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Streszczenie

Wstep. Celem pracy byto okreslenie wptywu kapieli w zimnej wodzie zastosowanej po wysitku fi-
zycznym na aktywno$¢ af-antytrypsyny (AAT) oraz W%{branych enzymow lizosomalnych: arylosulfa-
tazy (ASA), kwasnej fosfatazy (AcP) i katepsyny D (CTS D) we krwi zdrowych mezczyzn.

Materiat i metody. 22 mezczyzn poddano dwém sesjom 30-min. aerobowego wysitku fizyczne-
go. Po jednym z nich mezczyzni odpoczywali w temperaturze pokoa;wej, podczas gdy po drugim pod-
dano ich kgpieli w zimnej wodzie (3 min, 8°C; do$wiadczenie 2). W kazdym z etapow krew pobrano
trzykrotnie z zyly odfokciowej: przed wysitkiem ﬁzycer/m oraz 2 i 20 min. po zakoriczeniu wysitku.
W surowicy krwi oznaczono aktywnosci AAT, ASA, AcP i CTS D. Uzyskane wyniki poddano analizie
statystycznej za pomoca testu ANOVA. Zmiany na poziomie p<0,05 uznano za istotne statystycznie.

Wyniki. Wykazano istotny statystycznie wzrost aktywnosci AcP i CTS D oraz obnizenie aktywnosci
AAT po wysitku fizycznym i odpoczynku w temperaturze pokojowej w poréwnaniu do aktywnosci ozna-
czanych parametrow przed wysitkiem fizycznym. Nie odnotowano natomiast istotnych statystycznie réz-
nic aktywnosci inhibitora proteaz (AAT) oraz oznaczanych enzymow lizosomalnych po wysitku fizycznym
i kapieli w zimnej wodzie w poréwnaniu z ich aktywnoscig przed 30-minutowym wysitkiem.

Whioski. Kgpiel w zimnej wodzie zastosowana po wysitku ﬁzyczrbym zwigksza stabilno$c¢ bfon lizo-
somalnych i moze skutkowac zmniejszeniem powysitkowych uszkodzen miesni.

Summary

Background. The aim of the study was to determine the effect of winter bath after physical exer-
cise on the activity of a1-antitrypsin (AAT) and selected lysosomal en(?/mes.' arylsulfatase (ASA), acid
phosphatase (AcP) and cathepsin D (CTS D) in healthy males’ blood.

Material and methods. 22 males participated in two session of aerobic physical exercise. After
one session the subjects rested in room temperature while after the other session they bathed in cold
water (3 minutes, 8°C; experiment 2). During each stage they had blood taken from the basilic vein
prior to physical exercise and 2 and 20 minutes after the exercise. The activity of AAT, ASA, AcP and
CTS D was assayed in blood serum. The obtained results were subjected to statistical analysis using
ANOVA test. The changes at the level p<0.05 were regarded as statistically significant.

Results. A statistically significant increase in AcP and CTS D activity was found as well as a de-
crease in AAT activity following physical exercise and resting at room temperature as compared with
the activity of the assayed parameters prior to pf;ysica/ exercise. Conversely, no statistically signifi-
cant differences in protease inhibitor activity (AAT) and lysosomal enzyme activity were noted after
physical exercise and cold water bath as compared with their activity measured prior to 30-minute
long é)hysical exercise.

onclusions. Hot water bath applied after physical exercise increases the stability of lysosomal
membranes and may result in a decrease of post-exercise muscle damage.
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Wstep

Kapiele zimowe polegajg na intensywnej, krotko-
trwatej ekspozycji organizmu na dziatanie niskiej tem-
peratury otoczenia w okresie zimowym w zamarznie-
tych rzekach, jeziorach lub morzach. Praktykowane sg
one gtéwnie w krajach pétnocnych, charakteryzujg-
cych sie dtugimi zimami i niskimi srednimi temperatu-
rami rocznymi. Wyniki wielu badan wskazujg na po-
zytywny wptyw zimowych kapieli na organizm ludzki.
Tego typu zabiegi poprawiajg ogdlne samopoczucie,
a takze skutecznie obnizajg czestos¢ wystepowania
zakazen gornych drog oddechowych, zmniejszajg bo-
le miesniowo-stawowe i tagodzg objawy stanu zapal-
nego [1,2]. Coraz wiekszg popularnoscig wsrod spor-
towcow cieszy sie stosowanie powysitkowej kgpieli
w zimnej wodzie, w celu zminimalizowania zmecze-
nia i przyspieszenia regeneracji organizmu po wysit-
ku. Sportowcy chetnie korzystaja z tych zabiegow ze
wzgledu na ich efektywnos¢ oraz niskie koszty [3,4].
Kapiel w zimnej wodzie ma na celu redukcje odpo-
wiedzi zapalnej, jak rowniez zmniejszenie powstajg-
cych po wysitku fizycznym obrzekéw i bélu miesni [3].

Intensywny wysitek fizyczny skutkuje wystgpieniem
licznych zaburzen fizjologicznych, takich jak uszko-
dzenie miesni, hipertermia, odwodnienie czy wyczer-
panie glikogenu [3]. Uszkodzenie btony komodrkowej
komaorek miesniowych sprawia, ze jest ona bardziej
przepuszczalna dla roznych substancji [5]. Skutkuje
to nagromadzeniem wewngtrzkomérkowego wapnia
i zaburzeniem generowania sity miesniowej [6].
Wzrost stezenia wapnia w komdrkach miesniowych
inicjuje odpowiedz zapalng — prowadzi do aktywac;ji
proteaz i uwalniania cytokin prozapalnych, a takze
promuje powstawanie obrzeku [5]. Zmianom tym mo-
ze towarzyszy¢ takze wzrost aktywnosci enzymow
nalezgcych do grupy kwasnych hydrolaz — enzymow
lizosomalnych [6,7]. Funkcjg enzymow lizosomalnych
jest przede wszystkim trawienie makroczasteczek —
biatek, cukrow, ttuszczéw oraz kwasow nukleinowych
wewngtrz komorki. Ponadto mogg one uczestniczy¢
w apoptozie, a takze wywiera¢ wptyw na powstawa-
nie stanu zapalnego m.in. po wysitku fizycznym [8].
Intensywny trening fizyczny moze przyczynia¢ sie do
zwiekszenia przepuszczalnosci bton lizosomalnych
i uwolnienia hydrolaz lizosomalnych do krwiobiegu
[9]. Wykazano z kolei, ze ekspozycja organizmu na
niskie temperatury otoczenia korzystnie wptywa na
procesy transportu btonowego komoérek migsniowych
oraz stabilizuje btony lizosomalne, m.in. przez tago-
dzenie stresu oksydacyjnego, towarzyszgcego wysit-
kowi fizycznemu [6].

Celem niniejszych badan byto okreslenie wplywu
kapieli w zimnej wodzie zastosowanej w celu regene-
racji po wysitku fizycznym na aktywnosc a1-antytryp-
syny oraz wybranych enzymow lizosomalnych: arylo-
sulfatazy, kwasnej fosfatazy i katepsyny D we krwi
zdrowych mezczyzn.

Materiat i metody

W badaniach wzieto udziat 22 zdrowych mezczyzn
(Srednia wieku 43,2 £ 5,9 lat), regularnie poddajgcych
sie kagpielom zimowym. Bezposrednio przed badaniem
ani w jego trakcie osoby badane nie zmieniaty swoich
nawykow zywieniowych i aktywnosci fizycznej. Cha-
rakterystyke grupy badanej przedstawiono w Tabeli 1.
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Background

Winter baths involve intense, short-term exposure
to low ambient temperature in winter, in frozen rivers,
lakes or seas. They are mainly practiced in northern
countries, where winters and long and average yearly
temperatures are low. The results of many studies in-
dicate a favorable effect of winter baths on the hu-
man body. Such procedures improve general feeling
and effectively reduce the incidence of upper respi-
ratory tract infections and musculo — articular condi-
tions and alleviate the symptoms of inflammatory
conditions [1,2]. Post-exercise cold water baths have
become increasingly popular among athletes as they
minimize fatigue and accelerate body regeneration
following exercise. Athletes eagerly take advantage
of such procedures due to their effectiveness and low
costs [3,4]. Cold water baths are aimed at reduction
of inflammatory responses as well as post-exercise
swelling and muscle pain [3].

Intense physical exercise results in numerous phy-
siological disorders, such as muscle damage, hyper-
thermia, dehydration or glycogen deficiency [3]. The
damage of muscle cell tissue results in its increased
permeability for various substances [5]. This, in turn,
results in aggregation of intracellular calcium levels
and impaired generation of muscle strength [6]. The
increase in calcium levels in muscle cells initiates in-
flammatory responses, leading to protease activation
and to release of pro-inflammatory cytokines, and con-
tributes to swelling development [5]. Such changes
can also be accompanied by increased activity of en-
zymes belonging to acid hydrolase group, namely ly-
sosomal enzymes [6,7]. The function of lysosomal
enzymes includes mainly digestion of microparticles
— proteins, glucose, fats and nucleic acids inside the
cell. Moreover, they may participate in apoptosis and
contribute to the development of post-exercise in-
flammatory conditions [8]. Intense physical exercise
can contribute to an increased permeability of lysoso-
mal membranes and to release of lysosomal hydrola-
ses to blood circulation [9]. It was also proved that
body exposure to low ambient temperatures favora-
bly affects the processes of membranous transport of
muscle cells and stabilizes lysosomal membranes,
also by alleviating oxidative stress accompanying
physical exercise [6].

The aim of this study was to determine the effect
of cold bath for regeneration after physical exercise
on the activity of a1-antitrypsin and selected lysoso-
mal enzymes: arylsulfatase, acid phosphatase and
cathepsin D in healthy males’ blood.

Material and methods

22 healthy males (the mean age =43.2 £ 5.9 years),
regularly involved in winter bathing, participated in
the study. Immediately prior to and during the study
the subjects’ nutritional habits and physical activity
remained unchanged. Characteristics of the study
group are presented in Table 1.
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Tab. 1. Charakterystyka grupy badanej (wyniki przedstawiono jako warto$¢ srednia + odchylenie standardowe)
Tab. 1. The characteristics of the study group (the results are shown as average value + standard deviation)

Wiek [lata]/ Age [years] 43,2+5,9
Wzrost" B ody height [cm] 1746 =73
Masa ciata B ody mass [kg] 85,7= 13,9
BMI [kg m?] 28,06= 13,9

Badania uzyskaty akceptacje Komisji Bioetycznej
przy Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgosz-
czy. Uczestnicy projektu zostali poinformowani o ce-
lu badan oraz potencjalnym ryzyku z nimi zwigzanym
i wyrazili na nie pisemng zgode.

Podczas pierwszego etapu badania ochotnicy zo-
stali poddani 30-minutowemu aerobowemu wysitkowi
fizycznemu (o mocy na poziomie 70% maksymalnej
czestosci skurczéw serca) na ergometrze rowerowym
(Monark Ergomedic 828 E). Nastepnie uczestnicy
badania odpoczywali w pozycji siedzgcej w temperatu-
rze pokojowej. Podczas drugiego etapu (tydzieh poz-
niej) osoby badane wykonaty identyczny wysitek fi-
zyczny, ale 5 minut po jego zakonczeniu zostaty pod-
dane 3-minutowej kapieli w basenie z zimng woda
o temperaturze 8°C. Osoby uczestniczgce w ekspe-
rymencie ubrane byly jedynie w kapieléwki i zanurza-
ty w wodzie cate ciato z wyjgtkiem gtowy i szyi. Pod-
czas obu sesji od kazdej osoby badanej trzykrotnie
pobrano krew z zyly odtokciowej: przed wysitkiem fi-
zycznym (préba kontrolna) oraz 2 min. i 20 min. po
zakonczeniu wysitku. Krew pobrano do probéwek bez
antykoagulantu w celu uzyskania surowicy krwi, w kto-
rej oznaczono aktywnos¢ al-antytrypsyny (AAT), ary-
losulfatazy (ASA), kwasnej fosfatazy (AcP) i katepsy-
ny D (CTS D).

W celu uzyskania surowicy krwi, krew zylng po-
brang od uczestnikéw badania pozostawiono przez
1 godzine w temp. 37°C, a po jej wykrzepieniu, préb-
ki wirowano przez 10 min. przy 12000 x g. Aktywnos¢
kwasnej fosfatazy oznaczono metodg wg Bessy’'a
w modyfikacji Krawczynskiego [10]. Do badan wyko-
rzystano p-nitrofenylofosforan dwusodowy (substrat)
w 0,5 M buforze cytrynianowo-winianowo-formalde-
hydowym o pH 4,9. Miarg aktywnos$ci enzymu byta
ilos¢ uwalnianego p-nitrofenolu podczas enzyma-
tycznej hydrolizy substratu. W celu wykonania ozna-
czenia do roztworu roboczego substratu dodano ba-
dang surowice i przez 30 min. inkubowano w temp.
37°C. Reakcje zahamowano przez dodanie 0,1 N
NaOH. Absorbancja powstatego barwnego roztworu
zostata zmierzona przy dtugosci fali A = 405nm. Od
otrzymanego wyniku odjeto absorbancje proby kon-
trolnej, w ktorej roztwér roboczy substratu zastepuje
sie wodg destylowang oraz absorbancje proby $Sle-
pej, w ktorej surowice badang zastepuje sie wodg de-
stylowang. Uzyskang wartos¢ porownano do absor-
bancji wzorca. Aktywnos¢ kwasnej fosfatazy wyrazo-
no w nmolach p-nitrofenolu/mg biatka/min. Oznacza-
nie aktywnosci al-antytrypsyny wykonano metodg
Erikssona [11]. Zasada oznaczania polega na pomia-
rze obnizania sie aktywnosci enzymatycznej trypsyny
pod wptywem krétkiej inkubacji z odwtdkniong suro-
wicg krwi. Reakcje zapoczatkowano przez dodanie
substratu: benzoilo—DL-arginylo-p-nitroanilidu do
mieszaniny zawierajgcej: bufor 0,1 M TRIS — HCI pH

The study was approved by the Bioetics Commit-
tee at L. Rydygier Collegium Medicum in Bydgoszcz.
The participants were informed about the aim of the
study and potential risk, and expressed their written
consent to participate in the study.

During the first stage of the study the volunteers
were subject to 30-second aerobic exercise (the po-
wer level — 70% of maximal heart rate) on a cycle
ergometer (Monark Ergomedic 828 E). After that they
rested in a seated position at room temperature.
During the second stage of the study (a week later)
the participants performed an identical physical
exercise, however, 5 minutes following the exercise
they bathed in a swimming pool with cold water (the
temperature = 8°C) for 3 minutes. The participants
were dressed in swimming trunks and immersed their
bodies in water, except heads and necks. During both
sessions each participant had his blood taken from
the basilic vein: prior to physical exercise (control
group) and 2 and 20 minutes following exercise. The
blood was collected to test tubes without the antico-
agulant to obtained serum for assaying the activity of
al-antitrypsin (AAT), arylsulfatase (ASA), acid phos-
phatase (AcP) and cathepsin D (CTS D). In order to
obtain blood serum the venous blood taken from the
participants was left for an hour in the temperature of
37°C and after clotting the samples were centrifuged
for 10 minutes at 12000 x g. The activity of acid phos-
phatase was assayed according to Bessy’s method,
modified by Krawczynski [10]. P-nitrophenyl phos-
phate disodium (substrate) with 0.5 M citrate form-
aldehyde buffer 4.9 pH was used for this purpose.
The measure of enzyme activity was the amount of
the released p-nitrophenyl during enzymatic substrate
hydrolysis. For the assay, the tested serum was ad-
ded to the working solution and incubated for 30 mi-
nutes at the temperature of 37°C. The reaction was
inhibited by adding 0,1 N NaOH. Absorbance of the
prepared colorful solution was measured at the wave-
length A = 405nm. Absorbance of the control group,
where the working substrate solution is replaced with
distillated water and absorbance of the blind test
where the tested serum is replaced with distillated
water were subtracted from the obtained result. The
obtained value was compared to model absorbance.
Acid phosphatase activity was expressed in nmol of
p-nitrofenol/mg protein/min. The assay of a1-antitr-y-
psin was carried out using Eriksson’s method [11].
The assay rule involves measuring the decrease of
trypsin enzymatic activity under influence of short in-
cubation with defibrinated blood serum. The reaction
was initiated by adding substrate: benzoyl DL-argi-
nine-p-nitroanilide containing: buffer 0.1 M TRIS — HCI
pH 8.2 containing 0.02 M CaClz, trypsin solution and
the tested serum. Inhibition of the reaction occurred
after 10-minute incubation at the temperature of 25°C
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8,2 zawierajgcy 0,02 M CaClz, roztwér trypsyny oraz
badang surowice. Hamowanie reakcji nastepowato
po 10-minutowej inkubacji w temp. 25°C przez doda-
nie 30% kwasu octowego. Nastepnie dokonano od-
czytu absorbancji préby badanej i kontrolnej wobec
proby slepej przy dtugosci fali A = 410 nm. Aktywnos¢
al-antytrypsyny wyrazono w mg zahamowanej tryp-
syny/ ml surowicy. Aktywnos¢ arylosulfatazy ozna-
czono metodg Roya zmodyfikowang przez Bteszyn-
skiego [12]. Do oznaczen jako substrat wykorzysta-
no 0,01M siarczan 4-nitrokatecholu (4NCS) w 0,5M
buforze octanowym o pH 5,6. Miarg aktywnosci en-
zymu byfa ilos¢ uwalnianego 4-nitrokatecholu pod-
czas enzymatycznej hydrolizy substratu. W celu wy-
konania oznaczenia do 0,9 ml roztworu roboczego
substratu dodano 0,1 ml badanej surowicy i inkubo-
wano przez 10 min. w temp. 37°C. Reakcje zahamo-
wano przez dodanie 1 N NaOH. Absorbancje pow-
statego barwnego roztworu zmierzono przy dtugosci
fali A = 510 nm. Aktywnos¢ arylosulfatazy wyrazono
w nmolach 4-NC/mg biatka/min. Do oznaczenia ak-
tywnosci katepsyny D wykorzystano natomiast meto-
de Ansona [13]. Substrat reakcji stanowita 2% zdena-
turowana hemoglobina wotowa, rozpuszczona w 100
ml 0,1 M buforze cytrynianowo-fosforanowym o pH
3,8. Reakcje zapoczgtkowano przez dodanie surowi-
cy badanej do ww. roztworu, a nastepnie catos¢ inku-
bowano w temp. 37°C. Hamowanie reakcji przepro-
wadzono 0,1 N roztworem NaOH. Dodanie odczynni-
ka fenolowego powodowato powstanie niebieskiego
zabarwienia, ktérego poziom oznaczono spektrofoto-
metrycznie przy dtugosci fali A = 660 nm. Stezenie
produktu reakcji obliczono z krzywej wzorcowej dla
tyrozyny. Aktywnos¢ katepsyny D wyrazono w nmo-
lach tyrozyny /mg biatka/min.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej
z uzyciem programu IBM SPSS Statistics 21. Wyko-
rzystano test ANOVA z testowaniem post hoc (test
Tukey’a). Dla sprawdzenia zgodnosci rozktadu zmien-
nych z rozktadem normalnym wykorzystano test Kot-
mogorowa-Smirnowa oraz test Levene’a, za pomocg
ktorego analizowano jednorodnos¢ wariancji w danej
grupie zmiennych. Wyniki przedstawiono jako Sred-
nie + odchylenie standardowe (SD). Za istotny staty-
stycznie przyjeto wspotczynnik istotnosci o wartosci
p <0,05.

Wyniki

Wyniki uzyskane w badaniach przedstawiono w Ta-
beli 2. W pierwszym etapie badania (wysitek fizyczny
i odpoczynek w temperaturze pokojowej) wykazano
istotny statystycznie wzrost aktywnosci AcP o okoto
9% 2 min. (p<0,05) i o okoto 33% 20 min. (p<0,001)
po wysitku fizycznym w poréwnaniu do aktywnosci
tego enzymu przed wykonaniem ¢éwiczen (préba kon-
trolna). Aktywnos¢ tego enzymu byta ponadto wyz-
sza 20 min. po zakonczeniu wysitku niz po 2 min. (p<
0,05). Aktywnos¢ CTS D 20 min. po wysitku fizycz-
nym byta ponad dwukrotnie wyzsza (p<0,001) w po-
réwnaniu do proby kontrolnej. Zaobserwowano tez
istotny statystycznie wzrost aktywnosci tego enzy-
mu 20 min. po wysitku fizycznym w poréwnaniu do
wynikow uzyskanych 2 min. po wysitku (p<0,001). Po-
nadto odnotowano tendencje wzrostowg aktywnosci
ASA po wysitku fizycznym, ale zmiana ta nie byta istot-
na statystycznie. Réwniez réznica aktywnosci ASA 2
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after adding 30% acetic acid. It was followed by ab-
sorbance readout from the studied and the control
group and for the blind test at the wavelength A = 410
nm. The activity of a1-antitrypsin was expressed in
mg of the inhibited trypsin /ml serum. Arylsulfatase
activity was assayed using Roy method, modified by
Bteszynski [12]. For substrate assay 0.01M 4-nitro-
catechol sulfate (4NCS) was used in 0.5M acetate
buffer pH 5.6. The measure of enzyme activity was
the amount of the 4-nitrocatechol released during en-
zymatic substrate hydrolyse. For assaying, 0.1 ml of
the tested serum was added to 0.9 ml of working sub-
strate solution and incubated for 10 minutes at the
temperature of 37°C. The reaction was inhibited by
adding 1 N NaOH. Absorbance of the prepared color-
ful solution was measured at the wavelength A = 510
nm. Arylsulphatase activity was expressed in nmol of
4-NC/mg protein/min. Cathepsin D activity was assay-
ed using Anson method [13].Reaction substrate was
2% denatured ox blood hemoglobin, dissolved in 100
ml 0.1 M citrate-phosphate buffer pH 3.8. The reaction
was initiated by adding the tested serum to this so-
lution and then the mixture was incubated at the tem-
perature of 37°C. Reaction was inhibited using 0.1
NaOH solution. Adding the phenol reagent resulted in
blue coloration the level of which was assayed by
means of spectrophotometry at the wavelength A =
660 nm. Concentration of the reaction product was
calculated from the model curve for thyroxin. Cathe-
psin D activity was expressed in nmol/ of tyrosine /mg
protein/min.

The obtained results were subjected to statistical
analysis using IBM SPSS Statistics 21 program.
ANOVA test was applied with post hoc Tukey test. In
order to verify the compliance of variable distribution
with the normal distribution, Kotmogorov-Smirnov test
was used as well as Levene’s test to analyze unifor-
mity of variance in a given group of variables. The re-
sults are presented as mean values * standard de-
viation (SD). Statistical significance level was set at p
< 0.05.

Results

The results obtained in this study are presented in
Table Il. During the first stage of the study (involving
physical exercise and rest at room temperature)
a statistically significant increase in AcP activity was
noted, by about 9% within 2 minutes (p<0.05) and by
about 33% within 20 minutes (p<0.001) following
exercise, compared with this enzyme activity prior to
exercise (control group). Moreover, this enzyme ac-
tivity was higher 20 minutes after the exercise than
2 minutes after the exercise (p<0.05). CTS D activity
was twice as high (p<0.001) 20 minutes following
exercise compared with that noted in the control group.
A statistically significant increase in this enzyme ac-
tivity was also noted 20 minutes after physical exer-
cise compared with the results obtained 2 minutes
following exercise (p<0.001). Moreover, an incremen-
tal tendency was found in ASA activity after physical
exercise, although the change was statistically insig-
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Tab. 2. Aktywnosci al-antytrypsyny (AAT) i enzyméw lizosomalnych (AcP, ASA, CTS D) w surowicy krwi
Tab. 2. The activity of al-antytrypsin and lysosomal enzymes (AcP: ASA, CTS D) in serum

Etap 1 (wysitek fizyczny i odpoczynek Etap 2 (wysitek fizyczny i kapiel w zimnej
w temperaturze pokojowej)/ wodzie)/
Stage 1 (exercise followed by recovery atroom Stage 2 (exercise followed by cold
Badany parametr/ temperature) water bath)
Tested parameter Przed 2 min. po 20 min. po Przed 2 min. po 20 min. po
wysitkiem/ wysitku/ wysitku/ wysitkiem/ wysitku/ wysitku/
Before 2 min. after 20 min. after Before 2 min after | 20 min. after
exercise exercise exercise exercise exercise exercise
Aktywnos¢ AcP [nmol p-
nitrofenolumg biatka
min x 10°%/ 106=020 | 116=031* | 1,412018"A | 110=026 | 1,17=023 | 1,04=024
The activity of AcP [nmol p- ’ ’ T ’ ’ ’
nitrophenol mg protein
min x 10%]
Aktywnosé A AT [mg
zahamowang trypsyny/ ml
surowicy]/ 0,89 =0,11 0,78=0,13* | 0,75=0,11* 0,67=0,10 | 0,73=0,11 0,74=0,09
The activity of AAT
[mginhibited tiypsin/' ml serum]
Aktywnos$é ASA [nmol 4-NC/mg
biatka'min x 10-%)/ _ _ _ _ _ _
The activity of ASA [nmol 4- 0,79 = 035 1,03=0,43 1,19=0,48 1,08 =038 0,95 = 031 1,04=0,66
NC/mg protein'min x 10"
Aktywnos$¢ CTS D [nmol
tyrozyny/mg biatka min x 10'2)/ _ _ x _ % AA _ _ _ AA
The actiyity of CTS D [nmol 2,67=138 22=1,02 5,77 =0,9S 3,91 =1,58 3,49=128 |6,59=1,92
tyrosinemg protein'min x 10"?]

Wyniki przedstawiono jako warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe.
* roznica istotna statystycznie yersus przed wysitkiem (p<0,05) ** roznica istotna statystycznie yersus przed wysitkiem (p<0,001)
A rézmca istotna statystycznie versus 2 min. po wysitku (p<0,05) A réznica istotna statystycznie versus 2 mm. po wysitku (p<0,001)

The results are shown as ayerage yalue * standard deyiation

* Statistically significant difference versus before exercise (p<0,05) ** Statistically significant difference yersus before exercise
(p<0,001), A Statistically significant difference yersus 2 min. after exercise (p<0,05) ** Statistically significant difference yersus 2 min.

after exercise (p<0,001)

i 20 min. po wykonaniu ¢wiczeh nie byta istotna sta-
tystycznie. Wykazano ponadto istotne statystycznie
obnizenie aktywnosci AAT o okoto 13% 2 min. po wy-
sitku fizycznym (p<0,05) oraz o okoto 16% (p<0,05)
20 min. po wysitku w porownaniu do aktywnosci ozna-
czonej w pierwszym pobraniu.

Natomiast w drugim etapie badania (wysitek fizycz-
ny skojarzony z kapielg w zimnej wodzie) nie wykaza-
no istotnych statystycznie zmian aktywnosci AAT oraz
oznaczanych enzyméw lizosomalnych w wyniku wy-
sitku fizycznego w poréwnaniu z ich aktywnoscig przed
wysitkiem. Odnotowano jednak istotny statystycznie
wzrost aktywnosci CTS D pomiedzy 2 a 20 min. po
wysitku fizycznym (p<0,001). Réznice aktywnosci AcP,
AAT i ASA 20 min. po wysitku fizycznym w poréwna-
niu do wynikow uzyskanych 2 min. po wysitku nie by-
ty istotne statystycznie.

Dokonano réwniez poréwnania wynikéw otrzyma-
nych w etapie 1 z wynikami uzyskanymi w etapie 2.
W badaniach nie wykazano zadnych istotnych staty-
stycznie réznic aktywnosci wszystkich badanych pa-
rametrow 2 min. po wysitku fizycznym miedzy pierw-
szym a drugim etapem. Z kolei 20 min. po wysitku fi-
zycznym i odpoczynku w temperaturze pokojowej ak-
tywnos¢ AcP byta istotnie statystycznie wyzsza niz ak-
tywnos¢ 20 min. po wysitku i kgpieli w zimnej wodzie.

nificant. Also the difference in ASA activity 2 and 20
minutes after exercise was statistically insignificant.
A statistically significant decrease in AAT activity was
found 2 minutes after exercise, by about 13% (p<0.05)
and 20 minutes after exercise, by about 16% (p<0.05),
as compared with the activity determined during the
first sampling.

Conversely, during the second stage of the study
(physical exercise combined with hot water bath) no
statistically significant differences in AAT activity or
the assayed lysosomal enzymes were found after phy-
sical exercise compared to the corresponding base-
line values obtained prior to physical exercise. How-
ever, a statistically significant increase in CTS D activi-
ty was noted between 2 and 20 minutes following phy-
sical exercise (p<0.001).The differences between AcP,
AAT and ASA activities 20 minutes following physical
exercise, compared with the values obtained 2 minutes
after physical exercise were statistically insignificant.

The values obtained during the first stage were
also compared with the ones obtained during the se-
cond stage of the study. No statistically significant dif-
ferences were found in the activities of all the studied
parameters 2 minutes following physical exercise be-
tween the first and the second stage of the study. 20
minutes after physical exercises and rest in room tem-
perature in turn, AcP activity turned out significantly
higher in terms of statistics than the activity determined
20 minutes following physical exercise and cold bath.
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Dyskusja

W niniejszej pracy zaobserwowano wzrost aktyw-
nosci enzymow lizosomalnych po wysitku fizycznym
i odpoczynku w temperaturze pokojowej. Wozniak i wsp.
[6] w swoich badaniach rowniez odnotowali istotne sta-
tystycznie zmiany aktywnosci enzyméw lizosomalnych
po wykonaniu intensywnego wysitku fizycznego u ka-
jakarzy. W swojej pracy zaobserwowali wzrost aktyw-
nosci AcP, ASA i CTS D. Znaczny wzrost aktywnosci
ASA i AcP po wysitku fizycznym odnotowali réwniez
Drewa i wsp. [14]. Autorzy zbadali aktywnos¢ wybra-
nych enzymow lizosomalnych u kajakarzy i wioslarzy
po wykonaniu maksymalnie intensywnego wysitku fi-
zycznego. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki oraz
przytoczone dane literaturowe wskazujg, ze wysitek
fizyczny wywiera wptyw na aktywno$¢ enzymow lizo-
somalnych we krwi. Hydrolazy lizosomalne sg uwa-
zane za dobre markery uszkodzen komérkowych, co
zostato udokumentowane w wielu badaniach [15].
Wptyw wysitku fizycznego na lizosomy udokumento-
wano takze na modelach zwierzecych. Pilstrom i wsp.
[16] zaobserwowali wzrost aktywnosci CTS D oraz
innych wybranych enzymow lizosomalnych po trenin-
gu u szczuréw. Podczas intensywnego wysitku fizycz-
nego wzrasta przepuszczalnos¢ bton lizosoméw, co
umozliwia przenikanie hydrolaz lizosomalnych do cy-
toplazmy, a nastepnie do ukfadu krwiono$nego [9].
Zwiekszona aktywnos¢ enzymow lizosomalnych w mie-
$niach, ktére ulegty uszkodzeniom podczas wysitku fi-
zycznego, przejawia sie wzrostem aktywnosci tych
hydrolaz we krwi. Wzrost aktywnosci enzymoéw lizo-
somalnych wynika rowniez z nagromadzenia neutro-
fili, monocytéw i makrofagéw. Fagocyty te uczestnicza
w naprawie uszkodzonej tkanki miesniowej i uwalnia-
ja hydrolazy lizosomalne, w tym m. in. AcP [17]. Wy-
sitek fizyczny wzmaga ponadto wytwarzanie reaktyw-
nych form tlenu (RFT). Brak rownowagi miedzy wy-
twarzaniem RFT a ich usuwaniem przez ukfad anty-
oksydacyjny prowadzi do powstania stresu oksyda-
cyjnego, ktéry réwniez jest zaangazowany w powsta-
wanie uszkodzen miesni zwigzanych z dziataniem
enzymow lizosomalnych [18,19].

W pracy wykazano takze istotne statystycznie ob-
nizenie aktywnosci AAT po wysitku fizycznym i odpo-
czynku w temperaturze pokojowej. Alfa 1-antytrypsy-
na to biatko ostrej fazy, ktdérego aktywnos¢é moze zmie-
nia¢ sie w przebiegu odpowiedzi zapalnej. AAT jest
jednym z najwazniejszych inhibitorow proteaz sery-
nowych w organizmie cztowieka. Prawidtowa aktyw-
nos¢ tego enzymu warunkuje spowolnienie reakc;ji
zapalnej poprzez hamowanie wydzielania cytokin,
enzymow proteolitycznych i mediatorow zapalnych [20].
Schild i wsp. [21] w swoich badaniach zaobserwowali
wzrost aktywnosci AAT po wysitku fizycznym. Inten-
sywny trening fizyczny indukuje leukocytoze i wzrost
uwalniania elastazy (endopeptydaza), produkowanej
przez neutrofile. AAT, jako inhibitor elastazy, ogranicza
niekorzystne dla organizmu efekty jej dziatania [21].

W niniejszej pracy nie odnotowano istotnych sta-
tystycznie réznic aktywnosci wybranych enzymow li-
zosomalnych i AAT po wysitku fizycznym skojarzo-
nym z kgpielg w zimnej wodzie. Moze to swiadczy¢
o stabilizacyjnym dziataniu kgpieli w zimnej wodzie
na btony lizosomalne, co skutkuje zmniejszonym uwal-
nianiem hydrolaz lizosomalnych do krwi i zmniejsze-
niem ich aktywnosci. Mila-Kierzenkowska i wsp. [15]
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Discussion

This study showed an increase in lysosomal en-
zyme activity after physical exercise and rest at room
temperature. Wozniak et al. [6] in their study also not-
ed statistically significant changes in lysosomal enzy-
me activity after intense physical exercise in kaya-
kers. They found increases in AcP, ASA and CTS D
activities. A significant increase in ASA and AcP ac-
tivity after physical exercise was also noted by Drewa
et al [14]. The authors studied the activity of selected
lysosomal enzymes in kayakers and rowing competi-
tors after maximally intense physical exercise. The
values obtained in this study as well as the cited data
from reference sources indicate that physical exerci-
se affects the activity of lysosomal enzymes in blood.
Lysosomal hydrolases are believed to be good mar-
kers of cell damage, which has been documented in
numerous studies [15]. The effect of physical exer-
cise on lysosomes has also been documented using
animal models. Pilstrom et al. [16] noted an increase in
CTS D activity and the activity of other selected lyso-
somal enzymes after rat training. During an intense
physical exercise, permeability of lysosomal mem-
branes increases, which enables permeation of lyso-
somal hydrolases to the cytoplasm and next, to the
circulatory system [9]. An increased activity of lysoso-
mal enzymes in muscles which were damaged du-
ring physical exercise is manifested by the increase
in the activity of these hydrolases in blood. The in-
crease of lysosomal enzyme activity also results from
accumulation of neutrophils, monocytes and macro-
phages. These phagocytes participate in reparation
of the damaged muscle tissue and release lysosomal
hydrolases including AcP [17]. Physical exercise also
enhances production of reactive oxygen species (ROS).
The lack of balance between production and elimina-
tion of ROS by antioxidant system leads to oxidative
stress which is also engaged in the development of
muscle damage due to the activity of lysosomal enzy-
mes [18,19].

The study also found a significant decrease in
AAT activity after physical exercise and rest in room
temperature. a1-antitrypsin is an acute phase protein
whose activity can change in the course of an inflam-
matory reaction. AAT is one of the most important
serine protease inhibitor in the human body. A normal
activity of this enzyme slows inflammatory responses
through inhibition of cytokine, proteolytic enzyme and
inflammatory mediator production [20]. Shild et al.
[21] in their study noted an increase in AAT activity
after physical exercise. Intense physical training in-
duces leukocytosis and enhanced release of elas-
tase (endopeptidase), produced by neutrophils. AAT,
which is elastase inhibitor, reduces adverse effects of
elastase activity [21].

In this study no statistically significant differences
were noted in the activity of selected lysosomal en-
zymes and AAT following physical exercise, combin-
ed with cold water bath. This may be indicative of
a stabilizing effect of cold water bath on lysosomal
membranes, resulting in a decreased release of lyso-
somal hydrolases to blood and the decreased activity
of lysosomal hydrolases. Mila-Kierzenkowska et al.
[15] studied the effect of cold water bath and expo-
sure to high temperatures in saunas on the activity of
lysosomal enzymes in healthy volunteers — men re-
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badali wptyw kapieli w zimnej wodzie oraz ekspozycji
na wysokg temperature w saunie na aktywnosc¢ enzy-
moéw lizosomalnych u zdrowych ochotnikow — mez-
czyzn regularnie poddajgcych sie kgpielom zimowym
oraz mezczyzn wczesniej niekorzystajacych z kagpieli
zimowych. Uczestnicy badan przed ekspozycjg na
zmiany temperatury otoczenia nie wykonywali wysit-
ku fizycznego. Autorzy nie odnotowali istotnych staty-
stycznie zmian aktywnosci AAT oraz wybranych enzy-
mow lizosomalnych po kapieli w zimnej wodzie. Wy-
niki te mogg sugerowac, ze krétkotrwate kgpiele w zim-
nej wodzie sg bezpieczne dla bton lizosomalnych.
Wozniak i wsp. [6] wykazali z kolei, ze ekspozycja na
dziatanie skrajnie niskich temperatur stabilizuje btony
lizosomalne i przyczynia sie do redukcji uszkodzen
miesni, powstajgcych po intensywnym wysitku fizycz-
nym. W kolejnej pracy Wozniak i wsp. [22] badali
wpltyw kriostymulacji na enzymy lizosomalne i bio-
markery stresu oksydacyjnego u wioS$larzy. Autorzy
zauwazyli, ze kriostymulacja moze zmniejszy¢ ryzy-
ko powstawania stresu oksydacyjnego oraz zminima-
lizowac zakres uszkodzen miesni wywotanych przez
intensywny trening. Wobec tego stosowanie niskich
temperatur zdaje sie by¢ skuteczng i bezpieczng me-
todg regeneracji biologicznej sportowcow. Rowniez
Banfi i wsp. odnotowali korzystne skutki ogélnoustro-
jowej kriostymulacji u profesjonalnych zawodnikow
rugby [23]. Otrzymane przez autoréw wyniki wskazu-
ja na zmniejszenie aktywnosci enzymow, obecnych
w miesniach poprzecznie prgzkowanych takich jak ki-
naza kreatynowa (CK) czy dehydrogenaza mleczano-
wa (LDH) oraz stezenia cytokin prozapalnych przy jed-
noczesnym wzroscie stezenia cytokin przeciwzapal-
nych. Ponadto Roberts i wsp. [4] zaobserwowali, ze
kgpiel w zimnej wodzie znacznie zmniejsza stezenie
mioglobiny w surowicy krwi po wysitku fizycznym.
Uzyskane przez autoréw wyniki dowodza, ze zanu-
rzenie w zimnej wodzie zmniejsza uszkodzenia tkan-
ki miesniowe;j.

Oceny wptywu powysitkowej kgpieli w zimnej wo-
dzie na aktywnos$¢ enzymoéw lizosomalnych oraz funk-
cjonowanie uktadu oksydacyjno-antyoksydacyjnego
dokonali Sutkowy i wsp. [19]. Autorzy zaobserwowali,
ze zarowno odpoczynek w temperaturze pokojowej,
jak i kgpiel w zimnej wodzie nie wywierajg istotnego
wptywu na aktywnos¢ enzymow lizosomalnych w su-
rowicy krwi oraz rownowage oksydacyjno-antyoksy-
dacyjna. Badania te zostaty przeprowadzone na gru-
pie pitkarzy, ktorzy biorg regularny udziat w treningach,
zatem u tych oséb mozna zaobserwowac wzrost ak-
tywnosci uktadu antyoksydacyjnego. Fakt ten zdaje
sie rowniez wyjasnia¢ roznice pomiedzy wynikami
uzyskanymi przez autoréw a wynikami uzyskanymi
w niniejszej pracy.

Obecnie, w celu ztagodzenia niekorzystnych skut-
kow uszkodzen miesni wywotanych wysitkiem fizycz-
nym u sportowcow, stosuje sie wiele réznych zabie-
gow, takich jak: powysitkowe masaze, kapiele w zim-
nej wodzie, ogdlnoustrojowg kriostymulacje lub ekspo-
zycje na ciepto. Zabiegi oparte na zanurzeniu w zimnej
wodzie (o temp. 4°C do 16°C) lub stosowanie aparatu-
ry chtodzgcej (lodowe kamizelki, zimne reczniki lub okta-
dy z lodu) sg najnowszymi i najczesciej stosowanymi
metodami regeneracyjnymi. Gtdwnym korzystnym wpty-
wem niskiej temperatury jest zwezenie naczyn krwiono-
$nych i obnizenie ich przepuszczalnosci, a takze ogra-
niczenie rozwoju proceséw zapalnych [24]. Wykazano,

gularly bathing in cold water in winter and men who
did not bathe in winter. The participants did not per-
form any physical exercise prior to the exposure to
temperature changes. The authors did not find any
statistically significant changes is AAT activity and the
activity of selected lysosomal enzymes after cold wa-
ter bath. The results may suggest that short term cold
water baths are safe for lysosomal membranes. Woz-
niak et al. [6] in turn, found that exposure to extreme-
ly low temperatures stabilizes lysosomal membranes
and contributes to reduction of muscle lesions which
are due to intense physical exercise. In their next stu-
dy, Wozniak et al. [22] analyzed the effect of cryosti-
mulation on lysosomal enzymes and biomarkers of
oxidative stress in rowing competitors. The authors
noted that cryostimulation can decrease the risk of
oxidative stress development and minimize the range
of muscle damage due to intense training. Therefore,
the application of low temperatures seems to be an
effective and safe method of biological regeneration
in athletic population. Banfi et al. also noted favora-
ble effects of systemic cryostimulation in professional
rugby competitors [23]. The results obtained by these
authors indicate a decreased activity of the enzymes
which are present in transversely striated muscles,
such as creatine kinase (CK) or lactate dehydrogenase
(LDH) and concentration of proinflammatory cytokines
with a simultaneous increase in anti-inflammatory cy-
tokine level. Moreover, Roberts et al. [4] noted that cold
water baths significantly decrease myoglobin concen-
tration in blood serum after physical exercise. The re-
sults obtained by the authors show that cold water im-
mersion decreases damage to muscle tissue.

Sutkowy et al. [19] assessed the effect of post-
exercise cold water baths on the activity of lysosomal
enzymes and the function of oxidant-antioxidant sys-
tem. The author noted that neither rest at room tem-
perature nor cold water baths significantly affect the
activity of lysosomal enzymes in blood serum and
oxidant-antioxidant balance. The experiment was con-
ducted in a sample of footballers regularly participa-
ting in training sessions, therefore we can observe an
increased activity of the antioxidant systems in this
population. This fact also seems to explain the diffe-
rence between the results obtained by these authors
and this study results.

Presently various procedures are applied to miti-
gate the consequences of muscle damage due to
physical exercise in athletes, such as: post-exercise
massage, cold water baths, systemic cryostimulation
or exposure to heat. The procedures based on cold
water immersion (in temperatures ranging from 4°C
to 16°C) or using cooling devices (ice vests, cold to-
wels or ice packs) are the newest and most frequent-
ly applied regenerative approaches. The main favo-
rable effect of low temperature is narrowing of blood
vessels and reduction of their permeability as well as
reduction of the development of inflammatory pro-
cesses [24]. It has been proved that the application of
ice packs for 20 minutes reduces swelling resulting
from tissue damage and alleviates muscle pain [25].

The results published so far indicate that post-
exercise exposure to low temperatures is a safe and
a relatively inexpensive method of body regenera-
tion. Cold water baths and ice packs prevent the ne-
gative effect of training overload and support the
treatment of injuries and contusions due to physical
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ze stosowanie 20-minutowych oktadéw z lodu zmniej-
sza obrzeki towarzyszgce uszkodzeniom tkanek, a tak-
ze tagodzi odczuwanie bolu miesni [25].

Dotychczas opublikowane wyniki wskazujg, ze sto-
sowanie powysitkowej ekspozycji ha dziatanie niskich
temperatur jest bezpieczng i stosunkowo tanig meto-
da regeneracji organizmu. Kgpiele w zimnej wodzie
i oktady z lodu przeciwdziatajg negatywnym skutkom
przecigzen treningowych oraz wspomagajg leczenie
kontuzji powstatych podczas treningdw fizycznych.
Przedstawione w pracy wyniki potwierdzajg, ze inten-
sywny wysitek fizyczny powoduje wzrost aktywnosci
enzymow lizosomalnych we krwi zdrowych mezczyzn.
Natomiast kgpiel w zimnej wodzie wptywa na zwigk-
szenie stabilnosci bton lizosomalnych, co moze wpty-
wac na redukcje uszkodzen miesni zwigzanych z ak-
tywnoscig hydrolaz lizosomalnych powstatych po in-
tensywnym wysitku fizycznym. Sg to jednak badania
wstepne i postawienie jednoznacznych wnioskow do-
tyczgcych mozliwych korzystnych efektéw dziatania
niskich temperatur jako zabiegow regeneracyjnych
po intensywnym wysitku fizycznym wymaga kontynua-
cji badan.

Whioski

1. Intensywny wysitek fizyczny skutkuje wzrostem
aktywnos$ci enzymow lizosomalnych we krwi.

2. Kapiel w zimnej wodzie zastosowana po wysitku
fizycznym zwieksza stabilnos¢ bton lizosomalnych,
co moze skutkowa¢ zmniejszeniem powysitkowych
uszkodzen miesni.

training. The results presented in this paper confirm
the statement that intense physical exercise results
in increased activity of lysosomal enzymes in healthy
males’ blood. Hot water bath, in turn, improves the
stability of lysosomal membranes, which fosters re-
duction of muscle damage due to lysosomal hydro-
lase activity after intense physical exercise. This is,
however, a preliminary research and drawing una-
nimous conclusions about a potential favorable effect
of low temperatures in regenerative procedures after
intense physical exercise requires further studies.

Conclusions

1. Intense physical exercise results in increased ac-
tivity of lysosomal enzymes in blood.

2. Hot water bath after physical exercise improves
the stability of lysosomal membranes which can re-
sult in reduction of post-exercise muscle damage.
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