tych zawodniczek, u ktorych stwierdzono podwyzszony ponad
norm¢ fizjologiczna poziom CK (>195 U/l) i podwyzszone stezenie
amoniaku, obserwowano réwniez wyzsze niz u pozostatych badanych,
stezenie dialdehydu malonowego (MDA), $wiadczace o wystgpujacym u
nich wolnorodnikowym procesie peroksydacji lipidéw. Oksydatywna
modyfikacja reszt nienasyconych kwasoéw tluszczowych wchodzacych w
sktad lipidow btonowych prowadzi do zwigkszenia przepuszczalnosci
bton komoérkowych wskutek oksydatywnego uszkodzenia struktury blon,
co umozliwia ucieczkg bialek komorkowych (w tym CK i LD) do
krwioobiegu.
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Whioski

Podsumowujac wyniki uzyskane w niniejszej pracy mozna

stwierdzié, ze:

1.

Wysitek o stopniowo narastajacej intensywnosci do maksymalnego
indywidualnego zmeczenia wykonany na biezni ruchomej nie
spowodowat u badanych zawodniczek, w obu badaniach, istotnych
zmian statusu antyoksydacyjnego krwi ocenianego na podstawie
aktywnos$ci  enzymoé6w  antyoksydacyjnych i  antyoksydantow
nieenzymatycznych.

Podwyzszone stgzenie MDA po wysitku biegowym, $§wiadczace o
nasileniu si¢ stresu oksydacyjnego podczas intensywnej pracy
mig$niowej, moze wskazywaé, ze jedna z przyczyn zwigkszonej
ucieczki bialek komoérkowych do krwioobiegu sa oksydatywne
uszkodzenia struktury bton komoérek migsniowych.

. Na koniec okresu przygotowawczego rundy wiosennej stan obrony

antyoksydacyjnej krwi u badanych pitkarek ulegt niewielkiemu
pogorszeniu, gldwnie wskutek obnizonej aktywnosci gtownych
enzymoOw antyoksydacyjnych, to jest dysmutazy ponadtlenkowe;j
(SOD) i katalazy (CAT). .

Srednie wartosci stezenia selenu w pelnej krwi stwierdzone w obu
badaniach byty nizsze od wartosci referencyjnych (80-250 ng/ml), co
potwierdza wczesniejsze obserwacje o wystgpowaniu umiarkowanego
deficytu tego pierwiastka w populacji mieszkancow Gornego Slaska.
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Summary

The aim of this study was to evaluate the effect of a graded running
exercise on the enzymatic and non-enzymatic blood antioxidant defence
system in female soccer players. The following variables were examined:
activities of superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase and
glutathione reductase, as well as plasma concentrations of low molecular
weight antioxidants (a- y-tocopherols, reduced glutathione) and markers
of oxidative stress (plasma concentration of malondialdehyde and uric
acid as well as the activity of creatine kinase). Venous blood samples
were drawn at rest and 3-4 min. after completion of a graded running test
carried on to volitional exhaustion performed during the general
preparation phase of the yearly training cycle. It was found that the
graded running test did not lead to significant changes in either activities
of antioxidant enzymes or non-enzymatic antioxidants. However, the
post-exercise increases in malondialdehyde content and activity of
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creatine kinase may imply that the graded running test resulted in the
enhancement of oxidative stress, but it did not compromise the blood
antioxidant defence. During the last 2 min of each training load, choice
reaction time was measured (MRK 433).
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