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I WSTEP

Na przestrzeni XX wieku zmianie ulegt styl zycia, wraz ze wzrostem tempa zycia
0 80% zmniejszyt si¢ udzial mig$ni podczas wykonywania czynno$ci dnia codziennego
(Wozniewski, 2002). Nowoczesne kobiety czgsto charakteryzuje niska aktywnos$¢ fizyczna,
wysoki poziom stresu, nieprawidlowe odzywanie, palenie papierosOw, spozywanie
alkoholu, p6zne macierzynstwo lub bezdzietno$¢. Zarazem czynniki te wymienia si¢ jako
znaczace w ryzyku zachorowania na raka piersi: blisko 95% wszystkich przypadkow raka
piersi zwigzanych jest z czynnikami stylu zycia (Janssens i Vandeloo, 2009 ; Jassem i wsp.,
2018).

Rak piersi, zarbwno na $wiecie, jak i w Polsce, jest najczesSciej wystepujacym
nowotworem ztosliwym u kobiet, stanowigc obecnie jeden z najwickszych problemow
epidemiologicznych. Rocznie na $wiecie diagnozuje si¢ ponad 1,5 mln nowych przypadkow,
przy czym najwyzszy wskaznik zachorowalno$ci obserwuje si¢ w krajach o wysokim
stopniu rozwoju ekonomicznego (Momenimovahed i Salehiniya, 2019). Polska nalezy do
krajow o $redniej zachorowalno$ci na raka piersi, rejestruje si¢ jednak tendencje wzrostowa.
Na podstawie szacunkowych badan przeprowadzonych przez WHO na $wiecie w 2025 roku
ilos¢ nowych zachorowan na raka piersi wyniesie 2 500 682 o0sob, a w roku 2040 liczba
zachorowan przekroczy 3 min. (World Health Organization, online).

Priorytetem dla wszystkich kobiet powinno by¢ wprowadzenie do codziennego zycia
zalecen dotyczacych profilaktyki I, II 1 III fazy. Zadaniem profilaktyki pierwszej fazy
(pierwotnej) jest redukcja zachorowalnosci na raka piersi, ktéra mozna osiagna¢ dzigki
zmianie lub / i wykluczeniu czynnikdw ryzyka. Celem prewencji drugiej fazy jest wczesne
zdiagnozowanie zmiany nowotworowej i jak najszybsze zastosowanie leczenia
oszczedzajacego, co skutkuje zmniejszeniem umieralnosci wsrdd kobiet chorych, redukcja
niebezpieczenstwa powstania przerzutow lub nawrotu choroby. Profilaktyka trzeciej fazy
skupia si¢ na redukcji zaburzen czynnosciowych i powiktan wynikajacych z choroby oraz

zapobieganie nawrotom.

Aktywnos¢ fizyczna nalezy do glownych elementow zdrowego stylu zycia i odgrywa

istotng role w promocji zdrowia, utrzymana na odpowiednim poziomie dziala prewencyjnie,
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zmniejszajac ryzyko rozwoju choréb cywilizacyjnych, w tym nowotworéw ztosliwych.
Jej brak uznawany jest za przyczyn¢ utraty zdrowia (Cleland i wsp., 2013).
Analizujgc aktywnos$¢ fizyczng w kontekscie chorob nowotworowych, nalezy podkresli¢ jej
znaczenie, zaréwno w profilaktyce pierwotnej, jak i wtdrnej. American Cancer Society
opracowalo wytyczne dotyczace poziomu aktywnosci fizycznej w profilaktyce chorob
nowotworowych, proponujac 150 minut tygodniowo wysitku umiarkowanego lub 75 minut
wysitku intensywnego (Kushi i wsp., 2012). McTiernan i wsp. zaobserwowali zmniejszone
0 14% ryzyko zachorowania na raka piesi dla kobiet, ktore w wieku 35 lat, 3 razy w tygodniu
podejmowaly intensywny wysitek fizyczny (McTiernan i wsp., 2003). Korzysci ptynace
z podejmowanej aktywnosci fizycznej obserwuje si¢ takze w profilaktyce wtornej, zaréwno
u kobiet bedacych w trakcie leczenia, jak i po jego zakonczeniu. W odpowiedzi na leczenie
onkologiczne pojawia si¢ bowiem tzw. syndrom bezczynno$ci. Np. u kobiet po zabiegu
chirurgicznym z powodu raka piersi obserwuje si¢ obnizenie catkowitej aktywnosci
fizycznej w granicach 11%, a wiec w przyblizeniu 0 2 godziny tygodniowo w stosunku do
okresu przed chorobg, a po dodatkowej radioterapii i/lub chemioterapii nawet o 50%
(Fialka—Moser i wsp., 2003; Winters-Stone i wsp., 2008). Regularne podejmowanie
aktywnosci fizycznej stanowi zatem jeden z wazniejszych czynnikoéw powrotu do
sprawnosci psychofizyczej. Wptyw aktywnosci fizycznej na organizm czlowieka jest
bezdsykusyjny, aczkolwiek na tyle wielokierunkowy, Ze niemozliwe staje si¢ wyodrebnienie
pojedynczych czynnikow w przenikajacych si¢ procesach. Dowiedziono, Ze st¢zenie cytokin
prozapalnych: CRP, TNF- a, IL-6 zmniejsza si¢ w organizmie pod wplywem umiarkowane;j
aktywnosci fizycznej (Litwiniuk 1 Kara, 2012), co w efekcie prowadzi do wzrostu stezenia
cytokiny: adiponektyny. Korzystnym skutkiem aktywnosci fizycznej prowadzacym do
obnizenia ryzyka zachorowania na raka piersi jest zmniejszenie st¢zenia hormonow
ptciowych oraz podwyzszenie stezenia globuliny SHBG (sex hormon binding globulin)
(Key i wsp., 2002), co moze prawdopodobnie spowodowaé zmniejszenie st¢zenia
testosteronu. Niejednoznaczne s3 jednak doniesienia na ten temat (Kaaks i wsp., 2005).
Aktywnos¢ fizyczna wplywa na masg ciata (Malczyk i Majkrzak, 2014). Moze zredukowac
otyto$¢, ktorej nastepstwem sg zaburzenia metaboliczne. Z kolei wrazliwos¢ tkanek na
dziatanie insuliny, moze zwigkszy¢ si¢ dzigki aktywnosci fizycznej redukujac przy tym

prawdopodobienstwo wystapienia cukrzycy typu 2 (Vona-Davis i wsp., 2007).
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Aktywnos¢ fizyczna uruchamia takie procesy jak: redukcja tkanki thuszczowej, zwigkszenie
masy mi¢sniowej, transport glukozy do migsni co stanowi ochrone¢ przed hiperinsulinemia
i insulinoopornoscia, ktore powigzane sg ze zbyt duzg produkcjag leptyny IL-6, TNF-.

| z obnizeniem st¢zenia adiponektyny (Vona—Davis i wsp., 2007).

Na wieloetapowy proces powstania nowotworéw maja wptyw czynniki rakotworcze,
do ktorych zalicza si¢ czynniki: fizyczne, chemiczne i1 biologiczne Oddziatywuja one na
organizm cztowieka, jednak w wigkszosci przypadkow bezposrednio nie generuja rozwoju
nowotworu lecz powoduja utworzenie endogennych czynnikow posrednich (najczgsciej to:
reaktywne formy tlenu i utlenowane przez nie zwiazki). Wymienione wyzej endogenne
czynniki posrednie moga doprowadzi¢ do uszkodzenia kwasu deoksyrybonukleinowego
I moga zainicjowa¢ mutacje punktowe i chromosomowe. Jezeli mutacje dotycza komorek
macierzystych w danej tkance i nie zostang te mutacje naprawione moga w efekcie
spowodowac¢ tranformacje nowotworowa komorki, a nastepnie utworzenie nowotworu
(Gotgb i wsp., 2012). Uktad odporno$ciowy sprawuje ciggty nadzor nad organizmem
cztowieka. Wedlug teorii ,,nadzoru immunologicznego” Thomasa i1 Burnetta uktad
immunologiczny natychmiast lokalizuje i unicestwia komaérki nowotworowe. Jednak mimo
statej kontroli organizmu moze doj$¢ do ucieczki komérek nowotworowych (Mackiewicz i
Mackiewicz, 2010). W sytuacji kiedy nowotwor omingt uktad obronnosciowy to nastgpuje
etap, w ktérym nowotwor stara si¢ utrzymac i broni¢ przed zwigkszajacym si¢ dzialaniem
uktadu odpornosciowego — jest to faza rownowagi. Faza rownowagi jest to faza podkliczna,
ktora charakteryzuje si¢ dlugoletnim przebiegiem. Duza liczba mutacji 1 niestabilnos¢
genetyczna broni komérki nowotworowe przed atakiem prowadzonym przez limfocyty
I wydzielanym przez nie interferonem gamma. W kolejnym etapie moze doj$¢ do fazy
zwanej ucieczka, ktora charakteryzuje si¢ dynamicznym rozwojem i rozrostem nowotworu.
Faza ta moze by¢ nastgpstwem zablokowania i1 wyczerpania uktadu odpornosciowego,
a takze spadkiem wrazliwosci komorek nowotworowych na interferon gamma oraz
pomnigjszeniem aktywnosci komorek MHC klasy I (Dunn i wsp., 2002; Dunn i wsp., 2006).
IIT etap moze jednak nie nastgpié, stan rOwnowagi moze si¢ utrzymac nie powodujac
przerzutow, uktad immunologiczny moze dziala¢ nawet niszczaco na komorki

nowotworowe (Golab 1 wsp., 2017).
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Aktywacja proceséw odpornosciowych nastepuje dzieki regularnie podejmowanej
aktywno$ci  fizycznej, ktora zwigksza  dziatanie ukladu immunologicznego
(Wozniewski, 2002). Nalezy pamigtac, ze aktywnos$¢ fizyczna ma wielokierunkowy wptyw
na mechanizmy odpowiedzi immunologicznej. Umiarkowany wysitek fizyczny
podejmowany regularnie stymuluje mechanizmy odporno$ciowe, a powtarzany intensywny
wysitek moze prowadzi¢ do zwiekszonej podatnosci na infekcje (Kurowski i Kowalski,
2014). Aktywnos¢ fizyczna generuje uwolnienie kortyzolu i katecholamin, co w nastepstwie
prowadzi do wzrostu liczby niektorych komorek uktadu immunologicznego oraz zmian
w uktadzie humoralnym. Liczba komoérek NK i cytotoksycznych limfocytéw T moze
znacznie zwigkszy¢ swoja liczbe po wysitku fizycznym, w przypadku komorek NK (natural
killer) wzrost ten moze wynosi¢ 150 — 300%, a w przypadku limfocytow T 50-100%
(Nieman, 1994). Wyzej wymienione komorki NK i T to limfocyty tworzace gltdwna
I pierwsza ochrong przed patogenami oraz wlasnymi komorkami, ktore ulegly transformacji

nowotworowej.

Badania nad wptywem aktywnosci fizycznej na raka piersi prowadzone sg nie tylko
w formie epidemiologicznych badan ankietowych, ale takze w formie eksperymentalne;j.
Te drugie, czyli eksperymentalne, wynikaja przede wszystkim z ograniczonych mozliwosci
prowadzenia badan w populacji ludzkiej 1 sa wykonywane gléwnie na modelach
zwierzecych. Wykorzystuje si¢ takie zwierzeta jak: szczury, myszy, Swinie domowe, psy,
kury. Jednak szczur i mysz stanowig podstawowy model doswiadczalny w zwierzgcym
modelu badania guza piersi. Zwierzeta te wykorzystywane sg z powodu prostej 1 tatwej
w utrzymaniu hodowli, szybkiego tempa rozrodu, a takze dobrej znajomosci ich genomu
zwierzecego (Brylinska i Kwiatkowska, 1996). Badania te maja bardzo duzy potencjat.
Ichrola jest umozliwienie lepszego poznania oraz zrozumienia jaki rodzaj wysitku
fizycznego wplywa na proces nowotworzenia, co w przysztosci pozwoli na przetozenie
wynikow badan na ludzkg populacje. Kolejnym ich zadaniem jest poznanie mechanizmow
dziatania zwigzanych z protekcyjng rola aktywnosci fizycznej. Szczury szczepu Spraque-
Dawley oraz myszy posiadaja najbardziej zblizong do gruczotow ludzkich strukture i funkcje
(Cardiff i Wellings, 1999), a takze podobienstwo na poziomie 58% mig¢dzy biatkiem BRCA1

myszy a czlowiecka (Hakem i wsp., 1996). U ludzi podstawowa jednostka gruczotu
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piersiowego nazywana jest jednostka przewodowozrazikowa (TDLU- terminal duct lobular
unit). Struktura ta zbudowana jest z koncowego przewodu zewnatrz zrazikowego oraz
przewodu srodzrazikowego i uchodzacych do niego pecherzykdéw wydalniczych (Niemiec
i Rys, 2009). U gryzoni, strukturg wykazujaca podobienstwo zarowno we wzroscie, rozwoju
1 patologii jest TEBs (terminal end buds). Struktura TDLU i TEBs sg bardzo podatne na
dziatanie rakotworczych czynnikow, co pozwala na przeprowadzania badan poréwnujgcych
proces karcinogenezy i rozwoju nowotworu u ludzi i gryzoni (Wang i wsp., 2009).
Najczgs$ciej stosowanym w badaniach §rodkiem wywolujacym proces karcinogenezy jest
N- metylo N-nitrozomocznik (MNU) (Ko i wsp., 2008). Badania Zongjian i wsp. wykazaty
u samic szczuréw rasy Sprague-Dawley i podaniu nitrozomocznika 0 13% mniej
przypadkow zachorowania na raka listwy mlecznej w grupie trenujacej, poddanej
dobrowolnej aktywnos$ci na biezni ruchomej, w poréwnaniu z grupa nietrenujaca
(kontrolng). Dodatkowo w grupie poddanej treningiowi fizycznemu $rednia masa guza
przypadajaca na 1 osobnika byta mniejsza anizeli w grupie kontrolnej (Zongjian i wsp.,
2008). Podobne wyniki zostaly uzyskane przez Malicka i wsp. u Szczurdw rasy
Sprague-Dawley i podaniu nitrozomocznika w grupie szczuroOw poddanych treningowi
fizycznemu na biezni ruchomej wystapity tylko pojedyncze guzy u mniejszej liczby zwierzat
(40%) w poréwnaniu do grupy kontrolnej, w ktorej wykazano zarowno wigksza sumaryczng
liczbe guzoéw(64%), jak i wigksza ich liczbe przypadajaca na jednego osbnika (od 2 do 7)
(Malicka i wsp. 2015). Na uwagg zastuguje rowniez czas i intensywnos$¢ trwania wysitku
fizycznego. W 1991 roku Cohen wykazal, ze zar6wno zbyt niska jak i zbyt wysoka
intensywnos$¢ treningu fizycznego moze wplynagé na rozwoj raka listwy mlecznej,
a protekcyjne dziatanie ma jedynie wysitek o umiarkowanej intensywnosci (Cohen i wsp.,
1991). W 1994 roku Thompson zaobserwowat z kolei, ze ochronne dziatanie aktywnosci
fizycznej przeciwko rakowi listwy mlecznej odnosi si¢ przede wszystkim do wyzszej
intensywnosci treningu fizycznego oraz dtuzszego czasu jego trwania (Thompson, 1994).
Wyniki te nie sg jednak jednoznaczne. Whitthal-Strange i wsp. stwierdzili, ze z kolei zbyt
intensywny wysitek fizyczny znaczaco zwigksza mase guza (Whittal-Strange i wsp., 1998),
a Westerlind i wsp. przy umiarkowanym wysitku fizycznym nie zauwazyli protekcyjnego
dziatania aktywnosci fizycznej (Westerlind i wsp., 2003). Saez i wsp. wykazali natomiast,

ze zbyt intensywne ¢wiczenia wigzaé si¢ moga ze wzrostem wydzielania hormonow stresu
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(prolaktyna i adrenalina), co z kolei zwigksza ryzyko rozwoju raka listwy mlecznej (Saez
i wsp., 2007). Nieznany pozostaje takze mechanizm dziatania wysitku fizycznego,
przypuszcza si¢ miedzy innymi, ze jednym z mechaniznéw dzialania moze by¢ wptyw
treningu fizycznego na uktad immunologiczny i jego role w powstawaniu i rozwoju raka

listwy mlecznej u szczurdw.

Il CEL PRACY

Celem pracy byla ocena wptywu wysitku fizycznego na uktad immunologiczny oraz
powstanie i rozw6j raka listwy mlecznej wywotanego N-metylo-N-nitrozomocznikiem

U szczuréw.

Il 1. Pytania badawcze

1. Czy trening fizyczny wplywa na ryzyko zachorowania i przebieg raka listwy
mlecznej u szczurdw, oceniane poprzez liczbe i objetos¢ wyindukowanych guzow

oraz jego proliferacj¢ 1 apoptoze?

2. Czy czas indukcji guza jest uzalezniony od podejmowania treningu fizycznego i jego

intensywno$ci?

3. Czy trening fizyczny oraz poziom jego intensywnosci wpltywa na uklad

immunologiczny badanych szczurow?

4. Czy wystepuja zalezno$ci pomiedzy indukcja guza, jego objetoscia, proliferacja
I aktywnoscia apoptotyczng komoérek nowotworowych a poziomem subpopulacji

limfocytow ?

5. Czy wystepuja roznice pomigdzy modelami (prewencja pierwotna vs prewencja
wtorna) w zakresie liczby wyindukowanych guzéw, ich objetoscia, proliferacja,
aktywnoS$cig apoptotyczng komorek nowotworowych i poziomem subpopulacji

limfocytow w odniesieniu do poziomu treningu fizycznego.
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Il 2. Hipotezy badawcze

1. Trening fizyczny dziala protekcyjnie zard6wno na rozwoj, jak i przebieg raka listwy
mlecznej.

2. Mechanizmem wptywajacym na rozwoj i przebieg raka listwy mlecznej jest poziom
proliferacji, aktywno$¢ apoptotyczna komoérek nowotworowych 1 poziom

subpopulacji limfocytoéw zmieniajace si¢ pod wplywem treningu fizycznego.
11l MATERIAL BADAWCZY I METODY
11 1. Zwierzeta — charakterystyka materialu badawczgo

Materiat badany stanowilo 105 samic szczurdw rasy Sprague—Dawley
(Slaski Uniwersytet Medyczny, Katowice, Polska).

Zwierzgta zostaty podzielone na 2 modele:

e Model 1 — model prewencji pierwotnej (50 szczurow)
e Model 2 — model prewencji wtornej (55 szczurdw)

Powyzsze modele zostaly podzielone na 4 grupy, wyodrebniono 3 poziomy intensywnosci
treningu fizycznego oraz grupe kontrolng.

e NPI-grupa z niskim poziomem intensywnosci treningu

e UPI - grupa z umiarkowanym poziomem intensywnosci treningu
e WRPI - grupa z wysokim poziomem intensywnosci treningu

e GK —grupa kontrolna

Badania przeprowadzono w osrodku badawczym dla zwierzat (Zaktad Patomorfologii
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu). Wszystkim zapewniono stalo$¢ warunkow
zewnetrznych (stala temperatura 1 wilgotno$¢ pomieszczenia oraz 12 godzinny tryb

dzien/noc). Wszystkie szczury byty Zywione oraz posiadaty dostep do wody (ad libidum).

Procedury zostaly przeprowadzone zgodnie ze standardami Unii Europejskiej.
Uzyskano zgode na przeprowadzenie badan od I Lokalnej Komisji Etycznej Ludwika
Hirszfelda ds. Doswiadczenh na Zwierzgtach w Instytucie Immunologii 1 Terapii

Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu (numer 37/2010).
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Kryteria wlaczenia:

+ szczury- samice rasy Spraque-Dawley z jednego o$rodka badawczego (Slaski

Uniwersytet Medyczny, Katowice, Polska), w wieku 1 miesigca
* podanie nitrozomocznika w dawce 180 mg/kg masy ciala.

+ dla grup badanych: udzial w treningu fizycznym - minimum 6 z 8 zaplanowanych

tygodni treningu podstawowego oraz udzial w 4 tygodniowym treningu do odmowy
Kryteria wylaczenia:

e odmowa treningu fizycznego — udzial w treningu fizycznym ponizej 6 z 8

zaplanowanych tygodni treningu podstawowego

Przebieg treningu oraz ewentualna $miertelnos¢ szczurow byty $ci§le monitorowane

I zapisywane w dzienniku.

Ostateczna liczba szczuréw poddana analizie rézni si¢ od zakladanej liczebnosci
wyjsciowej. Ze wzgledu na wezesniejsza Smiertelno$¢ niektorych osobnikéw badz odmowe
udziatu w treningu fizycznym analiza w modelu 1 opiera si¢ na 43 osobnikach, a w modelu
2 na 32 osobnikach. Szczegdotowa liczebnos$¢ grup w odniesieniu do poziomu intensywnoS$ci

treningu fizycznego przedstawiono w tabeli 1.

Do grup badanych zostaly wlaczone szczury, ktore podjely trening przez
przynajmniej 6 z 8 zaplanowanych tygodni treningu podstawowego i kolejne 4 tygodnie
treningu do odmowy. Wylaczono z grup badanych szczury, ktérych trening fizyczny
odbiegat od przyjetych podstawowych zatozen. Czyli wszystkie gryzonie, ktore braty udziat

w treningu fizycznym mniej niz 6 tygodni z treningu podstawowego.

Do najczestszych przyczyn przerwania treningu fizycznego nalezato zranienie lapy,
w dwoch przypadkach odmowa nastapita bez wyraznej przyczyny. Pierwsze odmowy

obserwowano w 4 tygodniu od rozpoczecia stosowania treningu fizycznego.

Smiertelno$¢ badanych szczur6w obserwowano w réznych etapach prowadzonego

eksperymentu, zaréwno w grupach badanych jak i kontrolnych. W modelu prewencji
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wtornej zaobserwowano wicksza $miertelno$¢ osobnikow, niz w modelu prewencji
pierwotnej. Prawdopodobnie wynika to z czasu prowadzonego eksperymentu. W modelu 1
zwierzeta zostaty poddane eutanazji po uptywie 12 tygodni od podania MNU, natomiast

w modelu 2, 24 tygodnie od podania MNU.

W zwigzku z powyzszym rdznica w liczebnosci szczurow w poszczegdlnych grupach
o réznych poziomach intensywnos$ci oraz w badanych modelach wynika przede wszystkim
z odmowy 1 wyzszej $miertelnos$ci, czego nie przewidziano na etapie planowania

eksperymentu.

Tab.1. Liczebnos$ci grup poddanych treningowi fizycznemu w zaleznosci od modelu.

Model 1 14 12 10 7 43
Model 2 8 9 9 6 32
Razem 22 21 19 13 75

Badane szczury nie r6znily si¢ istotnie pod wzglgdem masy ciata, zaréwno poczatkowej, jak
1 koncowej oraz iloSci podanego MNU, niezaleznie od badanego modelu.
Szczegdtowe wyniki w odniesieniu do 2 grup (grupa trenujaca vs grupa kontrolna)
przedstawiono w tabeli 2, natomiast w odniesieniu do poziomu intensywnosci treningu

fizycznego w tabeli 3.



Tab.2. Porownanie $redniej masy oraz dawki MNU podanej szczurom w grupach
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doswiadczalnych.
p (test
Model Cecha GRUPA N Srednia | Mediana | Odch.std Manna-
ode Whitneya)
Masa 29 | 110,07 | 1200 27.69
VN 0,632
(MNU) [g] 14 | 10550 | 1055 11,12
. 29 2,01 2,2 0,45
MNU /(l1<losc) 0,574
[mg/kg] 14 1,01 1,9 0,21
Masa 20 | 28724 | 2900 22.41 .
(sekcja) [g] 14 | 28750 | 2845 23.41 ’
Masa 24 | 11354 | 1125 31,62
(MNU) [g] 8 133,88 | 1330 11,68 0,190
MNU (ilos¢) 24 2,04 2,1 0,47
Model | [mg/kg] 8 2.41 24 0.20 0,092
2
Masa 24 | 30517 | 3080 3551
(sekcja) [9] 8 | 31100 | 3120 35,58 0,648
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Tab.3. Srednia masa oraz dawka MNU podana szczurom w grupach do$wiadczalnych w
zaleznosci od podejmowanego poziomu intenswnosci treningu fizycznego.

v Cecha GRUPA N | Srednia | Mediana| Odch.std Kfu(stl::a-
Wallisa)
GK 14 | 10550 | 1055 | 11,12
Masa NPI 12 | 11417 | 1200 | 27.12
(MNU) [9] " 0pi 10 | 113,00 | 1350 | 3561 009
- 7 | 9886 | 1000 | 11,50
GK 14 | 101 1,9 0,21
e NPI 12 | 210 2,3 0,45
Model 1 [ﬂ;/skcé] UPI 10 | 2,08 25 0,55 oz
- 7 | 177 1,8 0,22
GK 14 | 287,50 | 2845 | 2341
Masa NPI 12 | 27958 | 280,0 | 20,94
(sekeja) [9] [~ UPI 10 | 289,50 | 2950 | 2511 0340
- 7 | 297,14 | 2940 18,82
GK 8 | 133,88 | 1330 | 11,68
Masa NPI 9 | 118,89 | 1400 | 32,57 0,158
(MNU) [g] =upi o | 118,89 | 1400 | 39,19
- 6 | 9750 | 985 5,68
GK 8 | 241 2.4 0,20
MNU NPI 9 2,16 2,5 0,49 0,127
(ilos¢é)
[mg/kg] UPI 9 2,10 2,5 0,56
Model 2 - 6 1,77 1,8 0,10
GK 8 | 311,00 | 3120 | 3558
Masa NPI 9 | 307,78 | 3090 | 30,31 0,625
(sekcja) [9] —Up] 9 | 29278 | 2990 | 2550
- 6 | 319,83 | 3105 | 52,37
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111 2. Metody badawcze

111 2.1. Indukcja i wykrywanie raka listwy mlecznej

Wyindukowanie guza raka listwy mlecznej odbyto si¢ poprzez podanie wszystkim
samicom szczurbw w wieku 1 miesigca dootrzewnowo karcinogenu N-metylo-N-
nitrozomocznika, MNU (Sigma-Aldrich, Monachium, Niemcy) w dawce 180mg/kg masy
ciata. MNU zostalo rozpuszczono w cieplym roztworze NaCl i zakwaszono za pomocg

kwasu octowego do pH 5,0 (Ko i wsp., 2008).

Poczawszy od 4 tygodnia od podania MNU w celu wykrycia wystepujacych guzow
prowadzono systematycznie trzy razy w tygodniu badanie palpacyjne. Regularnie raz

w tygodniu zwierz¢ta byly wazone.

Ponadto zwierzeta zostaty 2-krotnie poddane okresowej kontroli za pomoca
specjalistycznej, liniowej glowicy USG do badan zwierzat (UST 5298 - Phased Array
0 czestotliwosci pracy od 2,0 do 8,0 MHz 1 kacie 90°) w celu okreslenia rozwoju procesu
nowotworowego — liczby i wielkos$ci guzéw. Badania byly wykonane po wczesniejszy

podaniu srodkow anestetycznych.

Wszystkie czynnos$ci realizowano przy pomocy znieczulenia (mieszanka ketaminy —

dawka 60 mg/kg oraz medetomidyny - dawka 0,5 mg/kg masy ciata).

111 2.2. Trening fizyczny

Szczury z modelu 1 zostaly poddane treningowi fizycznemu bezposrednio po

podaniu MNU, natomiast szczury z modelu 2-12 tygodni po podaniu MNU.

Trening odbywat sie przez okres 12 tygodni, 5 dni w tygodniu, na ruchome;j
3- pozycyjnej biezni dla zwierzat doswiadczalnych Exer 3/6 firmy Columbus.

W zalezno$ci od poziomu intensywno$ci treningu z czasem sukcesywnie byla podwyzszana
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predkos¢ przesuwu biezni i czas trwania treningu (Tab.4). Parametry dla treningu o niskim
poziomie intensywnosci zostaly obnizone o 20% w stosunku do treningu o poziomie
umiarkowanym, natomiast parametry dla treningu o wysokim poziomie intensywnosci

zostaty podwyzszone odpowiednio o 20% (Podhorska-Okotow, 1999).

Szczury z grupy kontrolnej po podaniu MNU nie byly poddane treningowi
fizycznemu. Przez 12 tygodni znajdowaty si¢ w klatkach w identycznych warunkach jak

szczury z grupy poddanej treningowi fizycznemu.

Tab.4. Protokot treningu o umiarkowanej intensywnosci

Tydzien treningu 1 2 3 4 5 6 7 8 9-12

Predkos¢ przesuwu (060 | 096 | 1.20 | 144 | 168 | 1.68 | 1.68 | 1.68 | 1.68
biezni [km/h]

Czas [min] 10 20 30 40 50 55 60 65 30

111 2.3. Pobranie tkanek

Zwierzeta zostaly poddane eutanazji po uptywie 12 tygodni od podania MNU dla
modelu 1 i 24 tygodni od podania MNU dla modelu 2.

US$miercenie nastgpito poprzez dootrzewnowe wstrzyknigcie pentobarbitalu w dawce
200 mg/kg masy ciata, ktore poprzedzono domig$niowym znieczulaniem poprzez
wstrzyknigcie ketaminy, w dawce 60 mg/kg masy ciata oraz medetomidyny w dawce 0,5

mg/kg masy ciata (Puta i wsp. 2013).

Podczas sekcji pobrano do badan:

e Wszystkie guzy wykryte palpacyjnie
e Phuca, watrobg, $ledziong, nerki
e Powickszone wezty chlonne

o Krew
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Wykryte palpacyjnie guzy zmierzono, nastgpnie wszystkie guzy oraz przerzuty
podzielono na 3 czeSci: jedng utrwalono w 4 % zbuforowanej formalinie (sporzadzenie
bloczkéw parafinowych), druga zamrozono w -80°C (badania molekularne), trzecia

zabezpieczono w ptynie RNAlater (badania metodg real-time PCR)

Pobrano takze krew, ktorg z kolei poddano procesowi wirowania (500g przez 15 minut

w 4°C). Po odwirowaniu otrzymano osocze, ktore zostato zamrozone.

111 2.4. Histopatologia

Badanie histopatologiczne zrealizowano na pocictych z bloczkéw parafinowych
preparatach 6-um barwionych hematoksyling oraz eozynag (H&E) (Puta i wsp., 2013).
Zostato ono wykonane przez dwdch niezaleznych patologow, przy zastosowaniu
dwustanowiskowego mikroskopu BX 41 (Olympus, Tokio, Japonia). Patolodzy dokonali
klasyfikacji guzéw na tagodne i ztosliwe, wedtug klasyfikacji guzéw sutkowych u szczuréw
(Russo i Russo, 2000).

111 2.5. Mikromacierze tkankowe (TMA)

Macierze tkankowe zostaty przygotowane po wykonaniu badan histopatologicznych
pobranych nowotworéw. Pobrano trzy fragmenty guzéw o S$rednicy 2.0 mm
Z przypuszczalnie najwigksza ilo$cig komorek nowotworowych, za pomocg Manual Tissue
Arrayer I (Beecher Instruments Inc., Sun Prairie, WI, USA). Nastepnie pozyskane fragmenty
umieszczano w bloczkach parafinowych. Dla wszystkich probek guza zostat zastosowany

ten sam schemat dziatania.

11 2.6. Immunohistochemia (IHC) - proliferacja

Na skrawkach guzow zostaty przeprowadzone reakcje immunohistochemiczne.
Skrawki byly utrwalone w formalnie (4% zbuforowana formalina), podzielone na preparaty

0 grubosci 4um, zanurzone w parafinie.
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Skrawki byty gotowane w buforze Target Retrieval Solution low pH (przeciwciato
Ki-67) w aparacie PTLink (20 minut, 97°C), a nast¢pnie studzone w buforze ptuczacym
Wash Buffer (bufor TBS z Tween 20) w celu deparafinizacji uwodnienia oraz odstonigcia
determinant antygenowych. Natomiast do przeprowadzenia reakcji IHC wykorzystano
system do wizualizacji EnVision FLEX+ (DakoCytomation, Glostrup, Dania, nr kat. K8002)
w aparacie AutostainerLink 48. Caty proces byl wieloetapowy. Pierwszy etap polegat na
blokowaniu endogennej peroksydazy w EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent
(5 minut, temperatura pokojowa). Drugi etap polegat na przeptukaniu skrawkéw w Wash
Buffer i inkubowano z pierwszorzgdowymi przeciwciatami: Ki-67 MIB-5 (Dako, 1:25,
nr kat. M7248) 20 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie poprzez ptukanie w Wash
Buffer usunieto nadmiar przeciwcial. Wykonano nakropianie przeciwcial drugorzedowych
sprzezonych z peroksydaza chrzanowg (EnVision FLEX HRP) na 20 minut w temperaturze
pokojowej. Nastgpnym etapem po ptukaniu w Wash Buffer bylo dodanie substratu dla
peroksydazy chrzanowej — diaminobenzydyn¢ (EnVision FLEX Working Solution mix)
i inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej. W efekcie dwukrotnego ptukania
w Wash Buffer resztki odczynnika zostaty usunigte. Kolejnym etapem bylo barwienie
kontrastujagce hematoksyling (EnVision FLEX Hematoxylin, 7 minut, temperatura
pokojowa). Po przeplukaniu w wodzie destylowanej oraz dwukrotnie w Wash Buffer,
skrawki przeprowadzono przez szereg alkoholi o wzrastajacym stezeniu (70%, 96%, 99,8%)
— po 5 minut, a nast¢pnie przez ksylen. Preparaty zostaly zmontowane syntetyczng zZywica

SUB-X Mounting Medium przy uzyciu aparatu Coverslipper.

Wszystkie przeciwciata rozcienczone zostalty w FLEX Antibody Diluent.

111 2.7. Tunel

Do odnalezienia zmian apoptotycznych w guzach nowotworowych uzyto zestaw
ApopTag In Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore, nr kat. S7100).
Wykonano odparafinowanie preparatow o grubosci 4um, za pomoca 15-minutowej
inkubacji w ksylenie. Pozniej preparaty uwodniono poprzez prowadzenie przez szereg

alkoholi o malejacym stezeniu (99,8%, 96%, 70%). Nastepnie po plukaniu w wodzie
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destylowanej oraz buforze PBS (po 5 minut), tkanki trawiono proteinazg K przez 5 minut
w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu trzykrotnego ptukania w buforze PBS,
blokowano endogenng peroksydaze poprzez inkubacjc w 3% H202. przez 5 minut
w temperaturze pokojowej. Po ptukaniu w buforze PBS, szkietka inkubowano przez
10 minut w temperaturze pokojowej, w buforze preinkubacyjnym (Equilibration Buffer).
Poprzez godzinng inkubacj¢ w roztworze zawierajagcym TdT Enzyme i Reaction Buffer
(proporcja 33:77 ul) A4 37°C wykonano reakcje terminalne;j
deoksyrybonukleotydylotransferazy.  Zatrzymanie reakcji byto mozliwe dzigki
umieszczeniu preparatow ze skrawkami w buforze pluczacym (Stop/Wash Buffer)
I inkubacje przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Kolejnym etapem po ptukaniu
w buforze PBS byla inkubacja z przeciwcialem anty-digoksygening skoniugowang
z peroksydaza chrzanowa (Anti-Digoxigenin Peroxidase) przez 30 minut w temperaturze
pokojowej. Substrat po ptukaniu w buforze nakropiono dla peroksydazy chrzanowej —
diaminobenzydyn¢ (DAB+ Liquid, Dako) na 5 minut. Poprzez ptukanie w wodzie
destylowanej zostaly usuniete resztki odczynnika. Nastgpnym etapem bylo barwienie
kontrastujagce hematoksyling (EnVision FLEX Hematoxylin, 7 minut, temperatura
pokojowa). Po przeplukaniu w wodzie destylowanej oraz dwukrotnie w Wash Buffer,
skrawki przeprowadzono przez szereg alkoholi o wzrastajgcym stezeniu (70%, 96%, 99,8%)
— po 5 minut, a nastgpnie przez ksylen. Preparaty zostaly zaklejone szkietkami
nakrywkowymi przy uzyciu syntetycznej zywicy SUB-X Mounting Medium przy uzyciu
aparatu Coverslipper.

111 2.8. Ocena reakcji IHC

Pod mikroskopem optycznym BX 41 wyposazonym w oprogramowanie CellD do
analizy obrazu wspomaganego komputerowo (Olympus Tokyo, Japan) zostala oceniona
immunohistochemiczna ekspresja skrawkow guzow. W celu wykonania oceny antygenu
Ki-67, TUNEL w sekcjach TMA wybrano trzy pola z najwicksza liczba komorek

nowotworowych dajacych pozytywna reakcje (hot spots). Oceniano procent pozytywnych
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komorek z kazdego pola poprzez oszacowanie bragzowo znakowanych jader komorek
nowotworowych w 400 krotnym powigkszeniu. Wyniki pozyskane z trzech probek

zanotowano w formie $redniej dla kazdego guza.

111 2.9. Cytometria przeplywowa

Do oznaczenia komorek uktadu immunologicznego zastosowang metode cytometrii
przeptywowej. Probki caly czas trzymano na lodzie. Do 50l krwi szczuréw dodano 150ul

1% BSA. Doktadnie zamieszano. Przygotowano 3 mieszaniny znakowanych przeciwciat:

1. CD3 APC (5ul na probke), CD4 Fitc (5ul na probke), CD8a PerCP (5ul na probke),
CD11b/c PE (5ul na prébke)

2. CD16l Fitc (10ul na probke), CD3 APC (5ul na probke), CD45A PE (5ul na probke)

3. IzoFitc (5pl na probke), IzoAPC (5ul na probke), IzoPerCP (5ul na probke), 1zoPE
(5ul na probke)

Dodawano po 20ul mieszaniny przeciwcial na probke i1 dokladnie mieszano.
Nastegpnie inkubowano probki 30 min. w ciemnosci. Po tym czasie dodawano po 1ml buforu
lizujacego 1 ponownie inkubowano w ciemnosci przez 10min. W kolejnym kroku probki
wirowano przy 3000 obr./min. przez 2min. Supernatant usuwano i dodawano po 1ml 1%
BSA. Komoérki zawieszano w buforze, a nastepnie wirowano przy 3000 obr./min.
Ponownie supernatant usuwano i dodawano po 1ml 1% BSA w celu dobrego przeptukania
komorek i wirowano przy 3000 obr./min. przez 2min. Po odwirowaniu supernatant usuwano.
W koncowym etapie dodawano 400ul 1% BSA i doktadnie zawieszano komorki

W roztworze. Tak przygotowane probki mierzono przy uzyciu FACS’u.

Bandanie mialo na celu wyodrebnienie nastepujacych subpopulacji limfocytow:
CD3+/CD4+ - limfocyty Th, CD3+/CD8+ - limfocyty Tc, CD4+/CD8+ - limfocyty
niedojrzate, podwojnie pozytywne, CD3-/CD11b+ - granulocyty, monocyty, CD3-/CD161+
- NK, CD3-/CD161- - limfocyty B, monocyty, CD3+/CD45RA+ - limfocyty T, CD3-
/ICD45RA+ - limfocyty B, monocyty.
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111 3. Metody statystyczne

Opis statystyczny materialu obejmowat wyznaczenie wartosci $srednich, median

rozktadu i odchylen standardowych.

Za pomoca testu Shapiro-Wilka oceniono, ze rozklady praktycznie wszystkich
zmiennych (mierzonych parametrow) w pracy w sposob istotny odbiegaly od rozktadu
normalnego. Tym samym hipoteza zerowa 0 normalnosci rozktadu zostata odrzucona,

W powyzszej rozprawie doktorskiej zastosowano gltéwnie testy nieparametryczne.

Testowanie paramentryczne za pomocg testu t-Studenta wykonano jedynie dla

masy szczura, ktora byta jedyng cechg o rozktadzie normalnym.

Roéznice pomigdzy 2 grupami niezaleznymi oceniano stosujac test Manna—
Whitneya. Natomiast do porownywania wigkszej liczby grup niezaleznych (porownywanie

poziomow wysitku) wykorzystano test ANOVA Kruskala-Wallisa.
Dane zostaty zaprezentowane w formie tabel lub rycin.

Istotnos$¢ statystyczna rdznicy $rednich oraz korelacji oceniano przyjmujac poziom
krytyczny p<0,05. Obliczenia przeprowadzono uzywajac pakietu STATISTICA 13.1 firmy
Dell.
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IV WYNIKI
IV 1. Grupa trenujaca vs grupa kontrolna

IV 1.1. Indukcja guzéw

MODEL 1

W grupie trenujacej wyindukowano 20 guzy nowotworowe (0,69 na szczura)
u 15 szczuréw (52%), natomiast w grupie kontrolnej 22 guzy nowotworowe (srednio 1,57
na szczura) u 9 szczurdw (64%). Guzy wielokrotne wystgpowaly czesciej w grupie

kontrolnej (Ryc.2).

MODEL 1
11
4

3
2
1 1 1 1

ay MLk Mk
1 2 3 4 7

LICZBA GUZOW

M grupa kontrolna M grupa trenujaca

Ryc.1. Czgsto$¢ wystepowania guzow wielokrotnych.
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W rozktadzie czasu indukcji guza w grupie trenujacej wystepuja dwie dominanty:
91 13 tygodni (srednia=10,7 tyg.), a w grupie kontrolnej dominuje przedziat 10-11 tygodni
($rednia=10,3 tyg.) (Ryc.3).

Model 1

47%

44% 44%
35%
11%
6% % %
7 9 10 11 13

CZAS INDUKCIJI GUZA [TYG.]
M grupa kontrolna M grupa trenujaca

Ryc.2. Procentowy rozktad czasu indukcji guza.

Znaczna rozpigtos¢ czasu indukcji guza oraz mata liczebno$¢ grup nie pozwalaja na
stwierdzenie istotnej zaleznosci czasu indukcji guza od podejmowania treningu fizycznego
(Tab.5).

Tab.5. Czas indukcji guza a podejmowany trening fizyczny.

Odch. | p (test Manna -

Grupa n Srednia | Mediana Std. Whitneya)

9 10,3 10 0,7
15 10,7 9 2,1

0,878
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MODEL 2

W grupie trenujacej wyindukowano 49 guzy nowotworowe (2,0 na szczura)
u 19 szczuréw (79%), natomiast w grupie kontrolnej odpowiednio 24 guzy nowotworowe

(Srednio 3,0 na szczura) u 7 szczuréw (88%).

W grupie trenujacej w wickszosci przypadkéw u jednego szczura wystepowaly

maksymalnie 3 guzy, natomiast w grupie kontrolnej wystepowaty guzy wielokrotne (Ryc.4).

MODEL 2
IJJJI.I.;II.;I

M grupa kontrolna M grupa trenujaca

Ryc.3. Czesto$¢ wystepowania guzéw wielokrotnych.

Czas indukcji guza w modelu 2 rozktadat si¢ odmiennie niz w modelu 1.
Indukcja guza w modelu 2 w grupie kontrolnej nastgpowata zwykle pdzniej niz w modelu 1.

W grupie trenujacej przecigtny czas indukcji guza z kolei byl krotszy niz w grupie
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kontrolnej. Réznica przecigtnego czasu indukcji guza miedzy grupa trenujaca i kontrolng

wynosita okoto 2 tygodnie (Ryc.5). Roznica ta jest istotna statystycznie, p=0,044 (Tab.6).

Model 2

43%

38%
24%
14% 149 14%4%  14%
10%
5% %
%' % 0% 0% %
7 8 9 10 11 12 13 16

CZAS INDUKCJI GUZA [TYG.]
m grupa kontrolna M grupa trenujaca

5%
1

9

Ryc.4. Procentowy rozktad czasu indukcji guza.

Tab.6. Czas indukcji guza a podejmowany trening fizyczny.

p (test
Grupa n Srednia | Mediana | Odch. Std. | Manna-
Whitneya)
7 13,1 13,0 3,1
0,044
19 10,8 11,0 2,5
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MODEL 1 VS MODEL 2

Liczba wyidukowanych guzow jest wigksza w modelu 2, zarbwno w grupie
trenujacej, jak 1 kontrolnej. Jednak tylko w grupie trenujacej rdznica liczby guzow pomiedzy

modelami jest istotna statystycznie (Tab.7).

Tab.7. Poréwnanie rozktadow liczby guzow w obu modelach: grupa trenujgca vs grupa

kontrolna.
p (test
Grupa Model Srednia Mediana Odch.std Manna-
Whitneya)

1 1,57 1,0 1,99

kontrolna 0,109
2 3,00 1,5 2,93
1 0,69 1,0 0,81

trenujgca 0,004
2 2,04 1,5 2,31
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IV 1.2. Objeto$¢ guzéw, poziom proliferacji i apoptozy
MODEL 1

Srednia i mediana rozkladu objetosci guza byly wicksze w grupie trenujacej.
Znaczne zréznicowanie objgtosci guza w grupie trenujacej sprawia, ze mimo wyraznej
réznicy $rednich i median, rozktady objetosci w obu poréwnywanych grupach nie réznig si¢
statystycznie istotnie. ROwniez rozktady Ki-67 w obu grupach nie ro6znig si¢ istotnie.
Jedynie istotny wptyw podejmowanego treningu zaobserwowano w przypadku zmiennej

tunel (Tab.8).

Tab.8. Parametry rozktadu zmiennych V, Ki-67 i tunel w grupie trenujgcej i kontrolnej

w modelu 1.
p (test
Zmienna| Grupa |Srednia|Mediana|Odch.std| Manna-
Whitneya)

kontrolna| 374,6 280,0 3149
V 0,5624

trenujaca | 807,9 3015 1017,4

kontrolna| 10,86 | 11,94% | 7,65%
Ki-67 0,8700
trenujaca| 10,60 8,99% 6,73%

kontrolna| 2,03 1,08% 2,96%
tunel 0,0344

trenujaca | 2,77 2,19% 2,16%
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MODEL 2

Wsrod szczurow w modelu 2 podobnie jak w modelu 1, jedynie rozktad zmienne;j

tunel roznit si¢ istotnie przyjmujac w grupie trenujacej istotnie wicksze wartosci (Tab.9).

Tab.9. Parametry rozktadu zmiennych V, Ki-67 i tunel w grupie trenujgcej i kontrolnej

w modelu 2.
p (test
Zmienna | Grupa Srednia | Mediana | Odch.std | Manna-
Whitneya)
kontrolna 918,1 327,0 1476,6
V 0,3627
trenujaca 978,3 216,0 1455,7
kontrolna 899,32 610,65% | 965,14%
Ki-67 0,3385
trenujaca 1167,89 778,00% | 1295,42%
kontrolna 119,92 64,10% 137,14%
tunel 0,0431
trenujaca 347,21 217,90% | 430,00%
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MODEL 1 VS MODEL 2

W zestawieniu obu modeli dla objetosci guzow, ich proliferacji (Ki-67) oraz
apoptozy (tunel) nie zaobserwowano istotnych réznic (Tab.10).

Tab.10. Porownanie rozktadow zmiennych V, Ki-67, tunel w obu modelach w grupie
trenujacej 1 kontrolne;.

p (test
Zmienna | Grupa | Model Srednia | Mediana | Odch.std | Manna-
Whitneya)

1 374,59 | 280,00 314,90

Vv 0,206
2 918,15 | 327,00 | 1476,64
2 1 | 1086% | 11.94% | 7.65%

Ki-67 = 0,276
§ 2 8,99% 6,11% 9,65%

hv4

1 2,03% 1,08% 2,96%

tunel 0,337
2 1,20% 0,64% 1,37%
1 807,88 | 301,50 | 1017,38

V 0,556
2 978,27 | 216,00 | 1455,75
§ 1 10,60% | 8,99% 6,73%

Ki-67 i 0,431
5 2 11,68% | 7,78% 12,95%

B

1 2,77% 2,19% 2,16%

tunel 0,647
2 3,47% 2,18% 4,30%
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IV 1.3. Poziom subpopulacji limfocytéw
MODEL 1

W modelu 1 dla subpopulacji limfocytéw zaobserwowano wyzsze wartosci Srednie
(1 mediany) w grupie trenujacej (z wyjatkiem CD3-CD161-). Roznice sg statystycznie
istotne, z wyjatkiem CD3+CD4+ i CD3+CD8+ (Tab.11).

Tab.11. Poziom subpopulacji limfocytéw (CD): grupa trenujaca vs grupa kontrolna.

p (test
Cecha Grupa Srednia | Mediana | Odch.std | Manna-
Whitneya)

kontrolna | 10058,6 | 10134,0 6705,2
CD3+CD4+ 0,119
trenujaca | 13793,4 | 140595 64529

kontrolna | 4600,7 3973,0 2990,4
CD3+CD8+ 0,289
trenujaca 5690,9 6162,5 2765,6

kontrolna 960,2 720,5 813,0
CD4+CD8+ 0,022
trenujaca 1824,3 1390,0 2207,0

CD3- kontrolna | 6328,8 6593,5 4047.8
/ 0,021
CD116/c+  Nrenujaea | 14131,9 | 122090 | 13216,0
kontrolna 184,4 66,5 397,2
CD3+CD161+ 0,001

trenujaca 303,9 247,0 222 .4

kontrolna | 87221,5 | 87003,5 6723,6
CD3-CD161- 0,001
trenujaca | 762454 | 75373,0 8277,0

CD3+CD45R | Kontrolna |  396,7 225,0 619,9

0,002
At trenujaca 483.8 504,5 152,9
CD3- kontrolna | 6234,6 6612,5 3283,3
CD45RA+ 0,002

trenujaca | 11636,6 | 11509,0 | 47451
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MODEL 2

W modelu 2 dla subpopulacji limfocytow zaobserwowano istotnie nizsze warto$ci
$redniej (i mediany) w grupie trenujacej dla zmiennych: CD3+CD8+, CD3+CD161+ i trend
zmiany (p~0,05) dla CD4+CD8+ (Tab.12).

Tab.12. Poziom subpopulacji limfocytow (CD) w zaleznosci od poziomu wysitku

fizycznego.
P (test
Cecha Grupa Srednia | Mediana | Odch.std | Manna-
Whitneya)
CD3+CD4| Kontrolna | 115056 | 11117 | 3285,6 .
+ trenujaca | 9041,3 | 8094 | 5357,9 ’
cD3+Ccpg| kontrolna | 6275,1 5575 2172,8 0.040
+ trenujaca 4182,2 3821 2475,1 ,
cD4+CcDg | Kkontrolna | 1563,1 1568 537,2 0.058
+ trenujaca 1095,9 962 7129 ,
CD3- kontrolna | 21628,5 | 21284 11897,5
0,484
CD116/c+ [Fqenujaea | 18389,0 | 16490 | 124528
cD3+CD1| kontrolna | 2194 124 334,1 0.050
61+ trenujaca | 4956 172 612,6 ’
cD3- | Kontrolna | 83573,8 | 84980 | 66328
0,735
CD161- ¢renujaca | 843611 | 86527 | 8093,0
CD3+CD4 | kontrolna | 5028 390 465,9 0.439
SRA+ trenujaca 324,2 297 195,7 ’
CD3- kontrolna | 6387,0 7076 2730,1
0,291
CD45RA* [ renujaca | 10123,0 | 8058 | 10841,3
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MODEL 1 VS MODEL 2

Istotne zroznicowanie dla obu modeli zaobserwowano w grupie kontrolnej dla
CD4+CD8+, CD3-CDI116/ct+ oraz w grupie trenujgcej dla CD3+CD4+, CD3-CD161,
CD3+CD45Ra+ oraz CD3-CD45RA+ (Tab. 13)

Tab.13. Poziom subpopulacji limfocytéw (CD) w obu modelach.

Grupa Zmienna Model | Srednia | Mediana | Odch.std I\F/)Ief:\ensetl-
Whitneya)

covon [ e e Tmr
coveow [ S0
CD4+CDBr e ess0 | sarg | 0015

% SIDE-CIDTHLal e ; 261362285?5 2615298?:‘:?0 f1084;)77’f35 0,0019
E CD3+CD161+ ; ;?g:i 162%?0 ggﬁ 0,2458
CD3-CDIGL- | pasBo0 | abars | 027
CD3+CD45RA+ ; ggg; éggg iégg 0,0875
covcomn [ S S
CD3+CDA+ ; l93074913:%4 15100954365 gggig 0.0359
S g 3% =% g

|| opacoer O e o0 | ame | 0100
BN oo B s e
= | cos+cpiel+ % jggg i;‘;g éigg 0,8640
oD3-CoI6L- | aesar0 | aosso | 00070
CD3+CD45RA+ ; ggjg gg‘;g 1823 0,0039
CD3-CD45RA+ || 1| 116366 | 115090 | 47451 | 0,0345
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\l | | 2 | 101230 | 80580 | 108413 | H

IV 2. Poziom treningu fizycznego

IV 2.1. Indukcja guzow

MODEL 1

W modelu 1 w GK wyidukowano tgcznie 22 guzy ($rednio 1,57 na szczura), w grupie
NPI 13 guzéw (1,08 na szczura), w grupie UPI 4 guzy (0,40 na szczura) i w grupie
WPI réwniez 3 guzy (0,43 na szczura). Srednia liczba wyidukowanych guzow na szczura
jest nizsza w grupach trenujacych oraz maleje wraz ze wzrostem intensywnosci treningu
fizycznego od poziomu niskiej intensywnosci (NPI) do $redniej i wysokiej (UPI i WPI)
(Ryc.6).

1.80
1.57
1.60
1.40
1.20 1.08
1.00
0.80

0.60
0.40 0.43

0.40
0.20 l
0.00

GK NPI UPI WPI
GRUPA

SREDNIA LICZBA GUZOW

Ryc.5. Srednia liczba guzéw nowotworowych na szczura w zaleznosci od intensywnosci
treningu (model 1).
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Stwierdzone rdéznice miedzy grupami w liczbie wyidukowanych guzow sa
statystycznie istotne (test AQNOVA Kruskiala-Wallisa, p = 0,049). Srednia liczba
wyidukowanych guzow u szczurow w grupie kontrolnej (GK) jest zblizona do $redniej
w grupie NPI, $rednie w grupach UPIl i WPI sa niemal identyczne. Testy poréwnan
wielokrotnych post-hoc (Tab.14) potwierdzaja te spostrzezenia. Srednia liczba guzéw
w grupach UPI i WPI nie rozni si¢ istotnie, hatomiast istotnie obie te $rednie r6znig si¢ od
sredniej w grupie GK. Roéznica $rednich migdzy grupami GK i NPI, chociaz wyrazna, nie
jest statystycznie istotna. Brak istotnego zr6znicowania migdzy grupa NPI i grupami UPI

i WPI wiaze si¢ gldwnie z mata liczebnoscia tych grup.

Tab.14. Wartos$ci p w tescie porownan wielokrotnych (post hoc) w ANOVA
Kraskala — Wallisa liczebnoséci wyindukowanych guzow na szczura.

NPI UPI i

GK 0,439 0,024 0,047

NPI 0,128 0,184

UPI 1,000




Strona |33

Wielokrotne guzy obserwowano jedynie u szczurow z grupy kontrolnej (GK)

i w grupie o niskiej intensywnosci (NPI). W grupach UPI i WPI wyidukowano jedynie guzy

pojedyncze (Tab.15).

Tab.15. Rozktad liczby guzow nowotworowych na szczura w poszczegolnych grupach

w modelu 1.
MODEL 1
Liczba guzow
nowotworowych u Grupa

szczura
0 5 4 6 4
1 4 4 4 3
2 2 3 0 0
3 1 1 0 0
4 1 0 0 0
7 1 0 0 0

Ogoltem 14 12 10 7

W modelu 1 przecigtny czas indukcji guza okazal si¢ najdtuzszy w grupie WPL

Jednak niewielka liczebno$¢ tej grupy nie pozwala na uznanie istotnosci statystycznej

zaobserwowanych roznic (Tab.16). Ewentualne znalezienie statystycznego potwierdzenia

wydtuzania si¢ czasu indukcji w miar¢ zwigkszania intensywnosci treningu wymaga

przeprowadzenia badan na liczniejszym materiale.



Tab.16.
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Czas indukcji guza w poszczegolnych grupach w zalezno$ci od intensywnosci
wysitku w modelu 1.
p (test
Grupa Srednia Mediana Odch.std. Kruskala-
Wallisa)
NPI 10,9 11,5 2,3
UPI 10,0 9,0 2,0 0,338
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MODEL 2

W modelu 2 w grupie GK wyidukowano tacznie 24 guzy ($rednio 3,00 na szczura),
w grupie NPI 13 guzéw (1,44 na szczura), w grupie UPI 13 guzow (1,44 na szczura)
i w grupie WPI 23 guzy (3,83 na szczura) (Ryc.7). Srednia liczba wyindukowanych guzoéw

na szczura nie wykazuje zalezno$ci od intensywnosci treningu (ANOVA Kruskala-Wallisa,

p=0,573).

4.50
4.00 3.83
3.50

3.00
3.00
2.50

2.00
1.44 1.44

SREDNIA LICZBA GUZOW

1.00
0.50

0.00
GK NPI UPI WPI

GRUPA

Ryc.6. Srednia liczba guzéw nowotworowych na szczura w zaleznosci od intensywnosci
treningu (model 2).



W modelu 2 liczne guzy wystgpowaty we wszystkich grupach (Tab.17).
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Tab.17. Rozktad liczby guzow nowotworowych na szczura w poszczegolnych grupach

w modelu 2.

Liczba guzéw
nowotworowych u
szczura

MODEL 2

Grupa

@
A

pd
2

c
2

o

O INOO|OT| A~ W|IN|PF

=
o

Ogoélem

0Ok, ORI P OO, W|kF

O OO0 0O|O|P,r | O, W

O OO OO0/, |INMN|O|O

@I—‘OI—‘OOOI\JOOI\JI

W modelu 2 analiza zalezno$ci czasu indukcji guza od intensywnosci treningu nie

wykazuje istotnych roznic (Tab.18).

Tab.18. Czas indukcji guza w poszczeg6lnych grupach w zalezno$ci od intensywnosci
wysitku w modelu 2.

p (test
Grupa Srednia | Mediana | Odch.std. | Kruskala-
Wallisa)
NPI 11,9 11,0 2,0
UPI 10,6 11,0 0,9 0,205
- 11,2 10,0 4.6
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MODEL 1 VS MODEL 2

W modelu 2 $rednia liczba guzéw, podobnie jak mediana rozktadu, jest wicksza od
$redniej 1 mediany liczby guzéw w modelu 1, niezaleznie od intensywnos$ci wysitku, ale

istotnie r6zni si¢ od $redniej w modelu 1 w grupie UPI i WPI (Tab.19).

Tab.19. Rozktad liczby guzéw nowotworowych na szczura w poszczegolnych grupach
w modelu 1 i modelu 2.

Grupa Model Srednia | Mediana | Odch.std P (\}Sﬁﬁ tl\rflea;/r;r;a-

1 1,08 1,0 1,00

NP 2 1,44 2,0 1,33 0:215
1 0,40 0,0 0,52

i 2 1,44 1,0 0,73 0008
1 0,43 0,0 0,53

0,047
2 3,83 3,0 3,97
1 1,57 1,0 1,98

GK 2 3,00 1,5 2,93 0:109
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IV 2.2. Objeto$¢ guzéw, poziom proliferacji i apoptozy

MODEL 1

Rozktady wszystkich trzech rozpatrywanych zmiennych w grupach nie ro6znig si¢
istotnie (Tab.20). Nie mozna stwierdzi¢ istotnej zaleznos$ci rozktadow tych zmiennych od

intensywnosci treningu w modelu 1.

Tab.20. Rozktad zmiennych V, Ki-67, tunel w poszczegolnych grupach rézniagcych sig
poziomem wysitku fizycznego w modelu 1.

) p (test
Zmienna | Grupa| Srednia | Mediana | Odch.std | Kruskala-
Wallisa)
GK 374,6 280,0 314,9
NPI 821,8 240,0 1163,5
v UPI 894,1 630,8 778,6 0,371
632,3 250,0 859,8
GK | 10,86% | 11,94% | 7,65%
. NPl | 11,35% | 9,53% 6,93%
Ki-67 UPI | 11,60% | 8,76% 7,59% 0,603
6,02% 6,24% 4,37%
GK 2,03% 1,08% 2,96%
NPI 2,62% 2,03% 1,82%
tunel =0BI ] 328% | 217% | 363% | 0%
2,74% 3,65% 2,01%
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MODEL 2

Istotne zréznicowanie grup o rdznej intensywno$ci stwierdzono w przypadku
proliferacji (Ki-67) i apoptozy (tunel) (Tab.21). Testowanie post-hoc (testy poréwnan
wielokrotnych) pozwala stwierdzi¢, ze warto$ci Ki-67 przy niskiej intensywnosci treningu
fizycznego (grupa NPI) sg istotnie nizsze od warto$ci w grupach UPI i WPI (ktore z kolei,
nie r6znig si¢ istotnie). Mediany rozktadu zmiennej tunel wprawdzie systematycznie rosng
w miar¢ wzrastania poziomu intensywnosci treningu fizycznego, ale jedynie w grupie WPI

apoptoza jest istotnie wyzsza od jej poziomu w grupie kontrolnej (Tab.22).

Tab.21. Rozktad zmiennych V, Ki-67, tunel w poszczegdlnych grupach roznigcych sie
poziomem wysitku fizycznego w modelu 2.

) p (test
Zmienna | Grupa| Srednia | Mediana | Odch.std | Kruskala-
Wallisa)
GK | 10016 | 3575 | 15168
NPl | 6285 | 1200 | 11115
v UPI | 11097 | 1800 | 18135 | 0%
11017 | 4095 | 14344
GK | 899% | 611% | 965%
. NPl | 548% | 193% | 8,79%
KI-67 0Bl | 11.28% | 8.33% | 634% | 01
1541% | 9.06% | 16.27%
GK | 120% | 064% | 1.37%
NPl | 247% | 091% | 4,35%
tunel OB 183% | 1.79% | 146% | 948
497% | 443% | 4.93%
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Tab.22. Testy porownan wielokrotnych (post-hoc). Wartosci p dla Ki-67 podane sa
powyzej przekatnej, dla tunelu — ponizej przekatnej. Kolorem czerwonym zaznaczono
wartosci p<0,05.

Ki-67
Grupy GK NPI UPI -
GK XXXXX 0,784 0,786 0,478
NPI 1,000 XXXXX 0,048 0,018
UPI 1,000 1,000 XXXXX 1,000
0,040 0,481 0,969 XXXXX
Tunel

MODEL 1 VS MODEL 2

Objetos¢ guzoéw w obu modelach, niezaleznie od poziomu podejmowanego treningu

fizycznego nie wykazuje istotnego zréznicowania (Tab.23).

Tab.23. Porownanie rozktadow zmiennej V w obu modelach kazdej z grup o rdznej
intensywnosci treningu.

v p (test

Grupa | Model | ¢ inia | Mediana | Odch.std Whﬂir;]r;?/;l)
O S YO v i
UPL 1067 1s00 [ Te135 | 013
I s e s |

6K = o [ mro s | O
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Srednia warto$¢ Ki-67 wykazuje istotne zréznicowanie pomigdzy modelami dla
niskiego poziomu intensywnosci treningu fizycznego. Dla pozostalych poziomow

intensywnosci treningu fizycznego nie stwierdza si¢ istotnych réznic (Tab.24).

Tab.24. Porownanie rozktadow zmiennej Ki-67 w obu modelach kazdej z grup o rdznej
intensywnosci treningu.

Ki-67
p (test
Grupa Model . . ) Manna-
Srednia | Mediana | Odch.std Whitneya)

1 11,35% 9,53% 6,93%

NPI 0,003
2 5,48% 1,93% 8,79%
1 11,60% 8,76% 7,59%

UPI 0,754
2 11,28% 8,33% 6,34%
1 6,02% 6,24% 4,37%

0,422
2 15,41% 9,06% 16,27%
1 10,86% | 11,94% 7,65%

0,276
2 8,99% 6,11% 9,65%

Srednie wartosci zmiennej tunel rosng wraz ze zwiekszeniem wysitku fizycznego
w obu modelach. Réoznice miedzy modelami nie sg jednak statystycznie istotne na
poziomie p<0,05 (Tab.25).

Tab.25. Porownanie rozktadow zmiennej tunel w obu modelach kazdej z grup o rozne;j
intensywnosci treningu.

tunel
p (test
Grupa Model , ) Manna-
Srednia | Mediana | Odch.std | \whjtneya)
1 2,62% 2,03% 1,82%
NPI 0,090
2 2,47% 0,91% 4,35%

UPI 1 3,28% 2,17% 3,63% 0,511
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2 1,83% 1,79% 1,46%

1 2,74% 3,65% 2,01%
0,630

2 4,97% 4,43% 4,93%

1 2,03% 1,08% 2,96%
GK 0,339

2 1,20% 0,64% 1,37%

IV 2.3. Poziom subpopulacji limfocytow
MODEL 1

Z wyjatkiem CD3+CD4+, CD3+CD8+ oraz CD4+CD8+ we wszystkich pozostatych
przypadkach stwierdzono wystepowanie istotnych rdznic miedzy grupami (Tab.26).
Wartosci median rozktadow zmiennych CD w grupie UPI okazaty si¢ istotnie rézne od
warto$ci median w grupie GK (z reguly istotnie wyzsze, z wyjatkiem CD3-CD161-).

Tab.26. Poziom subpopulacji limfocytow (CD) w poszczegdlnych grupach roznigcych sie
poziomem wysitku fizycznego.

p
(ANOVA

Kruskala-
Wallisa)

Cecha Grupa | Srednia | Mediana | Odch.std

GK | 10058,6 | 10134,0 | 6705,2
NPI 7644,5 | 76445 4966,0

D3+CD4+ 1
CD3+C UPI | 17882,0 | 174190 | 6366,1 0.05
11461,6 | 13681,0 | 4584,1
GK 4600,7 | 3973,0 2990,4

NPI 4023,5 | 4023,5 2850,3

CD3+CD8+ 0,459
UPI | 67057 | 65010 | 32780
51524 | 62860 | 2134.6
GK | 9602 | 7205 | 8130
NPl | 11545 | 11545 | 11278

CIDARRCIDIF UPl | 25728 | 13900 | 34504 | 2124
13740 | 13720 | 4839
GK | 63288 | 65935 | 40478

CD3-Co116/c+ | NPI_| 99260 | 99260 | 68236 | -

UPI | 22002,0 | 15139,0 | 16639,0
7463,4 | 6337,0 4690,4
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GK 184,4 66,5 397,2

NPl | 3225 | 3225 | 898
CD3+CDI6L+ F0p T 4481 | 3790 | 2552 0,002

B 1543 | 1440 | 817

GK |87221,5| 87003,5 | 6723,6

NPl |80024,0 | 80024,0 | 2336,3
GREAGDIEES UPI | 725404 | 730850 | 5050,1 0,006

BRI 75570,9 | 781650 | 10772,
GK | 3967 | 2250 | 6199
NPl | 4230 | 4230 | 1188
COS+CDARAT 0Bl | 5114 | 4520 | 1285 | 0%
4734 | 5440 | 1931
GK | 62346 | 66125 | 32833
NPl | 12987.0 | 12987.0 | 45439

CD3-CDASRA+ 05151806 | 160240 | 20246 | 00

7697.9 | 92620 | 39135

W Tab.27 podano wyniki testdw wielokrotnych post hoc Kruskala-Wallisa dla
przypadkéw wystepowania istotnych roznic migdzy grupami (p<0,05 w ANOVA Kruskala-
Wallisa).

Tab.27. Testy porownan wielokrotnych post hoc w ANOVA Kruskala-Wallisa. Kolorem
czerwonym zaznaczono wartosci p<0,05.

S Testy porownan wielokrotnych post hoc (p)
GRUPA NPI UPI -

GK 1,000 0,004 1,000

CD3-CD116/c+ NPI 1,000 1,000

UPI 0,065

GK 0,204 0,002 1,000

CD3+CD161+ NPI 1,000 1,000

UPI 0,281

GK 1,000 0,004 0,323

CD3-CD161- NPI 1,000 1,000

UPI 1,000
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GK 1,000 0,044 0,057
CD3+CD45RA+ NPI 1,000 1,000
UPI 1,000
GK 0,320 0,001 1,000
CD3-CD45RA+ NPI 1,000 1,000
UPI 0,041

MODEL 2

We wszystkich zmiennych CD nie stwierdzono istotnych réznic migdzy grupami (Tab.28).

Tab.28. Poziom subpopulacji limfocytéw (CD) w poszczegolnych grupach.

p (test
Cecha Grupa Srednia | Mediana | Odch.std | Kruskala-
Wallisa)
GK | 11505.6 | 111170 | 32856
NPl | 77714 | 72370 | 44665
CD3+CDA+ 051 03446 | 117790 | 40187 | 0448
10781,4 | 10366,0 | 7873.1
GK | 62751 | 55745 | 2172.8
NPl | 36089 | 31310 | 1917.9
CD3+CD8+ 5171 37400 | 4507.0 | 16853 | ©00°
60102 | 74540 | 39116
GK | 15631 | 15680 | 537.2
NPI | 9794 | 7820 | 6529
CDA+CD8+ 5T 13203 | 12130 | 895.0 0,186
8978 | 9620 | 3823
GK | 216285 | 212835 | 118975
NPl | 21013.1 | 164900 | 15934.4
CD3-CD116/c+ =517 18493 2 | 177120 | 92033 | 0736
134782 | 126400 | 114030
GK | 2194 | 1240 | 3341
NPI | 4882 | 1720 | 589.4
CD3+CDI61+ 55 3378 | 2640 | 2837 0,234
7928 | 1570 | 10208
GK | 83573.8 | 849795 | 66328
NPl | 845450 | 875950 | 81678
IR UPI | 84639,3 | 83318,0 | 6866,8 0,957
835294 | 774760 | 11462.3
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MODEL 1 VS MODEL 2

Mediany CD3+CD4+ sg wyzsze w modelu 1 w grupach trenujacych, wyraznie

w grupie UPI i WPI (Ryc.8). Statystycznie istotng r6znice miedzy modelami stwierdzono

tylko w grupie UPI (p=0,002).

NPI

UPI

WP

GK

GK | 5028 | 3895 | 4659
NPI | 2364 | 2670 | 125,

CD3+CDA5RA+ (=512 3370 | 1167 0,409
4284 | 3780 | 341,2
GK | 6387,0 | 7076,0 | 27301
NPI | 12581,6 | 6156,0 | 17472,1

CD3-CDASRA* T0p) | 85880 | 84570 | 28084 | 0
BB 89524 | 12597,0 | 6924,4

CD3+CD4+

model 1

7645
7237

model 2

11779

10366

10134
11117

13681

17419

Ryc.7. Mediany rozktadu CD3+CD4+ w zaleznosci od poziomu wysitku fizycznego.

W przypadku CD3+CD8+ réwniez w grupie UPI roznica rozktadu w modelu 1
i modelu 2 okazata si¢ statystycznie istotna (p=0,045) (Ryc.9).
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CD3+CD8+

model 1 model 2

NPI e 4024

uPI e 6501

WPl — 7454
GK 3973

5575

Ryc.8. Mediany rozktadu CD3+CD8+ w zaleznosci od poziomu wysitku fizycznego.

Mediany rozktadu CD4+CD8+ s3 wyzsze w modelu 1 we wszystkich grupach
trenujacych. Jednak stwierdzone réznice migdzy modelami nie mogg by¢ uznane za
statystycznie istotne na poziomie p<0,05. Jedynie w grupie kontrolnej mediana rozktadu

CD4+CD8+ w modelu 1 okazala si¢ istotnie nizsza od mediany w modelu 2, p=0,005
(Ryc.10).

CD4+CD8+

model 1 model 2

NPI - 1155

UPI 1213 =0

WPl 962 1372
GK 721
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Ryc.9. Mediany rozktadu CD4+CD8+ w zaleznosci od poziomu wysitku fizycznego.

We wszystkich rozpatrywanych grupach (facznie z kontrolng) mediana rozktadu
CD3-CD116/c+ jest wyzsza w modelu 2. Jednak roznica migdzy modelami jest

statystycznie istotna tylko w grupie kontrolnej, gdzie p=0,002 (Ryc.11).
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Ryc.10. Mediany rozktadu CD3-CD116/c+ w zaleznosci od poziomu wysitku fizycznego.

W medianach rozktadu CD3+CD161+ zaréwno w modelu 1 i2 w grupach NPI oraz

UPI nie wystepuja istotne statystycznie roznice migdzygrupowe (Ryc.12).

CD3+CD161+

B model 1 model 2

e 323
NPI T

- 39
UPI 250

P 144
WPI 157

67
eK 124

Ryc.11. Mediany rozktadu CD3+CD161+ w zaleznosci od poziomu wysitku fizycznego.

Tylko w grupie UPI mediana rozktadu CD3-CD161- w modelu 2 jest istotnie
wyzsza od mediany w modelu 1 (p=0,001) (Ryc.13).
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Ryc.12. Mediany rozktadu CD3-CD161- w zaleznosci od poziomu wysitku fizycznego.

Mediany rozkltadu CD3+CD45RA+ s3a wigksze w modelu 1 od median w modelu
2. Istotno$¢ roznic rozktadow miedzy modelami stwierdzono tylko w grupach NP1 (p=0,044)
i UPI (p=0,016) (Ryc.14).
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Ryc.13. Mediany rozkltadu CD3+CD45RA+ - w zalezno$ci od poziomu wysitku
fizycznego.
Mediany rozktadu CD3-CD45RA+ w modelu 1 sg wyraznie wigksze w grupach
NPI i UPI, a mniejsze w grupie WPI. Stwierdzona ro6znica migdzy modelami jest istotna

statystycznie tylko w grupie UPI (p=0,001) (Ryc.15).
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Ryc.14. Mediany rozktadu CD3-CD45RA+ - w zaleznosci od poziomu wysitku
fizycznego.

IV 3. Korelacje

Korelacje pomiedzy V, Ki-67, tunel, a wszystkimi CD inaczej wygladajg w modelu

1 1 2. Czesto rdznig si¢ nie tylko wielkos$cia, ale rowniez znakiem. Problem jednak w tym,

ze s3 to korelacje na ogo6t stabe i statystycznie nieistotne (dla n=15 w modelu 1 warto$¢

krytyczna wspotczynnika korelacji r«(0,05) = 0,51; w modelu 2, dla n=25, wynosi

(0,05)=0,40).

Tab.29. Wspotczynniki korelacji r-Pearsona. Wytluszczono kolorem czerwonym korelacje

najsilniejsze (chociaz statystycznie nieistotne).

MODEL 1| MODEL 2 | MODEL 1| MODEL 2 | MODEL 1| MODEL 2
n=15 n=25 n=15 n=25 n=15 n=25
Zmienna V-sum Ki-67 Tunel

CD3+CD4+ 0,14 0,32 0,08 -0,15 -0,07 0,06
CD3+CD8+ 0,24 0,25 -0,07 -0,22 -0,19 0,13
CD4+CD8+ 0,35 -0,08 0,05 -0,16 0,02 -0,02
CD3-CD116/c+ 0,42 0,26 0,01 -0,16 0,45 -0,30
CD3+CD161+ 0,50 -0,18 0,25 -0,23 0,16 0,17
CD3-CD161- -0,13 -0,08 -0,15 0,25 -0,06 0,11
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CD3+CD45RA+ 0,49 -0,01 0,21 -0,21 0,09

0,33

CD3-CD45RA+

0,16 -0,08 0,27 -0,21 0,13

0,32

V WNIOSKI

Wyniki badah wlasnych sugeruja, ze regularnie podejmowany trening fizyczny wptywa
protekcyjnie na ryzyko zachorowania i przebieg raka listwy mlecznej u szczurdw.
W grupie trenujacej, zarbwno w modelu 1, jak i 2 wystepowata mniejsza liczba guzow
nowotworowych w poroéwnaniu z grupg kontrolng. Podejmowany trening fizyczny nie
wplywat na wielkos¢ guza oraz nie zwigkszat ryzyka proliferacji wyindukowanych guzow.
Natomiast zaobserwowano istotny wptyw treningu fizycznego na zmienng tunel, ktora

wplywa na redukcje rozwoju nowotworu dzigki apoptozie komorek nowotworowych.

W prewencji pierwotnej nie zaobsrwowano zwigzku pomiedzy czasem indukcji guza od
podejmowania treningu fizycznego i jego intensywnos$ci. W prewencji wtdrnej czas indukcji
guza byt uzalezniony od podejmowania treningu fizycznego. Roznica przecigtnego czasu

indukcji guza miedzy grupg trenujaca 1 kontrolng wynosita okoto 2 tygodnie.

Trening fizyczny oraz poziom jego intensywno$ci wptywa na uktad immunologiczny
badanych szczuréw, obserwacja odnosi si¢ do modelu 1. Przeprowadzone badania sugeruja
mobilizacj¢ uktadu immunologicznego do walki z rakiem listwy mlecznej poprzez wzrost

liczebnos$ci poszczegolnych frakceji limfocytow.

W badaniach wtasnych pomiedzy indukcja guza, jego wielkoS$cia, proliferacja

I aktywnoscia apoptotyczng komorek nowotworowych, a poziomem subpopulacji

limfocytow nie wykazano wspdlnych zaleznosci.




Strona |51

Miedzy modelem prewencji pierwotnej, a modelem prewencji wtdrnej wystepuje réznica
w zakresie liczby wyindukowanych guzéw nowotworowych w zaleznosci od poziomu
intensywnosci treningu fizycznego. W modelu 1 w grupie o $redniej intensywnosci wysitku
wystepowata mniejsza liczba guzéw nowotworowych w poroéwnaniu z grupami o innym
poziomie intensywnosci, co sugeruje korzystny wplyw treningu 0 umiarkowanej
intensywno$ci. Natomiast w modelu 2 srednia liczba wyindukowanych guzéw na szczura

nie wykazywala zaleznos$ci od intensywnosci treningu.

Pomig¢dzy modelem prewencji pierwotnej, a modelem prewencji wtornej istniejg réznice
w zakresie proliferacji komorek. Trening fizyczny w modelu 1 niezaleznie od poziomu jego
intensywno$ci nie wptywa na proliferacje. Natomiast w modelu 2 ¢wiczenia fizyczne
W grupie o niskiej intensywnosci treningu nie zwigkszajg ryzyka proliferacji, a w grupie

0 umiarkowanej i wysokiej intensywnosci zwigkszajg ryzyko proliferacji komorek.

Zaobserwowano rdéznice miedzy liczba komorek apoptotycznych w zaleznosci od
poziomu intensywnosci treningu. Do zwigkszenia apoptozy komoérek nowotworowych
w modelu prewencji pierwotnej dochodzi podczas ¢wiczen fizycznych o umiarkowanej

intensywnosci, a w modelu prewencji wtornej podczas ¢wiczehn o wysokiej intensywnosci.

Poziom subpopulacji limfocytow w odniesieniu do poziomu treningu fizycznego
wykazuje w modelu prewencji pierwotnej istotne réznice, a w modelu prewencji wtornej
wystepuje brak roznic. Trening fizyczny o umiarkowanej intensywno$ci wplywa
stymulujagco na antynowotworowa odpowiedZ organizmu poprzez mobilizacj¢ uktadu
immunologicznego do walki z komorkami nowotworowymi dzigki zwiekszeniu liczby

limfocytow.
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