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I. Wprowadzenie

Istotna rola ¢wiczen wytrzymatosciowych z korzysSciami prozdrowotnymi moze
swiadczy¢ o wzro$cie zainteresowania biegami dlugodystansowi a w szczegdlnosci biegami na
dystansie maratonskim. Coraz cz¢$ciej mozna zauwazy¢ wzrost popularnosci dystansu
maratonskiego oraz uzyskiwane lepsze wyniki przez biegaczy w $rednim wieku w poréwnaniu
do mtodych zawodnikoéw tej dyscypliny [Nikolaidis i wsp., 2018]. Zaobserwowano, ze wptyw
na osiggany przez zawodnikow sukces oprocz wieku, pici, stopnia wytrenowania, warunkow
fizycznych ma takze profil psychologiczny sportowca [Zabala i wsp., 2009; Schneider i wsp.,
2019].

W treningu fizycznym, a w szczegolno$ci w dyscyplinach wytrzymatosciowych wzrasta
zainteresowanie ~ wspomagania zawodnikow w celu przeciwdzialania zmianom
przecigzeniowym 1 postepowania przyspieszajacego proces regeneracji organizmu poprzez
réznorodne metody odnowy biologicznej w tym suplementacje sktadnikami odzywczymi, ktére
pozytywnie wplywaja na stabilizacje procesoOw zapalnych i rownowage prooksydacjno-
antyoksydacyjng w treningu wytrzymato$ciowym [Tanabe i wsp., 2015].

Wysitek fizyczny o wysokiej intensywnosci sprzyja wytwarzaniu reaktywnych form
tlenu i azotu (RONS — ang. Reactive oxygen and nitrogen species), gldwnie poprzez
zwigkszenie przeplywu elektronow przez enzymy lancucha oddechowego. ROS w prosty
sposob wchodza w niekontrolowane reakcje ze sktadnikami komorek, co powoduje zmiany
struktury DNA, oksydacyjne uszkodzenia biatek i1 peroksydacj¢ lipidow, a takze moga
funkcjonowa¢ jako endogenne mediatory zmeczenia migséni [Reid, 2016].

Suplementacja kurkuming cieszy si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem wsrod
sportowcOw, poniewaz doniesienia naukowe wskazuja, Ze oprocz zmniejszenia stanu
zapalnego, uszkodzenia mieéni, stresu oksydacyjnego i bdlu, kurkumina moze roéwniez
poprawi¢ regeneracje powysitkowa, wydajno$¢ migsni, psychologiczne 1 fizjologiczne reakcje
na ¢wiczenia, jak rowniez funkcjonowanie przewodu pokarmowego [EFSA, 2014]. Wigksza
ilo$¢ autorow badata dziatanie stosowania kurkuminy w dawkach od 150 do 1500 mg dziennie.
Warto zauwazy¢, ze stosowanie wyzszych dawek od 5 do 6 g dziennie moze wplywac na
zwigkszenie biodostepnosci suplementu [EFSA, 2014]. Spozywanie kurkuminy jest bezpieczne
nawet w duzych dawkach (8 g/dobe). Stwierdzono, ze dawki kurkuminy powyzej 8 g dziennie
powoduja biegunke, wysypke, bol gtowy oraz stolec o zottym kolorze u 30 % badanych [Lao
i wsp., 2006; Golombick i wsp., 2012].



Il. Cel pracy

Glownym celem pracy byla ocena wptywu 6-tygodniowej suplementacji kurkuming
w dawce 2g/dob¢ na morfologie krwi, wskazniki réwnowagi prooksydacyjno-
antyoksydacyjnej, stanu zapalnego, uszkodzen mie$ni szkieletowych 1 poziom
neurotroficznego czynnika pochodzenia moézgowego (BDNF) w surowicy krwi u biegaczy

dhugodystansowych (amatoréw) w okresie przygotowawczym cyklu treningowego.

[1.1. Pytania badawcze

1. Czy suplementacja kurkuming wplynie na wskazniki réwnowagi prooksydacyjno-
antyoksydacyjnej i1 stgzenie SIRT3 u biegaczy wykonujacych test wysitkowy z udziatem
skurczéw ekscentrycznych?

2. Czy zastosowana suplementacja wplynie na stezenie wybranych cytokin prozapalnych
i biatka C-reaktywnego u badanych mezczyzn wykonujacych test wysitkowy?

3. Czy suplementacja kurkuming wplynie na ograniczong ucieczk¢ enzymow komorkowych do
krwiobiegu po tescie wysitkowym?

4. Czy zastosowana suplementacja wplynie na stezenie BDNF w surowicy krwi u badanych
biegaczy wykonujacych test wysitkowy?

5. Czy suplementacja wplynie na wydolno$¢ tlenowg badanych mezczyzn w okresie

przygotowawczym cyklu treningowego?

I1.2. Hipotezy badawcze

1. Sze$ciotygodniowa suplementacja kurkuming w dawce 2g/dobe zwigkszy antyoksydacyjny
efekt treningu fizycznego w okresie przygotowawczym oraz zmniejszy stan zapalny u biegaczy
dhugodystansowych wykonujacych test wysitkowy z udziatem skurczow ekscentrycznych.

2. Zastosowana suplementacja ograniczy uszkodzenia migéni szkieletowych indukowane
testem wysitkowym.

3. Suplementacja kurkuming wptynie na wzrost st¢zenia BDNF w grupie badanych mezczyzn.

4. Zastosowana suplementacja wptynie na wydolnos¢ tlenowa (VO2max) uczestnikow badan.



II1. Material i metody

I11.1. Charakterystyka badanej grupy

W  badaniach wzi¢to udziat 30 amatorskich biegaczy dlugodystansowych
reprezentujacych Slaskie amatorskie kluby biegowe, ktorzy byli poddani suplementacii
kurkuming lub placebo w okresie przygotowawczym. Badani zostali poddani ocenie

podstawowych parametrow somatycznych, fizjologicznych w tym putap tlenowy (VO2max)
(Tab.1.).

Tab.1. Dane somatyczne i fizjologiczne badanych

PLA (n=15) CUR (n=15)
Zmienna Badanie
M+SD M+SD

Wiek [lata] 39,6+5,8 37,1+4,5
Wysokos¢ ciata [cm] 177,4+6,3 178,3+7,9

1 76,7+5,5 74,4+11,1
Masa ciata [kg]

2 76,5+5,9 74,8+11,2

1 24.4+1,9 23,3+2,1
BMI [kg/m?

2 24,4+1,9 23,442,1

_ 1 50,8444 49,9453

VO2max [mI/mln/kg]

2 52,4+5.4 52,0+0,7
Staz treningowy [lata] 4,0+0,9 4,3+1,0

M-érednia, SD — odchylenie standardowe, PLA — grupa placebo, CUR — grupa suplementowana kurkuming, BMI (ang. Body

Mass Index) — wskaznik masy ciata, VOzmax— maksymalny putap tlenowy

Badania przeprowadzono w okresie przygotowawczym do startow na dystansach
maratonskich. Pomiedzy badaniami wszyscy uczestnicy przebiegli srednio 104,37 + 13,30
km/tydzien (min-max: 85 km/tydzien - 130 km/tydzien) ze $rednim tempem 4,83 + 0,32
min/km (min-max: 4,22 min/km - 5,02 min/km). Ich plany treningowe byly przygotowane
wedtug formuly biegowej Daniels’a [Daniels, 2014]. Mozna wyr6znié pigc stref treningowych
o réznej intensywnosci:

1. biegi ,,spokojne” (ang. Easy runs) - z intensywnoscig pomiedzy 59% a 74% VO.max;

25-30% tygodniowego dystansu biegu;



2. biegi w tempie maratonskim (ang. Marathon pace runs) - 75% do 84% VO.max; 15-
20% tygodniowego dystansu biegu;

3. tempo progowe (ang. Threshold pace) - 83%-88% VO.max; nie wigcej niz 10%
tygodniowego dystansu biegu;

4. tempo interwatowe (ang. Interval pace) - 95-100% VO;max, mniej niz 8%
tygodniowego dystansu biegu;

5. tempo powtdrzeniowe (ang. Repetition pace) - 105-120% VOzmax; mniej niz 5%

tygodniowego dystansu biegu [Daniels, 2014].

Badania zostaly wykonane w ramach projektu badawczego finansowanego z badan
statutowych Akademii Wychowani Fizycznego im. Jerzego Kukuczki w Katowicach. Badanie
zostato przeprowadzone zgodnie z wytycznymi Deklaracji Helsinskiej i zatwierdzone przez
Komisj¢ Bioetyczng Akademii Wychowania Fizycznego im. Jerzego Kukuczki w Katowicach
(uchwata nr 11/2019). Dodatkowo badania zostaly zarejestrowane retrospektywnie
w Australian New Zealand Clinical Trials Registry (ANZCTR) o numerze
ACTRN12622000456752.

Uczestnicy zostali poinformowani o celu badan, stosowanej metodyce 1 o mozliwosci
rezygnacji z udzialu w badaniach na dowolnym etapie bez podawania przyczyny. Wszyscy
zawodnicy wyrazili pisemng zgode na udzial w badaniach 1 spetnili okre$lone kryteria doboru
(Tab. 2.).

Tab.2. Kryteria doboru badanych

Kryteria wlaczenia Kryteria wylaczenia

Dorosli mezczyzni Spozywanie alkoholu

Staz treningowy minimum 3 lata Przyjmowanie jakichkolwiek lekow (w tym
NLPZ)

Dobrowolna zgoda na udziat w badaniach Przyjmowanie suplementow diety w ciggu

4 tygodni przed badaniem

Przeciwskazanie zdrowotne do

wykonywania proby wysitkowe;j

Niedyspozycyjnos¢ w dniu badania
(kontuzja)

! https://www.anzctr.org.au/Trial/Registration/TrialReview.aspx?id=383507&isReview=true



1I1.2. Protokol badan

Wszystkie badania zostaly przeprowadzone przez wykwalifikowany personel
w Pracowni Biochemii oraz Pracowni Badan Czynnosciowych Czlowieka Akademii
Wychowania Fizycznego w Katowicach. Badania przeprowadzono w Il etapach. W | etapie
badan dokonano pomiaru podstawowych parametréw antropometrycznych z wykorzystaniem
InBody Data Management System. Dokonano takze podzialu badanych na 2 grupy
suplementowang kurkuming (2x1g) 1 placebo (2x1g). Badani wykonywali test o narastajacej
intensywnos$ci do odmowy. Krew do oznaczen biochemicznych pobierano w spoczynku,
w 3 minucie po zakonczeniu wysitku oraz w 1 godzinie restytucji. Przez okres 6 tygodni
uczestnicy przyjmowali suplement diety (kurkuming) lub placebo w dawce 2g dziennie. Po 6

tygodniach procedura badawcza zostata powtorzona.

IETAP BADAN Suplementacja I1 ETAP BADAN

[Pomiary antropometryczne.

Podziat badanych na 2
grupy: 1 suplementowana
lkurkumina (2x1g) 1 2 grupe|
placebo przyjmujaca taka

sama dawke

1. Pobor probki krwi w
spoczynku.

2. Test biegowy o
narastajacej
IIIIEHS)"‘T[UéCI,

3. Pobdr probek krwi w 3
minucie po zakonczeniu

wysitku 1 w 1 h restytucji

6-tygodniowa
suplementacja kurkumina

(2x1g) lub placebo (2x1g).

1. Pomiar skiadu ciata
badanych
2. Pobér probki krwi w
spoczynku.
3. Test biegowy o narastajacej
INtensywnosci.
4. Pobor probek krwiw 3
minucie po zakoficzeniu

wysitku 1 w 1 h restytucji

powvsitkowe).

powysitkowe].

Ryc. 1. Procedura badawcza

111.2.1. Badania antropometryczne

Wszyscy uczestnicy wykonali badanie sktadu ciata na aparacie Inbody 570 (Biospace,
Korea) z oprogramowaniem komputerowym LookinBody120.1.2.2.7 dwukrotnie, tj. przed
rozpoczgciem (I etap badan) 1 po 6 tygodniach suplementacji placebo lub kurkuming (II etap
badan). Sktad ciata byl mierzony przy wykorzystaniu wieloczestotliwosciowe] segmentowe;j
metodzie bezposredniej analizy impedancji bioelektrycznej (DSM-BIA) o natezeniu pradu < 1
mA 1 zakresie czestotliwosci SKHz - 500 KHz.



111.2.2. Test wysitkowy

Badani wykonali test biegowy o stopniowo narastajagcym obcigzeniu na biezni ruchome;j
(Cosmed, Niemcy) w celu oceny wydolnosci tlenowej. W czasie testu szybko$¢ biegu wzrastata,
co 3 min o 2km/h, az do osiggnigcia predkosci biegu 14 km/h, a nastepnie zwigckszano kat
nachylenia biezni do podtoza 0 2,5°, az do osiagni¢cia indywidualnie maksymalnego obcigzenia
organizmu pracg mi¢$niowa. Podczas biegu dokonywano stalego pomiaru poboru tlenu przy
uzyciu analizatora gazowego (Oxycon, Jaeger, Niemcy) oraz monitorowano cz¢sto$¢ skurczow

serca przy uzyciu sport-testera Polar-3500PE (Finlandia).

I11.2.3. Przygotowanie materialu biologicznego

Oznaczenia biochemiczne zostalty wykonane w certyfikowanej Pracowni Biochemii
w Akademii Wychowania Fizycznego im. Jerzego Kukuczki w Katowicach. Pracownia spetnia
wymagania normy PN-EN ISO 9001:2015 zgodnie z instrukcjami dostarczonymi przez
producentdéw testow laboratoryjnych zastosowanych w badaniach.

Krew do oznaczen biochemicznych pobierano 3 krotnie tj. w spoczynku, w 3 minucie
po zakonczeniu wysitku 1 w 1h restytucji powysitkowej w kazdym etapie badan. Krew
umieszczano w probowkach w celu oddzielenia osocza 1 komorek krwi (probowka K2EDTA
4ml BD Vacutainer™, Wielka Brytania) i surowicy (probéwka BD Vacutainer™ Serum Tube
6 ml, Wielka Brytania). W celu oceny morfologii krwi obwodowej w laboratorium
zewnetrznym, krew umieszczano w probowkach (probowka K2EDTA 2ml BD Vacutainer™,
Wielka Brytania).

Cze$¢ (okoto 100 pl) $wiezo pobranej proby krwi umieszczono w heparynizowanej
probowce Eppendorfa w celu wykonania oznaczenia zredukowanego glutationu (GSH). Krew
w probowkach K2EDTA odwirowano w wiréwce (SIGMA 2-16KL, Sigma Laborzentrifugen
GmbH, Niemcy) przy 1000 x g przez 10 minut w celu oddzielenia osocza. Pozostata masg
erytrocytarng po wirowaniu, ptukano 3 krotnie zimnym roztworem soli fizjologicznej (4'C)
i trzykrotnie odwirowywano. W celu uzyskania surowicy, uzyto probowek prozniowych
z aktywatorem skrzepu surowicy CAT (probowka BD Vacutainer™ Serum Tube 6 ml, Wielka
Brytania). Probowki z surowicg pozostawiono na 30 minut, aby krew skrzepta. Surowice
oddzielono przez wirowanie przez 10 minut przy 1000 x g w temperaturze 4°C (SIGMA 2-

16KL, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Niemcy). Otrzymang surowicg, osocze jak i erytrocyty,
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zamrozono i przechowywano w temperaturze -80 °C do czasu wykonania oznaczen

biochemicznych.

111.2.4. Oznaczenia biochemiczne

A. Wskazniki stresu oksydacyjnego:

- catkowita zdolno$¢ oksydacyjna (TOS) w osoczu krwi przy uzyciu metody
immunoenzymatycznej korzystajac z zestawu diagnostycznego (Niemcy, nr kat. KC5100)
Immundiagnostic PERox (TOS/TOC),

- stezenie produktow peroksydacji lipidow z kwasem tiobarbiturowym (MDA) w osoczu Krwi
oznaczano metoda Buege’a i Aust’a [1978],

- stezenie 8-OhdG metoda immunoenzymatyczng w surowicy krwi przy uzyciu zestawu (K059-

H1), Arbor Assays (USA).

B. Wskazniki uszkodzen mig$ni szkieletowych:

- aktywno$¢ kinazy kreatynowej (CK, E.C.2.7.3.2) oznaczano w osoczu krwi metoda
spektrofotometryczng przy uzyciu zestawu diagnostycznego firmy Randox (UK, nr. kat.
CK522),

- aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH, E.C. 1.1.1.27) metoda spektrofotometryczna
w osoczu krwi z wykorzystaniem zestawu diagnostycznego Randox (UK, nr. kat. LD401),

- stezenie mioglobiny (MB) metodg immunoenzymatyczng z wykorzystaniem zestawu
diagnostycznego (SEA480Hu, Cloud-Clone Corp., USA),

- aktywnos$¢ aminotransferazy alaninowej (ALT; EC.2.6.1.2) metoda spektrofotometryczna
z wykorzystaniem zestawu diagnostycznego (GOT(ALT), MD41282, Spinreact, Hiszpania)
w laboratorium zewngtrznym,

- aktywno$¢  aminotransferazy  asparaginianowej (AST; EC.2.6.1.1) metoda
spektrofotometryczng przy uzyciu zestawu diagnostycznego (GOT(ALT), MD41264,

Spinreact, Hiszpania) w laboratorium zewnetrznym.

C. Wskazniki statusu antyoksydacyjnego i stezenie SIRT3:

- aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD, EC.1.15.1.1) w hemolizatach erytrocytéw
oznaczano metodg spektrofotometryczng korzystajac z zestawu diagnostycznego Randox (UK,
RANSOD, nr. kat. SD125),
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- aktywnos$¢ katalazy (CAT, EC.1.11.1.6) oznaczano w hemolizatach krwinek czerwonych
korzystajac z metody Aebie’go [1984],

- aktywno$¢ peroksydazy glutationowej (GPx, E.C. 1.11.1.9) w hemolizatach eytrocytow
oznaczano metoda spektrofotometryczng przy uzyciu zestawu diagnostycznego firmy Randox
(UK, RANSEL, nr. kat. RS505),

- stezenie zredukowanego glutationu (GSH) powstalego w wyniku reakcji enzymatyCznej
w hemolizacie krwi oznaczano z wykorzystaniem metody Beutler’a i Kelle’go [1963],

- stezenie kwasu moczowego (KM) w osoczu krwi oznaczano metodg ilosciowg przy uzyciu
zestawu diagnostycznego (UA230) firmy Randox (UK),

- catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna (TAS) osocza krwi metodg ilosciowa przy uzyciu
zestawu diagnostycznego Randox (UK, NX2332),

- stezenie SIRT3 w surowicy krwi metoda immunoenzymatyczng korzystajac z zestawu

diagnostycznego (SEE913Hu) firmy Cloud-Clone(USA).

D. Wskazniki stany zapalnego:

- stezenie TNFa w surowicy krwi metoda immunoenzymatyczng przy uzyciu zestawu
diagnostycznego (RAF128R) BioVendor (Czechy),

- stezenie IL-1B w surowicy krwi metoda immunoenzymatyczng przy uzyciu zestawu
diagnostycznego (RD194559200R) BioVendor (Czechy),

- stezenie IL-6 w surowicy krwi metoda immunoenzymatyczng przy uzyciu zestawu
diagnostycznego (RD194015200R) BioVendor (Czechy),

- stezenie CRP oznaczano w surowicy krwi metoda spektrofotometryczng przy uzyciu zestawu
diagnostycznego CRP-Turbilatex (MD1107101) z firmy Spinreact (Hiszpania) w laboratorium

zewnetrznym.
E. Stezenie  neurotroficznego  czynnika  pochodzenia  moézgowego  (BDNF):

- stezenie BDNF metoda immunoenzymatyczng korzystajac z zestawu diagnostycznego (ELH-

BDNF-1), RayBiotech (USA),
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Tab.3. Czulo$¢ metody, blad wewnetrzoznaczeniowy, mi¢dzyoznaczeniowy (CV%) oraz

zakres warto$ci referencyjnych badanych parametrow.

j CV (%)
Wskaznik fnzel::; Wewnatrz Migdzy Zr:greesn\év;rnt;(é:ﬁi
serii (%) seriami (%)

CK (UN) 21,7 U/l 1,93 3,63 24 Ul 195 U/I
LDH (U/) 55,1 U/I 2,83 3,38 230 U/I 460 U/
AST (u/ml) 1U/ 1,16 3,00 0 U/ml 41 U/ml
ALT (u/ml) 1 U/l 1,11 1,85 0 U/ml 40 U/ml
MB (ng/ml) 0,056 ng/ml <10 <12 - -
SOD (U/gHb) - 4,11 6,51 1102 U/gHb 1601 U/gHb
CAT (U/gHDb) - - - - -
GPx (U/gHb) 75 U/gHb 5,83 4,03 27,5 U/gHb 73,6 U/gHb
GSH
(ng/mgHb) _ _ _ - -
UA (mg/dl) 0,059 mg/dI 0,38 5,64 4,0 mg/dl 7,0 mg/di
TAS (mmol/l) - - - 1,30 mmol/l 1,77 mmol/Il
MDA (pmol/ml) - - - - -
PerOx (umol/l) - 2,94 6,74 <180 pumol/l  >310 umol/l
8-OHdG (pg/ml) 50,9 pg/ml 7,1 8,1 - -
SIRT3 (ng/ml) 0,119 ng/ml <10 <12 - -
CRP (mg/l) 4,2 mg/l - - 0 mg/l 6 mg/I
IL-6 (pg/ml) 0,32 pg/ml 51 4,7 - -
IL-1pB (pg/ml) 0,4 pg/ml - 5,2 - -
TNFa (pg/ml) 2,3 pg/mi 6,0 7,4 - -
BDNF (ng/ml) 80 pg/mi <10 <12 - -
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Wskazniki skorygowano pod katem odwodnienia spowodowanego wysitkiem
fizycznym, stosujac nastepujaca dwuetapowa procedure. Po pierwsze, obliczono procentowa
zmiang objetosci osocza (%APV) wedtug nastepujacego wzoru:

%APV =[100/ (100 - HCT1)] x [100 (HCT1 - HCT2) / HCT2],
gdzie HCT1 i HCT2 oznaczaja odpowiednio poziom hematokrytu przed i po wysitku [Van
Beaumont, 1972]. W kolejnym etapie poziomy markerow skorygowano, stosujac wzor
zaproponowany przez Kraemer’a i Brown’a [1986]:
CV = (%APV x 0,01 x V2) + V3,

gdzie CV - warto$¢ skorygowana, V2 - warto$¢ po wysitku.

111.2.5. Suplementacja

Badani przez okres 6 tygodni przyjmowali suplement diety lub placebo. Uczestnicy
badania zazywali 2 razy dziennie po 2 kapsutki ekstraktu z kurkuminy (2x1g) z dodatkiem
piperyny (Kurkumina 500 max, Nanga, Ztotow, Polska) przed positkiem tj. przed $niadaniem
1 przed kolacja, popijajac szklanka wody, przez okres 6 tygodni. Zgodnie z informacja
producenta zawarto$¢ kapsutki suplementu stanowig: ekstrakt z ostryzu dlugiego
standaryzowanego na zawarto$¢ 95% kurkuminy (500 mg) oraz ekstrakt z pieprzu czarnego

95% (10 mg), sktadnik otoczki (zelatyna, woda oczyszczona 13-17%).

Placebo

Dzienna dawka, ktora zostala zastosowana w badaniach jest rekomendowana przez
innych autoréw [Hanai i wsp., 2006]. Zgodnie z informacja producenta zawarto$¢ kapsutki
suplementu stanowig: skrobia kukurydziana (400 mg), barwnik: ryboflawina (10 mg), sktadnik

otoczki (zelatyna, woda oczyszczona 13-17%).

I11.3. Analiza statystyczna

W celu okreslenia czy wyniki badan w grupie suplementowanej i placebo maja rozktad
zblizony do normalnego, przeprowadzono test Shapiro-Wilka. Dane o rozktadzie normalnym

przedstawiono w postaci wartosci $rednich i odchylen standardowych (M*SD), natomiast te
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dane, ktore odbiegaly od rozkladu normalnego interpretowano w postaci mediany (Me)
i odchylen kwartylowych (QD).
A. Dane zawarte w tabelach w zataczonym artykule oraz na Ryc. 5,6 przedstawione sg
w postaci mediany (Me) 1 odchylenia kwartylowego (QD). Jednorodno$¢ wariancji
1 sferycznos$¢ oceniano za pomocg odpowiednio testu Levene'a i testu Mauchly'ego.
Istotno$¢ réznic migdzygrupowych okreslano testem U Manna-Whitney’a, natomiast
rdéznice wewnatrzgrupowe oceniano testem rang Wilcoxon’a z dobranymi parami oraz
testem rang Friedmana, a nastepnie, w razie potrzeby, testem post-hoc Dunn’a.
B. Dane przedstawione na rycinach i w tabeli oparte sg na warto$ciach $rednich
i odchylen standardowych (M+SD). Jednorodno$¢ wariancji oceniano za pomoca testu
Levene'a. Istotno$¢ roznic pomigdzy grupa suplementowang kurkuming a grupa
otrzymujaca placebo analizowano testem t dla prob niezaleznych lub testem U Manna-
Whitney’a. Istotno$¢ rdznic pomiedzy poszczegdlnymi zmiennymi mierzonymi
podczas pierwszego i1 drugiego badania oceniano za pomocg testu t dla prob
sparowanych lub testu rang Wilcoxon’a. Istotno$¢ roznic miedzy trzema pomiarami
(w spoczynku, 3 min po zakonczeniu wysitku i 1 godzinie restytucji powysitkowej)
oceniano testem rang Friedmana ze wspoiczynnikiem zgodnosci Kendall’a.
Wielkos¢ efektu oceniano za pomocg wskaznika d (dc) Cohen’a (test t), wskaznika r (test rang
Wilcoxon’a) 1 wspolczynnika W Kendall’a (test rang Friedman’a). Dla Cohen’a d
1 Kendall’a W warto$ci wielkosci efektu i ich interpretacja byly nastepujace: maty efekt 0,2-
<0,5, $redni efekt 0,5-<0,8 i duzy efekt >0,8. Dla wartosci r wielkosci efektu przyjeto
nastepujace wartosci: maty efekt 0,1-<0,3, sredni efekt 0,3-<0,5 1 duzy efekt >0,5.
Poziom istotnosci we wszystkich testach wynosit a=0,05. Analize statystyczng

przeprowadzono w programie IBM Statistics 26.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA).

15



IV. Wyniki

IV.1. Wplyw suplementacji kurkuming na wybrane parametry morfologiczne krwi

u biegaczy dlugodystansowych

Wyniki

analizy biochemicznej

wybranych

elementéw morfotycznych krwi

przedstawiono w Tab. 4. W grupie placebo odnotowano istotny statystycznie wzrost wartosci

procentowej limfocytow (LYM(%)) w spoczynku w drugim badaniu wzgledem warto$ci

uzyskanych w pierwszym badaniu. Na podstawie uzyskanych wynikow zaobserwowano

istotnie statystyczne zmiany pomiedzy odpowiednimi warto$ciami w 3 minucie po probie,

W 1 godzinie restytucji powysitkowej wzgledem wartosci uzyskanych w spoczynku

w nastepujacych zmiennych erytrocytach (RBC), biatych krwinkach (WBC), hemoglobinie
(HGB), ptytki krwi (PLT), eozynofile (EOS), bazofile (BASO), neutrofile (NEUT) i limfocyty

(LYM) w badaniu przed i po zastosowaniu suplementacji placebo lub kurkuming. W obu

grupach nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w warto$ci procentowej

granulocytow niedojrzatych (IG's).

Tab. 4. Wybrane parametry morfotyczne krwi

Zmienna  Grupa Badanie Spoczynek 3 min. po 1 godz. restytucji
zakonczeniu powysitkowej
wysitku

CUR 1 4,94+0,29 5,18+0,33000 4,844(,33P0b

RBC 2 4,96+0,31 5,16+0,31P0 4,78+(),320°0b

(min/ul) PLA 1 5,00+0,28 5,17+0,33b00 4,80-£0,30°bb

2 5,00+0,27 5,16+0,21b0° 4,82-£0,3(°bb
CUR 1 6,11+1,85 9,52+2,66°° 6,31+2,43000
WBC 2 5,97+1,41 9,59+3,110%° 6,12+1,86®
(tys/ul) PLA 1 5,96+1,08 9,24+2,11bb0 6,54+2,70P0
2 6,03+0,86 8,99+2, (700 6,77+2,87°%
CUR 1 15,25+0,86 15,97+1,035b 14,92-+1,05°b
2 15,11£0,91 15,79-£0,940bb 14,72+0,9500b
HGB (g/dl) PLA 1 15,18+0,57 15,74-0,79P°bb 14,68+0,64°0P
2 15,16+0,53 15,65+0,49°0b 14,66+0,46°P
CUR 1 237,53+33,91 291,60+50,810bP 229,93439,330bb
PLT 2 244.53+37,35 298,93+£37,88bb0 231,33+30,35bb0
(tys/ul) PLA 1 258,43+32.95 318,29+45,7200b 253,50+30,00°0b
2 264,86+37,63 323,36+44,7(0°0b 253,43+38,450b
CUR 1 0,22+0,16 0,25+0,2(0°0b 0,15+0,14P°0b
EOS 2 0,22+0,10 0,24-£0,10°0b 0,13+0,06°0P
(tys/ul) PLA 1 0,20+0,14 0,22-+0,1900P 0,12+0,09°°
2 0,20+0,11 0,21-£0,12°0P 0,12+0,07°0P
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CUR 1 0,05+0,01 0,0840,02°0 0,040,010
BASO 2 0,05+0,02 0,080,020 0,05+0,01°°
(tys/ul) PLA 1 0,05+0,01 0,08+0,030° 0,05+0,0200°
2 0,05+0,02 0,08+0,03°° 0,05+0,02°°
CUR 1 52,65+7,79 46,63+8,65"° 66,23+7,70°0b
2 53,04+7,62 45,46+9,06"° 64,97+7,7300b
NEUT (%) PLA 1 53,99+6,61 47,72+10,230P 69,17+9,59°00
2 52,2645,57 46,62+6,49° 68,2148,52°0b
CUR 1 34,11+7,74 41,7148,56" 22,83+6,20°
LYM (%) 2 33,45+7,43 42,89+9,9300 24,57+6,65°°
PLA 1 31,46+6,71 39,9949,26°0b 19,688,480
2 33,96+5,41° 41,59+6,81°0 20,28+6,56°°
CUR 1 0,29+0,14 0,31+0,16 0,36+0,15
IG (%) 2 0,32+0,12 0,33+0,18 0,35+0,15
PLA 1 0,24+0,10 0,25+0,08 0,31+0,14
2 0,25+0,10 0,29+0,11 0,36+0,15

M — $rednia, OD — odchylenie standardowe; CUR — grupa suplementowana kurkuming; PLA — grupa placebo;

RBC — erytrocyty (ang. Red blood cells), WBC — biate krwinki (ang. White blood cells), HGB — hemoglobina (ang.
Hemoglobin), PLT — ptytki krwi (ang. Platelets), EOS — eozynofile (ang. Eosinophils), BASO — bazofile (ang. Basophils),
NEUT - neutrofile (ang. Neutrophils), LYM — limfocyty (ang. Lymphocytes), IG — niedojrzate granulocyty (ang. Immature

Granulocytes); * p < 0,01 vs. odpowiednie wartodci podstawowe przed interwencia (test t dla prob sparowanych lub test rang

Wilcoxon’a); oo p <0,001 pomigdzy odpowiednimi warto$ciami w 3 minucie po wysitku, w 1 godzinie po wysitku vs.
spoczynku (test rang Friedman’a ze wspotczynnikiem zgodnos$ci Kendall’a).

IV.2. Wplyw suplementacji kurkumina na wydolnos¢ tlenowa, status antyoksydacyjny,
stres oksydacyjny, stezenie SIRT3 oraz wybrane wskazniki uszkodzen mie¢$ni
szkieletowych u biegaczy dlugodystansowych

Wyniki zostaly opisane w artykule: Bankowski S, Petr M, Rozpara M, Sadowska-Krepa
E. Effect of 6-week curcumin supplementation on aerobic capacity, antioxidant status and
sirtuin 3 level in middle-aged amateur long-distance runners. Redox Report
2022;27(1):186-192. doi:10.1080/13510002.2022.2123882.

1IV.2.1. Poziom VO2max

Poziom VO2max przed suplementacja nie roznit si¢ istotnie miedzy grupa
suplementowang a grupa placebo. Pomiar w szdstym tygodniu wykazatl, ze poziom VOzmax

nieznacznie (nieistotnie) wzrdst w obu grupach.

Tab. 5. Poziom VO2max

PLA (n=15) CUR (n=15)
Zmienna Badanie
M=0D M+0OD
) 1 50,8+4.,4 49,9+5,3
VO i [ml/min/kg]
52,4454 52,0+0,7

M — $rednia, OD — odchylenie standardowe; CUR — grupa suplementowana kurkuming; PLA — grupa placebo; VOamax -

maksymalny putap tlenowy

17



IV.2.2. Wybrane wskazniki obrony antyoksydacyjnej enzymatycznej i nieenzymatycznej
oraz stezenie SIRT3

Wyniki analizy biochemicznej obrony antyoksydacyjnej enzymatycznej (SOD, CAT,
GPx) i nieenzymatycznych sktadnikow obrony antyoksydacyjnej (GSH, UA) przedstawiono w
tabeli (Tab.6.). Aktywnos¢ SOD, CAT i GPx u uczestnikow suplementowanych kurkuming
przez 6 tygodni nie roznita si¢ znaczaco od tej odnotowanej na poczatku badania. Powysitkowa
aktywno$¢ CAT i GPx okreslona w pierwszym jak i drugim badaniu nie roznicowata istotnie
grupy CUR od grupy PLA. Zar6wno w badaniu 1 jak i 2 aktywno$¢ GPx w grupie CUR byta
istotnie nizsza W 1 godz. restytucji powysitkowej niz w 3 minucie po zakonczeniu wysitku. W
grupie PLA aktywnos$¢ GPx uzyskana w 1 godz. restytucji powysitkowej byla istotnie nizsza
(p<0,001) niz w 3 minucie po zakonczeniu wysitku tylko w drugim badaniu. Réwniez w drugim
badaniu byta ona istotnie wyzsza w 3 minucie po zakonczeniu wysitku niz w spoczynku
(p<0,001). Zarowno suplementacja jak i zastosowany wysitek nie spowodowaly zmian
w stezeniach GSH. W obu grupach stezenie UA bylo istotnie wyzsze w obu badaniach w 1
godz. restytucji powysitkowej niz w spoczynku i w 3 minucie po zakonczeniu wysitku.

Wartosci TAS mierzone w spoczynku i w 3 minucie po zakonczeniu wysitku w badaniu
nr. 1 r6znity si¢ istotnie migdzy grupa suplementowang CUR a PLA. W obu grupach byty one
istotnie wyzsze w 1 godzinie restytucji powysitkowej niz bezposrednio po wysitku. Istotnie
wyzsze stezenie TAS (p<0,05) w 1 godz. restytucji powysitkowej niz w spoczynku
zaobserwowano w pierwszym badaniu w grupie PLA i w drugim badaniu w grupie
suplementowanej CUR.

Stezenie SIRT 3 w spoczynku zaobserwowane w pierwszym badaniu nie réznito sig
istotnie miedzy grupami. W drugim badaniu poziom SIRT 3 w grupie PLA byt istotnie wyzszy
w 3 min. po zakonczeniu wysitku i w 1 godz. restytucji powysitkowej niz w spoczynku
(p<0,01) (Tab.6.). Poziom st¢zenia SIRT3 w grupie CUR w spoczynku (p<0,05) mierzony
w drugim badaniu byt istotnie wyzszy niz w pierwszym badaniu a takze istotnie wyzszy W
poréwnaniu z grupg PLA. Spoczynkowe poziomy SIRT3 w grupie PLA w drugim badaniu byty

istotnie nizsze (p<0,05) niz w pierwszym badaniu.
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Tab. 6. Wybrane wskazniki obrony antyoksydacyjnej enzymatycznej i nieenzymatycznej oraz

stezenie SIRT3

. . ) PLA (n=15) CUR (n=15)
Zmienna Badanie Pomiar
Me (QD) Me (QD)
Spoczynek 1634,4 (233,4) 1630,3 (228,1)
1 3 min. po zakonczeniu wysitku 1594,2 (227,6) 15445 (171,4)
SOD (UlgHb) 1 godz. restytucji powysitkowej 1564,4 (157,6) 1736,3 (228,8)
Spoczynek 1552,4 (160,9) 1713,3 (222,1)
2 3 min. po zakonczeniu wysitku 1607,2 (160,1) 1670,3 (249,0)
1 godz. restytucji powysitkowej 1652,2 (186,1) 1688,3 (158,2)
Spoczynek 169,7 (28,3) 188,3 (12,5)
1 3 min. po zakonczeniu wysitku 190,5 (27,2) 204,7 (41,4)
CAT (UlgHb) 1 godz. restytucji powysitkowej 184,6 (10,7) 209,9 (27,8)
Spoczynek 199,2 (40,2) 178,0 (20,6)
2 3 min. po zakonczeniu wysitku 191,7 (32,6) 204,5 (30,0)
1 godz. restytucji powysitkowe;j 181,3 (14,3) 170,9 (30,9)
Spoczynek 42,8 (6,3) 43,0 (4,7)
1 3 min. po zakonczeniu wysitku 49,3 (6,1) 50,1 (4,2)
GPx (UlgHD) 1 godz. restytucji powysilkowej 44,8 (8,0) 42,4 (5,3) bbb
Spoczynek 46,0 (8,4) 41,2 (5,0)
2 3 min. po zakonczeniu wysitku 53,3 (12,2) 50,4 (12,0) cce
1 godz. restytucji powysilkowej 43,4 (6,0) o 44,7 (7,1) o
Spoczynek 2,7(0,3) 2,7(0,3)
1 3 min. po zakonczeniu wysitku 2,7(0,3) 2,7(0,3)
GSH (ug/mgHb) 1 godz. restytucji powysitkowe;j 2,9 (0,5) 3,0(0,3)
Spoczynek 2,7(0,3) 2,8 (0,2)
2 3 min. po zakonczeniu wysitku 2,7(0,2) 2,8(0,2)
1 godz. restytucji powysitkowej 2,8(0,4) 2,9 (0,3)
Spoczynek 5,5 (1,0) 4,8 (1,0
1 3 min. po zakonczeniu wysitku 5,2 (0,5) 4,8 (1,1)
UA (ma/d) 1 godz. restytucji powysitkowej 7,1 (0,9) bboee 6,6 (1,2) bbbece
Spoczynek 5,4 (0,6) 4,6 (1,5)
2 3 min. po zakonczeniu wysitku 5,3(0,5) 4,6 (1,3)
1 godz. restytucji powysitkowej 6,5 (0,8) bbbece 6,7 (1,5) bpbee
Spoczynek 1,5(0,1) 1,3 (0,1) dud
1 3 min. po zakonczeniu wysitku 1,4 (0,1) 1,2 (0,1) %
TAS (mmolll) 1 godz. restytucji powysilkowej 1,6 (0,1) bbbe 1,4 (0,1) bbbddd
Spoczynek 1,4 (0,1) 1,3(0,2)
2 3 min. po zakonczeniu wysitku 1,3(0,1)® 1,3(0,1)
1 godz. restytucji powysitkowej 1,5 (0,1) bP 1,6 (0,2) bboe
Spoczynek 2,6 (1,0) 2,2 (0,5)
1 3 min. po zakonczeniu wysitku 4,0 (2,4) 30(0,7)°¢
SIRT3 (ng/ml) 1 godz. restytucji powysitkowej 3,8 (2,0) 2,7(1,4)
Spoczynek 1,4 (1,2)2 2,9 (1,0)
2 3 min. po zakonczeniu wysitku 35@1,7)¢% 4,8 (1,7)
1 godz. restytucji powysitkowej 3311 3,3(2,0)

Me - mediana, QD - odchylenie kwartylowe; CUR — grupa suplementowana kurkuming; PLA — grupa placebo; SOD -
dysmutaza ponadtlenkowa; GPx - peroksydaza glutationowa; CAT - katalaza; GSH - zredukowany glutation; UA - kwas
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moczowy; TAS - catkowity status antyoksydacyjny; SIRT3- sirtuina 3; @ p<0,05 - vs, warto$ci uzyskane w 1 badaniu (test
Wilcoxon’a; ang, Wilcoxon matched-pairs signed rank test); ® p<0,01, ®° p<0,001 vs, wartoéci uzyskane bezposrednio po
wysitku w tym samym badaniu (test Friedman’a i test post-hoc Dunn’a); ¢ p<0,05, p<0,01, ®° p<0,001 — vs, wartosci uzyskane
w spoczynku w tym samym badaniu (test Friedmana) ;¢ p<0,05, 994 p<0,001 - vs, odpowiednie warto$ci w grupie placebo (test
Manna-Whitneya);

IV.2.3. Wybrane wskazniki stresu oksydacyjnego

Suplementacja kurkuming nie spowodowata znaczacych zmian w st¢zeniu markerow
stresu oksydacyjnego (Tab.7.). W obu grupach i badaniach st¢zenia TOS/TOC zarejestrowane
w 3 min. po zakonczeniu wysitku byty znacznie wyzsze niz w 1 godz. restytucji powysitkowe;j.
Wszyscy uczestnicy mieli istotnie wyzsze stgzenie MDA w osoczu (p<0,05) w drugim badaniu
niz w pierwszym badaniu, ale tylko w grupie PLA poziomy MDA mierzone w 3 min. po
zakonczeniu wysitku i w 1 godz. restytucji powysitkowej byly istotnie wyzsze niz przed
wysitkiem (p<0,05). Stezenie 8-OHdG w surowicy krwi w grupie CUR mierzone w 3 min. po
zakonczeniu wysitku byto istotnie nizsze (p<0,05) w drugim badaniu niz w pierwszym;
natomiast w drugim badaniu w grupie CUR stezenie 8-OHdG byto istotnie wyzsze (p<0,001)

w 1 godz. restytucji powysitkowej niz w spoczynku.

Tab.7. Wybrane wskazniki stresu oksydacyjnego

. . PLA (n=15) CUR (n=15)
Zmienna Pomiar
Me (QD) Me (QD)
Spoczynek 295,1 (85,1) 322,6 (61,2)
3 min. po zakonczeniu wysitku 376,6 (155,5) 405,3 (73,9)
TOS/TOC (umolll) 1 godz. restytucji powysitkowej 284,3 (83,8) bbb 291,0 (51,1) bbb
Spoczynek 344,1 (155,1) 268,2 (121,3)
3 min. po zakonczeniu wysitku 362,4 (196,1) 287,7 (171,5)
1 godz. restytucji powysitkowej  267,3 (107,8) 0P 245,2 (85,2)°
Spoczynek 4,8 (0,6) 4,8 (0,7)
3 min. po zakonczeniu wysitku 4,2 (0,6) 4,7 (0,6)
MDA (umol) 1 godz. restytucji powysitkowe;j 5,1(0,9) 4,9 (0,5)
Spoczynek 5,5 (0,8)* 52(0,5)?
3 min. po zakonczeniu wysitku 5,1(0,9)% 4,7 (0,6)
1 godz. restytucji powysitkowe;j 5,6 (0,6) 5,2(0,9)
Spoczynek 18640,0 (4296,0) 19600,0 (4812,0)
3 min. po zakonczeniu wysitku  24418,2 (4513,5) 23812,4 (5276,5)
8-0HdG (pg/ml) 1 godz. restytucji powysitkowej ~ 27319,9 (7231,5) 25349,8 (6888,1)
Spoczynek 15048,0 (8020,0) 15368,0 (3772,0)
3 min. po zakonczeniu wysitku 17737,2 (5502,8) 18474,8 (4300,2) 2
1 godz. restytucji powysitkowej ~ 22545,5 (5027,0) 22355,1 (4700,3) ccc

Me — mediana, QD — odchylenie kwartylowe; CUR — grupa suplementowana kurkuming; PLA — grupa placebo; TOS/TOC -
calkowity status oksydacyjny/catkowita pojemno$é¢ oksydacyjna; MDA — dialdehyd malonowy; 8-OHdG - 8-hydroksy-2-
deoksyguanozyna; # p<0,05; #p<0,01 — vs, warto$ci uzyskane w 1 badaniu (test Wilcoxon’a; ang, Wilcoxon matched-pairs
signed rank test); ® p<0,05; °°® p<0,001 vs, wartosci uzyskane bezposrednio po wysitku w tym samym badaniu (test Friedman’a
i test post-hoc Dunn’a); °© p<0,001 - warto$ci uzyskane w spoczynku w tym samym badaniu (test Friedmana);
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IV.2.4. Wskazniki uszkodzen mies$ni szKkieletowych

Suplementacja kurkuming nie miata znaczacego wptywu na markery uszkodzen mig¢sni
szkieletowych (CK, LDH i Mb) (Tab.8.). W grupie PLA odnotowano istotnic wyzszg
aktywno$¢ CK w osoczu w 1 godz. restytucji powysitkowej niz w spoczynku w obu badaniach,
aw grupie CUR tylko w pierwszym badaniu (p<0,05). Jednak w obu badaniach aktywnos¢ CK
u suplementowanych uczestnikow byla istotnie wyzsza w 1 godz. restytucji powysitkowej niz
w 3 minucie po zakonczeniu wysitku.

Znaczaco wyzsza aktywno$¢ LDH w osoczu W 1 godzinie restytucji powysitkowej niz
w spoczynku zaobserwowano w grupie PLA (p<0,01) w pierwszym badaniu i w grupie CUR
(p<0,05) w drugim badaniu. W grupie PLA aktywnos$¢ LDH mierzona w spoczynku w drugim
badaniu byta istotnie wyzsza (p<0,05) w porownaniu do pierwszego badania.

Pomiar stezenia Mb wykazat, ze w obu grupach i badaniach byty one istotnie wyzsze

(p<0,001) w 1 godz. restytucji powysitkowej niz w spoczynku i 3 min. po zakonczeniu wysitku.

Tab. 8. Wskazniki uszkodzen migéni szkieletowych

. . . PLA (n=15) CUR (n=15)
Zmienna  Badanie Pomiar
Me (QD) Me (QD)
Spoczynek 180,8 (78,3) 126,8 (54,0)
1 3 min. po zakonczeniu wysitku 197,2 (68,6) 136,9 (48,1)
CK (UN) 1 godz. restytucji powysitkowe;j 212,7 (103,5) 151,4 (57,0) bbe
Spoczynek 159,2 (112,0) 153,8 (85,1)
2 3 min. po zakonczeniu wysitku 148,3 (123,1) 153,9 (84,2)
1 godz. restytucji powysitkowej 168,5 (153,6) ¢ 179,8 (94,7) %
Spoczynek 269,8 (49,9) 291,4 (39,2)
1 3 min. po zakonczeniu wysitku 309,8 (47,5) 331,7 (27,6)
LDH (U/l) 1 godz. restytucji powysitkowej 303,5 (51,5) ¢ 312,5(27,7)
Spoczynek 327,1(63,4)? 299,5 (30,9)
2 3 min. po zakonczeniu wysitku 386,2 (86,1) 327,3(36,1)
1 godz. restytucji powysitkowe;j 349,3 (82,1) 324,8 (43,0)
Spoczynek 8,3 (4,4) 8,6 (1,4)
1 3 min. po zakonczeniu wysitku 8,5 (5,3) 10,4 (2,3)
Mb (ng/mi) 1 godz. restytucji powysitkowej 15,8 (4,7) bbbece 13,5 (3,5) bboce
Spoczynek 8,7 (2,4) 8,4 (1,6)
2 3 min. po zakonczeniu wysitku 10,9 (2,6) 9,4 (2,3)

1 godz. restytucji powysitkowej

13,6 (3,5) bbee

13,3 (3,6) bbee

Me — mediana, QD — odchylenie kwartylowe; CUR — grupa suplementowana kurkuming; PLA — grupa placebo; CK — kinaza
kreatynowa; LDH — dehydrogenaza mleczanowa; Mb —mioglobina ; @ p<0,05 — vs, warto$ci uzyskane w 1 badaniu (test
Wilcoxon’a; ang, Wilcoxon matched-pairs signed rank test); ® p<0,05, ® p<0,01, " p<0,001 — vs, wartosci uzyskane
bezposrednio po wysitku w tym samym badaniu (test Friedman’a i test post-hoc Dunn’a); ¢ p<0,05, ¢ p<0,01, °¢ p<0,001 — vs,

warto$ci uzyskane bezposrednio po wysitku w tym samym badaniu (test Friedman’a i test post-hoc Dunn’a)
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IV.3. Wplyw suplementacji kurkumina na aktywnos¢ ALT i AST w surowicy u biegaczy
dlugodystansowych

1V.3.1. Aktywnos¢ aminotransferazy alaninowej (ALT)

W aktywnosci ALT nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic mi¢dzy badanymi
grupami w 1 jak i 2 badaniu. W badaniu 1 w 1 godz. restytucji powysitkowej zauwazono istotnie
statystycznie réznice wzgledem warto$ci uzyskanych bezposrednio po wysitku w grupie CUR
(p<0,001) i PLA (p<0,01). W grupie PLA aktywno$¢ ALT w drugim badaniu byla istotnie
wyzsza w spoczynku (p<0,01) i 3 minuty po zakonczeniu wysitku (p<0,001) oraz w 1 godz.
restytucji powysitkowej (p<0,05) w poroéwnaniu z pierwszym badaniem. W drugim etapie
badan w grupie CUR aktywno$¢ ALT byto istotnie wyzsza w 1 godz. restytucji powysitkowej
wzgledem pierwszego badania. Zaréwno w grupie PLA i CUR w obu etapach badan
zaobserwowano istotne wyzsze warto$ci uzyskane w 3 minucie po zakonczeniu wysitku
wzgledem spoczynku. W pierwszym etapie badan aktywnos¢ ALT w 3 minucie po zakonczeniu
wysitku byta istotnie wyzsza wzgledem wartosci spoczynkowych w grupie PLA (p<0,001)
i w CUR (p<0,01), natomiast w drugim badaniu aktywno$¢ ALT byta istotnie wyzsza w 3
minucie po zakonczeniu wysitku w grupie PLA (p<0,01) i w grupie CUR (p<0,001) wzgledem

warto$ci spoczynkowych.

30
aaacc
25 a
ce aa cce
— 20 a
E cee bbb
2 15 [ bb T T spoczynek
E '[ '[ 3 min. po zakonczeniu wysitku
10 1 godz. restytucji powysitkowej
5
0
PLA CUR PLA CUR
1 2

Me — mediana, QD — odchylenie ¢wiartkowe; CUR — grupa suplementowana kurkuming; PLA — grupa placebo;
2p <0,05;2p<0,01; % p<0,001 - vs. warto$ci uzyskane w 1 badaniu (test Wilcoxon’a; ang. Wilcoxon matched-pairs signed

rank test); 2 p < 0,01; P p < 0.001 - vs. warto$ci uzyskane bezposrednio po wysitku w tym samym badaniu (test Friedman’a
i test post-hoc Dunn’a); © p <0,01; ¢ p < 0,001 - vs. warto$ci uzyskane w spoczynku w tym samym badaniu (test Friedman’a).

Ryc. 2. Aktywno$¢ ALT w surowicy krwi
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1V.3.2. Aktywnos¢ aminotransferazy asparaginianowa (AST)

W grupie PLA aktywno$¢ AST w drugim badaniu byla istotnie wyzsza w spoczynku
1 3 minucie po zakonczeniu wysitku (p<0,01) oraz w 1 godz. restytucji powysitkowej (p<0,05)
w poréwnaniu z pierwszym badaniem. Wartosci uzyskane w grupie CUR w 2 badaniu w 1
godz. restytucji powysitkowej byly istotnie wyzsze wzgledem wartosci uzyskanej w 1 badaniu
(p<0,01). W obu grupach w drugim badaniu w 3 minucie po zakonczonym wysitku

zaobserwowano istotnie wyzsze wartosci (p<0,05) wzgledem spoczynku.

50
45

?E TH TTT [ TH

0 3 min. po zakonczeniu wysitku

spoczynek

AST [U/ml]
N N w

15 1 godz. restytucji powysitkowe;j

10

PLA CUR PLA CUR

Me — mediana, QD — odchylenie ¢wiartkowe; CUR — grupa suplementowana kurkuming; PLA — grupa placebo;
2p <0,05;%@p<0,01 - vs. wartosci uzyskane w 1 badaniu (test Wilcoxon’a; ang. Wilcoxon matched-pairs signed rank test);
€ p< 0,05 - vs. warto$ci uzyskane w spoczynku w tym samym badaniu (test Friedmana).

Ryc. 3. Aktywno$¢ AST w surowicy krwi

IV.4. Wplyw suplementacji kurkuming na poziom mediatorow stanu zapalnego
u biegaczy dlugodystansowych

1V.4.1. Stezenie bialka C-reaktywnego (CRP)

Stezenie CRP oznaczone po 6 tygodniach suplementacji kurkuming bylo wyzsze
natomiast nie réznilo si¢ istotnie od tej przed jej rozpoczeciem, natomiast w grupie placebo
stezenie CRP w spoczynku (p<0,01) w 3 minucie po zakonczeniu wysitku i w 1 godz. restytucji
powysitkowej bylo istotnie wyzsze w 2 etapie (p<0,05) w stosunku do wartosci uzyskanych

w | etapie badan.
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M — $rednia, OD — odchylenie standardowe; CUR — grupa suplementowana kurkumina; PLA — grupa placebo;
2p <0,05;@p<0,01 - vs. odpowiednie wartosci podstawowe przed interwencjg (test t dla prob sparowanych lub test rang
Wilcoxon’a).

Ryc. 4. Stezenie CRP w surowicy krwi

1V.4.2. Stezenie interleukiny-1p (IL-1B)

W drugim etapie badan w grupie CUR stwierdzono wartosci istotnie wyzsze w st¢zeniu
IL-1B w spoczynku (p<0,01), w 3 minucie po zakonczeniu wysitku oraz w 1 godz. po wysitku
(p<0,001) wzgledem wartos$ci uzyskanych w 1 badaniu w tej grupie. W grupie placebo stezenie
IL-1B byto istotnie wyzsze w spoczynku (p<0,05) i w 1 godzinie po zakonczeniu wysitku
(p<0,001) w stosunku do warto$ci uzyskanych przed zastosowaniem interwencji. Nie
zauwazono istotnie statystycznych zmian mi¢dzy grupami (CUR vs. PLA). Ponadto w grupie
PLA zaobserwowano istotnie nizsze wartosci w 3 minucie po zakonczeniu wysitku

1w 1 godz. restytucji powysitkowej wzgledem stezenia IL-18 w spoczynku (p<0,01).
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M — érednia, OD - odchylenie standardowe; CUR - grupa suplementowana kurkuming; PLA — grupa placebo;
8p <0,05;%p<0,01; % p <0,001 - vs. odpowiednie warto$ci podstawowe przed interwencja (test t dla prob sparowanych lub
test rang Wilcoxon’a); ® p < 0,01 - pomiedzy odpowiednimi wartosciami w 3 minucie po wysitku, w 1 godzinie po wysitku
vs. spoczynku (test rang Friedman’a ze wspotczynnikiem zgodnos$ci Kendall’a).

Ryc. 5. Stezenie IL-1B w surowicy krwi
1V.4.3. Stezenie interleukiny-6 (I1L-6)

Stezenie IL-6 po rozpoczeciu suplementacji kurkuming nie r6znito sig¢ istotnie od stanu
sprzed jej rozpoczecia. W 2 etapie badan w spoczynku w grupie PLA zaobserwowano istotnie
wyzsze stezenie IL-6 (p<0,01) wzgledem wartosci uzyskanych przed zastosowaniem

interwencji.
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M — $rednia, OD — odchylenie standardowe; CUR — grupa suplementowana kurkumina; PLA — grupa placebo;
@ p < 0,01 - vs. odpowiednie warto$ci podstawowe przed interwencja (test t dla prob sparowanych lub test rang Wilcoxon’a).

Ryc. 6. Stezenie IL-6 w surowicy krwi
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IV.4.4. Stezenie czynnika martwicy nowotworow (TNFa)

W drugim badaniu grupy CUR 1 PLA mialy znaczaco r6zne wartosci TNFa mierzone
w 3 minucie po zakonczeniu wysitku (p<0,01). W grupie CUR stezenie TNFa bylo istotnie
nizsze w spoczynku (p<0,05) i w 3 minucie po zakonczeniu wysitku (p<0,01) wzgledem
wartosci uzyskanych przed zastosowaniem interwencji. Zaobserwowano takze w tej samej
grupie istotng réznice miedzy warto$§ciami w 3 minucie po wysitku, w 1 godzinie restytucji

powysitkowej wzgledem spoczynku (p<0,05).
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3 min. po zakonczeniu wysitku
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0,6 1 godz. restytucji powysitkowej
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M — $rednia, OD — odchylenie standardowe; CUR — grupa suplementowana kurkuming; PLA - grupa placebo;
: p <0,05; “ p <0,01 - vs. odpowiednie wartosci podstawowe przed interwencja (test t dla prob sparowanych lub test rang
Wilcoxon’a); ; p <0,05 - pomi¢dzy odpowiednimi wartosciami w 3 minucie po wysitku, w 1 godzinie po wysitku vs. spoczynku
(test rang Friedman’a ze wspolczynnikiem zgodnosci Kendall’a); « p <0,01 - réznica migdzy grupami: CUR vs. PLA (test t
dla prob niezaleznych lub test U Manna-Whitney’a).

Ryc. 7. Stezenie TNFo w surowicy krwi

IV.S. Wplyw suplementacji kurkuming na steZenie neurotroficznego czynnika
mozgowego (BDNF)

Stezenie BDNF w grupie CUR zarowno w 1 jak 1 2 badaniu rdéznito si¢ istotnie
pomiedzy wartosciami w 3 minucie po probie, 1 godzinie po wysitku wzgledem wartosci
uzyskanych w spoczynku (p<0,001). Ponadto zaobserwowano mniejszy przyrost poziomu
BDNF w grupie suplementowanej kurkuming w 3 minucie po wysitku w stosunku do grupy
placebo. Zmiany w stezeniu BDNF obserwowano rowniez w grupie placebo. W tej same;j

grupie zaobserwowano rowniez istotng roznice pomigdzy wartosciami w 3 minucie po wysitku,
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1 godzinie po wysitku wzgledem spoczynku w 1 badaniu (p<0,001) 1 w 2 badaniu (p=<0,05).
W pierwszym badaniu grupy CUR i PLA mialy istotnie r6zne warto§ci BDNF mierzone

w spoczynku (t = 2,24; p<0,05; dc = 0,37).
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M — érednia, OD - odchylenie standardowe; CUR - grupa suplementowana kurkuming; PLA — grupa placebo;
" p <0,05; oop p <0,001 - pomig¢dzy odpowiednimi warto$ciami w 3 minucie po wysitku, w 1 godzinie po wysitku vs. spoczynku
(test rang Friedman’a ze wspotczynnikiem zgodnosci Kendall’a); ¢ p <0,05 - r6znica miedzy grupami: CUR vs. PLA (test t dla
prob niezaleznych lub test U Manna-Whitney’a).

Ryc. 8. Stezenie BDNF w surowicy krwi
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Ograniczenia w badaniach

1. Nie oceniano poziomu kurkuminy i jej metabolitéw w surowicy krwi 0raz moczu.

2. Brak oznaczenia Mn-SOD, ktéry moglby pomoc wyjasni¢ zalezno$¢ migdzy nim, SIRT3

a stosowaniem kurkuminy.

3. Brak oznaczenia poziomu NF-kB w surowicy. Jego oznaczenie mogloby potwierdzi¢ wptyw

kurkuminy na cytokiny zapalne.

4. Nie sprawdzano zawartosci kurkuminy w diecie badanych.
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V. Whnioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan sformutowano ponizsze wnioski:

1. Pomimo statystycznie istotnego wzrostu SIRT3 po 6-tygodniowym stosowaniu kurkuminy
w dawce 2g/dobg¢ nie potwierdzono hipotezy badawczej, ze badany suplement istotnie
wzmacnia antyoksydacyjny efekt treningu fizycznego w okresie przygotowawczym oraz

poprawia wydolno$¢ tlenowa u biegaczy dlugodystansowych.

2. Suplementacja kurkuming wptywa nieznacznie na obnizenie stanu zapalnego indukowanego

wysitkiem fizycznym u biegaczy dtugodystansowych.

3. Przyjmowanie kurkuminy nie wplyneto znaczaco na ograniczenie uszkodzen migsni

szkieletowych.

4. Suplementacja kurkuming nie wptywa znamiennie na wzrost ste¢zenia BDNF w surowicy

krwi w spoczynku u badanych mezczyzn.

5. Uzyskane wyniki wskazuja na potrzebg rozszerzenia badan zwigzanych z suplementacja
kurkuming w wyzszych dawkach w celu potwierdzenia ergogenicznych korzysci tego
suplementu oraz potrzeby jego stosowania w okresie przygotowawczym cyklu treningowego

u biegaczy dlugodystansowych.
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ABSTRACT

Background: The study was undertaken to evaluate the effect of 6-week supplementation with a
daily dose of 2g of curcumin on VO,,.x and prooxidant/antioxidant homeostasis in middle-aged
amateur long-distance runners during the preparatory period of the macrocycle.

Methods: Thirty runners were randomly assigned to a placebo group (PL) and a curcumin-
supplemented group (CU). Their VO,max Was assessed before supplementation and after 6 weeks
of supplementation. Venous blood samples were collected from the participants at rest,
immediately after exercise, and after 1h of recovery to evaluate the activity of antioxidant enzymes
(SOD, CAT, GPx), non-enzymatic antioxidants (GSH, UA) and sirtuin 3 level (SIRT 3), as well as the
levels of oxidative stress markers (TOS/TOC, MDA, and 8-OHdG) and muscle damage markers (CK,
LDH, and Mb).

Results: VO,,.x, the activity of enzymatic antioxidants, the concentrations of non-enzymatic
antioxidants, the levels of oxidative stress markers, and the levels of muscle damage markers did
not change significantly in the CU group over 6 weeks of supplementation with curcumin.
However, the resting concentration of SIRT 3 was found to be significantly higher (p < 0.05)
compared with pre-supplementation.

Conclusion: Curcumin supplementation does not have a significant effect on VO,,,x and prooxidant/
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antioxidant homeostasis in runners.

1. Introduction

Oxygen uptake during endurance exercise increases more
than 10-15-fold compared with resting uptake, which can
lead to excessive production of reactive oxygen species
(ROS), mainly due to an increased flow of electrons through
the respiratory mitochondrial chain. The oxidation of haemo-
globin into methaemoglobin, the xanthine oxidase reaction,
the autoxidation of catechol-amines, and the NADPH
oxidase of phagocytes [1-5] are also reported as the
sources of additional production of ROS. Under physiologi-
cally normal circumstances, ROS facilitate cellular energy
metabolism and signal transduction and help regulate gene
expression, but strenuous physical exercise raises their
levels which disturbs prooxidant/antioxidant homeostasis
towards oxidative reactions [6-8] and creates a risk of oxi-
dative damage dependent on workout intensity and duration
[8] or of alterations in cell structures and components [9-11].
However, exercise-induced production of ROS also enables
hormesis-like adaptations, including an up-regulation in
endogenous antioxidant defences [7,12].

Athletes use various means to attenuate the adverse
effects of physical exercise and maximize its benefits [13].
Many endurance athletes take antioxidant supplements that
mitigate oxidative stress, shorten the post-exercise recov-
ery-time, and improve aerobic capacity [13]. One of these
supplements is curcumin, a polyphenol compound extracted
from the root of Curcuma longa L., [14], which involves a very
low risk of noticeable side effects and is safe in daily doses of

between 2 and 8 g /day. The effectiveness of curcumin as an
antioxidant depends on training volume and intensity and its
dietary intake [13, 15].

According to research, curcumin induces the transcrip-
tional activation of the nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 (Nrf2) that mitigates damage caused by ROS [16]. It
is also reported to scavenge ROS, prevent the excessive pro-
duction of lipid peroxides [17-19], enhance the plasma anti-
oxidant capacity [20], and increase the activity of sirtuin 3
(SIRT3) that inhibits the production of ROS [21], and to stimu-
late the expression of antioxidant enzymes [22-24]. In the
existing studies on curcumin, participants have been sup-
plemented with curcumin from 2 days to 12 weeks before
performing exercise tests [25]. As with some other sup-
plements that dampen the oxidative and pro-inflammatory
response to exercise, more research is needed to determine
whether curcumin can increase the training-response signal
for adaptation, especially that its effect on the magnitude
and efficacy of training response and adaptability in endur-
ance runners is yet not known.

Given the above, this study sought to establish whether 6-
week supplementation with a daily dose of 2 g of curcumin
would influence the aerobic capacity and prooxidant/antiox-
idant homeostasis in middle-aged amateur long-distance
runners during the preparatory phase of the macrocycle.
The hypothesis being tested was that curcumin would
enhance the antioxidant effect of training and improve the
athletes’ aerobic capacity.
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2. Methods
2.1. Participants

The study participants were 30 middle-aged amateur long-
distance runners (aged 38.33+5.28 years), who were
recruited on a voluntary basis from sports clubs in the Silesian
Voivodship (Poland). At the time of the study, all athletes
were in the preparatory phase of the macrocycle.

The inclusion criteria included male gender and running
experience of at least 3 years. Athletes who used tobacco,
alcohol, or any medicines or dietary supplements in the
four weeks preceding the study were excluded from it. All
the eligible participants were informed about the purpose
and design of the study and submitted written consent to
participate in it.

The participants were randomly divided between a
placebo group (PL; n=15) and a group supplemented with
curcumin (CU; 2 g/day for six weeks; n = 15). The basic charac-
teristics of both groups are presented in Table 1.

The study was set up in conformity with the ethical guide-
lines of the World Medical Association Declaration of Helsinki
and was approved by the local Bioethics Committee (certifi-
cate no. 11/2019). It was registered with the Clinical Trials
Registry (ACTRN12622000456752) on 23 March 2022.

2.2. Study design

The study was conducted during the preparatory phase of the
macrocycle, when the study participants ran an average of
104.37 +13.30 km a week (min-max: 85 km/week — 130 km/
week) with an average speed of 4.83 +0.32 min/km (min-
max: 4.22 min/km - 5.02 min/km). Their training plans were
based on Daniel’ s running formula [26] and consisted of
five training units varying in exercise intensity: 1) easy pace
(59%—74% of VOymax 25-30% of the weekly running dis-
tance), 2) marathon pace (75%—84% of VOymax 15-20% of
the weekly running distance), 3) threshold pace (83%—88%
of VOymax NOt more than 10% of the weekly running dis-
tance), 4) interval pace (95-100% of VO,max less than 8% of
the weekly running distance), and 5) repetition pace (105-
120% of VO,max less than 5% of the weekly running distance).

Maximal oxygen uptake (VO,max) Was measured before (a
first trial) and after 6 weeks of supplementation with curcu-
min (a second trial) in participants connected to a breath-
by-breath gas analyser (MetaLyzer 3B-R2, Leipzig, Germany)
and performing an incremental exercise test on a treadmill
(Cosmed, Germany). The treadmill speed was increased by
2km/h every 3 min until the running speed of 14 km/h,
after which the treadmill incline was raised in 2.5-degree
increments every 3 min and the test continued until volun-
tary exhaustion. The protocol of the exercise test was
created based on studies conducted by other authors

Table 1. Basic characteristics of participants.

PL (n=15) CU (n=15)
Variables M (SD) Min-Max M (SD) Min-Max
Age (years) 39.6 (5.8) 31.0-49.0 37.1 (4.5) 31.0-44.0
Height (cm) 1774 (6.3) 170.0-188.0 1783 (7.9) 162.0-190.0
Weight (kg) 76.7 (5.5) 68.1-87.0 744 (11 53.8-91.0
BMI (kg/mz) 244 (1.9) 20.4-27.4 233 (2.7) 20.5-26.6
Internship (years) 4.0 (09) 3.0-6.0 43 (1.0 3.0-6.0

Notes: M-mean; SD - standard deviation; PL - placebo group; CU - curcumin -
supplemented group
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[27,28]. Venous blood samples for biochemical analysis
were taken from participants’ antecubital veins at rest and
after 3 and 60 min of recovery.

2.3. Supplements

The shells of capsules containing curcumin or placebo were
made of a soft substance consisting of gelatine and purified
water (Nanga, Ztotéw, Poland). One capsule held 500 mg of
common turmeric extract standardized to contain 95% curcu-
min (500 mg) and 95% piperine (10 mg) or corn-starch
(400 mg) and riboflavin pigment (10 mg). Participants in
both groups were instructed to take two capsules after break-
fast and another two after dinner, washing them down with a
glass of water.

2.4. Biochemical analyses

Part of fresh whole blood samples was immediately assayed
for reduced glutathione (GSH) by a colorimetric method
with 5.5’-dithiobis-2-nitrobenzoic acid [29], and hematocrit
was assayed using a micro-hematocrit method (Hettich 210,
DJB Labcare, UK). The remaining blood was placed in the
test tubes to separate plasma (BD Vacutainer PPT™ Plasma
Preparation Tube, UK) and serum (BD Vacutainer™ Serum
Tube, UK). Plasma was obtained by centrifuging the tubes
for 10 min at 1000 x g at 4 C (SIGMA 2-16KL, Sigma Laborzen-
trifugen GmbH, Germany). Erythrocyte sediments thus
obtained were washed three times with cold saline (4 °C).
To extract serum, the test tubes were allowed to stand for
30 min for blood to clot and then were centrifuged at
1000 x g at 4 C. Blood plasma, serum and erythrocytes were
stored less than one month at —80°C before they were
assayed.

The activity of the following antioxidant enzymes (super-
oxide dismutase - SOD, EC 1.15.1.1, glutathione peroxidase
- GPx, EC 1.11.1.9 and catalase - CAT, EC 1.11.1.6) was ana-
lysed. SOD activity was measured with a commercially avail-
able RANSOD 125 kit (Randox, UK), which uses xanthine
and xanthine oxidase (XOD) to generate superoxide radicals
which react with 2-(4-iodophenyl)—3-(4-nitrophenol)—5-phe-
nyltetrazolium chloride (LN.T.) to form a red formazan dye.
The intra- and inter-assay CV for SOD were 4.11% and
6.51%, respectively.

The activity of GPx was assayed using a commercially avail-
able RANSEL RS505 kit (Randox, UK) utilising the method
developed by Paglia and Valentine [30]. GPx catalyses the oxi-
dation of GSH by cumene hydroperoxide. In the presence of
glutathione reductase (GR) and NADPH, the oxidised gluta-
thione (GSSG) is immediately converted to the reduced
form with a concomitant oxidation of NADPH to NADP*.
The decrease in absorbance at 340 nm is measured. The
intra- and inter-assay CV for GPx were 5.83% and 4.03%,
respectively.

The activity of CAT was assayed by the Aebi method [31]
and expressed at the rate constant (k) of a first order reaction
of hydrogen peroxide decomposition related to the haemo-
globin (Hb) content (k/gHb).

The activity of all antioxidant enzymes was measured at 37
£ and expressed per 1g of haemoglobin assayed using a
standard cyanmethaemoglobin method and a diagnostic kit
(HG980, Randox, UK).
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The activity levels of creatine kinase (CK, 2.7.3.2) and
lactate dehydrogenase (LDH, EC 1.1.1.27) and the concen-
trations of uric acid (UA) in fresh plasma samples were deter-
mined using the Randox Laboratories diagnostic kits (UK;
CK522, LD401, and UA230, respectively).

CK activity was measured using creatine phosphate and
adenosine-5"-diphosphate (ADP) as substrates. LDH activity
was assessed based on the reduction reaction of pyruvate
to lactate in the presence of NADH. The concentration of
UA was determined using a colorimetric method, where UA
is converted by uricase to allantoin and hydrogen peroxide,
which under the catalytic influence of peroxidase, oxidizes
3,5-dichloro- 2-hydroxybenzenesulfonic acid and 4-amino-
phenazone to form a red-violet quinoneimine compound.
The intra- and inter-assay coefficients of variation (CV) were
1.93% and 3.63% (CK), 2.83% and 3.38% (LDH) and 0.38%
and 5.64% (UA).

The concentrations of plasma lipid peroxides were assayed
using the thiobarbituric acid (TBA) test following the method
by Buege and Aust [32] modified by adding 0.01% butylated
hydroxytoluene to lower the metal-catalysed auto-oxidation
of lipids during heating with the TBA reagent. The chromo-
gen was extracted using n-butanol and the absorbance of
the organic layer was read at 532 nm [33]. Lipid peroxide
concentrations were expressed as micromoles of malondial-
dehyde (MDA) per litre of plasma. MDA was calculated
from the calibration curve prepared with 1,1,3,3-
tetraethoxypropane.

The serum concentration of total antioxidant status (TAS)
was determined using a colorimetric method (the Randox
Laboratories Ltd. diagnostic kit, UK) and ABTS® (2,2~ azino-
di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate]) incubated with a per-
oxidase (metmyoglobin) and H,0, to produce the radical
cation ABTS®*, which was measured at 600 nm. The intra-
and inter-assay CV for TAS were 1.20% and 1.77%,
respectively.

The total oxidant status/total oxidant capacity (TOS/TOC)
was measured by a photometric method (the KC5100 PerOx
test kit, Immundiagnostik AG, Germany). The intra- and
inter-assay CV for TOS/TOC were 294% and 6.74%,
respectively.

The concentrations of myoglobin (Mb) and sirtuin 3 (SIRT
3) were assessed by a sandwich enzyme immunoassay for
in vitro quantitative measurement of Mb and SIRT 3 in
human serum (SEA480Hu and SEE913Hu, respectively,
Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kits, Cloud-Clone
Corp. USA). The intra- and inter-assay CV for both markers
were < 10% and < 12%.

The measurement of 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine
(8-OHdG) was performed using a DNA damage kit (K059-H1,
Arbor Assays, USA). The intra- and inter-assay CV for
8-OHdG were 7.1% and 8.1%, respectively.

All biochemical tests were conducted by a certified bio-
chemistry laboratory in conformity with the PN-EN ISO
9001:2015 standard and following the recommendations of
the tests manufacturers.

2.5. Statistical analysis

The data below represent means (M) + standard deviations
(SD), medians (Me), and quartile deviations (QD). The nor-
mality of data distributions, homogeneity of variance, and
sphericity were assessed using the Shapiro-Wilk test,

Levene's test, and Mauchly’s test, respectively. Non-para-
metric tests were applied when the criteria for normal
data distribution, homogeneity of variance, and sphericity
were not met. The significance of between-group differ-
ences was determined using the Mann-Whitney test.
Within-group differences were assessed for significance by
Wilcoxon matched-pairs signed-rank test and Friedman
rank test followed, when appropriate, by Dunn’s post-hoc
test. The level of significance for all tests was a=0.05. The
statistical analysis was performed in IBM Statistics 26.0
(IBM Corporation, Armonk, NY, USA).

3. Results
3.1. Aerobic capacity

The pre-supplementation levels of VO,m.x Were not signifi-
cantly different between the supplemented group and the
placebo group. Measurements at week 6 showed that they
slightly (non-significantly) increased in both groups (from
52.4+54 mlkg™".min~'-50.8 + 4.4 vs. in the PL group and
from 52.0 + 0.7 ml.kg~".min~"-49.9 + 5.3 in the CU group).

3.2. Antioxidant status

The results of the biochemical analysis of enzymatic (SOD,
CAT, GPx) and non-enzymatic antioxidant defence (GSH,
UA) components are summarised in Table 2. The activity of
SOD, CAT and GPx in participants supplemented with curcu-
min for 6 weeks was not significantly different from that
recorded at baseline. The post-exercise activity of CAT and
GPx determined after the first and second trials did not sig-
nificantly differentiate the CU group from the PL group. In
both trials, GPx activity recorded for the CU group was signifi-
cantly lower 1 h after exercise than immediately afterward. In
the PL group, GPx activity obtained after 1 h of recovery was
significantly lower (p < 0.001) than immediately after exercise
only in the second trial. Also, in the second trial, it was signifi-
cantly higher immediately after exercise than at rest (p <
0.001).

Neither supplementation nor exercise caused changes in
the concentrations of GSH. In both groups had significantly
higher concentrations of UA in both trials after 1 h of recovery
than at rest and immediately post-exercise.

TAS values measured at rest and immediately post-exer-
cise in the first trial were significantly different between the
CU and the PL. In both groups, they were significantly
higher after 1 h of recovery than immediately post-exercise.
Significantly greater TAS concentrations (p <0.05) after 1 h
of recovery than at rest were obtained for the PL in the first
trial and for the CU in the second trial.

The resting levels of SIRT 3 obtained in the first trial
were not significantly different between the groups. In
the second trial, SIRT 3 levels significantly higher than at
rest (p <0.01) were obtained in the PL group immediately
after exercise, and after 1 h of recovery (Table 5). The CU
group’ resting levels of SIRT3 (p <0.05) measured in the
second trial were significantly greater than in the first
trial, as well as significantly higher compared with the PL
group. The resting levels of SIRT3 in the PL group in the
second trial were significantly lower (p <0.05) than in the
first trial.
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Table 2. Changes in markers of antioxidant status and sirtuin 3 level after 6-week curcumin supplementation and exercise.

PL(n=15) CU (n=15)
Variables Measurement Time Me (QD) Me (QD)
SOD (U/gHb) 1-st rest 1634.4 (233.4) 1630.3 (228.1)
post test 1594.2 (227.6) 1544.5 (171.4)
1 h post test 1564.4 (157.6) 1736.3 (228.8)
2-nd rest 1552.4 (160.9) 1713.3 (222.1)
post test 1607.2 (160.1) 1670.3 (249.0)
1 h post test 1652.2 (186.1) 1688.3 (158.2)
CAT (k/gHb) 1-st rest 169.7 (28.3) 188.3 (12.5)
post test 190.5 (27.2) 204.7 (41.4)
1 h post test 184.6 (10.7) 209.9 (27.8)
2-nd rest 199.2 (40.2) 178.0 (20.6)
post test 191.7 (32.6) 204.5 (30.0)
1 h post test 181.3 (14.3) 170.9 (30.9)
GPx (U/gHb) 1-st rest 428 (6.3) 43.0 (4.7)
post test 493 (6.1) 50.1 (4.2)
1h post test 4438 (8.0) 424 (53) *°
2-nd rest 46.0 (8.4) 41.2 (5.0
post test 53.3 (12.2) 50.4 (12.0) «
1 h post test 434 (6.0) *° 447 (7.1)
GSH (ug/mgHb) 1-st rest 2.7 (03) 2.7 (0.3)
post test 2.7 (03) 2.7 (0.3)
1 h post test 29 (0.5) 3.0 (0.3)
2-nd rest 2.7 (0.3) 2.8 (0.2)
post test 27(0.2) 28 (02
1 h post test 2.8 (0.4) 29 (0.3)
UA (mg/dl) 1-st rest 5.5(1.0) 4.8 (1.0)
post test 5.2 (0.5) 48 (1.1)
1 h post test 7.1 (0.9) bbbe 6.6 (1.2) bPbece
2-nd rest 5.4 (0.6) 46 (1.5
post test 5.3(0.5) 46 (1.3)
1 h post test 6.5 (0.8) Pbb<e< 6.7 (1.5) bobee
TAS (mmol/l) 1-st rest 15(0.1) 1.3 (0.1) @
post test 140.1) 1.2 (0.1) d4d
1h post test 16 (0.1) °< 1.4 (0.7) PPbded
2-nd rest 1.4 (0.1) 1.3 (0.2)
post test 1300 1.3 (0.1)
1 h post test 1.5 (0.1) bbb 1.6 (0.2) Pobe
SIRT3 (ng/ml) 1-st rest 26 (1.0 22(0.5)
post test 4.0 (24) 3.0 (0.7) ©
1 h post test 3.8 (2.0 27(1.4)
2-nd rest 1402)° 29 (1.0 ™
post test 35(1.7) 48 (1.7)
1 h post test 33(1.1) ¢ 3.3 (2.0)

Notes: Me — median; QD - quartile deviation; PL — placebo group; CU - curcumin - supplemented group; SOD - superoxide dismutase; GPx — glutathione per-
oxidase; CAT — catalase; GSH - reduced glutathione; UA — uric acid; TAS - total antioxidant status; SIRT 3 - sirtuin 3; °p < 0.05 - significantly different vs. values in
the first trial (Wilcoxon matched-pairs signed rank test); ®°p < 0.01, ®®p < 0,001 - significantly different vs. values immediately post-exercise in the same trial
(Friedman rank test and Dunn's post-hoc test); p < 0.05, “p < 0.01, ““p < 0.001 - significant different vs. values at rest in the same trial (Friedman rank test);
dIJ <0.05, dn"’p <0.001 - significantly different vs. the corresponding values in the placebo group (Mann-Whitney test)

Table 3. Changes in markers of oxidative stress after 6-week curcumin supplementation and exercise.

PL (n=15) CU (n=15)
Variables Measurement Time Me (QD) Me (QD)
TOS/TOC (pmol/l) 1-st rest 295.1 (85.1) 3226 (61.2)
post test 376.6 (155.5) 405.3 (73.9)
1h post test 284.3 (83.8) PP 291.0 (51.1) P*®
2-nd rest 344.1 (155.1) 268.2 (121.3)
post test 362.4 (196.1) 287.7 (171.5)
1 h post test 267.3 (107.8) *° 2452 (85.2) °
MDA (umol/l) 1-st rest 4.8 (0.6) 4.8 (0.7)
post test 4.2 (0.6) 47 (0.6)
1 h post test 5.1 (0.9) 49 (0.5)
2-nd rest 5.5 (0.8) 5.2 (0.5)°
post test 5.1 (0.9) * 4.7 (0.6)
1 h post test 56 (0.6) 5.2 (0.9)
8-0HdG (pg/ml) 1-st rest 18640.0 (4296.0) 19600.0 (4812.0)
post test 24418.2 (4513.5) 238124 (5276.5)
1 h post test 273199 (7231.5) 25349.8 (6888.1)
2-nd rest 15048.0 (8020.0) 15368.0 (3772.0)
post test 17737.2 (5502.8) 18474.8 (4300.2) °
1h post test 22545.5 (5027.0) 22355.1 (4700.3) “©

Notes: Me — median; QD - quartile deviation; PL - placebo group; CU — curcumin - supplemented group; TOS/TOC - total oxidant status/total oxidant capacity;
MDA — malondialdehyde; 8-OHdG-8-Hydroxy-2"-deoxyguanosine; °p < 0.05, **p < 0.01 - significantly different vs. values in the first trial (Wilcoxon matched-pairs
signed rank test); °p < 0.05, ®*°p < 0.001 — significantly different vs. values immediately post-exercise in the same trial (Friedman rank test and Dunn’s post-hoc

test); ““p £0.001 - significantly different vs. values at rest in the same trial (Friedman rank test)
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3.3. Oxidative status

Supplementation with curcumin did not cause significant
changes in the concentrations of oxidative stress markers
(Table 3). In both groups and trials, the concentrations of
TOS/TOC recorded immediately post-exercise were signifi-
cantly higher than after 1 h of recovery. All participants had
significantly higher plasma levels of MDA (p <0.05) in the
second trial than in the first trial, but only in the PL group
MDA levels measured immediately after exercise and 1h
later were significantly higher than before exercise (p <
0.05). The CU group’s serum concentrations of 8-OHdG
measured immediately after exercise were significantly
lower (p £0.05) in the second trial than in the first trial; in
the latter case, they were significantly higher (p <0.001)
after 1 h of recovery than at rest.

3.4. Markers of muscle damage

Curcumin supplementation did not have a significant effect
on participants’ muscle damage markers (CK, LDH, and Mb)
(Table 4). The PL group had a significantly higher activity of
plasma CK after 1 h of recovery than at rest in both trials,
and the CU group only in the first trial (p <0.05). In both
trials, however, CK activity in the supplemented participants
was significantly higher 1 h hour after exercise than immedi-
ately afterward.

Significantly higher activity of plasma LDH after 1 h of
recovery than at rest was recorded for the PL group (p <
0.01) in the first trial and for the CU group (p < 0.05) in the
second trial. In the PL group, LDH activity measured at rest
in the second trial was significantly higher (p <0.05) than in
the first trial.

Table 4. Changes in muscle-damage markers after 6-week curcumin
supplementation and exercise.

PL (n=15) CU (n=15)
Variables Measurement Time Me (QD) Me (QD)
CK (u/1) 1-st rest 180.8 (78.3) 126.8 (54.0)
post test  197.2 (68.6) 136.9 (48.1)
Thpost 2127 (1035) 1514 (57.0) **
test
2-nd rest 159.2 (112.0) 153.8 (85.1)
post test 148.3 (123.1) 153.9 (84.2)
Thpost 1685 (1536) ¢  179.8 (94.7) *°
test
LDH (U/)) 1-st rest 269.8 (49.9) 2914 (39.2)
post test  309.8 (47.5) 331.7 (27.6)
1h post 303.5 (51.5) < 3125 (27.7)
test
2-nd rest 327.1 (634) ° 299.5 (30.9)
post test  386.2 (86.1) 3273 (36.1)
1h post 3493 (82.1) 324.8 (43.0)
test
Mb (ng/ 1-st rest 8.3 (44) 8.6 (1.4)
ml) post test 85(53) 104 (2.3)
1h post 15.8 (4.7) PPPeec 13,5 (3.5) Bbeee
test
2-nd rest 8.7 (24) 8.4 (1.6)
post test 10.9 (2.6) 94 (23)
1h post 13.6 (3.5) *>« 13.3 (3.6) P>
test

Notes: Me — median; QD - quartile deviation; PL - placebo group; CU - curcu-
min - supplemented group; CK - creatine kinase; LDH - lactate dehydrogen-
ase; Mb — myoglobin; *p < 0.05 - significantly different vs. values in the first
trial (Wilcoxon matched-pairs signed rank test); °p < 0.05, ®°p < 0.01, **°p <
0.001 - significantly different vs. values immediately post-exercise in the
same trial (Friedman rank test and Dunn'’s post-hoc test); p < 0.05, “p <
0.01, ““p <0.001 - significantly different vs. values at rest in the same trial
(Friedman rank test)

The measurements of Mb concentrations showed that in
both groups and trials, they were significantly higher (p <
0.001) after 1 h of recovery than at rest and immediately
post-exercise.

4, Discussion

The purpose of the study was to determine the effect of 6-
week supplementation with a daily dose of 2 g of curcumin
on blood prooxidant/antioxidant homeostasis, SIRT 3 level,
and aerobic capacity of middle-aged amateur long-distance
runners preparing for the fall competitions. Additionally,
changes in the athletes’ prooxidant/antioxidant homeostasis
induced by exercise tests conducted before and after curcu-
min supplementation were recorded and examined.

Regular physical training has a significantly different effect
on the human body than a single workout session [34]. Unlike
the latter, it brings about physiological adaptations to oxi-
dative stress and improves the ability to cope with future
challenges [35,36]. The adaptations improve the efficiency
of enzymatic and non-enzymatic antioxidant defence
systems and increase mitochondrial capacity to scavenge
free radicals [37,38]. The ability of aerobic training to reduce
the levels of oxidative stress markers is reported [39].

In contrast, a single session of high-intensity exercise
offers limited adaptation to exercise associated with
increased vasodilation and higher allosteric activity of
enzymes, which may be insufficient to restore oxidant/antiox-
idant homeostasis [40]. According to research evidence,
increased oxygen uptake during a long-distance run causes
excessive production of ROS disturbing the runner’s prooxi-
dant-antioxidant homeostasis [3,5,41-43].

Recently, researchers’ discussions have focused on the
ability of supplementation with antioxidants such as polyphe-
nols to eliminate or improve adaptive response to exercise.
According to Gomez-Cabrera et al. [44], antioxidant sup-
plements reducing the ROS levels may hinder beneficial cel-
lular adaptations induced by physical exercise. However,
other researchers indicate that polyphenols increase the anti-
oxidant capacity of blood [45-47].

The content of methoxy, phenoxy, and carbon-carbon
double bonds makes curcumin a potent antioxidant
capable of directly and indirectly scavenging hydrogen per-
oxide, superoxide radicals, superoxide anion, hydroxyl rad-
icals, singlet oxygen, nitric oxide, and peroxynitrite [48-51].
However, studies investigating the ability of curcumin sup-
plementation to attenuate oxidative stress report inconclu-
sive results, probably because poor intestinal absorption
and rapid metabolism limit the bioavailability of curcumin.
In order to increase it, curcumin supplements also include
zinc, copper, magnesium, selenium ions, nanoparticles, lipo-
somes, phospholipids or piperine [52,53].

Curcumin is reported to modulate the concentration of
GSH and the activity of SOD and CAT enzymes that help neu-
tralize free radicals and inhibit ROS-generating enzymes [54].
It is also indicated to activate the endogenous antioxidant
defence mechanisms by modulating transcription factors
[55], thereby influencing the levels of antioxidant enzymes,
non-enzymatic antioxidants, and total antioxidant capacity
(TAS). In our study, a daily dose of 2 g of curcumin that the
participants took for a period of 6 weeks did not significantly
improve their enzymatic and non-enzymatic antioxidant
defences and did not have a significant effect on the
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concentration of UA. A slight (non-significant) increase in SOD
activity was only recorded at week 6. Studies investigating
the effect of curcumin supplementation (1.5 g/day for 28
days) on exercise-induced oxidative stress have not reported
changes in participants’ total antioxidant capacity [19]. In our
study, the activity of SOD and GPx and the concentration of
GSH recorded after the exercise tests were not significantly
different from those measured at rest. A significant increase
in the concentration of plasma UA observed 1 h after exercise
was consistent with other reports, according to which UA
concentration takes some time to increase after strenuous
exercise [43,56]. The significantly higher levels of serum TAS
obtained 1h after exercise in both supplemented and
placebo groups were probably associated with increased
plasma concentration of UA, which accounts for 50% of
blood antioxidant capacity [56].

The effect of 6-week supplementation with curcumin on
oxidative stress and oxidative damage was assessed by ana-
lysing TOS/TOC, 8-OHdG, MDA and Mb concentrations, and
the activity of CK and LDH. Because curcumin is known to
be able to permeate lipid membranes, change the mechan-
ical properties of the bilayer and lipid domain behaviour
[57], and reduce lipid peroxidation by oxidising Fe** free rad-
icals [58], we expected that it would reduce the pro-oxidative
effect of exercise on the study participants. However, only the
concentrations of MDA changed (increased) significantly
between baseline and week 6; the changes in the other oxi-
dative stress markers (DNA damage and TOS/TOC) were not
statistically significant. The activity of CK and LDH and the
concentration of Mb did not change significantly, either.
The activity of CK and LDH and the concentration of Mb
recorded after the exercise tests were similar between the
supplemented and placebo groups.

Because most ROS produced during endurance exercise
come from the respiratory chain [59], we also evaluated the
effect of curcumin on SIRT 3 levels. Even though they
proved to be significantly higher after supplementation, a
noticeable increase in SOD activity was not observed.

The measurements of maximal oxygen uptake, a widely
used indicator of aerobic capacity, showed that its levels
did not change in the participants who took a daily dose of
2 g of curcumin for a period of 6 weeks. However, some
authors have presented evidence that curcumin influence
the athletes’ VO,,ax and improves their performance [60,61].

4.1. Study limitations

A limitation of the study was that the participants were not
assessed for serum levels of curcumin and its metabolites.

5. Conclusions

The hypothesis that taking a daily dose of 2 g of curcumin for
6 weeks may enhance the antioxidant effect of physical train-
ing and improve the aerobic capacity of middle-aged
amateur long-distance runners was not confirmed, because
the levels of enzymatic and non-enzymatic antioxidants and
oxidative stress markers did not change significantly in the
supplemented group. More research is needed to ascertain
whether supplementation with curcumin benefits endurance
athletes during the preparatory phase of the macrocycle.
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