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|. Wstep

[.L1. Wprowadzenie

Nadci$nienie tetnicze (NT) stanowi we wspotczesnej populacji Swiatowej istotny
problem medyczny i spoteczny. W Polsce problem ten dotyczy 32% populacji w wieku
18-79, co oznacza iz 9,5 mln 0s6b cierpi na nadcisnienie tetnicze. Odsetek ten znacznie
wzrasta w starszym wieku siegajac ponad 70% populacji po 80 roku zycia. Wysokie
prawidtowe cis$nienie, stanowiace stan poprzedzajacy nadci$nienie wystepuje u 29% osob
w Polsce [1]. Jesli nie dojdzie do zmiany stylu zycia w Polsce, czegsto$¢ wystepowania
nadci$nienia wérdd dorostych Polakéw w ciggu najblizszych 25 lat zwigkszy si¢ z 32%
do ponad 50%, a liczba pacjentow przekroczy 15 min. Biorgc pod uwage liczbe osob,
ktorych dotyczy problem, catkowite koszty leczenia si¢gaja 35 mld zt rocznie [2].
Nadcis$nienie tetnicze jest jedng z najczestszych przyczyn zgonéw w Polsce i1 na $wiecie.
Dlatego tak waznym elementem postgpowania w nadci$nieniu jest prewencja pierwotna,
ktéra polega na wptywie na uwarunkowania srodowiskowe, zwlaszcza na styl zycia.
Jednym z podstawowych zalecen w prewencji i w leczeniu nadci$nienia tetniczego jest
regularna aktywnos¢ fizyczna, ktéra moze obnizy¢ ci$nienie nawet o 4-9 mm Hg [3]. Jest
to szczegolnie istotne w konteks$cie mechanizmoéw nadci$nienia t¢tniczego.

Pomimo wielu lat badan, mechanizmy nadci$nienia tetniczego, poza stosunkowo
rzadkimi postaciami nadci$nienia wtornego, pozostaja niejasne. Uwaza si¢, ze kluczowa
role w patofizjologii pierwotnego nadcisnienia t¢tniczego odgrywaja migdzy innymi stres
oksydacyjny, dysfunkcja s$rodbtonka [4], zaburzenia w funkcjonowaniu uktadu
wspotczulnego oraz nerek. Badania ostatnich lat zwracajg uwagg na istotna rolg aktywacji
uktadu odpornosci 1 przewlektych stanéw zapalnych w nadcis$nieniu tgtniczym. Stan
zapalny bierze udziat w patogenezie nadcis$nienia tetniczego i jednoczes$nie jest
konsekwencja podwyzszonego cisnienia tetniczego. Zardowno w modelach zwierzecych,
jak i u chorych z NT potwierdzono istotng role uktadu odpornosci jako jednej z waznych
przyczyn progresji nadcisnienia tetniczego. Najnowsze badania genetyczne GWAS
wskazaly na zwigzany z aktywacja ukladu odpornosci gen LNK (SH2B3) jako wazny w
kontroli nadcisnienia t¢tniczego [5]. Obecnie wiadomo, ze regularny wysitek fizyczny
korzystnie wptywa na funkcje srodblonka naczyniowego, ale nie wiadomo w jaki sposob
moze on modulowaé¢ funkcje komorek uktadu odpornosciowego i czy ten efekt moze

wspotuczestniczy¢ w ochronnym dzialaniu wysitku fizycznego na chorych. Wiele



publikacji poruszajacych problem profilaktyki i niefarmakologicznego leczenia
nadcis$nienia tetniczego skupia si¢ na bezposrednim wplywie aktywnosci fizycznej na
srodbtonek naczyniowy i serce [6]. Zaobserwowano, iz trening fizyczny prowadzi do
poprawy funkcji srédbtonka naczyniowego w grupie pacjentdw z wysokim ci$nieniem
tetniczym [7]. Nie nalezy jednak zapominaé, iz regularny wysilek fizyczny moze
modyfikowaé funkcje uktadu odpornosci. Zmiana aktywacji limfocytow i monocytow
moze wplywaé na klasyczng odpornos¢ i modyfikowaé przebieg ogolnoustrojowych
stanow zapalnych. Moze t0 posrednio modulowaé poprawe funkcji S$roédbtonka
naczyniowego obserwowang w wyniku regularnego wysitku fizycznego.

Dotychczas nie zbadano czy poprawa funkcji §rodbtonka, indukowana treningiem
fizycznym, moze wigzaé si¢ ze zmiang parametrow zapalnych u o0séb z wysokim
prawidlowym ci$nieniem tgtniczym. Wobec tych faktow wydaje si¢ zasadnym
poszukiwanie takich zwigzkow, tym bardziej, ze moga one przyczyni¢ si¢ do lepszego
Zrozumienia patogenezy nadci$nienia tetniczego 1 ochronnych mechanizmow
regularnego wysitku fizycznego. Stanowi¢ to moze potencjalnie wazny kierunek
profilaktyczny i terapeutyczny, ktory pozwoli w przyszio$ci na ograniczenie powiktan i

obnizenie kosztow leczenia, a takze na poprawe stanu i jako$ci zycia pacjentow.

[.2.  Nadcisnienie tetnicze
Cisnienie tetnicze krwi jest bardzo zmiennym parametrem, nawet w ciagu jednej
doby [8]. W 2013 roku zostaly opublikowane uaktualnione wytyczne European Society
of Hypertension — European Society of Cardiology (ESH — ESC), migedzy innymi
dotyczace klasyfikacji nadci$nienia tetniczego (Tabela 1) [9]. Wyodrebniono w niej trzy
rodzaje prawidlowego ci$nienia krwi, w tym ci$nienie wysokie prawidtlowe obejmujace
zakres 130-139 mmHg dla skurczowego oraz/lub 85-89 mmHg dla rozkurczowego
cisnienia. Wyodrebnione zostaty cztery rozne, stopnie zaawansowania NT.
Nadci$nienie tgtnicze jest zatem definiowane jako stan, w ktoérym ci$nienie

rozkurczowe osigga 140 mm Hg oraz/lub rozkurczowe 90 mmHg.



Tabela 1. Klasyfikacja oraz definicja pozioméw cisnienia krwi wg ESH-ESC z 2013 roku
[9].

Kategoria Skurczowe Rozkurczow
(mmHg) e (mmHg)
CisSnienie optymalne <120 oraz <80
Cisnienie prawidlowe 120-129 oraz/lub 80-84
Cisnienie wysokie prawidlowe 130-139 oraz/lub 85-89
Nadcis$nienie — stopien 1 (lagodny) 140-159 oraz/lub 90-99
Nadcisnienie — stopien 2 (umiarkowane) 160-179 oraz/lub 100-109
Nadci$nienie — stopien 3 (ci¢zkie) >180 oraz/lub >110
Nadci$nienie izolowane skurczowe >140 oraz <90

Nadcisnienie tetnicze mozemy podzieli¢ na pierwotne oraz wtorne [10]. Nadcisnienie
pierwotne definiowane jest jako takie, w ktorym nie wystepuja przyczyny nadci$nienia
wtornego, jak np. choroby nerek, niewydolno$¢ nerek, guz chromochtonny,
hiperaldosteronizm. Przyjmuje si¢, ze ok 90-95% osob chorych na NT, cierpi na
nadci$nienie pierwotne. U pozostatych oséb nadcisnienie ma charakter wtorny, czyli jest

zdiagnozowana pierwotna przyczyna wystapienia nadci$nienia.

[.2.1. Epidemiologia

Nadcis$nienie tetnicze jest chorobg rozwijajaca si¢, poczatkowo bezobjawowo.
Pacjent zglasza si¢ do lekarza najczesciej, dopiero wtedy gdy wystapig objawy takie jak
bole gtowy, zadyszka, zawat czy udar moézgu. Jak wynika z raportu PBS wykonanego na
zlecenie grupy Polpharma, 17% badanych kontrolowalo swoje cis$nienie w ciagu
ostatniego tygodnia, a tylko 16% w ciggu ostatniego roku. 41% badanych mierzyto
ci$nienie ponad rok wczesniej lub wiecej, ale az 9% ankietowanych nie pamigta czy, lub
nigdy nie badato poziomu ci$nienia [11]. Patrzac na te dane nietrudno zrozumie¢ tak
wysoki odsetek zachorowalno$ci na nadcisnienie, ktore dotyczy ok. 30 — 45% populacji
ogoblnej, a wartos$¢ ta intensywnie wzrasta z wiekiem [9]. W Polsce problem ten dotyczy
32% populacji w wieku 18-79 i ponad 70% populacji po 80 roku zycia. Wysokie
prawidtowe cis$nienie, stanowiace stan poprzedzajacy nadcisnienie wystepuje u 29% osob
[1]. Ryzyko zgonu osoby z nadci$nieniem (bez towarzyszacych innych czynnikow
ryzyka) jest 2-krotnie wyzsze u kobiet i 3-krotnie wyzsze u megzczyzn w porownaniu do

0sOb bez nadci$nienia. Wystarczy jednak, ze oprocz nadcisnienia u danej osoby wystapi



jeszcze 6 innych czynnikow ryzyka (T. Chol/HDL-C>5,0; TG>200 mg/dl; palenie
papieroséw; BMI>30,0; obecne objawy choroby niedokrwiennej serca; dodatni wywiad
rodzinny dotyczacy chorob uktadu krazenia), a ryzyko zgonu wzrosnie odpowiednio 15-

i 14-krotnie w stosunku do 0séb bez nadcisnienia i innych czynnikow ryzyka [12].

[.2.2. Czynniki ryzyka

Nie sg znane przyczyny nadci$nienia pierwotnego, mozna jednak wyodrebnic
szereg czynnikow ryzyka, ktore moga podwyzsza¢ cisnienie. Do najwazniejszych naleza:
otyto$¢, insulinoopornos¢, wysokie spozycie alkoholu, wysokie spozycie soli, starzenie

sig, siedzacy styl zycia, stres, niskie spozycie potasu oraz wapnia [10].

.2.2.1. Styl zycia i brak regularnej aktywnosci fizycznej

Regularna aktywnos¢ fizyczna jest szeroko uznang forma prewencji nadci§nienia
i innych chordb uktadu krazenia [13]. Wystepujacy coraz czeSciej siedzacy styl zycia,
nawet jesli wspolttowarzyszy mu regularny wysitek, moze wywiera¢ szkodliwe dziatanie
na nasze ci$nienie. Spedzanie 2 lub wigcej godzin przed telewizorem/komputerem
dziennie, powoduje 2-krotny wzrost ryzyka wystapienia insulinoopornosci [14], ktora
prowadzi do nadci$nienia. Natomiast osoby, ktore poswiecajg 1 godzing tygodniowo na
intensywny wysitek i1 ogladaja telewizj¢ mniej niz 2 godziny dziennie maja nizsze
ci$nienie o 2,7 mmHg w przypadku kobiet i 3,6 mmHg w przypadku me¢zczyzn od tych,
Ktorzy nie deklarujg zadnego regularnego intensywnego wysitku i spedzajg przed
telewizorem ponad 4 godziny dziennie [15]. Jest to wazny aspekt, gdyz wiele os6b ma
siedzgcy tryb pracy, wigc przed komputerem spedza srednio 8 godzin dziennie. Aby
unikna¢ wzrostu ci$nienia, wystarczy co 20 minut zrobi¢ 2 minutowg przerwe na mato
lub $rednio intensywny spacer [16]. Wysitek fizyczny i zwigzany z tym wzrost
wydolnosci wysitkowe] zmniejsza $miertelno$¢ u osob starszych z nadci$nieniem
tetniczym nawet o 48% [17]. Regularny wysitek fizyczny poprawia funkcje srodbtonka
u chorych z cukrzycg typu 1 i zmniejsza Smiertelno$¢ spowodowang chorobami sercowo-
naczyniowymi [18]. Dysfunkcja srodbtonka jest jedna z gtéwnych przyczyn nadcisnienia
tetniczego oraz innych chordéb sercowo-naczyniowych [19]. Zaobserwowano, iz
regularny wysitek fizyczny jest skuteczng strategia w prewencji oraz leczeniu chordb
uktadu krazenia przez poprawe funkcji srodbtonka [20]. Wyniki z badan na zwierzecym
modelu nadci$nienia wykazaly ochronne dziatanie wysitku fizycznego na funkcje

srodbtonka migdzy innymi przez wzrost ekspresji srodblonkowej syntazy tlenku azotu
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[21]. Mata aktywnos$¢ fizyczna, wraz z paleniem papieros6w i niewlasciwag dietg jest

jednym z najwazniejszych czynnikow prognostycznych wystepowania chordb serca [22].

.2.2.2. Otytosé

Otytos$¢, szczeg6lnie otytos¢ brzuszna jest gldownym czynnikiem ryzyka w
nadcis$nieniu. Jak wynika z badania Framingham prowadzonego od 1948 roku i
polegajacego na wieloletniej obserwacji wptywu zmian wagi na takie czynniki jak
poziom cholesterolu, ci$nienie tetnicze, glukoza czy kwas moczowy, wzrost wagi 0 10%
jest powigzany ze wzrostem ci$nienia o 6,5 mmHg [23]. Inne badania pokazaty, iz wptyw
wskaznika masy ciata (ang. body mass index, BMI) i wskaznika brzusznej lokalizacji
tkanki ttuszczowej (ang. waist/hip ratio, WHR) na warto$¢ ci$nienia t¢tniczego jest
niezalezny od ptci, wieku, wywiadu rodzinnego i leczenia przeciwnadcisnieniowego [24].
Wykazano, ze od wartosci BMI>18,5 kg/m?, wraz ze wzrostem tego parametru wzrasta
istotnie czegsto$¢ wystepowania nadci$nienia 1 stopien jego zaawansowania [25].
Nadci$nienie tetnicze wystepuje 6 razy czesciej u osob otylych niz u szczuptych
mezczyzn i kobiet [26]. Nie znany jest doktadny mechanizm za pomoca ktdrego otytosc
podwyzsza ci$nienie tetnicze, ale wiadomo, ze podwyzszone BMI jest powigzane ze
wzrostem objetosci osocza oraz rzutu serca. Obydwie te zmiany mogg by¢ odwrocone

przez zrzucenie wagi, co wiaze si¢ z obnizeniem ci$nienia [27].

.2.2.3. Insulinoopornos¢

Relacja pomiedzy insulinooporno$cig i wystepowaniem nadci$nienia pierwotnego
jest bardzo ztozona. Wiadomo, ze insulina zwigksza retencje sodu w nerkach [28]-[30].
Jest ona rowniez zwigzana ze wzrostem aktywno$ci uktadu wspotczulnego [31] oraz
stymulacjg wzrostu komorek miesniowki in vitro [32]. Podwyzszony poziom insuliny
zostal zaobserwowany czeSciej u pacjentow z nadcisnieniem pierwotnym [33]-[35] i
wysokim prawidtowym [36] niz u pacjentow z cisnieniem optymalnym/prawidtowym.
Wspolnym czynnikiem ryzyka taczacym insulinooporno$¢ z nadci$nieniem jest otylos$é
[37]. Zdania na temat zalezno$ci pomig¢dzy interakcjg nadcisnienia z insulinoopornoscia
a otyloscig sg jednak podzielone. Cz¢$¢ badaczy uwaza, iz insulinoopornosc¢ 1 otytos¢ sg
niezaleznymi czynnikami ryzyka nadcisnienia [38], pozostali uwazajg, ze sg one ze sobg

Scisle powigzane [39]-[42].



.2.2.4. Wysokie spozycie soli

Od dawna, wysokie spozycie soli jest kojarzone ze wzrostem ci$nienia tetniczego.
Jak wykazaty badania, nawet niewielkie obnizenie spozycia soli przez cztery lub wigcej
tygodni powoduje znaczacy spadek ci$nienia zar6wno w grupie z nadci$nieniem jak i
cisnieniem prawidtowym [43]. Inne badania pokazuja, ze Srednie ci$nienie skurczowe
oraz rozkurczowe wzrasta wraz ze wzrostem stosunku sodu w moczu do kreatyniny [44].
Obecne rekomendacje aby obnizy¢ spozycie soli z 9-12 do 5-6g/dzien, zgodnie z
badaniami powinny wywrze¢ korzystny efekt na ciSnienie krwi, a w przysztosci

doprowadzi¢ nawet do zmniejszenia tej granicy do 3g/dzien [43].

.2.2.5. Niskie spozycie potasu oraz wapnia

Nadcis$nienie tetnicze, oprocz wysokiego spozycia soli zawierajacej sod moze by¢
rowniez spowodowane zbyt niskim spozyciem potasu oraz wapnia. Stosunek ilosci
spozywanego sodu do ilosci spozywanego potasu moze mie¢ wigksze znaczenie, niz
kazdy z tych czynnikoéw osobno [45]. Obnizenie stosunku spozycia sodu do spozycia
potasu skutkowalo obnizeniem ci$nienia [46]. Badania przeprowadzone w Stanach
Zjednoczonych pokazaty, iz stosowanie specjalnie zrownowazonej diety (ang. Dietary
Approaches to Stop Hypertension, DASH) zawierajacej miedzy innymi zwigkszong ilo$¢
potasu, magnezu oraz wapnia spowodowalo obnizenie ci$nienia tetniczego niezaleznie
od poziomu przyjmowanego sodu. Najwigkszy spadek cisnienia odnotowano w grupie
0soOb stosujgcych diet¢ DASH oraz spozywajacych s6d w niewielkich ilosciach [47].
Dowodéw na dziatanie wapnia oraz potasu dostarczajg rowniez inne badania, gdzie
wykazano ze wzrost spozycia wapnia wigze si¢ z obnizeniem ci$nienia, zardwno
skurczowego jak i rozkurczowego [48], natomiast zwigkszenie spozycia potasu nie tylko

obnizato ci$nienie, ale rOwniez zmniejszato ryzyko wystapienia zawatu o 24% [49].
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.2.2.6. Wysokie spozycie alkoholu

Dzienne, $rednie spozycie alkoholu w postaci czerwonego wina ma dzialanie
protekcyjne pod wzgledem wystepowania nadcisnienia i innych objawow zespotu
metabolicznego [50]. W przeciwienstwie do tego, spozywanie alkoholu w nadmiernych
iloSciach jest uznawane za istotny czynnik ryzyka wystapienia nadcis$nienia. Jak
udowodniono, w grupie os6b naduzywajacych alkoholu nadci$nienie wystepowato 4-
krotnie cz¢$ciej w pordwnaniu do oséb niepijacych. Zauwazono rdwniez, ze u osob, ktore
kiedy$ naduzywaly alkoholu poziom ci$nienia byt podobny do tych, ktore w ogdle nie
pija alkoholu, co oznacza, ze wptyw alkoholu jest odwracalny [51]. Ostatnie badania
dowiodly, iz spozycie czerwonego wina w Wysokiej dawce 200-300 ml/dzien (146-218 g
alkoholu/tydzien) zwigksza zarowno skurczowe jak i rozkurczowe ci$nienie krwi u kobiet
w wieku przed menopauzalnym [52], co jest w zgodzie z wczesniejszymi doniesieniami

dotyczacymi zarowno kobiet jak i me¢zczyzn [53].

1.2.2.7. Wiek

Czesto$¢ wystepowania nadci$nienia tetniczego wzrasta wraz z wiekiem. Jest to
zwigzane ze zmianami, jakie zachodza w $cianie naczyn krwiono$nych pod wpltywem
starzenia. Gtéwnie ze wzrostem sztywnosci $cian naczyn [54]. Jest ono spowodowane
nagromadzeniem si¢ ztogéw wapniowych, zmianami w komorkach migéni gtadkich w
warstwie $rodkowej S$ciany naczynia oraz jako$ciowymi i ilo§ciowymi zmianami
kolagenu [55]. Z polskich badan NATPOL III PLUS wynika, iz w mtodszej populacji
nadci$nienie tetnicze, bez podziatu na pte¢ §rednio wystepowato u 7,2%, w grupie 40-59
lat juz u 34,1%, natomiast w grupie powyzej 59 roku zycia az u 57,5% badanych [56].
Podobne wyniki pokazuja réwniez badania przeprowadzone w Stanach Zjednoczonych,
gdzie wartosci te dla powyzszych grup wynosza odpowiednio: 7,3%, 32,6% oraz 66,3%
w grupie powyzej 59 roku zycia [57]. Czgsto$¢ wystgpowania nadci$nienia wzrasta

prawie 2-krotnie u 0s6b powyzej 59 roku zycia w porownaniu do oséb mtodszych.

1.2.2.8. Stres

Wraz ze wzrostem rozwoju cywilizacyjnego zwiekszyta sie zapadalno$¢ na
pierwotne nadci$nienie tetnicze, spowodowane coraz szybszym tempem zycia 1 duza
ilo$cig nowych bodzcow stresowych. Stres psychiczny, czgsto zwigzany ze sSrodowiskiem
pracy lub problemami osobistymi jest istotnym czynnikiem ryzyka w rozwoju

nadci$nienia. Jak wykazaly badania przeprowadzone na urzednikach panstwowych,
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podniesione ci$nienie w reakcji na stres ma pozniejszy udziat w rozwoju nadci$nienia
[58]. W innym badaniu zaobserwowano zwigzek pomig¢dzy nat¢zeniem pracy a
nadci$nieniem. Wyniki byly jednak istotne tylko dla grupy mezczyzn [59]. Natomiast
badania przeprowadzone w Finlandii w$rod pracownikoéw jednej z firm wykazaty, iz
wysokie nat¢zenie pracy oraz niskie wynagrodzenie, brak uznania i mate szanse na
rozw0j zawodowy ponad 2-krotnie zwigkszaty umieralno$¢ z powodu chorob sercowo-

naczyniowych [60].

[.2.3. Gléwne komponenty patofizjologii rozwoju nadcisnienia
tetniczego

Nadcis$nienie tetnicze to bardzo ztozona choroba, ktorej patomechanizm nie zostat
jeszcze do konca wyjasniony. Istnieje kilka gléwnych proceséw patologicznych, ktore
wspotistniejac ze soba prowadza do rozwoju nadcisnienia t¢tniczego. Naleza do nich:

1.  Dysfunkcja srodbtonka.

2. Zaburzenie pracy nerek.

3. Zaburzenie w sygnalizacji osrodkowego uktadu nerwowego.

4.  Stres oksydacyjny.

5. Stany zapalne w obrgbie narzadow docelowych (nerek, naczyn

krwiono$nych).

.2.3.1. Dysfunkcja sréodbtonka

Srédblonek naczyniowy jest najwigkszym organem wewnatrzwydzielniczym
cztowieka, umiejscowionym pomiedzy krwig a $ciang naczynia i tkankami. Komorki
srodbtonka naleza do wyspecjalizowanych nablonkéw ptlaskich tworzacych
jednowarstwowg spolaryzowang wysciotke wewnetrznej Sciany naczyn krwionosnych.
Od strony swiatta naczynia powierzchnia tych komorek jest najczesciej gladka, z
nielicznymi utworzonymi przez blony plazmatyczne, mikrokosmkami limitujacymi
potaczenia migdzykomorkowe [61]. Do podstawowych funkcji $rodbtonka nalezy
utrzymanie homeostazy uktadu krazenia i catego organizmu. Odgrywa on réwniez
kluczowa role w utrzymywaniu odpowiedniego napigcia 1 struktury $cian naczyn
krwiono$nych, a zaburzenia w jego pracy wigzg si¢ z rozwojem miazdzycy, nadci$nienia
tetniczego, cukrzycy oraz przewleklej niewydolnosci nerek [62]. Srodbtonek zaréwno
anatomicznie jak i czynnosciowo jest kluczowym miejscem, gdzie maja poczatek

patologiczne procesy dotyczace $ciany naczyniowej. Komorki srédbtonka uwalniajg
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dwie grupy substancji o przeciwstawnych wtasciwosciach. Do pierwszej grupy naleza
zwiazki naczyniorozszerzajace takie, jak prostacyklina i tlenek azotu oraz szereg innych
substancji okreslanych ogolnie jako §rédblonkowe czynniki rozszerzajace naczynia (ang.
Endothelium-derived relaxing factors, EDRF). Do drugiej grupy nalezg czynniki
powodujace skurcz miesniowki gladkiej naczyn krwiono$nych, znane pod nazwa
srodbtonkowe czynniki zwezajace naczynia (ang. Endothelium-derived contracting
factors, EDCF). Do tej grupy zaliczajg si¢ mi¢dzy innymi endotelina, tromboksany i
wolne rodniki tlenowe (ang. Reactive Oxygen Species, ROS) [63]. Do dysfunkcji
srédblonka dochodzi, gdy zachwianiu ulega rownowaga tych dwoch grup na korzysé
EDCF (Rycina 1). Mechanizmy te obejmuja roéwniez nasilenie ekspresji molekut
adhezyjnych (ICAM—1,VCAM-1, P-selektyny) [62] oraz zmiang konfiguracji
powierzchni btony od strony $wiatla naczynia majacej odzwierciedlenie w powstawaniu

mikrokosmkow [61].

Endotelina

Tromboksany
NO RO
Prostacykliny

EKspresja:
I-CAM
V-CAM
P-selektyny

Rycina 1. Schemat przedstawiajgcy zachwianie réwnowagi zwigzkow powodujgcych
rozkurcz oraz skurcz naczynia w wyniku dysfunkcji srodbtonka.

W wyniku tego dochodzi do zwigkszenia powierzchni stycznej z elementami
morfotycznymi krwi oraz migdzy innymi do wzmozonej aktywacji ptytek krwi.
Nastgpnie dochodzi do rozszczelnienia ztgczy migdzykomorkowych 1 powstania
kanatoéw, poprzez ktore przedostaja si¢ monocyty 1 limfocyty ze Swiatta do wnetrza
naczynia oraz tkanek okotonaczyniowych [64], [65]. Tak rzgski $rodbtonka odgrywaja
szereg funkcji ochronnych w homeostazie naczyn krwionosnych.

Jedng z najistotniejszych molekut regulujgcych ochronne dziatania srodbtonka
jest produkowany przez jego komorki tlenek azotu (NO) i wlasnie zalezna od NO
rozkurczowa funkcja naczyn uwazana jest za podstawowy wyktadnik funkcji sroédblonka

[66]. Tlenek azotu w srodbtonku syntetyzowany jest z L-argininy w reakcji katalizowanej
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przez $rodbtonkowa izoforme syntazy tlenku azotu (ang. Endothelial Nitric Oxide
Synthase, e-NOS). Jest on produkowany w warunkach fizjologicznych, ale jego produkcja
moze by¢ zwigkszona pod wptywem agonistow receptora lub sit $cinajgcych dziatajacych
na $cian¢ naczynia. NO aktywuje cyklaze guanylowa przez co zwigksza stezenie cGMP
w komorkach migsni gtadkich naczyn, co prowadzi do ich rozszerzenia [67]. Tlenek azotu
jest glownym czynnikiem réwnowazacym skurcz naczyh wywotywany przez
wspoétczulny uktad nerwowy [68] oraz uktad renina-angiotensyna-aldosteron [69].
Dodatkowo NO ma dziatanie antyproliferacyjne, polegajace na zmniejszeniu mitogenezy
komorek miegsni gladkich, hamuje agregacj¢ ptytek krwi oraz zapobiega utlenianiu
lipidow [63]. Zmniejszona biodostepnos$¢ tlenku azotu, prowadzi do zwigkszenia
ekspresji VCAM-1, jak rowniez liganda CD40 i tym samym umozliwia adhezj¢
zaktywowanych limfocytow T 1 monocytéw do $ciany naczynia, co rozpoczyna reakcje
zapalng w $cianie naczynia [70], [71].

Ze wzgledu na liczne naczynioochronne dziatania NO, obnizenie jego
biodostgpnosci jest wazne w patogenezie wielu schorzen. Istnieje kilka niezaleznych
mechanizméw obnizenia biodostepnosci NO. Kluczowym czynnikiem regulujacym jest
dostepnos¢ substratu, srodowisko reakcji, poziom aktywnosci eNOS oraz regulujaca je
dostepno$¢ kofaktora eNOS — tetrahydrobiopteryny (BH4) (a w szczeg6lno$ci utlenianie
do BH2) oraz dziatania kompetycyjnych inhobitoréw, np. ADMA (ang. Asymmetric
Dimethyloarginine) [62]. Wiele z powyzszych mechanizméw wykazuje zmiany w NT. U
chorych z nadci$nieniem tetniczym zaobserwowano zmniejszenie biodostgpnosci NO
[72], ktore moze by¢ nastgpstwem zmniejszonej jego syntezy w wyniku uszkodzenia
komorek srodbtonka, na przyktad przez wolne rodniki [19]. Inng przyczyna zmniejszenia
dostgpnosci NO jest dziatanie asymetrycznej dimetyloargininy ADMA, ktorej stezenie
dodatnio koreluje z wiekiem, $rednim ci$nieniem tetniczym i poziomem glukozy [73].
Ponadto NO moze by¢ unieczynniony przez uwalniany w nadmiarze w nadci$nieniu
anionorodnik ponadtlenkowy (O27) [74]. Przed szkodliwym oddziatywaniem wolnych
rodnikéw chronig enzymatyczne zwigzki antyoksydacyjne, takie jak dysmutaza
ponadtlenkowa SOD (Super Oxide Dismutase) i peroksydaza glutationowa GPx
(Glutathione Peroxidase) [75]oraz nieenzymatyczne, z ktorych kluczowsg role odgrywa
glutation GSH (y-L-Glutamyl-L-cysteinylglycine) [76]. Jednak w nadci$nieniu tetniczym
mechanizmy te moga by¢ upo$ledzone, co manifestuje si¢ zwigzkiem Stresu

oksydacyjnego z nadci$nieniem.
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.2.3.2. Zaburzenie pracy nerek

Zwiazki pomiedzy nadci$nieniem t¢tniczym a nerkami sg znane i akceptowane od
dawna, poniewaz to wilasnie one odgrywaja zasadniczg rolg¢ w regulacji ci$nienia
tetniczego Krwi. Nadci$nienie spowodowane zaburzeniem pracy nerek, czyli tak zwane
nerkowopochodne wystepuje u ok 5% chorych na NT. Moze by¢ one spowodowane
chorobg nerek  (migzszowonerkowe) lub  zwezeniem  tetnicy  nerkowej
(naczyniowonerkowe) [77]. Nerki, w odréznieniu od wspétczulnego uktadu nerwowego
odpowiedzialne sg za dlugotrwale zmiany ci$nienia zachodzace w ciggu dnia, tygodnia
czy lat. Dzieje si¢ to gldwnie poprzez regulacje gospodarki sodowej organizmu w
nerkach. Gdy dochodzi do wzrostu ci$nienia, powinno si¢ zwigkszy¢ wydalanie sodu i
wody z organizmu do momentu, az ci$nienie powréci do normalnego poziomu [78]. Do
nadci$nienia dochodzi gdy mechanizmy te ulegajg zaburzeniu. Choroby nerek, takie jak
ostre i przewlekte zapalenie kiebuszkow nerkowych i nefropatia cukrzycowa wywotuja
nadci$nienie migzszowonerkowe, migdzy innymi przez uposledzenie wydalania sodu i
wody przez nerki oraz wzrost produkcji substancji obkurczajacych naczynia, takich jak
angiotensyna 1l i endotelina 1, przy jednoczesnym zmniejszeniu poziomu substancji
rozkurczajacych, np. NO. Natomiast choroby naczyn nerek (np. miazdzyca, zator, tetniak
tetnicy nerkowej) moga spowodowac nadci$nienie naczyniowonerkowe na skutek
niedokrwienia nerki z nastgpczym nadmiernym wydzielaniem reniny [77]. W
nadci$nieniu nerkowopochodnym istotne znaczenie odgrywa ilos¢ sodu przyjmowanego
z dietg. U czegsci pacjentdw z N'T, wzrost ciSnienia jest wrazliwy na zmiany st¢zenia sodu
w diecie (ang. salt sensitivity). Pacjenci ci roznig si¢ poziomem wydalania sodu z
organizmu od chorych niewrazliwych na so6l. Najczes$ciej nadci$nienie wywotane
wrazliwoscig na sol okresla sie jako 10% wzrost ci$nienia krwi podczas wysokiego

spozycia soli w pordwnaniu do niskiego spozycia soli [79].

1.2.3.3. Zaburzenie sygnalizacji osSrodkowego uktadu
nerwowego

Osrodkowy uktad nerwowy (OUN) moze by¢ kluczowym miejscem dziatania
czynnikéw pro-nadcisnieniowych. Co wigcej, mechanizmy te mogg stanowi¢ wspolny
mianownik dla szeregu elementéw patogenezy NT. OUN reguluje bowiem funkcje
naczyn, nerek a takze ukladu odpornosci. Uktad wspolczulny jest podstawowym
mechanizmem krétkotrwatej regulacji ci$nienia tetniczego. Jego pobudzenie prowadzi do

przyspieszenia akcji serca i skurczu naczyn oporowych, przez co zapobiega nadmiernemu
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spadkowi ci$nienia. Jego pobudzenie moze wptywaé na dlugookresowa regulacje
ci$nienia. Uktad wspotczulny moze zwicksza¢ aktywnos¢ uktadu renina-angiotensyna-
aldosteron poprzez zwickszanie sekrecji reniny. Moze réwniez prowadzi¢ do przerostu
migsnia sercowego czy zwiekszonej przepuszczalnosci blony komorkowej dla sodu oraz
zmniejsza¢ wrazliwos$¢ baroreceptorow [80].

Noradrenalina produkowana przez uktad wspodtczulny jest neurotransmiterem w
organach limfatycznych. Organy te s3 unerwione przez zakonczenia nerwowe
noradrenergiczne, cholinergiczne 1 peptydergiczne. NajczesSciej z nich wystepuja
zazwojowe widkna noradrenergiczne. Zakonczenia nerwowe moga tworzy¢ Scisle
polaczenia przypominajace synaps¢ z limfocytami oraz makrofagami, na powierzchni
ktorych znajduja si¢ receptory adrenergiczne, peptydergiczne oraz opioidowe.
Noradrenalina wiaze si¢ z receptorami [2-adrenergicznymi, przez co aktywuje kaskade
kinaz. Bezposrednim tego efektem w limfocytach T jest zahamowanie proliferacji w
odpowiedzi na bodziec oraz wytwarzania IL-12 i IFNy. Jednoczes$nie aktywacji ulegaja
limfocyty Th2, o czym $wiadczy¢ moze zwigkszona produkcja cytokin IL-4, IL-5, IL-6
oraz IL-10. W makrofagach pod wptywem dziatania noradrenaliny dochodzi do
zmniejszenia produkcji IL-6, natomiast w limfocytach B w zaleznosci od czynnika
stymulujacego dochodzi albo do zahamowania albo wzmocnienia ich proliferacji [81].
Wspolczesne badania wykazaty, iz stres oksydacyjny w narzadach okotokomorowych
moézgu, a szczegodlnie w narzadach podsklepieniowych jest zaangazowany w aktywacje
limfocytow T. Sa to jedne z nielicznych obszarow mézgu, w ktorych naczynia wltosowate
maja strukture okienkowa, przez co bariera krew-mozg jest niekompletna 1
niefunkcjonalna. Dzigki temu moga tam dziata¢ czynniki krazace we krwi, jak np.
angiotensyna II. Dodatkowo, ROS produkowane przez neurony narzadow
okolokomorowych biorg udzial w rozwoju nadci$nienia, miedzy innymi przez aktywacje
wydzielania przekaznikéw uktadu wspotczulnego. Myszy z wyciszonym genem
zewnatrzkomorkowej dysmutazy ponadtlenkowej w moézgu, charakteryzowaty sig
podwyzszonym ci$nieniem t¢tniczym krwi o okoto 20 mmHg. Zwierzgta te byly bardziej
wrazliwe na niskie dawki Ang II. Zaobserwowano, iz wyciszenie genu SOD
doprowadzilo do zwigkszonego odsetka zaktywowanych limfocytow T oraz
naczyniowego stanu zapalnego zwigzanego z infuzjg angiotensyny II. Analizy tetna oraz
zmiennosci ci$nienia pozwolily wysnu¢ wniosek, iz powyzsze obserwacje zwigzane byly

z aktywacja 1 przekaznikami uktadu wspotczulnego [82].
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1.2.3.4. Stres oksydacyjny

Gloéwnymi elementami odpowiadajagcymi za powstawanie stresu oksydacyjnego
sg produkowane w nadmiarze reaktywne formy tlenu oraz azotu (ang. Reactive Nitrogen
Species, RNS). Do grupy ROS zaliczane sg czgsteczki zawierajgce atom tlenu z
niesparowanym elektronem, np. anionorodnik ponadtlenkowy O™ oraz hydroksylowy
‘OH, jak rowniez czasteczki o wysokiej reaktywnoséci, ale nie posiadajace
niesparowanego elektronu, np. nadtlenek wodoru H>O,. Do tej grupy zaliczy¢ mozna
réwniez produkty powstate w czasie reakcji ROS z elementami strukturalnymi komorki.
Do RNS naleza natomiast takie czasteczki jak np. nadtlenoazotyn (ONOQ"), powstajacy
w reakcji O z NO [83]. Zarbwno ROS jak i RNS produkowane sg podczas
prawidlowego metabolizmu komorki i moga wywiera¢ korzystne jak i szkodliwe
dziatanie na nig. Reaktywne formy tlenu sg zaangazowane mi¢dzy innymi W podstawowe
mechanizmy uktadu odpornosciowego w walce z drobnoustrojami na drodze fagocytozy
dzigki ich wtasciwosciom toksycznym [81]. Reaktywne formy tlenu oraz azotu sa
zaangazowane w regulacje wzrostu, starzenia si¢ 1 $mierci komorki oraz stuzg jako
czasteczki sygnatowe w wielu procesach. Moga one powstawa¢ na skutek wyciekania
elektronow z mitochondrialnego tancucha transportu elektronéw podczas produkcji ATP,
jednakze ilosci te sg niewielkie [83]. Wysoki poziom glukozy oraz wolnych kwasow
thuszczowych moze doprowadzi¢ do zaburzenia pracy mitochondriow i w konsekwencji
do zwigkszonej, szkodliwej produkcji wolnych rodnikow w komorce [84]. W rezultacie,
utlenieniu mogg ulec biatka [85], lipidy [86], [87] i kwasy nukleinowe [88], ktore maja
kluczowe znaczenie dla komorki. Uszkodzenie ich pod wptywem wolnych rodnikow
moze prowadzi¢ do upo$ledzenia funkcji a nawet $mierci komoérki [83], dlatego
organizmy zywe wyksztalcily mechanizmy unieczynniajace wolne rodniki przez enzymy
antyoksydacyjne: dysmutaze ponadtlenkows, katalaze, reduktaze glutationowa,
peroksydaze glutationowa i tioredoksyny [74].

W komorkach srodbtonka, gtdéwnym zrodtem ROS sg oksydazy NADPH (ang.
NADPH oxiadase, NOX), oksydaza ksantynowa, mitochondria oraz rozprzezona
srédbtonkowa syntaza tlenku azotu, np. w przypadku braku substratu lub kofaktora— BH4
[89]. Wsrad tych enzymow szczegdlnie wazne sg oksydazy NADPH oraz rozprzgzona
syntaza NO. Oksydazy NADPH typowo zbudowane sa z pieciu podjednostek: dwdch
podjednostek btonowych, p22phox (ang. phox-phagocyte oxiadse) i podjednostki
katalitycznej gp91lphox (znanej roéwniez jako NOX2) oraz podjednostek
cytoplazmatycznych (np. p47phox, p67phox, p40phox) [90]. Pod wptywem sygnatu
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stymulujacego, podjednostki znajdujace si¢ w cytozolu formuja kompleks i taczg si¢ z
podjednostkami ulokowanymi w blonie, formujac aktywna oksydazg. U ssakow, do
grupy tej zalicza si¢ siedem typoéw: Nox1-5 oraz Duox1-2 [91]. W srodbtonku
zidentyfikowano Nox1, Nox2, Nox4 oraz Nox5 [89]. Zwigkszona aktywno$¢ Nox1 w
naczyniach zostata zaobserwowana w modelu choréb sercowo-naczyniowych takich jak
nadci$nienie, miazdzyca, cukrzyca czy hipercholesterolemia [89], [92]. Nox2 wywiera
wpltyw na funkcje srodblonka i biologie tlenku azotu ludzi, co zostalo potwierdzone u
pacjentow z przewlekla chorobg ziarniniakowa, ktora charakteryzuje si¢ mutacjg genu
Nox2. U pacjentow tych zaobserwowano zwigkszong biodostepnos¢ tlenku azotu oraz
zwiekszong relaksacje naczyn [93]. Kolejna z tej rodziny oksydaz, Nox4, nie potrzebuje
do swojej aktywacji pozostalych podjednostek. Jest ona aktywna konstytutywnie i
produkuje gtéwnie H20>. Rola jej w §rodbtonku jest niejasna, gdyz wywiera ona zar6wno
dziatanie negatywne w stanach chorobowych jak nadci$nienie i miazdzyca, jak rowniez
pozytywne w ochronie np. przed przerostem i rozszerzeniem serca pod wplywem
nadmiernych, przewlektych obcigzen [89]. Oksydaza Nox5, nie wystepuje u gryzoni. Jest
niezalezna od pozostatych podjednostek, a jej aktywno$¢ jest regulowana przez stezenie
wewnatrzkomoérkowych jonéw wapnia Ca?* [94]. Zwiekszona aktywno$é Nox5 zostala
zaobserwowana u pacjentow z chorobg wiencowa [95]. Wzrost ekspresji Nox5 wigze si¢
ze wzrostem produkcji NO w komorkach srodbtonka. [96].

Drugim, waznym zrédtem ROS w kontekscie $rodbtonka jest eNOS, ktora w
fizjologicznych warunkach, w obecnosci L-argniny i tetrahydrobiopteryny, produkuje
NO. BH4 jest kluczowym kofaktorem eNOS i podstawowa aktywno$¢ eNOS koreluje z
iloscia BH4. Jest ona odpowiedzialna za stabilizacj¢ formowanych dimerow NOS,
koniecznych dla jej funkcjonalnej aktywnosci [97], wiec gdy spada biodostepnos¢ BH4,
w NOS zachodza zmiany strukturalne i dochodzi do rozprze¢zenia molekularnego.
Skutkuje to zmieniong aktywnos¢ katalityczng. Nastepnie zniszczeniu ulega potaczenie z
L-argining i enzym rozpoczyna produkcje Oz oraz H2O2 zamiast NO [97]. Dostepnos¢
tetrahydrobiopteryny jest regulowana przez stres oksydacyjny, miedzy innymi przez
utlenianie do nieaktywnej formy BH2 [98]. W warunkach stanu zapalnego biosynteza
BH4 jest podwyzszona [99]. Rowniez spadek dostepnosci substratu w postaci L-argininy
zostal polaczony z rozprzgzeniem eNOS i1 obnizong produkcja NO. U pacjentéow z
nadci$nieniem oraz pacjentdw bez nadcis$nienia, ale z uwarunkowaniami genetycznymi
predysponujagcymi do rozwoOju nadci$nienia pierwotnego wykazano uposledzony

transport L-argininy [100].
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.2.3.5. Stan zapalny w nadcisnieniu tetniczym

1.2.3.5.1. Mechanizmy stanu zapalnego w naczyniach krwionosnych

Reakcja zapalna, b¢daca odpowiedzig organizmu na uszkodzenie tkanek pod
wptywem bodzcoéw fizycznych, chemicznych oraz biologicznych, jest kluczowym
mechanizmem obronnym organizmu. Jednakze, nieopanowana i przewlekla lezy u
podstaw chorob cywilizacyjnych, zardwno sercowo-naczyniowych, jak i nowotworow
[83]. Reakcja zapalna ma charakter ztozony i wieloetapowy. Bardzo wazne jest
zwigkszenie przepuszczalnosci naczyn [61], [65]. Do wedrowki limfocytow w strone
tkanki nielimfatycznej, w ktorej toczy si¢ stan zapalny, dochodzi po aktywacji limfocytu
na drodze klasycznej prezentacji antygenow. Kluczowa rolg w tym procesie odgrywaja
czasteczki adhezyjne na powierzchni $rodbtonka i chemokiny uwalniane przez tkanki
objete stanem zapalnym oraz specyficzne receptory na powierzchni leukocytow [81]. Po
marginalizacji 1 przyleganiu leukocytéw do powierzchni $rédbtonka naczynia,
przyczepiaja si¢ one do selektyn i zaczynaja toczy¢. W kolejnym etapie, pod wpltywem
chemokin dochodzi do aktywacji komorki i zmiany jej ksztaltu z okragtego na ptaski,
SciSle przylegajacy do S$ciany naczynia. Dzigki temu oraz dzicki zwigkszonej
przepuszczalnosci migdzy komodrkami §rodblonka, leukocyt moze si¢ przedostaé przez
bariere srodbtonka do miejsca reakcji zapalnej na drodze diapedezy [83]. Innym aspektem
jest pojawienie si¢ odpowiedzi typu humoralnego z wystepujacymi mediatorami stanu
zapalnego, takimi jak histamina, biatko C-reaktywne (CRP), biatka dopehniacza,
interleukiny (IL), prostaglandyna czy tromboksan, odpowiedzi typu hemostatycznego,
obejmujacej] migdzy innymi agregacje plytek i tworzenie skrzepu, jak rowniez udziat
odpowiedzi immunologicznej typu swoistego i nieswoistego [101]. Wszystkie te procesy
maja na celu szybkie ograniczenie reakcji zapalnej, wyeliminowanie czynnika zapalnego
i naprawe tkanki. W sytuacji gdy czynnik zapalny nie zostanie wyeliminowany, bedzie
on trwale stymulowal uktad odpornosciowy doprowadzajac do przewleklego stanu
zapalnego. W takim przypadku dochodzi rownoczesnie do uszkodzenia i naprawy tkanki,
w ktorej toczy si¢ reakcja zapalna. Stan taki zostal udowodniony miedzy innymi w
zapaleniu przyzgbia [102], alergicznych stanach zapalnych [103] i zakazeniu
Helicobacter pylori [104].

Poglad, iz miazdzyca jest procesem zapalnym jest powszechnie akceptowany, ale
udziat reakcji zapalnej w nadcisnieniu tgtniczym nie jest jasny. Do niedawana aktywacja

uktadu odporno$ciowego u pacjentow z nadci$nieniem traktowana byla jako jego
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nastepstwo i1 powiktanie lezace u podstaw uszkodzen narzadowych obserwowanych w
tym schorzeniu [105]. Pomimo tego, iz obecne wyniki badan przeprowadzonych zarowno
na ludziach jak i zwierzecych modelach nadcisnienia dowodza protekcyjnego wptywu
hamowania aktywacji uktadu odpornosci w ostabianiu nadci$nienia, mechanizmy te
ciggle wymagaja lepszego zrozumienia i wytlumaczenia. Jasne jest natomiast, iz reakcje
zapalne uczestniczg zardbwno w inicjacji nadcisnienia tetniczego jak 1 w modulowaniu
rozwoju jego nastepstw. W naczyniach krwiono$nych, mechanizmem zaleznym od

aktywacji reakcji zapalnej jest miazdzyca, ktorej NT jest istotnym czynnikiem ryzyka.

1.2.3.5.2. Rola ukfadu odpornosciowego w nadcisnieniu tetniczym

Klasycznie, glowny uktad zgodnosci tkankowej na komorkach prezentujacych
antygen (ang. antigen-presenting cells, APC) prezentuje peptydy receptorom
limfocytow T (TCR). Aby limfocyt naiwny ulegt aktywacji, oprocz tego sygnatu musi
otrzymaé¢ drugi sygnal od czasteczki kostymulujacej. Najwazniejsza rolg w
przekazaniu tego sygnatu odgrywaja interakcje receptoréw CD28, ICOS1, CD2 na
powierzchni limfocytu T z czasteczkami CD80 (B7.1), CD86 (B7.2), ICOS-L, CD58
oraz CD48 na komorkach APC. Jesli limfocyt naiwny nie otrzyma drugiego sygnatu,
to nie zostanie aktywowany i wejdzie w stan anergii, czyli utraci mozliwos¢ aktywacji
po rozpoznaniu antygenu w przysztosci. Limfocyty bedace w stanie aktywacji oraz
limfocyty pamigci potrzebuja tylko pierwszego sygnalu do rozpoczgcia proliferacji
[81]. Klasyczny szlak aktywacji z udzialem drugiego sygnatu, przez czasteczki
kostymulujgce CD28/B7 jest konieczny do rozwoju nadci$nienia. W mysim modelu
nadcis$nienia indukowanego angiotensyng II lub solg DOCA zablokowanie $ciezki
kostymulacji zaleznej od B7 skutkowalo obnizonym wzrostem ci$nienia w
porownaniu do myszy kontrolnych. Aktywacja krazacych limfocytow T, poziom
cytokin produkowanych przez limfocyty T 1 akumulacja limfocytow T w naczyniach
tych myszy byly obnizone [106]. W innych badaniach przeprowadzonych na
szczurach Dahl/Salt Sensitive (Dahl/SS) rozwijajacych nadci$nienie przy wysokim
spozyciu soli, wykazano, iz u szczuréw, w ktorych tancuch &, wchodzacy w skiad
TCR byt usuniety, nadcisnienie t¢tnicze oraz uszkodzenia nerek byty zahamowane
[107]. Powyzsze dane dowodzg istotnej roli zardbwno receptorow limfocytow T jak i
interakcji CD28/B7 w aktywacji limfocytow T w patogenezie nadci$nienia.

Biorac pod uwage wazna rol¢ uktadu odpornosci w patogenezie nadci$nienia,

zasadne wydaje si¢ pytanie o mechanizmy tej aktywacji. Wiele danych wskazuje na
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znaczenie tworzenia neoantygenow. Sa to czasteczki powstajace na wskutek dziatania
réznych procesow, takich jak modyfikacje biatek, lipidow i kwaséw nukleinowych pod

wplywem utleniania [82].

1.2.3.5.3. Rola limfocytéow T w nadcisnieniu tetniczym

Jest wiele czynnikow stanu zapalnego, bioragcych udziat w rozwoju nadcisnienia,
lecz najwigksze zainteresowanie skupia si¢ na roli limfocytow T. Udziat limfocytow T w
nadci$nieniu tetniczym zostat wykazany w modelu zwierzgcym nadci$nienia tgtniczego
zaleznego od angiotensyny Il [108]. Badania u ludzi rowniez wykazatly istotne zmiany
subpopulacji limfocytow T w NT. Pierwsze badania prowadzone byty juz w latach 60-
tych ubieglego stulecia, kiedy Grollman i wspotpracownicy zademonstrowali hamujacy
wplyw immunosupresji na rozwodj nadci$nienia w modelu zawalu nerki oraz
wyindukowali nadci$nienie u normotensyjnych szczurow przez przeszczep limfocytow
od szczurdéw z zawalem nerki [109]. W modelach spontanicznego nadcisnienia, niedobor
limfocytow T spowodowany usuni¢ciem grasicy, powoduje obnizenie ci$nienia
tetniczego krwi [110]. Obecnie, zrozumienie roznicowania limfocytow T oraz funkcji ich
poszczegbdlnych subpopulacji w patogenezie nadci$nienia te¢tniczego jest bardzo
dynamicznie rozwijajacym si¢ polem nauki.

Limfocyty cytotoksyczne (CD8+), zabijaja komorki poprzez rozpoznanie obcych
czasteczek MHC (glowny uktad zgodnosci tkankowej, ang. major histocompatibility
complex) klasy I lub antygenow potaczonych z wiasnymi czasteczkami MHC klasy 1.
Mechanizm zabijania wigze si¢ z indukcjg apoptozy zaleznej od perforyny, granzymow i
granulizyny z ziaren cytolitycznych lub od interakcji czgsteczek nadrodziny TNF w
btonie komorki efektorowej i czasteczek z nadrodziny TNF-R w blonie komorki
docelowej [81]. Limfocyty CD4+ (Th, pomocnicze) dzielg si¢ na kolejne podtypy, do
ktorych naleza: Thl, Th2, Th17 oraz Treg (regulatorowe, supresorowe). Limfocyty
pomocnicze wspomagaja odpowiedZz typu humoralnego 1 komorkowego, zar6wno
poprzez kontakt bezposredni jak i wydzielane cytokiny. Biora one udziat w aktywacji,
proliferacji 1 réznicowaniu limfocytow B, prekursoréow limfocytéw T cytotoksycznych
oraz pobudzaja makrofagi. Rozpoznaja one antygen polaczony z czasteczkami MHC
klasy Il. Limfocyty pomocnicze Thl wytwarzaja IL-2 oraz IFN v i biorg istotny udziat
we wspomaganiu odpowiedzi typu komorkowego. Limfocyty Th2 wydzielaja
interleukiny 4, 5, 10 1 13 bedace czynnikami wzrostu i réznicowania limfocytow B, przez

co wspomagaja odpowiedz humoralng. Limfocyty Th17 sa subpopulacja wydzielajaca

21



gtownie IL-17A, IL-17F oraz IL-6 i stymulujg szybki rozwoj reakcji zapalnej w miejscu
wniknigcia drobnoustrojéw, grzybow i pasozytow. Sa one rOwniez zaangazowane w
rozw6j niektorych chordéb autoimmunizacyjnych i alergicznych [81]. Ostatnia grupa
limfocytow T CD4+, to limfocyty T regulatorowe CD4+CD25+FOXP3+. Sg one
zabezpieczeniem organizmu przed autoagresjg limfocytow rozpoznajacych wlasne
antygeny i sg zdolne do hamowania wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej
[81], [111]. Oprocz limfocytow T wykazujacych ekspresje CD4 lub CD8, wystepuje
nietypowa subpopulacja limfocytow T CD4-CD8- (ang. double negative, DN, podwojnie
ujemne), charakteryzujaca si¢ wystepowaniem na swojej powierzchni receptorow TCR
glownie typu yd, a nie jak pozostate limfocyty, ap. Limfocyty T DN sg populacja
heterogenng. Uczestnicza w odpowiedzi przeciwzakaznej i przeciwnowotworowej. Moga
zabija¢ komorki zakazone przez mikroorganizmy oraz komorki nowotworowe i
uczestniczy¢ w regulacji odpowiedzi immunologicznej przez wydzielanie cytokin, np.
IFNy i IL-17. Sg rowniez zaangazowane w funkcje regulatorowe [81]

Limfocyty T CD8+ wywieraja szkodliwe dziatanie w rozwoju nadcisnienia.
Krazace limfocyty T cytotoksyczne od pacjentdéw z nadci$nieniem wykazaly wyzsza
ekspresj¢ Cczasteczek efektorowych takich jak granzym i perforyna odpowiedzialnych za
indukowanie apoptozy w komorkach docelowych oraz wyzszy poziom cytokin
prozapalnych IFNy i TNFo. Dodatkowo, ilos¢ starzejacych si¢ limfocytow CD8+
oznaczonych za pomocg markerow starzenia takich jak CD57+ lub CD28null réwniez
byla wyzsza u pacjentow nadci$nieniowych [112]. Badania na modelu nadci$nienia
indukowanego angiotensyng Il przeprowadzane na myszach dzikich (ang. wild type, WT),
CD8" oraz CD4" wykazaty udziat limfocytow T CD8+ w rozwoju nadcisnienia. Podczas
gdy myszy WT oraz CD4" rozwijaly nadcisnienie po infuzji Angll, to u myszy CD8™"
wzrost ten byt znacznie oslabiony. Taka sama reakcja nastapila przy nadcis$nieniu
wywotanym octanem deoksykortykosteronu (ang. deoxycorticosterone acetate (DOCA)
salt) [113]. Niezaleznie od proponowanej powyzej dominujacej roli limfocytow CD8+ w
patogenezie nadcis$nienia, wptyw limfocytow CD4+ rowniez zostal udokumentowany.
Zaobserwowano, iz u kobiet, u ktorych zdiagnozowane zostato nadcis$nienie cigzowe,
wystepuje podwyzszony odsetek kragzacych we krwi oraz tozyskowych limfocytow T
CD4+. Limfocyty CD4+ sg zrodtem stresu oksydacyjnego u tych kobiet w pordwnaniu
do kobiet z normalnym przebiegiem cigzy [114]. Wigkszy odsetek limfocytow
CD4+CD28null zaobserwowano u pacjentdow z miazdzyca oraz po zawale serca. Wyzszy

odsetek tej subpopulacji wystepuje w niestabilnych blaszkach miazdzycowych w
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porownaniu do stabilnych [115]. W badaniach skupiajacych si¢ na subpopulacji
limfocytéw Th17 w nadcis$nieniu tetniczym ptucnym wykazano wyzsze st¢zenie IL-17 w
porownaniu do kontroli, co sugeruje udziat tych limfocytow w patogenezie nadcisnienia
[116]. Badania na mysim modelu IL177 wytlumaczyty czesciowo udziat IL17 w
patogenezie nadcisnienia. Po infuzji angiotensyny Il myszy IL17” reagowaty podobnie
jak myszy dzikie, poczatkowym wzrostem ci$nienia. PO 7 dniach ci$nienie tetnicze
spadato. Obecna u WT infiltracja limfocytow T, dysfunkcja $rodblonka i stres
oksydacyjny byly zahamowane u myszy IL177. Moze to sugerowaé, iz IL17 jest
konieczna do utrzymania nadci$nienia tgtniczego [117]. Nie wszystkie limfocyty T
promuja rozwdj nadcisnienia tetniczego. Subpopulacja limfocytow CD4+, limfocyty
Treg dzialaja odmiennie od pozostatych. W modelu spontanicznego nadci$nienia u
szczurow (ang. Spontaneously hypertensive rats, SHR) zaobserwowano spadek ilosci
komorek CD4+CD25+Foxp3+ wraz z wiekiem, przed rozwojem nadcis$nienia. Indukcja
limfocytéw Treg u szczuréw z podwyzszonym cisnieniem opdznita rozwoj nadci$nienia
[118]. W innym modelu, dzigki przeszczepom komorek T regulatorowych wykazano ich
protekcyjny wptyw przed rozwojem nadcis$nienia t¢tniczego zaleznego od angiotensyny
11 [119]. Najmniej typowa subpopulacja limfocytoéw T, CD4-CD8- jest zaangazowana w
patogeneze nadci$nienia. Wykazano, ze w mysim modelu nadcisnienia indukowanego
Ang I1, az 30% limfocytow T naciekajacych tkanke okolonaczyniowa stanowig limfocyty
DN, podczas gdy w krwioobiegu stanowig one tylko okoto 5 % limfocytéw T [108].

W obliczu wspotczesnych badan wydaje sig, ze o ile rola poszczegdlnych
subpopulacji limfocytow T wymaga jeszcze badan, to sam ich udziat w patogenezie 1
utrzymaniu nadci$nienia jest dobrze udokumentowany. Mechanizmy, na drodze ktérych

dochodzi do aktywacji limfocytow T, wymagaja wyjasnienia.
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1.2.3.5.4. Rola limfocytéw B i przeciwciat w nadcis$nieniu tetniczym

W odpowiedzi typu humoralnego kluczowa role odgrywaja wolne przeciwciala
obecne we krwi, limfie i ptynach tkankowych, a takze przeciwciata cytofilne, ulokowane
na powierzchni komoérek za pomocg receptora dla fragmentu Fc. Sg one produkowane
przez limfocyty B, ktére pod wplywem antygenu i kooperacji z limfocytami Th ulegaja
réznicowaniu w komorki plazmatyczne, ktorych celem jest wytwarzanie i wydzielanie
przeciwciat. Przeciwciata odgrywaja istotng rol¢ w nabytej odpowiedzi immunologicznej
dzieki ich zdolnosci do wigzania antygendow bedacych toksycznymi substancjami lub
biatkami pochodzacymi od patogenow i ich neutralizowania dzigki samemu zwigzaniu
lub jesli antygen jest przyczepiony do komorki, zniszczeniu catej komorki np. na drodze
fagocytozy [81], [120]. W fizjologicznych warunkach przeciwciala tacza si¢ z obcymi
czasteczkami, ale w pewnych warunkach moga rozpoznawaé wlasne czasteczki, co lezu
u podstaw chorob autoimmunizacyjnych. Jedng z takich reakcji jest tworzenie
nieimmunogennych przeciwciat dziatajacych jak agonisci receptorow i stymulujacych je,
na drodze podobnej do ich prawidlowych ligandow [120].

U pacjentéw z pierwotnym nadcis$nieniem te¢tniczym  zaobserwowano
podwyzszony poziom przeciwcial 1gG oraz IgM [121], [122]. Badania ostatnich lat
ujawnily grupe czasteczek, przeciwko ktorym sg one skierowane. Do grupy tej naleza
mi¢dzy innymi: receptor angiotensyny Il typ-1 (AT:R), receptor a i B-1 adrenergiczny,
zalezne od potencjatu kanaty wapniowe typu L oraz biatka szoku cieplnego. Receptor dla
angiotensyny Il odgrywa kluczowsg rolg¢ w regulacji cisnienia tetniczego. Jego obecnos¢
wykryto na powierzchni limfocytow T i limfocytow NK (ang. natural killer cells), przez
co wykazano zwigzek pomiedzy odpowiedzig immunologiczng a Ang II [123]. Ang 1l
nasila proliferacj¢ limfocytow T in vivo i in vitro, a efekty te s blokowane przez sartany,
antagonistow receptora ATz [124]. Z kolei makrofagi i komorki dendrytyczne sg Zrodiem
Ang 11, ktéra dziata lokalnie 1 nasila aktywacj¢ limfocytow T. Inkubacja limfocytéw T z
Ang II w obecnos$ci klasycznych czynnikéw aktywujacych (anty-CD4 lub komorki
dendrytyczne) nasila ich proliferacje i aktywacj¢. W ciggu kilkunastu godzin dochodzi
do stymulacji produkcji TNF-o [108]. Podwyzszony poziom tej cytokiny stwierdzono u
0osOb z nadcisnieniem. Najnowsze badania wskazuja na istnienie w limfocytach T
endogennego uktadu renina-angiotensyna, ktory moduluje czynno$ci komorek T, przez
aktywowanie oksydazy NADPH i produkcj¢ nadtlenkow, ktére stymulujg produkcje
TNF-a [125]. Angiotensyna II dziatajac na limfocyty zwigksza rowniez ekspresjg¢ CCRS,
ktory jest receptorem dla chemokiny RANTES. Chemokina ta jest czynnikiem
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stymulujacym migracj¢ limfocytow do przestrzeni okotonaczyniowej, a jej produkcja
wzrasta w nadci$nieniu tetniczym pod wplywem Ang II. Limfocyty, znajdujace si¢ w
przestrzeni okolonaczyniowej, nerce lub mézgu uwalniajg cytokiny TNF-a i IFN-y, ktore
sg przyczyna dysfunkcji $rodbtonka i nerek [108]. Rowniez przeciwciata agonistyczne do
receptora AT: (AT1-AAs) moga aktywowac kaskade cytokin prozapalnych bioracych
udzial w patogenezie nadci$nienia cigzowego [126]. Przeciwciata ATi-AAs zostaly
wykryte u pacjentow z nadci$nieniem tetniczym [127].

Oprocz limfocytow T w patogeneze nadcis$nienia zaangazowane sg rowniez inne
leukocyty. Limfocyty B produkujg przeciwciata biorgce udzial w rozwoju nadci$nienia.
Jednakze jak wykazaly pionierskie badania nad udzialem limfocytow T i B w rozwoju
nadcis$nienia, to limfocyty T, a nie B byty kluczowe w patogenezie nadci$nienia [108].
Wytlumaczy¢ to mozna mechanizmem dziatania limfocytow B. O ile limfocytom T do
aktywacji wystarczy prezentacja antygenu, np. przez komorki dendrytyczne i
kostymulacja, to w przypadku limfocytow B do ich aktywacji konieczna jest interakcja z
limfocytami Th, co w przypadku ich braku nie jest mozliwe [120]. Nowsze badania
wykazaty, iz transfer limfocytéw Th od myszy z nadci$nieniem cigzowym do myszy z
prawidlowym przebiegiem cigzy indukowal produkcj¢ AT1-AAs oraz wzrost ci$nienia,

co bylo ostabione w przypadku czynnika niszczacego limfocyty B [128].

1.2.3.5.5. Rola monocytéw i makrofagéw w nadcisnieniu tetniczym

Wszystkie opisane powyzej mechanizmy zaangazowane sa w odpowiedz swoista,
czyli nabyta. W patogenezie nadcisnienia t¢tniczego bierze udzial réwniez odpowiedz
nieswoista, czyli wrodzona. Klasycznie uznaje si¢, ze mechanizmy te rozwingly si¢
filogenetycznie wczesniej niz swoiste, s3 mniej precyzyjne, lecz reaguja szybko i sa
pierwszg linig obrony organizmu [81]. Odpowiedz nieswoista jest zalezna od komorek
efektorowych, ktére inicjuja odpowiedz gospodarza 1 stan zapalny na drodze
bezposredniej lub posredniej. Do pierwszej zalicza si¢ fagocytoze przez komorki zerne,
wydzielanie cytokin i chemokin oraz aktywacj¢ biatek dopelniacza. Druga polega na
aktywacji odpowiedzi swoistej przez prezentacje antygenéow limfocytom T. Do komorek
efektorowych odpowiedzi nieswoistej zaliczy¢ mozna monocyty/makrofagi, zdolne do
fagocytozy i wydzielania cytokin, komorki dendrytyczne, zdolne do prezentacji
antygenow limfocytom T i wydzielania cytokin oraz komorki NK (ang. natural killer),

zdolne do spontanicznego zabicia komorek nowotworowych 1 zakazonych przez wirusy
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[81], [129]. Dzig¢ki chemokinom i czasteczkom adhezyjnym komorki odpowiedzi
nieswoistej lokujg si¢ w obszarze zranienia, stanu zapalnego czy infekcji.

Monocyty krwi obwodowej sg populacja heterogenng i mogg by¢ podzielone na
podstawie roznorodnych funkcji. U ludzi mozemy rozpoznaé trzy subpopulacje. Na
podstawie ekspresji markerow CDI14 i CD16 wyr6zniamy monocyty klasyczne
CD14"9"CD16- oraz monocyty wykazujace ekspresje czasteczki CD16, ale rozniace sig
poziomem ekspresji CD14: posredniec CD14""CD16+ oraz nieklasyczne
CD14%mCD16+ [130]. Klasyczne monocyty stanowia okoto 90% wszystkich
monocytow krwi 1 specjalizujg si¢ w fagocytozie, produkcji wolnych rodnikéw i
wydzielaniu cytokin zapalnych w odpowiedzi na ligandy zewnatrzkomérkowego
receptora TLR (ang. Toll-like receptor). Monocyty posrednie stanowia okoto 5%
populacji monocytow krwi i przypominajg zaktywowane komorki. Wykazuja wysoka
ekspresje antygenu HLA-DR (MHC klasy II) oraz podwyzszony poziom wewnatrz-
cytoplazmatycznych cytokin prozapalnych, np. TNF. Monocyty nieklasyczne,
stanowigce okoto 5% monocytow, nie generuja wolnych rodnikow, sa stabymi
komoérkami zernymi, preferencyjnie pobierajacymi utleniony LDL, lecz wydzielaja
znaczne ilo$ci cytokin zapalnych takich jak TNF czy IL-1p przez stymulacje LPS zalezna
od TLR lub wirusy i kwasy nukleinowe [131]. Maja one rowniez wigksza wydajnosc
utrzymywania proliferacji limfocytoéw i interakcji z komorkami srédbtonka. U pacjentow
starzejacych si¢ lub z przewlekltym stanem zapalnym odsetek monocytow klasycznych
spada, natomiast ros$nie odsetek monocytow wykazujacych ekspresje CD16. Efekt ten
moze thumaczy¢ wigkszy odsetek pacjentow z chorobami zapalnymi 1 miazdzycg w
starszym wieku [132]. Monocyty CD16+ sg gtownym zrodtem TNF we krwi. Stymulacja
jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej przez LPS powodowatla 3-krotnie wigksza
produkcje TNF przez monocyty CD16+ w poréwnaniu do monocytow klasycznych. Po
usuni¢ciu tej subpopulacji monocytdw, produkcja TNF drastycznie spadita [133].
Monocyty nieklasyczne sa zwigzane z wieloma chorobami, w ktorych stan zapalny
odgrywa istotng role, jak np. reumatoidalne zapalenie stawow, cukrzyca czy miazdzyca
[134]. Wysoki odsetek monocytow CDI149™CDI16+ jest zwiazany z wyzszym
wskaznikiem masy BMI oraz zwigkszong gruboscig kompleksu intima-media u os6b
zdrowych. U pacjentow z chorobg wiencowa odsetek monocytow nieklasycznych oraz
wszystkich CD16+ byl wyzszy w porownaniu do oséb zdrowych. Ilo§¢ monocytow
CD16+ byta takze powigzana z niestabilno$cig wiencowej blaszki miazdzycowej [135].

Oprocz powyzszych markerow, na powierzchni monocytow ekspresji ulega szereg
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innych czasteczek. Zalicza si¢ do nich migdzy innymi CD11b oraz CDl1lc, ktore sa
obecne na wigkszo$ci monocytéw i1 zmniejszaja szybkos¢ rolowania monocytéw po
srodbtonku oraz sg odpowiedzialne za mocne przyleganie monocytow do jego komorek.
CD11b bierze réwniez udzial w migracji monocytow przez warstwe srodbtonka dzieki
interakcji z czasteczka adhezyjng ICAM-1 na komorkach $rdédbtonka. Podwyzszong
ekspresjg CD11c zaobserwowano na powierzchni monocytow krazacych w krwi migdzy
macicg i tozyskiem u pacjentek z nadci$nieniem cigzowym w poréwnaniu do pacjentek z
prawidlowym przebiegiem cigzy [136]. Podwyzszona ekspresja tego markera widoczna
byta rowniez u noworodkoéw matek z cigzzowym nadci$nieniem [137]. Wyniki te wskazuja
na aktywacje monocytow w nadcis$nieniu cigzowym. Rola CD11b w nadcis$nieniu nie jest
do konca jasna. Wiadomo, iz podczas blokowania receptora AT1 przez jego inhibitor
(telmisartan) dochodzi do zmniejszenia przylegania monocytow do $cian $rodbtonka,
przy jednoczesnym wzro$cie ekspresji CD11b [138].

W patogenezie nadci$nienia biorg rowniez udzial komorki NK. Poza limfocytami
T, komorki NK sg gtownym zZroédtem IFNy, ktory odgrywa istotng role w aktywacji
monocytow i makrofagéw w rozwoju miazdzycy. Z drugiej strony, monocyty/makrofagi
produkujace IL-12 lub IL-18 moga aktywowa¢ komorki NK [139]. Zahamowanie funkcji
komoérek NK przez przeciwcialo monoklonalne NK1.1 ostabilo dysfunkcje §rodbtonka
indukowana angiotensyng II. Wiaze si¢ to ze zmniejszong produkcja IFNy, ktéry jest
istotny przy uszkodzeniu naczyn zaleznym od Angll [140]. Wskazuje to na istotng rolg
komorek NK w regulacji rozwoju nadci$nienia.

1.2.3.5.6. Podsumowanie roli zapalnych mechanizméw nadcisnienia

tetniczego

Stan zapalny uwazany poczatkowo za nastgpstwo nadci$nienia tetniczego 1 powod
rozwoju powiktan NT, odgrywa kluczows role w jego patogenezie. W mechanizmie tym
zaangazowana jest gtownie odpornos¢ komoérkowa z limfocytami T na czele. Reakcja ta
jest bardzo ztozona 1 wieloczynnikowa ze wzgledu na skomplikowang regulacje
aktywacji 1 funkcji limfocytow T. Limfocyty T do peilnej aktywnosci potrzebuja
pozostalych czynnikow uktadu odpornosciowego. Interakcja pomiedzy wszystkimi
elementami reakcji swoistej i nieswoistej jest kluczowym czynnikiem w mechanizmach
patogenezy nadci$nienia tetniczego. Wspolczesne badania pozwalajg coraz lepiej okresli¢
role poszczegdlnych subpopulacji limfocytéw T 1 monocytow w nadci$nieniu tetniczym,
lecz doktadne mechanizmy, na drodze ktorych uktad odpornosciowy przyczynia si¢ do

rozwoju tego schorzenia nadal wymagaja szczegétowego poznania i zrozumienia.
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[.2.4. Prewencja nadcisnienia tetniczego

Ze wzgledu na bardzo duzy odsetek oséb z wysokim prawidtowym ci$nieniem
tetniczym oraz z nadci$nieniem tetniczym, wszelkie dziatania aby obnizy¢ wartos¢
ciSnienia sg niezmiernic wazne. Prewencja nadcis$nienia dotyczy gtownie unikania
czynnikow ryzyka. Wiele aspektow prewencji nadci$nienia odnosi si¢ do stylu zycia i
diety, a wszystkie one sg tak naprawde ze sobg $cisle zwigzane. Podsumowujgc powyzsze
badania i wyniki, jednym z waznych czynnikdw prewencji rozwoju nadcisnienia
tetniczego jest utrzymywanie prawidtowej masy ciata i wskaznika BMI <25 [24], [25].
Istotnym elementem prewencji jest prawidlowa dieta, sktadajaca si¢ z duzej ilosci
warzyw, owocoOw 1 kwaséw nienasyconych (np. dieta DASH) bedaca zrédlem wapnia,
magnezu i potasu oraz wielu cennych witamin [47] oraz obnizenie spozycia soli do 5-6
g/dzien [43] i konsumpcji alkoholu ponizej 146 g/tydzien [51]. Modyfikacje obejmuja
rowniez styl zycia. Dotyczy to zaréwno aktywnosci fizycznej jak 1 poziomu stresu. Stres
I rodzaj wykonywanej pracy, sa czynnikami, ktore czgsto trudno zmieni¢. Natomiast styl
zycia jaki prowadzimy w czasie wolnym jest czynnikiem, na ktéry mam istotny wplyw.
Zamiana czasu spedzonego przed telewizorem czy komputerem na czas spgdzony
aktywnie, moze skutecznie obnizy¢ ci$nienie tetnicze [15]. Przestrzeganie prawidlowej
diety i aktywny styl zycia, przy wykluczeniu predyspozycji genetycznych, powinno
zapobiec innym czynnikom ryzyka, np. otylosci i insulinoopornosci. Jedynym
czynnikiem ryzyka, niezaleznym od naszej woli jest starzenie si¢ organizmu, jednakze
postepowanie zgodnie z powyzszymi zaleceniami powinno, jes$li nie wyeliminowac

ryzyko, to przynajmniej opdzni¢ wystapienie nadci$nienia oraz poprawic¢ jakos¢ zycia.
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1.3.  Wptyw regularnego wysitku fizycznego na ukiad krazenia
w kontekscie nadcisnienia tetniczego.

Wiysilek fizyczny jest jedna z kluczowych interwencji niefarmakologicznych
zalecanych u chorych z nadci$nieniem t¢tniczym oraz z wysokim prawidlowym
Cisnieniem tetniczym krwi, przez co moze obniza¢ skutki uboczne leczenia
farmakologicznego oraz jego koszty. Rozwazane sg obecnie rdézne mechanizmy
korzystnego dziatania systematycznego wysitku fizycznego w nadcisnieniu tetniczym.
Wiysitek fizyczny poprawia funkcje srodbtonka poprzez zwickszenie biodostepnosci NO
I hamowanie stresu oksydacyjnego. Regularna aktywno$¢ fizyczna prowadzi do
zwigkszonej aktywnosci eNOS [141]. Zwierzecy model nadci$nienia pozwolit wykazaé
korzystny wplyw regularnego wysitku fizycznego na =zalezng od insuliny i
insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF-1) relaksacje naczyn, migdzy innymi przez
wzrost ekspresji 1 aktywnosci eNOS [21]. Wysilek fizyczny zwicksza ekspresj¢ receptora
Mas, przez co poprawia rozkurczajacy wptyw angiotensyny (1-7) [142]. Jednym z
mechanizméw poprawy funkcji srdédblonka poprzez regularny wysitek fizyczny jest
redukcja stgzenia asymetrycznej dimetyloargininy [143]. Podwyzszone ste¢zenie ADMA
zaobserwowano u chorych z nadci$nieniem tetniczym [144] oraz u ludzi zdrowych,
u ktorych stwierdzono pogrubienie kompleksu intima-media w tetnicach szyjnych
wewnetrznych (ang. internal carotid intimal-media thickness, ICA IMT) [145].
Zwigkszony poziom ADMA zaobserwowano rOwniez u pacjentow z nowo rozpoznanym,
dotychczas nie leczonym farmakologicznie nadci$nieniem te¢tniczym. Pacjenci ci
charakteryzowali si¢ obnizong produkcja NO [146]. Rola ADMA w patogenezie
nadci$nienia tetniczego nie jest w pelni wyjasniona, natomiast wdrozenie leczenia
redukujacego stezenie ADMA moze mie¢ wazne nastepstwa kliniczno-terapeutyczne.

Trening aerobowy powoduje obnizenie ci$nienia oraz t¢tna, zwigkszenie Srednicy
tetnicy wiencowej i przeptywu krwi, wzrost poziomu dostgpnego NO [147] oraz zmiany
metaboliczne majace wplyw na cisnienie krwi, jak np. zmniejszenie poziomu
trojglicerydow czy LDL w osoczu i zwigkszeniu wrazliwosci tkanek na insuling [148].
Pacjenci z =zaburzong tolerancjg glukozy poddani regularnemu treningowi
charakteryzowali si¢ zwigkszong wrazliwoscia tkanek na insuling. Poniewaz
insulinooporno$¢ jest jednym z czynnikdéw ryzyka rozwoju nadcis$nienia, zwigkszenie
wrazliwosci na insuling jest bardzo waznym aspektem dziatania wysitku fizycznego w

kontekscie prewencji i leczenia NT [149]. Korzystne dziatanie treningu moze by¢
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spowodowane zmniejszeniem aktywnosci wspotczulnego uktadu nerwowego i rzutu
serca, polepszeniem angiogenezy i obnizeniem oporu naczyn obwodowych [147].
Trening acrobowy w potgczeniu z wytrzymatosciowym poprawia funkcje srodbtonka
nawet u 0sob zdrowych, niecierpigcych na nadcisnienie t¢tnicze [150]. Regularny wysitek
fizyczny redukuje sztywnienie t¢tnic 1 poprawia ich funkcje migdzy innymi przez lepsza
produkcje NO oraz nizsze st¢zenie, powodujacej skurcz, endoteliny 1 [151].

Poprawa funkcji $rodbtonka pod wpltywem wysitku fizycznego moze by¢
spowodowana wzrostem ilosci progenitorowych komorek $rodbtonka i zwigkszeniem
jego zdolnosci do regeneracji. Badania na modelu zwierzecym wykazaly zwigkszona
ilos¢ krazacych we krwi progenitorowych komorek §rodtonka po wysitku [152]. WyniKi
te zostaly potwierdzone w badaniach u ludzi, ktore wykazaty stymulujacy wptyw wysitku
fizycznego na komorki progenitorowe [153]. Mechanizm, na drodze ktérego wysitek
fizyczny wptywa na komorki progenitorowe s$rodbtonka wymaga jednak dalszego
zbadania.

Pozytywny wplyw wysitku fizycznego zalezy od okresu przez jaki jest stosowany,
czestotliwoscei, intensywno$ci oraz dlugosci sesji treningowych. Meta-analizy badan
zajmujacych si¢ wptywem wysitku fizycznego na nadci$nienie wykazaly, iz najbardziej
skuteczny jest trening aerobowy od umiarkowanej do energicznej intensywnosci, z 40-
minutowymi sesjami przeprowadzanymi 3 do 4 razy na tydzien przez okres CO najmniej
12-tygodniowy. Taka aktywno$¢ moze obnizy¢ ci$nienie nawet do 5 mmHg [154].

Wptyw wysitku fizycznego na uktad krazenia i choroby sercowo-naczyniowe
opiera si¢ na dziataniu wielokierunkowym i bardzo ztozonym, gdyz wywiera efekt
zardwno na poziomie komorek srodbtonka i migéni gladkich, jak rowniez na poziomie

mechanizmow sygnatowych (np. przez dziatanie insuliny i endoteliny 1).
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I.4.  Wptyw regularnego wysitku fizycznego na ukiad
odpornosci

O ile wykazano bezposredni wptyw regularnego wysitku fizycznego na
srodblonek w nadci$nieniu tgtniczym to mato jest badan na temat jego zaleznoSci z
uktadem odpornosciowym, a w szczegolnosci z limfocytami T, ktore odgrywajg istotng
role w patogenezie tej choroby. Regularny, umiarkowany wysitek fizyczny ma dziatanie
przeciwzapalne w populacji zdrowej oraz u pacjentow z chorobami przewlektymi [155].
Wysitek fizyczny powoduje spadek stezenia biatka C-reaktywnego [156], [157].
Doktadny mechanizm tego dziatania nie zostat jeszcze poznany. Mozliwe, ze jest on
wywotany posrednio przez spadek cisnienia i poziomu trojglicerydow, ktore majg wptyw
na poziom CRP [158]. Aktywno$¢ fizyczna powoduje zmniejszenie ilosci tkanki
tluszczowej, ktora jest jednym z glownych zrédel IL-6 stymulujacej watrobowa
produkcje CRP [159]. W przeciwienstwie do umiarkowanego wysitku fizycznego, sitowy
wysitek fizyczny powoduje wzrost czynnikdw prozapalnych. CRP wzrasta po
zakonczeniu sitoweg0 treningu i wraca do prawidlowego poziomu okoto 48 godzin
p6zniej [160], [161]. Cickawag cytoking, ktora prawdopodobnie odpowiada za
przeciwzapalny wplyw wysitku fizycznego jest prozapalna interleukina 6. St¢zenie 1L-6
wzrasta nawet 100-krotnie pod wptywem sitowego wysitku fizycznego i spada do
normalnego poziomu po wysitku [162]. Podobny efekt nie zachodzi dla innych cytokin
prozapalnych, np. TNF-a 1 IL-1p [163], wzrasta natomiast poziom cytokin
przeciwzapalnych, migdzy innymi IL-10 [164]. Siedzacy tryb zycia zostal powigzany z
wysokim poziomem IL-6 i CRP u 0s6b z nowo rozpoznang cukrzyca typu 2. Wydtuzenie
czasu poswigcanego na wysilek fizyczny spowodowato wzrost poziomu adiponektyny u
mezczyzn i spadek poziomu CRP i sSICAM u kobiet [165].

Pojedyncze publikacje skupiaja si¢ na roli jednorazowych wysitkow fizycznych
w regulacji poszczegdlnych populacji komorek uktadu odpornosciowego. Wystarczy 20
minutowy wysitek dynamiczny na ergometrze rowerowym (przy 80% maksymalne;j
mocy tlenowej - VO2max), aby wywota¢ wzrost liczby r6znych typow leukocytow we
krwi u mezczyzn. Wartosci te wzrosty w stosunku do warto$ci spoczynkowych dla
monocytow, granulocytow, komoérek NK, limfocytow T i B [166]. Inne badania wykazaty
wzrost monocytow CD149M CD16+ po wysitkach beztlenowych [167]. Badania nad
umiarkowanym treningiem fizycznym ujawnily wzrost odpowiedzi typu komorkowego

nawet po 30 minutach treningu [168], natomiast trening ten stosowany dtugofalowo moze
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odwroci¢ zalezne od wieku ostabienie odpowiedzi typu komdrkowego u oséb starszych
[169]. Inna badania przeprowadzone na populacji 0sob starszych wykazaty brak wptywu
regularnego wysitku fizycznego na uktad odpornosci po 12 tygodniach oraz niewielki
wplyw przy regularnym, dlugoterminowym stosowaniu [170]. Maksymalny wysitek
fizyczny wpltywa na dystrybucje limfocytow naiwnych i starzejacych si¢ w zaleznosci od
wczesniejszego poziomu treningu i1 plei. Najwigkszy odsetek limfocytow CD4+
starzejacych si¢ oraz najmniejszy odsetek limfocytow CD4+ naiwnych zaobserwowano
u me¢zezyzn, ktorzy nie prowadzili regularnej aktywnosci fizycznej [171].

Regularny wysitek fizyczny korzystnie wplywa na normalizacje ci$nienia
tetniczego krwi poprzez wiele mechanizmoéw, z ktérych kluczows i finalng role odgrywa
srodblonek. Modulacja funkcji $rédblonka spowodowana regularnym wysitkiem
fizycznym poprzez posrednie dziatanie na uklad odpornosciowy moze okazaé sie¢
waznym mechanizmem normalizacji ci$nienia t¢tniczego. Korzystny wpltyw wysitku
fizycznego na uktad krazenia i funkcje $rodbtonka jest powszechnie akceptowany, lecz
na podstawie badan przeprowadzonych dotychczas, trudno okresli¢ czy w ten mechanizm
zaangazowana jest odpowiedz uktadu odpornosciowego. Poniewaz wysokie prawidtowe
ciSnienie tetnicze wystepuje czgsto w populacji ogolnej, a osoby z takim ci$nieniem
cechujg si¢ wigkszym ryzykiem progresji do utrwalonego nadcisnienia, przyblizenie
mechanizmu dziatania wysitku fizycznego u tych os6b moze pozwoli¢ na zastosowanie
skuteczniejszej interwencji profilaktycznej i przyczyni¢ si¢ do poprawy stanu zdrowia

spoteczenstwa.
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Il. Cel pracy

Celem pracy bylo poznanie jaki jest wplyw regularnego wysitku fizycznego

na charakterystyke leukocytéw krwi obwodowej u o0séb z wysokim prawidtowym

ci$nieniem tetniczym.

W szczegblnosci bedziemy poszukiwaé odpowiedzi na pytania:

Czy regularny wysitek fizyczny wplywa na funkcje uktadu odpornosciowego
przez wptyw na subpopulacje limfocytow T i monocytéw krwi obwodowe;j?

Czy istnieje zwigzek miedzy wptywem wysitku fizycznego na parametry zapalne
krwi a wplywem na ci$nienie te¢tnicze pacjentow z wysokim prawidtowym

ci$nieniem t¢tniczym krwi?

Powyzsze cele zostaly osiagniete poprzez realizacje nastgpujacych celow szczegodtowych:

a)

b)

d)

Oznaczenie wptywu wysitku fizycznego na populacje limfocytow T u pacjentow
z wysokim prawidtowym ci$nieniem tetniczym.

Okreslenie wptywu regularnego wysitku fizycznego na poziom aktywacji
subpopulacji limfocytow T CD4+, CD8+ oraz CD4-CD8- (DN) oraz produkcji
przez nie cytokin takich jak IL-4, IL-17, TNFa oraz IFNy.

Zbadanie wplywu wysitku fizycznego na rozktad subpopulacji monocytow :
CD14+, CD14+CD16+, CD14dimCD16+ oraz markeréw CD11b oraz CD11c na
ich powierzchni.

Okreslenie wpltywu regularnego wysitku fizycznego na produkcje cytokin
zapalnych przez komorki mononuklearne krwi obwodowej (PBMC) (TNF-a, IL-
1, IL-6,IL-10, TGF-B).

Oznaczenie wplywu regularnego wysitku fizycznego na poziom osoczowych
wyktadnikow stanéw zapalnych takich jak IL-1, IL-6, IL-10 oraz TNF-a.
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lll. Materiaty i metody

[l.1. Schemat badania oraz grupa badana

Badanie przeprowadzone byto przy wspotpracy Wydziatu Rehabilitacji Ruchowej
Akademii Wychowania Fizycznego w Krakowie, Katedry Chorob Wewnetrznych i
Medycyny Wsi oraz Katedry Chorob Wewnetrznych i Gerontologii Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie i1 uzyskalo pozytywna opini¢ Komisji
Bioetycznej przy Okr¢gowej Izbie Lekarskiej w Krakowie (Nr 71/KBL/OIL/2010 z dnia
10 lipca 20107).

Pacjentow do badania rekrutowano za pomoca lokalnych mediow: telewizji,
radio,  gazety, portali  spotecznosciowych  oraz  strony  internetowe;j:
http://nadcisnienie.awf.krakow.pl/. Do badania wlaczono 38 pacjentow, z Czego
ukonczylo 26. Do badania wlaczone zostaly osoby zdrowe w wieku 30-55 lat
charakteryzujace si¢ wystepowaniem wysokiego prawidlowego ci$nienia tetniczego w
spoczynku (ci$nienie skurczowe w granicach 130-139 mm Hg i/lub rozkurczowe w
granicach 85-89 mm Hg) stwierdzonego co najmniej w dwoch pomiarach podczas dwoch
réznych wizyt u lekarza. Warunkiem koniecznym bylo rowniez wyrazenie pisemnej
swiadomej zgody pacjenta na udziat w badaniu oraz wspolpraca z osobami
przeprowadzajacymi badanie. Natomiast kryteriami wytaczajagcymi osoby z badania byto
wystgpowanie chordb sercowo-naczyniowych, przewlektych chordb zapalnych, choroby
narzadu ruchu uniemozliwiajacej trening fizyczny na rowerze stacjonarnym, chordb
nowotworowych w ciggu ostatnich 5 lat przed rozpoczeciem badania, schorzen
hematologicznych 1 niedoboréw immunologicznych, ci¢zkich przewlektych choréb
(ptuc, nerek, watroby), ostrych stanow zapalnych, stosowanie antybiotykoterapii w ciggu
w okresie krotszym niz 1 miesigc do rozpoczecia badania oraz lekow przeciwzapalnych
w okresie krotszym niz 2 miesigce do rozpoczgcia badania, zazywanie lekow
obnizajacych cisnienie tgtnicze krwi. Do badania nie wigczano rowniez 0sob ze znaczng
niedowaga (BMI<18,5) lub otytoscia (BMI>35), jak rowniez osob regularnie
uprawiajacych sport.

Przed przystapieniem do treningu u kazdego, wstgpnie zakwalifikowanego
pacjenta, zweryfikowane zostato ci$nienie tgtnicze za pomocg 24-godzinnego pomiaru
metodg ABPM (ambulatory blood pressure monitoring) przy pomocy aparatu SpaceLabs

90217 \Ultralite, posiadajacego atest Europejskiego Towarzystwa Nadcis$nienia
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Tetniczego. Cisnienie t¢tnicze rozkurczowe w granicach 85-89 mm Hg i/lub skurczowe
130-139 mm Hg kwalifikowalo do dalszych badan. W kolejnym etapie przeprowadzona
zostala elektrokardiograficzna maksymalna proba wysitkowa ograniczona objawami z
uzyciem cyklometru rowerowego. Jest to podstawowe badanie kwalifikujgce pacjenta do
programu regularnych ¢wiczen fizycznych, pozwalajac okre§lic maksymalne i
treningowe obcigzenia, a takze umozliwia oszacowanie ryzyka zdarzen sercowych. W
badaniu tym oznaczona zostala szczytowa warto$¢ tetna (peak heart rate), ktora postuzyta
do obliczenia obcigzen treningowych.

Po przeprowadzeniu powyzszych procedur, zakwalifikowane osoby zostaty
poddane regularnemu wysitkowi fizycznemu stanowigcemu pierwszg czes¢ badania.
Program treningu opracowano na podstawie wspotczesnych zasad rehabilitacji
kardiologicznej, zgodnie
z zasadami EMB, tak aby trening optymalnie wptywat na uktad krazenia [172]. Proby
wysitkowe oraz treningi odbywaty si¢ na cyklometrach CRG 200 pracujacych w systemie
ASTER Rehabilitacja Beta System (Aspel SA, Zabierzéw, Polska). W zaplanowanym
treningu uwzglednione zostaty nastepujace aspekty:

Tok sesji treningowej

Trening sktadat si¢ z jednostek okreslonych jako sesje treningowe. Kazda sesja sktadata
si¢ z rozgrzewki (5-10 minut), ¢wiczen wtasciwych (20-40 minut, glowna czes¢ treningu)
oraz ¢wiczen uspokajajacych (5-10 minut, okres wyciszenia).

Objetosé treningu

Trening prowadzony byl systematycznie, trzy razy w tygodniu. Program treningowy
skladal si¢ z 36 sesji treningowych i trwal 3 miesigce.

Wybor wysitku

Cwiczenia wiasciwe, trenujace wytrzymato$é anaerobows, oparte byty na éwiczeniach
dynamicznych na cyklometrze rowerowym. Cwiczenia wolne i rozciggajace stosowane
byly podczas rozgrzewki, a relaksacyjne w czesci uspakajajace;.

Intensywnos¢ wysitku

Intensywnos$¢ ¢wiczen wytrzymatosciowych aerobowych oparta byta na wielko$ci
rezerwy rytmu serca HRR (heart rate reserve), czyli réznicy pomiedzy szczytowym
tetnem okreSlonym w probie wysitkowe] a tetnem spoczynkowym. Intensywnos¢
¢wiczen, powodujacych wzrost czgstosci pracy serca mieszczacej si¢ w zakresach
treningowych w zakresie od 60% do 85% HRR okreslana byta przez monitorowanie te¢tna

podczas treningu. Zalecane byto utrzymanie tetna treningowego przez 30 minut.

35



Dodatkowym kryterium okreslajacym intensywnos$¢ ¢wiczen byto odczuwane przez
badanych obcigzenie wysitkiem (zmeczenie) RPE (rating of perceived exertion), ktére
powinno wynosi¢ 14-16 punktow wg Borga (w poczatkowym okresie treningu 11-13
punktow).

Monitorowanie treningu fizycznego

Monitorowanie treningu odbywato si¢ poprzez pomiar czestosci akcji serca oraz cisnienia
tetniczego krwi.

Po przeprowadzeniu czes$ci pierwszej — treningowej oraz po okoto 10 miesigcznej
przerwie kazdy pacjent przystapit do czesci drugiej — kontrolnej. Polegata ona na tym,
aby pacjent przez 3 miesigce prowadzit normalny tryb Zycia, taki jak przed rozpoczeciem
czesci treningowej (Rycina 2). Zastosowanie czgsci kontrolnej pozwolito nam wykluczyé

wplyw czasu na badane parametry.
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Rekrutacja
Badania kwalifikujgce

Wizyta 1
Pobranie krwi

3 miesigce | Trening 3/tydzien

Wizyta 2
Pobranie krwi

|
|
. . IStyl zycia sprzed
~10 miesiecy) badania

|

|

Wizyta 3
Pobranie krwi

Styl zycia sprzed

3 miesi
miesiace badania

Wizyta 4
Pobranie krwi

Rycina 2. Schemat przedstawiajgcy plan badania. Wizyty 1 oraz 2 odpowiadajg okresowi
aktywnosci fizycznej, natomiast wizyty 3 i 4 okresowi kontrolnemu, czyli takiemu, w
ktorym pacjenci prowadzq styl zycia sprzed rozpoczecia badania.

[11.2. Materiat biologiczny

Od pacjentow pobrano 4 probki krwi odpowiadajgce 4 badanym punktom: przed
rozpoczgciem i po zakonczeniu czesci treningowej (wizyta 1 i 2) oraz przed rozpoczeciem
i po zakonczeniu czgsci kontrolnej (wizyta 3 i 4). Krew pobierana byta do probowek typu
BD Vacutainer z EDTA oraz przechowywana w temperaturze 4°C do momentu
rozpoczecia izolacji jednojadrzastych komorek krwi obwodowej (PBMC — peripheral
blood mononuclear cells) oraz oddzielenia osocza. Powyzsze czynno$ci oraz dalsze

procedury wykonywane byty w dniu pobrania materiatu.
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l11.3. lzolacja leukocytéow z krwi obwodowej oraz osocza

Z pobranej krwi po wirowaniu (400g, 10min, 20°C) zebrane zostato osocze i
poddane kolejnemu wirowaniu w celu usuniecia ptytek krwi (2000g, 15 min, 4°C), a
nastepnie zamrozone w -20°C i przechowywane przez dtuzszy okres w -80°C do
momentu rozpoczecia dalszych pomiaréw. Do pozostatych elementow morfotycznych
dodany zostal PBS i po wymieszaniu zostaly one naniesione na medium do izolacji
limfocytow (LSM 1077, PAA) umozliwiajace izolacj¢ PBMC za pomocg wirowania w
gradiencie ggstosci (400g, 30 min, 20°C). Wyizolowane komorki przeptukano PBS
(Gibco) z dodatkiem 1% FBS (Gibco) (400g, 6 min, 4°C), po czym liczono je za pomoca
komory Fuchsa — Rosenthal’a z uzyciem ptynu Turk’a (lodowaty CH3COOH, 1% roztwor
fioletu goryczki, H.O) w rozcienczeniu 1:10 i przygotowano zawiesiny do barwienia o

stezeniu 500 tys/100ul.

[1l.4. Hodowle PBMC

W celu oznaczenia cytokin produkowanych przez monocyty, z wyizolowanych
PBMC zakladane byty 18 — godzinne hodowle komodrkowe. 100 tys komorek
zwieszonych byto w 200 pl czystego medium RPMI (Gibco) zawierajacym 10% FBS
oraz Gentamycyng¢ z Glutaming (Sigma-Aldrich) lub z dodatkiem LPS (L 2654, E. coli
026:B6, Sigma-Aldrich) w stezeniu 1 ng/ml. Stymulacja LPS dziala glownie na
monocyty. Po 18 godzinach nadsgcz komorkowy zostat zebrany i odwirowany w celu
usunigcia komoérek (1000g, 7 min, 4°C), a nastgpnie zamrozony w -20°C 1

przechowywany w -80°C do momentu rozpoczgcia dalszych pomiarow.

[11.5. Analiza metoda cytometrii przeptywowej

Komoérki  wyizolowane z krwi obwodowej wybarwiono przeciwciatami
monoklonalnymi skierowanymi przeciwko markerom powierzchniowym limfocytow
oraz przeciwko cytokinom przez nie produkowanym, w stezeniach opracowanych we
wcezesniejszych do§wiadczeniach w oparciu o rekomendacje producenta. W przypadku
markeréw powierzchniowych zastosowano nastgpujace stezenia (ul przeciwciata : pl
zawiesiny komorek PBMC): gotowy mix przeciwciatl (anty-CD45R0O PE, anty-CD45RA
FITC, anty-CD3 PerCP, anty-CD4 APC) (15:100), anty-CD8 APC-H7 (3:100), anty-
CCR7 PE-Cy7 (5:100), anty-TCRyd PE (15:100), anty-TCRof3 FITC (10:100), anty-CD3
PerCP (10:100), anty-CD4 APC (10:100), anty-CCR5 PE-Cy7 (5:100), anty-CD16 PE
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(12:100), anty-CD45RA FITC (10:100), anty-CD11c APC (15:100), anty-HLA-DR PE-
Cy7 (3:100), anty-CD14 APC-H7 (3:100), anty-CD11b PB (2:100), anty-CD25 PE
(10:100), anty-CD69 FITC (10:100), anty-CD28 APC (10:100), anty-CD4 PE-Cy7
(3:100), anty-CD40 FITC (10:100), anty-CD86 APC (15:100), anty-CD19 APC-H7
(3:100), anty-CD56 (3:100) (BD Biosciences). Komoérki barwione byty przez 20 minut,
w 4°C, w ciemnosci, a nastgpnie reakcje blokowano przez dodanie PBS z 1% FBS i
odwirowanie (400g, 6 min, 4°C). W przypadku oznaczania produkcji cytokin przez
subpopulcje limfocytow, z wyizolowanych komoérek zaktadane byty 4-godzinne hodowle
(1 mln komoérek/Iml RPMI, 10%FBS, GG) z dodatkiem odczynnika (2 pl : 1000 pl
zawiesiny komokowej) (Leukocyte Activation Coctail with BD Golgi Plug, BD
Biosciences) aktywujacego produkcje cytokin przez limfocyty T, przy jednoczesnym
hamowaniu transportu biatek wewnatrzkomérkowych, co umozliwito detekcje
skumulowanych w komorkach cytokin. Po hodowli, reakcja byta blokowana przez
dodanie PBS z 1% FBS oraz odwirowanie. Nastgpnie komorki byly barwione
przeciwcialami na markery powierzchniowe (anty-CD3 PerCP, anty-CD4 APC, anty-
CD8 APC-H7) w stezeniach 1 warunkach jak wyzej. Po odwirowaniu komorki byty
zawieszane w Fixation/Permeabilization Buffer (BD Biosciences), aby umozliwié
wyznakowanie cytokin zlokalizowanych wewnatrz komorek. Probki inkubowane byty
przez 20 minut, w 4°C, w ciemnosci, a nastepnie po doktadnym zworteksowaniu zostaty
podzielone na 3 czgsci do dalszych barwien, przeptukane Perm/Wash Buffer (BD
Biosciences) 1 odwirowane. Nastgpnie komorki zostaty wybarwione przeciwciatami
przeciwko cytokinom lub jako kontrole izotypowe w stezeniach (ul przeciwciata : ul
zawiesiny komorek PBMC): 1gG:K FITC (10:100), 1gG:K PE (0,6:100), IFNy FITC
(0,5:100), IL-17 PE (10:100), TNFa FITC (0,5:100), IL-4 PE (10:100) (BD Biosciences).
Komoérki barwione byly jak powyzej. Nastepnie reakcja blokowana byla przez dodanie
Perm/Wash Buffer i odwirowanie. = Wyznakowane komorki analizowano metoda
cytometrii przeplywowej przy uzyciu FACSCantoll oraz FACSVerse (BD Biosciences),
a nastgpnie otrzymane dane przy uzyciu oprogramowania FlowJo (Tree Star, Inc).
Strategi¢ brakowania przedstawiono ponizej (Rycina 3, Rycina 4). Analiz¢ rozpoczgto
przez bramkowanie komérek PBMC wyznaczonych w osiach SSC/FSC, a nastepnie
wyodrebniono odpowiednio populacje limfocytow 1 monocytéw. Z limfocytow
wyodregbniono populacj¢ komoérek CD3+ limfocytow T. Nastepnie limfocyty T (CD3+)
rozdzielono na subpopulacje na podstawie ekspresji markerow CD4 i CD8 (Rycina 3, A).
Poszczegdlne subpopulacje limfocytow T, tj. CD4+, CD8+ oraz CD3+CD4-CD8-

39



(podwojnie ujemne, DN-double negative) analizowano pod wzgledem obecnosci
markeréw. Wzigto pod uwage wczesny marker aktywacji (CD69), p6zny marker
aktywacji (CD25), czasteczke kostymulujacg limfocytow T (CD28), receptor dla
chemokiny RANTES (CCR5). Punkt odciecia dla poszczegdlnych markerow
wyznaczano stosujac technike FMO (ang. Fluorescence Minus One) (Rycina 3, B).
Wszystkie limfocyty T, jak réwniez poszczegolne populacje zanalizowano réwniez pod
wzgledem obecnosci receptorow okreslajacych stopien ich dojrzatosci 1 funkcji.
Populacja limfocytow CD3 pozytywnych zostata zanalizowana pod katem wystepowania
markeréw CD45RA oraz CD45RO. Na tej podstawie zostata wyznaczona populacja
limfocytow T naiwnych jako CD45RA+CD45RO- oraz pamigci jako CD45RA-
CD45RO+. Poszczegodlne subpopulacje komérek CD4+, CD8+ oraz DN ocenione zostaty
pod wzgledem obecnosci markerow CD45RA, CD45RO oraz CCR7. Komorki naiwne
oznaczone zostaly jako CD45RA+CCR7+, centralne pamigci — CD45RA- CCR7+,
efektorowe — CD45RA-, CCR7- oraz CD45RA efektorowe — CD45RA+CCR7-.
Limfocyty T CD4 pozytywne, CD8 pozytywne jak rowniez podwdjnie ujemne, zostaty

rowniez zanalizowane pod wzgledem obecnosci receptoréw TCRaff i TCRyd.
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Rycina 3. Strategia bramkowania w analizie limfocytow T z krwi obwodowej (A).
Strategia bramkowania komorek CD69+, CD25+, CD28null oraz CCRS5 na limfocytach

T CD4+, CD8+ oraz DN (CD3+CD4-CD8-) wyizolowanych z krwi obwodowej. Punkty
odciecia wyznaczono metodq FMO (B).

Z populacji monocytéw wyznaczono populacje HLA-DR i CD14 pozytywna,
nastepnie z tej populacji wyznaczono subpopulacje monocytéw, CD14high, CD14CD16
oraz CD14dimCD16 (Rycina 4, A). W poszczegolnych subpopulacjach oznaczona
zostata ekspresja markerow adhezji do $cian $rodbtonka CD11b oraz CD11c. Punkt
odciecia dla poszczegdlnych markerow wyznaczano stosujgc technike FMO (Rycina 4,
B).
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Rycina 4. Strategia bramkowania w analizie monocytow wyizolowanych z krwi
obwodowej (A). Strategia bramkowania komorek CD11b + oraz CD11c+ na monocytach
CD14high, CD14CD16 oraz CD14dimCD16 wyizolowanych z krwi obwodowej. Punkty

odciecia wyznaczone metodq FMO (B).

Dodatkowo z komdrek PBMC zostaly wyodrgbnione populacje limfocytow B,
limfocytow T, komorek NK oraz monocytéw. Po wyznaczeniu limfocytéw na osiach
SSC/FSC limfocyty T zostaly zanalizowane na podstawie obecnos$ci na powierzchni
czasteczki CD3, limfocyty B czasteczki CDI19, natomiast komorki NK zostaty
wyodrebnione z populacji komoérek CD3-CD19- na podstawie obecnosci markerow
CD16 i CD56 (Rycina 5, A). Powyzsze populacje zostaly zanalizowane pod katem
ekspresji markerow CD40 oraz CD86. Sa to czasteczki biorgce udziat odpowiednio w
aktywacji limfocytow B oraz T. Punkt odciecia dla poszczegdlnych markeréw

wyznaczano stosujgc technik¢ FMO (Rycina 5, B).
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Rycina 5. Strategia bramkowania populacji monocytow, limfocytow B, lifocytow T oraz
komorek NK wyizolowanych z krwi obwodowej (A). Strategia bramkowania markerow
CD40 oraz CD86 na monocytach, limfocytach B, limfocytach T oraz komorkach NK.
Punkty odcigcia wyznaczone metodg FMO (B).
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Analize¢ produkcji cytokin rozpoczeto od zbramkowania populacji limfocytow T
zgodnie ze strategig przedstawiong powyzej (Rycina 3, A). Nastepnie poszczeg6élne
populacje limfocytow T, tj. CD4+, CD8+ oraz DN zostaly zanalizowane pod katem
produkcji cytokin: IFNy, TNFa, IL-17 oraz IL-4. Punkty odcigcia wyznaczone zostaly

na podstawie kontroli izotypowej (Rycina 6).

CD4 CcD8 DN

1gG:K PE
1gG:1K PE
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L, 1gG:1K FITC I—' 1gG1K FITC L 1gG:1K FITC
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L> TNFa I—v TNFa L> TNFa

Rycina 6. Strategia bramkowania sobpopulacji limfocytow T produkujgcych IL-17, IFNy,
IL-4 oraz TNFo. Punkty odciecia wyznaczone na podstawie kontroli izotypowej (IgGI1K
PE/IgG1K FITC).
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[11.6. Analiza stezenia cytokin metoda Luminex

W osoczu wyizolowanym z probek krwi oraz nadsgczu z hodowli monocytow
stymulowanych LPS zbadane zostaty poziomy cytokin za pomocg metody Luminex. W
osoczu oraz nadsgczu oznaczone zostaly cytokiny IL-10, IL-1B, IL-6 oraz TNFa.
Dodatkowo w nadsgczu oznaczony zostal poziom TGFfB (MilliplexMAP Kit, Magnetic,
Merck Millipore). Analizy dokonano przy uzyciu FLEXMAP3D System (Merck
Millipore) w Zaktadzie Biotechnologii Medycznej na Wydziale Biochemii, Biofizyki i

Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego.

[11.7. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie przy uzyciu programu IBM SPSS
Statistic 23.0. Wykresy sporzadzono przy uzyciu Microsoft Excel 2013. Przy uzyciu testu
Shapiro-Wilka sprawdzona zostata normalno$¢ rozktadu dla poszczegdlnych grup. W
przypadku braku rozktadu normalnego, dane poddawane byty transformacji w postaci
logarytmowania lub podniesienia do kwadratu w celu uzyskania rozktadu normalnego.
Istotno$¢ zbadano za pomocg procedury dwuczynnikowej z powtarzanymi pomiarami
(ang. Two-Way repeated measures ANOVA). W tescie tym brane byly pod uwage dwa
czynniki: trening oraz kontrola, czyli brak treningu. Kazdemu czynnikowi odpowiadaty
dwa poziomy. Dla aktywno$ci byly to trening i kontrola, dla czasu wizyty przed
rozpoczeciem aktywnos$ci oraz po jej zakonczeniu. Program badat trzy aspekty. Roznice
pomiedzy rodzajami aktywnosci, rdéznic¢ pomiedzy wizytami oraz najwazniejszy,
interakcje tych dwoch czynnikow, czyli jak rodzaje aktywnos$ci zachowujg si¢ w czasie.
Nastepnie wartos$ci ,,p” dla wszystkich badanych populacji zostaly poddane poprawce
FDR (ang. False Discovery Rate). Dla poszczegolnych zmiennych wyznaczona zostata
charakterystyka obejmujaca $rednig arytmetyczng oraz odchylenie standardowe, ktore

zostaty przedstawione na wykresach.
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V. Wyniki

IV.1. Charakterystyka kliniczna pacjentéw.

Do badania wlaczono 26 pacjentow: 19 mezczyzn (73%) 1 7 kobiet (27%), ktorzy
poddali si¢ procedurze badania (Tabela 2). Srednia wieku grupy w momencie
przystapienia do badania wynosita 48 lat, z czego najmtodszy pacjent mial 34 a najstarszy
55 lat. Najczgstszym potencjalnym czynnikiem ryzyka chorob uktadu sercowo-
naczyniowego byt wynik badania FMD (ang. Flow Mediated Dilatation) ponizej 7%
[173], [174], wartosci uznawanej za dolng granice normy dla 0sob zdrowych. U 18 osob
(78%, n=23) FMD wykazywato obecnos¢ dysfunkcji srodblonka. Sposrod klasycznych
czynnikow ryzyka, u 72% stwierdzono wystgpowanie nadwagi, definiowanej jako BMI
> 25 kg/m?. U 25 pacjentow przeprowadzono rowniez pomiar grubosci kompleksu btona
wewngetrzna — btona $Srodkowa tetnicy szyjnej (IMT), aby oceni¢ poziom rozwoju
miazdzycy. Zaden pacjent nie przekroczyt gornej granicy normy wynoszacej 0,9 mm
[174]. Zadna z os6b bioracych udzial w badaniu nie palita w tym czasie papierosow.
Biorgc pod uwage charakter badania oraz kryteria wlaczenia 1 wylaczenia, wszyscy
pacjenci charakteryzowali si¢ wysokim prawidlowym ci$nieniem tetniczym Krwi,
zwiekszajacym ryzyko rozwoju nadci$nienia. Podczas rekrutacji z badania wykluczone
byty osoby, u ktérych stwierdzono cukrzyce. Zaden z pacjentdw nie stosowal przewlekle
lekow majacych wptyw na uktad odpornosciowy i funkcje srodbtonka.

Tabela 2. Charakterystyka kliniczna pacjentow zrekrutowanych do badania.
Pacjenci bioracy udzial w calej procedurze badania (n=26, dla FMD n=23)

Wiek (lata; srednia+SD) 47,6+6,6
Pleé¢ (M:K) 19:7
Czynniki ryzyka miazdzycy: n (%)
Palenie papierosow 0 (0%)
BMI>25kg/m? 18 (72%)
FMD<7% 18 (78%)
IMT>1mm 0 (0%)
Ci$nienie krwi (mmHg; $rednia+SD)

Skurczowe 124+10,8
Rozkurczowe 96,7+10,5
Przewlekle przyjmowanie lekow 0 (0%)
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IV.2. Charakterystyka limfocytéw T we krwi pacjentéw

IV.2.1. Subpopulacje limfocytow T

Dominujacg subpopulacjg limfocytéw T we krwi byty limfocyty CD4+, §rednia
warto$¢ procentowa dla poszczegdlnych wizyt wynosita odpowiednio ($rednia +
odchylenie standardowe), przed okresem kontrolnym: 63,10+11,27%; po okresie
kontrolnym:  64,37+1,59%, przed treningiem: 61,98+12,25%; po treningu:
63,90+£11,23%; (Rycina 7). Nie stwierdzono istotnych statystycznie r6znic pomig¢dzy
poszczegdlnymi wizytami. Srednie procentowe wartosci dla subpopulaciji limfocytow T
CD8+ byly ponad dwukrotnie nizsze i wynosily, przed okresem kontrolnym:
29,68+7,56%; po okresie kontrolnym: 28,58+7,06%; przed treningiem: 30,27+8,04%; po
treningu: 28,52+6,89%. Rowniez w przypadku tej subpopulacji, analizy nie wykazaty
zmian istotnych statystycznie. Najmniej liczng subpopulacja byty limfocyty T podwojnie
ujemne (CD3+CD4-CD8-), dla ktorych srednie wartosci procentowe wynosity dla
poszczegolnych wizyt odpowiednio, w okresie kontrolnym 6,12+5,52% vs 6,01+6,01%;
pod wplywem treningu 6,58+6,42% vs 6,35+5,76%.
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Rycina 7. Wykres przedstawiajgcy procentowy rozktad srednich wartosci (+£SD)
poszczegolnych subpopulacji limfocytow T, CD4+, CD8+ oraz CD3+CD4-CD8-, n=26,
NS.

Dla doktadniejszej charakteryzacji limfocytow T we krwi pacjentow zbadano

ekspresje¢ podtypow receptorow na limfocytach T, TCRap oraz TCRyo, na
subpopulacjach limfocytow CD4 i CDS8 pozytywnych, jak réowniez limfocytach T
podwdjnie ujemnych (Rycina 8). Dla limfocytéw CD4+TCRaf otrzymano nastepujace
wyniki sredniej + odchylenie standardowe, przed okresem kontrolnym: 99,7340,24%; po
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okresie kontrolnym: 99,68+0,57%; przed treningiem: 99,78+0,12%; po treningu:
99,70+0,19%. Limfocyty CD4+TCRyd we wszystkich wizytach nie przekroczyty 0,5%.
Wyniki nie roznity si¢ znaczaco. Podobny rozktad zaobserwowany zostat dla limfocytow
CD8+ TCRap. Podczas wizyty przed okresem kontrolnym zaobserwowano:
92,9245,99%; po okresie kontrolnym: 92,76+6,72%. przed treningiem: 92,16+6,42%; po
treningu: 91,50+7,22%. Populacja CD8+ TCRyd wynosita s$rednio 5% podczas
poszczegbdlnych wizyt. Rowniez tutaj nie zostala zaobserwowana roznica istotna
statystycznie. Dla populacji limfocytow CD3+CD4-CD8- odsetek komorek TCRaf dla
poszczegolnych wizyt wynosit kolejno, przed okresem kontrolnym: 18,19+13,28%; po
okresie kontrolnym: 19,89+15,34%; przed treningiem: 18,42+14,09%; po treningu:
17,74+13,19%. Dla tej subpopulacji wyniki nie roéznity si¢ znaczaco. Natomiast dla
populacji limfocytow CD3+CD4-CD8- TCR yd osiaggni¢to wynik istotny statystycznie
dla interakcji trening*kontrola po poprawce FDR, p=0,035. Wartosci dla poszczegdlnych
wizyt przedstawiajg si¢ nastgpujaco, przed okresem kontrolnym: 76,28+15,11%; po
okresie kontrolnym: 74,31+16,87%; przed treningiem: 75,55+14,28%; po treningu:

77.70+14,26%.
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Rycina 8. Wykresy przedstawiajgce procentowy rozkiad srednich wartosci rozktadu
pod#ypow receptorow TCRofs oraz TCRyo na poszczegolnych subpopulacjach limfocytow
T, CD4+ (A.,NS), CD8+ (B., NS) oraz CD4-CD8- (C.), n=26. Dla limfocytow CD4-CD8-
zaobserwowana zostata istotna interakcja trening*kontrola dla receptora TCRyo,
p=0,035.
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Limfocyty analizowano réwniez pod wzgledem ich typowych subpopulacji
(Rycina 9). Zestawienie zawierajace Srednie + odchylenie standardowe dla limfocytow
CD4 i CD8 pozytywnych oraz CD3+CD4-CD8- znajduje si¢ w tabeli (Tabela 3).
Analizowano rowniez calg populacje¢ limfocytow T i wyodrebniono dwie subpopulacije,
limfocyty naiwne, ktorych wartosci dla poszczegolnych wizyt wynoszg, przed okresem
kontrolnym: 46,96+13,65%; po okresie kontrolnym: 45,35+12,72%; przed treningiem:
46,60+13,72%; po treningu: 45,99+13,09%; oraz limfocyty pamigci, dla ktorych wyniki
wynoszg odpowiednio, przed okresem kontrolnym: 43,00+12,81%; po okresie
kontrolnym:  42,90+11,83%, przed treningiem: 43,15+£14,68%; po treningu:
43,57£14,18% (Rycina 9, D.). W powyzszych wynikach nie zaobserwowano roznic.
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Rycina 9. Wykresy przedstawiajgce subpopulacje limfocytow T. Dla limfocytow T CD4+
(A.), CD8+ (B.) oraz CD3+CD4-CD8- (C.) wyznaczone zostaly subpopulacje komorek
naiwnych, pamieci, efektorowych oraz CD45RA efektorowych, natomiast dla calej
populacji limfocytow T (D.) wyznaczone zostaly subpopulacje limfocytow naiwnych oraz
pamieci, n=26, NS.
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Tabela 3. Rozktad subpopulacji limfocytow T, n=26, NS.

Kontrola Trening

Subpopula

cja Przed Po Przed Po

limfocytow

Naiwne 34,99+15,36 | 32,87+15,31 | 31,93+13,69 | 31,91+13,60
< Pamieci 37,94+13,73 | 39,60+12,29 | 38,32+10,72 | 37,58%11,22
(@)
z Efektorowe | 22,94+9.40 | 23,63+11,04 | 25,30+10,22 | 25,89+10,43
S | CD45RA

4,12+2,51 3,89+1,98 4,44+3,03 4,61+£3,34

efektorowe

Naiwne 21,224+12,89 | 21,18+12,90 | 19,37+10,38 | 21,60+11,58
9 Pamigci 4,18+2,63 5,10+3,79 4,1242,67 4,87+3,16
o
4 Efektorowe | 34,17+£16,34 | 39,20+16,88 | 35,98+11,89 | 35,91+12,07
Q
& CD45RA

40,46+14,91 | 34,53+15,06 | 40,42+15,27 | 37,63+15,45

efektorowe
, Naiwne 5,63+4,51 5,49+5,54 4,62+3,78 5,68+4,64
Q
8 Pamieci 5,02+3,36 5,2443,09 3,954+2,50 4,60+2,72
E 'O\? Efektorowe | 51,99+19,64 | 56,13+21,35 | 56,14+£19,67 | 54,58+19,55
O —_—
& CD45RA
a) 37,37£20,99 | 33,15+£21,08 | 35,294+20,36 | 35,12+20,10
O efektorowe
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IV.2.2. Stopien aktywaciji limfocytow T

IV.2.2.1. Ocena stopnia aktywacji limfocytow T z krwi
obwodowej pod wzgledem markera wczesnej aktywacji
CD®609.

Poszczegdlne subpopulacje limfocytow T poddane zostaty analizie pod wzgledem
sredniej wartosci komorek wykazujacych ekspresje markera wczesnej aktywacji (Rycina
10, A) oraz pod wzgledem ilosci markera na powierzchni komorek CD69 pozytywnych
(Rycina 10, B). Srednia warto$¢ procentowa + odchylenie standardowe limfocytow
CD4+CD69+ dla poszczegdlnych wizyt wynosita, przed okresem kontrolnym:
2,37+1,96%, po okresie kontrolnym: 2,10+2,13%; przed treningiem: 1,84+1,75%; po
treningu: 1,58+1,57%. Dla subpopulacji limfocytow CD8+ wartos$ci te byty prawie 6 razy
wyzsze i wynosity, przed okresem kontrolnym: 12,73+11,63%; po okresie kontrolnym:
10,83+10,43%; przed treningiem: 10,00+9,38%; po treningu: 11,35+10,26%. Najwigcej
komorek wykazujacych ekspresje zaobserwowano w populacji limfocytow T podwojnie
ujemnych. Dla tej populacji wyniki wynosza odpowiednio, w okresie kontrolnym:
14,67£11,58% vs 13,21+11,74%; pod wplywem treningu 12,55+10,41% vs
11,73+8,91%. Zadne z powyzszych wynikow nie roznity sie. W przypadku ilo$ci markera
na powierzchni komoérek wykazujacych jego ekspresje rdéznice pomiedzy
poszczegdlnymi subpopulacjami nie byty juz tak duze. Dla komorek CD4+CD69+
srednie wartosci MFI (ang. Mean Fluorescence Intesity) + odchylenie standardowe
wynosity odpowiednio, przed okresem kontrolnym: 497,83+£106,62; po okresie
kontrolnym: 549,08+208,73; przed treningiem: 643,29+235,69; po treningu:
585,29+194,93. Dla komorek CD8+CD69+ ekspresja markera byta bardzo zblizona 1
wynosita, przed okresem kontrolnym: 556,63+221,01; po okresie kontrolnym:
560,58+209,53; przed treningiem: 673,21+£297,96; po treningu: 580,17+309,33. WyniKi
te nie roznily si¢ znaczaco. Najwyzsza ekspresja CD69+ zaobserwowana zostala na
limfocytach CD3+CD4-CD8-. Zaobserwowano tu rowniez istotng statystycznie
interakcj¢ trening*kontrola po poprawce FDR, gdzie p=0,035. Wartosci dla tej populacji
wynoszg odpowiednio, przed okresem kontrolnym: 606,88+259,09; po okresie
kontrolnym: 646,25+250,99; przed treningiem: 843,13+426,52 oraz po treningu:
648,50+231,23.
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Rycina 10. Odsetek limfocytow CD4+CD69+, CD8+CD69+ oraz CD3+CD4-CD8-
CD69+ (A) wyizolowanych z krwi pacjentow podczas kolejnych wizyt (NS) oraz Mean
Fluorescence Intensity (MFI) dla tych subpopulacji limfocytow. Dla CD4+CD69+ oraz
CD8+CD69+, NS, dla CD3+CD4-CD8-CD69+, p=0,035 (B).
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IV.2.2.2. Ocena stopnia aktywacji limfocytow T z krwi
obwodowej na podstawie ekspresji receptora dla IL-2
(CD25).

Analizie poddana zostatla rowniez ekspresja receptora dla IL-2, traktowanego
niekiedy jako pozny marker aktywacji. Marker ten nie wyst¢puje na limfocytach
naiwnych i tylko w niewielkim stopniu wystepuje na limfocytach pamigci. Jest on
réwniez jednym z dwoch markerow limfocytow T regulatorowych. Srednia warto$é
procentowa # odchylenie standardowe (Rycina 11, A) limfocytow CD4+CD25+
wynosita, przed okresem kontrolnym: 37,00+9,37%; po okresie kontrolnym:
35,4348,88%; przed treningiem: 40,22+11,49%; po treningu: 42,40+10,48%. Wartosci te
byly ponad szes$¢ razy nizsze w przypadku komoérek CD8+CD25+ oraz CD3+CD4-CD8-
CD25+. Dla pierwszej subpopulacji wynosity odpowiednio, przed okresem kontrolnym:
5,85+3,36%; po okresie kontrolnym: 5,7843,13%; przed treningiem: 6,12+3,31%; po
treningu: 6,83+3,37%. Natomiast dla limfocytow podwojnie ujemnych CD25+ warto$ci
te wynosity, w okresie kontrolnym: 5,73+5,40% vs 5,85+5,25% oraz pod wplywem
treningu: 6,29+5,00% vs 7,02+4,48%. Powyzsze wyniki nie roznity si¢ znaczgco,
podobnie jak wartosci MFI dla poszczegdlnych subpopulacji (Rycina 11, B). Dla
limfocytow CD4+CD25+ wynosity one, przed okresem kontrolnym: 626,29+150,41; po
okresie kontrolnym: 605,29+131,99; przed treningiem: 737,21+385,05; po treningu:
739,00+325,51. W przypadku limfocytow CD8+CD25+ ekspresja byta nizsza i wynosita,
przed okresem kontrolnym: 442,42+144,15; po okresie kontrolnym: 446,00+166,94;
przed treningiem: 473,33+197,15; po treningu: 495,46+224,78, natomiast dla
subpopulacji limfocytow T podwdjnie ujemnych CD25+ wartos$ci te wynosity, w okresie
kontrolnym: 415,13+179,27 vs 400,61+151,60 oraz pod wplywem treningu
417,17£191,29 vs 342,83+145,99.
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Rycina 11. Odsetek limfocytow CD4+CD25+, CD8+CD25+ oraz CD3+CD4-CD8-
CD25+ (A) wyizolowanych z krwi pacjentow podczas kolejnych wizyt oraz  Mean
Fluorescence Intensity (MFI) dla tych subpopulacji limfocytow (B), n=24, NS.
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vV.2.2.3. Limfocyty T CD28null

Wyizolowane z krwi pacjentow limfocyty T analizowano pod katem obecno$ci
lub braku czgsteczki CD28 (Rycina 12). Dla subpopulacji CD4+CD28null $rednia
warto$¢ procentowa + odchylenie standardowe dla kolejnych pomiaréw wynosita, przed
okresem kontrolnym: 3,74+4,17%; po okresie kontrolnym: 3,88+4,55%; przed
treningiem: 4,11+4,27 oraz po treningu: 4,00+4,47%. Dla subpopulacji limfocytow
CD8+CD28null wartoéci byly wyzsze i wynosily odpowiednio, przed okresem
kontrolnym: 44,51+£17,02%; po okresie kontrolnym: 42,63+17,87; przed treningiem:
45,73+£16,91%; po treningu: 44,44+15,97%. Dla populacji limfocytow CD3+ CD4-CD8-
CD28null warto$ci te byly podobne i wynosity, w okresie kontrolnym 47,02+23,01% vs
44,99+22,99% oraz pod wptywem treningu: 44,72+23,88% vs 43,06+23,40%. Zadne z

powyzszych wynikdw nie réznity sig.

CD28null [%]
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Rycina 12. Odsetek limfocytow CD4+CD28null, CD8+CD28null oraz CD3+CD4-CD8-
CD28null wyizolowanych z krwi obwodowej, n=24, NS.
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IvV.2.2.4. Receptor dla chemokiny RANTES, CCR5

Chemokina RANTES jest jedng z kluczowych chemokin odpowiedzialnych za
aktywacje¢, chemotaksje, adhezje limfocytéw T oraz ich migracj¢ poprzez srédbtonek do
miejsca zapalenia. Wykazuje wiec dziatanie prozapalne. Dlatego, kolejnym etapem byto
zbadanie ekspresji CCR5, receptora dla chemokiny RANTES na subpopulacjach
limfocytow T. Srednie wartosci procentowe + odchylenie standardowe (Rycina 13, A)
dla limfocytéw CD4+CCR5+ wynosity, przed okresem kontrolnym: 7,80+3,28%; po
okresie kontrolnym: 7,94+3,05%; przed treningiem: 8,02+3,94%; po treningu:
8,56+4,13%. Dla subpopulacji limfocytéw CDS8+CCRS5+ wartosci te byly wyzsze i
wynosity, przed okresem kontrolnym: 20,39+14,20%; po okresie kontrolnym:
19,43£13,05%; przed treningiem: 23,07+10,86% oraz po treningu: 24,59+9,81%.
Najwyzszy odsetek komorek CCRS5 pozytywnych zaobserwowano w populacji
limfocytow CD3+CD4-CD8-. Wartosci te wynosily odpowiednio, dla okresu
kontrolnego: 35,01£21,77% vs 32,51£22,64% oraz pod wplywem treningu:
35,75420,09% vs 44,62+20,71%. Powyzsze wyniki, jak réwniez wyniki dla MFI nie
roznity si¢ znaczaco. [los¢ receptora na powierzchni komoérek wyrazona jako $rednia z
MFTI =+ odchylenie standardowe (Rycina 13, B) dla komérek CD4+CCRS5+ prezentowata
si¢ nastepujaco, przed okresem kontrolnym: 638,58+159,84; po okresie kontrolnym:
650,92+158,12; przed treningiem: 636,54+172,12; po treningu: 719,92+280,43. Na
komorkach CD8+CCRS+ ekspresja byta wyzsza i wynosita, przed okresem kontrolnym:
1107,394+823,95; po okresie kontrolnym: 1576,19+1598,36; przed treningiem:
871,81+429,25; po treningu: 1039,54+550,58. Natomiast na limfocytach T podwdjnie
ujemnych CCRS5+ $rednia ekspresja receptora wynosita, dla okresu kontrolnego:
840,42+294,06 vs 902,08+330,13; pod wplywem treningu: 847,12+£292,59 vs
916,35+408,16.
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Rycina 13. Odsetek limfocytow CD4+CCR5+, CD8+CCR5+ oraz CD3+CD4-CD8-
CCR5+ (4) wyizolowanych z krwi pacjentow podczas kolejnych wizyt oraz Mean
Fluorescence Intensity (MFI) dla tych subpopulacji limfocytow (B), n=26, NS
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IV.2.2.5.

W celu lepszej charakterystyki wplywu regularnego wysitku fizycznego na
poszczegbdlne subpopulacje limfocytow oraz stan uktadu immunologicznego okre§lona
zostata zdolno$¢ limfocytow T CD4+, CD8+ oraz CD4-CD8- do produkcji cytokin takich
jak 1L-4, IL-17, TNF-a oraz IFN-y. Srednie wartosci + odchylenie standardowe dla tych
subpopulacji przedstawione zostaly w tabeli (Tabela 4) oraz na wykresie (Rycina 14).

Zadne z tych wynikow nie réznity si¢ znaczaco.

Produkcja cytokin przez limfocyty

Tabela 4. Srednia wartosé procentowa subpopulaciji limfocytéw T (+ odchylenie

standardowe) zdolnych do produkcji poszczegolnych cytokin, IL-4, IL-17, TNF-a oraz

IFN-y, n=26, NS.
Kontrola Trening

Cytoki Przed Po Przed Po

na

IL-4 0,14+0,14 0,12+0,12 0,11+0,08 0,10+0,06
g IL-17 | 0,62+0,35 0,45+0,31 0,37+0,47 0,30+0,32
g TNF-a | 51,31+13,54 | 48,67+11,56 | 49,69+13,87 | 46,48+14,29
© IFN-y | 17,38+7,25 |17,21+6,93 | 16,53+8,32 | 14,75+/,79

IL-4 0,08+0,09 0,08+0,08 0,14+0,17 0,09+0,08
g IL-17 | 0,07+0,05 0,07+0,05 0,06+0,14 0,04+0,04
050 TNF-a | 61,35+15,03 | 60,91+14,29 | 53,47+16,25 | 51,43+14,16
© IFN-y | 58,47+13,91 | 59,17+14,20 | 50,15+15,44 | 46,84+15,61
. IL-4 0,14+0,29 0,10+0,15 0,30+0,49 0,20+0,31
:o; SIT-17 (023025 |0,15:0,16 |0,24:030 |0,09:0,15
og) R TNF-a | 71,71+13,55 | 68,85+15,22 | 59,32+20,62 | 58,75+19,67
o © IFN-y | 66,99+15,85 | 65,95+17,56 | 53,95+20,43 | 53,02+23,13
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Rycina 14. Odsetek limfocytow T (£ odchylenie standardowe) zdolnych do produkcji
poszczegolnych cytokin, IL-4, IL-17, TNF-a oraz IFN-y, n=26, NS.

IV.3. Charakterystyka monocytéw we krwi pacjentow

IV.3.1. Subpopulacje monocytéw

Podwyzszone cisnienie 1 dysfunkcja $rodbtonka, jak roéwniez aktywacja
limfocytow T moga by¢ powigzane z aktywacja monocytow. Szczegdlnie wazne w
zapaleniu sa subpopulacje monocytow CD14highCD16+ oraz CD14dimCD16+, dlatego
pierwsza analiza dotyczyla wplywu wysitku fizycznego na rozklad subpopulacji
monocytow pod wzgledem ekspresji markera CD14 oraz CD16 (Rycina 15).
Dominujaca subpopulacja monocytdéw byty monocyty CD14high CD16-. Srednia
warto$¢ procentowa + odchylenie standardowe dla poszczegolnych wizyt wynosita, przed
okresem kontrolnym: 84,40+3,58%; po okresie kontrolnym: 84,21+4,32%; przed
treningiem: 81,43+5,51%; po treningu: 83,00+4,72%. Kolejng co do wielkosci
subpopulacja byly monocyty CD14high CD16+. Warto$ci $redniej dla poszczegolnych
wizyt wynosily, przed okresem kontrolnym: 8,74+3,00%; po okresie kontrolnym:
8,68+4,15%; przed treningiem: 9,82+3,97%,; po treningu: 9,45+4,20%. Dla subpopulacji
monocytow, uznawanej jako nieklasyczna, CDI14dim CDI16+ wartosci te w

poszczegbdlnych pomiarach wynosity odpowiednio, dla okresu kontrolnego: 5,31£2,35%
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VS 5,56+2,38%; pod wpltywem wysitku: 7,18+3,60% Vs 6,07+3,19%. Zadne z
powyzszych wynikow nie rdznily sig.
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Rycina 15.Wykres przedstawiajgcy procentowy rozktad Srednich wartosci (+SD)
poszczegolnych subpopulacji monocytow, CDI4high CD16-, CD14high CD16+,
CD14dim CD16+, n=26, NS.

IV.3.2.
Nastepnie ocenie poddana zostata ekspresja integryn CD11b oraz CDllc

Ocena ekspresji markeréw adhezji do srédbtonka

majacych wplyw na migracje i adhezje monocytéw do $ciany naczynia oraz na proces
aterogenezy. Srednie wartosci procentowe + odchylenie standardowe dla monocytow
wykazujacych ekspresje CD11b oraz CD11c przedstawione sa w tabeli ponizej (Tabela
5). Zgodnie z oczekiwaniami monocyty CD11b oraz CD11¢ byly populacjg dominujaca.

Tabela 5. Ekspresja markerow adhezji w poszczegolnych subpopulacjach monocytow,
CD14high CD16-, CD14high CD16+, CD14dim CD16+, n=26, NS.

Kontrola Trening
Marker Przed Po Przed Po
CD14high  CD16- | CD11b | 99,81+0,20 | 99,83+0,15 | 99,79+0,30 | 99,81+0,15
[96] CD11c | 99,86+0,13 | 99,86%0,15 | 99,92+0,13 | 99,91+0,12
CD14Mgh  CD16+ | CD11b | 99,45+0,55 | 99,35+0,55 | 99,54+0,70 | 99,68+0,25
[96] CD1lc | 99,78+0,17 | 99,75+0,47 | 99,89+0,12 | 99,88+0,13
CD149m  CD16+ | CD11b | 88,47+12,06 | 88,35+9,97 | 88,42+9,58 | 86,97+9,23
[96] CD1lc | 99,17+0,77 | 98,93+0,86 | 99,36+0,59 | 99,20+0,77
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Odsetek monocytow wykazujacych ekspresje markeréw adhezji nie roznil si¢
pomiedzy wizytami, natomiast ekspresja markeréw, zarowno CD11b (Rycina 16, A) jak
i CD11c (Rycina 16, B), okre$lana jako MFI + odchylenie standardowe rdznita si¢
znaczgco we wszystkich subpopulacjach monocytéw. Dla monocytow klasycznych
CD14high CD16- CD11b+ warto$ci dla poszczegolnych wizyt wynosity kolejno, przed
okresem kontrolnym: 2170,20+£1222,17; po okresie kontrolnym: 2072,30+1658,15; przed
treningiem: 3686,70+2921,07; po treningu: 5336,30+4362,93; p=0,015. Dla subpopulacji
monocytow CD14high CD16+ CD11b+ wyniki wynosity, przed okresem kontrolnym:
2340,20+1330,30; po okresie kontrolnym: 2139,20+£1636,08; przed treningiem:
3856,70+3004,80 oraz po treningu: 5303,65+4200,77; p=0,008. Dla subpopulacji
monocytow CD14dim CD16+ CD11b+ wartosci wynosilty, dla okresu kontrolnego:
1111,95+£706,57 vs 1073,30+£757,87; pod wplywem treningu: 1444,35£1084,01 vs
1897,25+1486,34; p=0,035. W przypadku ekspresji markera CD1lc wartosci dla
subpopulacji CD14high CD16- CD1lc+ wynosity, przed okresem kontrolnym:
994,12+266,98; po okresie kontrolnym: 921,54+497.28; przed treningiem:
1396,77+633,52; po treningu: 2119,89+1444,01; p=0,035. Dla subpopulacji monocytow
CD14high CD16+ CD11c+ warto$ci wynosity odpowiednio, przed okresem kontrolnym:
2514,19+822,29; po okresie kontrolnym: 2353,89+1381,04;  przed treningiem:
3204,39+1079,12 oraz po treningu: 4847,54+2691,37; p=0,035. Ekspresja markera byta
najwyzsza dla subpopulacji CD14dim CD16+ CD1lc+ i wynosita, dla okresu
kontrolnego: 3239,58+1135,25 vs 3119,19+1672,74; pod wplywem treningu:
3754,35+1438,61 vs 5835,19+3559,47; p=0,051.
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Rycina 16. Ekspresja markerow adhezji na monocytach wyrazona jako MFI £ odchylenie
standardowe. Ekspresja CD11b (A) na monocytach CD14high CD16- CD11b+,
p=0,015; CD14high CD16+ CD11b+, p= 0,008; CD14dim CD16+ CD11b+, p=0,035,
n=20. Ekspresja markera CD1lc (B) na monocytach CD14high CD16- CD1l1c+,
p=0,035; CD14high CD16+ CD11c+, p=0,035; CD14dim CD16+ CD11c+, p=0,051,
n=26.
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IV.3.3. Biatka dostarczajgce sygnatl kostymulujacy limfocytom
T, CD40 oraz CD86

Monocyty, jako komorki fagocytujace sg komorkami prezentujagcymi antygen.
Biatkami wystepujacymi na komoérkach prezentujgcych antygen sg miedzy innymi CD40
oraz CD86, ktére sa czasteczkami niezbednymi do ich aktywacji, jak réwniez
dostarczajacymi sygnat kostymulujacy limfocytom T. Analiza ekspresji tych markerow
pozwoli lepiej scharakteryzowa¢ wplyw wysitku fizycznego na populacj¢ monocytow.
Srednie warto$ci procentowe + odchylenie standardowe dla monocytéw wykazujacych
ekspresje bialek CD40 i CD86 zostaly zamieszczone w tabeli (Tabela 6). Zarowno te
wartosci jak 1 warto$ci MFI dla CD40 i CD86 (Rycina 17) nie roznity sie¢.

Tabela 6. Srednia procentowa wartosé ekspresji biatek kostymulujgcych (£ odchylenie
standardowe), CD40 oraz CD86 na monocytach, n=14, NS.
Kontrola Trening

Monocyty Przed Po Przed Po

CD40+ [%] | 97,8441,00 | 96,96+1,58 | 96,81+1,63 | 96,76+1,44
CD86+ [%] | 92,2143,49 | 92,63+4,87 | 91,33+6,89 | 89,71+6,49

Dla czasteczki CD40 wartosci MFI  wynosity, przed okresem kontrolnym:
1132,50+680,41; po okresie kontrolnym: 950,21+434,02; przed treningiem:
1063,43+376,22; po treningu: 887,00+263,37. Ekspresji biatka CD86 w kolejnych
wizytach odpowiadaly nastepujace wartosci, dla okresu kontrolnego: 657,07+183,95 vs
571,86+297,53; pod wptywem treningu: 842,57+170,11 vs 931,93+125,85.
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Rycina 17. Ekspresja biatek kostymulujgcych, CD40 i CD86 na monocytach. MFI +
odchylenie standardowe, n=14, NS.

IV.3.4. Produkcja cytokin przez monocyty

Aby okresli¢ wptyw wysitku fizycznego na zdolnosé¢ produkeji cytokin pro- oraz
przeciwzapalnych, takich jak I1L-10, IL-1p, IL-6, TNF-a oraz TGF-p, przez monocyty,
wyizolowane PBMC stymulowane byty LPS. Dla kontroli w tym samym czasie
hodowane byly PBMC w czystym medium, aby mozliwe bylo odjecie podstawowej
produkcji cytokin przez wszystkie PBMC. Wszystkie wyniki, oprocz tych dla TGF-B,
podawane sg jako $rednia z réznicy st¢zenia cytokiny po stymulacji oraz bez stymulacji
+ odchylenie standardowe [pg/ml] (Rycina 18, A). W przypadku TGF-f podane zostaly
warto$ci poziomu cytokiny bez stymulacji oraz po stymulacji niezaleznie, poniewaz
poziom TGF-B bez stymulacji byt wysoki, a sama stymulacja nie spowodowata wzrostu
jego produkcji (Rycina 18, B). Stezenie IL-10 dla poszczegélnych wizyt wynosito
odpowiednio, przed okresem kontrolnym: 546,86+269,45; po okresie kontrolnym:
525,44+246,62; przed treningiem: 652,77+214,68; po treningu: 623,21+217,80. Dla IL-
1B wartoSci wynosity, przed okresem kontrolnym: 4450,78+1121,73; po okresie
kontrolnym: 5127,65+1059,67, przed treningiem: 3668,15+909,90; po treningu:
3405,75+1057,41. Stezenie IL-6 dla kolejnych wizyt wynosito, przed okresem
kontrolnym: 2335,81+274,38; po okresie kontrolnym: 2375,20+227,39; przed
treningiem: 2513,82+236,06; po treningu: 2442,68+198,17. TNF-a produkowany byt w
stezeniu, przed okresem kontrolnym: 2335,22+672,57; po okresie kontrolnym:
2150,59+979,56; przed treningiem: 2389,16+951,86; po treningu: 2767,83+726,90. W
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przypadku TGF-B wartosci stgzen dla kontroli vs stymulacji LPS wynosity, przed
okresem kontrolnym: 761,10+227,18 vs 683,80+267,18; po okresie kontrolnym:
767,30+£333,30 vs 706,30+293,85; przed treningiem: 770,00+274,83 vs 644,50+300,70
oraz po treningu: 752,90+335,79 vs 709,40+376,65. Zadne z powyzszych wynikow nie

r6znity si¢ znaczgaco.
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Rycina 18. Produkcja cytokin przeciw- oraz prozapalnych przez monocyty po stymulacji
LPS. Stezenie IL-10, IL-1p, IL-6 oraz TNF-a po odjeciu produkcji podstawowej
wszystkich komorek PBMC, n=12 (A) oraz produkcja TGF- podstawowa wszystkich
PBMC oraz monocytow po stymulacji LPS (B), n=10, NS.
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IV.4. Limfocyty B oraz komorki NK

Aby poszerzy¢ nasze obserwacje na temat efektu jaki wywiera wysitek fizyczny
na uktad immunologiczny w naszej grupie pacjentow postanowili§my zanalizowac
réwniez limfocyty B oraz komoérki NK (Rycina 19).

Srednie wartoéci procentowe + odchylenie standardowe dla limfocytow B
wynosity odpowiednio, przed okresem kontrolnym: 7,33+3,00%; po okresie kontrolnym:
7,07£2,37%; przed treningiem: 8,10+2,41%; po treningu: 8,0542,52%. Dla komorek
NK, zaprezentowane wartosci sg srednimi procentowymi populacji komoérek CD19-CD3-
, z tego powodu sg wyzsze niz wartos$ci dla limfocytow B. Takie zbramkowanie pozwolito
precyzyjniej okresli¢ komérki NK. Wartosci dla poszczegolnych wizyt prezentowaty si¢
nastepujaco, przed okresem kontrolnym: 58,47+17,44%; po okresie kontrolnym:
50,91+18,97%; przed treningiem: 68,61+13,00% oraz po treningu: 47,54+30,17%.
Powyzsze warto$ci nie r6znity si¢ znaczaco.
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Rycina 19. Odestek limfocytow B z PBMC oraz komorek NK z populacji komorek CD19-
CD3-, n=14, NS.

Dodatkowo, jako ze limfocyty B zaliczajg si¢ do grupy komorek prezentujacych antygen,
zanalizowano na ich powierzchni ekspresje czasteczek kostymulujacych, CD40 oaz
CD86 (Rycina 20). Limfocyty B wykazujace ekspresje CD40 byly subpopulacja
dominujaca. Srednie wartosci procentowe + odchylenie standardowe dla poszczegdlnych
wizyt wynosily odpowiednio, przed okresem kontrolnym: 98,67+0,92%; po okresie
kontrolnym: 98,43+1,25%, przed treningiem: 97,69+1,93; po treningu: 97,19+1,72%.
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Komorki nie réznity si¢ pod wzgledem ekspresji markera na powierzchni komorki.
Wartosci MFI + odchylenie standardowe wynosity, przed okresem kontrolnym:
2376,50+690,82; po okresie kontrolnym: 2370,43+555,77; przed treningiem:
2249,50+539,01; po treningu: 2097,57+538,65. Zdecydowanie mniejszy odsetek
limfocytow B byl CD86+. Wartoéci  $rednie + odchylenie standardowe dla
poszczegolnych wizyt wynosity, przed okresem kontrolnym: 17,38+4,58%; po okresie
kontrolnym: 15,34+5,95%; przed treningiem: 13,29+6,45%; po treningu: 13,88+8,48%.
Poziom ekspresji CD86 na limfocytach B CD86+ nie byl wysoki w poréwnaniu do
monocytow CD86+. Wartosci MFI + odchylenie standardowe dla poszczegdlnych wizyt
wynosity, przed okresem kontrolnym: 191,79+45,96; po okresie kontrolnym:
178,86+29,31; przed treningiem: 178,39+76,27 oraz po treningu: 181,82+67,77.
Sprawdzono réwniez ekspresje powyzszych markerow na komorkach NK oraz
limfocytach T, ktore nie sg wyspecjalizowanymi komoérkami prezentujgcymi antygen.
Zgodnie z oczekiwaniami warto$ci te byty bardzo niskie i wynosity ok. 2% dla CD86 na
obydwu populacjach. W przypadku CD40, ekspresje tej czasteczki wykazywato $rednio
ok. 2% komorek NK, natomiast az ok. 11% limfocytow T.
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Rycina 20. Srednia procentowa wartos¢ + odchylenie standardowe limfocytéw B
wykazujgcych ekspresje czgsteczek kostymulujgcych, CD40 oraz CD86 (A). Poziom
ekspresji CD40 oraz CD86 na limfocytach B wyrazone jako MFI + odchylenie
standardowe, n=14, NS.
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IV.5. Osoczowe wyktadniki stanu zapalnego
W osoczu zbadane zostaly stezenia cytokin pro- i przeciwzapalnych. Stezenia
wybranych cytokin + odchylenie standardowe zostaly przedstawione w tabeli ponizej.

Zadne z wynikow nie r6znity si¢ znaczaco.

Tabela 7. Stezenia cytokin IL-10, IL-15, IL-6 oraz TNF-a w osoczu pacjentow podczas
poszczegolnych wizyt, n=13, NS.

Kontrola Trening

Cytokina Przed Po Przed Po
IL-10 [pg/ml] | 1,97+0,47 | 2,28+1,45 | 1,96+1,63 | 2,13+1,52
IL-18 [pg/ml] | 0,47+0,27 | 0,48+0,31 | 0,45+0,26 | 0,42+0,18
IL-6 [pg/ml] | 0,41+0,19 | 0,41+0,25 | 0,56+0,37 | 0,65+0,78
TNF-a [pg/ml] | 1,15+0,71 | 1,07+0,69 | 1,25+1,10 | 1,23+0,76

IV.6. Podsumowanie wynikow

1. Nie zaobserwowano istotnego statystycznie wplywu wysitku
fizycznego na dojrzato$¢ oraz funkcje efektorowe poszczegoélnych
subpopulacji limfocytow T.

2. Nie stwierdzono istotnych statystycznie r6znic w procentowej wartosci
limfocytow CD4+CD69+, CD8+CD69+ oraz CD4-CD8-CD69+
pomigdzy okresem kontrolnym a treningiem. Zaobserwowano jednak
zmniejszong ekspresje markera CD69 na limfocytach DN po okresie
regularnego wysitku i1 poziom ten utrzymuje si¢ rowniez w okresie
kontrolnym.

3. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie r6znic w procentowej
wartosci limfocytow CD4+CD25+, CD8+CD25+ oraz CD4-CD8-
CD25+ pomiedzy okresem kontrolnym oraz treningiem. Nie
wykazano rowniez wplywu regularnego wysitku fizycznego na
poziom ekspresji markera CD25 w poszczegdlnych subpopulacjach
limfocytow T.

4. Wysitek fizyczny nie mial wplywu na odsetek limfocytow
CD4+CD28null, CD8+CD28null oraz DN CD28null.
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10.

11.

12.

Nie zaobserwowano istotnych réznic w odsetku komoérek CD4+,
CD8+ oraz CD4-CD8- wykazujacych ekspresj¢ receptora dla
chemokiny RANTES oraz w poziomie ekspresji tego markera w
okresie kontrolnym oraz w okresie treningu.

Woysitek fizyczny nie wptynat istotnie na produkcje IL-4, IL-17, TNFa.
oraz IFNy przez poszczegdlne populacje limfocytow T.

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w odsetku
poszczegdlnych  subpopulacji  monocytow:  CD14highCD16-,
CD14highCD16+, CD14dimCD16+.

Zaobserwowano istotny statystycznie wzrost ekspresji CD11b i
CD1lc na powierzchni monocytow wszystkich populacji pod
wplywem treningu. Efekt ten nie wystgpowat w okresie kontrolnym.
Nie wykazano istotnego statystycznie wptywu regularnego treningu na
odsetek  monocytow  wykazujacych  ekspresje  czasteczek
kostymulujacych CD40 oraz CD86 oraz na poziom ekspresji tych
markerow.

Regularny wysilek fizyczny nie zmienit istotnie poziomu cytokin pro-
I przeciwzapalnych takich jak IL-1pB, IL-4, IL-10, TGFp oraz TNFa
przez monocyty pod wplywem stymulacji LPS w poréwnaniu do
okresu kontrolnego.

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w odsetku innych
leukocytow, takich jak limfocyty B oraz komorki NK pod wplywem
treningu w poréwnaniu do okresu kontrolnego. Réwniez zmiany
odsetka limfocytow B wykazujacych ekspresj¢ CD40 i CD86 oraz
poziom ekspresji tych markerow nie ulegly zmianie.

W osoczu pobranym z krwi pacjentow nie wykazano istotnych
statystycznie roznic w poziomie cytokin IL-1p, IL-6, IL-10 oraz TNFa

pomiedzy okresem kontrolnym a treningiem.
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V. Dyskusja

Biorac pod uwage istotny wptyw limfocytow T oraz innych czynnikéw uktadu
immunologicznego w patogenezie nadci$nienia tetniczego [108] oraz korzystny efekt
regularnego wysitku fizycznego w obnizaniu cisnienia [154], zasadne wydaje si¢
przypuszczenie, iz wysitek fizyczny powinien wywiera¢ bezposredni wptyw na uktad
odporno$ciowy 1 przez to posrednio obnizaé¢ cisnienie tetnicze krwi. Wyniki
prezentowanej pracy wskazuja na staby wplyw regulatorowy wysitku fizycznego na
aktywacje uktadu odporno$ciowego w konteksScie prewencji nadcisnienia. U pacjentow z
wysokim prawidlowym ci$nieniem tetniczym krwi, nie zaobserwowaliSmy istotnych
zmian w odsetku podstawowych subpopulacji limfocytow T. Regularny, 12-tygodniowy
wysitek fizyczny nie wptynal rowniez na stopien ich aktywacji mierzony za pomoca
ekspresji markerow aktywacji (CD69, CD25, CCRS). W grupie pacjentéw z wysokim
prawidlowym ci$nieniem tetniczym krwi regularny trening spowodowat wzrost ekspresji
czasteczek adhezyjnych na monocytach, bez innych zmian w populacjach leukocytow.

Niewiele jest badan analizujacych wptyw wysitku fizycznego na komoérki uktadu
odpornos$ciowego w kontekscie nadci$nienia. Sg jednak liczne doniesienia na temat roli
wysitku fizycznego u osob starszych. W populacji tej, odsetek nadci$nienia jest
najwyzszy. Wyniki tych badan nie sg jednak jednoznaczne.

Nieman i wspotpracownicy zaobserwowali wzrost aktywnosci komoérek NK oraz
poprawe funkcji limfocytow T u kobiet, ktore regularnie braty udzial w zawodach
sportowych przez minimum 5 lat w poréwnaniu do kobiet prowadzacych siedzacy tryb
zycia. [170]. W grupie mezczyzn biegajacych rekreacyjnie przez okoto 17 lat, nie
wykazano wzrostu aktywnosci komorek NK, ani zmian w ilosci komorek poszczegdlnych
populacji ukladu odpornosciowego w poréwnaniu do mezczyzn nietrenujgcych.
Aktywnos¢ fizyczna skutkowata jednak wigksza proliferacja limfocytow T w odpowiedzi
na mitogeny (fitohemaglutynina, mitogen szkartatki) oraz wyzsza produkcja cytokin IL-
2, IL-41 IFN-y [175]. Wykazano rowniez, ze regularny wysitek fizyczny powoduje lepsza
odpowiedz limfocytow CD25+ na skutek stymulacji anty-CD3 [176]. Powyzsze badania,
sg badaniami przekrojowymi i ukazujg efekt od kilku- do kilkunastoletniego, regularnego
treningu na uklad odpornoSciowy osob starszych. Wprowadzenie 12-tygodniowego
wysitku fizycznego nie poprawito funkcji uktadu odpornosciowego u kobiet
nietrenujacych [170]. Podobne wyniki uzyskano poréwnujac efekt 6-miesiecznego,

regularnego aerobowego treningu z regularnymi ¢wiczeniami relaksacyjnymi. Nie
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zaobserwowano wplywu regularnej aktywnosci fizycznej na odsetek poszczegdlnych
populacji leukocytow. Réwniez podstawowe subpopulacje limfocytow T nie ulegly
zmianie. U obydwu grup zauwazono niewielki wzrost proliferacji limfocytow T pod
wplywem stymulacji konkanawaling A lub fitohemaglutyning [177]. Treningi silowe
trwajace 8-12 tygodni nie wywotaty zmian w subpopulacjach limfocytow oraz produkcji
cytokin [178], [179].

Z powyzszych badan wynika, ze regularny wysilek fizyczny stosowany
dhugoterminowo w niewielkim stopniu poprawia funkcje uktadu odpornosciowego u 0sob
starszych. Korzystny wplyw wysitku zaobserwowano gtownie w pomiarach proliferacji
limfocytow T i aktywno$ci komorek NK in vitro. Wyniki naszych badan pokrywaja si¢ z
obserwacjami dotyczacymi wpltywu wysitku fizycznego na poszczegodlne populacje
leukocytow. Staba strong badan przeprowadzanych z udziatem ludzi jest brak kontroli
badacza nad aktywnoscig i stylem zycia uczestnikéw poza badaniem, roézny status
spoteczno-ekonomiczny, praca. S3 to czynniki, ktére nawet pomimo najlepszego
dopasowania grupy badanej i kontrolnej, moga zaburzy¢ wyniki. W naszych badaniach
staraliSmy si¢ wyeliminowaé to ryzyko przez zastosowanie pomiarOw sparowanych,
przez co kazdy uczestnik brat udziat w treningu oraz okresie kontrolnym. Najlepszym
modelem umozliwiajagcym przeprowadzenie badan w jednolitych warunkach, jest model
zwierzecy, nad ktorym badacz ma catkowita kontrole. Badania przeprowadzone na
zwierzgtach wykazaty ochronny wpltyw wysitku fizycznego na parametry ukladu
odpornosciowego, ktore ulegajg ostabieniu wraz z wiekiem. Zaobserwowano mig¢dzy
innymi korzystny efekt na funkcje makrofagéw, limfocytow i komérek NK [180] oraz

wyzsza proliferacje limfocytow T w odpowiedzi na mitogeny [181].

V.1. Charakterystyka limfocytéw T krazacych we krwi

pacjentéw poddanych treningowi.

Limfocyty T pomocnicze, CD4+ s3 dominujaca subpopulacja limfocytow T we
krwi badanych pacjentow i stanowig ponad 60% wszystkich limfocytow T. Jest ich ponad
2-krotnie wigcej niz limfocytow CD8+, co jest w zgodzie z literaturg, w ktdrej podaje sie,
iz stosunek limfocytow T CD4+/CD8+ powinien wynosi¢ >1 [182] lub wedlug innego
zrodha, waha si¢ od 1-2,9 w zaleznosci od wieku [81]. Niska warto$¢ tego wskaznika
moglaby znaczy¢ o wystepowaniu np. fizycznego czynnika stresujgcego, ktory prowadzi

do odwrocenia tego stosunku. Stan taki obserwujemy np. u pacjentow z zawalem serca
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[183]. Wartosci zaobserwowane w powyzszym badaniu sg prawidlowe i nie zmieniajg si¢
pod wplywem regularnego wysitku.

Nasze wyniki pokazuja, ze wyizolowane z krwi limfocyty T, CD4+
charakteryzuja si¢ ponad 99%, a komorki CD8+ okoto 92% ekspresja TCRaf, natomiast
wsrod limfocytow DN dominuje ekspresja TCRyd wynoszac 74-78% w zaleznosci o
wizyty, przy ekspresji TCRof okoto 18-20%. O ile ekspresja TCRof3 na komorkach
CD4+ i CD8+ jest oczywista [184], o tyle ekspresja tego typu TCR na limfocytach
podwdjnie ujemnych moze §wiadczy¢ o toczacym si¢ stanie zapalnym, gdyz wykazano
ich dziatanie prozapalne. W zdrowym organizmie rozktad limfocytéw DN powinien
wynosi¢ okoto 75% TCRyd oraz 25% TCRof i rownowaga ta jest bardzo potrzebna,
poniewaz limfocyty DN wykazujace ekspresj¢ TCRyo dziataja przeciwstawnie do tych
wykazujacych ekspresj¢ TCRaf, migedzy innymi poprzez wydzielanie przeciwzapalnej
IL-10 [185]. Pacjenci z wysokim prawidtowym cis$nieniem tetniczym krwi, ktorzy brali
udziat w badaniu, charakteryzowali si¢ prawidlowym rozkladem tych limfocytow
podczas kazdej wizyty.

Staty rozktad odsetka komorek pod wzgledem dojrzatosci 1 funkcjonowania
(limfocyty naiwne, efektorowe, pamigci, efektorowe CD45RA) podczas okresu ¢wiczen
oraz w okresie kontrolnym moze $wiadczy¢ o tym, iz nie doszto do nadmiernej aktywacji
uktadu immunologicznego przez antygeny. Stan ten potwierdza niewielki i niezmienny
podczas wizyt odsetek limfocytow T wykazujacych ekspresje CD69, markera wczesnej
aktywacji. Zaznaczy¢ jednak trzeba, iz limfocyty T CD4+ wykazywaty prawie 6-krotnie
mniejszy odsetek komorek wykazujacych ekspresje CD69 niz limfocyty T CD8+ lub
CD4-CD8-. Wyzszy odsetek limfocytow T CD8+ CD69+ od limfocytow CD4+CD69+
jest w zgodzie z badaniami innych chordb uktadu krazenia [186], jednakze poziom
roznicy W obecnej pracy jest wyzszy. Moze to §wiadczy¢ o udziale CD8+CD69+ w
rozwoju nadcisnienia, ale jest to parametr na, ktory wysitek fizyczny nie miat wptywu w
naszym badaniu. Ekspresja CD69 na limfocytach T jest odpowiedzialna za interakcje
komorka-komorka z monocytami i makrofagami prowadzac do produkeji IL-1f [187],
wiec by¢ moze u pacjentéw z wysokim prawidlowym ci$nieniem tetniczym, ta interakcja
jest wzmozona. W badaniach przeprowadzonych na mysim modelu nadcisnienia
indukowanego Ang II, pokazano aktywacj¢ limfocytow T. Zaobserwowano miedzy
innymi wigkszy odsetek limfocytow wykazujacych ekspresje¢ CD69 [108]. U pacjentow
cierpigcych na przewleklta chorobe nerek nie zaobserwowano wptywu wysitku

fizycznego na odsetek limfocytow T CD69+, ale 6-miesigeczny regularny trening
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spowodowat obnizenie aktywnosci limfocytow T przez spadek ekspresji CD69 na
limfocytach CD4+CD69+ oraz CD8+CD69+ stymulowanych gronkowcowa
enterotoksyng B [188]. W naszym badaniu poziom ekspresji CD69 na limfocytach
CD4+CD69+ 1 CDC8+CD69+ byl podobny i nie ulegl istotnej zmianie w czasie,
natomiast najwyzsza ekspresja zostala zaobserwowana na limfocytach DN 1 wysitek
fizyczny spowodowat jej obnizenie do poziomu, ktory utrzymat si¢ podczas kolejnych
wizyt kontrolnych. Czasteczka CD69 ulega ekspresji na limfocytach T po zaktywowaniu
przez komoérki dendrytyczne. CD69 poprzez tworzenie kompleksu blokuje receptor S1P¢
1 dzigki temu doprowadza do zatrzymania limfocytu w wezle na czas potrzeby do
pobudzenia proliferacji i réznicowania w komorki efektorowe [81]. Dziala jak
kostymulator proliferacji na dojrzatych limfocytach [189], wigc obnizenie jego ekspres;ji
moze $wiadczy¢ o wyeliminowaniu lub obnizeniu poziomu antygenu, na ktory reaguja
limfocyty DN lub ostabieniu interakcji z monocytami.

Ponadto zaobserwowalismy, iz wysitek fizyczny nie wptynal na odsetek komorek
wykazujacych ekspresje markera pdznej aktywacji — CD25 w poszczegélnych
subpopulacjach limfocytow T. Rowniez poziom ekspresji nie ulegl zmianie podczas
poszczegbdlnych wizyt. Limfocyty T CD4+ charakteryzowaty si¢ najwyzszym odsetkiem
komoérek CD25+ oraz najwyzszym poziomem jego ekspresji. Jest to wazne, poniewaz
komorki CD4+CD25+ wykazujace ekspresje FoxP3 sa niewielka subpopulacja
limfocytow T CDA4+ o dzialaniu regulatorowym (Treg). Protekcyjne dziatanie Treg
wykazano migdzy innymi u myszy 2z nadciSnieniem plucnym wywotanym
niedotlenieniem poprzez zwigkszenie produkcji cytokin przeciwzapalnych [190].
Obnizony poziom Treg zaobserwowano u pacjentek z nadci$nieniem cigzowym przy
jednoczesnym podwyzszonym poziomie cytokin prozapalnych [191], co rowniez
dowodzi waznej roli limfocytéw T CD4+CD25+FoxP3 w rozwoju nadci$nienia. W
populacji starszych kobiet prowadzacych aktywny tryb zycia zaobserwowano wzrost
ekspresji CD25 na limfocytach T CD25+ w poréwnaniu do kobiet nie¢wiczacych [176].
Roéznica pomiedzy obserwacjami u starszych kobiet a naszymi wynikami moze by¢
spowodowana dtugos$cia trwania regularnego wysitku fizycznego. Powyzsza praca opiera
si¢ na regularnej aktywnosci fizycznej trwajgcej przynamniej 15 lat, natomiast w naszym
badaniu uczestnicy uczeszczali na sesje treningowe tylko przez 12 tygodni.

Waznym aspektem w charakterystyce limfocytéw T jest ekspresja CD28 na ich
powierzchni. Czasteczka ta jest zaangazowana w przekaz sygnatu kostymulujacego,

koniecznego do aktywacji limfocytow, przez potgczenie z obecnymi na powierzchni
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komoérek APC CDS80/CD86 [81]. Zwigkszony odsetek limfocytow T CD28null
powiazany jest z procesem starzenia si¢ oraz niektorymi chorobami, w ktérych wazng
rol¢ odgrywa zaburzenie funkcji uktadu odpornosciowego, jak np.: zakazenie wirusem
HIV [192], przewlekle choroby nerek [193], reumatoidalne zapalenia stawow [194].
Populacja limfocytéw T CD4+CD28null odgrywa istotng role w chorobach sercowo-
naczyniowych przyczyniajac si¢ do niestabilnosci blaszki miazdzycowej [195].

Wysitek fizyczny nie wptynat na odsetek limfocytow T CD28null w zadnej
populacji limfocytow T. Odsetek ten byt ponad 10-krotnie wyzszy w przypadku
limfocytow T CD8+ i DN w poréwnaniu do CD4+. Taka rozbiezno$¢ subpopulacji
limfocytow T CD4+ i CD8+ w utracie ekspresji CD28 thumaczy ich odmienna reakcja na
starzenie si¢, prawdopodobnie z powodu odmiennych funkcji tych subpopulacji [196].
Badania przeprowadzone w populacji 0sob starszych, u ktoérych odsetek limfocytow T
CD28null wzrasta, wykazaty wyzszy odsetek tych komorek u oséb stabszych, mniej
aktywnych fizycznie, w porownaniu do osob bardziej aktywnych [197]. Spielmann i
wspotpracownicy réwniez zaobserwowali nizszy poziom odsetka limfocytow T
CD28null u m¢zczyzn w $rednim wieku (5443,6 lata) z wysoka wydolnos$cig fizyczng w
porownaniu do m¢zczyzn z niskg wydolnoscig. Podobnych wynikow nie zaobserwowali
u miodych mezczyzn (23,4+3 lata) [198]. W naszym badaniu wszyscy pacjenci byli w
srednim wieku (47,6+6,6 lat), jednakze wysitek fizyczny nie wptynal u nich na poziom
limfocytow T CD28null.

Oprocz procesu aktywacji limfocytow T, bardzo wazna jest ich prawidiowa
migracja do miejsca zapalenia . Gléwng role¢ odgrywaja tu chemokiny. Po$réd chemokin
biorgcych udziat w patofizjologii nadcis$nienia znajduje si¢ migdzy innymi chemokina
RANTES i jej receptor CCR5 [199]. Zaobserwowano, iz u szczuréw SHR z cukrzyca,
podanie leku na cholesterol obnizylo cisnienie t¢tnicze oraz poziom RANTES, co moze
wskazywa¢ na powigzanie nadcisnienia z RANTES/CCRS [200]. Co wigcej, u pacjentow
z nadci$nieniem plucnym zaobserwowano podwyzszony poziom CCRS i wykazano, iz
aktywacja CCR5 w komorkach migsniowki gladkiej tetnicy ptucnej oraz makrofagach
ptucnych jest konieczna w rozwoju tego schorzenia [201]. U pacjentdow z wysokim
prawidlowym ci$nieniem tetniczym nie zaobserwowano wptywu wysitku fizycznego na
odsetek limfocytow T wykazujacych ekspresj¢ CCRS, ani na poziom ekspresji tego
receptora w poszczegolnych subpopulacjach limfocytow T. Najwyzszy odsetek komorek
CCR5+ zaobserwowano w subpopulacji limfocytow T DN, natomiast poziom ekspresji

byl zblizony we wszystkich subpopulacjach limfocytow T. Jest to zastanawiajace,
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poniewaz w innym badaniu wykazano obnizenie ekspresji RANTES i CCRS pod
wplywem treningu w tkance thuszczowej otytych 0sob [202]. Moze by¢ to spowodowane
odmiennym dziataniem wysitku fizycznego na aktywacj¢ limfocytow T we krwi 1 w
tkance tluszczowe;.

Udziat uktadu odpornosciowego w patogenezie nadcisnienia, polega migdzy
innymi na wydzielaniu przez zaktywowane limfocyty T oraz monocyty/makrofagi
cytokin, ktore wptywajg na naczynia i funkcje nerek. Zidentyfikowano kilka cytokin,
ktore odgrywaja wazng role w nadcisnieniu, do ktorych nalezg: IL-17, IFNy, TNFa, IL-
6, IL-10 [203]. W naszych badaniach postanowilismy sprawdzi¢ profil subpopulacji
limfocytéw T pod wzgledem trzech pierwszych cytokin oraz IL-4, bedacej markerem
choréb sercowo-naczyniowych [204]. Rowniez w tym przypadku wysitek fizyczny nie
wplyngt na aktywacje leukocytoéw i produkowane przez nie cytokiny. Badania
przeprowadzone na grupach pacjentéw z niewydolnos$cia serca i przewlekla obturacyjng
chorobg ptuc nie osiagnely jasnych wynikéw wptywu ostrego wysitku na poziom IL-6
oraz IFNy. Przewlekly wysitek obniza ekspresje receptora TLR, ktérego aktywacja
wplywa na produkcj¢ cytokin takich jak IL-1B, IL-6 i TNFa, przez co moduluje
odpowiedz zapalng [205]. W naszych badaniach nie analizowalisSmy ekspresji TLR,

natomiast nie zaobserwowali$my zmian w produkcji cytokin.

V.2. Charakterystyka monocytéw krazacych we krwi

pacjentéw poddanych treningowi.

Dominujacg subpopulacja monocytéw byty monocyty klasyczne stanowiace ok.
81-84% wszystkich monocytow, monocyty posrednie 8,5-10%, a nieklasyczne 5,5-7%
wszystkich monocytow. Jest to w zgodzie z dostepna literaturg [131]. Wysitek fizyczny
nie wptynat na rozktad poszczegdlnych subpopulacji. Dostgpna literatura wskazuje na 2-
3-krotny wzrost odsetka monocytow CD14+ [206] oraz nieklasycznych pod wpltywem
beztlenowego wysitku fizycznego [167]. Nie ma jednak danych na temat dziatania
dtugotrwatego, regularnego wysitku fizycznego na monocyty u pacjentow =z
nadci$nieniem lub wysokim prawidlowym ci§nieniem tgtniczym krwi. U pacjentow z
przewlekta chorobg nerek nie zaobserwowano wptywu regularnego wysitku fizycznego
na odsetek monocytow [188].

Regularny wysitek fizyczny nie wywotal zmian w odsetku poszczegdlnych

subpopulacji monocytow, lecz spowodowat wzrost ekspresji czasteczek adhezyjnych,
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CDI11b i CDll1c, na ich powierzchni. CD11c jest zaangazowane w rozwo6j nadci$nienia
cigzowego[136], [137], natomiast rola CD11b w nadcis$nieniu nie jest do konca jasna.
Wiadomo, iz podczas blokowania receptora AT1 dochodzi do zmniejszenia przylegania
monocytow do Scian $rodbtonka, przy jednoczesny wzroscie ekspresji CD11b [138].
Powyzsze zmiany w monocytach pacjentow z wysokim prawidlowym ci$nieniem
tetniczym krwi trudno wyjasni¢, poniewaz nie towarzysza im zmiany produkcji cytokin
pro- i przeciwzapalnych przez monocyty, takich jak IL-1p, IL-6, TNF-a, IL-10 i TGF-
oraz zmiany ekspresji czasteczek kostymulujgcych limfocyty T, takich jak CD40 oraz
CD86. Wykazano, ze regularny wysilek fizyczny obniza aktywacje monocytow poprzez
zmniejszenie ekspresji CD86 na monocytach CD14+ [188]. Obecnie nie ma w literaturze
informacji na temat wplywu dlugofalowego regularnego wysitku fizycznego na profil
poszczegolnych subpopulacji monocytéw, zardbwno u 0sob z nadci$nieniem tetniczym jak
iz wysokim prawidtowym ci$nieniem tetniczym Krwi. Wigkszo$¢ badan nad rola wysitku

fizycznego w regulacji uktadu odpornosciowego skupia si¢ na treningach beztlenowych.

V.3. Charakterystyka innych leukocytéw krazacych we krwi

pacjentéw poddanych treningowi.

Aby scharakteryzowa¢ doktadniej wptyw wysitku fizycznego na leukocyty
pacjentow z wysokim prawidlowym cis$nieniem te¢tniczym krwi, postanowiliSmy
zanalizowa¢ limfocyty B 1 komorki NK. W naszych badaniach nie zaobserwowalismy
istotnego wptywu regularnego wysitku fizycznego na odsetek limfocytow B 1 komorek
NK oraz na ekspresje czasteczek kostymulujacych, CD40 oraz CD86, na powierzchni
limfocytow B. Dane w literaturze na ten temat sg niejasne. Wykazano wzrost odsetka
komoérek NK, lecz wéréd tej populacji spadt odsetek komoérek CD56M9" i komorki NK
miaty uposledzong odpowiedz na stymulacj¢ IL-2 [207]. Inne badania wskazujg na
spadek proliferacji limfocytow B oraz hamowanie komoérek NK pod wplywem
intensywnego wysitku [208]. W grupie pacjentéw cierpiacych na przewlekta chorobe
nerek nie wykazano natomiast wptywu zaréwno beztlenowego, jak i regularnego wysitku
fizycznego na odsetek limfocytow B i komoérek NK [188]. Badania w populacji oséb
starszych sg niejasne. Niektore z nich wskazuja na wzrost aktywnosci komoérek NK pod
wplywem dhugotrwatego regularnego wysitku fizycznego [170], inne natomiast pokazuja

brak wptywu regularnych ¢wiczen na ich aktywno$¢ [175].
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V.4. Poziom osoczowych wyktadnikéw stanu zapalnego.

W osoczu wyizolowanym z krwi pacjentow zanalizowane zostaly cytokiny pro-
I przeciwzapalne w celu oceny ogdlnego wpltywu wysitku fizycznego na aktywacje
uktadu odporno$ciowego. Nie zaobserwowano istotnego wptywu w przypadku zadnej z
czterech cytokin: IL-1B, IL-6, IL-10 oraz TNFa. Wyniki uzyskane na szczurach
spontanicznie rozwijajacych nadcisnienie, wykazatly odmienny efekt. Dhugotrwaty
wysitek fizyczny obnizyt poziom cytokin zapalnych IL-1p, IL-6 oraz spowodowal wzrost
produkcji IL-10 [209]. W badaniach u ludzi réwniez zaobserwowano przeciwzapalny
wplyw regularnego wysitku fizycznego. Po 6 miesigcach regularnych ¢wiczen wykazano
tendencje spadkows st¢zenia IL-6 i tendencje wzrostowg stezenia IL-10 oraz spadek
stosunku IL-6 do I1L-10 [188]. Brak wptywu wysitku fizycznego na poziom cytokin w
naszym badaniu moze by¢ spowodowany 2-krotnie krétszym okresem treningowym w
porownaniu do powyzszego badania oraz r6znymi grupami pod wzgledem objawow
klinicznych: pacjenci z wysokim prawidlowym ci$nieniem tetniczym vs pacjenci z

przewlekta chorobg nerek.

V.5. Siabe strony badania

Stabg strong badania jest mata liczba pacjentow bioracych w nim udziat. Zebranie
duzej grupy badawczej przy takiego typu badaniu jest trudne ze wzgledu na to, ze sg to
tak naprawde ludzie zdrowi, ktorzy nie wymagaja leczenia, przez co dotarcie do nich jest
duzo trudniejsze. Kolejng kwestig jest to, iz w wigkszosci, sa to osoby aktywne
zawodowo, i muszg dostosowac terminy treningdw do swoich obowigzkoéw zawodowych
I rodzinnych. Istotny jest rowniez fakt, Zze pacjenci, pomimo kryteriow wilaczenia i
wylaczenia, sg bardzo heterogenng grupa pod wzgledem pracy, diety, stresu, rzeczywistej
aktywnosci fizycznej (dtugos¢ czasu spedzona przed telewizorem/komputerem, sposob
przemieszczania si¢ do pracy i z powrotem itd.). Wszystkie te czynniki moga wptywac
zarowno na funkcje $rodblonka, stres oksydacyjny jak i uktad odpornos$ciowy, przez co
pojawiaja si¢ duze rozbieznosci w wynikach. Przez zastosowanie pomiaréw sparowanych
zmniejszyliSmy wpltyw innych czynnikow na wyniki w okresie kontrolnym 1

treningowym, jednakze nie wyeliminowato to heterogennosci grupy.
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V.6. Podsumowanie

Wyniki naszych badan nie potwierdzity istotnego wptywu wysitku fizycznego na
parametry zapalne w kontekScie prewencji nadci$nienia. Zaobserwowane zmiany w
ekspresji czasteczek adhezyjnych na powierzchni monocytéw nie koreluja z innymi
parametrami zwigzanymi z aktywacja ukladu odporno$ciowego. Wazng rolg w
patogenezie nadcis$nienia tetniczego odgrywa stan zapalny toczacy si¢ w tkankach
okotonaczyniowych. Ochronny wptyw wysitku fizycznego na funkcje srodbtonka moze
by¢ wywierany posrednio przez wptyw na okotonaczyniowy stan zapalny [147]. Waznym
aspektem jest rowniez to, ze prawie wszystkie badania z tematyki nadci$nienia
przeprowadzane sg na zwierz¢cych modelach nadci$nienia lub na probkach pacjentow z
nadci$nieniem. Niewiele jest jednak badan, ktore skupiaja si¢ na populacji pacjentow
zdrowych z ci$nieniem tetniczym w goérnym zakresie normy. Mozliwe, ze zmiany, ktore
u nich zachodza, czego skutkiem jest podwyzszone cisnienie, nie obejmuja jeszcze
istotnych zmian w uktadzie odpornosciowym i wysiltek fizyczny poprawia parametry
kliniczne tych osob, dziatajac na inne mechanizmy.

Powyzsze badania pokazaty niewielki regulujacy wptyw wysitku fizycznego na
parametry zapalne osob z wysokim prawidlowym ci$nieniem tetniczym krwi i nie
wskazuja iz modulowanie tego mechanizmu, stanowi istotny element poprawy funkc;ji
srodbtonka i obnizenia cisnienia tetniczego Krwi pod wptywem wysitku fizycznego u
0s0b zagrozonych rozwojem nadcisnienia tetniczego, z wysokim prawidtowym

ci$nieniem tgtniczym.
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VI. Streszczenie

Nadcis$nienie tetnicze stanowi we wspodlczesnej populacji $wiatowej istotny
problem medyczny i spoteczny. W Polsce dotyczy on 32% populacji w wieku 18-79 i
wzrasta wraz z wiekiem siegajac ponad 70% populacji po 80 roku zycia. Wysokie
prawidtowe cis$nienie, stanowiace stan poprzedzajacy nadci$nienie wystepuje u 29% osob
w Polsce. Osoby z takim ci$nieniem cechuja si¢ wigkszym ryzykiem progresji do
utrwalonego nadci$nienia. Glownymi czynnikami ryzyka rozwoju nadci$nienia sg
otylo$¢, nieaktywny tryb zycia, insulinoopornos¢, stres, dieta bogata w so6l, a uboga w
zrodio potasu 1 wapnia, naduzywanie alkoholu. Patomechanizm nadci$nienia tetniczego
jest skomplikowany i wcigz nie do konca poznany. Poza rzadkimi przypadkami wtérnego
nadci$nienia te¢tniczego, w ktorym zdiagnozowana jest pierwotna przyczyna jego
rozwoju, przyczyny pierwotnego nadcis$nienia tetniczego nie sg znane. Przyjmuje sig, ze
gléwne komponenty patofizjologii nadcisnienia tetniczego to: dysfunkcja §rodbtonka,
zaburzenie pracy nerek, zaburzenie w sygnalizacji osrodkowego uktadu nerwowego, stres
oksydacyjny 1 stan zapalny w obrebie narzagdéw docelowych (nerek, naczyn
krwiono$nych). Kluczowym elementem jest dysfunkcja $rodbtonka, na ktorg najwiekszy
wplyw wywierajg stres oksydacyjny i stan zapalny.

W ostatnich latach wykazano, ze stan zapalny, uznawany wczesniej za nastepstwo
nadci$nienia tetniczego, jest czynnikiem, ktéry przyczynia si¢ do jego progresji.
Zaobserwowano rowniez, ze regularny wysilek fizyczny o $redniej intensywnosci
poprawia funkcje $rodbtonka i1 obniza cis$nienie tetnicze krwi. Moze to by¢ skuteczna
terapia leczenia lub prewencji nadcis$nienia tetniczego, szczegdlnie w grupie ryzyka, do
jakiej naleza osoby z wysokim prawidtowym ci$nieniem tgtniczym krwi. Nie sg znane
doktadne mechanizmy, na drodze ktorych wysilek fizyczny wywiera korzystny wptyw na
uktad krazenia i funkcje Srodblonka.

Celem projektu byto poznanie jaki jest wptyw regularnego wysitku fizycznego

na charakterystyke leukocytow krwi obwodowej u oséb z wysokim prawidlowym
ci$nieniem tgtniczym.

Ze wzgledu na szeroko udokumentowang role limfocytow T w rozwoju
nadci$nienia, w prezentowanej pracy skupiono si¢ przede wszystkim na charakterystyce
tej populacji oraz populacji monocytow.

Do badania zrekrutowano 26 pacjentow w wieku 30-55 lat z wysokim

prawidlowym ci$nieniem tetniczym krwi w spoczynku (ci$nienie skurczowe 130-139 mm
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Hg i/lub rozkurczowe 85-89 mm Hg). Z badania wykluczone zostaty osoby cierpigce na
schorzenia lub przyjmujace leki, ktore moga wptywaé na funkcje $rodbtonka i uktad
odpornosciowy. Osoby zakwalifikowane do badania poddane zostaty 3-miesigcznemu
treningowi na cyklometrach rowerowych. Zajecia odbywaty si¢ 3 razy w tygodniu. Kazda
sesja trwata okoto 40-60 min i skladala si¢ z rozgrzewki, ¢wiczen wlasciwych i ¢wiczen
uspokajajacych. Okoto 10 miesiecy po zakonczeniu okresu treningowego, pacjenci
zostali poproszeni o przystgpienie do okresu kontrolnego, w ktorym prowadzili normalny
tryb zycia, bez regularnego, kontrolowanego wysitku fizycznego. Przed kazdym okresem
(treningowym i kontrolnym) oraz po ich zakonczeniu pobrane zostaly probki krwi. Z krwi
izolowano jednojadrzaste komorki krwi obwodowej i analizowano je za pomoca
cytometrii przeptywowej. Ocenie poddano podstawowe subpopulacje limfocytow T,
markery aktywacji oraz ich zdolno$¢ do produkcji cytokin. Zbadano réwniez wplyw
wysitku fizycznego na subpopulacje monocytéw, ekspresje czasteczek adhezji i
produkcje cytokin (metodg Luminex).

Wyniki wskazuja, iz 3-miesigczny, regularny wysilek fizyczny nie wplynat na sktad
podstawowych subpopulacji limfocytow T, monocytow, limfocytow B i komorek NK.
Nie zaobserwowano zmian w ekspresji markeréw aktywacji na powierzchni limfocytow
T CD4+ oraz CD8+. Wysitek fizyczny spowodowal spadek ekspresji markera wczesnej
aktywacji w populacji limfocytow T podwdjnie ujemnych, w okresie kontrolnym:
606,88+259,09 vs 646,25£250,99; pod wplywem treningu 843,13+426,52 vs
648,50+£231,23; p=0,035. Trening nie wplynat na zdolnos¢ limfocytow T do produkcji
cytokin. We wszystkich subpopulacjach monocytow zaobserwowano wzrost ekspresji
markeréw adhezji CD11 b i CD11c. Dla monocytéow klasycznych CD14high CD16-
CD11b+ wartosci dla okresu kontrolnego: 2170,20+1222,17 vs 2072,30+£1658,15; pod
wptywem treningu: 3686,70+2921,07 vs 5336,30+4362,93; p=0,015. Dla subpopulacji
monocytow CD14high CD16+ CDI11b+ wyniki wynosity, dla okresu kontrolnego:
2340,20£1330,30 vs 2139,20+1636,08; pod wptywem treningu: 3856,70+£3004,80 vs
5303,65+4200,77; p=0,008. Dla subpopulacji monocytow CDI14dim CD16+ CD11b+
wartosci wynosity, dla okresu kontrolnego: 1111,95+706,57 vs 1073,30+757,87; pod
wptywem treningu: 1444,35+£1084,01 vs 1897,25+£1486,34; p=0,035. W przypadku
ekspresji markera CD11c¢ warto$ci dla subpopulacji CD14high CD16- CD11c+ wynosity,
w okresie kontrolnym: 994,12+266,98 vs 921,54+497,28; pod wplywem treningu:
1396,77+633,52 vs 2119,89+£1444,01; p=0,035. Dla subpopulacji monocytow CD14high
CD16+ CDIllct wartosci wynosily, dla okresu kontrolnego: 2514,19+822,29 vs
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2353,89+1381,04; pod wplywem treningu: 3204,39+1079,12 vs 4847,54+2691,37;
p=0,035. Ekspresja markera byta najwyzsza dla subpopulacji CD14dim CD16+ CD11c+
i wynosita, dla okresu kontrolnego: 3239,58+1135,25 vs 3119,19+1672,74; pod
wplywem  treningu: 3754,35+1438,61 vs 5835,19+3559,47; p=0,051. Nie
zaobserwowano wplywu wysitku fizycznego na produkcje cytokin przez monocyty oraz
na poziom osoczowych markeréw stanu zapalnego.

Whioski: Regularny wysitek fizyczny nie wykazuje istotnego wptywu na badane
parametry uktadu odpornosciowego u oséb z wysokim prawidlowym cisnieniem
tetniczym krwi.

Abstract

Hypertension is in the contemporary world's population, important medical and
social problem. In Poland, it relates to 32% of the population aged 18-79 and increases
with age, reaching 70% of the population over 80 years of age. Prehypertension, occurs
in 29% of people in Poland. People with such level of blood pressure are characterized
by a greater risk of progression to hypertension. The main risk factors for hypertension
include obesity, inactive lifestyle, insulin resistance, stress, diet high in salt and low in
potassium and calcium source, alcohol abuse. Pathomechanism of hypertension is
complex and still not fully understood. Except in rare cases of secondary hypertension,
which is diagnosed with primary cause of its development, the cause of essential
hypertension is not known. It is assumed that the main components of the
pathophysiology of hypertension is: endothelial dysfunction, impaired renal functions,
impaired signaling in the central nervous system, oxidative stress and inflammation of
the target organs (kidneys, blood vessels). A key element is endothelial dysfunction, on
which oxidative stress and inflammation exert the greatest impact.

In recent years it has been shown that inflammation, previously regarded as a
consequence of hypertension, is a factor which contributes to its progression. It was also
observed that regular moderate physical activity improves endothelial function and
reduces blood pressure. This may be an effective therapy for treating or preventing
hypertension, especially in high risk group that includes prehypertensive patients.
Possible mechanisms by which the exercise has a positive effect on the cardiovascular
system and endothelial function are not fully understood.

The aim of this project was to find out what is the impact of regular exercise on
the characteristics of peripheral blood leukocytes in prehypertensive subjects.
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Due to the widely documented role of T cells in the development of hypertension,
in the present study we focused mostly on the characteristics of that population and the
populations of monocytes.

To this study we recruited 26 patients, prehypertensive at rest (systolic blood
pressure 130-139 mmHg and / or diastolic 85-89 mm Hg), aged 30-55 years. We excluded
those suffering from diseases or taking medication that may affect the endothelial
function and the immune system. Patients eligible for the study were subjected to the 3-
month training on cyclometers. Classes were held 3 times a week. Each session lasted
about 40-60 minutes and consisted of warm-up, main exercises and calm-down exercises.
About 10 months after the end of the training period, patients were asked to join the
control period, in which they led a normal life, without regular, supervised exercise.
Before each period (training and control) and after their completion blood samples were
collected. Peripheral blood mononuclear cells were isolated and analyzed by flow
cytometry. We evaluated the basic subpopulations of T cell, activation markers and their
ability to produce cytokines. Influence of physical exercise on subsets of monocytes, the
expression of adhesion molecules and cytokine production (by Luminex) was also
examined.

This results indicate that three months, regular exercise did not affect the basic
subpopulation of T cells, monocytes, B cells and NK cells. There were no changes in the
expression of activation markers on the surface of CD4 + and CD8 + T lymphocytes.
Physical activity caused a decline in expression of the early activation marker in a
population of double negative T cells, in the control period: 606.88 +259.09 vs 646.25 +
250.99; under the influence of a workout 843.13 +426.52 vs 648.50 £231.23; p=0.035.
Training did not affect the ability of T cells to produce cytokines. In all subpopulations
of monocytes we showed an increase in expression of markers of monocyte adhesion
CD11b and CD11c. Classical monocyte CD14high CD16- CD11b+ values for the control
period were: 2170.20 £ 1222.17 vs 2072.30 + 1658.15; under the influence of training:
3686.70 + 2921.07 vs 5336.30 + 4362.93; p = 0.015. For the subpopulation of CD16 +
CD14high CD11b + monocytes the results were, for the control period: 2340.20 +
1330.30 vs 2139.20 + 1636.08; under the influence of training: 3856.70 + 3004.80 vs
5303.65 £ 4200.77; p = 0.008. For the subpopulation of CD16 + CD14dim CD11b +
monocytes values were, for the control period: 1111.95 + 706.57 vs 1073.30 + 757.87;
under the influence of training: 1444.35 + 1084.01 vs 1897.25 + 1486.34; p = 0.035.
When comparing the expression of CD11c we observed: for subpopulation of CD16-
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CD14high CD11c+, in the control period: 994.12 + 266.98 vs 921.54 + 497.28; under
the influence of training: 1396.77 + 633.52 vs 2119.89 + 1444.01; p = 0.035. For the
subpopulation of CD16 + CD14high CD11c + values were, for the control period:
2514.19 + 822.29 vs 2353.89 + 1381.04; under the influence of training: 3204.39 =+
1079.12 vs 4847.54 + 2691.37; p = 0.035. Expression of CD11c was the highest for
CD14dim CD16 + CD11c + subpopulation and was, for the control period: 3239.58 +
1135.25 vs 3119.19 + 1672.74; under the influence of training: 3754.35 + 1438.61 vs
5835.19 £+ 3559.47; p = 0.051. There was no effect of physical exercise on cytokine
production by monocytes and plasma levels of inflammatory markers.
Conclusion: Regular physical activity does not have a significant modulatory effect on

immune function in prehypertensive patients.
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VIl. Spis skrétow

ADMA — asymetryczna dimetyloarginina

ANg. — jezyk angielski

Ang Il — angiotensyna Il

APC — komorki prezentujgce antygen

ATP — Adenozyno-5'-trifosforan

AT1R — receptor angiotensyny Il typ-1

AT1-AAs — przeciwciata agonistyczne do receptora ATi

BH2 — dihydrobiopteryna

BH4 — tetrahydrobiopteryna

BMI — wskaznik masy ciata

cGMP — cykliczny guanozyno -3°,5’- monofosforan

CRP- biatko C reaktywne

CCR5 — receptor C-C chemokin typu 5

CD — kompleks roznicowania

DASH — Dieta wskazana w prewencji i leczeniu nadci$nienia

DN — limfocyt T podwdjnie ujemny (CD4-CD8-)

EDRF —$rodbtonkowe czynniki rozszerzajace naczynia

EDCF —, srédblonkowe czynniki zwezajace naczynia

ESH — ESC — European Society of Hypertension — European Society of Cardiology
FBS — fetal bovine serum

FMO — barwienie bez przeciwciala, dla ktorego chcemy wyznaczy¢ punkt odcigcia
GPx — peroksydaza glutationowa

GSH — glutation

GWAS — calo$ciowe badanie genomu w celu identyfikacji polimorfizmow

H20. — nadtlenek wodoru

ICA IMT — grubo$¢ kompleksu intima-media w tgtnicach szyjnych wewnetrznych
ICAM—-1,VCAM-1- czasteczki adhezyjne na powierzchnie §rédblonka

IL — interleukina

IFN — interferon

LDL — lipoproteina niskiej gestosci

LPS — lipopolisacharyd

MHC — gléwny uklad zgodnosci tkankowe;j

MFI — $rednia intensywnos¢ fluorescencji

NADPH — zredukowana forma fosforanu dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego
NK, komoérki — komoérki uktadu odpornosci, tzw. naturalni zabojcy NO — tlenek azotu
NOS -syntaza tlenku azotu

NOX — oksydaza NADPH

NS — nieistotne statystycznie

NT — nadci$nienie tetnicze

02"~ - anionorodnik ponadtlenkowy

‘OH — anionorodnik hydroksylowy

ONOQ’ - nadtlenoazotyn

OUN - os$rodkowy uktad nerwowy

PBMC — jednojadrzaste komorki krwi obwodowe;j

PBS — zbuforowany roztwor soli fizjologicznej
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RANTES - chemokina sytenetyzowana przez limfocyty T
RNS — reaktywne formy azotu

ROS —Reaktywne formy tleny

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa
TCR — receptor limfocytu T

Th — limfocyt T pomocniczy

TLR — Toll-like receptor

TNF — czynnik martwicy nowotwordéw
Treg — limfocyt T regulatorowy

S1P1 — sfingozyno-1-fosforan

WT — mysz dzika

vs — kontra
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VIIl. Spis rycin

Rycina 1.

Rycina 2.

Rycina 3.

Rycina 4.

Rycina 5.

Rycina 6.

Rycina 7.

Rycina 8.

Rycina 9.

Rycina 10.

Rycina 11.

Schemat przedstawiajacy zachwianie rownowagi zwigzkow powodujacych
rozkurcz oraz skurcz naczynia w wyniku dysfunkcji §rodbtonka.

Schemat przedstawiajacy plan badania. Wizyty 1 oraz 2 odpowiadaja
okresowi aktywnosci fizycznej, natomiast wizyty 3 i 4 okresowi
kontrolnemu, czyli takiemu, w ktorym pacjenci prowadzg styl zycia sprzed
rozpoczecia badania.

Strategia bramkowania w analizie limfocytow T z krwi obwodowej (A).
Strategia bramkowania komérek CD69+, CD25+, CD28null oraz CCR5 na
limfocytach T CD4+, CD8+ oraz DN (CD3+CD4-CD8-) wyizolowanych z
krwi obwodowej. Punkty odciecia wyznaczono metodg FMO (B).

Strategia bramkowania w analizie monocytow wyizolowanych z krwi
obwodowej (A). Strategia bramkowania komorek CD11b + oraz CD11c+ na
monocytach CD14high, CD14CD16 oraz CD14dimCD16 wyizolowanych z
krwi obwodowej. Punkty odcigcia wyznaczone metoda FMO (B).

Strategia bramkowania populacji monocytow, limfocytow B, lifocytow T
oraz komoérek NK wyizolowanych z krwi obwodowej (A). Strategia
bramkowania markerow CD40 oraz CD86 na monocytach, limfocytach B,
limfocytach T oraz komérkach NK. Punkty odcigcia wyznaczone metoda
FMO (B).

Strategia bramkowania sobpopulacji limfocytow T produkujacych IL-17,
IFNy, IL-4 oraz TNFa. Punkty odciecia wyznaczone na podstawie kontroli
izotypowej (IgG1K PE/IgG1K FITC).

Wykres przedstawiajacy procentowy rozktad srednich wartosci (=SD)
poszczegolnych subpopulacji limfocytow T, CD4+, CD8+ oraz CD3+CD4-
CD8-, n=26, NS.

Wykresy przedstawiajace procentowy rozktad srednich wartos$ci rozktadu
podtypow receptorow TCRaf oraz TCRyd na poszczegdlnych
subpopulacjach limfocytow T, CD4+ (A., NS), CD8+ (B., NS) oraz CD4-
CD8- (C.), n=26. Dla limfocytow CD4-CD8- zaobserwowana zostala istotna
interakcja trening*kontrola dla receptora TCRyd, p=0,035.

Wykresy przedstawiajace subpopulacje limfocytéw T. Dla limfocytow T
CD4+ (A.), CD8+ (B.) oraz CD3+CD4-CD8- (C.) wyznaczone zostaty
subpopulacje komorek naiwnych, pamigci, efektorowych oraz CD45RA
efektorowych, natomiast dla catej populacji limfocytow T (D.) wyznaczone
zostaly subpopulacje limfocytow naiwnych oraz pamigci, n=26, NS.
Odsetek limfocytéw CD4+CD69+, CD8+CD69+ oraz CD3+CD4-CD8-
CD69+ (A) wyizolowanych z krwi pacjentow podczas kolejnych wizyt (NS)
oraz Mean Fluorescence Intensity (MFI) dla tych subpopulacji limfocytow.
Dla CD4+CD69+ oraz CD8+CD69+, NS, dla CD3+CD4-CD8-CD69+,
p=0,035 (B).

Odsetek limfocytow CD4+CD25+, CD8+CD25+ oraz CD3+CD4-CD8-
CD25+ (A) wyizolowanych z krwi pacjentdw podczas kolejnych wizyt oraz
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Rycina 12.

Rycina 13.

Rycina 14.

Rycina 15.

Rycina 16.

Rycina 17.

Rycina 18.

Rycina 19.

Rycina 20.

Mean Fluorescence Intensity (MFI) dla tych subpopulacji limfocytow (B),
n=24, NS.

Odsetek limfocytéw CD4+CD28null, CD8+CD28null oraz CD3+CD4-
CDB8-CD28null wyizolowanych z krwi obwodowej, n=24, NS.

Odsetek limfocytéw CD4+CCR5+, CD8+CCRS5+ oraz CD3+CD4-CD8-
CCR5+ (A) wyizolowanych z krwi pacjentéw podczas kolejnych wizyt oraz
Mean Fluorescence Intensity (MFI) dla tych subpopulacji limfocytow (B),
n=26, NS

Odsetek limfocytow T (+ odchylenie standardowe) zdolnych do produkcji
poszczegolnych cytokin, IL-4, IL-17, TNF-o oraz IFN-y, n=26, NS.
Wykres przedstawiajgcy procentowy rozktad srednich wartosci (£SD)
poszczego6lnych subpopulacji monocytow, CD14high CD16-, CD14high
CD16+, CD14dim CD16+, n=26, NS.

Ekspresja markeréw adhezji na monocytach wyrazona jako MFI +
odchylenie standardowe. Ekspresja CD11b (A) na monocytach CD14high
CD16- CD11b+, p=0,015; CD14high CD16+ CD11b+, p=0,008; CD14dim
CD16+ CD11b+, p=0,035, n=20. Ekspresja markera CD11c (B) na
monocytach CD14high CD16- CD11c+, p=0,035; CD14high CD16+
CDl11c+, p=0,035; CD14dim CD16+ CD11c+, p=0,051, n=26.

Ekspresja bialek kostymulujacych, CD40 i CD86 na monocytach. MFI +
odchylenie standardowe, n=14, NS.

Produkcja cytokin przeciw- oraz prozapalnych przez monocyty po
stymulacji LPS. Stezenie IL-10, IL-1p, IL-6 oraz TNF-a po odjeciu
produkcji podstawowej wszystkich komérek PBMC, n=12 (A) oraz
produkcja TGF-B podstawowa wszystkich PBMC oraz monocytow po
stymulacji LPS (B), n=10, NS.

Odestek limfocytow B z PBMC oraz komoérek NK z populacji komorek
CD19-CD3-, n=14, NS.

Srednia procentowa warto$¢ + odchylenie standardowe limfocytow B
wykazujacych ekspresj¢ czasteczek kostymulujacych, CD40 oraz CDS86 (A).
Poziom ekspresji CD40 oraz CD86 na limfocytach B wyrazone jako MFI +
odchylenie standardowe, n=14, NS.
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IX. Spis tabel

Tabela 1.

Tabela 2.
Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Klasyfikacja oraz definicja poziomow cis$nienia krwi wg ESH-ESC z 2013
roku [8].

Charakterystyka kliniczna pacjentow zrekrutowanych do badania.

Rozktad subpopulacji limfocytéw T pod wzgledem dojrzatosci i
zroznicowania, n=26, NS.

Srednia warto$¢ procentowa subpopulacji limfocytow T (+ odchylenie
standardowe) zdolnych do produkcji poszczegdlnych cytokin, IL-4, IL-17,
TNF-a oraz IFN-y, n=26, NS.

Ekspresja markeréw adhezji w poszczegdlnych subpopulacjach mnocytow,
CD14high CD16, CD14high CD16+, CD14dim CD16+, n=26, NS.
Srednia procentowa warto$é ekspresiji biatek kostymulujacych (+ odchylenie
standardowe), CD40 oraz CD86 na monocytach, n=14, NS.

Stezenia cytokin IL-10, IL-1p, IL-6 oraz TNF-a w osoczu pacjentow
podczas poszczegolnych wizyt, n=13, NS.
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