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1. Wykaz stosowanych skrétow

ABPM - catodobowe monitorowanie ci$nienia tetniczego (ang. ambulatory blood pressure
monitoring)

AG — wzmocnienie aortalnej fali tgtna (ang. Aortic Pulse Wave Augmentation)

Alx — indeks wzmocnienia aortalnej fali tetna (ang. Aortic Pulse Wave Augmentation Index)
Alx AG/PP — indeks wzmocnienia aortalnej fali t¢tna obliczony jako stosunek AG/PP (ang.
Aortic Pulse Wave Augmentation Index AG/PP)

Alx P2/P1 — indeks wzmocnienia aortalnej fali tgtna obliczony jako stosunek P2/P2, czyli
stosunek pomigdzy drugim (P2) a pierwszym (P1) szczytem skurczowej fali t¢tna aortalnego
(ang. Aortic Pulse Wave Augmentation Index P2/P1)

Ang Il — angiotensyna Il (ang. angiotensin I1)

BMI — wskaznik masy ciata (ang. Body Mass Index)

CTK — cisnienie tetnicze krwi

CV - sercowo-naczyniowe (ang. cardio-vascular)

DAMPs — alarminy, struktury molekularne zwigzane z zagrozeniem (ang. danger-associated
molecular patterns)

DBP — rozkurczowe ci$nienie tetnicze (ang. diastolic blood pressure)

DOCA - octan deozksykortykosteronu (ang. deoxycorticosterone acetate)

EFA — eksploracyjna analiza czynnikowa (ang. exploratory factor analysis)

GM-CSF — czynnik stymulujacy kolonie granulocytoéw-makrofagow (ang.granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor)

HbA1c% — procent hemoglobiny glikowanej Alc (ang. percentage of glycated haemoglobin
Alc)

HDL - lipoproteina o duzej gestosci (ang. high-density lipoprotein)

HOMA-IR — wskaznik insulinoopornosci (ang. homeostatic model assessment- insulin
resistance)

hsCRP — wysokoczute biatko C-reaktywne (ang. high sensitivity C-reactive protein)

INF y — interferon y (ang. interferon y)

IL — 1P — interleukina 1B (ang. interleukin 1)

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

IL — 5 — interleukina 5 (ang. interleukin 5)

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



IL — 7 —interleukina 7 (ang. interleukin 7)

IL — 8 — interleukina 8 (ang. interleukin 8)

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

IL — 12 — interleukina 12 (ang. interleukin 12)

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

IL — 15 — interleukina 15 (ang. interleukin 15)

IL — 17A — interleukina 17 (ang. interleukin 17A)

IL — 21 — interleukina 21 (ang. interleukin 21)

IL — 23 — interleukina 23 (ang. interleukin 23)

ITAC — indukowany interferonem chemoatraktant limofocytow T alfa (ang. interferon-
inducible T-cell alpha chemoattractant)

IR — insulinoopornos$¢ (ang. insulin resistance)

LDL - lipoproteina o matej gestosci (ang. low-density lipoprotein)

MIP — 1o — proteina makrofagéw la (ang. Macrophage inflammatory protein 1a.)

MIP — 1B — proteina makrofagow 1 (ang. Macrophage inflammatory protein 1-5)

MIP — 3a — proteina makrofagow 3a (ang. Macrophage inflammatory protein 3a)

NO - tlenek azotu (ang. nitric oxidite)

PAMPs — wzorce molekularne zwigzane z patogenami (ang. pathogen-associated molecular
patterns)

PP — cisnienie t¢tna (ang. pulse pressure)

PTX 3 — pentraksyna 3 (ang. pentraksyny 3)

SBP — skurczowe ci$nienie tetnicze (ang. systolic blood pressure)

SD — odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SICAM - rozpuszczalna forma wewnatrzkomorkowej molekuty przylegania (ang. soluble form
of intracellular adhesion molecules)

SVCAM - rozpuszczalna forma naczyniowej molekuly przylegania (ang. soluble form of
vascular adhesion molecules)

TLR — receptory toll-podobne (ang. toll-like receptors)

TNFo — czynnik martwicy nowotworoéw (ang. tumor necrosis factor a)

tPAI — tkankowy aktywator plazminogenu (ang. tissue plazimnogen activator)

TSLP — limfopetyna zrebu grasicy (ang. thymic stromal limphopoetin)

Ucn2 — urokortyna 2 (ang urocortin 2)

VWEF — czynnik von Willebranda (ang. von Willebrand factor)
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3. Wprowadzenie
Nadcisnienie tetnicze — informacje ogolne

Nadci$nienie t¢tnicze jest przyczyna okoto 8,5 mln zgondéw rocznie na §wiecie [1] 1 jest
glownym czynnikiem ryzyka choréb uktadu sercowo-naczyniowego [2]. Zgodnie z danymi
WHO z 2019 roku liczba oséb chorujacych na nadci$nienie w wieku 30-79 lat wzrosta
dwukrotnie od 1990 roku, cho¢ jego czestos¢ nie zmienita si¢ znacznie w tym okresie (aktualnie
choruje na nadcis$nienie 32% kobiet oraz 34% me¢zczyzn globalnie) [3]. Nadcisnienie tetnicze
definiujemy jak podwyzszenie wartosci skurczowego cis$nienia tetniczego krwi powyzej 140
mmHg i/lub rozkurczowego powyzej 90 mmHg w pomiarach gabinetowych. Jako ekwiwalent
pomiaréw gabinetowych wykorzystane mogg by¢ takze pomiary domowe (o nadci$nieniu
swiadczy cisnienie tetnicze powyzej 135/85 mmHg). W pomiarach catlodobowych warto$ci
powyzej 135/85 mmHg w ciagu dnia, powyzej 120/70 mmHg w nocy lub powyzej 130/80
mmHg usrednione dobowe $wiadcza o nadci$nieniu tetniczym [4]. W zaleznosci od etiologii
nadci$nienie dzielimy na pierwotne (konsekwencja czynnikow Srodowiskowych i
genetycznych) oraz wtorne (w przebiegu chordb migzszu nerek, naczyn nerkowych, gruczotow
wydzielania wewngtrznego, koarktacji aorty, chorob uktadu nerwowego, obturacyjnego
bezdechu sennego, ostrego stresu, zwickszonej objetosci ptynu wewnatrznaczyniowego lub
dziatania lekow i substancji toksycznych). Do uznanych, klasycznych, czynnikéw bioragcych
udziat w rozwoju nadci$nienia pierwotnego nalezy nadmierna aktywnos$¢ uktad renina-
angiotensyna-aldosteron (m.in. poprzez hamowanie syntazy tlenku azotu, skurcz migsni
gladkich w $cianie naczynia, uwalnianie substancji wazopresyjnych) i uktadu wspotczulnego
(wzrost pojemnos$ci minutowej serca, oporu obwodowego, wolemii, aktywnosci uktadu renina-
angiotensyna-aldosteron). Pobudzenie uktadu wspotczulnego i uktadu renina-angiotensyna-
aldosteron skutkuje nadmierng produkcjg katecholamin, angiotensyny II 1 aldosteronu co w
konsekwencji daje zwigkszenie napigcia naczyniowego, wzrost czestosci akcji serca oraz
wzrost resorpcji wody 1 sodu w nerkach. Aktywacja drogi klasycznej nie ttumaczy jednak

wyczerpujgco dalszego rozwoju nadci$nienia i powstania powiktan narzadowych.

Nadcisnienie t¢tnicze a uklad immunologiczny
Dostepne s3a liczne dowody $wiadczace o zaangazowaniu mechanizméw
immunologicznych w rozwdj nadcisnienia [5, 6]. Przyktadowo, juz wiele lat temu wykazano

zwigkszone stezenie IgG u pacjentdw z nadci$nieniem tetniczym w porOwnaniu z grupg

11



kontrolng [7, 8]; stwierdzono zwigkszong ilo$¢ limfocytow Thl i Thl17 w $ledzionie,
naczyniach krwionos$nych i nerkach zaréwno u zwierzat jak i u ludzi z nadci$nieniem tetniczym
[9-11]. W modelach mysich pozbawionych limfocytéow T i B (mysi model ci¢zkiego ztozonego
niedoboru odpornosci lub szczep myszy Ragl -/-) nie obserwowano wzrostu warto$ci cisnienia
tetniczego 1 uszkodzen narzgdowych pomimo podawania angiotensyny II [12, 13],
jednoczes$nie transfer limfocytow T powodowal wzrost warto$ci ci$nienia tetniczego i
dysfunkcje endotelium u myszy Rag 1-/- [13]. Ostatnio, Siedlinski i wsp. wykazali zwigzek,
potencjalnie przyczynowy, pomiedzy warto§ciami cisnienia te¢tniczego a liczbg limfocytow we
krwi obwodowej w grupie ponad 500 000 osob [14].

Udziat uktadu immunologicznego w rozwoju nadcis$nienia tetniczego jest ztozony i
obejmuje zaréwno aktywacje odpowiedzi nieswoistej (innate immune system) jak i swoistej
(adaptive immune system) [6]. Sugerowany mechanizm aktywacji uktadu immunologicznego
zaklada, ze pierwotne uszkodzenie naczyn spowodowane jest niewielkim wzrostem wartosci
ci$nienia tetniczego zainicjowanego aktywacja drogi klasycznej, nieimmunologicznej [15]. W
sprzyjajacych warunkach dochodzi wowczas do uszkodzenia komorek z uwolnieniem ich
zawartosci, Z modyfikacja biatek (np. w warunkach stresu oksydacyjnego [16]) i ostatecznie z
powstaniem alarmin (struktury molekularne zwigzane z uszkodzeniem, DAMPs, danger-
associated molecular patterns) i neoantygenoéw [6], ktore majg zdolno$¢ wptywania zarowno na
odpornos¢ wrodzong jak 1 nabytg. Neoantygenami nazywane sg endogenne molekutly, ktore
ulegly modyfikacjom, w wyniku ktorych przestaty by¢ rozpoznawane jako wtasne i zachowuja
si¢ jak obce antygeny [17].

Jednag z kluczowych rol w propagacji zapalenia odgrywajag PRR (patern recognition
receptors), a w szczegolnosci TLR (toll-like receptors) zlokalizowane na monocytach,
granulocytach, makrofagach i komorkach dendrytycznych, ktore maja umiejgtnosé
rozpoznawania DAMPs i PAMPs (pathogen activated moloecular patterns) [18, 19]. Alarminy,
do ktorych naleza biatko m.in. HMGBI1 (high-mobility group box 1, ligand receptora TLR4
[20]), DNA mitochondrialne (ligand receptora TLR9 [21]) lub lipopolisacharydy bakteryjne
(LPS, ligand TLR4; ich obecnos¢ w naczyniach krwiono$nych to konsekwencja zaburzonego
mikrobiomu jelitowego oraz nieszczelnosci bariery jelitowej [22]), sa uwalniane z
uszkodzonych przez ci$nienie komorek. Nastepnie poprzez interakcje z receptorami TLR na
makrofagach lub komoérkach dendrytycznych aktywuja inflammasom, w szczegdlnosci
inflammasom NLRP3 (NOD, LRR, i pyrin-domain-containing 3). Cecha szczeg6lng
inflammasomu NLRP3 jest jego zdolno$¢ do bycia aktywowanym przez czynniki takie jak:

krysztaty kwasu moczowego [23] lub cholesterol [24], a jego inhibicja chroni przed rozwojem

12



nadci$nienia tetniczego [25, 26]. W nastepstwie aktywacji inflammasomu NLRP3 dochodzi do
produkcji cytokin prozapalnych IL-1p i IL-18, chemokin CCL2 (CC-chemokin ligand-2) i
CCL5 (CC-chemokin ligand -5) oraz aktywacji kolejnych komorek uktadu odpornosciowego
(Th1, Th17) [6].

Kolejnym waznym elementem stymulujacym stan zapalny sg neoantygeny specyficzne
dla nadci$nienia tetniczego. Moga one ulega¢ fagocytozie przez komorki dendrytyczne i zostaé
zaprezentowane limfocytom B 1 T w narzadach takich jak $ledziona. W nastgpstwie tego
powstaja komorki plazmatyczne 1 efektorowe limfocyty T (CD8+, Thl, Thl7, i Tyo).
Efektorowe limfocyty T opuszczajg narzady limfatyczne 1 gromadza si¢ w naczyniach
krwionosnych, sercu, nerkach, gdzie przyciagaja i aktywuja inne prozapalne i prozakrzepowe
komorki uktadu immunologicznego [6]. Wykazano obecnos¢ limfocytow T pamieci [10, 27],
ktére po ponownym pojawieniu si¢ czynnika podnoszacego ci$nienie t¢tnicze krwi migrujg ze
szpiku kostnego do nerek oraz naczyn i sg gtownym zrodtem INFy i [L-17.

Rola poszczegdlnych subpopulacji limfocytow T w rozwoju nadci$nienia pozostaje
nadal przedmiotem badan. Wykazano, ze gryzonie pozbawione limfocytow CD8+ sga odporne
na hipertensyjne dziatanie angiotensyny II, DOCA i soli [13, 28], a same limfocyty CD8+
zwigkszaja obwodowy opér naczyniowy [28] i wplywaja bezposrednio na kotransporter
sodowo-potasowy w kanalikach dystalnych nerek [29]. Limfocyty Tyd produkujg IL-17, CCL-
5, TNFa, INFy [30] a myszy ich pozbawione (limfocytoéw Tyd) nie majg podwyzszonych
wartosci cisnienia t¢tniczego po podaniu angiotensyny II [31]. Rola komoérek Thl i Th17 w
rozwoju nadcis$nienia nie zostata jednoznacznie potwierdzona [6].

Jak wspomniano powyzej, limfocyty B pod wptywem komorek prezentujacych antygen
przeksztatcajg si¢ w komorki plazmatyczne 1 rozpoczynaja produkcje autoprzeciwciat.
Kompleksy immunologiczne (IgG+antygen) poprzez stymulacje receptorow FcyR na
makrofagach i1 aktywacje uktadu dopelniacza promujaca dalszy rozwdj zapalenia, nasilaja
dysfunkcj¢ endotelium i remodeling naczyniowy [6]. Dodatkowo, niektore z przeciwcial moga
w bezposredni sposdb oddziatywa¢ na receptory lub kanaly jonowe w narzadach
odpowiedzialnych za utrzymanie prawidlowego cisnienia tg¢tniczego krwi (np. al receptory
adrenergiczne, 1 receptory, AT I, kanaty wapniowe) [32, 33]. Wykazano zwigkszong ilo$¢
przeciwcial przeciwko Hsp60 1 Hsp70 u pacjentow z nadci$nieniem w poroéwnaniu z grupa
kontrola [19].

Rola uktadu dopeliacza podobnie jak i1 komorek dendrytycznych w rozwoju
nadci$nienia nie jest jednoznacznie okreslona. Wykazano, Zze zablokowanie receptora dla C5a

i C3a skladnikow dopetniacza redukuje nadci$nienie i zapobiega dysfunkcji limfocytow Treg

13



wywotanej angiotensyng II [34]. Nalezy podkresli¢, ze izolowana stymulacja angiotensyng 11
prowadzi do aktywacji komoérek migéni gladkich naczyn oraz produkcji przez nie czynnikow
silnie aktywujacych komorki prezentujace antygen (np. thymic stromal limphopoetin, TSLP),
a W konsekwencji wzrostu przez nie potencjatu do aktywowania komorek dendrytycznych i
limfocytow T [35]. Ponadto transfer aktywowanych komoérek dendrytycznych do zdrowych
myszy powodowal rozwdj nadcisnienia, aktywacj¢ limfocytow CD 8+ i zwigkszong produkcje
INFyiIL- 17 [6].

Poza dziataniem przyczyniajacym si¢ do wzrostu wartosci ci$nienia tetniczego uktad
odpornosciowy moze wplywac takze na jego obnizenie. Nadcis$nienie tetnicze jest zwigzane z
obnizong liczbg limfocytow T regulatorowych [36], a wzrost ich ilo$ci lub aktywnos$ci chroni
przed rozwojem samego nadcis$nienia lub jego powiktan [37, 38]. Podobnie zmniejszona
aktywnos$¢ komorek iNKT [39](invariant natural killer T cells) lub komorek supresorowych
szpiku [40] (MDScs, myeloid-derived suppresor cells) przyczynia si¢ do rozwoju nadcisnienia,
obnizonego wytwarzania IL-10 lub wzrostu wytwarzania INFy, IL-17.

Podsumowujac, istnieje wiele dowodoéw potwierdzajacych udzial odpowiedzi
nieswoistej 1 swoistej w rozwoju 1 utrzymaniu podwyzszonych warto$ci nadci$nienia tetniczego
Krwi.

Przytoczone powyzej publikacje w wiekszosci opisuja sytuacje, w ktorej na wyjsciowo
zdrowy organizm (nieobcigzony innymi przewleklymi chorobami, w tym chorobami
zapalnymi) dziata bodziec powodujacy wzrost wartosci ci$nienia tetniczego, co pocigga za sobg
aktywacje uktadu immunologicznego. Istnieja jednak takie sytuacje kliniczne, w ktorych to
wyjsciowo rozwija si¢ przewlekly stany zapalny, przyktadowo w przebiegu chorob zapalnych
tkanki lacznej lub infekcji przyzebia [41]. Wykazano, ze pacjenci z chorobami zapalnymi
takimi jak reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) lub zesztywniajace zapalenie stawow
kregostupa (ZZSK) maja zwigkszone ryzyko sercowo-naczyniowe w porownaniu z populacja
0g6lng [42-45]. Dodatkowo zwigkszona jest u nich czgsto$¢ wystgpowania nadci$nienia
tetniczego. Zwigzane moze by¢ to zarowno z klasycznymi czynnikami ryzyka sercowo
naczyniowego, wdrozonym leczeniem lub samym stanem zapalnym zaburzajacym proporcje
pomiedzy czynnikami naczyniokurczacymi a powodujacymi wazodylatacje [46]. Wykazano,
ze przewlekly stan zapalny, poprzez DAMPs lub antygeny niezwigzane bezposrednio z
nadci$nieniem, moze, w niektorych przypadkach, mie¢ efekt promujacy rozwdj nadcisnienia i
dysfunkcj¢ organow biorgcych udziat w kontroli CTK [6]. Pacjenci z chorobami

.....

leczenia [46]. Posrednich dowodéw na udziatl czynnikéw zapalnych w kontroli ci$nienia
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tetniczego krwi u pacjentdw z chorobami zapalnymi dostarczaja takze badania z
wykorzystaniem lekow wplywajacych bezposrednio na poziom lub dostgpnos¢ interleukin
zapalnych [47]. Podawanie mykofenolanu mofetylu pacjentom z RZS lub tuszczyca oraz
towarzyszacym nadcisnieniem tetniczym skutkowato spadkiem ci$nienia skurczowego i
rozkurczowego oraz zmniejszeniem nerkowej sekrecji TNFa [48], podobnie Murray i wsp.
zaobserwowali spadek warto$ci CTK u pacjentéw leczonych ré6znymi inhibitorami TNFa. Z
drugiej jednak strony metaanaliza, do ktorej wiaczono 11 randomizowanych badan klinicznych
prowadzonych u pacjentdow z reumatoidalnym zapaleniem stawow leczonych inhibitorami
TNFa wykazata zwigkszenie ryzyka rozwoju nadcisnienia tetniczego [49]. Badania z
wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych przeciwko IL-17 tez nie s3 jednoznaczne
demonstrujac spadek ci$nienia po leczeniu lub brak wptywu takiego leczenia na wartoSci
cis$nienia [47].

W badaniu CANTOS [50] oceniano wptyw leczenia kanakinumabem (przeciwciato
monoklonalne przeciwko IL - 1B) na redukcje cisnienia tetniczego krwi 1 czestosé
wystepowania nadcis$nienia tetniczego. Kanakinumab nie obnizal warto$ci ci$nienia t¢tniczego
niezaleznie od wyjsciowych wartosci hsCRP, jednoczesnie powodowal redukcje czestosci

zdarzen sercowo — naczyniowych.

Nadci$nienie tetnicze a urokortyna 2 i cytokiny zapalne

W rozwoju nadci$nienia moga odgrywac role takze inne czynniki, ktorych znaczenie i
wpltyw na warto$¢ CTK aktualnie pozostaje tematem badan. Jednym z nich jest urokortyna 2
(Ucn2) bedaca endogennym selektywnym ligandem receptora CRH-R2 (corticotropin-
releasing hormone receptor type 2), ktory wykazuje ekspresje¢ m.in w osrodkowym uktadzie
nerwowym oraz w uktadzie sercowo- naczyniowym [51]. Wykazano, Ze urokortyna 2 ma
dziatanie inotropowododatnie, zwigksza pojemno$¢ minutowg serca [52-55] oraz ma dziatanie
ochronne na migsien sercowy w przypadku jego niedokrwienia [56]. Ucn2 ma takze dziatanie
obnizajace ci$nienie tetnicze krwi [54, 55, 57-59], ktore mediowane jest poprzez aktywacje
receptora CRH-R2 [59, 60]. Dozylne podanie Ucn2 zdrowym ochotnikom wywotato zalezne
od dawki obnizenie rozkurczowego i §redniego cis$nienia tetniczego, nie wywierajac wptywu
na wartosci skurczowego cisnienia tetniczego [55]. Podobne dziatanie obserwowano u chorych
z przewleklg [54] oraz ostrg niewydolnoscig serca [61].
Dziatanie wazodylatacyjne urokortyn moze odbywac si¢ zarowno w mechanizmie zaleznym
[62-65] jak i niezaleznym [66, 67] od endotelium oraz poprzez bezposredni wplyw na

aktywnos$¢ uktadu renina-angiotensyna-aldosteron lub syntezg i sekrecje katecholamin [68-70].
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Stwierdzono podwyzszony poziom Ucn2 u pacjentow z tagodng do umiarkowanej skurczowsg
niewydolnoscig serca w poréwnaniu z grupa kontrolng [71] oraz u chorych na nadci$nienie
tetnicze leczonych hipotensyjnie [72]. Poziom Ucn2 byl poréwnywalny u chorych z cigzka
dysfunkcja skurczowa, niewydolnos$cig rozkurczowa serca oraz z chorobg niedokrwienna serca
[71].

Jedng z cytokin o potencjalnym wptywie na rozwdj nadcisnienia tetniczego oraz dysfunkcje
$rodbtonka naczyniowego jest IL-17A, ktora jest produkowana przez limfocyty Th — 17 [73,
74]. IL- 17A podnosi warto$ci ciSnienia tetniczego, zmniejsza zalezng od NO wazodylatacje
naczyn [74], wplywa na wzrost sztywnoS$ci aorty poprzez zwickszenie odktadania kolagenu
[75]. Dodatkowo razem z TNFa moduluje ekspresj¢ ponad 30 genéw wigcznie z czynnikami
zapalnymi w mig$nidwce gladkiej aorty [73]. Przeciwciata skierowane przeciwko IL-17A lub
jej receptorowi obnizaja ci$nienie tetnicze 1 zmniejszajg nacieki z limfocytow w nerkach 1
naczyniach u zwierzat poddanych dziataniu Ang II [76]. U ludzi podwyzszone wartosci 1L-17
w poréwnaniu z grupa kontrolng stwierdzono u chorych z nadci$nieniem tetniczym lub
podwyzszonymi warto$ciami ci$nienia [73, 77].

Podobnie, IFNy wplywa na wysokos¢ ci$nienia tgtniczego krwi i przyspiesza rozwoj powiklan
nadci$nienia tetniczego [19]. Sprzyja on nadci$nieniu tetniczemu poprzez zwigkszenie
ekspresji angiotensynogenu i w konsekwencji zwigkszeniu reabsorpcji sodu w komorkach
nerek, natomiast podanie mykofenolanu mofetylu zmniejsza ilos¢ angiotensyny II
produkowanej w nerce [78]. Myszy pozbawione INFy miaty zmniejszony przerost i wioknienie
migs$nia sercowego w odpowiedzi na podawanie angiotensyny Il [79]. Limfocyty CD8+
produkuja zwigkszong ilo§¢ IFNy u pacjentdw z nadciSnieniem w porOwnaniu z osobami
zdrowymi [10].

TNFa obniza zdolno$¢ $rodbtonka do produkcji NO [80] prowadzac do skurczu naczyn i
reabsorpcji sodu w nerkach. Myszy pozbawione TNFa cechowaly si¢ brakiem wzrostu
ci$nienia tetniczego w poréwnaniu z myszami dzikimi po podazy Ang II [81]. Natomiast
podanie przeciwcial przeciwko receptorowi dla TNFa zmniejszalo warto$¢ cisnienia
tetniczego, a podanie TNFa szczurom z grupy kontrolnej powodowato wzrost warto$ci
cis$nienia tetniczego [82].

Produkcja IL-6 jest stymulowana przez angiotensyng II u ludzi [83], a myszy pozbawione genu
dla 1L-6 wykazuja nizszg warto$¢ cisnienia tetniczego niz myszy typu dzikiego podczas infuzji
Ang 11 [84].

W przeciwienstwie do cytokin wymienionych powyzej, IL-10 ma dziatanie przeciwzapalne.

Dostepne sg prace wykazujace role protekcyjng IL- 10 na endotelium. Przyktadowo, podaz IL-
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10 myszom z nadcis$nieniem tetniczym zmniejszata skurczowe ci$nienie tetnicze i aktywnos$é
oksydazy NADPH oraz poprawiata funkcj¢ endotelium [85]. Dodatkowo IL-10 chronita przed
wzrostem CTK i uszkodzeniem endotelium zwigzanym z podawaniem Angiotensyny II [86].
Stwierdzono zmniejszony poziom IL-10 oraz ilos¢ Treg (CD4+CD25+) u pacjentek z

nadcis$nieniem indukowanym cigzg [87].

Podsumowujac, dotychczasowe badania wskazuja na istotny udziat czynnikéw zapalnych w

etiopatogenezie nadci$nienia tetniczego oraz w rozwoju powiktan narzgdowych.
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4. Cele badania

Celem pracy byla ocena zaleznosci pomiedzy markerami stanu zapalnego a warto$ciami

cisnienia tetniczego oraz okreslenie zwigzku pomiedzy stanem zapalnym a nadci$nieniem

tetniczym 1 sztywnoscig naczyn w przewlektych chorobach zapalnych na przyktadzie

reumatoidalnego zapalenia stawOw i zesztywniajacego zapalenia stawow kregostupa.

Dodatkowo chcieli$my takze okresli¢ zalezno$ci pomiedzy warto$ciami ci$nienia tetniczego

krwi a poziomem Ucn2, peptydu o postulowanym dziataniu wazodylatacyjnym.

W badaniu sformutowano nast¢pujace hipotezy badawcze:

1. Pacjenci z nadci$nieniem t¢tniczym maja podwyzszony poziom wskaznikéw zapalnych

2. Chorzy z nadci$nieniem tg¢tniczym $wiezo wykrytym maja obnizony poziom Ucn2 w krwi
obwodowej

3. Chorzy z wczesnym reumatoidalnym zapaleniem stawow oraz zesztywniajacym
zapaleniem stawow kregostlupa cechuja si¢ podwyzszonymi warto$ciami cis$nienia

tetniczego oraz maja zwigkszong sztywno$¢ naczyn.
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5. Materialy i metody
Badanie zostato przeprowadzone w latach 2009 — 2011 w Poradni Reumatologicznej Kliniki
Choréb Wewnetrznych i Geriatrii oraz w latach 2013 - 2016 w Poradni Leczenia Nadci$nienia

Tetniczego i w Podstawowej Opiece Zdrowotnej Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie.

Badana populacja:
Do badania wtgczono tgcznie 177 pacjentow w ramach dwoch projektow.

Pierwsza grupe stanowilo lacznie 100 chorych zrekrutowanych w Poradni
Reumatologicznej Szpitala Uniwersyteckiego, w tym 26 pacjentéw z reumatoidalnym
zapaleniem stawow, 45 z zesztywniajagcym zapaleniem stawow kregostupa oraz 29 zdrowych
ochotnikow. Do badania zostali wiaczeni pacjenci dotychczas nieleczeni lekami
modyfikujacymi przebieg chordéb zapalnych stawow (LMPCh), bez istotnych obcigzen
kardiologicznych (wykluczajacymi kryteriami byly: przebyty zawal migs$nia sercowego, udar
moézgu, cukrzyca, nadci$nienie tetnicze, choroba niedokrwienna serca), bez chordb
nowotworowych, przewlektej choroby nerek lub ostrej infekcji (objawow infekcji w czasie
ostatnich dwoch tygodni przed wlaczeniem do badania).

W ramach drugiego projektu realizowanego w latach 2013 — 2016 w Poradni
Nadcis$nienia Tetniczego oraz Podstawowej Opieki Zdrowotnej Szpitala Uniwersyteckiego
przebadaliSmy lacznie 77 pacjentow. Do badania wiaczyliSmy pacjentdow bez istotnych
obcigzen zdrowotnych, nieleczonych dotychczas na nadcis$nienie tetnicze. Z uwagi na choroby
towarzyszace (cukrzyce Ilub choroby zapalne jelit), stosowane leki (statyny) lub
nieprawidlowo$ci w badaniach laboratoryjnych z analiz wytaczylismy 10 chorych. Ostatecznie
zakwalifikowaliSmy do analiz 29 zdrowych ochotnikéw oraz 38 pacjentow z nadcisnieniem
tetniczym $§wiezo rozpoznanym dotychczas nieleczonym. Z powyzej opisanej grupy
wyloniliSmy 61 pacjentow (24 zdrowych oraz 37 z nadci$nieniem tegtniczym), u ktorych
oceniliSmy poziom wskaznikow zapalnych we krwi obwodowe;.

Wszyscy chorzy wyrazili zgode na udzial w badaniu a podpisanie §wiadomej zgody byto

pierwsza procedura badania.

Podstawowa ocena pacjenta
Wszyscy pacjenci poddani byli standardowym procedurom lekarskim: zebrano
wywiad (w tym uzyskano informacje o chorobach towarzyszacych, stosowanych lekach,

paleniu tytoniu, obcigzeniach rodzinnych w zakresie chordb uktadu sercowo- naczyniowego),
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przeprowadzono badanie fizykalne, wykonano pomiary antropometryczne (masa ciata, wzrost,
obwod talii i bioder) oraz parametrow zyciowych (ci$nienie t¢tnicze krwi, akcja serca, ilo$¢
oddechow). W oparciu o uzyskane wyniki obliczano BMI (body mass index, iloraz masy ciata
w kg i wzrostu w m?) oraz WHR (waist/ hip ratio; stosunek talia/biodra).

Probki krwi pobierano w godzinach porannych (pomigdzy 07:00 a 09:00) na czczo, po okresie
okoto 8 godzin od ostatniego positku.

Pacjenci z chorobami zapalnymi stawoéw mieli dodatkowo wykonana oceng
aktywnos$ci choroby: chorzy z RZS — DAS 28 (Disease Activity Score; wskaznik aktywnosci
choroby); chorzy z ZZSK — BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index). U
chorych tych nie wykonywali$my catodobowego monitorowania ci$nienia tetniczego krwi
(zarowno u pacjentéw jak i w grupie kontrolnej).

ABPM  wykonaliSmy u wszystkich pacjentéw z podejrzeniem nadci$nienia
tetniczego lub z potwierdzonym nadci$nieniem tetniczym (dotychczas nieleczonym) oraz u
zdrowych ochotnikéw. Wartosci cisnienia tetniczego uzyskane w catodobowym
monitorowaniu cisnienia tetniczego krwi stanowily kryterium kwalifikacji do grupy zdrowe;j
lub grupy z nadci$nieniem tetniczym 1 stanowily podstaw¢ do rozpoznania nadci$nienia

tetniczego.

Gabinetowe pomiary ciSnienia tetniczego krwi

Gabinetowe pomiary ci$nienia przeprowadzone byty u wszystkich pacjentow po co
najmniej 5 minutach odpoczynku w pozycji siedzacej [88]. Pomiary wykonywane byty na
lewym ramieniu, trzykrotnie w odstgpach 1 -2 minutowych. Do analizy wykorzystaliémy drugi
i trzeci pomiar, z ktorych wyciggneliSmy $rednig. Cisnienie tetnicze krwi mierzono z
wykorzystaniem walidowanego ci$nieniomierza (OMRON 705IT, HEM-759-E, Omron
Corporatio, Kyoto, Japan).

Calodobowe monitorowanie ci$nienia tetniczego krwi (Ambulatory Blood Pressure
Monitoring, ABPM)

Catodobowe monitorowanie cis$nienia tetniczego krwi przeprowadzone byto z
wykorzystaniem urzadzen SpaceLabs90207 [89] (SpaceLAbs Healthcare, Hertford, UK).
Pomiary wykonywane byly podczas standardowej aktywno$ci dziennej i1 nocnej pacjenta;
mankiet do pomiaru ci$nienia zatozony byt na rece niedominujacej; pomiary w ciggu dnia
wykonywane byty trzy razy na godzing, w ciggu nocy dwa razy na godzing; co najmniej 70%

pomiarow musiato by¢ waznych aby wynik ABPM mozliwy byt do analizy.
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W oparciu o wartosci cisnienia uzyskane z ABPM, pacjentow kwalifikowano do grupy zdrowe;j
lub grupy z nadci$nieniem te¢tniczym — jesli ktorakolwiek z wartosci ci$nienia tetniczego Krwi
przekroczyta warto$ci referencyjne pacjent byl kwalifikowany do grupy z nadci$nieniem
tetniczym ($rednie cisnienie skurczowe dzienne >135mmHg lub/i $rednie ci$nienie
rozkurczowe dzienne>85mmHg lub/i $rednie ci$nienie skurczowe nocne >120mmHg lub/i
$rednie ci$nienie rozkurczowe >70mmHg lub/i $rednie ci$nienie skurczowe dobowe

>130mmHg i/lub $rednie ci$nienie rozkurczowe dobowe >80mmHg).

Nieinwazyjna ocena sztywnosci tetnic

Predkos¢ fali tetna oceniono wykorzystujac system Complior (Complior, Colson,
Garges-les- Gonesse, Francja). Badanie wykonywano po co najmniej 10 minutach w pozycji
lezacej. Na skorze bezposrednio nad tetnicami udowa 1 szyjna lewa umieszczono po jednym
przetworniku. Wykonywano 10 kolejnych pomiardéw, a nastgpnie wyeliminowano dwie skrajne
warto$ci (maksymalng i minimalng). PWV zostato obliczone jako 80% stosunku catkowitej
odlegtosci pomiedzy dwoma przekaznikami a czasem przejscia fali tetna pomiedzy tymi

dwoma punktami. Pomiary zostaly wykonane zgodnie z zaleceniami [90].

Sztywno$¢ tetnic oraz ci$nienie centralne zostaty obliczone z wykorzystaniem aparatu
SphygmoCor (AtCor Medical, West Ryde, Australia). Badanie wykonywano po okoto 10 - 15
minutach odpoczynku w pozycji siedzacej. Oceniono nastgpujace parametry sztywnosSci
naczyn: AG — (Aortic Pulse Wave Augmentation, wzmocnienie aortalnej fali t¢tna) obliczone;j
jako roznica pomiedzy drugim (P2) a pierwszym (P1) szczytem skurczowej fali tetna
aortalnego; Alx (Alx, Aortic Pulse Wave Augmentation Index; indeks wzmocnienia aortalnej
fali tetna; obliczony jako stosunek AG/PP (Pulse Pressure; cisnienie tetna) lub jako stosunek
drugiego szczytu ci$nienia skurczowego (P2) do pierwszego szczytu cisnienia skurczowego
(P1) — P2/P1.

Badania laboratoryjne

Kazdy z uczestnikéw badania miat pobrang krew celem oceny podstawowych
parametrow biochemicznych (morfologia z rozmazem, sod, potas, TSH, kreatynina, klirens
kreatyniny, aminotransferaza alaninowa, aminotransferaza asparaginaniowa, lipidogram,
poziom glukozy na czczo, hsCRP, HbAlc). Krew pobierana byta w godzinach porannych, na
czczo. Dodatkowo w obu grupach pacjentdow oceniano poziom interleukin zapalnych lub/i

wskaznikow dysfunkcji sSrodbtonka naczyniowego.
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W grupie pacjentow z chorobami zapalnymi stawow i W grupie kontrolnej oceniano
poziom: IL-6, IL-18, TNFa, fibrynogenu, pentraksyny 3 (PTX-3), SICAM (soluble form of
intracellular adhesion molecules, rozpuszczalna forma wewnatrzkomoérkowej molekutly
przylegania), sSVCAM (soluble form of vascular cell adhesion molecules, rozpuszczalna forma
naczyniowej molekuly przylegania), rozpuszczalna forma E-selektyny (E-selectin), czynnik
vonWillebranda (VWF), aktywator tkankowy plazminogenu (tissue plazminogen activator,
tPAI). Pomiarow dokonano wykorzystujac immunonefelometri¢ oraz testy ELISA. Poziom
fibrynogenu zostal oznaczony z wykorzystaniem BCS Coagulation Analyzer (Siemens
Healthcare Diagnstics Ins. Erlangen, Germany).

W grupie pacjentéw z nadci$nieniem t¢tniczym §wiezo rozpoznanym oraz w grupie
kontrolnej oceniono poziom: ITAC, GM-CSF, Fractalkiny, IFN-y, IL-10, MIP-3q, IL-12, IL-
13, IL-17A, IL-1B, IL-2, IL-21, IL-23, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, MIP-1a, MIP-1B, TNFo and IL-
15 z wykorzystaniem technologii Luminex i standardowych kitow (MILLIPLEX® Human
High Sensitivity T Cell Magnetic Bead Panel, Millipore, Merck and Luminex Performance
Human High Sensitivity Cytokine Panel B, R&D, Bio-Techne), a nast¢pnie odczytano na
aparacie Luminex 200 (Biorad) zgodnie z instrukcja producenta. Ponadto w tej grupie
oznaczono poziom Ucn2 w surowicy, w duplikatach, wykorzystujac metode ELISA (Cloud

Clone, Katy, TX,USA) zgodnie z zaleceniami producenta.

Analiza statystyczna

Analiza statystyczna wykonana zostata z uzyciem oprogramowania Statistica wersja
12 i 13 (Statistica, StatSoft Poland, Dell. Inc) na licencji dla Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie. Zgodnos$¢ z rozktadem normalnym zmiennych przeanalizowano za pomocg testu
Shapiro-Wilka. Zmienne o charakterze ciagtym i rozktadzie zgodnym z rozktadem normalnym
przedstawiono w formie S$redniej arytmetycznej £ odchylenie standardowe (+SD, standard
deviation); zmienne o rozkladzie niezgodnym z normalnym jako mediana + odstep kwartylowy
(dolny- gorny kwartyl). Homogenno$¢ zmiennych zostata sprawdzona za pomoca testu Levina.
Dane o czestosci zostaly przedstawione jako liczby i wartoSci procentowe, a poréwnania
miedzy nimi wykonano z uzyciem testu Chi?. Poréwnania zmiennych ciaglych pomiedzy
grupami wykonane byly w zaleznosci od rozktadu zmiennych oraz liczby poréwnywanych
grupy. Do obliczen zmiennych o rozktadzie normalnym wykorzystano test T-studenta lub
jednokierunkowa ANOVA z oceng post-hoc z korekta Bonferonniego. Zmienne o rozktadzie
nienormalnym poréwnano wykorzystujac test U-Manna Whitney’a dla zmiennych
nieparametrycznych. Ogolne modele linowe 1 testy covariancji zastosowano aby skorygowac

22



warto$¢ p dla pici i wieku. Korelacja miedzy czynnikami oceniana byta przy pomocy
wspotczynnika korelacji Spearmana lub Pearsona w zalezno$ci od rozklady zmiennych. Dla
oceny predyktorow zmian badanych parametréw stosowana byta wieloczynnikowa analiza
regresji. Za poziom istotnoSci statystycznej w pracy przyjeto warto$¢ p<0,05. Dodatkowo
obliczono takze poprawke Bonferroniego jako stosunek wartosci p (0,05) i ogdlnej liczby
testow.

W pracy oceniajacej poziom wskaznikow zapalnych dodatkowo wykonano
cksploracyjng analize czynnikowg (EFA, exploratory factor analysis) wykorzystujgc
oprogramowanie SPSS IBM wersja 28 (IBM Corpration, Armonk, New York). Skonstruowano
zbiorczy czynnik prozapalny (Czynnik — 1) i przeciwzapalny (Czynnik — 2) w oparciu 0 analizg
czynnikowa, z rotacja varimax; w analizie pozostawiono tylko wskazniki zapalne o wartosci
(eigenvalue) powyzej 1; minimalna warto$¢ wiaczenia wynosita 0,3; warto$¢ Kiaser-Meyer-
Olkin (KMO) zostata uzyta do oceny adekwatnos$ci proby. Wskazniki zapalne, ktére nie
spetnity powyzszych kryteriow lub nie zostaty przyporzadkowane do zadnego z czynnikow lub

zostaty przyporzadkowane podwojnie wykluczylismy z analizy.
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6. Podsumowanie wynikéw publikacji wchodzacych w sklad rozprawy
6.1 Publikacja 1
Anna Dzieza-Grudnik, Joanna Sulicka, Magdalena Strach, Olga Siga, Ewa Klimek, Mariusz
Korkosz, Tomasz Grodzicki
Arterial stiffness is not increased in patients with short duration rheumatoid arthritis and
ankylosing spondylitis
Blood Pressure, 2017, vol. 26, nr 2, 5.115-121;
Blood Pressure, DOI: 10.1080/08037051.2016.1232586, IF — 2,107

Wyniki:

W badaniu udzial wzigto 100 pacjentéw - 26 z reumatoidalnym zapalenie stawow
(RZS), 45 z zesztywniajacym zapaleniem stawow kregostupa (ZZSK) oraz 29 zdrowych
ochotnikéw. Pacjenci z chorobami zapalnymi stawdéw do czasu wlaczenia do badania nie byli
leczeni lekami modyfikujacymi przebieg choroby; a czas od poczatku objawow do postawienia
rozpoznania byt stosunku krotki (okoto 12 miesigcy dla pacjentow z RZS, 6 lat dla pacjentow
z ZSSK). Srednia wieku wyniosta odpowiednio 40 (£9,7) lat u chorych z RZS, 33 (£6,6) lata u
pacjentéw z ZZSK 1 32 (£7,6) lata dla zdrowych ochotnikow. W grupie chorych na RZS
dominowaty kobiety (80,7% w RZS versus 13,3% w ZZSK i 44,8% w grupie zdrowych).
Aktywno$¢ choroby w grupie RZS byla umiarkowana (DAS28: 4,4 £1,5) a w grupie ZZSK
wskaznik BASDAI wynosit 4,2 (£2,0).

Warto$ci gabinetowego cisnienia tgtniczego oraz ci$nienia centralnego we wszystkich
grupach byty porownywalne; ci$nienie skurczowe gabinetowe: RZS versus ZZKS versus grupa
kontrolna, odpowiednio - 120+17mmHg versus 121+9mmHg versus 115+13mmHg, p=0,11;
ci$nienie rozkurczowe gabinetowe: RZS versus ZZSK versus grupa kontrolna odpowiednio —
80 [76-80] mmHg versus 80 [70-80] mmHg versus 80 [74-80] mmHg, p=0,3;
ci$nienie skurczowe centralne: RZS versus ZZKS versus grupa kontrolna, odpowiednio -
108+15,8 mmHg versus 106+8 mmHg versus 104+12 mmHg, p=0,65;
ci$nienie rozkurczowe centralne: RZS versus ZZKS versus grupa kontrolna, odpowiednio:
79+£8.5mmHg versus 79+6.8mmHg versus 78£8mmHg, p=0.51;

Pomigdzy grupami nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w sztywnosci tetnic
ocenianych zaré6wno predkoscia fali tetna (PWV; dla RA, AS 1 grupy kontrolnej wynosily one
odpowiednio: 10,0 [8,8 — 10,9] m/s versus 10,7 [9,1 — 11,8] m/s versus 9,2 [8,3 — 11,4] m/s;
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p=0,14), wzmocnieniem fali te¢tna aortalnego (AG, odpowiednio: RZS, ZSSK i kontroli:
7,8+6,3 versus 2,1£3,6 versus 3,44+3,8 mmHg, p=0,69) jak i indeksem wzmocnienia fali tgtna
(Alx; dla RZS, ZZSK, 0s6b zdrowych: AG/PP — 24,3 £11,5 versus 5,7 £12,4 versus 10 12,8
%; P2/P1—133,7 £22,7% versus 109,3+14,5% versus 115,5+£16,6%; p=0,5).

Pacjenci w poszczegolnych grupach roznili si¢ od siebie poziomem cholesterolu HDL,
kreatyniny i HbAlc. Dodatkowo u pacjentow z RZS i ZZSK podwyzszone byly markery stanu
zapalnego tj. OB, hsCRP, IL-6, fibrynogen oraz TNFa (poziom TNFa po standaryzacji do
wieku 1 plci ostatecznie nie roznit si¢ w populacji oséb zdrowych i chorych). Rowniez niektore
parametry funkcji §rédblonka naczyniowego tj. PTX-3, vWF, sVCAM byty podwyzszone u
pacjentéw z zapalnymi chorobami stawow; podczas gdy poziomy IL-18 i tPA nie roznity si¢
pomiedzy grupami.

Dodatkowo przeprowadzili$my analize w podgrupach — pacjentéw z reumatoidalnym
zapalenie stawOw oraz zesztywniajagcym zapalenie stawOw kregostupa podzielili§my na dwie
grupy w zalezno$ci od wartosci PWV (jako punkt odciecia przyjeto mediang PWV liczong w
obu grupach). Chorzy zakwalifikowani do grupy z wartosciag PWV wigkszg lub rowng medianie
tj. 10,1 m/s mieli wyzsze $rednie ci$nienie tetnicze (MAP, mean arterial pressure; 93 [90 — 100]
mmHg w poréwnaniu z grupg Z PWV ponizej 10,1m/s - 89 [85—93] mmHg; p = 0,02), wyzsze
ci$nienie tetna centralnego (PPC, pulse pressure central; 28 [24-34] versus 25 [22-28], p=
0,046) oraz zwigkszone AG (4 [1-8] versus 2 [0,5 — 4lmmHg; p = 0,02); jednak Alx (AG/PP) i
Alx (P2/P1) mialy warto$ci poréwnywalne w obu grupach. Obie grupy nie roznity sie¢
poziomem wskaznikow zapalnych 1 wskaznikow aktywacji endotelium naczyniowego, nie
znaleziono takze korelacji pomigedzy wyzej wymienionymi wskaznikami a parametrami

sztywnos$ci naczyniowe;.
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6.2 Publikacja 2

Anna Dzieza-Grudnik, Olga Siga, Jolanta Walczewska, Barbara Wizner, Pawel P. Wotkow,
Franz H. Messerli, Tomasz Grodzicki.

Urocortin 2 — A Protective Effect in Hypertension?

Journal of Physiology and Pharmacology, DOI:10.26402/jpp.2023.1.xX

Journal of Physiology and Pharmacology, 2023, 74.1.xx  IF—2,859

Wyniki:

Przebadano 67 pacjentow, w tym 29 zdrowych ochotnikow i 38 pacjentow z
nadcis$nieniem tetniczym $wiezo rozpoznanym. Zadna z 0sob bioracych udziat w badaniu (ani
zdrowych ani z grupy kontrolnej) nie stosowata dotychczas leczenia hipotensyjnego. Pacjenci
z nadci$nieniem tetniczym byli w podobnym wieku co chorzy z grupy kontrolnej (43,7+11,8
lat versus 45,1£8,8 lat, p=0,6), dominowali w$rdd nich mezczyzni (55,3% versus 34,5%,
p=0,09) ale rozktad ptci byt w obu grupach zblizony. Chorzy z nadci$nieniem mieli natomiast
wyzsze BMI (28,3+4,0m/kg? versus 24,3+3,64m/kg?, p<0,001), czesciej niz w grupie
kontrolnej wystepowal u nich zespot metaboliczny (50% versus 17%, p=0,01) i mieli
podwyzszony poziom trojglicerydow (1,6 [1,1 — 1,9] mmol/l versus 1,0 [0,7 — 1,6] mmol/I;
p=0,01). Dodatkowo charakteryzowali si¢ nizszym poziomem logUcn2 (2,09+0,63) niz zdrowi
ochotnicy (2,44+0,70; p=0,04).

Srednia warto$é cisnienia skurczowego catodobowego w grupie z nadci$nieniem
versus grupa zdrowa wynosita odpowiednio 134,1 +9.4 mmHg vs 114,6+7,3 mmHg;
calodobowego rozkurczowego 85,7+9,2 mmHg vs 71,7+4,6 mmHg; dziennego skurczowego
139,4+11,0 mmHg vs 119,2+7,8 mmHg; dziennego rozkurczowego 90,4+9,9 mmHg vs
76,3+5,0 mmHg; nocnego skurczowego 121,1£7,9 mmHg vs 103,6+6,5 mmHg; nocnego
rozkurczowego 74,2+9,9 mmHg vs 61,3+4,7 mmHg.

LogUcn2 w grupie chorych z nadci$nieniem tetniczym korelowal ujemnie z
wartosciami nocnego rozkurczowego cisnienia tetniczego, nie wykazano zwigzku pomiedzy
warto§ciami ci$nienia tetniczego a Ucn2 w grupie zdrowych ochotnikow. Analogiczna
zalezno$¢ pomigdzy logUcn2 a nocnym ci$nieniem rozkurczowym zostala potwierdzona w
analizie regresji wieloczynnikowej z uwzglednieniem plci i wieku w catej grupie.

Dodatkowo przeprowadzono analize zwigzku urokortyny 2 z BMI oraz parametrami
metabolizmu glukozy (takimi jak poziom glukozy na czczo, HbAlc, poziom insuliny oraz

HOMA-IR); nie stwierdzono zwigzku logUcn2 z obecnoscig otytosci, zespotu metabolicznego
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lub insulinooporno$ci. Ponadto, zaobserwowano ujemna zalezno$¢ pomiedzy logUcn2 a
cholesterolem catkowitym i LDL w grupie zdrowej, podobnej zalezno$ci nie stwierdzono w
grupie z nadci$nieniem tetniczym. Zalezno$¢ pomigdzy logUcn?2 a cholesterolem catkowitym

utrzymywata si¢ po uwzglednieniu w analizie wieku, pici i obecnos$ci nadcisnienia tgtniczego.
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6.3 Publikacja 3
Anna Dzieza-Grudnik, Olga Siga, Jolanta Walczewska, Barbara Wizner, Tomasz Mikotajczyk,
Joanna Sulicka-Grodzicka, Tomasz Grodzicki
New onset hypertension is not associated with systemic changes in inflammatory cytokine
levels.
Archives of Medical science, 2023; opublikowane on-line
Archives of Medical Science. 2023. doi:10.5114/aoms/169502.

Wyniki:

Przebadali$my 61 os6b, w tym 24 zdrowych ochotnikow oraz 37 0séb z nadci$nieniem
tetniczym §wiezo rozpoznanym dotychczas nieleczonych. Rozktad ptci w obu grupach byt
podobny, mezczyzni stanowili 37,5% grupy kontrolnej oraz 54,1% grupy z nadci$nieniem
(p=0,206). Uczestnicy badania byli w podobnym wieku (45+9,6lat grupa kontrolna versus
43,8+11,9 lat pacjenci z nadci$nieniem tetniczym, p=0,683). Chorzy z nadci$nieniem t¢tniczym
mieli wyzsze BMI (28,2+4 kg/m? versus 24,2+3,7 kg/m?; p = 0,000); $rednia warto$¢ ci$nienia
tetniczego w grupie z nadci$nieniem w poréwnaniu z grupg zdrowa wynosita: ci$nienie
skurczowe 134,2+9,5mmHg versus 114+7,1lmmHg; p = 0,000; rozkurczowe 85,8+9,3mmHg
versus 71,2+4,7mmHg; p = 0,000). Pomimo r6znic w wartosciach ci$nienia te¢tniczego krwi
grupy nie roznity si¢ predkos$cia fali tetna (pacjenci z nadci$nieniem versus zdrowi ochotnicy:
9,6 [8,6-10,3] m/s versus 8,75 [7,9 — 10,5]m/s; p=0,167) ani poziomem czynnikoéw zapalnych
takich jak: TNFa, INFy, IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-8, IL-10, I1L-12, IL-13, IL-
15, IL-17A, IL-21, IL-23, hs-CRP, MIP-1a, MIP-1B, MIP-3a, GM-CSF, fraktalkina, ITAC.

Stwierdzili$my zalezno$§¢ pomiedzy poziomem IL-5, IL-8, hs-CRP oraz ITAC a
wartosciami ci$nienia tetniczego, ktora utracita istotno$¢ statystyczng w analizie
wieloczynnikowej, po uwzglednieniu wieku, plci 1 BML

Ponadto wykonali§my eksploracyjna analiz¢ czynnikowa wlaczajac poczatkowo do
obliczen 22 czynniki zapalne. W trakcie analizy jedynie 11 z nich speito konieczne zatozZenia.
StworzyliSmy z nich dwa czynniki — Czynnik 1- prozapalny (zawierajacy: I1L-1p, IL-2, IL-6,
IL-7, IL-12, IL-6, IL21, TNFa, INFy) i Czynnik 2 — przeciwzapalny (zawierajacy 1L-13 i IL-
5). Nie znalezli§my zadnego zwiazku pomiedzy badanymi czynnikami a warto§ciami ci$nienia

tetniczego krwi.
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/. Oméwienie wynikow badan

W literaturze dostgpne sg liczne dane potwierdzajace udzial reakcji zapalnej w
rozwoju nadcis$nienia tg¢tniczego w modelach zwierzecych [6], ciagle jednak brak jest
wiarygodnych danych dotyczacych ludzi, a wptyw leczenia przeciwzapalnego na warto$ci
ci$nienia tetniczego u pacjentdw z przewlektymi chorobami zapalnymi jest niejednoznaczny.
Niewiele jest tez prac analizujacych poziom interleukin lub nowych czynnikow potencjalnie
mogacych wptywaé na warto§¢ CTK (jak Ucn2) u pacjentow z nadci$nieniem $§wiezo
rozpoznanym i ich zwigzku z warto$ciami ci$nienia te¢tniczego.

Majac na uwadze powyzsze, celem badan byla ocena zwigzku pomiedzy réznymi
czynnikami zapalnymi, wskaznikami uszkodzenia $rodbtonka i urokortyng 2 a warto$ciami
ci$nienia tetniczego. Badania prowadziliSmy w grupie pacjentdw ze $wiezo rozpoznanym
nadci$nieniem tetniczym oraz z przewleklymi chorobami zapalnymi (RZS, ZZSK) o
stosunkowo krotkim czasie trwania. Miato to na celu probe ujednolicenia badanej populacji
oraz w pewnym stopniu wykluczenia czynnikow zaktocajacych takich jak wptyw lekow [91,
92] lub uszkodzenia nerek.

Nie wykazaliSmy obecno$ci réznic w poziomie wskaznikow zapalnych u oséb
zdrowych oraz z nadci$nieniem te¢tniczym. Nie potwierdzilismy takze réznic w warto$ciach
ci$nienia tetniczego oraz sztywnosci naczyn u pacjentdw réznigcych si¢ wyjsciowo poziomem
interleukin zapalnych 1 czynnikéw uszkodzenia s$rodbtonka wynikajacych z przewlektej
choroby zapalnej. StwierdziliSmy natomiast zwigzek pomiedzy poziomemUcn2 a warto$ciami
ci$nienia tetniczego.

Dostepne w literaturze dane dotyczace roli poszczegdlnych interleukin mierzonych we
krwi obwodowej w nadcisnieniu nie sg jednoznaczne. Z jednej strony wykazano, ze pacjenci z
nadci$nieniem tetniczym dotychczas nieleczonym prezentowali wyzszy poziom IL-1 [93], hs-
CRP, IL-6 oraz MCP-1 [94] lub IL — 18 [95] niz osoby z grupy kontrolnej. Dodatkowo chorzy
z podwyzszonymi wartosciami CTK, ale bez rozpoznanego nadci$nienia, charakteryzowali si¢
podwyzszonym poziomem IL-17 [77]. Madhur i wsp. [73] wykazali zwigkszony poziom IL-
17 w grupie chorych z nadci$nieniem, jednak badanie prowadzili na niejednorodnej grupie
chorych, z cukrzyca i otytoScig oraz stosujacych leki.

Roéznice pomigdzy naszymi wynikami a wynikami prac zacytowanych powyzej
wynika¢ mogg miedzy innymi z faktu, ze zrekrutowani przez nas chorzy byli na wczesnym

etapie rozwoju nadci$nienia, bez istotnych chorob towarzyszacych (takich jak cukrzyca,
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choroba niedokrwienna serca, przewlekta choroba nerek). By¢ moze choroba trwata u nich zbyt
krotko, za czym przemawia brak powiktan narzadowych nadci$nienia w postaci zwigkszone;j
sztywnosci naczyn (cfPWV 8,75 [7,9 — 10,5] m/s w poréwnaniu z 9,6 [8,6 — 10,3 ] m/s, p =
0,17; odpowiednio pacjenci z normotensjg i nadci$nieniem). W zwiazku z powyzszym,
zaryzykowa¢ mozna stwierdzenie, ze brak r6znic pomigdzy grupami w naszej pracy wynikac
moze z matego nasilenia stanu zapalnego na tym etapie choroby. Sam proces zapalny toczy si¢
glownie lokalnie, w obrgbie $rodbtonka naczyniowego i nerek i moze nie by¢ on w petni
odzwierciedlony przez og6lnoustrojowy poziom cytokin zapalnych.

Z drugiej jednak strony dostepne sg rowniez badania wskazujace na poréwnywalny
poziom wskaznikow zapalnych (np. IL- 6) u 0s6b zdrowych i z nadci$nieniem tetniczym $wiezo
rozpoznanym, co jest zgodne z naszymi obserwacjami [96]. Warto zauwazy¢ takze, ze dostepne
sa badania na duzych populacjach, ktore wykazuja zwigzek cytokin zapalnych nie z sama
warto$cig cisnienia tetniczego ale z jego zmiang na przestrzeni lat. W metaanalizie Jayedi i wsp.
[97] dowiedli istnienia zalezno$ci pomigdzy markerami stanu zapalnego (hsCRP i IL-6) a
ryzykiem rozwoju nadcis$nienia tetniczego, natomiast nie stwierdzili takiego zwiazku w
przypadku IL-1B. Analogicznie, 4,5 letnia analiza [98] potwierdzita zaleznos¢ pomigdzy
czynnikami zapalnymi pogrupowanymi w klastery a zmiang wartos$ci ci$nienia tetniczego w
trakcie trwania obserwacji, a nie samg wyjsciowa wartoscig ci$nienia. Wyniki te moga
sugerowaé, ze istotny nie jest sam poziom cytokin w danej chwili, a ich zmiana w czasie.
Przeprowadzenie podobnej analizy w przypadku naszej pracy nie jest mozliwe, gdyZ nasz
projekt byl badaniem przekrojowym, a wigc bez mozliwosci oceny zmiany parametrow w
czasie.

Prezentowane wyniki nie wykluczaja jednak, ze w rozwoju nadci$nienia bierze udziat
uktad immunologiczny. Cytokiny produkowane lokalnie przez $rodbtonek moga nie by¢ w
pelni reprezentowane w innych lokalizacjach, a na wynik ich pomiaru wptywaé moze wiele
czynnikow takich jak: krotki okres pottrwania cytokin, ich wigzanie z rozpuszczalnymi
receptorami lub potencjalna degradacja; cze$¢ interleukin moze ulec takze zniszczeniu podczas
procesu przygotowania probek do analizy co dodatkowo utrudnia ich badanie i interpretacje
uzyskanych wynikow [99]. Dodatkowo na poziom interleukin mogg miec¢ takze wplyw zmienne
osobnicze takie jak styl Zycia pacjenta, naraZenie na zanieczyszczenia powietrza, stres czy
aktywnos¢ fizyczna [100].

Ocena poziomu niektorych interleukin zapalnych jest powszechnie wykorzystywana w réznych
analizach i wydaje si¢ by¢ w duzym stopniu niezaleznym od tradycyjnych czynnikéw ryzyka

predyktorem wielu chordb (czgsto wykorzystywang w ocenie ryzyka zachorowania o

30



podobnym znaczeniu co otytos¢, palenie tytoniu lub cukrzyca) o porownywalnym potencjalne
prognostycznym w czasie[100]. Biorac pod uwage ztozonos$¢ stanu zapalnego, by¢ moze w
przewidywaniu rozwoju choréb - w tym chordb sercowo-naczyniowych - wigksze znaczenie
bedzie mie¢ ocena trendow i zmian w poziomie interleukin zapalnych u danego pacjenta, niz
poszukiwanie populacyjnych réznic i ustalanie sztywnych zakresow referencyjnych.

Nieco odmienng kwestig jest wplyw Ucn2 na regulacje¢ ci$nienia t¢tniczego krwi. W
naszej pracy wykazaliSmy jedynie réznice w poziomie logUcn2 (grupa z nadci$nieniem
tetniczym $wiezo wykrytym cechowata si¢ poziomem nizszym niz grupa kontrolna). W
analogicznej pracy oceniajgcej poziom Ucn2 [72] u pacjentdw z nadciSnieniem tetniczym
uzyskano wyniki sprzeczne z naszymi, jednak warto podkresli¢, ze we wspomnianej pracy
analizie poddano chorych juz w trakcie leczenia hipotensyjnego co mogto w istotny sposob
wptywac na poziom Ucn2 [91].

Mamy réwniez §wiadomo$¢ licznych ograniczen prowadzonych przez nas badan.
Gtownym z nich jest niewielka liczebno$¢ grupy z nadci$nieniem tetniczym $wiezo
rozpoznanym, co moglo wplywaé na interpretacj¢ przedstawionych przez nas wynikow.
Dodatkowo prezentowane prace maja charakter przekrojowy, co uniemozliwia ocen¢ zwigzku
przyczynowo skutkowego. Dodatkowo pacjenci z chorobami zapalnymi stawow nie mieli
wykonywanego ABPM tylko pomiary gabinetowe cisnienia t¢tniczego, co uniemozliwia petng
analiz¢ wartosci ci$nienia tetniczego oraz jego zmiennosci. Warto roéwniez wspomnieé, ze
oznaczenia wskaznikow zapalnych byty wykonywane jedynie jednorazowo.

Podsumowujac, odkrywanie nowych mechanizmoéw i1 czastek zaangazowanych w
regulacje wartosci cisnienia tetniczego krwi przyczyni si¢ do skuteczniejszego leczenia
nadci$nienia t¢tniczego i przeciwdziatania jego powiktaniom. Dodatkowo doktadne poznanie
mechanizméw immunologicznych zaangazowanych w utrzymanie wysokich wartosci cisnienia
by¢ moze pozwoli na personalizacje leczenia nadci$nienia tetniczego na przyktad nadci$nienia

opornego.
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8. Whioski

Przeprowadzone analizy pozwolity na zweryfikowanie hipotez badawczych:

1. Pacjenci ze $wiezo rozpoznanym nadciSnieniem tetniczym charakteryzuja sig
poréwnywalnym do osob zdrowych stezeniem markeréw zapalnych ocenianych we
krwi zylnej. Nie stwierdzono zwigzku pomigdzy wskaznikami zapalnymi i warto$ciami
ci$nienia tetniczego krwi.

2. Osoby z $wiezo rozpoznanym nadci$nieniem charakteryzuja si¢ obnizonym poziomem
urokortyny 2 w poréwnaniu z osobami zdrowymi, a poziom Ucn2 wykazuje niezalezny
od wieku i plci zwigzek z wartosciami rozkurczowego ci$nienia nocnego W grupie
pacjentow z nadci$nieniem.

3. Pacjenci z przewlektymi chorobami zapalnymi stawow o krotkim czasie trwania,
pomimo wyzszych warto$ci wskaznikow zapalnych oraz obecnosci cech uszkodzenia
srddblonka, nie rdznig si¢ wartosciami ci$nienia tetniczego krwi ani sztywnoscig naczyn

w poréwnaniu z 0S0bami zdrowymi.

Na podstawie uzyskanych wynikéw sformutowano ponadto nastepujace wnioski:

1. Nasilenie subklinicznego stanu zapalnego ocenianego przy pomocy poziomu
wybranych cytokin mierzonych w krwi obwodowej nie wykazuje zwigzku z
warto$ciami ci$nienia tetniczego u chorych ze §wiezo rozpoznanym nadci$nieniem
tetniczym i chorobami zapalnymi stawow o krotkim czasie trwania.

2. Ucn2 moze mie¢ wptyw na regulacje wartosci ci$nienia t¢tniczego krwi.
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9. Streszczenie w jezyku polskim

Wprowadzenie:

Nadcisnienie tetnicze jest jedng z najczestszych chordb na $wiecie. Do uznanych,
klasycznych, czynnikéw bioracych udzial w rozwoju nadci$nienia pierwotnego nalezy
nadmierna aktywno$¢ uktadu renina-angiotensyna-aldosteron i uktadu wspoétczulnego. Coraz
mocniej podkresla si¢ rowniez udziat uktadu immunologicznego w rozwoju nadci$nienia
tetniczego 1 jego powiklan. Pomimo licznych dowodéw w badaniach przedklinicznych na
wplyw zapalenia na $rédblonek naczyniowy i warto$ci ci$nienia t¢tniczego krwi, brak jest
prac oceniajacych zwigzek interleukin zapalnych z warto$ciami ci$nienia tetniczego zaréwno
w zapalnych chorobach przewlektych jak i samym nadcis$nieniu tetniczym. Dodatkowo, poza
interleukinami zapalnymi wptywaé na rozwdj nadci$nienia i regulacj¢ warto$ci ci$nienia Krwi

mogg takze nowe czynniki takie jak urokortyna 2.

Cel pracy:

Celem pracy byla ocena zaleznosci pomigdzy markerami stanu zapalnego a
warto$ciami ci$nienia tetniczego oraz okres$lenie zwigzku pomigdzy stanem zapalnym a
nadci$nieniem tetniczym 1 sztywnos$cig naczyn w przewleklych chorobach zapalnych na
przyktadzie reumatoidalnego zapalenia stawow 1 zesztywniajacego zapalenia stawow
kregostupa.

Dodatkowo chcieliSmy takze okresli¢ zalezno$ci pomiedzy wartosciami ci$nienia tetniczego

krwi a poziomem Ucn2, peptydu o postulowanym dziataniu wazodylatacyjnym.

Materialy i metody:

Przebadano tacznie 177 pacjentdéw w dwdch odrebnych populacjach. Grupe pierwsza
stanowili chorzy na choroby zapalne stawow takie jak: reumatoidalne zapalenie stawow (26
pacjentéw) 1 zesztywniajace zapalenie stawow kregostupa (45 pacjentow) oraz grupa kontrolna
(29 pacjentéw). Druga grupa byli chorzy z nadci$nieniem tetniczym §wiezo rozpoznanym (38
pacjentow) oraz grupa kontrolna (29 pacjentow). Od kazdego z pacjentéw w obu grupach
uzyskano informacj¢ o chorobach towarzyszacych, stosowanych lekach, paleniu tytoniu,
obcigzeniach rodzinnych w zakresie chorob uktadu sercowo- naczyniowego, przeprowadzono
badanie fizykalne, wykonano pomiary antropometryczne oraz parametrow zyciowych.
Pacjenci z chorobami zapalnymi stawoéw mieli dodatkowo wykonang ocen¢ aktywnoSci

choroby: chorzy z RZS — DAS 28; chorzy z ZZSK — BASDAI; natomiast pacjentom z
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nadci$nieniem tetniczym wykonano dodatkowo catlodobowe monitorowanie cisnienia
tetniczego krwi.

Ponadto oceniono sztywno$¢ naczyn oraz wykonano badania laboratoryjne, w tym
ocen¢ poziomu interleukin zapalnych oraz wskaznikow dysfunkcji srodbtonka naczyniowego.
W grupie pacjentow z chorobami zapalnymi stawow i w grupie kontrolnej oceniono poziom:
IL-6, IL-18, TNFa, fibrynogenu, pentraksyny 3, SICAM, sVCAM, E-selektyny, VWF,
tkankowego aktywatora plazminogenu, fibrynogenu. W grupie pacjentéw z nadci$nieniem
tetniczym $§wiezo rozpoznanym oraz w grupie kontrolnej oceniono poziom: ITAC, GM-CSF,
fractalkiny, IFN-y, IL-10, MIP-3a, IL-12, IL-13, IL-17A, IL-1B, IL-2, IL-21, IL-23, IL-5, IL-
6, IL-7, IL-8, MIP-1a, MIP-1B, TNFa, IL-15 i Ucn2.

Analizg statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania Statistica wersjal2

i 13 oraz SPSS IBM wersja 28.

Wyniki:
Populacja pacjentow 2z reumatoidalnym zapaleniem stawow, zesztywniajacym
zapaleniem stawow Kkregostupa oraz grupa kontrolna.

Wartos$ci gabinetowego cisnienia t¢tniczego oraz cisnienia centralnego we wszystkich
grupach byty poréwnywalne. Pomiedzy grupami nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic
w sztywnosci tetnic ocenianych zarowno predkoscia fali tetna, wzmocnieniem fali tetna
aortalnego jak i1 indeksem wzmocnienia fali t¢tna.

Pacjenci w poszczegélnych grupach réznili si¢ od siebie poziomem cholesterolu HDL,
kreatyniny 1 HbAlc. Dodatkowo u pacjentow z RZS 1 ZZSK podwyzszone byly markery stanu
zapalnego tj. OB, hsCRP, IL-6, fibrynogen oraz TNFa (poziom TNFa po standaryzacji do
wieku 1 plci ostatecznie nie rdznit si¢ w populacji os6b zdrowych i chorych). Rowniez niektore
parametry funkcji §rédbtonka naczyniowego tj. PTX-3, vWF, sVCAM byly podwyzszone u
pacjentow z zapalnymi chorobami stawow; podczas gdy poziomy IL-18 1 tPA nie roznity si¢

pomiedzy grupami.

Populacja pacjentow z nadciSnieniem tetniczym S$wiezo rozpoznanym oraz grupa
kontrolna.

Pacjenci z nadci$nieniem tg¢tniczym charakteryzowali si¢ nizszym poziomem logUcn2
(2,09+0,63) niz zdrowi ochotnicy (2,44+0,70; p=0,04).

LogUcn2 w grupie chorych z nadci$nieniem tetniczym korelowal ujemnie z warto$ciami
nocnego rozkurczowego ci$nienia te¢tniczego, nie wykazano zwigzku pomiedzy wartosciami
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cis$nienia tetniczego a Ucn2 w grupie zdrowych ochotnikéw. Analogiczna zalezno$¢ pomig¢dzy
logUcn2 a nocnym ci$nieniem rozkurczowym zostala potwierdzona w analizie regresji
wieloczynnikowej z uwzglednieniem pici i wieku w catej grupie.
Dodatkowo nie stwierdzono zwigzku logUcn2 z obecnoscig otyto$ci, zespotu metabolicznego
lub insulinooporno$ci. Zaobserwowano natomiast ujemna zalezno$¢ pomiedzy logUcn2 a
cholesterolem catkowitym i LDL w grupie zdrowej, podobnej zalezno$ci nie stwierdzono w
grupie z nadci$nieniem tetniczym. Zalezno$¢ pomigdzy logUcn?2 a cholesterolem catkowitym
utrzymywata si¢ po uwzglednieniu w analizie wieku, pici i obecnos$ci nadcisnienia tgtniczego.
Pomimo roznic w wartoSciach cisnienia t¢tniczego krwi grupy pacjentow z
nadcis$nieniem i zdrowych ochotnikdw nie roznity si¢ predkoscig fali tgtna (pacjenci z
nadci$nieniem versus zdrowi ochotnicy: 9,6 [8,6-10,3] m/s versus 8,75 [7,9 — 10,5]ms;
p=0,167) ani poziomem czynnikow zapalnych takich jak: TNFa, INFy, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-8, IL-10, I1L-12, IL-13, IL-15, IL-17A, IL-21, IL-23, hs-CRP, MIP-1a,
MIP-1B, MIP-3a, GM-CSF, fraktalkina, ITAC.
Stwierdzono zalezno$¢ pomiedzy poziomem IL-5, IL-8, hs-CRP oraz ITAC a warto§ciami
ci$nienia tetniczego, ktora Utracita istotno$¢ statystyczng w analizie wieloczynnikowej, po
uwzglednieniu wieku, ptci 1 BMI.
Z markeréw zapalnych stworzono dwa czynniki — czynnik 1- prozapalny (zawierajacy: IL-18,
IL-2, IL-6, IL-7, IL-12, IL-6, IL21, TNFa, INFy) i czynnik 2 — przeciwzapalny (zawierajacy
IL-13 i IL-5). Nie znalezli$my Zadnego zwiazku pomigdzy badanymi czynnikami a warto§ciami

cis$nienia tetniczego krwi.

Whioski:

Pacjenci ze $wiezo rozpoznanym nadci$nieniem tg¢tniczym charakteryzuja sig
poréwnywalnym do osdb zdrowych st¢zeniem markerow zapalnych ocenianych we krwi
zylnej. Nie stwierdzono zwigzku pomiedzy wskaznikami zapalnymi i warto§ciami ci$nienia
tetniczego krwi.

Pacjenci z przewleklymi chorobami zapalnymi stawow o krétkim czasie trwania,
pomimo wyzszych warto$ci wskaznikow zapalnych oraz obecno$ci cech uszkodzenia
srodbtonka, nie r6znig si¢ warto$ciami ci$nienia te¢tniczego krwi ani sztywnoscig naczyn w
porownaniu z osobami zdrowymi.

Osoby ze s$wiezo rozpoznanym nadci$nieniem charakteryzuja si¢ obnizonym

poziomem urokortyny 2 w pordwnaniu z osobami zdrowymi, a poziom Ucn2 wykazuje
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niezalezny od wieku i plci zwigzek z warto§ciami rozkurczowego cisnienia nocnego w grupie

pacjentdw z nadci$nieniem.
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10. Streszczenie w jezyku angielskim

Introduction

Hypertension is one of the most common diseases in the world. Among the established classic
factors involved in the development of primary hypertension are the excessive activity of the
renin-angiotensin-aldosterone system and the sympathetic nervous system. The involvement of
the immune system in the development of hypertension and its complications is also
increasingly emphasized. Despite abundant evidence in preclinical studies of the effects of
inflammation on vascular endothelium and blood pressure values, there is a lack of work
evaluating the association of inflammatory interleukins with blood pressure values in both
chronic inflammatory diseases and hypertension itself. In addition to inflammatory interleukins,
new factors such as urocortin 2 may also influence the development of hypertension and the

regulation of blood pressure values.

Aims of the study

The purpose of this study was to evaluate the relationship between inflammatory markers and
blood pressure values, and to determine the relationship between inflammation and
hypertension and vascular stiffness in chronic inflammatory diseases using rheumatoid arthritis
and ankylosing spondylitis as examples. In addition, we also wanted to determine the
relationship between blood pressure values and levels of Ucn2, a peptide with postulated

vasodilatory effects.

Materials and Methods:

A total of 177 patients were studied in two distinct populations. The first group consisted of
patients with inflammatory joint diseases such as rheumatoid arthritis (26 patients) and
ankylosing spondylitis (45 patients) and a control group (29 patients). The second group
consisted of newly diagnosed hypertension patients (38 patients) and the control group (29
patients). Information about concomitant diseases, medications, smoking, family history of
cardiovascular disease, physical examination, anthropometric measurements and vital signs
were obtained from each patient in both groups.

Patients with inflammatory joint diseases had an additional disease activity assessment
performed: patients with RA - DAS 28; patients with AS - BASDAI; while patients with

hypertension had an additional 24-hour blood pressure monitoring performed.
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Additionally, vascular stiffness was assessed and laboratory tests were performed, including
evaluation of inflammatory interleukins and indices of vascular endothelial dysfunction. The
levels of IL-6, IL-18, TNFa, fibrinogen, pentraxin 3, SICAM, sVCAM, E-selectin, VWF, tissue
plasminogen activator, fibrinogen were evaluated in the group of patients with inflammatory
joint disease and in the control group. The levels of ITAC, GM-CSF, Fractaline, IFNy, 1L-10,
MIP-3a, IL-12, IL-13, IL-17A, IL-1pB, IL-2, IL-21, IL-23, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, MIP-1a, MIP-
1B, TNFa, IL-15, Ucn2 were evaluated in the group of patients with newly diagnosed
hypertension and in the control group. Statistical analysis was performed using Statistica
version12 and 13 and SPSS IBM version 28 software.

Results:
The population of patients with rheumatoid arthritis, ankylosing spondylitis, and the control
group.

The values of office blood pressure and central pressure in all groups were comparable.
There were no statistically significant differences between the groups in arterial stiffness as
assessed by pulse wave velocity, aortic pulse wave augmentation and pulse wave augmentation
index.
The patients in each group differed in HDL cholesterol, creatinine, and HbAlc levels.
Furthermore, inflammatory markers, that is, ESR, hsCRP, IL-6, fibrinogen, and TNFa were
elevated in patients with RA and AS (TNFa level, after adjustment to age and sex, ultimately
did not differ between the groups). Additionally, some parameters of vascular endothelial
function, like PTX-3, VWF, sVCAM were elevated in patients with inflammatory arthritis;
while IL-18 and tPA levels did not differ between groups.

The population of patients with newly diagnosed hypertension and the control group.
Hypertensive patients had lower logUcn2 levels (2.09+£0.63) than healthy volunteers

(2.44+0.70; p=0.04).

LogUcn2 in the hypertensive group correlated negatively with values of nocturnal diastolic

blood pressure, while no relationship was shown between blood pressure values and Ucn2 in

the group of healthy volunteers. An analogous relationship between logUcn2 and nocturnal

diastolic blood pressure was confirmed in multivariate regression analysis with gender and age

in the whole group.

Furthermore, there was no association of logUcn2 with the presence of obesity, metabolic

syndrome, or insulin resistance. However, a negative relationship was observed between
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logUcn2 and total and LDL cholesterol in the healthy group; a similar relationship was not
found in the hypertensive group. The relationship between logUcn2 and total cholesterol
persisted when age, sex, and the presence of hypertension were included in the analysis.
Despite differences in blood pressure values, the groups did not differ in pulse wave velocity
(hypertensive patients versus healthy volunteers: 9.6 [8.6-10.3] m/s versus 8.75 [7.9 - 10.5]ms;
p=0.167) or the level of inflammatory factors such as: TNFa, INFy, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-7, IL-8, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17A, IL-21, IL-23, hs-CRP, MIP-1a, MIP-
1B, MIP-3a, GM-CSF, fractalkine, ITAC.

There was a correlation between IL-5, IL-8, hs-CRP, and ITAC levels and blood pressure
values, but after adjusting for age, sex and BMI the association were no longer statistically
significant.

Two factors were created: Factor 1- pro-inflammatory (containing IL-1p, IL-2, IL-6, IL-7, IL-
12, IL-6, IL21, TNFa, INFy) and Factor 2 anti-inflammatory (containing IL-13 and IL-5). We
found no association between the Factors and the blood pressure values.

Conclusions

The levels of inflammatory makers in patients with newly diagnosed hypertension are
comparable to those in healthy control group. We do not find any relation between
inflammatory indices and blood pressure values.

Patients with short duration chronic inflammatory joint diseases, despite higher values of
inflammatory indices and the presence of endothelial dysfunction markers, do not differ in
blood pressure values or vascular stiffness compared to healthy subjects.

Subjects with newly diagnosed hypertension have reduced urocortin 2 levels compared to
healthy subjects, and Ucn2 levels exhibit an age- and sex-independent association with diastolic

nocturnal blood pressure values in hypertensive patients.
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ABSTRACT

Patients with rheumatoid arthritis (RA) and ankylosing spondylitis (AS) have increased cardiovas-
cular (CV) morbidity and mortality. Arterial stiffness is an independent predictor of CV events.
The aim of the study was to assess arterial stiffness and inflalmmatory markers in patients with
short duration chronic arthritis. We assessed carotid-femoral pulse wave velocity (PWV), augmen-
tation index (Alx), traditional CV risk factors and inflammatory and endothelial markers in 71
chronic arthritis patients (RA and AS) and in 29 healthy controls. We did not find differences in
PWV (for RA, AS and controls, respectively: 10 [8.8-10.9] versus 10.7 [9.1-11.8] versus 9.2
[8.3-11.4] m/s; p=.14) and Alx (for RA, AS and controls, respectively: 24.3+11.5 versus 5.7 +12.4
versus 10+ 12.8%; p=.22). Both groups of arthritis patients had active disease with significantly
elevated inflammatory markers compared to controls. There were no correlations between endo-
thelial and inflammatory markers and parameters of arterial stiffness in arthritis patients. When
analyzing arthritis patients according to median of PVW, there were no significant differences in
inflammatory and endothelial markers. We found that in patients with short duration active RA
and AS arterial stiffness was not increased and furthermore, there was no association between
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markers of systemic inflammation and arterial stiffness.

Introduction

Patients with inflammatory arthritis, as well as those
with other autoimmune inflammatory diseases, have
increased cardiovascular (CV) risk in comparison to
the general population.[1-3] Furthermore, rapid pro-
gression of atherosclerosis and increased CV mortality
and morbidity are not fully explained by traditional
CV risk factors.[4] Increased expression of adhesion
molecules, elevated level of adipocytokines or genetic
factors linked to chronic inflammation may contribute
to accelerated development of atherosclerosis.[5-7]
Some of these abnormalities have been observed in
rheumatoid arthritis (RA) patients even in early stages
of the disease.[8] Whereas endothelial functional
impairment is acknowledged in established RA
patients, data about endothelial function in early RA
are still scarce or inconsistent. The results of number
of studies demonstrated increased common carotid
intima-media thickness (IMT) and rapid progression
of plaque in RA patients in comparison to the healthy

controls,[9] while some studies failed to show differ-
ences in terms of IMT between RA and control
patients.[10] The attenuated endothelial response has
been observed in untreated patients with recent onset
of RA [11]; however, some studies demonstrated pre-
served endothelium-dependent vasodilatation [9] or
skin microvascular function.[12] Furthermore, some
authors presented increased arterial stiffness assessed
by pulse wave velocity (PWV) in early RA patients
[13-15] and baseline C-reactive protein (CRP) was
associated with increased PWV in 15 years’ observa-
tional study by Provan et al. [16]. In meta-analysis by
Ambrosino et al. in terms of data deficiency in RA
subjects, it was difficult to evaluate other indices of
arterial stiffness such as augmentation index (Alx) in
early RA patients.[4]

Ankylosing spondylitis (AS) patients have elevated
CV morbidity and mortality rates when compared to
general population.[2,3] The results of studies on
endothelial and vascular function in AS patients are
contradictory. Some studies have shown increased
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IMT,[17,18] impaired endothelium-dependent vaso-
dilatation [18,19] or increased aortic stiffness,[18,20]
whereas the other results did not confirm this
findings.[17]

In summary, both AS and RA, in spite of different
pathogenesis and specific clinical symptoms are
chronic inflammatory diseases and elevated CV risk is
common for both arthritis patients. Alx and PWV
have been used to assess subclinical organ damage
and presented positive prognostic value in predicting
CV events,[21,22] but data on arterial stiffness in
these patients are scarce and conflicting.

The aim of this study was to assess the arterial
stiffness and the relationship between arterial stiffness
and inflammatory markers in patient with RA
and AS.

Material and methods

The study included 100 patients, 71 chronic arthritis
patients (26 with RA and 45 with AS) and 29 healthy
controls. The exclusion criteria were: uncontrolled
hypertension, treatment with disease modifying anti-
rheumatic drugs (DMARDs), acute infection within 2
weeks preceding the study, evidence of atherosclerotic
CV disease (history of myocardial infarction, stroke/
transitional ischemic attack, coronary artery disease),
diabetes, renal failure and history of neoplasm within
5 years after termination of the treatment.

Patients were recruited from the Outpatient
Rheumatology Clinic of the Department of Internal
Medicine of the University Hospital in Krakow as
described previously.[8,23,24] Diagnosis was estab-
lished according to the revised 1987 American College
of Rheumatology Criteria [25] or the modified New
York criteria [26] for RA and anyklosing spondylitis,
respectively.

The study protocol was approved by the Bioethical
Committee of Jagiellonian University. Each patient
had given written informed consent before the study
inclusion. Patients were asked to refrain from eating
and smoking for at least 12h before the evaluation.
The patients’ evaluation included physical examin-
ation, anthropometric measurements (weight, height,
waist and hip circumference, body mass index, waist
to hip ratio), medical history of medications, smoking
status and family history of premature CV disease.
The disease activity was assessed with DAS28 (Disease
Activity Score) for RA patients and BASDAI (The
Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index)
for AS. Three blood pressure measurements were taken
on left arm after 5min resting in a sitting position.
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The averaged value of the last two measurements was
calculated.

Noninvasive haemodynamic indices of arterial stiff-
ness (PWV and Alx) were assessed. Arterial stiffness
and wave reflections-radial artery waveforms were
recorded using tonometry and transferred to construct
the corresponding waveform in the central aorta using
SphygmoCor (AtCor Medical, West Ryde, Australia).
The effects of arterial stiffness and arterial wave reflec-
tion on the central aortic waveform were calculated as:
aortic pulse-wave augmentation (AG) - the difference
between the second (P2) and the first (P1) systolic
peaks of the central arterial waveform, the Alx — the
difference between the second (P2) and the first (P1)
systolic peaks, divided by pulse pressure expressed as a
percentage (AG/PP) or the second systolic peak (P2)
divided by the pressure to the first systolic peak (P1) of
the central arterial waveform (P2/P1). Pulse wave was
analysed through central pulse pressure and central
systolic pressure. Carotid-femoral PWV was assessed
using Complior (Complior, Colson, Garges-les-
Gonesse, France). Two pressure sensitive transducers
were placed directly on the skin above femoral and
carotid artery track. The average of 10 consecutive
measurements was considered for analysis followed by
elimination of two extreme values (the minimum and
maximum ones). PWV was calculated automatically as
a proportion of total distance between the carotid and
femoral sites and a wave transition’s time.

Blood samples were taken from the left antecubical
vein to evaluate the interleukin-6 (IL-6), interleukin
18 (IL-18), tumor necrosis factor o (TNF-o), high
sensitivity C-reactive protein (hsCRP), fibrinogen,
pentraxin 3 (PTX-3), soluble form of intracellular
adhesion molecule-1 (SICAM), soluble form of vascu-
lar cell adhesion molecules (sVCAM), soluble form of
E-selectin (sE-selectin), von Willebrand factor (vWF),
tissue plasminogen activator (tPA) were measured
using immunonephelometry or  enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Plasma fibrinogen was
estimated with a BCS Coagulation Analyzer (Siemens
Healthcare Diagnostics Inc., Erlangen, Germany). For
biochemical parameters (serum fasting glucose, total
cholesterol, triglycerides, LDL-cholesterol, HDL-chol-
esterol, creatinine) measured with Hitachi 917 ana-
lyser (Roche Diagnostics, F. Hoffmann-La Roche AG,
Basel, Switzerland) were assessed using standardized
laboratory technics.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Statistica 12
software (StatSoft Inc., Tulusa, OK). The accordance
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Table 2. Inflammatory markers in RA and AS patients and in the control group.

RA patients (n = 26) AS patients (n=45) Control group (n=29) p Value Age, sex adjusted p value

ESR (mm/h) 28 (16-50) 18 (8-36) 5 (2-10) <.001°¢ <.001°¢
hsCRP (mg/L) 28 (1.6-14.2) 472 (2.5-15.9) 0.66 (0.32-1.09) <.001%< 01be
IL-6 (pg/ml) 4.7 (1.2-11.9) 3.23 (1.8-5.6) 0.76 (0.58-1) <.001°< <.001%¢
IL-18 (pg/ml) 435.8 (325.9-530) 407.1 (326.4-508.8) 429.1 (35.,6-461.4) 66 n/a
TNF-o. (pg/ml) 22 (1.7-2.8) 1.8 (1.6-2.1) 15 (1.3-18) <001 27
Fibrinogen (g/L) 3.5 (2.7-5.1) 4.1 (3.4-5.2) 3.1 (24-35) <.001°¢ <.001°¢
sICAM (ng/ml) 156.5 (118.7-220.4) 251.3 (226.9-229.6) 204.9 (186.1-231.8) <.001%¢ .005™¢
sVCAM (ng/ml) 682.9 (601.5-851.8) 586.8 (500.3-657.8) 558.74 (520.7-678.8) 002*° 03
E-selectin (ng/ml) 153 (11.3-20) 13.7 (10.4-16.9) 10.1 (7-16.6) 04° A5
VWF (%) 102 (75-128) 66 (54.2-82.2) 74 (54-94) <.001*® 002*°
tPA (ng/ml) 7.2 (53-9.7) 7.6 (5.9-11.1) 5.59 (4.43-9.98) 16 n/a
PTX-3 (ng/ml) 0.7 (0.5-0.9) 0.6 (0.5-0.8) 0.4 (0.4-0.5) <001*® 003*¢

Values are presented as medians (IQR: interquartile range), means (SD).
Statistically significant differences between groups are denoted:

“RA patients versus AS patients;

°RA patients versus control group;

AS patients versus control group.

n/a: not applicable; ESR: erythrocyte sedimentation rate; hsCRP: high sensitivity C-reactive protein; IL-6: interleukin-6; IL-18: interleukin-18; TNF-ot: tumor
necrosis factor o; sSICAM: soluble intracellular cell adhesion molecule; sVCAM: soluble vascular cell adhesion molecule; vWF: von Willebrand factor; tPA: tis-

sue plasminogen activator; PTX-3: pentraxin 3.
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Figure 1. Blood pressure and arterial stiffness in RA and AS patients and in the control group. A. Blood pressure and mean arterial
pressure (mmHg); B. Central blood pressure and central pulse pressure (mmHg); C. Pulse wave velocity (m/s); D. Aortic pulse wave
augmentation (AG); E. Alx augmentation indexes. There were no statistically significant differences between the groups after age

and sex standardization (p >.05).

9.3+13.1%; p=.18), Alx (P2/P1) (121.1+22.6 versus
113.2+18.3% p=.15) were similar in both groups
(Table 2 available in Online Data Supplement). The
groups did not differ in any measured endothelial and
inflammatory markers (data not shown). There were
no correlations between inflammatory or endothelial
markers and vascular function in arthritis patients.

Discussion

Patients with RA have increased CV mortality and
morbidity in comparison to general population and
it cannot be fully explained by traditional CV risk
factors. There is evidence linking accelerated
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atherogenesis ~ with  systemic  inflammation.[27]
Circulating inflammatory cytokines exert its functions
in numerous tissues and organs causing insulin resist-
ance, dyslipidemia, endothelial dysfunction, prothrom-
botic effect and pro-oxidative stress contributing to
accelerated atherosclerosis. Aortic PWV may be a sur-
rogate end point for CV disease and together with
central haemodynamic indices it is a strong predictor
of future CV events.[21,22] Thus, in this work we
attempted to assess arterial stiffness in DMARD naive
inflammatory arthritis patients in comparison to
healthy subjects. Our results did not reveal any statis-
tically significant differences between groups after
adjustment for age and gender in terms of aortic



with normal distribution was tested by Shapiro-Wilk
test and the uniformity of variance by Levene’s test.
To assess differences between the groups, we used
one-way ANOVA and post-hoc Bonferroni test or
Mann-Whitney U test, Student’s t-test and x* test
according to the distribution pattern and groups
quantity. General linear models (GLM) or covariation
test analysis were applied to test adjusted gender and
age p value. P value equal or less than 0.05 was con-
sidered statistically significant. Correlation between
PWYV, Alx, peripheral and central systolic and dia-
stolic blood pressure value as well as markers of
inflammation was tested by Spearman’s correlation
test.

Results

Mean age of the patients was 40 years (SD +9.7), 33
years (SD +6.6) and 32 years (SD +7.6) in RA
patients, AS patients and healthy controls, respect-
ively. The characteristics of patients and the control
group are provided in Table 1. The median duration
of symptoms in RA patients was 12 [4-22, 5] months
and in AS patients 6 [4-10] years. RA patients were
predominantly women and were older than both con-
trol and AS subjects. Furthermore, groups differed in
terms of HDL cholesterol, creatinine and HbA1C
level. The disease activity ~was  moderate
(DAS28:4.4+ 1.5) for RA and in AS - BASDAI score
was 4.2 (+2.0), indicating active disease.

Table 1. Characteristic of the patients in the study.

BLOOD PRESSURE (&) 3

In RA and AS patients, we observed increased ESR,
hsCRP, IL-6, fibrinogen and TNF-o, whereas after
standardization for age and gender the TNF-a value
did not differ between the groups. Some endothelial
markers were significantly increased in both RA and
AS groups (PTX-3, vWF, sVCAM), the highest level
of sSICAM was found in AS. The healthy control and
RA patients did not differ in terms of IL-18 and tPA
(Table 2). After adjustment for age and gender, there
were no statistically significant differences between
patients in arterial stiffness measured with PWV (for
RA, AS and controls, respectively: 10 [8.8-10.9] versus
10.7 [9.1-11.8] versus 9.2 [8.3-11.4] m/s; p=.14), as
well as with AG (for RA, AS and controls, respect-
ively: 7.8 +6.3 versus 2.1+3.6 versus 3.4+ 3.8 mmHg;
p=.69) and Alx (AG/PP) (for RA, AS and controls,
respectively: 24.3+11.5 versus 5.7+12.4 versus
10+12.8%; p =.22), (P2/P1) (for RA, AS and controls,
respectively 133.7+22.7 versus 109.3+14.5 versus
115.5+16.6 versus 115.5+16.6%; p=.5) (Figure 1).
Detailed parameters of arterial stiffness are available
in Table 1 in Online Data Supplement.

We analysed RA and AS patients together as a one
group and divided the group into two categories
according to median PWV. Patients with median
value of PWV equal or above 10.1 m/s had elevated
MAP (93 [90-100] versus 89 [85-93] mmHg; p=.02)
and PPc (28 [24-34] versus 25 [22-28] mmHg;
p=.046), increased AG (4 [1-8] versus 2 [0.5-4]
mmHg; p=.02) but Alx(AG/PP) (14.5+16.2 versus

Age,
sex-adjusted
RA patients (n = 26) AS patients (n = 45) Control group (n = 29) p Value p value

Age (years) 40+9.7 33466 32476 <.001*? n/a
Female gender (No, %) 21 (80.7) 6 (13.3) 13 (44.8) <.001* n/a
Positive family history of CVD (%) 14 (56) 10 (22.2) 20 (20.7) .005* n/a
Duration of symptoms (years) 1(0.33-1.83) 6 (4-10) n/a <.001* n/a
Steroids (No, %) 10 (38) 2 (5) 0 <.001* n/a
NSAID (No, %) 16 (62) 36 (92) 0 <.001* n/a
BMI (kg/mz) 23+4 245+3 2335+26 a5 n/a
WHR 0.8+0.05 0.9+0.07 0.81+0.08 .002° 37
Smoking (No, %) 10 (40.0) 13 (28.9) 5(17.2) A8F n/a
SBP (mmHg) 120+17 121+9 115+13 1€ n/a
DBP (mmHg) 80 (76-80) 80 (70-80) 80 (74-80) .30 n/a
Total cholesterol (mmol/L) 51412 5+1.2 5.04+0.74 92 n/a
LDL-C (mmol/L) 3.1+09 32+1 2.86+0.8 .36 n/a
HDL-C (mmol/L) 1.5 (1.2-1.9) 1.3 (1.2-1.4) 1.7 (1.4-1.9) .002¢ 02¢
Triglicerides (mmol/L) 0.8 (0.7-1.3) 0.9 (0.6-1.1) 0.8 (0.6-1.3) 97 n/a
HbA1c % 55+03 56+04 53+0.42 .007° 03¢
Glucose (mmol/L) 46+04 46+06 473+0.46 67 n/a
Creatinine (umol/L) 58.8+10 65.6+13.4 69.8+£9.67 003° 02°°

Values are presented as medians (IQR: interquartile range), means (SD). Statistically significant differences between groups are denoted:

“RA patients versus AS patients;
PRA patients versus control group;
AS patients versus control group.
*Chi square for table.

n/a: not applicable; LDL-C: low-density cholesterol; HDL-C: high-density cholesterol; HbA1c: glycosylated haemoglobin; SBP: systolic blood pressure; DBP:

diastolic blood pressure.
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PWV and central haemodynamics. These findings
were consistent with some previous studies which
showed no differences in arterial stiffness indices in
AS in comparison to control group [17] or between
chronic inflammatory rheumatic disease groups.[14]
Sandoo et al. [28] showed that PWV was elevated in
several cross-sectional studies, nevertheless most of
analysed studies described patients with established
RA with exception to Avalos et al. [15], who did not
demonstrate any differences in brachial PWV in early
RA. In contrary to these and our data, some studies
have reported elevated aortic PWV value even in early
RA.[4] Our results depicting PWV and Alx are not in
concordance with results of meta-analysis performed
by Ambrosino et al. [4]. However, the authors of this
meta-analysis showed a publication bias concerning
aortic PWV, what may to certain extent explain the
discrepancy between our results and results of this
meta-analysis. Moreover, in this meta-analysis, the
Alx was shown to be higher in RA but that observa-
tion was based on the results of only one study which
was done in early RA patients.[29] Furthermore, there
may be an increased CV risk even before or shortly
after the onset of RA. The results of some studies
indicated that CV risk may accumulate during years
of disease duration, whereas there were no evident
CV changes in early stage.[30] On the other hand,
several reports indicate that disease duration does not
independently affect the risk of CVD but rather the
overall time with persistent high disease activity con-
tribute the most.[31] Treatment with TNF-o antago-
nists may probably partially reverse or intermit
vascular changes whereas it was not certain if the
effect is specific for this drug or related to decrease in
inflammation.[32]

We have divided the inflammatory arthritis group
according to the aortic PWV median value. We did
not find significant differences in any inflammatory
or endothelial markers despite of differences in per-
ipheral and central blood pressure as well as in AG.
We did not find any relationship between indices of
arterial stiffness and inflammatory markers in com-
bined inflammatory arthritis group, which is consist-
ent with previous reports [28,33] assessing micro- and
macrovascular endothelial function in correlation to
inflammation.

In our study, patients and healthy controls did not
present any differences in terms of classical CV dis-
ease risk factors with exception of HDL cholesterol.
The lowest level of HDL was found in AS patients.
That finding might be explained by the fact that in
active untreated inflammatory disease the lipid level
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may be reduced and increase during treatment,
whereas it may not represent increased CV risk.[34]
Lower HDL cholesterol level presumably reflects
increased inflammatory state and our results are in
agreement with results of previously reported studies.

Limitations of the study

Nonetheless, some limitations must be taken into con-
sideration when interpreting the results of our study.
First, some of arthritis patients were treated with glu-
cocorticoids (38.4% in RA and 5.2% in AS) or non-
steroidal anti-inflammatory drugs (62% in RA and
92% in AS) which may influence endothelial function.
Second, there were significant differences in age and
gender between the studied groups, so the results
have been adjusted for these factors. Third, heart rate
may influence Alx, but these data were not recorded
in our study. Finally, the patients have not had 24-h
blood pressure monitoring study, which would have
allowed to estimate the dynamic relationship between
SBP and DBP during the course of the day.

Conclusions

We found that in patients with short duration active
RA and AS arterial stiffness was not increased.

Additionally, there was no association between
markers of systemic inflammation and arterial
stiffness.
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Arterial stiffness is not increased in patients with short duration rheumatoid arthritis

and ankylosing spondylitis.

Anna Dzieza-Grudnik, Joanna Sulicka, Magdalena Strach, Olga Siga, Ewa Klimek, Mariusz

Korkosz, Tomasz Grodzicki

Table 1. Arterial stiffness parameters

RA patients | AS patients Control Age,sex-
(n=26) (n=45) group (n=29) p value adjusted p
value
PVW [m/sec] 10[8.8-10.9] | 10.7[9.1-11.8] | 9.2[8.3-11.4] 0.14 n/a
AG [mmHg] 7.8+6.3 2.1£3.6 3.4+3.8 0.0012b 0.69
AlX (AG/PPc) [%] | 24.3+11.5 5.7+12.4 10£12.8 0.0022b 0.22
Alx (P1/P2) [%] 133.7+22.7 109.3+14.5 115.5+16.6 0.0012° 0.50
PPc [mmHg] 28.9+10.2 26.3+4.4 26.4+7.5 0.19 n/a
SBPc [mmH(g] 108+15.8 106+8 104+12 0.65 n/a
DBPc [mmHg] 79+8.5 79+6.8 78+8 0.51 n/a

Values are presented as medians [IQR-interquartile range], average (SD-standard deviation).
Statistically significant differences between groups are denoted: a) RA patients vs AS patients b) RA
patients vs control group c) AS patients vs control group. n/a - not applicable. PVW, pulse wave
velocity; AG, aortic pulse wave augmentation; Alx, aortic pulse wave augmentation index; PPc,

central pulse pressure; SPBc, systolic central blood pressure; DBPc, diastolic central blood pressure.
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Table 2. Comparison between groups according to median PWV.

PWYV (<10.1m/s) PWV (>10.1 m/s) p value Age, sex,
N=35 N=36 adjusted p
value
Age [years] 33.5+7.5 37.6+£9.2 0.05 n/a
SBP [mmHg] 120[110-120] 122.5[120-130] 0.01 0.03
DBP [mmHg] 90 [85-93] 80[75-85] 0.01 0.04
MAP [mmHg] 89[85-93] 93[90-100] 0.004 0.02
Alx (AG/PP) [%] 9.3+13.1 14.5+16.2 0.18 n/a
Alx (P2/P1) [%] 113.2+18.3 121.1222.6 0.15 n/a
AG [mmHg] 2[0.5-4] 4[1-8] 0.04 0.02
PPc [mmHg] 25[22-28] 28[24-34] 0.03 0.046
SBPc [mmHg] 103[98-106] 110[100-116] 0.004 0.048
DBPc [mmHg] 77.7[71-81] 81[75-86] 0.05 0.25

Values are presented as medians [IQR-interquartile range], average (+SD). n/a — not applicable

SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure, MAP, mean blood pressure; PVW, pulse

wave velocity; AG, aortic pulse wave augmentation; Alx, pulse wave augmentation index; PPc,

central pulse pressure; SPBc, systolic central blood pressure; DBPc, diastolic central blood pressure.
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Urocortin 2, an endogenous selective ligand for the corticotropin-releasing hormone receptor type 2, has been suggested
to exert cardioprotective effects. We analyzed the possible relationship between the level of Ucn2 and specific indicators
of cardiovascular risk factors in patients with untreated hypertension and in healthy subjects. Sixty seven subjects were
recruited: 38 with newly diagnosed treatment-naive hypertension (with no pharmacological treatment - HT group) and
29 healthy subjects without hypertension (nHT group). We evaluated ambulatory blood pressure monitoring, Ucn2
levels and metabolic indices. Multivariable regression analyses were performed to assess the effects of gender, age, and
Ucn2 levels on metabolic indices or blood pressure (BP) level. Log of Ucn2 levels were higher in healthy subjects than
in hypertensive patients (2.44+0.7 versus 2.09+0.66, p<0.05) and correlated inversely with 24-hour diastolic blood
pressure, and both night-time systolic and diastolic blood pressure regardless of age and gender (R2=0.06; R2=0.06;
R2=0.052; respectively). Furthermore, Ucn2 levels inversely correlated with cholesterol and low-density cholesterol
(LDL) concentrations in healthy subjects only. Ucn2 was independently related to total cholesterol (but not to LDL)
regardless of age, gender and the presence of hypertension (R2=0.18). However, we did not find any relationship
between urocortin 2, body mass index or waist-hip ratio as well as parameters of glucose metabolism. Our data indicates

that higher levels of urocortin 2 are related to more favorable lipid profiles and lower blood pressure.

Key words: wrocortin 2, arterial hypertension, cholesterol, metabolic syndrome, lipid profile, glucose homeostasis

INTRODUCTION

Urocortin 2 (Ucn2) is an endogenous selective ligand for the
corticotropin-releasing hormone receptor type 2 (CRH-R2).
CRH-R2 is abundant in the central nervous system and
throughout the periphery, including cardiac and vascular
expression and appears to mediate the majority of Ucn2 action in
the cardiovascular system (1). To date, there is a limited number
of studies which have documented inconsistent effects of
urocortins (Ucns) on the cardiovascular system (2, 3). Ucn2 has
been shown to improve cardiac contractility and cardiac output
(4-7), as well as to exert cardioprotective effects against
ischemia reperfusion injury (8), simultaneously with lowering
blood pressure (6, 7, 9, 10).

Intravenous administration of Ucen2 to healthy volunteers
induced a dose-dependent decrease in diastolic BP and mean
arterial BP without changes in systolic BP. Furthermore, similar
hypotensive effects were observed in patients with chronic heart
failure (7) as well as in those with acute decompensated heart
failure (11).

Moreover, experimental studies demonstrated appetite
suppression of the Ucn2/CRH-R2 axis and its delaying the
development of obesity. In mice, Ucn2 was shown to induce a
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decrease of meal size through peripheral CRH-R2 (12).
Conversely, reduced CRH-R2 expression in the central nervous
system has been shown to cause weight gain and accumulation
of white adipose tissue (13).

However, studies evaluating the serum level of Ucn2 in
humans are limited. Some studies (14) revealed the elevated level
of Ucn2 in patients with mild to moderate systolic heart failure,
whereas the level of Ucn2 in severe systolic heart failure,
diastolic dysfunction or coronary artery disease were comparable
to those in healthy subjects. To our best knowledge, there is only
one study evaluating the level of Ucn2 in hypertensive patients
most of whom were on antihypertensive therapy (15).

Hypertensive cardiovascular disease is commonly
accompanied by metabolic cardiovascular (CV) risk factors such
as abdominal obesity, hypercholesterolemia, and insulin
resistance/metabolic disorders. Given the potential anorexic
effects of Ucn2, we decided to investigate the relationship
between Ucn2 and BP and metabolic risk factors in treatment-
naive hypertensive individuals and to compare them with those
in healthy subjects.

The aim of the study was to assess the possible relationship
between the level of Ucn2 and specific indicators of (CV) risk
factors in patients with untreated hypertension.



MATERIALS AND METHODS
Study population

We recruited 77 patients from the Hypertension Outpatient
Clinic and Primary Care Clinic of the University Hospital in
Cracow, Poland. Ten of them were excluded due to
concomitant medication use (statins - 4 subjects) or
concomitant illness (diabetes - 1 patient, inflammatory bowel
disease - 1 patient) or elevated levels of NTproBNP (above 125
pg/ml - 3 subjects) or hsCRP (1 patient). Finally, 67 subjects
were included for analysis: 38 patients with newly diagnosed
treatment-naive hypertension (with no pharmacological
treatment - HT group) and 29 healthy subjects without
hypertension (nHT group). Secondary forms of hypertension
were excluded in the HT group. Informed consent was obtained
from all participants.

The study protocol was approved by the Bioethical
Committee of Jagiellonian University Medical College (nr
151/B/2012).

Anthropometric assessments

Weight was measured in kilograms (kg) with light clothes
and without shoes by a calibrated scale. Height was measured in
centimeters (cm). Body mass index (BMI) was calculated as
weight in kg divided by height in a square meters. Waist and hip
circumferences were measured in the supine position at the
umbilical and around the widest portion of the buttocks,
respectively. Waist to hip ratio (WHR) was calculated as the
measurement of waist in cm divided by the maximum
measurement of hip in cm. Based on the above measurements,
abdominal obesity was found as abdominal waist circumference
>80 cm in women or 294 cm in men.

Office blood pressure measurement

Office BP measurements were taken after 10 minutes resting
in a sitting position in a quiet room according to the guideline
(16). We obtained 3 consecutive readings in 1-2 minutes interval
using the validated device (OMRON 705IT, HEM-759-E,
Omron Corporation, Kyoto, Japan) (17). The average value of
BP was calculated by the second and third measurement.

Ambulatory blood pressure measurement

Ambulatory BP monitoring (ABPM) were performed
using an automatic SpaceLabs90207 (18) oscillometric device
(SpaceLabs Healthcare, Hertford, UK) during ordinary
patient’s activity considering the night and day period. All
recordings were performed on nondominant arms, every 20
minutes during the day and every 30 minutes during the night
hours. ABPM data were valid if the number of successful
readings exceed 70%. The diagnoses of hypertension were
established based on ABPM measurements (16). If any value
of systolic or diastolic (ambulatory BP - daytime mean >135
mmHg and/or >85 mmHg; night-time mean >120 mmHg
and/or 270 mmHg; 24h mean =130 mmHg and/or 280 mmHg
24-hours) BP was above the reference, the patient was
assigned to the hypertensive groups, otherwise was qualified
as a healthy one.

Blood analyses
Blood samples were taken after at least 8 hours fasting

between 7 and 8 am. We assessed the complete blood count with
differential, serum levels of glucose, creatinine, glycated
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haemoglobin (HbAlc), total cholesterol (TC), low-density
cholesterol, high-density cholesterol (HDL), triglycerides (TG),
insulin. Glomerular filtration rate was estimated using the
MDRD equation.

Metabolic indices

Insulin sensitivity was estimated from fasting insulin and
glucose levels using the homeostasis model assessment:
(HOMA-IR =
[fasting insulin in [U/ml] x [fasting glucose in mmol/l/22.5]).
Insulin resistance (IR) was defined as HOMA-IR >2.5.

Based on the above results, in the coexistence of 3 out of 5
components such as HT (arterial hypertension), abdominal
obesity, hypertriglyceridemia, IFG (impaired fasting glucose),
and reduced HDL levels, the metabolic syndrome was diagnosed
according to the consensus definition (IDF/NHLBI/AHA/
WHEF/IAS/TASO) (19).

Urocortin 2 measurements

We performed in duplicate measurements of serum Ucn2
concentration using Ucn2 ELISA Kit (Cloud-Clone, Katy, TX,
USA) according to the manufacturer’s instructions. 100 ul of
serum was used per well. The readings were made at 450 nm and
2 Parametric Linear fit was used for calculation of the results. The
minimum detectable amount of Ucn2 was less than 48.6 pg/mL.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Statistica version
13 software (Statistica, StatSoft Poland, Dell Inc) licensed to
the Jagiellonian University, Cracow, Poland. Continuous
variables were summarized and presented as mean +SD. The
normality of distribution was confirmed using the Shapiro-
Wilk test. Variables with skewed distribution were presented as
median and quartile range (upper-lower quartile). Data on
frequency were given as number and percentages. The
comparative analyses were conducted with Student’s t-test or
the U-Mann-Whitney for continuous variables and the Chi-
square test and Fisher exact test for qualitative data.
Homogeneity of variance was verified by Levene’s test. Two-
tailed p values of less than 0.05 were considered as statistically
significant. Correlations between quantitative variables were
assessed with Pearson’s test. Multivariable regression analyses
were performed to assess the independent effects of gender,
age, and Ucn2 levels after log transformation to metabolic
indices or BP level.

RESULTS

Baseline characteristics and comparison of the two
investigated groups

We examined 67 patients, 29 healthy subjects, and 38 with
newly diagnosed hypertension. None of the patients had ever
taken antihypertensive medication before or during the
assessment. Characteristics of the patients are presented in 7able
1. Patients with hypertension were slightly younger and
predominantly men, with significantly more frequent metabolic
syndrome (abdominal obesity), higher BMI, and level of
triglycerides and HOMA-IR.

The concentrations of Ucn2 were comparable in both groups
(nHT group - 9.37 ng/ml (7.8-20.0) and HT group - 9.05 ng/ml
(5.9-11.9)) however logUcn2 was elevated in healthy subject
(2.4420.70 versus 2.09+0.63; p=0.04) (Fig. ).



Table 1. Baseline characteristics of the studied population.

Parameters nl'l:;fzr; up H;E;‘;u‘) p-value
Age, years 45.1 (8.8) 43.7(11.8) 0.60
Gender, male, n, (%), 10 (34.5) 21(55.3) 0.09
BMI, kg/m’ 24.3 (3.64) 28.3 (4.0) <0.001
WHR 0.9 (0.8-0.9) 0.9 (0.8-1.0) 0.13
Weight, kg 69.8 (14.6) 84.0 (14.1) <0.001
Abdominal obesity, n, (%) 10 (37) 30 (83) <0.001
Creatinine level, mmol/l 71.7 (10.3) 74.5 (11.7) 031
¢GFR MDRD, ml/min/1.73m’ 96.0 (78.1-108.0) 92.6 (86.6-102.2) 0.77
Glucose, mmol/l 5(0.5) 5(0.6) 0.91
Total cholesterol, mmol/l 5.2(1.0) 5.5(0.9) 0.23
LDL, mmol/l 3.1(0.9) 3.3(0.8) 0.32
HDL, mmol/l 1.5 (1.2-1.9) 1.4 (1.2-1.7) 0.21
TG, mmol/l 1.0 (0.7-1.6) 1.6 (1.1-1.9) 0.01
HbA1C, % 5.4(0.3) 5.4(0.4) 0.59
HOMA-IR 1.7 (0.9-2.2) 2.7(1.74.1) 0.003
Metabolic syndrome, n, % 5017) 19 (50) 0.01
hsCRP, mg/l 0.8 (0.4-1.5) 1.0 (0.7-1.3) 0.50
Office SBP, mm Hg 118 (9.7) 141.3 (15.2) <0,001
Office DBP, mm Hg 81.1(9.6) 97.4(11.3) <0.001
SBP_24hours, mm Hg 114.6 (7.3) 134.1 (94) <0.001
DBP_24hours, mm Hg 71.7 (4.6) 85.7(9.2) <0.001
DAY_SBP, mm Hg 119.2 (7.8) 139.4 (11.0) <0.001
DAY_DBP, mm Hg 76.3 (5.0) 90.4 (9.9) <0.001
NIGHT_SBP, mm Hg 103.6 (6.5) 121.1 (7.9) <0.001
NIGHT_DBP, mm Hg 61.3 (4.7) 74.2 (9.9) <0.001
DIPS, % 13.0 (4.6) 13.0 (5.8) 0.99
DIPD, % 19.6 (5.6) 17.9 (7.6) 0.33
Ucn2, ng/ml 9.37 (7.8-20.0) 9.05(5.9-11.9) 0.12
LogUcn2 2.44 (0.70) 2.09 (0.63) 0.04

Data are presented as means (SD) or medians (upper-lower quartile) or numbers (percentages).
Abdominal obesity was defined as waist circumference in women >80 cm, men >94 cm.
Insulin resistance was defined as HOMA-IR >2.5. Metabolic syndrome was defined according to the consensus definition

(IDF/NHLBI/AHA/WHF/TAS/TASO) (19).

Abbreviations: BMI, body mass index; DBP, diastolic blood pressure; DIPD, night diastolic dipping; DIPS, night systolic dipping;
eGFR, estimated glomerular filtration rate; HbAlc, glycated haemoglobin; HDL, high-density lipoprotein; HOMA-IR, homeostatic
model assessment for insulin resistance; HT group, group with newly detected hypertension; LDL, low-density lipoprotein; LogUcn2,
urocortin 2 value after log-transformation; nHT group, group without hypertension; SBP, systolic blood pressure; TG, triglyceride;

Ucn2, urocortin 2 value; WHR, waist to hip ratio.

Association between the level of Ucn2 and blood pressure
values

In the whole group Ucn2 correlated negatively with diastolic
24-hours pressure, night systolic and diastolic pressure (Fig. 2),
whereas in the hypertensive group correlated negatively with
diastolic night pressure and positively with dipping of diastolic
pressure (7able 2). In healthy subjects, we did not notice any
relationship with systolic or diastolic BP (SBP_24hours,
DBP_24hours, DAY _SBP, DAY DBP, NIGHT SBP,
NIGHT_DBP or office blood pressure measurements) with Uen2.

To summarize higher logUcn2 level is correlated with
lower blood pressure (especially with NIGHT DBP) in
hypertensive group.
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Association between Ucn2 and metabolic parameters

Indices of glucose metabolism such as fasting glucose,
HbAlc, insulin level and HOMA-IR, or BMI and WHR did not
correlate with Ucn2 in either group. Moreover, the serum
concentration of Ucn2 was not affected by the occurrence of
abdominal obesity, insulin resistance, or metabolic syndrome in
either group.

However, we observed an inverse relationship between
Ucn2 and total cholesterol in healthy volunteers and in the whole
group (Fig. 2) but not in HT group. The LDL level was
negatively correlated with Uen2 only in nHT group (7able 2). In
both groups, we did not find any correlation between HDL and
TG with Uen2.
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Fig. 1. LogUcn2 concentration in nHT and HT groups.

nHT group, group without hypertension; HT group, group with newly detected hypertension.
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Fig. 2. Correlations between logUcn2 and NIGHT_DBP or total cholesterol.

Multivariable regression analysis - blood pressure

In multivariable regression analysis in the entire study
population, Ucn2 was independently related to the 24-hours diastolic
blood pressure (R2=0.06), and both systolic (R2=0.06) and diastolic
night BP (R2=0.052) regardless of age and gender (Zuble 3).

62

Multivariable regression analysis - metabolic indices

In multivariable regression analysis in the entire study
population, Ucn2 was independently related to TC (but not to
LDL) regardless of age, gender, and the presence of
hypertension (R2=0.18).



Table 2. Correlation (Pearson’s test) between metabolic parameters, blood pressure value, and urocortin 2 levels among newly
diagnosed hypertensive patients and healthy individuals.

LogUcn2
nHT group HT group All patients

(N=29) (N=38) (nHT+HT group)
Parameters r p-value r p-value r p-value
Total cholesterol, mmol/l -0.51 0.004 -0.03 0.88 -0.29 0.02
LDL, mmol/l -0.45 0.01 0.11 0.51 -0.20 0.11
DBP_24 hours, mm Hg 0.08 0.67 -0.2 0.23 -0.25 0.04
NIGHT_SBP, mm Hg -0.04 0.85 -0.17 0.31 —0.27 0.03
NIGHT_DBP, mm Hg 0.15 0.45 -0.34 0.038 -0.3 0.01
DIPD, % -0.03 0.86 0.36 0.028 0.23 0.07

DBP, diastolic blood pressure; DIPD, night diastolic dipping; HT group, group with newly detected hypertension; LDL, low-density
lipoprotein; LogUcn2, Urocortin 2 value after log-transformation; nHT group, group without hypertension; r, correlation coefficient;

SBP, systolic blood pressure.

Table 3. Multivariable regression analysis in the whole group.

DBP_24hours NIGHT_SBP NIGHT_DBP

B (SE) ) B (SE) P B (SE) P
Age ~0.50 (0.11) 0.69 0.06 (0.13) 0.65 0.03 (0.12) 0.77
Gender 3.69 (2.38) 0.13 3.26 (2.65) 022 0.57 (2.46) 0.82
LogUcn2 | -3.85(1.75) 0.03 —4.53(1.95) | 0.023 —4.47 (1.8) 0.02

P, regression coefficient; DBP, diastolic blood pressure; LogUcn2, urocortin 2 value after log-transformation; SBP, systolic blood

pressure;

Table 4. Multivariable regression analysis in the whole group.

Total cholesterol LDL
B (SE) P B (SE) P
Age 0.033 (0.01) 0.003 0.03 (0.01) 0.01
Gender 0.29 (0.22) 0.20 0.24 (0.205) 0.25
Arterial hypertension 0.13 (0.23) 0.58 0.103 (0.21) 0.63
LogUcn2 —0.33 (0.16) 0.046 —0.19 (0.15) 0.23

B3, regression coefficient; LDL, low-density lipoprotein; LogUcn2, urocortin 2 value after log-transformation.

DISCUSSION

Our study documented that the logUcn2 were lower in
patients with newly diagnosed treatment-naive hypertension
compared to normotensive subjects. Higher levels of logUcn2
were associated with lower values of BP and a more favourable
lipid profile (lower total and LDL cholesterol). However, there
was no relationship between logUcn2 concentration and
parameters of carbohydrate metabolism (glucose level and insulin
resistance) nor between logUcn2 and body weight (BMI, WHR).

Ucn2 and hypertension

Previous studies indicated that administration of Ucn2 has a
vasodilatatory effect and decreased BP in healthy volunteers (6)
as well as in patients with heart failure (7, 20). We therefore
assumed that hypertensive individuals would exhibit a lower
level of Ucn2 in comparison to healthy subjects. Indeed, we
confirmed that patients with newly diagnosed treatment-naive
hypertension exhibited lower levels of logUcn2 than healthy
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subjects. Lower logUcn2 levels were associated with increased
diastolic BP regardless of age or gender. Our findings are at
variance with those of Aslan et al. (15) who found levels of Ucn2
in normotensive subjects to be significantly lower than in
hypertensive patients (0.79 ng/ml versus 5.17 ng/ml). Of note,
we had recruited treatment-naive patients only, whereas in Aslan
et al. study mostly (88%) treated patients were included. As we
reported previously (21) patients treated with ACEI exhibit
greater Ucn2 levels than those treated with ARB. Conceivably
the elevated levels of Ucn2 in the hypertensive group may have
been related to antihypertensive therapy. In meta - analysis
Kovacs et al. confirmed short term BP lowering effect after
administration of Ucn2 in patients with chronic HFtEF (heart
failure with reduced ejection fraction), whereas hypotensive
effect of Ucn2 in the other group is unable to meta-analyze due
to lack of appropriate amount of data (22).

The mechanism responsible for lowering blood pressure
mediated by Ucn2 could be related to vascular dilatation
attributed by endothelium dependent (observed in both animal
models and human internal mammary artery) or independent
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Fig. 3. Urocortins effects in cardiovascular system (adapted from references:12, 26, 27, 33).

manner (rat pulmonary arteries or rat coronary arteries) as well
as changes in renin-angiotensin-aldosterone system activity
(hypertensive rats) (23). However, based on our results we could
not reliably identify the mechanism underlying the observed
correlation between logUcn2 and blood pressure value.

Ucen2 and lipid profile

As of this writing, there have been no human studies
assessing the relationship between Ucen2 and lipid parameters. In
the Venkatasubramanian ef a/. study, administration of Ucn2 to
healthy male volunteers did not cause clinically significant
changes in cholesterol level. However, urocortins infusion may
have been too short to have an effect on lipid level (9).

Knowing that the concentration of plasma cholesterol
depends on the integrated balance of the endogenous and
exogenous pathways of cholesterol metabolism (24), a possible
positive effect of Ucns on cholesterol levels may be due to either
an effect on cholesterol consumption or absorption (exogenous
cholesterol) or an effect on lipid metabolism (endogenous
cholesterol). Although our data demonstrates the association
between Ucn2 and lipid metabolism, causative relationship
between them requires further studies. To date, no effect of Ucn2
on hepatic lipid metabolism has been demonstrated, however
Ucn2 overexpression in the adrenal glands reduces the
steroidogenic response (25). Another possible beneficial effect
of Ucn2 on the lipid profile may be due to the anorectic action
of this peptide as there are a number of studies on animals
showing that activation of Ucn2/CRH-R2 axis suppresses
appetite (12), inhibit obesity development, and reduces whole-
body fat mass without alteration in lean mass (26). To our
knowledge this is the first study confirming that a higher level of
logUcn2 is associated with a lower level of total cholesterol
regardless of age, gender, and presence of arterial hypertension.
Nevertheless, we did not find a relationship with the level of
logUcn2 and body weight or related parameters such as BMI,
WHR. To sum up, Ucn2 similarly to the endothelial lipase (27)
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may be a novel factor playing potential role in regulation of
lipids blood level.

Ucn?2 and glucose homeostasis

In our study, we found no relationship between logUcn2 and
glucose level or insulin resistance indices, however the available
data is inconsistent (26, 28-31). In humans, the short-term
administration of Ucn2 did not affect blood glucose in healthy
subjects (6, 9) as well as in patients with heart failure (7). The
concentration of Ucn2 in women with polycystic ovary
syndrome and in a healthy control group showed a positive
correlation of Ucn2 with BMI, waist circumference, serum
glucose, insulin and HOMA-IR (32). We did not find any
association between metabolic indices or body mass and
logUcn2 in our study.

Summarizing, the level of logUcn2 is lower in treatment-
naive hypertensive patients compared to normotensive subjects.
Higher blood level of logUcn2 may be associated with a more
favorable lipid profile and lower blood pressure values in
healthy and untreated hypertensive patients. Ucn2 may become
another pebble in Page’s mosaic of blood pressure regulation and
may turn out a potential target for cardiovascular prevention.

Strengths and limitations

To the best of our knowledge, this is the first study
evaluating Ucn2 levels in treatment-naive hypertensive patients.
Also, there are no data assessing the relationship between Ucn2
and cardiovascular risk factors (BP, lipid profile, glucose
homeostasis) in humans.

The main limitation of our study is the small size of the
group. The cross-sectional design of the current study, although
cost-effective and convenient, precludes the determination of
causality between measured variables. Unfortunately, revealing
cause-and-effect relationships between Ucn2 concentration, the
values of BP and lipid levels seems to be crucial to fully



understand the results. Additionally the low value of the R-
squared in the regressions is also the limitations of the study.
That is why the level of evidence is of moderate importance. The
study protocol has not been registered previously, so the
incomplete data presentation bias cannot be estimated.
Therefore, future projects exploring the topic of urocortins and
the cardiovascular system need to be performed on large cohorts
or registries assessing longitudinal data.
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Abstract

Introduction: Recent studies have suggested that hypertension develop-
ment may be associated with an altered immune system. However, there is
a paucity of data evaluating the association between blood pressure values
and inflammatory markers in patients with new-onset hypertension.
Material and methods: We evaluated 61 subjects, including 24 healthy indi-
viduals and 37 newly diagnosed hypertensive patients (aged 45 +9.6 vs. 43.8
+11.9 years; SBP_24hours 114 +7.1 vs. 134.2 +9.5 mm Hg; DBP_24hours
71.2 +4.7 vs. 85.8 £9.3 mm Hg, respectively) without prior antihypertensive
treatment. The diagnosis of hypertension was based on 24-hour ambulatory
blood pressure monitoring (ABPM). We analysed the association between
blood pressure values and levels of individual inflammatory markers (ITAC,
GM-CSF, fractalkine, IFN-y, IL-10, MIP-3a, IL-12, IL-13, IL-17A, IL-1B, IL-2,
IL-21, IL-23, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, MIP-1a, MIP-1B, TNF-a, and IL-15) sepa-
rately, as well as in clusters of inflammatory mediators (factor 1 — proin-
flammatory: IL-1B, IL2, IL-6, IL-7, IL-12, IL-6, IL-21, TNF-a, IFN-y; and factor 2
- anti-inflammatory: IL-13, IL-5).

Results: Our study did not show any differences in concentrations of inflam-
matory markers between patients and controls. Plasma levels of inflamma-
tory markers were not associated with 24-hour ambulatory blood pressure
values in patients with new-onset hypertension.

Conclusions: Patients with new-onset hypertension did not differ from
healthy subjects regarding the levels of plasma inflammatory markers. Our
findings demonstrate the need for larger, more comprehensive studies on
this topic to further elucidate the relationship between hypertension and
inflammation.

Key words: hypertension, ambulatory blood pressure monitoring,
cytokines, inflammatory factors.

Introduction

The regulation of blood pressure involves a complex interplay between
the heart, vessels, and kidneys. However, recent studies have suggest-
ed that hypertension development may be associated with an altered
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immune system [1-3]. Activation of immune cells
(cytotoxic T lymphocyte [4], B lymphocyte [5, 6], or
T helper lymphocyte [7]) leads to endothelial dys-
function, a process that involves abnormalities in
endothelium-derived nitric oxidate production or
bioavailability, impaired production of constrictive/
relaxant factors, as well as pro-inflammatory and
prothrombotic cytokines [8]. Consequently, inflam-
mation increases vascular permeability, formation
of neo-intima, and promotes vascular fibrosis [9].

The current scientific literature on the relation-
ship between hypertension and inflammation in
humans is limited. However, Siedlinski et al. dis-
covered a positive and potentially causal relation-
ship between blood lymphocyte counts and blood
pressure [10]. Furthermore, an elevated level of
interleukin (IL)-6 or high-sensitivity C-reactive
protein (hs-CRP) (but not IL-1B) is associated with
an increased risk of developing hypertension [11].
The serum level of IL-17 is also elevated in pa-
tients with diabetes, hypertension [7], and pre-ec-
lampsia [12]. The role of tumour necrosis factor a
(TNF-o) remains unclear and may depend on the
activation of one of the types of TNF-a receptors.

Despite preclinical evidence suggesting elevat-
ed levels of IL-1B in mouse models of hyperten-
sion are present, administration of canakinumab
(a human monoclonal antibody targeted at IL-1f3)
does not reduce blood pressure or the develop-
ment of hypertension in patients with cardiovas-
cular disease [13]. In contrast, IL-10 plays a pro-
tective role in hypertension development in adults
[14] or during pregnancy. Additionally, the serum
levels of IL-10 are reduced in pre-eclampsia [15].

Given these limited findings, our study aimed
to assess the role of inflammatory cytokines in
newly diagnosed hypertensive patients and in
healthy controls. We sought to establish the asso-
ciation between inflammatory markers and blood
pressure in both groups.

Material and methods
Study population

We investigated a total of 61 adult subjects,
comprising 24 healthy individuals and 37 newly
diagnosed hypertensive patients without any pri-
or treatment. The participants were recruited form
Hypertension Outpatient Clinic and Primary Care
Clinic of the University Hospital in Krakow, Poland.
The study was conducted in the years 2013-2016.
All participants provided informed consent. Pa-
tients with heart failure, diabetes, malignant tu-
mour, chronic kidney disease, inflammatory bow-
el disease, secondary forms of hypertension, or
taking statins were excluded from the study. The
evaluation included anthropometric measurements
(weight, height, body mass index), physical exam-

ination, and medical history. The study protocol was
approved by the Bioethical Committee of the Jagiel-
lonian University Medical College (no. 151/B/2012).

Ambulatory blood pressure measurement

Ambulatory blood pressure monitoring (ABPM)
was conducted using an automatic Spacelabs-
90207 [16] oscillometric device (Spacelabs
Healthcare, Hertford, UK) during the patient’s
ordinary activity considering both night and day
periods. Recordings were taken every 20 min
during the day and every 30 min during the night
on the nondominant arms, and a minimum of
70% successful readings were required for data
validation. A diagnosis of hypertension based on
ABPM measurements [17], with patients assigned
to the hypertensive group if any value of systol-
ic or diastolic blood pressure (ambulatory blood
pressure — daytime mean > 135 mm Hg and/or
> 85 mm Hg; night-time mean > 120 mm Hg and/
or > 70 mm Hg; 24 h mean > 130 mm Hg and/or
> 80 mm Hg 24 h) exceeded the reference range;
they were otherwise classified as healthy.

Carotid femoral pulse wave velocity

The evaluation of carotid-femoral pulse wave ve-
locity (cfPWV) was performed using a Complior de-
vice (Complior, Colson, Garges-les-Gonesse, France)
with 2 pressure-sensitive transducers placed direct-
ly on the skin above the femoral and carotid artery
track. The distance was calculated as 80% of the di-
rect tape-measured length between those 2 points.
The average of 10 consecutive measurements was
considered for analysis with the elimination of the
2 extreme values (the minimum and maximum).
Measurements were performed according to the
expert consensus on cfPWV [18].

Blood analyses

Blood samples were taken after at least 8 hours
fasting in the morning (between 7 and 9 a.m.). We
assessed the serum levels of glucose, creatinine,
total cholesterol (TC), low-density lipoprotein
cholesterol (LDL-C), high-density lipoprotein cho-
lesterol (HDL-C), and triglycerides (TG) using a Hi-
tachi 917 analyser (Roche Diagnostic, Hitachi Ltd.,
Japan) using standardized laboratory technics. Se-
rum levels of hs-CRP were measured with immu-
nonephelometry (Nephelometer BM II, Siemens
Healthcare Diagnostics Inc., USA). The glomerular
filtration rate was estimated using the Modifica-
tion of Diet in Renal Disease (MDRD) equation
[19]. Glycated haemoglobin (HbA1c) was assessed
in whole blood samples using a Bio Rad D-10 (Bio
Rad Laboratories, Inc., USA).

Peripheral blood was collected in tubes con-
taining ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) to
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assess circulating biomarkers. Next, the samples
were centrifuged at 400 x g for 10 min. The plate-
let-rich plasma was then collected and centrifuged
at 2000 x g for 15 min at 4°C. Plasma samples with-
out pellets were then collected and stored at—80°C
until analysis. Samples were analysed for interfer-
on-inducible T-cell alpha chemoattractant (ITAC),
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF), fractalkine, interferon-y (IFN-y), IL-10,
macrophage inflammatory protein (MIP)-3¢, IL-12,
IL-13, IL-17A, IL-1pB, 1L-2, IL-21, IL-23, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, MIP-1a, MIP-1B, TNF-a,, and IL-15 with
Luminex technology using standard kits (MILLIP-
LEX® Human High Sensitivity T Cell Magnetic Bead
Panel, Millipore, Merck and Luminex Performance
Human High Sensitivity Cytokine Panel B, R&D,
Bio-Techne, respectively) and were read on a Lu-
minex 200 machine (Biorad) in accordance with
the manufacturer’s instructions.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Statis-
tica version 13 software (Statistica, StatSoft Po-
land, Dell Inc.). The normality of distribution was
confirmed using the Shapiro-Wilk test. Variables
with a Gaussian distribution were presented as
mean + standard deviation (SD) whereas those
with a skewed distribution were presented as
median and quartile range (upper-lower quartile).
Data on frequency were given as numbers and
percentages. The comparative analyses were con-
ducted with Student’s t-test (normal distribution
pattern) or the U Mann-Whitney test (skewed dis-
tribution) for continuous variables, and the % test
and Fisher exact test for qualitative data. Two-
tailed p values of less than 0.05 were considered

Table I. Comparison between the 2 groups

statistically significant. Correlations between vari-
ables were assessed with Pearson’s or Spearman’s
tests. Logarithmic transformation was performed
with variables with non-Gaussian distribution
when necessary. Multivariable regression analyses
were performed to assess the independent effects
of gender, age, BMI, and appropriate interleukin
on the blood pressure value.

Exploratory factor analysis (EFA) with SPSS IBM
version 28 (IBM Corporation, Armonk, New York)
was used to create pro-inflammatory and anti-in-
flammatory mediator factors. EFA was performed
using principal component analysis and varimax
rotation; only factors with an eigenvalue value
> 1 were retained. The minimum factor loading
criteria was 0.3. The Kaiser-Meyer-Olkin (KMO)
value was used to measure sampling adequacy.
Factors with double loading or without any were
eliminated from the analysis. Finally, based on the
literature, we eliminated 2 inflammatory media-
tors (IL-10 and IL-8 from the pro-inflammatory
factor and anti-inflammatory factor, respectively).

Results

We investigated 61 subjects: 24 healthy and 37
with newly diagnosed hypertension without any
treatment. The groups differed in terms of BMI
and blood pressure values (Table I). We did not
find differences in the level of pro-inflammatory
and anti-inflammatory factors, such as TNF-a,
IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12,
IL-13, IL-15, IL-17A, IL-21, IL-23, hs-CRR MIP-1c,
MIP-1, MIP-3¢ct, GM-CSF, fractalkine, and ITAC (Ta-
ble I), nor in arterial stiffness parameters (cfPWV).

There were no differences in lipid levels be-
tween patients after Bonferroni corrections.

Parameters nHT group HT group P-value
N=24 N =37
Age [years] 45 +9.6 43.8 +11.9 0.683
Gender — male n, (%) 9 (37.5) 20 (54.05) 0.206
BMI [kg/m’] 242 #3.7 282 4 0.000
Creatirnrine level [umol/l] 72.4 £10.2 743 £11.8 0.524
HbA1c[%] 5.4 0.2 5.38 +0.37 0.474
SBP_24hours [mm Hg] 114 +7.1 134.2 9.5 0.000
DBP_24hours [mm Hg] 71.2 #4.7 85.8 +9.3 0.000
cfPWV [m/s] 8.75 (7.9-10.5) 9.6 (8.6-10.3) 0.167
Cholesterol [mmol/I] 52414 5.5 +0.9 0.247
HDL-C [mmol/|] 1.54 (1.2-1.9) 1.4 (1.16-1.72) 0.197
LDL-C [mmol/l] 3.1 %1 33108 0.323
TG [mmol/l] 1.0 (0.76-1.63) 1.63 (1.14-1.96) 0.016

Bonferroni correction — p significant < 0.001. Data shown as means (SD), medians (IQR), or numbers (percentages). BMI — body mass
index, DBP - diastolic blood pressure, HbA Ic - glycated haemoglobin, HDL-C — high-density lipoprotein cholesterol, HT group — group with
newly detected hypertension, LDL-C — low-density lipoprotein cholesterol, nHT group — group without hypertension, SBP — systolic blood

pressure, TG — triglyceride.
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Table 11. Comparison of the levels of pro-inflammatory and anti-inflammatory factors in the non-hypertensive and

hypertensive groups

Inflammatory factor nHT group HT group P-value
N =24 N =37
IL-1B [pg/ml] 2.53(1.43-4.59) 1.9 (1.12-3.36) 0.43
IL-2 [pg/ml] 3.53 (6.23-3.29) 2,48 (0.92-4.64) 0.295
IL-5 [pg/ml] 5.19 (2.75-8.31) 5.34 (2.56-8.38) 0.976
IL-6 [pg/ml] 24127 1.8 1.27 0.551
IL-7 [pg/ml] 0.68 (0.42-4.35) 3.1 (0.42-6.6) 0.144
IL-8 [pg/ml] 4.35 (3.65-5.79) 3.94 (3.06-5.42) 0.301
IL-10 [pg/ml] 9.06 (5.29-27.18) 16.86 (5.92-24.96) 0.600
IL-12 [pg/ml] 7.32(2.89-10.4) 5.78 (1.78-10.86) 0.38
IL-13 [pg/ml] 4.83 (1.87-9.78) 3.08 (1,46-6.36) 0.220
IL-15 [pg/ml] 1.11 +0.32 1.04 +0.37 0.406
IL-17A [pg/ml] 6.13 (3.85-10.08) 5.92 (2.8-13.18) 0.959
IL-21 [pg/ml] 0.45 (0.14-1.68) 0.14 (0.14-1.02) 0.275
IL-23 [pg/ml] 165.33 (34.44-586.88) 85.66 (21.42-430.4) 0.392
TNF-a [pg/ml] 5.46 (3.61-7.82) 5.58 (3.82-7.82) 0.894
IFN-y [pg/ml] 21.38 +15.64 25.68 +17.04 0.324
hs-CRP [mg/l] 0.8 (0.44-1.27) 1.03 (0.66-1.35) 0.159
MIP-1c [pg/ml] 20.67 (17.18-25.43) 21.16 (11.98-26.72) 0.953
MIP-1B [pg/ml] 13.72 (11.36-25.43) 12.7 (8.74-17.4) 0.326
MIP-3a [pg/ml] 0.83 (0.8-2.03) 0.83 (0.83-3.24) 0.808
GM-CSF [pg/ml] 22.65 (2.95-35.58) 14.88 (4.44-42.2) 0.935
Fractalkine [pg/ml] 54.36 (25.88-111.99) 91.38 (23.84-127.82) 0.575
ITAC [pg/ml] 24.68 (15.73-35.66) 29.3 (23.64-38.62) 0.291

Bonferroni correction — p significant < 0.001. Data shown as means (SD) or medians (IQR). GM-CSF — granulocyte-macrophage colony-
stimulating, IFN-y — interferon-y, IL — interleukin, ITAC —interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant, MIP — macrophage inflammatory

protein, TNF-o. — tumour necrosis factor a.

Correlation between inflammatory factors
and the value of blood pressure

We analysed 22 markers of inflammation
(TNF-a, IFN=y, IL-1B, IL-2, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17A, IL-21, IL-23,
hs-CRR MIP-1a, MIP-1B, MIP-3a, GM-CSF, frac-
talkine, and ITAC) and 24-hour blood pressure

monitoring of systolic and diastolic blood values
during the day and night period (SBP_24hour,
DBP_24hour, SBP_DAY, DBP_DAY, SBP_NIGHT,
DBP_NIGHT). We found that 4 of these markers
(IL-5, IL-8, hs-CRR and ITAC) were significantly cor-
related with ambulatory blood pressure values in
patients or controls (Table I11).

Table IIl. Correlations (Spearman) between inflammatory indices (hs-CRP ITAC, IL-5, IL-8) and the value of blood

pressure in controls and patients with hypertension

Parameters nHT group nHT group HT group HT group

(N =23) (N =24) (N =37) (N =37)

hs-CRP ITAC IL-5 IL-8

r p-value r p-value r p-value r p-value

SBP_24hours [mm Hg] 0.239 0.272 0.509 0.011 0.079 0.643 0.041 0.808
DBP_24hours [mm Hg]  -0.108 0.624 0.400 0.053 0.361 0.028 0.235 0.162
SBP_DAY [mm Hg] 0.056 0.798 0.423 0.04 0.077 0.652 0.004 0.983
DBP_DAY [mm Hg] -0.191 0.382 0.411 0.046 0.335 0.043 0.184 0.276
SBP_NIGHT [mm Hg] 0.561 0.005 0.46 0.024 0.232 0.167 0.228 0.175
DBP_NIGHT [mm Hg] 0.23 0.292 0.415 0.044 0.460 0.004 0.436 0.007

nHT group — group without hypertension, HT group — group with newly detected hypertension, r — correlation coefficient, hs-CRP - high-
sensitivity C-reactive protein, IL — interleukin, ITAC — interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant, DBP — diastolic blood pressure,

SBP — systolic blood pressure.
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Table IV. A — Multivariable regression analysis in patients and the control group (loghs-CRP, logIL-5, loglL-8)

Parameters SBP_NIGHT DBP_24hours DBP_DAY DBP_NIGHT DBP_NIGHT
(loghs-CRP) (loglL-5) (logIL-5) (loglL-5) (logIL-8)
p (SE) p p (SE) p p (SE) p f (SE) p f (SE) p
Age -0.104 0409 -0.068 0.608 -0.097 0.46 0.026 0.846 0.001 0.996
(0.13) (0.13) (0.13) (0.13) (0.13)
Gender 1.218 0.676 0.095 0.488 0.129 0.341 -0.014 0.92 -0.491  0.865
(2.89) (0.14) (0.13) (0.14) (2.88)
BMI 1.226 0.001 0.247 0.075 0.252 0.066 0.21 0.131 0.604 0.086
(0.36) (0.14) (0.13) (0.14) (0.34)
Infammatory  1.513 0.373 0.136 0.305 0.137 0.296 0.192 0.153 3.284 0.333
factor (1.68) (0.14) (0.13) (0.13) (3.37)
hs-CRP — high-sensitivity C-reactive protein; IL — interleukin, ITAC — interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant.
Table IV. B — Multivariable regression analysis in patients and control group (logITAC)
Parameters SBP_24hours SBP_DAY DBP_DAY SBP_NIGHT DBP_NIGHT
B (SE) |4 B (SE) P B (SE) P B (SE) P B (SE) P
Age -0.149  0.269 -0.172 0.223 -0.096 0.449 -0.105 0.399 0.019 0.882
0.13) (0.14) (0.13) 0.12) 0.13)
Gender 6.275 0.040 8.28 0.011 2.316 0.416 0.928 0.739 -0.822 0.776
(6.28) (3.13) (2.82) (2.78) (2.88)
BMI 1.124 0.003 1.152 0.004 0.718 0.044 1.149 0.001 0.612 0.090
(0.37) (0.39) (0.35) (0.34) (0.35)
logITAC 8.813 0.124 8.899 0.139 -3.316 0.537 6.347 0.231 -2.701 0.622
(5.63) (5.92) (5.33) (5.24) (5.44)
ITAC — interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant.
The remaining inflammatory markers were not  Discussion

correlated with any of the blood pressure values
(SBP_24hours, DBP_24hours, SBP_DAY, DBP_DAY,
SBP_NIGHT, DBP_NIGHT), either in subgroups or
collectively.

Multivariable regression analysis

After adjusting for gender, age, BMI, and the
logarithmic value of hs-CRP IL-5, IL-8, and ITAC
levels were not associated with blood pressure
values (Tables IV A, B).

Exploratory factor analysis

Initially, we included 22 inflammatory factors in
the analysis (KMO value — 0.732; Bartlett’s sphe-
ricity test was < 0.001). During the analysis only
11 mediators met all the requirements (KMO value
—0.732; Bartlett’s sphericity test was < 0.001) and
2 factors were created (Table V) - factor 1 (proin-
flammatory: IL-1B, IL-2, IL-6, IL-7, IL-12, IL-6, IL-21,
TNF-, IFN-y) and factor 2 (anti-inflammatory:
IL-13, IL-5). The mediators: IL-8, IL-10, IL-15, IL-23,
hs-CRR MIP-1a, MIP-1B, MIP-3a, GM-CSF, fractal-
kine, and ITAC were eliminated during the analysis.

We did not find any differences in factor 1
(p = 0.825) and factor 2 (p = 0.4) values in the
hypertensive or healthy group; nor did we find any
correlation between factor 1 or factor 2 and any of
the blood pressure values.

We did not find any differences in the concen-
tration of multiple inflammatory markers between
normotensive and hypertensive patients; nor did
we find any correlation between blood pressure

Table V. Inflammatory mediator scores in patients
and controls

Parameters Factor 1 Factor 2
IL-1B 0.807

IL-2 0.873

IL-6 0.758

IL-7 0.629

IL-12 0.802

IL-17 0.805

IL-21 0.552

INF-y 0.750

TNF-a 0.687

IL-5 0.847

IL-13 0.929

Eigenvalue 5.216 1.712

Cumulative % 47.415 62.976
Alfa Cronbach 0.773 0.800

Factor 1: pro-infl y, Factor 2: anti-infl ory.

Arch Med Sci

72



Anna Dzieza-Grudnik, Olga Siga, Jolanta Walczewska, Barbara Wizner, Tomasz P. Mikotajczyk, Joanna Sulicka-Grodzicka, Tomasz Grodzicki

values and inflammatory factors. However, the pa-
tients included in our study had new-onset hyper-
tension and did not show evidence of increased
arterial stiffness (cfPWV 8.75 (7.9-10.5) m/s vs.
9.6 (8.6-10.3) m/s, p = 0.17; normotensive versus
hypertensive patients, respectively). Our findings
do not necessarily exclude a connection between
inflammatory factors and hypertension, because
this may be due to a low level of inflammatory
markers in the plasma at this stage of the dis-
ease. Similarly, Vazquez-Oliva et al., found no dif-
ference in IL-6 levels between normotensive and
newly diagnosed hypertensive patients; however,
after irbesartan treatment, IL-6 levels decreased
significantly [20]. On the other hand, Jayedi et al.
performed a meta-analysis [11] and showed that
there was a relationship between inflammatory
markers (hs-CRP and IL-6) and the risk of devel-
oping hypertension in a prospective or nested
case-control study. Some studies evaluated PCSK9
as an early biomarker of screening-detected hy-
pertension [21]. Our study was cross-sectional;
therefore, it was not possible to assess a causal
association between inflammation and hyperten-
sion.

Contrary to our results, the study by Stumpf
et al. showed elevated levels of hs-CRP IL-6, TNFa,
and MCP-1 in 15 patients with newly diagnosed
mild hypertension compared to healthy controls
[22]. Similarly, prehypertensive patients had high-
er levels of IL-17, even after adjusting for con-
founding factors [23]. Furthermore, Madhur et al.
demonstrated that 94 patients with diabetes and
hypertension had elevated IL-17 levels compared
to healthy patients [7]. However, most patients
in the latter study had comorbidities (diabetes,
cardiovascular disease, or obesity) and were on
anti-hypertensive treatment, which could have af-
fected the IL-17 levels [24, 25], or they took lipid
lowering medication, which may have influenced
CRP levels [26]. In our study, both groups differed
only in blood pressure and BMI values and had no
comorbidities.

Considering the complexity of the interaction
between the innate and adaptive immune sys-
tems in hypertension, we created 2 clusters of
inflammatory mediators: factor 1 — pro-inflam-
matory (IL-1B, IL-2, IL-6, IL-7, IL-12, IL-17, IL-21,
INF-y, TNF-0) and factor 2 — anti-inflammatory
(IL-5, IL-13). We did not find any correlation be-
tween blood pressure values and clusters of in-
flammatory markers. However, a similar analysis
revealed a relationship between the inflammato-
ry clusters and changes in blood pressure during
a 4.5-year follow-up, but not with the baseline
blood pressure [27].

The role of the immune system in the devel-
opment of hypertension is complex and activates

both the innate and the adaptive immune sys-
tem [1]. The suggested mechanism of activation
of the immune system assumes that a primary
moderate increase in the blood pressure initiates
mechanical and oxidative damage, which results
in the formation of danger-associated molecular
protein (DAMPS) and hypertension-specific neo-
antigens [28]. Then DAMPS are recognized by TLRs
(toll-like receptors) in macrophages and dendritic
cells, which in response produce inflammatory cy-
tokines; neoantigens may be presented to B cells
and T cells by dendritic cells, which promotes the
differentiation of plasma cells and effector T cells
[1]. Some immune cells (Treg) may also play a pro-
tective role against the development of hyperten-
sion.

In summary, our study did not identify any dif-
ferences in cytokine levels between normotensive
and hypertensive patients, nor any correlation
with blood pressure values. However, it should
be noted that we included subjects with mild
hypertension because the mean circadian blood
pressure value in the hypertensive group was rel-
atively low (134.2/85.8 mm Hg) and they did not
present arterial stiffness. The inclusion of patients
with new-onset hypertension could potentially ex-
plain the similar levels of inflammatory markers
observed in both groups.

Although our study did not find significant dif-
ferences in inflammatory factors among patients
with early hypertension, this does not rule out
the possible role of inflammation in hypertension.
First, it is possible that local inflammatory pro-
cesses in the kidneys and blood vessels are not
fully reflected by systemic cytokine levels. Second,
inflammation may become more pronounced in
the advanced stages of hypertension, whereas the
initial stimulus for the development of the disease
is related to sympathetic activation and other
classical mechanisms of hypertension.

One of the limitations of our study is the rela-
tively small number of patients included; however,
it is important to note that numerous studies con-
ducted on even smaller-sized groups have yielded
insightful and valid results [29]. Additionally, there
are several factors, such as smoking, abdominal
obesity [30], lifestyle [31, 32], sodium intake, uric
acid level, and hormonal status [33], which may
have influenced the levels of the studied inflam-
matory markers but were not included in our anal-
yses.

However, our study has several strengths that
contribute to its unique nature. Firstly, we have
successfully recruited treatment-naive patients in
the early stages of the disease, allowing us to ex-
plore the disease progression with fresh insights.
Additionally, our utilization of ambulatory blood
pressure monitoring ensures a comprehensive
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evaluation of blood pressure. Furthermore, our
study stands out due to its novelty in assessing
not only common inflammatory markers but also
a wide range of inflammatory interleukins, many
of which have not been studied in the context of
hypertension. Overall, the combined strengths
of our study include the enrolment of treat-
ment-naive patients, the use of ambulatory blood
pressure monitoring, and a comprehensive as-
sessment of inflammatory markers separately and
combined in pro- or anti-inflammatory factors.

In conclusion, patients with new-onset hyper-
tension did not differ in the levels of plasma in-
flammatory markers from healthy subjects. IL-5
and IL-8 positively correlated with blood pressure
levels in hypertensive patients, and CRP and ITAC
positively correlated with blood pressure levels in
the normotensive group, but after adjusting for
age, sex, and BMI the associations were no lon-
ger statistically significant. We did confirm a sig-
nificant relationship between blood pressure and
BMI, so the main effort should be focused on re-
ducing body weight for the prevention and treat-
ment of hypertension. Further research is neces-
sary to evaluate a possible association between
inflammation and blood pressure.
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indywidualny wkiad lek Anny Dziezy-Grudnik polegajacy na: opracowywaniu danych,
wykonywaniu analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzeniu manuskryptu; analizie

poprawnosci danych i zawartosci merytorycznej pracy.

(podpis Js’g;utora)
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Krakéw, 29.05.2023
Dr n.med.Ewa Klimek
Katedra Chorob Wewnetrznych i Gerontologii
Uniwersytet Jagielloniski Collegium Medicum

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy: ,Arterial stiffness is not increased in patients with short
duration rheumatoid arthritis and ankylosing spondylitis”, Blood Pressure, 2017, vol. 26, nr 2,
s.115-121 o$wiadczam, iz mdj wilasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat
na: opracowaniu koncepcji badaf, pozyskiwaniu danych, wykonywania pomiaréw,
opracowywaniu danych, analizie poprawnosci danych i zawarto$ci merytorycznej pracy

Jednocze$nie wyrazam zgode na przediozenie ww. pracy przez lek Anne Dzieze-
Grudnik jako czes$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykutéw
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czgs¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wklad lek Anny Dziezy-Grudnik polegajacy na: opracowywaniu danych,
wykonywaniu analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzeniu manuskryptu; analizie

poprawnosci danych i zawartosci merytorycznej pracy.

............................................ Youaseo

(podpis wspdtautora)
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Krakow, 29.05.2023
Dr n. med. Joanna Sulicka - Grodzicka
Klinika Reumatologii
Szpital Uniwersytecki w Krakowie

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy: ,Arterial stiffness is not increased in patients with short
duration rheumatoid arthritis and ankylosing spondylitis”, Blood Pressure, 2017, vol. 26, nr 2,
s.115-121 o$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat
na: opracowaniu koncepcji badan, pozyskiwaniu danych, wykonywania pomiarow,
opracowywaniu danych, wykonywaniu analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzeniu
manuskryptu, analizie poprawnosci danych i zawartosci merytorycznej pracy

Jednoczesnie wyrazam zgodg na przedlozenie ww. pracy przez lek Anne Dziezg-
Grudnik jako czes¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czgs¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wklad lek Anny Dziezy-Grudnik polegajgcy na: opracowywaniu danych,
wykonywaniu analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzeniu manuskryptu, analizie

poprawnosci danych i zawartosci merytorycznej pracy.

(podpis wspdtautora)
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Krakow, 30.05.2023
Prof. dr hab. Tomasz Grodzicki
Katedra Choréb Wewnetrznych i Gerontologii
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor pracy: ,Arterial stiffness is not increased in patients with short
duration rheumatoid arthritis and ankylosing spondylitis”, Blood Pressure, 2017, vol. 26, nr 2,
s.115-121 os$wiadczam, iz mdj wiasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat
na: opracowywaniu pomystu badan, stworzeniu hipotezy badawczej, opracowaniu koncepcji
badan, analizie poprawnosci danych i zawartosci merytorycznej pracy.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww. pracy przez lek Anng Dziezg-
Grudnik jako czg$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czg$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wkiad lek Anny Dziezy-Grudnik polegajacy na: opracowywaniu danych,
wykonywaniu analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzeniu manuskryptu, analizie

poprawnosci danych i zawarto$ci merytorycznej pracy.
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13.2 Anna Dzieza-Grudnik, Olga Siga, Jolanta Walczewska, Barbara Wizner, Pawet P.

Wotkow, Franz H. Messerli, Tomasz Grodzicki

Urocortin 2 — A Protective Effect in Hypertension?

Journal of Physiology and Pharmacology 2023, 74, 1, 3-10

83



Krakéw, 29.05.2023
Lek. Anna Dzieza-Grudnik
Katedra Choréb Wewnetrznych i Gerontologii
Uniwersytet Jagiellofiski Collegium Medicum

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy: “Urocortin 2 — Urocortin 2 — A Protective Effect in Hypertension?
Urocortin 2 — A Protective Effect in hypertension?” Journal of Physiology and Pharmacology
2023, 74, 1, 3-10 oswiadczam, iz mdj wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegal
na: opracowaniu koncepcji badan, pozyskiwaniu danych, wykonywania pomiardw,
opracowywaniu danych, wykonywaniu analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzeniu

manuskryptu; analizie poprawnosci danych i zawarto$ci merytorycznej pracy.

@/ LO&AZC
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Krakow, 29.05.2023
Lek.Olga Siga
Klinika Reumatologii
Szpital Uniwersytecki w Krakowie

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor pracy: “Urocortin 2 — Urocortin 2 — A Protective Effect in
Hypertension? Urocortin 2 — A Protective Effect in hypertension?” Journal of Physiology and
Pharmacology 2023, 74, 1, 3-10 o$wiadczam, iz mdj wilasny wkiad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji polegat na: opracowaniu koncepcji badan, pozyskiwaniu danych, wykonywania
pomiaréw, opracowywaniu danych, wykonywaniu analiz statystycznych, interpretacji danych,
tworzeniu manuskryptu; analizie poprawnos$ci danych i zawartosci merytorycznej pracy.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww. pracy przez lek Anne Dzieze-
Grudnik jako czgs$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$é ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek Anny Dziezy-Grudnik polegajacy na: opracowaniu koncepcji badan,
pozyskiwaniu danych, wykonywania pomiaréw, opracowywaniu danych, wykonywaniu
analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzeniu manuskryptu; analizie poprawnosci

danych i zawarto$ci merytorycznej pracy.

(pozpis wspotautora)
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Krakéw, 29.05.2023
Dr n. med. Jolanta Walczewska
Katedra Chorob Wewnetrznych i Gerontologii
Uniwersytet Jagielloniski Collegium Medicum

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy: “Urocortin 2 — Urocortin 2 — A Protective Effect in Hypertension?
Urocortin 2 — A Protective Effect in hypertension?” Journal of Physiology and Pharmacology
2023, 74, 1, 3-10 oswiadczam, iz mdj wiasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat
na: opracowywaniu pomystu badafi, stworzeniu hipotezy badawczej, opracowaniu koncepcji
badan, pozyskiwaniu danych, interpretacji danych, analizie poprawnosci danych i zawartosci
merytorycznej pracy.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww. pracy przez lek Ann¢ Dziezg-
Grudnik jako cze$é rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykutéw
opublikowanych w czasopismach naukowych

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia cz¢$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek Anny Dziezy-Grudnik polegajgcy na: opracowaniu koncepcji badan,
pozyskiwaniu danych, wykonywania pomiaréw, opracowywaniu danych, wykonywaniu
analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzeniu manuskryptu; analizie poprawnosci
danych i zawartosci merytorycznej pracy.
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Krakow, 29.05.2023
Dr hab. n.med. Barbara Wizner
Katedra Chorob Wewnetrznych i Gerontologii
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy: “Urocortin 2 — Urocortin 2 — A Protective Effect in
Hypertension? Urocortin 2 — A Protective Effect in hypertension?” Journal of Physiology and
Pharmacology 2023, 74, 1, 3-10 oswiadczam, iz mo6j wilasny wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji polegat na: opracowaniu i interpretacji wynikow tej pracy, analizie poprawnosci
danych i zawartosci merytorycznej pracy.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww. pracy przez lek Anne Dzieze-
Grudnik jako czgs¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek Anny Dziezy-Grudnik polegajacy na: opracowaniu koncepcji badan,
pozyskiwaniu danych, wykonywaniu pomiaréw, opracowywaniu danych, wykonywaniu
analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzenie manuskryptu; analizie poprawnosci

danych i zawartosci merytorycznej pracy.

7
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(podpis wspotautora)
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Krakow, 30.05.2023
Prof. dr hab. Tomasz Grodzicki
Katedra Choréb Wewnetrznych i Gerontologii
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy: “Urocortin 2 — Urocortin 2 — A Protective Effect in
Hypertension? Urocortin 2 — A Protective Effect in hypertension?” Journal of Physiology and
Pharmacology 2023, 74, 1, 3-10 o$wiadczam, iz méj wiasny wkilad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji polegal na: opracowywaniu pomystu badan, stworzeniu hipotezy badawczej,
opracowaniu koncepcji badan, analizie poprawnosci danych i zawarto$ci merytorycznej
pracy.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww. pracy przez lek Anng¢ Dzieze-
Grudnik jako czgs$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wklad lek Anny Dziezy-Grudnik polegajacy na: opracowaniu koncepcji badan,
pozyskiwaniu danych, wykonywania pomiaréw, opracowywaniu danych, wykonywaniu
analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzeniu manuskryptu; analizie poprawnosci

danych i zawarto$ci merytorycznej pracy.
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Anna Dzieza-Grudnik, Olga Siga, Jolanta Walczewska, Barbara Wizner, Tomasz
Mikotajczyk, Joanna Sulicka-Grodzicka, Tomasz Grodzicki

New onset hypertension is not associated with systemic changes in inflammatory

cytokine levels.

Archives of Medical Science, 2023, opublikowane on line
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Krakow, 29.05.2023
Lek. Anna Dzieza-Grudnik
Katedra Choréb Wewnetrznych i Gerontologii
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy: ,New onset hypertension is not associated with systemic changes
in inflammatory cytokine levels™; Archives of Medical Science, 2023:08wiadczam, iz mdj
wiasny wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji polegal na: opracowaniu koncepcji badan,
pozyskiwaniu danych, wykonywania pomiar6w, opracowywaniu danych, wykonywaniu
analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzeniu manuskryptu, analizie poprawnosci

danych i zawarto$ci merytorycznej pracy
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Krakéw, 29.05.2023

Lek.Olga Siga
Klinika Reumatologii
Szpital Uniwersytecki w Krakowie

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy ,New onset hypertension is not associated with systemic
changes in inflammatory cytokine levels”; Archives of Medical Science, 2023 oswiadczam, iz
méj whasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegal na: opracowaniu koncepcji badan,
pozyskiwaniu danych, wykonywania pomiaréw, opracowywaniu danych, wykonywaniu
analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzeniu manuskryptu, analizie poprawnosci
danych i zawarto$ci merytorycznej pracy.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww. pracy przez lek Anng Dziezg-
Grudnik jako cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykulow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czgs¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek Anny Dziezy-Grudnik polegajacy na: opracowaniu koncepcji badan,
pozyskiwaniu danych, wykonywania pomiaréw, opracowywaniu danych, wykonywaniu
analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzeniu manuskryptu, analizie poprawnosci

danych i zawarto$ci merytorycznej pracy.
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Krakow, 29.05.2023
Dr n.med. Joanna Sulicka - Grodzicka
Klinika Reumatologii
Szpital Uniwersytecki w Krakowie

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy ,,New onset hypertension is not associated with systemic
changes in inflammatory cytokine levels™; Archives of Medical Science, 2023 o$wiadczam, iz
moj wiasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegal na: interpretacji danych, tworzeniu
manuskryptu, analizie poprawnosci danych i zawarto$ci merytorycznej pracy

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na przediozenie ww. pracy przez lek Anne Dziezg-
Grudnik jako cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutéw
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wklad lek Anny Dziezy-Grudnik polegajacy na: opracowaniu koncepcji badan,
pozyskiwaniu danych, wykonywania pomiar6w. opracowywaniu danych, wykonywaniu
analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzeniu manuskryptu, analizie poprawnosci

danych i zawartosci merytorycznej pracy.

: (podpis wspotautora)
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Krakéw, 29.05.2023
Dr n. med. Jolanta Walczewska
Katedra Choréb Wewngtrznych i Gerontologii
Uniwersytet Jagielloniski Collegium Medicum

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy ,New onset hypertension is not associated with systemic changes in
inflammatory cytokine levels”; Archives of Medical Science, 2023; os$wiadczam, iz moj
wiasny wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badaf oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na: opracowywaniu pomystu badan,
stworzeniu hipotezy badawczej, opracowaniu koncepcji badan, pozyskiwaniu danych,
interpretacji danych, analizie poprawnosci danych i zawartosci merytorycznej pracy.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przediozenie ww. pracy przez lek Anne Dzieze-
Grudnik jako cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykuléw
opublikowanych w czasopismach naukowych

O$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek Anny Dziezy-Grudnik polegajacy na: opracowaniu koncepcji badan,
pozyskiwaniu danych, wykonywania pomiaréw, opracowywaniu danych, wykonywaniu
analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzeniu manuskryptu, analizie poprawnosci
danych i zawarto$ci merytorycznej pracy.

/
‘/ (podpis wspdtautora)
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Krakow, 30.05.2023
Prof. dr hab. Tomasz Grodzicki
Katedra Chor6b Wewnetrznych i Gerontologii
Uniwersytet Jagiellofiski Collegium Medicum
(stopien/tytut, imi¢ i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jako wspoétautor pracy ,,New onset hypertension is not associated with systemic
changes in inflammatory cytokine levels™; Archives of Medical Science, 2023 o$wiadczam, iz
méj wiasny wkilad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegal na: opracowywaniu pomystu badan,
stworzeniu hipotezy badawczej, analizie poprawnosci danych i zawartosci merytorycznej
pracy.

Jednocze$nie wyrazam zgode na przediozenie ww. pracy przez lek Anne Dzieze-
Grudnik jako czes$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia cz¢$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek Anny Dziezy-Grudnik polegajacy na: opracowaniu koncepcji badan,
pozyskiwaniu danych, wykonywania pomiarow, opracowywaniu danych, wykonywaniu
analiz statystycznych, interpretacji danych, tworzeniu manuskryptu, analizie poprawnosci

danych i zawartosci merytorycznej pracy.
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