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WYKAZ SKROTOW

e ACR - American Collage of Radiology, Amerykanskie Towarzystwo Radiologiczne

e AMPK - 5’AMP-activated protein kinase, enzym - kinaza aktywowana 5'AMP

e BCR - B-cell receptor, receptor limfocyt B, receptor immunoglobulinowy

e BIRADS - breast imaging reporting and data System, system standaryzacji opisow
badan diagnostycznych piersi

e BMI - body mass index, wskaznik masy ciala

e BRCAL - gen (ludzki, supresorowy)

e BRCAZ2 - gen (ludzki)

e BSA - bufor blokujacy, albuminy surowicy bydlecej

e CCL22 - C-C motif chemokine 22, biatko z grupy chemokin CC kodowane u
cztowieka przez gen CCL22

e CD - subpopulacje limfocytow

e CRP - C-reactive protein, biatko C-reaktywne

e CTL - cytotoxic T lymphocytes, limfocyty T cytotoksyczne

e DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

e FACS - flourescence activated cell sorting, cytometria przeptywowa

e GK - grupa kontrolna

e H20: - nadtlenek wodoru

e IFN-y - interferon gamma

e IgA — immunoglobuliny A, przeciwciata

e IGF - insulin-like growth factor, insulinopodobny czynnik wzrostu

e IGF-1 - insulin-like growth factor 1, insulinopodobny czynnik wzrostu 1

e 19gG - immunoglobuliny G, przeciwciata

e IgM - immunoglobuliny M, przeciwciala

« IHC - immunohistochemia

e IL-1-interleukina 1

e |L-4 - interleukina 4
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IL-6 - interleukina 6

IL-10 - interleukina 10

Ki-67 - proliferacja guzow

KRN - Krajowy Rejestr Nowotwordéw

M1 - makrofagi aktywowane klasycznie, posiadajgce wlasciwosci prozapalne

M2 - makrofagi aktywowane alternatywnie, posiadajagce wiasciwosci
przeciwzapalne

MBC - male breast cancer, rak piersi u m¢zczyzn

MDSC - myeloid-derived suppressor cells, komorki supresorowe pochodzenia
mieloidalnego

MET - ekwiwalent metaboliczny

MHC - gtowny uktad zgodnosci tkankowej

MHC 1 - antygeny zdolnosci tkankowej klasy I

MHC 2 - antygeny zdolnosci tkankowej klasy II

MIB-1 - przeciwcialo przeciwko Ki-67

MIP-1 a - biatko zapalne makrofagow

MNU - N-metylo N-nitrozomocznik

n — liczba

NaCl — chlorek sodu

NK - natural killer, naturalni zabdjcy, nalezg do limfocytow, czyli komoérek uktadu
odpornosciowego

NKT - natural Killer T-cells, subpopulacja limfocytow T, komorek uktadu
odpornosciowego

NPI - grupa z niskim poziomem intensywnosci treningu

p - poziom istotnosci

PBS - bufor, buforowana fosforanem s6l fizjologiczna

PCNA - proliferating cell nuclear antigen, antygen jadrowy komorki proliferujgcej
pH - parametr wody, ujemny logarytm stg¢zenia jondw wodorowych

Post hoc - testy porownan wielokrotnych
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PTEN - phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten, MMACL,
mutated in multiple advanced cancers 1, ludzkie biatko kodowane przez gen
supresorowy PTEN zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 10.

RM — rezonans magnetyczny

SHBG - sex hormon binding globulin, stezenia globuliny wigzgcej hormony piciowe
TAM - receptory tyrozyny kinaz

Tc - limfocyty cytotoksyczne

TCR - T-cell receptor, receptor limfocytu T

TDLU - terminal duct lobular unit, jednostka przewodowo-zrazikowa

TEBsS - terminal end buds, paki koncowe

Th - limfocyty pomocnicze

TIL- limfocyty naciekajace guz

Tm - limfocyty pamigci

TMA - tissue microarray, mikromacierze tkankowe

TNF- a - tumor necrosis factor o, czynnik martwicy nowotworéw

TP53 - gen potozony na chromosomie 17

Treg - limfocyty regulatorowe

Tunel - apoptoza guzoéw

UPI - grupa z umiarkowanym poziomem intensywnosci treningu

UPSTF - United States Preventive Services Task Force, Amerykanska Grupa
Zadaniowa ds. Ustug Prewencyjnych

USG - ultrasonografia

V - objetos¢ guzow

VEGF-A - czynnik wzrostu $rédblonka naczyniowego

VO2max - putap tlenowy

WHO - World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia

WPI - grupa z wysokim poziomem intensywnosci trening
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| WSTEP

I 1. Rak piersi

Rak piersi (carcinoma mammae) to najczesciej uzywana nomenklatura, zamiennie
stosuje si¢ rowniez nazwe: rak sutka oraz rak gruczotu sutkowego. Rak piersi to nowotwor
ztosliwy powstajacy z komorek gruczolu piersiowego w tkankach piersi,
zazwyczaj w przewodach mlekowych lub zrazikach. Nowotwor ten daje przerzuty
do weztow chtonnych, a takze do narzadow wewngtrznych takich jak: ptuca, watroba, kosci,

mozg.

| 1.1. Epidemiologia raka piersi

Na przestrzeni XX wieku zmianie ulegt styl zycia, wraz ze wzrostem tempa zycia
0 80% zmniejszyl si¢ udzial migsni podczas wykonywania czynnos$ci dnia codziennego
(Wozniewski, 2002). Nowoczesne kobiety czesto charakteryzuje niska aktywno$¢ fizyczna,
wysoki poziom stresu, nieprawidlowe odzywanie, palenie papierosoOw, spozywanie
alkoholu, p6zne macierzynstwo lub bezdzietno$¢. Zarazem czynniki te wymienia si¢ jako
znaczace w ryzyku zachorowania na raka piersi: blisko 95% wszystkich przypadkéw 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 najczesciej wystepujacym
nowotworem ztosliwym u kobiet, stanowigc obecnie jeden z najwigkszych 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).
Dane epidemiologiczne wskazuja, Ze najnizsza zachorowalno$¢ na nowotwor piersi
wystepuje w Afryce i Azji potudniowo - wschodniej (<25/100 000), srednia zachorowalnos¢

wystepuje w Europie $rodkowej i wschodniej, a najwyzsza zachorowalno$¢, poniewaz
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az ok. 90-100/100 000 wystepuje w krajach poinocnej i zachodniej Europy, Ameryce

Potnocnej i Australii (Momenimovahed i Salehiniya, 2019).

Polska nalezy do krajow o $redniej zachorowalnos$ci na raka piersi, rejestruje si¢
jednak tendencje wzrostowa. Zachorowalno$¢ na nowotwory zlosliwe piersi w ciagu
ostatnich trzech dekad wzrosta ponad 2-krotnie (Wojciechowska i Didkowska, 2020).
Widoczny gwaltowny wzrost zachorowania 1 zgondw Wigzany jest z dlugoscig zycia.
Przeci¢tna dlugos¢ zycia w Polsce w okresie ostatnich dekad znacznie wzrosta.
W kwestii raka piersi sytuacja w Polsce w roku 2001 przedstawiata si¢ nast¢pujaco:
12 118 przypadkéw zachorowania i 4 825 zgonoéw, w 2011 roku liczba zachorowania
wzrosta do 16 534 i 5437 zgonow (Szkiela i wsp., 2014). Liczba zgonéw w przeciagu
ostatnich 50 lat w Polsce z powodu chordéb nowotworowych wzrosta 2,4-krotnie, co stanowi
o okoto 10% wyzsza umieralno$¢ niz w innych Krajach Europejskich (Wojciechowska
I wsp., 2018).

Zachorowalnos¢ na raka piersi w Polsce jest zroznicowana ze wzglgdu na
wojewodztwa. Dane pochodzace z 2016 roku z Krajowego Rejestru Nowotworow (KRN)
wskazuja, ze najwyzsza zachorowalno$¢ na raka piersi obserwuje si¢ w wojewodztwie
wielkopolskim (66.2%), t6dzkim (62.7%) oraz dolnoslaskim (62.0%). Kobiety z terenow
wysoko zurbanizowanych 1,5-krotnie czgséciej choruja, w poroéwnaniu do mieszkanek
terenéw wiejskich. Najnizsza zachorowalno$¢ na raka piersi wystgpuje w wojewodztwie
podkarpackim (38.9%), matopolskim (46.6%) oraz opolskim (47.1%). Umieralnos¢ tak jak
zachorowalno$¢ jest zroznicowana ze wzgledu na poszczegdlne wojewodztwa.
Najwyzsza umieralno$¢ w 2016 roku na raka piersi wystepowata w wojewodztwie
wielkopolskim (17.3%), $laskim (16.2%), mazowieckim (16.1%). Z kolei najnizsza
umieralno$¢ na raka piersi: w wojewodztwie opolskim (11.1%), podlaskim (11.2%),
lubelskim (12.4%) (Wojciechowska i wsp., 2018).

Polska w aspekcie 5-letnich przezy¢ kobiet chorych na raka piersi plasuje si¢ na tle
innych krajow europejskich duzo gorzej, albowiem zajmuje jedno z ostatnich miejsc.
Prawdopodobienstwo przezycia w Polsce w porownaniu do $rednich europejskich po roku

od postawienia diagnozy jest mniejsze o 4 punkty procentowe, a po 5 latach o 10 punktéw
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procentowych. Jednym z powoddw jest spory odsetek nowotworow rozpoznawanych za
pd6zno, co prowadzi do pogorszenia rokowania. Kolejng przyczyng jest dostepnosé opieki

onkologicznej, nizsza liczba badan profilaktycznych.

Na podstawie szacunkowych badan przeprowadzonych przez WHO na $§wiecie
w 2025 roku ilo$¢ nowych zachorowan na raka piersi wyniesie 2 500 682 osob, a w roku
2040 liczba zachorowan przekroczy 3 min. Szacuje si¢, ze w 2025 roku liczba zgonow
wyniesie okoto 768 761, a w roku 2040 liczba ta wzrosnie do 1 040 813 przypadkow (World
Health Organization, online). Wedtug badan epidemiologicznych prowadzonych przez KRN
ocenia, ze w 2025 roku liczba zachorowan na nowotwory piersi W Polsce bedzie o ponad
50% wigksza niz obserwowana w 2006 roku (Didkowska i wsp., 2009). Szacuje sig, ze
najwigksza liczba zachorowan wystgpi u kobiet po 50 roku zycia, z czego ponad potowa
zachorowan wystapi w przedziale wickowym 50-69 lat. Zmianie ulegnie rowniez proporcja
zgondw przypadajaca na poszczegolne grupy wiekowe. Ocenia si¢, ze w 2025 roku liczba
zgonoéw z powodu raka piersi ulegnie spadkowi do 30% w grupie przed 70 rokiem zycia,
natomiast 70% zgondéw wystapi u starszych kobiet po 70 roku zycia (Didkowska i wsp.,
2009).

I 1.2. Profilaktyka raka piersi

Priorytetem dla wszystkich kobiet powinno by¢ wprowadzenie do codziennego zycia
zalecen dotyczacych profilaktyki I, IT 1 III fazy. Oprocz dzialan profilaktycznych bardzo
wazne jest posiadanie wiedzy na temat czynnikéw ryzyka raka piersi, poniewaz czgsto
przyczyna zbyt pdznego rozpoznania choroby jest brak wiedzy. Podstawowa wiedze o raku
piersi powinna posiada¢ kazda kobieta, aby mie¢ szans¢ na jak najszybsze wykrycie

nowotworu, a tym samym mie¢ mozliwo$¢ na catkowite wyleczenie.
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I 1.2.1. Profilaktyka pierwszej fazy (pierwotna)

Zadaniem profilaktyki pierwszej fazy (pierwotnej) jest redukcja zachorowalnosci na
raka piersi, ktorg mozna osiggna¢ dzieki zmianie lub / i wykluczeniu czynnikéw ryzyka.
Na pewne czynniki ryzyka nie mamy wpltywu lecz znaczng cze$¢ z nich mozna

modyfikowac.

Najwickszym czynnikiem ryzyka raka piersi jest wiek i pte¢. Ryzyko zachorowania
na raka piersi zwigksza si¢ wraz z wiekiem. Szacuje sie, ze ryzyko rozwoju nowotworu piesi
w zyciu kobiety stanowi 12%. Zarazem w ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zachorowan
na raka piersi u kobiet mtodych jednak przy zmniejszonej umieralnosci z jego powodu.
U kobiet w $rednim wieku zauwazalny jest wzrost zachorowalno$ci przy statych
wspotczynnikach umieralno$ci. Nalezy podkresli¢, ze najliczniejsza grupe, bo az 32% kobiet
cierpigcych na raka gruczotu piersiowego stanowia kobiety w srednim wieku tj. 50 — 59 lat
(Momenimovahed i Salehiniya, 2019). Ryzyko raka piersi zwigzane jest rowniez z picia.
Jest to nowotwor wystepujacy glownie u kobiet, natomiast u mezczyzn rak piersi
(MBC — male breast cancer) wystepuje bardzo sporadycznie, stanowi okoto 1% wszystkich
przypadkow raka piersi. Mutacja genu BRCA2 oraz zaburzenia metabolizmu estrogenow to
najbardziej prawdopodobne czynniki ryzyka raka piersi u mezczyzn (Momenimovahed
I Salehiniya, 2019).

Kolejnym czynnikiem ryzyka jest zwiekszona ekspozycja na dzialanie estrogenow
poprzez pojawienie si¢ wczesnej pierwszej miesiaczki tj. przed 12 rokiem Zycia oraz poznej
menopauzy, tj. po 55 roku zycia. Jako dziatanie prewencyjne nalezy zastosowac
zbilansowang diete, poniewaz pojawienie si¢ pierwszej miesigczki uzaleznione jest od
modelu zywienia mtodej kobiety, aby mogta wystgpi¢ menstruacja i owulacja to minimalny
poziom tkanki tluszczowej musi wynosi¢ 17% - 22% catkowitej masy ciala (Janssens

i Vandeloo, 2009).

Kolejnym dziataniem profilaktycznym zmniejszajacym czas ekspozycji na estrogeny
jest uprawianie sportu od najmlodszych lat. U dziewczynek podejmujacych aktywnos$c

fizyczna pierwsza miesigczka pojawia si¢ pozniej (Janssens 1 Vandeloo, 2009).
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Niska aktywno$¢ fizyczna oraz siedzacy tryb zycia rowniez zaliczane s3 do czynnikow
ryzyka raka piersi (Jokiel i Bielska-Lasota, 2010). Nalezy podkresli¢, ze podejmowanie
wzmozone] aktywnosci fizycznej zmniejsza ryzyko wystgpienia tego nowotworu

u aktywnych kobiet 0 30% — 40% (Kruk, 2005).

Ponadto stwierdza si¢ zalezno$¢ pomiedzy wiekiem, w ktorym kobieta urodzita
pierwsze dziecko a rakiem piersi. Kobiety bezdzietne w porownaniu z wielorodkami sg
znacznie bardziej narazone na wystapienie raka piersi. Urodzenie pierwszego dziecka po
30 roku zycia stanowi wigksze ryzyko, w poréwnaniu z kobietami, ktére urodzity pierwsze
dziecko przed 30 rokiem zycia (Makowski i wsp., 2007). Wptyw na powyzsze czynniki
wydaje si¢ mato mozliwy, jednak propagowanie wczesnego macierzynstwa szczegdlnie

u kobiet z grup podwyzszonego ryzyka jest mozliwe do zrealizowania.

Wigksze ryzyko zachorowania istnieje takze u kobiet, ktére zazywaja hormonalne
srodki antykoncepcyjne lub stosowaly je w przeciggu ostatnich 9 lat. Badania wskazuja,
ze najbardziej narazone sg kobiety, ktore przed dwudziestym rokiem zycia stosowaty
antykoncepcje hormonalng. Trzeba wtym miejscu podkreslié, ze wplyw tabletek
antykoncepcyjnych na podwyzszenie ryzyka rozwoju nowotworu piersi jest tematem

licznych kontrowersji (Momenimovahed i Salehiniya, 2019).

Na rozwoj raka piersi znaczacy wptyw ma otytos¢ (BMI réwne lub wigksze 30,0)
(Malczyk i Majkrzak, 2014). Obserwuje si¢, ze u kobiet po menopauzie z otyto$cig ryzyko
zgonu jest wyzsze anizeli u kobiet ktorych BMI jest prawidtowe. Wzrost ryzyka
zachorowania na raka piersi moze spowodowacé nieprawidlowy sposoéb odzywiania,
charakteryzujacy sie dietg bogatg w cukry i tlhuszcze zwierzece. W ramach profilaktyki
poleca si¢ diete¢ niskokaloryczng zawierajaca niewielka ilodcig tluszczy zwierzecych.
Roéwniez zalecane jest spozywanie owocow 1 warzyw oraz produktéw zawierajacych duzo
witamin i btonnika (Jokiel i Bielska-Lasota, 2010). Kolejnym dziataniem profilaktycznym

wptywajacym na normalizacje masy ciata jest aktywnos¢ fizyczna.

Duze spozycie alkoholu prowadzi do 2 tysiecy rocznie nowych zachorowan na raka
piersi (Malczyk i Majkrzak, 2014), dlatego nalezy ograniczy¢ jego konsumpcje.

Palenie tytoniu zwigksza ryzyko zachorowania, ktére rosnie wraz z czasem palenia oraz
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liczba wypalanych papierosow, dlatego polecane jest ograniczenie lub catkowite

zaprzestanie palenia wyrobow tytoniowych.

U miodych kobiet ekspozycja na promieniowanie jonizujgce 2-krotnie zwigksza

ryzyko raka piersi (Momenimovahed i Salehiniya, 2019).

Istotnym czynnikiem ryzyka jest predyspozycja rodzinna. 20 razy cze¢sciej choruja
kobiety, u ktorych wystepuje mutacja genu BRCA1 (w obszarze 17 chromosomu) oraz
BRCA2 (w obszarze 13 chromosomu), mutacja ta odpowiedzialna jest za 5-10%
przypadkéw raka piersi (Janssens i Vandeloo, 2009; Jokiel i Bielska—Lasota, 2010).
Prawdopodobienstwo 25-80% zachorowania na raka piersi, czyli grupa najwyzszego ryzyka
wystepuje wsrod kobiet, u ktorych wystepuje np.: mutacja w obrebie genu BRCAT1 lub
BRCA2, wystgpowanie u krewnych pierwszego oraz drugiego stopnia 3 lub wigcej
zachorowan na raka piersi lub jajnika, zdiagnozowanie raka synchronicznego lub
metachronicznego u krewnych pierwszego stopnia. Prawdopodobienstwo 20-25%
zachorowania na raka piersi, czyli grupa wysokiego ryzyka wystepuje wsrod kobiet,
u ktérych wystepuje np.: zachorowanie matki we wczesnym wieku lub siostry przed
40 rokiem zycia, 2 zachorowania u krewnych pierwszego i/lub drugiego stopnia na raka
piersi i/lub jajnika, wykrycie u krewnych pierwszego stopnia raka metachronicznego
(Jassem i wsp., 2018). Radyklanym dziataniem zmniejszajacym ryzyko rozwoju raka piersi
nawet o 90%, w ramach profilaktyki pierwotnej jest obustronna mastektomia
(Jokiel i Bielska- Lasota, 2010). Kolejnym dziataniem w ramach profilaktyki pierwotnej
redukujacym ryzyko rozwoju raka piersi o 60-75% jest usunigcie w 35-40 roku zycia
przydatkow polaczone Iub nie z histerektomig (Jokiel i Bielska-Lasota, 2010).
Powyzej wymienione metody profilaktyki pierwotnej sg jednak ci¢zkie do zaakceptowania
w mlodym wieku dla duzej czesci kobiet. Do dziatan profilaktyki pierwotnej w grupie kobiet
z najwyzszego uwarunkowanego dziedzicznie ryzyka w celu zmniejszenia ryzyka rozwoju
raka piersi stosuje si¢ takze tamoksyfen i raloksyfen. Lek hormonalny tamoksyfen ma
szeroki zakres dzialania, poniewaz posiada zaréwno wlasciwosci antyestrogenowe jak
1 estrogenowe. Wywotuje on apoptoze komorek, a takze jest inhibitorem angiogenezy.
Twierdzi si¢, ze w grupie kobiet z najwyzszym genetycznie ryzykiem rozwoju raka piersi

zastosowanie tamoksyfenu jest rownie skuteczne jak zabieg adneksektomii (profilaktyczne
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usunigcie jajnikow i jajowodow) (Jokiel i Bielska—Lasota, 2010). Nalezy zaznaczy¢, ze lek
ten nie wptywa na redukcje ryzyka zachorowania na raka jajnika, lecz niejednokrotnie
podnosi ryzyko zachorowania na raka blony §luzowej macicy (Jokiel i Bielska—Lasota,
2010).

I 1.2.2. Profilaktyka drugiej fazy (wtérna, badania

diagnostyczne)

Celem prewencji drugiej fazy jest wczesne zdiagnozowanie zmiany nowotworowej
i jak najszybsze zastosowanie leczenia oszczg¢dzajacego, co skutkuje zmniejszeniem
umieralno$ci wsrdd kobiet chorych, redukcja niebezpieczenstwa powstania przerzutow lub

nawrotu choroby.

Aby wykry¢é zmiany nawet nieme kliniczne stosuje si¢ badanie mammograficzne.
Swoisto§¢ mammografii wynosi 94-97%, a czuto$¢ 77-95% (Jassem i wsp., 2018).
Badania mammograficzne obnizajg o okoto 15% umieralnos¢ na raka piersi w grupie kobiet

milodych (39-49 lat) oraz starszych (50-59 lat) (Nelson i wsp., 2009).

Polska Unia Onkologii rekomenduje przeprowadzanie badania mammograficznego
co 2 lata u kobiet w wieku 50-69 lat. W grupie kobiet 40-49 lat rekomenduje si¢
wykonywanie badania ewentualnie co 12-18 miesiecy w zaleznos$ci od okre§lanego ryzyka.
Ryzyko szacowane jest na podstawie objawow oraz rodzinnego wywiadu (Jassem i wsp.,
2018). Polska Unia Onkologii nie rekomenduje wykonywania badan mammograficznych
w grupie kobiet 20-39 lat oraz 70 lat i wigcej (Jassem i wsp., 2018).

Standaryzacji  powinien  podlega¢  opis badania  mammograficznego.
System BIRADS (Breast Imaging Reporting and Data System) zostal stworzony
w 2003 roku przez Amerykanskie Towarzystwo Radiologiczne (ACR) do oceny 6 kategorii
wnioskow koncowych w opisie mammaografii. U 95% kobiet wyniki badania w programie
przesiewowym oznacza si¢ jako BIRADS 1, co znaczy, ze sa prawidtowe (Nienartowicz,

2011). Dodatkowych badan obrazowych wymagaja BIRADS 0 (zmiany niejednoznaczne),
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BIRADS 2 (zmiany tagodne), BIRADS 3 (zmiany prawdopodobnie tagodne),
BIRADS 4 (wymagaja biopsji, zmiany prawdopodobnie ztosliwe), BIRADS 5 (zmiany
radiologicznie ztosliwe), BIRADS 6 (nie dotyczy badan skriningowych, rak piersi

potwierdzony badaniem histopatologicznym) (Nienartowicz, 2011).

Uzupetniajacg diagnostyke dedykowang gidwnie dla kobiet mtodych ze wzgledu na
geste  gruczotowe utkanie piersi stanowi badanie USG  (ultrasonografia).
To badanie umozliwia rozpoznanie struktur lezacych blisko klatki piersiowej, na co nie
pozwala mammografia. Rowniez udostepnia ocene przewodéw mlecznych, roznicowanie
zmian torbielowatych oraz litych. Dodatkowym atutem tego badania jest niski koszt jego
wykonania, uniknigcie promieni rentgenowskich oraz pomoc przy wykonaniu biopsji, dzieki

precyzyjnym obrazom (Nienartowicz, 2011).

Niezwykle pomocny w wykluczeniu raka piersi jest RM (rezonans magnetyczny),
ktory charakteryzuje si¢ wysoka czuto$cig. RM umozliwia wnikliwe zobrazowanie
morfologii piersi, nieprawidtowos$ci ich architektury 1 odkrycie niewielkich guzkow.
Koszty wykonania RM sg wysokie przez co nie jest to metoda skriningowa ogolnej
populacji. Jednak rekomenduje si¢, aby to badanie wykonywaé dla grupy Kkobiet
Z najwyzszym i wysokim ryzykiem zachorowania na raka piersi (Jassem i wsp., 2018).
Rowniez zalecenia z 2010 roku Amerykanskiego Towarzystwa Onkologicznego
rekomendujg wykonywanie raz w roku mammaografii RM u kobiet z grupy podwyzszonego
ryzyka raka piersi (kobiety ze stwierdzong mutacja BRCA1, BRCA2, nosicielki mutacji
genow TP53, PTEN, kobiety po radioterapii klatki piersiowej migdzy 10-30 rokiem zycia)
(Smith i wsp., 2010).

Kolejnym bardzo waznym nieinwazyjnym testem przesiewowym jest samobadanie
piersi. Cho¢ analizy wykazaly, ze samobadanie piersi nie wplyngto na skutecznosé
wykrywania raka piersi nawet wsrod kobiet przeszkolonych (Hackshaw i Paul, 2003),
to zdecydowanie jego zaleta jest zachecanie kobiet do dbania o wlasne zdrowie.
Przektada si¢ to na poczucie kontroli, a takze na zwiekszong ilo$¢ przeprowadzanych
diagnostycznych biopsji (Kosters 1 Gatzsche, 2003). Czuto$¢ badania palpacyjnego okresla
si¢ na 12-41% (Nelson i wsp., 2009).
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I 1.2.3. Profilaktyka trzeciej fazy (wtérna, redukcja
zaburzen czynnosSciowych i powiklan wynikajacych z choroby,

zapobieganie nawrotom)

U kobiet leczonych z powodu raka piersi moze dochodzi¢ do zaburzen w obrebie
wielu uktadéw, przy czym najczesciej stwierdza si¢ zaburzenia w odniesieniu do uktadu
oddechowego, krazenia, ruchu i odporno$ciowego. W uktadzie oddechowym pojawiajg si¢
nieprawidlowosci dotyczace wentylacji ptuc. W trakcie radioterapii moze dojs¢
do obszernych uszkodzen pgcherzykow plucnych oraz $rodblonka w  naczyniach.
W wyniku zapalenia blon Sluzowych moze dojs¢ do stanu zapalnego ptuc.
Najczesciej podczas badania funkcji ptuc stwierdza si¢ zmniejszenie pojemnosci zyciowej
I catkowitej pojemnosci ptuc (Okumatsu i wsp., 2019). W uktadzie krazenia moze dojs¢ do
pojawienia si¢ mechanizmu kardiotoksycznos$ci (Okumatsu i wsp., 2019). W uktadzie ruchu
czesto dochodzi do dysfunkcji konczyny gornej po stronie operowanej (McNeely i wsp.,
2012). W wyniku leczenia chirurgicznego stwierdza si¢ ponadto znieksztatcenia Klatki
piersiowej, ktore moga wplywaé na na statyke tutowia i zaburzenia postawy ciata
(nieprawidtowe ustawienie: barkow, topatek i trojkatow talii oraz powigkszenie kifozy
piersiowej), dodatkowo obserwuje si¢ zmniejszenie zakresu ruchomosci krggostupa
I ostabiong czynno$¢ migéni tutowia, co w konsekwencji doprowadza do dolegliwosci
bolowych plecow (McNeely i wsp., 2012). Na skutek radykalnego leczenia raka piersi
pojawia si¢ znaczace obnizenie jako$ci Zycia i samooceny zwigzanej ze zmniejSzeniem
sprawnosci fizycznej, zdolnosci wysitkowej i pogorszeniem funkcjonowania seksualnego
(Gatka i wsp., 2018). Dodatkowo zaburzenia mogg odnosi¢ si¢ do uktadu odpornosciowego.
Dzialanie immunosupresyjne wykazuja leki przeciwnowotworowe, np. po chemioterapii
moze doj$¢ do obnizenia catkowitej liczby limfocytéw, limfocytéw T i B oraz NK.
Obserwuje si¢ takze ostabienia aktywnosci limfocytow T badz uszkodzenie czynno$ci
limfocytow T 1 B (Wozniewski, 2005). W wyniku leczenia raka piersi moze nastgpi¢ wzrost
masy ciata zwigzany z redukcja aktywnos$ci fizycznej, a takze zmniejszeniem zdolno$ci

wysitkowej.
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W celu redukcji pojawiajacych sie po leczeniu raka piersi wielouktadowych zaburzen
stosuje si¢ fizjoterapi¢. Rozpozczyna si¢ ona juz przy tozku pacjentki, na oddziatach
szpitalnych, a nastepnie kontynuowana jest w formie ambulatoryjnej lub w osrodkach
stacjonarnych. Jej gléwnymi celami jet zwigkszenie zakresu ruchomos$ci w stawach obreczy
barkowej i konczyny goérnej po stronie operowanej, wzrost sity migsniowej konczyn
gbérnych, zapobieganie zastojowi chtonki po stronie operowanej oraz korekcje postawy ciata
(Malicka 1 Pawlowska, 2008). Postgpowanie fizjoterapeutyczne jest nieodlaczng czesciag
leczenia w onkologii. Tworzy ono czynnik prewencji wtornej dla ograniczen fizycznych, jak
I psychicznych. Fizjoterapia wraz z aktywnoscia fizyczng to rowniez czynnik stanowiacy
0 powrocie chorych na nowotory zto§liwe do normalnego zycia (Wozniewski, 2005).
Regularne podejmowanie aktywnosci fizycznej zalecane jest u wszystkich chorych w kazde;j
fazie choroby, leczonych radykalnie jak i paliatywne, podczas terapii, jak i po jej

zakonczeniu.

I 1.3 Rola aktywnosci fizycznej w profilaktyce raka piersi

Aktywnos¢ fizyczna nalezy do glownych elementow zdrowego stylu zycia i odgrywa
istotng role w promocji zdrowia, utrzymana na odpowiednim poziomie dziata prewencyjnie,
zmniejszajac ryzyko rozwoju chordb cywilizacyjnych, w tym nowotworoéw ztosliwych.
Jej brak uznawany jest za przyczyne utraty zdrowia (Cleland i wsp., 2013).
Analizujac aktywno$¢ fizyczng w konteks$cie choréb nowotworowych, nalezy podkreslic jej

znaczenie, zarbwno w profilaktyce pierwotnej, jak i wtdrne;j.

American Cancer Society opracowato wytyczne dotyczace poziomu aktywnosci
fizycznej w profilaktyce chorob nowotworowych, proponujac 150 minut tygodniowo

wysitku umiarkowanego lub 75 minut wysitku intensywnego (Kushi i wsp., 2012).

Nizsze ryzyko zachorowania na raka piersi inwazyjnego oraz przedinwazyjnego
u kobiet aktywnych fizycznie przez 5 lub wigcej godzin w tygodniu wykazat Donnelly i wsp.
(2011). Bernstein (2009) oraz McTiernan i wsp. (2003) wskazali z kolei na poziom

intensywno$ci wysitku fizycznego. Berrnstein wykazal, ze zmniejszone o 20% ryzyko
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zachorowania na raka piersi wystepuje u kobiet aktywnych, podejmujgcych minimum raz
W tygodniu 60 minutowg aktywnos$¢ fizyczng o intensywnos$ci powyzej 6,7 MET,
przez przynajmniej 1 rok (Bernstein, 2009). Natomiast McTiernan i wsp. zaobserwowali
zmniejszone o 14% ryzyko zachorowania na raka piesi dla kobiet, ktére w wieku 35 lat,

3 razy w tygodniu podejmowaty intensywny wysitek fizyczny (McTiernan i wsp., 2003).

Korzysci ptyngce z podejmowanej aktywnosci fizycznej obserwuje si¢ takze
w profilaktyce wtornej, zarowno u kobiet bedacych w trakcie leczenia, jak i po jego
zakonczeniu. W odpowiedzi na leczenie onkologiczne pojawia si¢ bowiem tzw. syndrom
bezczynnosci. Np. u kobiet po zabiegu chirurgicznym z powodu raka piersi obserwuje si¢
obnizenie catkowitej aktywnosci fizycznej w granicach 11%, a wigc w przyblizeniu
0 2 godziny tygodniowo w stosunku do okresu przed choroba, 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

czynnikéw powrotu do sprawnosci psychofizyczej.

Wplyw aktywnosci fizycznej na organizm czlowieka jest bezdsykusyjny, aczkolwiek
na tyle wielokierunkowy, ze niemozliwe staje si¢ wyodrebnienie pojedynczych czynnikow
w przenikajacych si¢ procesach. Ponizej przedstawiono najwazniajesze potencjalne
mechanizmy, ktore wydaja si¢ taczy¢ aktywno$¢ fizyczng z ryzykiem wystgpienia raka

piersi i jego przebiegiem.

Udowodniono, ze aktywno$¢ fizyczna wraz z dietg srodziemnomorska przyczynia
si¢ do obnizenia procesu zapalnego w organizmie poprzez obnizenie markera zapalnego
CRP. Biatko C-reaktywne (CRP, C-reactive protein) bierze udzial w odpowiedzi
immunologicznej, utrzymujace si¢ jego podwyzszone stezenie przez dlugi okres czasu
oznacza wystepujacy W organizmie przewlekly stan zapalany. Zarazem wiadomo,
ze obecnos¢ czynnikow zapalnych w mikrosrodowisku guza utatwia proliferacje i migracje
komorek  nowotworowych oraz  angiogeneze (Litwiniuk 1  Kara, 2012).
Zaobserwowano, ze podwyzszone stezenie CRP u oso6b zdrowych zwigksza ryzyko raka
pluca, nerki, jelita grubego i skory (Allin i Nordestgaard, 2011). Z kolei u kobiet
z rozpoznaniem raka piersi zwigkszone st¢zenic CRP wigzane jest z mniejszg szansa na

catkowite przezycie (Pierce i wsp., 2009a).
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Dowiedziono, ze st¢zenie cytokin prozapalnych: CRP, TNF- o, IL-6 zmniejsza si¢
W organizmie pod wplywem umiarkowanej aktywnosci fizycznej (Litwiniuk i Kara, 2012).
Jedng z wielu cytokin majgcych powigzanie z procesami zapalnymi jest adiponektyna, ktora
pierwszy raz zostata opisana w 1995 roku. Komorki thuszczowe produkujg adiponektyng
lecz jej 1lo$¢ zalezna jest od ilosci tkanki thuszczowej. Wzrost stezenia tej cytokiny zachodzi
w momencie spadku ilosci tkanki thuszczowej. Adiponektyna sprawuje dodatkowo takie
funkcje jak: dziatanie przeciwzapalne i antymitotyczne oraz hamowanie angiogenezy

i proliferacji w liniach komoérkowych raka piersi (Arditi i wsp., 2007).

Aktywno$¢ fizyczna posrednio wplywa na wysokie stezenie adiponektyny.
TNF-a i interleukina 6 (IL-6) reguluja ekspresje genéw i wydzielanie adiponektyny przez
komorki thuszczowe. Zmniejszenie ilosci tkanki tluszczowej powoduje spadek stezenia
TNF-a i IL-6, co w efekcie prowadzi do wzrostu stgzenia cytokiny: adiponektyny (Nicklas
i wsp., 2005). Mozliwy jest spadek stezenia TNF-o i IL-6 pod wplywem dlugotrwale;
1 regularnej aktywnoSci fizycznej, niezaleznie od zmniejszenia ilosci tkanki tluszczowe;.
Mechanizm ten nie zostal catkowicie opisany. Doniesienia wskazujg jednak,
ze podejmowanie regularnej i umiarkowanej aktywnosci fizycznej powoduje normalizacje
réwnowagi mi¢dzy prozapalnymi a antyzapalnymi cytokinami (Litwiniuk 1 Kara, 2012).
Nalezy pamietac, ze chwilowe zaostrzenie proceséw zapalanych moze by¢ spowodowane

przez nadmierny wysitek fizyczny (Neilson 1 wsp., 2009).

Korzystnym skutkiem aktywnosci fizycznej prowadzacym do obnizenia ryzyka
zachorowania na raka piersi jest zmniejszenie st¢zenia hormondéw plciowych oraz
podwyzszenie stezenia globuliny SHBG (sex hormon binding globulin) (Key 1 wsp., 2002).
Estrogeny oddzialuja komoérkotworczo na gruczot piersiowy, a takze zapoczatkowuja
rozrost komorek (stymulacja proliferacji). Zmniejszenie czasu ekspozycji na estrogen mozna
uzyska¢ dzigki podejmowaniu w mlodym wieku aktywno$ci fizyczne;.
Zalezno$¢ te przedstawit juz w 1985 roku Frisch 1 wsp. wykazujac istotnie nizsze
zachorowanie na nowotwor zto§liwy piersi u absolwentek amerykanskiej uczelni, ktore
podczas trwania studiow uprawiaty lekkoatletyke, w poréwnaniu z absolwentkami, ktore tej
dyscypliny nie uprawiaty (Frisch i wsp., 1985). Podobne roznice wykazal Gajewski,

przedstawiajac znaczne réwnice migdzy zawodniczkami uprawiajacymi w miodosci sport,
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a kobietami nietrenujagcymi. Zachorowalno$¢ na raka piersi u zawodniczek wynosita
9,2/1000 kobiet, natomiast w grupie kobiet nietrenujgcych byta znacznie wyzsza, wynosita
16,2/1000 kobiet (Gajweski, 1998). Wykazano, ze podejmowanie migdzy 10-15 rokiem
zycia rekreacyjnej aktywnos$ci fizycznej przyczynia si¢ do obnizenia o 30-50% ryzyka
zachorowania na raka piersi (Frisch i wsp., 1985; Verloop i wsp., 2000).

Aktywno$¢ fizyczna moze opdzni¢ wiek wystgpienia pierwszej miesigczki.
Im pozniej pojawi si¢ pierwsza miesigczka tym ryzyko zachorowania jest nizsze (Janssens
i Vandeloo, 2009 ; Jethon i Murawska—Ciatowicz, 2005). Zalezno$¢ t¢ wykazano juz
w 1971, stwierdzajac 75% wyzsze ryzyko zachorowania na raka piersi u kobiet, ktore
zaczely miesigczkowaé przed 16 rokiem zycia w poréwnaniu z kobietami, u ktorych
pierwsza miesigczka wystapita powyzej 16 roku zycia (Staniszewski, 1971).
Ponadto kobiety, ktorych cykle owulacyjne sg regularne, krotkie i czeste majg wicksze
ryzyko zachorowania na raka piersi (Jethon i Murawska-Ciatowicz, 2005). U kobiet przed
menopauza przypuszcza si¢, ze aktywnos$¢ fizyczna moze zmniejsza¢ liczbe cykli
owulacyjnych, czego wynikiem jest nizsze dlugotrwate narazenie na endogenne estrogeny
I obnizenie ryzyka rozwoju raka piersi (Friedenreich, 2011). U kobiet po menopauzie
aktywnos$¢ fizyczna moze wplywac na poziom estrogendw endogennych poprzez obnizenie
poziomu tkanki tluszczowej. U osob otytych tkanka tluszczowa jest znaczacym zrodltem
estradiolu i estronu (Friedenreich, 2011). Aktywnos¢ fizyczna poprzez zredukowanie tkanki
tluszczowej oraz wzrost stezenia globuliny wigzacej hormony piciowe (SHBG) moze takze
prawdopodobnie spowodowaé zmniejszenie st¢zenia testosteronu. Niejednoznaczne sg

jednak doniesienia na ten temat (Kaaks i wsp., 2005).

Aktywnos¢ fizyczna wptywa na masg ciata. Na ptrzestrzeni ostatnich lat nadwaga
stata si¢ istotnym problemem epidemiologicznym w krajach o wysokim poziomie
ekonomicznym (Malczyk i Majkrzak, 2014). Nie ulega watpliwosci, ze otyto$¢ oraz zespot
metaboliczny znacznie podnoszg ryzyko wystapienia niektorych nowotworéw ztosliwych
w tym roéwniez raka piersi. Dostepne dane w literaturze wykazuja zwigkszenie ryzyka
zachorowania na raka piersi u kobiet otytych, w poréwnaniu z kobietami szczuptymi,
znaczenie odgrywa warto$¢ wskaznika BMI (body mass index) (Jassem i wsp., 2018).

Zarazem wiadomo, ze u kobiet otytych wystepuje podwyzszone stezenie estrogendw, ktore
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w okresie prokreacyjnym produkowane s3a przez jajniki, natomiast w okresie
pomenopauzalnym produkowane sg przez tkanke tluszczowa (narzad o dokrewnym
wydzielaniu substancji). Wyzsze ryzyko wystgpienia kancerogenezy w gruczole piersiowym
wystepuje  w  efekcie  wydhuizonej  ekspozycji na  dziatanie  estrogendw.
Zaburzenia metaboliczne sg nastgpstwem nieprawidtowego wydzielana takich substancji
jak: hormony ptciowe, insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF), leptyny, angiotensyny
i adiponektyny.  Powyzsze  substancje  sa  wydzielane  przez  adipocyty
(Malczyk i Majkrzak, 2014). Badania Rosato 1 wsp. pokazuja, ze u kobiet z zawyzong masg
cialta o wiele czegsciej wystepuje zespdt metaboliczny, ktory szczegodlnie w wieku
pomenopauzalnym przyczynia si¢ do rozwoju raka piersi (Rosato i wsp., 2011).
Warto podkresli¢, ze regularnie podejmowana aktywno$¢ fizyczna moze zredukowaé
otytos¢. Hiperinsulinemia wplywa na zmniejszenie st¢zenia SHGB i wzrost biodostepnosci
kancerogennych hormonéw ptciowych, a insulina w liniach komoérkowych raka piersi ma
dzialanie mitogenne i synergistyczne z estrogenami. Wrazliwo$¢ tkanek na dziatanie
insuliny, moze zwigkszy¢ si¢ dzigki aktywno$ci fizycznej redukujac przy tym
prawdopodobienstwo wystgpienia cukrzycy typu 2 (Vona-Davis i wsp., 2007).
W metaanalizie wykazano powigzanie cukrzycy z rakiem piersi, poniewaz kobiety chore na
cukrzyce typu 2 majg 16% wzrost ryzyka wystgpienia raka piersi (Larsson i wsp., 2007).
Aktywnos¢ fizyczna uruchamia takie procesy jak: redukcja tkanki thuszczowej, zwigkszenie
masy migsniowej, transport glukozy do migsni co stanowi ochrong przed hiperinsulinemia
I insulinoopornoscia, ktore powigzane sg ze zbyt duzg produkcjg leptyny IL-6, TNF-.
| z obnizeniem stezenia adiponektyny (Vona—Davis i wsp., 2007). Grupa naukowcow na
podstawie przeprowadzonych badan na grupie 50 samic myszy wyciagne¢ta przypuszczenia,
ze trening fizyczny wywotuje zmiany w insulinie IGF-1 i kortykosteronie, co stanowi
mechanizm podtrzymujacy homeostaze glukozy w odpowiedzi na rosngcy wydatek

energetyczny zwigzany z ruchem (Zongjian 1 wsp., 2008).

Aktywnos$¢ fizyczna w sposob posredni moze wplyna¢ na dobre prozdrowotne
zachowania, takie jak: wlasciwa dieta, ograniczenie spozycia alkoholu lub catkowita jego
eliminacja, calkowite =zaprzestanie palenia tytoniu lub jego ograniczenie.
Ocenia si¢, ze modyfikacja stylu zycia, moze zmniejszy¢ ryzyko zachorowania na raka piersi
(Jassem i wsp., 2018).



Strona |22

| 2. Uklad immunologiczny

| 2.1. Budowa i funkcje ukladu immunologicznego

Uktad immunologiczny zawiera szereg narzadow limfatycznych, naczynia
limfatyczne oraz komorki biorace udzial w reakcjach odpornosciowych, a takze wydzielane
przez nie przeciwciata, cytokiny i inne czynniki. Do narzadéow limfatycznych naleza:
grasica, szpik, grudki limfatyczne samotne i skupione, migdatki, wyrostek robaczkowy,
wezty limfatyczne i §ledziona. Grasica i1 szpik okreslane sa mianem centralnego narzadu
limfatycznego, poniewaz spelniaja one gléwng role w czynnosciowym dojrzewaniu
limfocytow, natomiast pozostale narzady okreslane sa obwodowymi. Grasica tworzy
I prowadzi selekcje limfocytow T, natomiast szpik odpowiada za powstawanie limfocytow
B. Limfocyty T po opuszczeniu narzadow centralnych umiejscawiajg si¢ w obszarach

grasiczozaleznych, a limfocyty B w obszarach grasiczoniezaleznych (Gotab i wsp., 2012).

Uktad odpornosciowy posiada liczne funkcje. Glownym zadaniem jest obrona
organizmu cztowieka przed czynnikami zewngetrznymi. Przede wszystkim odpowiada on za
homeostazg ustroju, posiada bardzo dobrg komunikacje z ukladem nerwowym
I hormonalnym Posiada nadzor bezposredni i posredni nad nowotworzeniem, ale takze nad
embriogeneza oraz przebiegiem cigzy. Potrafi rozpozna¢ struktury obce i wlasne.

Ma zdolno$¢ uczenia si¢ i zapamigtywania (Gotgb i wsp., 2012 ; Male i wsp., 2008).

W walce z ciatami obcymi — patogenami organizm cztowieka ma do wykorzystania
odporno$¢ swoistag zwang nabyta lub nieswoista, okreslang jako wrodzong (Deptuta i wsp.,
2014). Odporno$¢ nieswoista (wrodzona) jest pierwsza linig obrony przed chorobami
I infekcjami, ktore powstaja w efekcie dziatania czynnikow Srodowiskowych.
W sktad komoérek wchodza: makrofagi, granulocyty, monocyty, komorki tuczne, komoérki
NK i NKT, naturalne komorki limfoidalne. Z kolei odpornos¢ swoista (nabyta) w ktore;j
sktad wchodza limofcyty T 1 B, cytokiny, przeciwciata 1 komorki prezentujace antygen
(Deptuta i wsp., 2014; Gotab i wsp., 2012; Male i wsp., 2008) potrafi perfekcyjnie rozpoznac
antygeny. Komorki odpornosci nabytej potrafiag po jednorazowym kontakcie z danym

antygenem wytworzy¢ pami¢¢ odporno$ciowa, a kazde kolejne zetknigcie si¢ komorki
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nabytej zrozpoznanym antygenem powoduje indukcje odpowiedzi immunologicznej
(Deptuta i wsp., 2014).

W odpowiedzi swoistej typu komoérkowego biorg udziat limfocyty T, a w odpowiedzi
swoistej typu humoralnego biorg udziat limfocyty B. Odporno$¢ komorkowa w organizmie
cztowieka eliminuje zakazenia wywolane przez rozrastajagce si¢ drobnoustroje.
Ma bardzo wazng rol¢ w reakcji kontaktowej z tkankami zmienionymi nowotworowo
(Deptuta i wsp., 2014; Gotab i wsp., 2012).

Warto podkresli¢, ze na aktywno$¢ uktadu odpornosciowego wpltywa wiele
czynnikow takich jak: wiek, aktywno$¢ fizyczna, stres, stan odzywienia, otylos¢.
Wraz z wiekiem zwigksza si¢ prawdopodobienstwo wystgpienia nowotworow, a takze

insulinoopornosci, infekcji, chordb neurodegradacyjnych i miazdzycy (Dymarska, 2016).

| 2.2. Populacje i subpopulacje limfocytow

Limfocyty T zwane grasicozaleznymi (T-thymus — grasica) to grupa bardzo istotnych
komorek w immunologii. Limfocyty T to populacja komorek jadrzastych krwi, ktorych rolg
jest komorkowa odpowiedz odpornosciowa. Na limfocytach T wystepuje TCR, czastki CD
(CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD28, CD154) oraz czastki MHC klasy I. W obrgbie
limfocytow T wyodrebnia si¢ tradycyjnie limfocyty: pomocnicze (Th), cytotoksyczne (Tc),
regulatorowe (Treg) (Niedzwierska-Rystwej i wsp., 2013). Poszczegdlne subpopulacje

sprawujg roznorodne funkcje w organizmie.
e Subpopulacje limfocytow pomocniczych (Th)

Limfocyty Th posiadaja na powierzchni czasteczki CD4, rozpoznaja antygen
prezentowany w potaczeniu z czasteczkami MHC klasy Il. Obejmuja subpopulacje, ktore
roznig si¢ pod wzgledem czynno$ciowym, trzy zasadnicze z nich to: limfocyty Thl, Th2
I Th17 (roznicowanie wynika z wytwarzanych przez nie cytokin). Do zasadniczych funkcji

subpopulacji limfocytow Th zalicza sig:
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o Populacja Thl - stanowi pierwszg lini¢ obrony, bierze udzial w reakcjach na
patogeny wewnatrzkomérkowe, np. wirusy, zarazem moze wykazywac
dziatanie szkodliwe w rozwoju niektorych chorob autoimmunologicznych.
Limfocyty Thl wytwarzaja interleuking 2 (IL2 - cytokina stymulujaca
cytotoksycznos¢ limfocytow) oraz interferon gamma (aktywujacy
makrofagi).

o Populacja Th2 - wykazuje dzialanie obronne w zakresie robakow
pasozytniczych, bierze udziat w zwalczaniu zarazenia pasozytami
wielokomérkowymi, niestety wspotdziata zarazem w rozwoju chorob
alergicznych. Limfocyty Th2 wytwarzaja wiele cytokin, m.in. IL-4, IL-5,
IL- 10, IL-13.

o Populacja Th17 - uczestniczy w odpowiedzi przeciwzakaznej, niestety
wspoéldziataja takze w reakcjach zapalnych i autoagresji. Limfocyty Th17
wytwarzajg IL17.

e Subpopulacje limfocytow regulatorowych (Treg)

Limfocyty Treg to niewielka subpopulacja komérek CD4. Z limfocytow CD4+ do Treg
zalicza si¢ tylko komorki, ktore zarazem wykazujg wysoka ekspresj¢ powierzchniowego
CD25 oraz wewnatrzkomorkowo FOXP3 (fenotyp CD4+CD25highFOXP3+).
Limfocyty Treg o fenotypie CD4+CD25highFOXP3+ maja pochodzenie grasicze (Treg
naturalne), limfocyty Treg moga jednak powstawac takze w obwodowych narzadach
limfatycznych z komoérek CD4+CD25 — wowcezas okresla si¢ je jako Treg indukowane.
Limfocyty Treg poprzez zdolno$¢ migracji do miejsc objetych procesem zapalnym sg

odpowiedzialne za thtumienie zbyt nasilonej odpowiedzi immunologicznej.
e Subpopulacje limfocytow cytotoksycznych (Tc)

Limfocyty Tc wykazuja ekspresj¢ biatka CDS8, ktére umozliwia rozpoznanie klasy
MHC I. Limfocyty Tc CD8, inaczej CTL (cytotoxic T lymhocytes) maja zdolnos$¢ niszczenia
komorek zakazonych przez wirusy 1 inne mikroorganizmy oraz komoérek nowotworowych

poprzez zapoczatkowanie apoptozy. Mechanizm efektu cytotoksycznego zalezny jest od
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wydzielania ziaren cytolitycznych badz interakcji z receptorami dla TNF (Gotab i wsp.,

2017).

Efekt cytotoksyczny wykazuja:

(@]

Niektore limfocyty Tafy CD4+ - zaliczane do limfocytow naiwnych (Tn), zwane
takze komorkami T pomocniczymi (Th), wyrdznia si¢ dwie populacje komorek:
Th1l oraz Th2.

Limfocyty Tap CD8+ - rowniez sg zaliczane do limfocytow naiwnych (Tn).
Maja istotne znaczenie w procesie pourazowago zahamowania odpowiedzi
komorkowej. Wyrozmnia si¢ dwie populacje komorek CD8+ limfocyty T
cytotoksyczne (Tc) oraz limfocyty T supresyjne (Ts). Komorki Tap CD8+,
podobnie jak limfocyty Tap CD4+, sg zdolne do uwalniania cytokin zaréwno
profilu Th1 (komoérki Tcl), jak i Th2 (komoérki Tc2). Limfocyty Tafy CD8+
odpowiadaja za rozwéj odpowiedzi odnotowanej w wyniku urazu, w trakcie
ktorej dochodzi do sekrecji cytokin przeciwzapalnych, przypominajacych swym
sktadem wzor cytokinowy komorek Th2 (Zedler 1 wsp., 1997).

Limfocyty Tyd - biorg udzial w rekcjach antyzapalnych i prozapalnych oraz
uczestnicza w reakcjach odpornosci lokalnej bton sluzowych (Dong i Martinez,
2010).

Limfocyty NKT (Natural Killer T-cells) - w chorobach nowotworowych,
autoimmunologicznych 1 alergicznych, a takze w infekcjach bakteryjnych,
wirusowych, pasozytniczych dziataja modelujaco na reakcje odpornosciowe
(Deptuta i wsp., 2008; Dong i Martinez, 2010).

Komérki NK - Komérki NK (Naturall Killer) stanowig fundamentalny element
obrony przeciwwirusowej, przeciwbakteryjnej 1 przeciwnowotworowej
(Trinchieri, 1989). Maja zdolno$¢ niszczenia komodrek nowotworowych
we wczesnym etapie ich rozwoju ze wzgledu na niezalezng od przeciwcial
cytotoksyczno$¢ (Anderson, 2005). Zobserwowano, iz w komorkach NK
podczas pierwszego okresu tworzenia si¢ nowotworu dochodzi do rownowagi

miedzy ekspresja receptorow aktywujacych i hamujacych ich funkcjonowanie.
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Limfocyty B inaczej zwane szpikozaleznymi odpowiedzialne sa za humoralng
odpowiedz komoérkowa. Na limfocytach B wystepuje receptor immunoglobulinowy BCR,
czastki CD19, CD20, CD21 (CR2), CD22, CD32 (FcyRII), CD35 (CRI), CD40, CD72,
CD80, CD86 oraz czastki MHC 1 i II. Limfocyty B dzieli si¢ na B1 i podobne do nich
limfocyty B sfery brzeznej oraz limfocyty B2. Limfocyty B2 stanowig dominujaca
subpopulacje, sg to tzw. limfocyty konwencjonalne, pozostate z kolei — komoérki BI,
posiadajg czastke CD5. Podstawowa funkcjg limfocytow B jest produkcja przeciwcial
(immunoglobulin, IG), przy czym limfocyty B2 biorg udziat glownie w obronie nabyte;j,
akomoérki Bl odpowiadaja za odporno$¢ wrodzong (Jasiulewicz i wsp., 2011).
Limfocyty B mozna podzieli¢ takze na limfocyty B efektorowe, limfocyty B pamigci oraz

limfocyty B regulatorowe (Breg).

I 2.3. Rola ukladu immunologicznego w patogenezie

I progresji choréb nowotworowych

Na wieloetapowy proces powstania nowotworow majg wptyw czynniki rakotworcze,
do ktorych zalicza si¢ czynniki: fizyczne, chemiczne i biologiczne Oddziatywuja one na
organizm cztowieka, jednak w wigkszo$ci przypadkow bezposrednio nie generuja rozwoju
nowotworu lecz powoduja utworzenie endogennych czynnikdw posrednich (najczgsciej to:
reaktywne formy tlenu i1 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 nastgpnie utworzenie nowotworu

(Gotab i wsp., 2012).

Uktad odpornosciowy sprawuje ciagly nadzor nad organizmem cztowieka.
Wedtug teorii ,,nadzoru immunologicznego” Thomasa i Burnetta uktad immunologiczny

natychmiast lokalizuje i1 unicestwia komorki nowotworowe. Jednak mimo statej kontroli
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organizmu moze dojs¢ do ucieczki komorek nowotworowych (Mackiewicz i Mackiewicz,
2010). W sytuacji kiedy nowotwor omingt uktad obronno$ciowy to nastepuje etap, w ktorym
nowotwor stara si¢ utrzymac¢ i broni¢ przed zwigkszajacym si¢ dziataniem uktadu
odpornosciowego — jest to faza rownowagi. Faza rownowagi jest to faza podkliczna, ktora
charakteryzuje si¢ dtugoletnim przebiegiem. Duza liczba mutacji i niestabilno$¢ genetyczna
broni komdérki nowotworowe przed atakiem prowadzonym przez limfocyty 1 wydzielanym
przez nie interferonem gamma. W kolejnym etapie moze doj$¢ do fazy zwanej ucieczka,
ktora charakteryzuje si¢ dynamicznym rozwojem i rozrostem nowotworu (Ryc.l).
Faza ta moze by¢ nastgpstwem zablokowania i wyczerpania uktadu odporno$ciowego,
a takze spadkiem wrazliwosci komoérek nowotworowych na interferon gamma oraz
pomniejszeniem aktywnosci komérek 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 dziata¢ nawet niszczaco na komorki

nowotworowe (Gotab i wsp., 2017).

A. Eliminacja B. Réwnowaga C. Ucieczka

Ryc.1. Immunoredagowanie nowotworu (Gotab i wsp., 2017).

Wirusy 1 substancje chemiczne moga wywola¢ nowotwory. W tego typu
nowotworach zauwazono, Ze antygeny sa immunogenne i prowadza do swoistej odpowiedzi
humoralnej i komorkowej. Najwazniejsza i ostateczng funkcj¢ w tym procesie maja komorki
cytostatyczne: komorki NK, limfocyty cytotoksyczne — CD8+, limfocyty T-pomocnicze

CD4+. Granulocyty objetochlonne oraz makrofagi biorg udziat w odpowiedzi
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odpornosciowej typu komorkowego (Cavallo i wsp., 1992). Z kolei przeciwciala

produkowane przez limfocyty B biorg udziat w odpowiedzi humoralne;.

Nie zostata poznana catkowicie rola subpopulacji limfocytow pomocniczych T(Th)
(Nishimura i wsp., 1999). Limfocyty Th, dzieli si¢ na dwie grupy: grup¢ Thl oraz Th2.
Pierwsza grupa produkuje cytokiny indukujgce odpowiedz komorkowa, natomiast grupa
druga produkuje cytokiny zwigkszajace odpowiedz humoralng, a zmniejszajace komorkowa
(Swain, 1995). Przeciwnowotworowa odpowiedz zachodzi w dwodch fazach.
Faza pierwsza to indukcja, druga to efektorowa. W pierwszej fazie wystepuje pobudzenie
swoistej przeciwnowotworowej odpowiedzi, a w fazie drugiej dochodzi do pojedynczej

eliminacji komorek nowotworowych.

Aktywnos¢ limfocytow Treg w  zdrowym organizmie jest korzystna.
U os6b z przewlektym stanem zapalnym w trakcie infekcji liczba limfocytow Treg wzrasta.
Limfocyty Treg w chorobie nowotworowej maja hamujace dzialanie, co wptywa na
ograniczenie odpowiedzi uktadu immunologicznego przeciw wlasnym pseudo - antygenom,
co utrudnia prawidtowa odpowiedz przeciwnowotworowg, a to nastepnie skutkuje
niekorzystnym  rokowoaniem  (Curigliano, 2011; Tanchot i wsp., 2013).
Badania przeprowadzone u pséw bedacych w zaawansowanym stadium raka piersi
wykazaty znaczny wzrost liczby limfocytow Treg we krwii obwodowe;j i na terenie guza

nowotworowego (Mucha i wsp., 2014; Mucha i wsp., 2016).

Natomiast w pierwszym okresie rozwoju nowotworu limfocyty Tc CD8+ pelnig
wazng role w unicestwieniu komoérek nowotworowych (Zammaron i1 Chen, 2011).
Badania Campbell i wsp. (2005) wykazaly, ze u kobiet z zaawansowanym rakiem piersi
stosunek liczby limfocytéw Th1/Th2 byl wyzszy anizeli u kobiet zdrowych.
Nalezy podkresli¢, ze populacje limfocytow Th 1 Tc w warunkach fizjologicznych
bezposrednio ze soba wspoldziataja w celu odnalezienia 1 wusunigcia komorek
nowotworowych, a wydzielane przez nie cytokiny moga wptyna¢ na modyfikacje

odpowiedzi immunologicznej (Jakobisiak i Lasek, 2007).

Limfocyty B sg obecne sg w mikrosrodowisku wielu nowotworow, a w raku piersi sg

obecne na poziomie nawet 40%. Maja zdolno$¢ niszczenia komorek nowotworu.
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Przeciwnowotworowe dziatanie limfocytow B jest skuteczniejsze podczas obecnosci

limfocytow T CD8+, co wskazuje na ich synergistyczne dziatanie (Nelson, 2010).

Wséréod mechanizmoéw  immunologicznych  bioragcych udzial w  obronie

przeciwnowotworowej wyroznia sie:

e cytotoksycznos¢ limfocytéw Te, komorek NK oraz komoérek NKT
e cytotoksyczno$¢ pobudzonych makrofagdéw i neutrofilow

e cytotoksycznos$¢ komorkowa uzalezniong od przeciwciat

e cytotoksyczno$¢ przeciwciala uzalezniong od dopelniacza

e aktywno$¢ cytokin

U 5-70% chorych na nowotwory, u ktorych ujawnia si¢ we krwi limfocyty (Tc i/lub NK)
stwierdza si¢ zdolno$§¢ do =zabicia autologicznych komorek nowotworowych.
Wysoka aktywnos¢ Tc ze zdolno$cig do zabicia autologicznych komoérek nowotworowych,
wykazana przy zabiegu operacyjnym, laczona jest z dobrg prognoza dla pacjenta.
Wysoka aktywnos¢ komoérek NK wykazuje z kolei zwigzek z rzadszym wystgpowaniem
choroby = nowotworowej. Za  istotny  element  odpowiedzi = komodrkowe;j
przeciwnowotworowej uznaje si¢ takze swoiste limfocyty Th (przede wszystkim Thl)
(Gotab i wsp., 2017).

W przypadku raka piersi stwierdzono, ze nowotwory sa infiltrowane przez
niejednorodng populacje komorek odpornosciowych, takich jak limfocyty T, limfocyty B,
komorki NK i makrofagi. Limfocyty naciekajace guz (TILS) sa przejawem reakcji
przeciwnowotworowej gospodarza. TIL w guzach litych obejmuje komorki pomocnicze
CD4+ (Thl, Th2), limfocyty T regulatorowe CD4+ oraz limfocyty cytotoksyczne T CD8+
(CTL). CTL moga mie¢ wptyw na wzrost guza, poniewaz W wyniku wywotania apoptozy,

niszcza komorki nowotworowe (Matkowski i wsp., 2009).
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| 2.4. Wplyw aktywnoSci fizycznej na uklad immunologiczny

Aktywacja proceséw odpornosciowych nastepuje dzigki regularnie podejmowanej
aktywno$ci  fizycznej, ktora zwigksza dziatanie uktadu immunologicznego
(Wozniewski, 2002). Nalezy pamigtac, ze aktywnos$¢ fizyczna ma wielokierunkowy wptyw
na mechanizmy odpowiedzi immunologicznej. Umiarkowany wysitek fizyczny
podejmowany regularnie stymuluje mechanizmy odpornosciowe, a powtarzany intensywny
wysitek moze prowadzi¢ do zwigkszonej podatnosci na infekcje (Kurowski i Kowalski,

2014).

Aktywno$¢ fizyczna generuje uwolnienie kortyzolu i katecholamin, co w nastepstwie
prowadzi do wzrostu liczby niektorych komorek uktadu immunologicznego oraz zmian
w uktadzie humoralnym. Liczba komoérek NK i cytotoksycznych limfocytow T moze
znacznie zwigkszy¢ swoja liczbe po wysitku fizycznym, w przypadku komorek NK (natural
killer) wzrost ten moze wynosi¢ 150 — 300%, a w przypadku limfocytow T 50-100%
(Nieman, 1994). Wyzej wymienione komorki NK 1 T to limfocyty tworzace gtowna
I pierwszg ochrong przed patogenami oraz wtasnymi komoérkami, ktore ulegly transformacji
nowotworowej. W wyniku ¢wiczen fizycznych poziom IL-1 w surowicy ro$nie.
Po zakonczonym wysitku fizycznym, podwyzszony poziom IL-1 utrzymuje si¢
W organizmie przez kolejne 48 godzin. Stezenie IL-2 we krwi maleje pod wplywem
aktywno$ci fizycznej, wplywajac na ostabienie odpowiedzi typu komorkowego.
Oddzialywanie aktywnosci fizycznej na uktad immunologiczny jest zalezne od czynnikow
zewngtrznych, poniewaz podejmowanie wysitku fizycznego w niskich temperaturach
indukuje obnizenie TNF-a. Natomiast kilukogodzinny wysitek fizyczny powoduje wzrost
stezenia TNF-a. Podczas wysitku fizycznego dochodzi do wzrostu poziomu w surowicy
cytokin przeciwzapalnych (IL-4 i IL-10) lecz ich stopien wzrostu jest rézny (Deptuta i wsp.,
2005).

Nalezy pamigta¢, ze wpltyw wysitku fizycznego na mechanizmy odpowiedzi
nieswoistej jest rozny w zaleznos$ci od tego, czy jest to wysitek intensywny 1 krétkotrwaty,

czy przewlekly i regularny.



Strona |31

Whiysitek krotkotrwaty, intensywny prowadzi w przeciagu pierwszych 30 minut od
jego zakonczenia do znacznego, ale mijajacego wzrostu liczby granulocytow
objetochtonnych we krwi obwodowej. Kilka godzin po zakonczonym wysitku ponownie
wzrasta liczba neutrofilow, tempo ich wzrostu zalezne jest od czasu trwania i intensywnosci
wysitku fizycznego (Peake, 2002). Dwie godziny po zakonczonym krotkotrwaltym lecz
intensywnym wysitku dochodzi do wzrostu liczby monocytéw. Pod wplywem amin
katecholowych i1 kortyzolu dochodzi do ich przesuniecia z puli brzeznej do krazenia
obwodowego. Zauwazono, ze podczas intensywnego wysitku dochodzi do wzrostu
monocytow prozapalnych CD14+/CD16+ w stosunku do monocytow wystepujacych
w warunkach spoczynku tj. CD14+/CD16- (Steppich i wsp., 2000). W badaniach wykazano
wzrost komorek dendrytycznych (Edwards i wsp., 1984). Z kolei komorki NK po
poczatkowym wzroscie ulegaja redukcji do warto$ci mniejszej niz potowa wartosci
wyjsciowej, a po kilku godzinach liczba komoérek NK powraca ponownie do wartosci

wyjsciowej (Shephard i Shek, 1999).

Wiysilek regularny o umiarkowanej intensywnosci nie wptywa znaczaco na liczbe
neutrofilow (Gleeson i Bishop, 2005). U 0sdb, u ktorych toczy si¢ przewlekty proces zapalny
w organizmie dochodzi do zmniejszenia si¢ liczby neutrofildow W miejscu procesu
zapalnego, a takze do zmniejszenia liczby prozapalnych monocytow CDI14+/CD16+
(Michishita i wsp., 2010).
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I 3. Rola badan eksperymentalnych w ocenie wplywu aktywnosci

fizycznej na rozwoj raka piersi

Badania nad wptywem aktywnosci fizycznej na raka piersi prowadzone sg nie tylko
w formie epidemiologicznych badan ankietowych, ale takze w formie eksperymentalne;.
Te drugie, czyli eksperymentalne, wynikaja przede wszystkim z ograniczonych mozliwosci
prowadzenia badan w populacji ludzkiej i sg wykonywane gltownie na modelach
zwierzecych. Wykorzystuje si¢ takie zwierzeta jak: szczury, myszy, S$winie domowe, psy,
kury. Jednak szczur i mysz stanowig podstawowy model doswiadczalny w zwierzecym
modelu badania guza piersi. Zwierzeta te wykorzystywane sg z powodu prostej i fatwej
w utrzymaniu hodowli, szybkiego tempa rozrodu, a takze dobrej znajomosci ich genomu
zwierzecego (Brylinska i Kwiatkowska, 1996). Badania te majg bardzo duzy potencjat.
Ich rolg jest umozliwienie lepszego poznania oraz zrozumienia jaki rodzaj wysitku
fizycznego wptywa na proces nowotworzenia, co w przyszlos$ci pozwoli na przetozenie
wynikow badan na ludzka populacje¢. Kolejnym ich zadaniem jest poznanie mechanizmow
dziatania zwigzanych z protekcyjng rolg aktywnosci fizycznej. Szczury szczepu Spraque-
Dawley oraz myszy posiadaja najbardziej zblizong do gruczotéw ludzkich strukture i funkcje
(Cardiff i Wellings, 1999), a takze podobienstwo na poziomie 58% miedzy biatkiem BRCA1
myszy a cztowieka (Hakem i wsp., 1996). U ludzi podstawowa jednostka gruczotu
piersiowego nazywana jest jednostka przewodowozrazikowa (TDLU- terminal duct lobular
unit). Struktura ta zbudowana jest z koncowego przewodu zewnatrz zrazikowego oraz
przewodu $rodzrazikowego i uchodzacych do niego pecherzykéw wydalniczych (Niemiec
I Rys, 2009). U gryzoni, struktura wykazujaca podobienstwo zarowno we wzroscie, rozwoju
1 patologii jest TEBs (terminal end buds). Struktura TDLU i TEBs sa bardzo podatne na
dziatanie rakotworczych czynnikow, co pozwala na przeprowadzania badan poréwnujacych
proces karcinogenezy i rozwoju nowotworu u ludzi i gryzoni (Wang i wsp., 2009).
Najczesciej stosowanym w badaniach $rodkiem wywolujacym proces karcinogenezy jest

N- metylo N-nitrozomocznik (MNU) (Ko i wsp., 2008).

Pod wptywem aktywnosci fizycznej w badaniach eksperymentalnych obserwuje si¢

zarowno regresj¢ jak i progresje raka listwy mlecznej.
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Badania Zongjian i wsp. wykazaly u samic szczurdéw rasy Sprague-Dawley i podaniu
nitrozomocznika o 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).

Mann i wsp. réwniez u samic rasy Sprague-Dawley i podaniu nitrozomocznika
stwierdzili w grupach poddanych treningowi fizycznemu mniejesza liczb¢ zmian
nowotworowych w poréwnaniu do grupy kontrolnej, bez treningu (72% vs 96%) oraz
mniejszg liczbe guzoéw (1,78 vs 2,84). Nizsza liczba zachorown byta jednak niezalezna od
Charakteru treningu fizycznego, zatem od zastosowania kota obrotowego z napedem badz

bez (Mann i wsp., 2010).

Podobne wyniki zostaly uzyskane przez Malicka i wsp. U szczurow rasy
Sprague-Dawley i podaniu nitrozomocznika w grupie szczuré6w poddanych treningowi
fizycznemu na biezni ruchomej wystapity tylko pojedyncze guzy u mniejszej liczby zwierzat
(40%) w porownaniu do grupy kontrolnej, w ktorej wykazano zarowno wigksza sumaryczng
liczbe guzow(64%), jak i wigkszg ich liczbe przypadajaca na jednego osbnika (od 2 do 7)
(Malicka i wsp. 2015).

Na uwage zastuguje rowniez czas i intensywno$¢ trwania wysitku fizycznego.

W 1991 roku Cohen wykazal, ze zar6wno zbyt niska jak i zbyt wysoka intensywnos$¢
treningu fizycznego moze wplyna¢ na rozwdj raka listwy mlecznej, a protekcyjne dziatanie
ma jedynie wysitek o umiarkowanej intensywnosci (Cohen i wsp., 1991). W 1994 roku
Thompson zaobserwowat z kolei, ze ochronne dziatanie aktywnosci fizycznej przeciwko
rakowi listwy mlecznej odnosi si¢ przede wszystkim do wyzszej intensywnos$ci 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 znaczgco zwigksza mase guza (Whittal-Strange i wsp., 1998), a Westerlind i wsp.
przy umiarkowanym wysiltku fizycznym nie zauwazyli protekcyjnego dziatania aktywnosci

fizycznej (Westerlind i wsp., 2003). Saez i wsp. wykazali natomiast, ze zbyt intensywne
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¢wiczenia wigza¢ si¢ moga ze wzrostem wydzielania hormondéw stresu (prolaktyna

i adrenalina), co z kolei zwieksza ryzyko rozwoju raka listwy mlecznej (Saez i wsp., 2007).

Wsrod prowadzonych badan mozna takze zaobserwowaé wyniki odnoszace si¢ do
braku wplywu aktywnosci fizycznej na rozwoj raka listwy mlecznej (Jones i wsp., 2010;
Westerlind i wsp., 2002).

Nieznany pozostaje takze mechanizm dziatania wysitku fizycznego, przypuszcza si¢
migdzy innymi, ze jednym z mechaniznéw dziatania moze by¢ wptyw treningu fizycznego
na uktad immunologiczny i jego rolg¢ w powstawaniu i rozwoju raka listwy mlecznej

U szczurdéw.
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Il CEL PRACY

Celem pracy byla ocena wplywu wysitku fizycznego na uklad immunologiczny oraz
powstanie i rozwdj raka listwy mlecznej wywotanego N-metylo-N-nitrozomocznikiem

U szczurow.
Il 1. Pytania badawcze

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

oraz jego proliferacj¢ 1 apoptoze?

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

intensywnosci?

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

immunologiczny badanych szczuro6w?

4. Czy wystepuja zaleznosci pomiedzy indukcja guza, jego objetoscia, proliferacja
I aktywnoscig apoptotyczng komorek nowotworowych a poziomem subpopulacji

limfocytow ?

5. Czy wystepuja réznice pomi¢dzy 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.

Il 2. Hipotezy badawcze

1. Trening fizyczny dziala protekcyjnie zarbwno na rozwoj, jak 1 przebieg raka listwy
mleczne;j.

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

subpopulacji limfocytéw zmieniajace si¢ pod wplywem treningu fizycznego.
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11l MATERIAL. BADAWCZY 1 METODY
111 1. Zwierzeta — charakterystyka materialu badanego

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

Zwierzgta zostaty podzielone na 2 modele:

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

Powyzsze modele zostaly podzielone na 4 grupy, wyodrebniono 3 poziomy intensywnos$ci
treningu fizycznego oraz grupe¢ kontrolna.

e NPI- grupa z niskim poziomem intensywnosci treningu

e UPI - grupa z umiarkowanym poziomem intensywnosci treningu
e WPI - 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
zewngetrznych (stala temperatura 1 wilgotno$¢ pomieszczenia oraz 12 godzinny tryb

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

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

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

Ostateczna liczba szczuréw poddana analizie rozni si¢ od zaktadanej liczebnosci
wyjsciowej. Ze wzgledu na wezesniejszg Smiertelnos¢ niektdrych osobnikow badz odmowe
udziatu w treningu fizycznym analiza w modelu 1 opiera si¢ na 43 osobnikach, a w modelu
2 na 32 osobnikach. Szczegotowa liczebnos¢ grup w odniesieniu do poziomu intensywnosci

treningu fizycznego przedstawiono w tabeli 1.



Strona |37

Tab.1. Liczebnos$ci grup poddanych treningowi fizycznemu w zaleznos$ci 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 ro6znity si¢ istotnie pod wzgledem masy ciata, zar6wno poczatkowej, jak

i koncowej oraz ilosci podanego MNU, niezaleznie od badanego modelu.

Szczegdtowe wyniki w odniesieniu do 2 grup (grupa trenujgca vs grupa kontrolna)
przedstawiono w tabeli 2, natomiast w odniesieniu do poziomu intensywnosci treningu

fizycznego w tabeli 3.

Tab.2. Poréwnanie $redniej masy oraz dawki MNU podanej szczurom w grupach

doswiadczalnych.
p (test
Cecha GRUPA N Srednia | Mediana | Odch.std Manna-
Model .
Whitneya)
Masa | Tremmjaca | 29 | 11007 | 1200 | 27,69 -
(MNU) [0] [Nietrenujaca | 14 | 10550 | 1055 11,12 '
MNU (iloéé) Trenujaca 29 2,01 2,2 0,45 0.574
Model | [Md/kal  ['Nietrenujaca | 14 1,01 1,9 0,21 '
1
Masa | Tremujaca | 29 | 28724 | 2900 | 2241 .
(sekeja) [9] | Nietrenujaca | 14 | 287,50 | 2845 23,41 '
Masa Trenujaca 24 113,54 112,5 31,62
(MNU) [0] [Nietrenujaca| 8 | 133,88 | 133,0 11,68 0,190
MNU (llOéé) Trenujaca 24 2,04 2,1 0,47
Model [mg/kg] Nietrenujaca | 8 2,41 2,4 0,20 0,092
2
Masa Trenujaca 24 305,17 308,0 35,51
(sekcja) [9] ['Nietrenujaca| 8 | 311,00 | 312,0 35,58 0,648
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Tab.3. Srednia masa oraz dawka MNU podana szczurom w grupach do§wiadczalnych
W zalezno$ci od podejmowanego poziomu intenswnosci treningu fizycznego.

Model Cecha GRUPA | N | Srednia | Mediana| Odch.std Kfugtlf.;:a-
Wallisa)
GK 14 | 10550 | 1055 | 11,12
Masa NPI 12 | 11417 | 1200 | 27,12 0406
(MNU) [o] 0P 10 | 113,00 | 1350 | 3561 ’
7 | 9886 | 1000 | 11,50
GK 14 | 101 1,9 0,21
L NPI 12 2,10 2,3 0,45
Model 1 [r(:,lg/s;fé] UPI 10 | 2,08 25 0,55 Dz
- 7 [ 177 1,8 0,22
GK 14 | 287,50 | 2845 | 2341
Masa NPI 12 | 27958 | 280,0 | 20,94 2200
(sekeja) [9] [~ up] 10 | 289,50 | 2950 | 2511 ’
- 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] "gpi o | 118,89 | 140,0 | 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¢)
[ma/kg] UPI 9 | 210 25 0,56
Model 2 - 6 1,77 18 0,10
GK 8 | 311,00 | 3120 | 3558
Masa NPI 9 | 307,78 | 309,0 | 30,31 0,625
(sekeja) [9] [~ upj 9 | 292,78 | 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 szczurOw w wieku 1 miesigca dootrzewnowo karcinogenu N-metylo-N-
nitrozomocznika, MNU (Sigma-Aldrich, Monachium, Niemcy) w dawce 180mg/kg masy
ciata. MNU zostato rozpuszczono w cieptym roztworze NaCl i zakwaszono za pomoca

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

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

w tygodniu zwierzgta byly wazone.

Ponadto zwierzeta zostaly 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 1 wielkosci guzow. Badania byly wykonane po wczesniejszy

podaniu srodkoéw anestetycznych.

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

dawka 60 mg/kg oraz medetomidyny - dawka 0,5 mg/kg masy ciata).
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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 odbywatl si¢ przez okres 12 tygodni, 5 dni w tygodniu, na ruchomej
3- pozycyjnej biezni dla zwierzat doswiadczalnych Exer 3/6 firmy Columbus.
W zalezno$ci od poziomu intensywnosci treningu z czasem sukcesywnie byta podwyzszana
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

Predkosé¢ 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.

Usmiercenie nastgpito poprzez dootrzewnowe wstrzykniecie 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).
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Podczas sekcji pobrano do badan:

e Wszystkie guzy wykryte palpacyjnie
e Pluca, watrobe, Sledziong, nerki
e Powickszone wezty chlonne

o Krew

Wykryte palpacyjnie guzy zmierzono, nastgpnie wszystkie guzy oraz przerzuty
podzielono na 3 czgéci: 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 (5009 przez 15 minut

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

111 2.4. Histopatologia

Badanie histopatologiczne zrealizowano na pocigtych z bloczkéw parafinowych
preparatach 6-um barwionych hematoksyling oraz eozyng (H&E) (Puta i wsp., 2013).
Zostalo ono wykonane przez dwoéch niezaleznych patologéow, przy zastosowaniu
dwustanowiskowego mikroskopu BX 41 (Olympus, Tokio, Japonia). Patolodzy dokonali
klasyfikacji guzow na tagodne i ztos§liwe, wedtug klasyfikacji guzéw sutkowych u szczurow

(Russo i Russo, 2000).

111 2.5. Mikromacierze tkankowe (TMA)

Macierze tkankowe zostaty przygotowane po wykonaniu badan histopatologicznych
pobranych nowotworéw. Pobrano trzy fragmenty guzow o S$rednicy 2.0 mm
Z przypuszczalnie najwigkszg 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.
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111 2.6. Immunohistochemia (IHC) - proliferacja

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

0 grubosci 4um, zanurzone w parafinie.

Skrawki byty gotowane w buforze Target Retrieval Solution low pH (przeciwciato
Ki-67) w aparacie PTLink (20 minut, 97°C), a nastepnie studzone w buforze pluczacym
Wash Buffer (bufor TBS z Tween 20) w celu deparafinizacji uwodnienia oraz odstoniecia
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 polegal na
blokowaniu endogennej peroksydazy w EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent
(5 minut, temperatura pokojowa). Drugi etap polegat na przeptukaniu skrawkow 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 usunig¢to nadmiar przeciwciat. Wykonano nakropianie przeciwcial drugorzedowych
sprzezonych z peroksydaza chrzanowa (EnVision FLEX HRP) na 20 minut w temperaturze
pokojowej. Nastepnym etapem po ptukaniu w Wash Buffer bylo dodanie substratu dla
peroksydazy chrzanowej — diaminobenzydyng¢ (EnVision FLEX Working Solution mix)
I inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej. W efekcie dwukrotnego ptukania
w Wash Buffer resztki odczynnika zostaly 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 zostaty zmontowane syntetyczng zywica

SUB-X Mounting Medium przy uzyciu aparatu Coverslipper.

Wszystkie przeciwciata rozcienczone zostalty w FLEX Antibody Diluent.
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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 pomocg 15-minutowej
inkubacji w ksylenie. P6zniej preparaty uwodniono poprzez prowadzenie przez szereg
alkoholi o malejacym stezeniu (99,8%, 96%, 70%). Nastepnie po ptukaniu w wodzie
destylowanej oraz buforze PBS (po 5 minut), tkanki trawiono proteinazg K przez 5 minut
w temperaturze pokojowej. Po zakofczeniu trzykrotnego ptukania w buforze PBS,
blokowano endogenng peroksydaze poprzez inkubacje 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 zawierajacym TdT Enzyme i1 Reaction Buffer
(proporcja 33:77 ul) w 37°C wykonano reakcje terminalne;j
deoksyrybonukleotydylotransferazy.  Zatrzymanie reakcji bylo mozliwe dzigki
umieszczeniu preparatow ze skrawkami w buforze phluczacym (Stop/Wash Buffer)
I inkubacj¢ przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Kolejnym etapem po plukaniu
w buforze PBS byta inkubacja z przeciwciatem anty-digoksygening skoniugowanag
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 usunigte resztki odczynnika. Nastgpnym etapem bylo barwienie
kontrastujace hematoksyling (EnVision FLEX Hematoxylin, 7 minut, temperatura
pokojowa). Po przeptukaniu w wodzie destylowanej oraz dwukrotnie w Wash Buffer,
skrawki przeprowadzono przez szereg alkoholi o wzrastajacym st¢zeniu (70%, 96%, 99,8%)
— po 5 minut, a nastepnie przez ksylen. Preparaty zostaly zaklejone szkietkami
nakrywkowymi przy uzyciu syntetycznej zywicy SUB-X Mounting Medium przy uzyciu

aparatu Coverslipper.
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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 guzéw. W celu wykonania oceny antygenu
Ki-67, TUNEL w sekcjach TMA wybrano trzy pola z najwigkszg liczbg komorek
nowotworowych dajgcych pozytywng reakcje (hot spots). Oceniano procent pozytywnych
komoérek z kazdego pola poprzez oszacowanie brazowo znakowanych jader komorek
nowotworowych w 400 krotnym powiekszeniu. Wyniki pozyskane z trzech probek

zanotowano w formie $redniej dla kazdego guza

111 2.9. Cytometria przeplywowa

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

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

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

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

3. IzoFitc (5ul na probke), [zoAPC (5ul na probke), [zoPerCP (5ul na probke), [zoPE
(5ul na prébke)

Dodawano po 20ul mieszaniny przeciwciat na probke 1 dokladnie mieszano.
Nastepnie inkubowano probki 30 min. w ciemnosci. Po tym czasie dodawano po Iml 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. Komorki zawieszano w buforze, a nastgpnie wirowano przy 3000 obr./min.
Ponownie supernatant usuwano i dodawano po Iml 1% BSA w celu dobrego przeptukania

komorek i wirowano przy 3000 obr./min. przez 2min. Po odwirowaniu supernatant usuwano.
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W koncowym etapie dodawano 400ul 1% BSA i dokladnie 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 $rednich, median

rozktadu i odchylen standardowych.

Za pomoca testu Shapiro-Wilka oceniono, ze rozktady praktycznie wszystkich
zmiennych (mierzonych parametrow) w pracy w sposob istotny odbiegaly od rozktadu
normalnego. Tym samym hipoteza zerowa 0 normalno$ci 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 Srednich 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

1V 1.1. Indukcja guzow

MODEL 1

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

kontrolnej (Ryc.2).

MODEL 1

11
4
3
2
i 1 1 1
Ay M. Mk
1 2 3 4 7

LICZBA GUZOW

M grupa kontrolna M grupa trenujaca

Ryc.2. Czesto$¢ wystepowania guzéw wielokrotnych.
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W rozktadzie czasu indukcji guza w grupie trenujacej wystepuja dwie dominanty:
91 13 tygodni (srednia=10,7 tyg.), a w grupie kontrolnej dominuje przedziat 10-11 tygodni
($rednia=10,3 tyg.) (Ryc.3).

Model 1

47%

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

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

Ryc.3. Procentowy rozktad czasu indukcji guza.

Znaczna rozpigto$¢ czasu indukcji guza oraz mata liczebno$¢ grup nie pozwalaja na
stwierdzenie istotnej zaleznosci czasu indukceji 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 0,878
15 10,7 9 2,1




Strona |49

MODEL 2

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

(Srednio 3,0 na szczura) u 7 szczuré6w (88%).

W grupie trenujacej w wigkszosci przypadkéw u jednego szczura wystepowaly

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

MODEL 2

7
6
3 3
1 1 1 1 1 1 1
1 2 3 4 5 6 7 8 10

LICZBA GUZOW
M grupa kontrolna M grupa trenujaca

Ryc.4. Czesto$¢ wystepowania guzéw wielokrotnych.

Czas indukcji guza w modelu 2 rozktadal 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 byt krétszy niz w grupie
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kontrolnej. Réznica przecigtnego czasu indukcji guza migdzy 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

5%
19
CZAS INDUKCJI GUZA [TYG.]
m grupa kontrolna M grupa trenujaca
Ryc.5. 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 guzéw jest wigksza w modelu 2, zarowno w grupie
trenujacej, jak 1 kontrolnej. Jednak tylko w grupie trenujacej réznica liczby guzow pomiegdzy

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)

1,57 1,0 1,99

0,109
3,00 15 2,93
0,69 1,0 0,81

0,004
2,04 15 2,31




Strona |52

IV 1.2. Objeto$¢ guzéw, poziom proliferacji i apoptozy

MODEL 1

Srednia i mediana rozkladu objetosci guza byly wicksze w grupie trenujacej.
Znaczne zroznicowanie objgtosci guza w grupie trenujacej sprawia, Ze mimo wyraznej
r6znicy $rednich i median, rozktady obje¢tosci w obu poréwnywanych grupach nie r6znig si¢
statystycznie istotnie. Rowniez rozktady Ki-67 w obu grupach nie rdznig 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 trenujacej i kontrolnej

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

kontrolna| 374,6 280,0 314,9
\V 0,5624
trenujaca 807,9 301,5 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

Wsréd szczuréw 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
\ 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
trenujgca 347,21 217,90% | 430,00%
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MODEL 1 VS MODEL 2

W zestawieniu obu modeli dla obj¢tosci 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

\% 0,206
2 918,15 | 327,00 | 1476,64
= 1| 10,86% | 11,94% | 7,65%

Ki-67 o 0,276
‘g‘ 2 8,99% | 6,11% 9,65%

a4

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

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

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

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

1

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

tunel 0,647
2 347% | 2,18% 4,30%
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IV 1.3. Poziom subpopulacji limfocytow

MODEL 1

W modelu 1 dla subpopulacji limfocytow 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 limfocytow (CD): grupa trenujgca 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 | 14059,5 6452,9

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 | 18243 1390,0 2207,0
CD3- kontrolna | 6328,8 6593,5 4047,8
/ 0,021
CD116/c+  Frenujaca | 141319 | 12209,0 | 13216,0
kontrolna 184,4 66,5 397,2
CD3+CD161+ 0,001

trenujaca 303,9 247,0 222,4

kontrolna | 872215 | 87003,5 | 6723,6
CD3-CD161- 0,001
trenujaca | 762454 | 75373,0 | 82770

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

P 0,002
4 trenujaca | 48338 504,5 152,9

CD3- kontrolna 6234.,6 66125 3283,3
CD45RA+ 0,002

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

W modelu 2 dla subpopulacji limfocytéw zaobserwowano istotnie nizsze wartosci
$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 11505,6 11117 3285,6 0.93
+ trenujaca | 90413 | 8094 5357,9 ’
cD3+CDg | Kontrolna | 62751 5575 2172,8 0,040
+ trenujaca | 41822 | 3821 24751 ’
CD4+CDS8 kontrolna 1563,1 1568 537,2 0058
+ trenujaca | 1095,9 962 712,9 ’
CD3- kontrolna | 21628,5 | 21284 11897,5
' 0,484
CD116/c+ [Faenujaca | 18389,0 | 16490 | 124528
cD3+CD1 | Kontrolna | 2194 124 334,1 0,050
61+ trenujaca | 4956 172 612,6 ’
CD3- kontrolna | 83573,8 | 84980 6632,8
cD1 0,735
61- |“trenujaca | 84361,1 | 86527 | 80930
CD3+CD4 kontrolna 502,8 390 465,9 0.439
SRA+  [irenujaca | 3242 297 195,7 ’
CD3- kontrolna | 6387,0 7076 2730,1
c 0,291
D4SRA+ renujaca | 101230 | 8058 | 108413
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MODEL 1 VS MODEL 2

Istotne zréznicowanie 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 limfocytow (CD) w obu modelach.

Grupa Zmienna Model | Srednia | Mediana | Odch.std I\El)af:\ens;-
Whitneya)

concou. L1051 | si0 6052 |
concon [N ST it | e
CD4+CD8+ ; 1956603:,21 175260é,50 252 0,0105

% CIDECIDlae ; 2613622855,85 26152983;‘:,50 14108%77,?5 0,0019
E CD3+CD161+ [ ;igzj 162%?0 ggﬁ 0,2458
coscom [ S SOE V|
CD3+CDASRA+ [~ ggg; gggg Ségg 0,0875
coscomne [ $245 | GBT D05 |
concou LIt | uss ey |
concon. [ s | Gt | s
concon: IR 15 [ 1900 B9

8| coscouse. [ 101 iz i
E‘ CD3+CD161+ ; iggg i;‘;g ggg 0,8640
OD3-CDI6L- 0T T herro | sogs0 | 00070
CoarCiaRAs IR 838 | 5085 | 1529 |
CD3-CD45RAT (= e o aome0 | oserg | 0%
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IV 2. Poziom treningu fizycznego

IV 2.1. Indukcja guzéow

MODEL 1

W modelu 1 w GK wyidukowano tgcznie 22 guzy ($rednio 1,57 na szczura), w grupie
NPI 13 guzéw (1,08 na szczura), w grupie UPI 4 guzy (0,40 na szczura) i w grupie
WPI réwniez 3 guzy (0,43 na szczura). Srednia liczba wyidukowanych guzoéw na szczura
jest nizsza w grupach trenujacych oraz maleje wraz ze wzrostem intensywnos$ci 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
0120 l
0,00

GK NPI UPI WPI
GRUPA

SREDNIA LICZBA GUZOW

Ryc.6. Srednia liczba guzow nowotworowych na szczura w zaleznosci od intensywnosci
treningu (model 1).
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Stwierdzone réznice migdzy grupami w liczbie wyidukowanych guzéw sa
statystycznie istotne (test AQNOVA Kruskiala-Wallisa, p = 0,049). Srednia liczba
wyidukowanych guzow u szczuréw w grupie kontrolnej (GK) jest zblizona do $redniej w
grupie NPI, $rednie w grupach UPI i WPI sa niemal identyczne. Testy poroéwnan
wielokrotnych post-hoc (Tab.14) potwierdzaja te spostrzezenia. Srednia liczba guzdéw
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 1 NPI, chociaz wyrazna, nie
jest statystycznie istotna. Brak istotnego zréznicowania mi¢gdzy grupa NPI i grupami UPI

I WPI wigze si¢ gtownie z malg liczebnos$cig tych grup.

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

GK 0,439 0,024 0,047
NPI - 0,128 0,184
UPI - - 1,000
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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 guzéw nowotworowych na szczura w poszczegdlnych grupach

w modelu 1.
MODEL 1
Liczba guzéw
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

Ogolem 14 12 10 7

W modelu 1 przecigtny czas indukcji guza okazal si¢ najdtuzszy w grupie WPL.
Jednak niewielka liczebno$¢ tej grupy nie pozwala na uznanie istotnosci statystycznej
zaobserwowanych roznic (Tab.16). Ewentualne znalezienie statystycznego potwierdzenia
wydtuzania si¢ czasu indukcji w miarg zwigkszania intensywnos$ci treningu wymaga

przeprowadzenia badan na liczniejszym materiale.



Tab.16.
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Czas indukcji guza w poszczegdlnych grupach w zaleznosci 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 tgcznie 24 guzy ($rednio 3,00 na szczura),
w grupie NPI 13 guzow (1,44 na szczura), w grupie UPI 13 guzoéw (1,44 na szczura)
i w grupie WPI 23 guzy (3,83 na szczura) (Ryc.7). Srednia liczba wyindukowanych guzoéw
na szczura nie wykazuje zalezno$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.7. Srednia liczba guzéw nowotworowych na szczura w zaleznosci od intensywnosci
treningu (model 2).



W modelu 2 liczne guzy wystepowaty we wszystkich grupach (Tab.17).
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Tab.17. Rozktad liczby guzéw nowotworowych na szczura w poszczegdlnych grupach

w modelu 2.
Liczba guzéw MODEL 2
nowotworowych u Grupa

szczura GK NP UPI _l
0 1 3 0 2
1 3 1 6 0
2 1 4 2 0
3 0 0 1 2
4 0 1 0 0
5 1 0 0 0
6 1 0 0 0
7 0 0 0 1
8 1 0 0 0
10 0 0 0 1

Ogolem 8 9 9 6

W modelu 2 analiza zaleznosci czasu indukcji guza od intensywnosci treningu nie

wykazuje istotnych réznic (Tab.18).

Tab.18. Czas indukcji guza w poszczegolnych grupach w zaleznos$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 srednia liczba guzow, podobnie jak mediana rozktadu, jest wicksza od
$redniej 1 mediany liczby guzéw w modelu 1, niezaleznie od intensywnosci 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 poszczegdlnych grupach
w modelu 1 i modelu 2.

Grupa Model Srednia | Mediana | Odch.std P (\}3?;[' twei/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 0,008
1 0,43 0,0 0,53

0,047
2 3,83 3,0 3,97

GK 1 1,57 1,0 1,98 0.109
2 3,00 15 2,93
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IV 2.2. Objeto$¢ guzéw, poziom proliferacji i apoptozy

MODEL 1

Rozktady wszystkich trzech rozpatrywanych zmiennych w grupach nie r6znig 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 poszczegdlnych grupach roznigcych sie
poziomem wysitku fizycznego w modelu 1.

) p (test
Zmienna | Grupa| Srednia | Mediana | Odch.std | Kruskala-
Wallisa)
GK | 3746 | 2800 | 3149
NPl | 8218 | 2400 | 11635
v UPI | 8941 | 6308 | 7786 | 071
BWBl 6323 | 2500 | 8598
GK | 10.86% | 11.94% | 7.65%
. NPI | 11,35% | 953% | 6,93%
Ki-67  =0pI | 11.60% | 8.76% | 7.59% | *893
BBl 6.02% | 624% | 431%
GK | 2.03% | 108% | 2.96%
NPl | 2.62% | 2.03% | 1.82%
tunel OB 328% | 2.17% | 363% | 1%
BBl 2.74% | 365% | 2,01%
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MODEL 2

Istotne zréznicowanie grup o rdznej intensywno$ci stwierdzono w przypadku
proliferacji (Ki-67) i apoptozy (tunel) (Tab.21). Testowanie post-hoc (testy poréwnan
wielokrotnych) pozwala stwierdzi¢, ze wartoSci Ki-67 przy niskiej intensywnosci treningu
fizycznego (grupa NPI) s istotnie nizsze od warto$ci w grupach UPI 1 WPI (ktore z kolei,
nie r6znig si¢ istotnie). Mediany rozkladu 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 réznigcych sie
poziomem wysitku fizycznego w modelu 2.

) p (test
Zmienna | Grupa| Srednia | Mediana | Odch.std | Kruskala-
Wallisa)
GK 1001,6 357,5 1516,8
NPI 628,5 120,0 11115
v UPI 1109,7 180,0 1813,5 0,090
- 1101,7 409,5 1434,4
GK | 8,99% 6,11% 9,65%
. NPI 5,48% 1,93% 8,79%
K7 I=0pI | 11,28% | 833% | 634% | ° Ot
- 15,41% | 9,06% 16,27%
GK 1,20% 0,64% 1,37%
NPI 2,47% 0,91% 4,35%
tunel ORI 1.83% | 179% | 146% | 0%
- 4,97% 4,43% 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 uri  [RI
GK | XXXXX | 0,784 0,786 0,478
NPI 1,000 | XXXXX | 0,048 0,018
UPI 1,000 1,000 | XXXXX | 1,000
RN 0040 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 zroznicowania (Tab.23).

Tab.23. Porownanie rozktadéw zmiennej V w obu modelach kazdej z grup o rozne;j
intensywnosci treningu.

\4 p (test

Grupa | Model | ¢ inia | Mediana | Odch.std Whﬂir;]r;?/;l)
N T v i
=t ; 18190491 ,17 228 : g 1787183; ,65 0,103
i R IES R

OK |7 Ioter | swo | wmes | 0%

Srednia warto$¢ Ki-67 wykazuje istotne zrdznicowanie pomigdzy modelami dla
niskiego poziomu intensywnosci treningu fizycznego. Dla pozostatych poziomow

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



Strona | 68

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

K|'67 p(teSt
Grupa Model , Manna-
P 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%
GK 0,276
2 8,99% 6,11% 9,65%

Srednie wartoéci zmiennej tunel rosng wraz ze zwickszeniem wysitku fizycznego
w obu modelach. Réznice migdzy modelami nie sa 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 0 (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%
1 3,28% 2,17% 3,63%

UPI 0,511
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%
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IV 2.3. Poziom subpopulacji limfocytow

MODEL 1

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

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

p
(ANOVA

Kruskala-
Wallisa)

Cecha Grupa | Srednia | Mediana | Odch.std

S.C. |10058,6 | 10134,0 | 6705,2

CD3+CD4+ LIT | 76445 | 7644,5 4966,0 0.051
MIT | 17882,0| 17419,0 | 6366,1 ’

DRI 114616 | 13681,0 | 4584,

S.C. | 4600,7 | 39730 | 2990,4
LIT | 40235 | 40235 | 28503
MIT | 67057 | 6501,0 | 3278,0
BB 51524 | 62860 | 21346
SC. | 9602 [ 7205 | 8130
LIT | 11545 | 11545 | 11278

CDA+CD8+ e o570 8 [ 13900 | 34504 | Ot

B 13740 | 1372,0 | 4839
S.C. | 63288 | 65935 | 40478
LIT | 99260 | 99260 | 6823,6

CD3-CDLI6/c o1 5002.0 | 15139.0 | 166390 | 097

BB 74634 | 6337,0 | 4690,4
SC. | 1844 | 665 | 3972
LIT | 3225 | 3225 | 898
MIT | 4481 | 3790 | 2552
IR 1543 | 1440 | 817
S.C. |87221,5] 870035 | 67236
LIT |80024,0 | 80024,0 | 2336,3

CIBEXCIDIRAN MIT | 72540,4 | 73085,0 | 5050,1 0,006

BN 78870,9 | 78165,0 | 10772,4

CD3+CD8+ 0,459

CD3+CD161+ 0,002
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S.C. 396,7 225,0 619,9

LIT | 4230 | 4230 | 1188
CD3+CDASRA+ o211 4 | 4520 | 1285 0,021

IR 4734 | 5440 | 1931

S.C. | 62346 | 6612,5 3283,3

LIT | 12987.0 | 12987.0 | 45439
CD3-CDASRA+ o 15180 6 | 160240 | 20246 | 0%

B 76979 | 92620 | 39135

W Tab.27 podano wyniki testow wielokrotnych post hoc Kruskala-Wallisa dla

przypadkéw wystepowania istotnych réznic miedzy 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.

. Testy porownan wielokrotnych post hoc (p)
GRUPA | NPI urt RS

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

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
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MODEL 2

We wszystkich zmiennych CD nie stwierdzono istotnych r6znic miedzy grupami (Tab.28).

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

) p (test
Cecha Grupa | Srednia | Mediana | Odch.std | Kruskala-
Wallisa)
GK | 11505,6 | 11117,0 | 3285,6
NPI | 77714 | 7237,0 | 44665
CD3+CDA+ =B 93446 | 117790 | 49187 | 0448
AP 10781,4 | 10366,0 | 7873,1
GK | 62751 | 557455 | 21728
NPI | 36089 | 3131,0 | 19179
CD3+CD8* =B 37400 | 45070 | 16853 | ©°°0°
MBI 6010,2 | 74540 | 39116
GK | 15631 | 1568,0 | 537,2
NPI | 9794 | 7820 | 6529
CD4+CD8* I myB I 13223 | 12130 | 8950 | O18°
AP 8978 | 9620 | 3823
GK | 216285 | 212835 | 118975
NPI | 21013,1 | 16490,0 | 15934,4
CD3-CDLI6/c+ 5184932 [ 177120 | 92033 | 0720
13478,2 | 12640,0 | 11403,0
GK | 2194 | 1240 | 3341
NPI | 4882 | 1720 | 5894
CD3+CDI61+ 0BT 3378 | 2640 | 2837 | 0234
7928 | 1570 | 1020,8
GK | 83573,8 | 849795 | 6632,8
NPI | 845450 | 87595,0 | 8167,8
CD3-CDI61- 51 84639,3 | 83318,0 | 6866.8 0.957
BN 83529,4 | 77476,0 | 114623
GK | 5028 | 3895 | 4659
NPI | 2364 | 2670 | 1252
CDS+CDASRAY g5 = 3444 | 3370 | 1167 | 0409
VPR 4284 | 3780 | 3412
GK | 6387,0 | 7076,0 | 2730,1
NPI |12581,6 | 6156,0 | 17472,1
CD3-CDASRA* 051 "8588,0 | 8457,0 | 2808.4 0,654
BN 8952,4 | 12597,0 | 6924,4
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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 roznice miedzy modelami stwierdzono
tylko w grupie UPI (p=0,002).

CD3+CD4+

B model 1 model 2

I 7645
NP 7237

T 17410
UPI 11779

e 13681
WPl 10366

T 10134

eK 11117

Ryc.8. 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).

CD3+CD8+

B model 1 model 2

I 4024
NPI 3131

e 6501
UPI 4507

I 6286
WPl 7454

I 3973
ek 5575

Ryc.9. Mediany rozktadu CD3+CD8+ w zaleznosci od poziomu wysitku fizycznego.
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Mediany rozktadu CD4+CD8+ s3 wyzsze w modelu 1 we wszystkich grupach
trenujacych. Jednak stwierdzone réznice mi¢dzy modelami nie mogg by¢ uznane za
statystycznie istotne na poziomie p<0,05. Jedynie w grupie kontrolnej mediana rozktadu
CD4+CD8+ w modelu 1 okazata si¢ istotnie nizsza od mediany w modelu 2, p=0,005
(Ryc.10).

CD4+CD8+

model 1 model 2

NP —; 1155

UPI 1213 =0

WPI 962 1372
GK 721

1568

Ryc.10. Mediany rozktadu CD4+CD8+ w zaleznos$ci od poziomu wysitku fizycznego.

We wszystkich rozpatrywanych grupach (tacznie z kontrolng) mediana rozktadu
CD3-CD116/c+ jest wyzsza w modelu 2. Jednak réznica migdzy modelami jest
statystycznie istotna tylko w grupie kontrolnej, gdzie p=0,002 (Ryc.11).

CD3-CD116/c+

model 1 model 2

NP =2 16490
UPI = 17712
WP = 12640

GK 6594

21284

Ryc.11. Mediany rozktadu CD3-CD116/c+ w zaleznosci od poziomu wysitku fizycznego.
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W medianach rozktadu CD3+CD161+ zaréwno w modelu 1i2 w grupach NPI oraz

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

CD3+CD161+

B model 1 model 2

—— 23
NPI T

T 379
UPI 260

P 144
WPI 157

e 67
GK 124

Ryc.12. 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).

CD3-CD161-

B model 1 model 2

I 80024
NPI 87595

I 73085
uPl 83318

. 78165

WPl 77476

A 87004

ek 84980

Ryc.13. Mediany rozktadu CD3-CD161- w zaleznosci od poziomu wysitku fizycznego.
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Mediany rozkltadu CD3+CD45RA+ sg wicksze w modelu 1 od median w modelu

2. Istotnos¢ roznic rozktadow migdzy modelami stwierdzono tylko w grupach NPI (p=0,044)

i UPI (p=0,016) (Ryc.14).

CD3+CD45RA+

B model 1 model 2

—— 423
NPI 267

T 452
UPI 337

| 544
WPI 378

—— 225
GK 390

Ryc.14. Mediany rozktadu CD3+CD45RA+ - w zalezno$ci od poziomu wysitku
fizycznego.
Mediany rozktadu CD3-CD45RA+ w modelu 1 s3 wyraznie wigksze w grupach
NPI i UPI, a mniejsze w grupie WPI. Stwierdzona r6znica migdzy modelami jest istotna

statystycznie tylko w grupie UPI (p=0,001) (Ryc.15).

CD3-CD45RA+

B model 1 model 2

s 12987
NPI 6156

T 16024
UPI 8457

I 9262
WP 12597

I 6613
ek 7076

Ryc.15. Mediany rozktadu CD3-CD45RA+ - w zaleznoS$ci od poziomu wysitku
fizycznego.
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Korelacje pomigdzy V, Ki-67, tunel, a wszystkimi CD inaczej wygladaja w modelu

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

ze sg to korelacje na ogot stabe 1 statystycznie nieistotne (dla n=15 w modelu 1 wartos¢

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

r«(0,05)=0,40).

Tab.29. Wspotczynniki korelacji r-Pearsona. Wyttuszczono 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
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
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V DYSKUSJA

Przeprowadzone badania na grupach trenujacych i kontrolnych dotyczace indukcji
guza na modelu 1 (prewencja pierwotna) mialy ukaza¢ czy dzigki eliminacji czynnika ryzyka
raka piersi jakim jest sedentarny tryb zycia mozna doprowadzi¢ do zmniejszenia
zachorowalnos$ci na raka piersi. Na podstawie powyzszych badan oceniajacych czestosé
wystepowania guzow wielokrotnych wykazano znaczaca roznice pomigdzy grupg trenujaca,
a grupa kontrolng (guzy wielokrotne wystepowaly czesciej w grupie kontrolnej).
Wskazywa¢ to moze, iz regularnie podejmowana aktywno$¢ fizyczna redukuje

zachorowalno$¢ na raka gruczotu listwy mlecznej u szczurdw.

Podobne = wyniki  mozna  zaobserwowa¢  wsréd  innych  autorow.
Badania eksperymentalne Zongjian i wsp. (2008) wykazaly, ze w grupie trenujacej
(aktywno$¢ nieprzymuszona na biezni ruchomej) samic szczurdw rasy Sprague-Dawley
I podaniu nitrozomocznika, zachorowanie na raka gruczotu listwy mlecznej byto nizsze
0 13% w poréwnaniu z grupa kontrolng (nietrenujacg). Rowniez Mann i wsp. (2010)
zaobserwal, ze w grupie trenujgcej samic rasy Sprague-Dawley i podaniu nitrozomicznka,
wystapita mniejsza liczba zmian nowotworowych w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(nietrenujacej), (72% vs 96%) oraz mniejsza liczba guzéw (1,78 vs 2,84).
Podobne spostrzezenia wykazata takze Malicka 1 wsp. (2015), gdzie w grupie trenujace]
(na biezni ruchomej) samic rasy Sprague-Dawley i podaniu nitrozomocznika, pojawity si¢
tylko pojedyncze guzy u mniejszej liczby zwierzat (40%) w stosunku do grupy kontrolnej,
zarowno dla sumarycznej liczby guzow (64%), jak i ich liczby przypadajacej na jednego
osobnika (od 2 do 7).

Wang i wsp. badajgc dorastajgce samice szczurow rasy Sprague Dawley wykazali
ponadto, ze aktywnos$¢ fizyczna podejmowana szczegdlnie przez mlode osobniki moze
wigza¢ si¢ z redukcja zachorowana na nowotwory listwy mlecznej. Zaobserwowano takze,
ze u aktywnych fizycznie samic szczur6w w okresie dojrzewania, gruczoly mleczne
posiadaty mniejsza ilo§¢ TEB oraz wigkszg liczbe zréznicowanych pagkow pecherzykowych

| zrazikow. Takze zmianie ulegly poziomy bialek tj. ER-a zostaly znacznie zmniejszone,
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a ER-pB zwickszone (Wang i wsp. 2009). Odwrotne wyniki przedstawili z kolei Steiner i wsp.
wykazujac po dobrowolnym treningu fizycznym myszy na kole obrotowym wigkszg liczbe

rozwijajacych sie guzow (Steiner i wsp., 2013).

W odniesieniu do populacji ludzkiej zespot ekspertow Bianchini i wsp. (2002)
z Migdzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem WHO szacuje, ze ryzyko zachorowania na
raka piersi spada o0 20-40% wsrod najbardziej aktywnych fizycznie kobiet, bez wzgledu na
rodzaj i/lub intensywnos$¢ wysitku fizycznego, a takze niezaleznie od stanu menopauzy.
Takze Kruk (2005) podkresla korzystny wptyw aktywnosci fizycznej wykazujac, ze ryzyko
wystapienia nowotworu piersi jest mniejsze o 30—40 % u kobiet podejmujgcych wzmozong
aktywnosc¢ fizyczna. Rowniez Lynch i wsp. (2011) wskazuja zmniejszone o 25% ryzyko
pojawienia si¢ nowotworu piersi u kobiet aktywnych fizycznie w porownaniu z kobietami
mniej aktywnymi. Istotny wplyw podejmowanej regularnie aktywnosci fizycznej
w dziecinstwie i mtodym wieku na spadek ryzyka zachorowania na raka piersi w wieku
dorostym przedstawili Kruk (2007) oraz Szkiela i wsp. (2014). Podobnie Westerlind i wsp.
(2002) zauwazyli zmniejszenie ryzyka zachorowania na raka piersi o 30-50%
u dziewczynek, ktore w wieku 10-15 lat byly znacznie bardziej aktywne fizycznie anizeli
ich rowiesniczki. Ponadto Rack i wsp. (2010) zaznaczyta, ze brak aktywnosci fizycznej jest
zwigzany nie tylko ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na raka piersi, ale takze ze

wzmozong czgstotliwosciag nawrotdw choroby jak 1 wyzsza Smiertelnoscia.

W badaniach wiasnych w omawianym modelu nie stwierdzono istotnej zaleznosci
czasu indukcji guza od podejmowania treningu fizycznego. Znaczna rozpigto$¢ czasu
indukcji guza, a takze mata liczebnos¢ grup nie pozwolita na uwidocznienie roznic.
W celu wersyfikacji  hipotezy nalezatloby zatem przeprowadzi¢ szersze badania
z wykorzystaniem wigkszej liczby osobnikow. Westerlind i wsp. (2003) prowadzac badania
u dorastajacych szczurow, ktorym podano MNU oraz prowadzono trening 0 umiarkowanej
intensywnos$ci wykazat jednak opdznienie rozwoju choroby oraz spowolnienie rozwoju

guza.

Przeprowadzone badania na grupach zaleznych od poziomu treningu fizycznego

dotyczace indukcji guza na modelu 1 (prewencja pierwotna) ukazaly, ze $rednia liczba
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wyidukowanych guzow na szczura jest nizsza w grupach trenujacych w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Liczba wyindukowanych guzow maleje wraz ze wzrostem intensywnosci
treningu fizycznego od poziomu niskiej intensywnosci (NPI) do $redniej 1 wysokiej
(UPI i WPI). W modelu 1 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. Zatem wyniki badan wiasnych sugerujg korzystny

wplyw treningu o umiarkowanej i wysokiej intensywnosci.

Znaczenie treningu o umiarkowanym poziomie treningu fizycznego potwierdzili
Westerlind i wsp. (2003). Z kolei badania przeprowadzone przez Malickg i wsp. (2015)
podkreslaja istotng statystycznie redukcje¢ liczby guzéw wraz ze wzrostem poziomu

intensywnosci treningu fizycznego.

Badania populacyjne réowniez wskazuja na znaczenie intensywno$ci treningu
fizycznego w redukcji ryzyka zachorowania na raka piersi. McTiernan i wsp. (2004)
wykazali, ze prowadzona u kobiet w wieku 50-75 lat, przez okres 12 miesiecy,
5 dni w tygodniu, po 45 min. aktywno$¢ fizyczna na poziomie umiarkowanym powoduje
spadek ryzyka rozwoju raka piersi. Natomiast podejmowana 3 razy w tygodniu przez
35-letnie kobiety intensywna aktywno$¢ fizyczna zmniejsza ryzyko zachorowania na raka

piersi 0 14% (McTiernan i wsp., 2003, McTiernan i wsp., 2004).

Przeprowadzone badania na grupach trenujacych oraz kontrolnych dotyczace
indukcji guza na modelu 2 (prewencja wtorna) miaty ukaza¢ czy dzigki eliminacji czynnika
ryzyka raka piersi jakim jest sedentarny tryb Zycia mozna doprowadzi¢ do zmniejszenia
wystepowania liczby guzéw nowotworowych, zahamowania rozwoju choroby.
Na podstawie powyzszych badan oceniajagcych czesto§¢ wystepowania guzow
wielokrotnych wykazano znaczaca roéznicg¢ pomiedzy grupa trenujaca a grupa kontrolng
(guzy wielokrotne wystepowaty czesciej w grupie kontrolnej, natomiast w grupie trenujacej
w wiekszo$ci przypadkow u jednego szczura wystepowaly maksymalnie 3 guzy).
Wskazywaé to moze, iz regularnie podejmowana aktywno$¢ fizyczna redukuje liczbe

wystepujacych guzoéw nowotworowych.
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Juz wczesne badania eksperymentalne Thompson (1994) oraz Whittal-Strange i wsp.
(1998) wykazalty, ze trening fizyczny zmniejsza liczb¢ wyindukowanych guzow.
Do podobnych wnioskoéw doszli takze Alvarado i wsp. (2017). Prowadzony u szczurow
trening fizyczny na biezni ruchomej zredukowal ilo§¢ wyindukowanych guzow

W poréwnaniu z grupg prowadzacg siedzacy tryb zycia.

Liczne badania populacyjne pokazuja, ze kobiety, ktore przedstawiaja wysoki
poziom aktywnos$ci, a takze wydolno$ci fizycznej cechujg si¢ nizszym ryzykiem
przedwczesnego zgonu o 50% w pordwnaniu do os6b prowadzacych bierny tryb zycia
(Holick i wsp., 2008 ; Irwin i wsp., 2011, Ruiz—Casado i wsp., 2016). Ponadto Kroenke
I wsp. (2005) zaznaczaja, ze prowadzenie sedentarnego trybu zycia po rozpoznaniu raka
piersi prowadzi do zwigkszenia masy ciata, co zwigzane jest bezposrednio z mniejszg szansg
przezycia. Podobne zwiagzki wykazali Holmes i wsp. (2005) oraz Lahmann i wsp. (2005).
U aktywnych kobiet z nowotworem piesi wystepuje wyzsza szansa na przezycie ze wzgledu

na nizszy wskaznik masy ciata (BMI) oraz mniejsze przybieranie na wadze.

W badaniach wtasnych w omawianym modelu wykazano, ze $rednia rozktadu czasu
indukcji guza w grupie trenujacej wyniosta 10,8 tygodni, a w grupie kontrolnej 13,1 tygodni.
Nalezy podkresli¢, ze roznica ta jest istotna statystycznie, niemniej jednak nie znaleziono

podobnych badan, by odnies¢ si¢ do uzyskanego wyniku.

Przeprowadzone badania na grupach zaleznych od poziomu intensywnosci treningu
fizycznego dotyczace indukcji guza na modelu 2 (prewencja wtorna) ukazaty, ze $rednia
liczba wyindukowanych guzow na szczura nie wykazuje zaleznosci od intensywnosci

treningu. W tym modelu wielokrotne guzy wystepowaty we wszystkich badanych grupach.

W badaniach eksperymentalnych przeprowadzonych na modelu zwierzecym,
90-ciu szczurow Sprague-Dawley, ktorym wstrzyknieto MNU wykazano, ze trening
fizyczny o umiarkowanej intensywnosci na biezni ruchomej oraz regulacja spozycia energii
z dieta wptywa hamujgco na karcynogeneze gruczotu mlekowego (Zhu i wsp., 2009).
Natomiast Saez i wsp. (2007) zauwazyli, ze wysoki poziom intensywnosci treningu

fizycznego ma wplyw na wzrost tempa wzrostu raka listwy mlecznej u szczuréw, ze wzgledu
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na podwyzszone podczas ¢wiczen fizycznych uwalnianie hormonu stresu, ktory moze by¢

wspotodpowiedzialny na rozwdj nowotworow ztosliwych.

Badania populacyjne przeprowadzone przez Cohen i wsp. (1992) podkreslajg
protekcyjne dziatanie treningu o umiarkowanej intensywnosci. Badania Holick i wsp. (2008)
wykazaly, ze wzrost aktywnosci fizycznej u kobiet o S MET — godzin tygodniowo zmniejsza
ryzyko zgonu o 15% z powodu raka piersi u kobiet. Z kolei Dieli-Conwright i wsp. (2016)
podkreslaja, ze aktywnos¢ fizyczna oddzialuje na hormony metaboliczne, zmniejsza otytos¢,
a w efekcie minimalizuje wzrost i proliferacje komorek raka piersi. Wedlug Palesh i1 wsp.
(2018) podjecie dodatkowej aktywnosci fizycznej o umiarkowanej intensywnosci

(okoto 4 MET) w efekcie powodowato wzrost szansy przezycia oraz redukcje zgonu o 23%.

Natomiast badania populacyjne Cohen i wsp. (1992), podkreslaja, ze podczas
prowadzenia treningu o wysokiej intensywno$ci dochodzi do wzrostu czgstosci
wystepowania zmian nowotworowych. Badania te jednak nie sg spdjne, poniewaz
Irwin i wsp. (2011) udowodnili, ze trening fizyczny prowadzony na wysokim poziomie
intensywnos$ci (Z9MET/tydzien) wptywa na zmniejszenie ryzyka zgonu o 39% u kobiet po

leczeniu z powodu nowotworu piersi.

W  przeprowadzonych badaniach na grupach trenujacych oraz kontrolnych
dotyczacych objetosci guzdéw, poziomu proliferacji 1 apoptozy na modelu 1 (prewencja
pierwotna) wykazany zostat tylko istotny wplyw podejmowanego treningu w przypadku
zmiennej tunel. Nie zauwazono istotnych rozni¢ w obu grupach w kwestii rozktadu objetosci

guza oraz rozktadu antygenu Ki-67.

Pokrewne wnioski badan eksperymentalnych realizowanych w grupie szczuréw rasy
Sprague-Dawley i podaniu nitrozomocznika przedstawita Malicka 1 wsp. (2015)
podkreslajac brak wplywu wysitku fizycznego na podwyzszenie ryzyka proliferacji
komorek oraz zwigkszenie objetosci guza. Wykazano réwniez wptyw wysitku fizycznego
na liczbe komorek apoptotycznych. Podobne spostrzezenia przestawili takze Higgins i wsp.
(2014) oraz Teixeira i wsp. (2012). Gryzonie poddane treningowi fizycznemu wykazywaty
zwigkszong apoptoze komorek nowotworowych w stosunku do grupy kontrolnej

w przypadku raka ptuc i prostaty. Steiner i wsp. (2013) zaobserwowali natomiast wptyw
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treningu fizycznego na objetos¢ guza, czego nie wykazano w badaniach wlasnych.

Trening myszy na kole obrotowym spowodowat zmniejszenie $redniej objetosci guza.

W przeprowadzonych badaniach na grupach zaleznych od poziomu intensywnosci
treningu dotyczacych objgtosci guzdéw, poziomu proliferacji i apoptozy na modelu 1
(prewencja pierwotna) wykazany zostat brak istotnej zalezno$ci rozkladéw tych
3 zmiennych od intensywnosci treningu. Srednia liczba komérek apoptycznych wzrastata
wraz z poziomem intensywnosci treningu. Najwiekszy udzial procentowy komorek
apoptotycznych wykryto u szczurow trenowanych na poziomie umiarkowanej i wysokiej

intensywnosci.

Malicka i wsp. (2017) zaznaczaja, ze apoptoza jest zdecydowanie mocniejsza
w grupach trenujacych niz biernych. Tendencja wzrostowa jest widoczna tylko w grupach
0 umiarkowanej intensywnosci treningu. Podobnie Westerlind i wsp. (2002) wykazali,
ze uzwierzat dochodzi do wzrostu apoptozy w grupie o umiarkowanej intensywnosci

treningu.

W przeprowadzonych badaniach na grupach trenujacych oraz kontrolnych
dotyczacych objetosci guzoéw, poziomu proliferacji 1 apoptozy na modelu 2 (prewencja
wtorna) podobnie jak w modelu 1, jedynie rozktad zmiennej tunel r6znit si¢ istotnie w grupie
trenujacej. Wyniki badah tym samym podkreslaja, ze trening fizyczny nie zwigksza ryzyka
proliferacji komoérek oraz nie wptywa na wzrost objetosci guza. Natomiast dzigki apoptozie

komorek nowotworowych (zmienna tunel) moze doj$¢ do ograniczenia wzrostu nowotworu.

Podobne wnioski przedstawita Siewierska i wsp. (2020), ktora rowniez oceniata
wplyw aktywnosci fizycznej na poziom apoptozy komorek nowotworowych w profilaktyce
wtornej u szczuréw rasy Sprague-Dawley i podaniu nitrozomocznika. W tym wypadku nie
wykazano istotnej roznicy pomiedzy grupg trenujacg a kontrolng. Wykazano rowniez wplyw
treningu fizycznego na redukcje wrazliwosci komodrek na dziatanie proliferacyjne.
Wyzszg liczbe komoérek apoptotycznych u szczuréw poddanych treningowi fizycznemu
w guzach Walkera 256 (guzy wywodzace si¢ z gruczotu sutkowego) wykazali rowniez
De Limaiwsp. (2011). Dodatkowo wskazali oni rowniez na istotnie nizszg proliferacj¢ guza

w grupie trenujgcej w poréwnaniu z grupg kontrolng (De Lima i wsp., 2011). Wyniki badan
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odnoszacych si¢ do prewencji wtornej nie sg jednak jednoznaczne. Przeciwne wnioski,
zarowno w odniesieniu do badan wtasnych, jak i powyzszych autorow przedstawili Whittal-
Strange i wsp. (1998), ktorzy wskazali na zwiekszone ryzyko rozwoju raka listwy mlecznej
I wzrostu masy guza w nastepstwie ¢wiczen fizycznych, szczegdlnie tych o wysokim
poziomie intensywnosci. Niejednoznaczne wyniki przedstwit takze Steiner i wsp. Mimo, ze
dobrowolny trening myszy na kole obrotowym wptyngt na zmniejszenie $redniej objgtosci
guza, to spowodowal on zarazem wieksza liczbe rozwijajacych si¢ zmian nowotworowych
(Steiner i wsp. 2013). Niekorzystne obserwacje przedstawit rowniez Westerlind i wsp.,
wykazujac u wszystkich zwierzat podejmujacych trening fizyczny wzrost proliferacji
komorek nowotworowych. Powyzszy wynik moze mie¢ jednak zwigzek z rodzajem
zastosowanego innego markera proliferacji. W badaniu Westerlinda uzyto antygeny PCNA,

natomiast w badaniach wtasnych Ki-67 (Westerlind i wsp. 2002).

Przeprowadzone badania na grupach zaleznych od poziomu intensywnosci treningu
modelu 2 wykazaty, ze objetos¢ guzow niezaleznie od poziomu podejmowanego treningu
fizycznego nie przejawia istotnego zroznicowania. Nalezy podkreslic, ze w modelu 2
w grupie NPI istnieja istotnie nizsze wartosci antygenu Ki-67 w poréwnaniu z grupa
UPI i WPL. Zatem uzyskane wyniki mogg wskazywaé na to, ze ¢wiczenia fizyczne nie
zwigkszajg ryzyka proliferacji komorek w grupie o niskiej intensywnosci, natomiast

zwigkszaja ja w grupie o umiarkowanej 1 wysokiej intensywnosci.

Rowniez badania przeprowadzone przez zespdt De Lima 1 wsp. potwierdzily, ze
szczury w grupie trenujacej charakteryzowaly si¢ znacznie nizszg 1 istotng statystycznie
masg guza w porownaniu z grupg kontrolng (De Lima i wsp., 2011). Przeciwstawne zmiany
w objetosci guzoéw do poprzednich badan wykazat Whittal-Strange i wsp., ktorzy dostrzegli,
ze pod wptywem treningu fizycznego, zwlaszcza o wysokiej intensywnos$ci dochodzi do

wzrostu masy guza (Whittal-Strange i wsp., 1998).

Ponadto w badaniu wlasnym zaobserwowano réznicg migdzy liczba komorek
apoptotycznych w modelach. W modelu prewencji wtdrnej srednie warto$ci zmiennej tunel
rosng wraz ze zwigkszeniem wysitku, natomiast w modelu prewencji pierwotnej najwyzszy

poziom apoptozy komodrek nowotworowych jest osiggnigty podczas treningu
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0 umiarkowanej intensywnosci. Zatem uzyskane wyniki moga wskazywaé, ze do
zwigkszenia apoptozy komoérek nowotworowych dochodzi w modelu 2 podczas ¢wiczen
fizycznych 0 wysokiej intensywno$ci, natomiast w modelu 1 o umiarkowanej

intensywnosci.

Przeprowadzone badania dotyczace subpopulacji limfocytéw mialy wskazaé

mozliwe zmiany w obrebie uktadu immunologicznego w badanych modelach i grupach.

Zrealizowane badania na grupach trenujacych oraz kontrolnych dotyczace poziomu
subpopulacji limfocytow na modelu 1 (prewencja pierwotna) miaty ukazaé czy istnieje
zréznicowanie  subpopulacji  limfocytow w  porownaniu z grupa kontrola.
Wykazano, ze w wickszos$ci analizowanych przypadkdéw wystepuja istotnie wyzsze wartosci
srednie w grupie trenujacej w stosunku do grupy kontrolnej. Badania wtasne dla modelu
prewencji pierwotnej sugerujg zatem mobilizacj¢ uktadu immunologicznego poprzez wzrost

liczebnosci poszczegdlnych frakeji limfocytow.

Natomiast przeprowadzone badania dotyczace poziomu subpopulacji limfocytow
w grupach zaleznych od poziomu intensywno$ci wysitku na modelu 1 (prewencja
pierwotna) miaty ukaza¢ czy wystgpuja istotne rdznice miedzy grupami.
Wykazano, ze w wigkszosci przypadkow wystepuja istotne rdznice. Wartosci median
rozktadow zmiennych CD w grupie UPI okazaly si¢ istotnie rézne od warto$ci median
w grupie GK. Badania wilasne dajg do zrozumienia, ze najwigksze znaczenie odgrywa
umiarkowany poziom intensywnosci treningu fizycznego, ktory w przeprowadzonej ocenie

wptywa stymulujaco na antynowotworowg odpowiedz organizmu.

Badania eksperymentalne (Escribano i wsp., 2005; Korhonen i wsp., 2000;
Krumrych, 2009; Raidal i wsp., 2000) przeprowadzone na zdrowych koniach, ktore byty
poddane treningowi o umiarkowanej intensywnosci, o krotkotrwatym czasie jego trwania
<30 min. wykazujg dziatanie immunostymulujgce wysitku. W efekcie ¢wiczen dochodzi do
nieduzego wzrostu liczby leukocytow oraz zwigkszenia fagocytarnej 1 bakteriobdjczej
aktywnosci neutrofilow. Réwniez badania Demarzo i wsp. (2008) na grupie szczuréw rasy
Wistar uwidocznity, ze wraz ze wzrostem aktywnosci fizycznej dochodzi do zwigkszenia

ilosci limfocytow 1 ich aktywnosci we krwi obwodowej. Wielu autorow takich jak: Bacurau
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I wsp. (2000), ), De Lima i wsp. (2008), Kurowski i Kowalski (2014) oraz Nieman (2001)
zaznaczaja, ze regularnie podejmowany trening fizyczny o umiarkowanej intensywnosci
wpltywa na stymulacje mechanizmow odpornosciowych, dzigki czemu zmniejsza si¢
prawdopodobienstwo infekcji organizmu. Natomiast wyczerpujacy wysitek fizyczny
wedtug Nieman (2001) ma wlasciwosci immunosupresyjne, przez co zwigksza si¢ ryzyko
zakazenia. Najwieksze szanse na pojawienie si¢ infekcji to czas tak zwanego otwartego okna
czyli pierwsze 3-72 godziny po zakonczonym wysitku. Badania eksperymentalne Demarzo
i Garcia (2004) podkreslaja, ze u zwierzat poddanych intensywnemu wysitkowi fizycznemu
dochodzi do wzrostu ryzyka powstania nowotworéw oraz ich przerzutow
z powodu uszkodzen oksydacyjnych DNA wolnych rodnikéw. Obserwacje Korhonen i wsp.,
(2000), Raidal i wsp. (2000), Robson i wsp. (2003) przeprowadzone na koniach, ktore byty
poddane treningowi o wysokiej intensywnos$ci wskazaly na leukocytoze, wzrost neutrofilow,
a takze limfopeni¢ (mniejszy udzial komérek T CD4 + i NK). Dodatkowo u zwierzat tych
dochodzito do ostabienia funkcji komoérek odpornosciowych poprzez spadek fagocytarnej
I bakteriobdjczej aktywnosci neutrofilow, monocytéw i makrofagow ptucnych, zaburzenia
proliferacji limfocytow, a takze uposledzenia cytotoksycznej aktywnosci komorek NK

(Korhonen i wsp., 2000; Malinowski i wsp., 2004; Robson i wsp., 2003).

Badania Hack i wsp. (1994) oraz Nieman (2000) wykazuja, ze intensywny wysitek
fizyczny, podejmowany jednorazowo lub regularnie o obcigzeniu trwajacym >60 min,
>60% VO2max, prowadzi do zaburzenia aktywnoSci czynnosciowej komorek
odpornos$ciowych. Rowniez Kurowski i Kowalski (2014) twierdza, ze trening o wysokiej
intensywnos$ci, moze doprowadzi¢ do podwyzszonej wrazliwosci na infekcje poprzez
zaburzenie stymulacji mechanizmow odpornosciowych. Ostrowski i wsp. (2001) zauwazyli
wysoki wzrost stezenia IL-8 i MIP-1a w osoczu uczestnikow 30 minut po zakonczonym
biegu maratonskim. Z kolei Peake (2002) podkreslajg, ze do duzego lecz przemijajgcego
wzrostu poziomu granulocytow prowadzi pierwsze 30 minut intensywnego lecz
krotkotrwatego treningu. Zwigkszenie liczby monocytéw prozapalnych CD14+/CD16+

takze podczas intensywnego wysitku zaobserwowali Steppich i wsp. (2000).

Wplyw treningu fizycznego na uktad immunologiczny w chorobie nowotworowej

jest bardzo istotny. Nalezy podkresli¢, ze wysitek fizyczny jest stosowany w terapii wielu
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przewleklych chorob (Hambrecht i wsp., 2000; Knowler i wsp., 2002). Jednak wiaczenie
aktywnos$ci  fizycznej w terapie przeciwnowotworowg jest relatywnie nowe.
Dopiero w latach 90 XX wicku przestawiono pierwsze dane odno$nie oddzialywania

treningu fizycznego na uklad immunologiczny u chorych na nowotwory (Uhlenbruck

i Order, 1991).

Przeprowadzone badania na grupach trenujacych oraz kontrolnych dotyczace
poziomu subpopulacji limfocytow na modelu 2 (prewencja wtérna) miaty ukazac czy istnieje
zrdéznicowanie subpopulacji limfocytéw w poroéwnaniu z grupg kontrolag. W tym modelu,
analizujagc wybrane subpopulacje limfocytow wykazano z kolei istotnie nizsze warto$ci
sredniej w grupie trenujgcej w poréwnaniu z grupa kontrolng. Tym samym w prewencji
wtornej nie obserwuje si¢ immunostymulujgcego dziatania zastosowanego treningu
fizycznego. Natomiast badania przeprowadzone na grupach zaleznych od poziomu

intensywnosci treningu fizycznego wykazaty brak istotnych réznic miedzy grupami.

Badania eksperymentalne przeprowadzone na myszach przez Pedersen i Hoffman—
Goetz (2000) wykazaty, ze trening fizyczny na biezni ruchomej prowadzony przez okres
8 tygodni skutkuje nie tylko zmniejszeniem wielkosci guza, ale takze podwyzszeniem

aktywnos$ci komoérek NK oraz wzrostem aktywnosci makrofagow.

Abdallai1wsp. (2014) podkresla, ze aktywnos¢ fizyczna w postaci ptywania w mysim
modelu raka sutka wspomagata polaryzacj¢ przeciwnowotworowag (M1 — makrofagi
otrzewnowe po stymulacji lipopolisacharydamu). Natomiast w grupie niepodejmujacej
aktywnosci fizyczne] myszy utrzymywaty fenotyp pierwotny M2. Dodatkowo na wzrost
cytolizy komorek nowotworowych przez makrofagi otrzewnowe o 50% wplynat
dlugotrwaty trening na biezni (Lu 1 wsp., 1999). Powyzsze dane nasuwaja wniosek,
ze wysitek fizyczny wplywa na zmiany polaryzacji makrofagéw, co moze spotggowaé
przeciwnowotworowe dzialanie TAM (receptory tyrozyny kinaz). Zwigzek miedzy
wysitkiem fizycznym a poziomem limfocytéw regulatorowych T (Treg), czyli odpowiedzig
przeciwnowotworowg W mysim modelu przeprowadzit Goh i wsp. (2013) wykazujac,
ze 10 tygodni dobrowolnego treningu na kole myszy (transgenicznych MMTV-PyMT)

z rakiem sutka przyczynito si¢ do redukcji wielkosci guza i 4-krotnego zmniejszenia
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ekspresji CCL22. Natomiast badanie przeprowadzone przez Abdalla i wsp. (2013) ukazato,
ze umyszy z rakiem sutka aktywno$¢ fizyczna pomniejsza odsetek Treg w $ledzionie.
Przeciwne wnioski sugeruje natomiast Wang i wsp. (2012), ktorzy uwazajg, ze aktywnos$¢

fizyczna intensyfikuje liczbe Treg.

Zrealizowane badania kliniczne przez Walsh i wsp. (2011) oraz Daroux-Cole i wsp.
(2013) sugeruja, ze uktad odpornosciowy u 0s6b z nowotworem stymulujg ¢wiczenia
fizyczne. Rowniez Wozniewski (2002) podkresla korzystny wplyw regularnie
podejmowanej aktywnosci fizycznej na aktywacje procesoOw odpornosciowych, ktéra
zwigksza dziatanie uktadu immunologicznego. Z kolei badania Fairey i wsp. (2005a)
ukazaty wzrost ilosci komoérek NK u kobiet aktywnych fizycznie, po wczesniejszym
leczeniu raka piersi. Badacze tacy jak Ballard-Barbash i wsp. (2012) oraz Goh i wsp. (2014)
podkreslaja lepsze wyniki leczenia chorych na raka piersi w wyniku prowadzonych

¢wiczen.

Autorzy Zhang i wsp. (2019) stawiaja hipotezg, ze ¢wiczenia wplywaja na
fizjologiczne mikrosrodowisko guza, czyli na normalizacje mikrokragzenia guza, cO
w efekcie wigze sie z polepszeniem odpowiedzi immunologicznej. Rowniez wptyw ¢wiczen
na mikrosrodowisko guza podkreslajg inni autorzy (Betof i wsp., 2015; Jones i wsp., 2010;
Jones i wsp., 2012), ktorzy twierdza, ze wysitek fizyczny redukuje niedotlenienie guza,
koryguje dojrzato$¢ naczyn i polepsza perfuzje. Co wigcej Koelwyn i wsp. (2017)
zaznaczaja, ze korzystny wplyw treningu fizycznego na zahamowanie rozwoju nowotworow
wynika z przeprogramowania mikrosrodowiska guza zwigzanego ze zmianami
w metabolizmie, angiogenezie, wydolnosci tlenowej i odpowiedzi immunologicznej.
Nalezy podkresli¢, ze niedotlenienie guza wptywa na progresj¢ guza oraz na jego radio-
I chemio — odpornos¢. Dzigki lepszej perfuzji oraz mniejszej hipoksji w mikro§rodowisku
guza moze ulec poprawie dystrybucja leku, moze doj$¢ do zwigkszenia odpowiedzi guza na
chemioterapi¢, a w efekcie koncowym moze dojs¢ do polepszenia rokowania.
Roéwniez w modelu zwierzecym Jones i wsp. (2010) zaobserwowali, ze podejmowanie
¢wiczen fizycznych u myszy 2z rakiem piersi powoduje wzrost perfuzji

wewnatrzkomorkowej oraz obnizenie hipoksji wewnatrzkomoérkowe;.
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Allen i wsp. (2017) oraz Chouaib i wsp. (2017) podkreslaja, ze wysitek fizyczny
wplywa takze na proces przemieszczania si¢ komorek odporno$ciowych do guzow.
Zaobserwowano wptyw aktywnosci fizycznej na normalizacje unaczynienia guza, dzieki
ktorej poprawie ulega dynamika przedostawania si¢ czastek adhezyjnych komorek
srodbtonka, co w efekcie koncowym powoduje lepsze wejscie do migzszu guza komorek
uktadu odpornosciowego - leukocytow. Rowniez Betof i wsp. (2015) i Schadler i wsp.
(2016) zauwazyli, ze w mysim modelu raka po wysitku fizycznym dochodzi do normalizacji

naczyniowej guzow.

Badania wysitkowe wykazaty, ze ¢wiczenia fizyczne wptywaja na wrodzony uktad
odpornosciowy, ktory stanowi pierwsza lini¢ obrony przed powstajagcymi nowotworami,
poprzez zwickszong tendencje do intensywnego reagowania komorek NK 1 makrofagéw na
nowotwory. Wysitek fizyczny o wysokiej intensywnosci powoduje wzrost komorek NK we
krwi 0 50-500% (Millard i wsp., 2013; Hoffman—-Goetz i wsp., 1990). Badacze Kagi i wsp.
(1994) oraz Pardo i wsp. (2002) twierdza, ze komorki nowotworowe bezposrednio zabijaja
komorki NK dzigki wykorzystaniu mechanizmu polegajacego na destrukcji komorek
poprzez uwolnienie biatka: perforyny. Wedlug Hayakawa i Smyth (2006) komorki NK sa
zaangazowane w komunikacje krzyzowa z komérkami dendrytycznymi. W dalszej cze$ci
szlaku powyzej opisana komunikacja krzyzowa moze zintensyfikowa¢ prezentacj¢ antygenu
i odpowiedzi komorek efektorowych (Ames i Murphy, 2014; Srivastava i wsp., 2013; Vitale
I wsp., 2005).

Hutnick i wsp. (2005) i Fairey i wsp., (2005a) sugeruja, ze u kobiet z rakiem piersi
komorki odpornosciowe takie jak komorki NK, limfocyty mogg zosta¢ aktywowane poprzez
¢wiczenia aerobowe o umiarkowanej intensywnosci oraz potaczenie treningu aerobowego
z oporowym. Roéwniez badania Mohamady 1 wsp. (2013 ) wskazuja na poprawe aktywnos$ci
komorek NK po wprowadzonej interwencji sportowej u pacjentek z rakiem piersi po zabiegu
mastektomii. Takze Evans 1 wsp. (2015) zgtlosili zwigkszenie odsetka komorek NK u 0s6b
z nowotworem piersi biorgcych udzial w ¢wiczeniach. Badania Fairey i wsp. (2003)
przeprowadzone na grupie pacjentek z wczesnym stadium raka piersi wykazaly,
ze 15-tygodniowy aerobowy trening wptywa na zmiang¢ znaczenia funkcji komorek NK.

W powyzszym badaniu sprawdzono produkcj¢ cytokin w komorkach jadrzastych lecz nie
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zaobserwowano istotnych r6zni¢ w cytokinach prozapalnych takich jak: IL-1, TNF-a, IL-6
oraz w cytokinach przeciwzapalnych: IL-4, IL-10. Odwrotne wyniki badan uzyskat Payne
i wsp. (2008), ktorzy wykazali wptyw ¢wiczen fizycznych na poziom IL-6 i kortyzolu
w surowicy w grupie 20 pacjentek po menopauzie z rakiem piersi otrzymujacych terapi¢
hormonalng. Demark-Wahnefried i wsp. (2015), Schmitz i wsp. (2010) podkreslaja
korzystny wptyw treningu taczonego (trening aerobowy i oporowy) u oséb, ktore przezyty
raka piersi. Podejmowanie treningu fizycznego na poziomie: 150 minut ¢wiczen
w tygodniu, w tym 2 dni treningu oporowego skutkowato w tej grupie osob redukcja
poziomu prozapalnych cytokin. Dlatego osoby, ktore przeszly nowotwoér piersi powinny
wykonywac powyzej opisany schemat ¢wiczen w celu polepszenia ich profilu zapalnego,
poniewaz utrzymujacy si¢ permanentnie stan zapalny na niskim poziomie, moze

spowodowac¢ powstanie nowotworow wtornych (Donin i wsp., 2016).

Natomiast Fairey i wsp., (2005b) oraz Pierce i wsp. (2009b) wskazuja, ze wysitek
fizyczny wplywa na spadek poziomu CRP (biatko C-reaktywne, biomarker ostrej fazy,
wzrasta gdy w organizmie wystepuje stan zapalny). Dodatkowo Ergun i wsp. (2013)
zaobserwowali spadek poziomu biatka odpowiedzialnego za aktywacje neutrofilow
nabtonka 1 cytokin prozapalnych u kobiet, ktore przezyly raka piersi i prowadzity

12-tygodniowy trening aerobowy w domu.

Hutnick i wsp. (2005) zauwazyli wptyw C¢wiczen na adaptacyjny uktad
odporno$ciowy. Na podstawie przeprowadzonych nadzorowanych przez okres 12 tygodni
¢wiczen na grupie pacjentek z rakiem piersi po chemioterapii zaobserwowano, ze trening
fizyczny wplynatl na zwigkszenie liczby komorek CD4 */ CD9 * (CD9 marker aktywacji
limfocytow T) o 50% w poréwnaniu z grupa kontrolna, ktéora nie brata udziatu
w ¢wiczeniach. Jednak nie zmienity si¢ liczby komorek: CD3 *, CD4 *, CD8 *, B lub NK.
Badacze sugerujg wnioski, ze aktywno$¢ fizyczna zwigksza zdolno$ci odpornosciowe

u pacjentek z rakiem piersi, ktére podejmowaty si¢ treningu fizycznego.

Hanahan 1 Weinberg (2011) zaznaczaja, ze nowotwory cechuje zmieniony
metabolizm komodrkowy. Powszechnym zjawiskiem jest efekt Warburga charakteryzujacy

si¢ intensywnym wytwarzaniem mleczanu w szlakach glikolizy i glutaminoliz w wyniku
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pobudzania przez tlen. Gottfried i wsp. (2006), Hirschhaeuser i wsp. (2011) oraz Husain
i wsp. (2013) przypuszczajg, ze metabolity guza mogg oddzialywaé¢ na funkcje komorek
immunologicznych. Powyzej wymienieni badacze twierdza, ze na hamowanie
przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej wplywa zwigkszona produkcja
egzogennego mleczanu przez guzy poprzez hamowanie funkcji cytolitycznych NK
I migracje makrofagdéw, a takze poprzez wplyw na aktywacje komorek dendrytycznych
| prezentacj¢ przez nie antygenoéw. Natomiast Barsoum i wsp. (2014) sugerujg, ze do
ucieczki nowotworéw przed cytotoksycznymi limfocytami T przyczynia si¢ hipoksja.
Trening fizyczny aerobowy normalizuje immunosupresyjne kwasne s$rodowisko guza.
Wykonane przez Avesehi wsp. (2015) badania wykazaty, ze u myszy z rakiem sutka
podejmujacych trening na biezni do biegania dochodzi do redukcji guza i zmniejszenia
stezenia mleczanu o 17% w krwiobiegu, w poréwnaniu z myszami o sedentarnym trybie
zycia. Natomiast badania przeprowadzone przez Pedersen i wsp. (2015) sugeruja, ze trening
o wysokim poziomie intensywnosci np. 1 godzina ptywania u myszy, ktore posiadaja guz
MDA-MB-231, powoduje wzrost regulacji sygnalizacjii AMPK w obrgbie guza.

Tak wigc ¢wiczenia fizyczne moga aktywowac szlaki metaboliczne.

Szereg badan wskazuje, ze rak piersi jest zwigzany z otyloScia.
Nowotwory wykorzystuja tkanke tluszczowg do replikacji i rozwoju. Wysitek fizyczny
moze tagodzi¢ zaburzenia immunometaboliczne tkanki tluszczowej w chorobach
nowotworowych. Komorki odpornosciowe petnig role w modulowaniu stanu zapalnego
poprzez wydzielanie adipocytokin. Aktywnos¢ fizyczna pod postacig ¢wiczen aerobowych
moze doprowadzi¢ do modyfikacji adipocytokiny i miokiny. Zatem trening aerobowy
W populacji otylej jest w stanie zmniejszy¢ zaburzenia metaboliczne odpowiedzialne za stan

zapalny 1 w ten sposob zapobiega¢ zwigzkowi migdzy otyloscig a nowotworem.

Reasumujac, badania zarowno eksperymentalne jak i populacyjne sugerujg obszerne
pozytywne dzialanie aktywnosci fizycznej na rozwoj i przebieg raka piersi, podkreslaja
réwniez role aktywno$ci fizycznej w zmniejszeniu czgstotliwo$ci wystegpowania
nowotworow i ich przerzutow. Mimo wszystko doniesienia odnoszace si¢ do potencjalnych
mechanizméw immunologicznych stanowigce fundamenty pozytywnego efektu sag

w dalszym ciggu we wczesnym stadium opracowania. Wyniki badan wskazuja, ze trening
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fizyczny moze oddziatywa¢ na uktad immunologiczny. Potrzebne jest jednak doglebniejsze
przeprowadzenie analiz, aby zrozumie¢ ten mechanizm. Prawidlowo zaprogramowane
badania sg niezbedne dla uzyskania potwierdzenia czy aktywno$¢ fizyczna wplywa
bezposrednio na mechanizmy odpornosciowe w celu zapobiegania nowotworom oraz czy
trening fizyczny moze by¢ stosowany razem z podstawowymi immunoterapiami w celu

poprawy wynikow klinicznych u kobiet z rakiem piersi.
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VI WNIOSKI

Wyniki badan wtasnych sugeruja, ze regularnie podejmowany trening fizyczny wplywa
protekcyjnie na ryzyko zachorowania i przebieg raka listwy mlecznej u szczurdw.
W grupie trenujacej, zarowno w modelu 1, jak i 2 wystepowata mniejsza liczba guzow
nowotworowych w poroéwnaniu z grupg kontrolng. Podejmowany trening fizyczny nie
wplywal na wielko$¢ guza oraz nie zwigkszat ryzyka proliferacji wyindukowanych guzow.
Natomiast zaobserwowano istotny wptyw treningu fizycznego na zmienng tunel, ktéra

wptywa na redukcje rozwoju nowotworu dzigki apoptozie komdrek nowotworowych.

W prewencji pierwotnej nie zaobsrwowano zwigzku pomigdzy czasem indukcji guza od
podejmowania treningu fizycznego i jego intensywnosci. W prewencji wtornej czas indukcji
guza byt uzalezniony od podejmowania treningu fizycznego. Rdéznica przecigtnego czasu

indukcji guza miedzy grupa trenujaca i kontrolng wynosita okoto 2 tygodnie.

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

liczebnosci poszczegdlnych frakeji limfocytow.

W badaniach wlasnych pomiedzy indukcja guza, jego wielkoscia, proliferacja
I aktywnoscig apoptotyczng komoérek nowotworowych, a poziomem subpopulacji

limfocytow nie wykazano wspolnych zaleznosci.

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

nie wykazywata zaleznosci od intensywnosci treningu.
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Pomigdzy modelem prewencji pierwotnej, a modelem prewencji wtdrnej 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 zwigkszaja ryzyka proliferacji, a w grupie

0 umiarkowanej i wysokiej intensywnos$ci zwigkszaja ryzyko proliferacji komorek.

Zaobserwowano rdéznice miedzy liczba komorek apoptotycznych w zaleznosci od
poziomu intensywnos$ci treningu. Do zwigkszenia apoptozy komodrek nowotworowych
W modelu prewencji pierwotnej dochodzi podczas ¢wiczen fizycznych o umiarkowanej

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

Poziom subpopulacji limfocytéw w odniesieniu do poziomu treningu fizycznego
wykazuje w modelu prewencji pierwotnej istotne réznice, a w modelu prewencji wtornej
wystepuje brak roéznic. Trening fizyczny o umiarkowanej intensywno$ci wplywa
stymulujaco na antynowotworowa odpowiedz organizmu poprzez mobilizacje ukladu
immunologicznego do walki z komoérkami nowotworowymi dzigki zwigkszeniu liczby

limfocytow.
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STRESZCZENIE

TYTUL ROZPRAWY DOKTORSKIEJ: Wplyw wysitku fizycznego na ukiad
immunologiczny podczas karcinogenezy wywotanej N-metylo-N-nitrozomicznikiem

U szczurow.

SLOWA KLUCZOWE: rak piersi, trening fizyczny, N-metylo-N-nitrozomocznik, uktad

immunologiczny, szczury

Wstep

Rak piersi jest najczesciej wystepujacym nowotworem ztosliwym u kobiet stanowigc
jeden z najwigkszych probleméw epidemiologicznych XXI wieku zarowno w Polsce jak
I na $wiecie. Zarazem coraz wigksze znaczenie w prewencji pierwotnej, jak i wtornej tej
choroby przypisuje si¢ aktywnosci fizycznej. Prawdopodobnie wystepuje szereg

mechanizméw wplywajacych na t¢ zaleznos¢.
Cel pracy i hipotezy badawcze

Celem pracy byta ocena wplywu wysitku fizycznego na uktad immunologiczny oraz
powstanie i rozw0j raka listwy mlecznej wywotanego N-metylo-N-nitrozomocznikiem

U szczurow.
Przyjeto ponizsze hipotezy:

e Trening fizyczny dziata protekcyjnie zarowno na rozwoj, jak i przebieg raka
listwy mlecznej.

e Mechanizmem wptywajacym na rozwoj i przebieg raka listwy mlecznej jest
poziom proliferacji, aktywnos$¢ apoptotyczna komoérek nowotworowych
I poziom subpopulacji limfocytow zmieniajgce si¢ pod wplywem treningu

fizycznego.
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Material badawczy

Badang grupe (n=105) stanowily samice szczuréw rasy Spraque-Dawley
ze Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach. Gryzonie podzielono na 2 modele:
model prewencji pierwotnej (50 szczuro6w) oraz model prewencji wtornej (55 szczurdéw).
Nastepnie kazdy z powyzszych modeli podzielono na 3 grupy ze wzgledu na poziom
intensywnosci treningu fizycznego (grupa o niskim / umiarkowany / wysokim poziomie)
oraz odpowiednie grupy kontrolne (brak udzialu w treningu). Badania wykonano po
uzyskaniu zgody komisji etycznej w Zaktadzie Patomorfologii Uniwersytetu Medycznego

we Wroctawiu wedlug standardow Unii Europejskie;j.
Metody badawcze

Pierwszy etap badan stanowila indukcja guza raka listwy mlecznej u miesigcznych
samic szczurow poprzez dootrzewnowe podanie karcinogenu N-metylo-N-nitrozomocznika
w dawce 180 mg/kg masy ciala. Po uptywie 4 tygodni od podania $rodka podjeto proces
wykrywania raka listwy mlecznej w celu okreslenia liczby oraz objetosci guzow

nowotworowych za pomoca badania palpacyjnego oraz dzigki wykorzystaniu gtowicy USG.

Drugie etap badan stanowit trening fizyczny. Szczury przydzielone do modelu
prewencji pierwotnej podjety go bezposrednio po podaniu karcinogenu, natomiast zwierzeta
z modelu prewencji wtérnej rozpoczety trening po 12 tygodniach od podania MNU.
Trening gryzoni realizowany byl przez okres 12 tygodni (5 dni w tygodniu) przy
wykorzystaniu 3- pozycyjnej biezni dla zwierzat. Szczury z grupy kontrolnej prowadzity

sedentarny tryb zycia.

Trzeci etap badan stanowilo pobranie tkanek (wszystkie guzy wykryte palpacyjnie,
ptuca, watroba, $ledziona, nerki, powigkszone wezty chtonne oraz krew) od u$mierconych

zwierzat.

Nastepnie przygotowano mikromacierze tkankowe oraz przeprowadzono reakcje

immunohistochemiczne na skrawkach guzow..
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Dalszy proces polegal na odnalezieniu zmian apoptotycznych w guzach
nowotworowych, ocenie reakcji IHC oraz oznaczeniu komoérek uktadu immunologicznego

dzigki cytometrii przeptywowe;.
Metody statystyczne

Opis statystyczny materiatlu obejmowat wyznaczenie wartosci $rednich, median

rozktadu i odchylen standardowych.

Wykorzystano gtownie testy nieparametryczne. Roznice migdzygrupowe (2 grupy
niezalezne) oceniono za pomoca testu Manna-Whitneya. Tylko masa szczura stanowita
jedyna ceche o rozkladzie normalnym, dla ktorej zastosowano testowanie parametryczne
(test t-Studenta). Zas réznice miedzygrupowe (wieksza liczba grup niezaleznych) oceniono

przy wykorzystaniu testu ANOVA Kruskala-Wallisa.

Istotnos¢ statystyczna rdznicy $rednich oraz korelacji oceniano przyjmujac poziom
krytyczny p<0,05. Obliczenia przeprowadzono uzywajgc pakietu STATISTICA 13.1 firmy
Dell.

Wyniki

W modelu 1 (prewencja pierwotna) aktywno$¢ fizyczna o umiarkowanej
intensywnosci wptywa stymulujaco na antynowotworowg odpowiedZ organizmu poprzez
wzrost poszczegoOlnych frakcji limfocytow, dochodzi takze do zwigkszenia apoptozy
komoérek nowotworowych oraz do zmniejszenia liczby guzéw nowotworowych.
Natomiast podejmowana aktywnos$¢ fizyczna w powyzszym modelu niezaleznie od
poziomu intensywnosci treningu nie wptywa na proliferacje komorek, réznice w objetosci

guzow, a takze na czas indukcji guza.

W modelu 2 (prewencja wtorna) aktywno$¢ fizyczna o wysokiej intensywnosci
wplywa na zwigkszenie apoptozy komoérek nowotworowych. Natomiast podejmowana
aktywno$¢ fizyczna w powyzszym modelu niezaleznie od poziomu intensywnosci treningu

nie wplywa na réznice w objetosci guzow, liczbe wyinduowanych guzoéw na szczura lecz
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oddziatuje na czas indukcji guza. Nalezy podkresli¢, ze ryzyko proliferacji komorek jest

wicksze W grupie ¢wiczacej 0 umiarkowanej i wysokiej intensywnosci.
Whioski

Zarowno w modelu 1 i modelu 2 zaobserwowano protekcyjny wptyw regularnie
podejmowanego treningu fizycznego na ryzyko zachorowania i przebieg raka listwy
mlecznej u szczurdéw trenujagcych w porownaniu z grupa kontrolng. Nalezy podkreslic,
ze systematyczny trening wplywa na zmienng tunel, ktéora powoduje zmniejszenie rozwoju

nowotworu poprzez apoptoze komoérek nowotworowych.

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

liczebnosci poszczegolnych frakcji limfocytow.
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ABSTRACT

TITLE OF THE DOCTORAL DISSERTATION: The effect of physical exercise

on the immune system during N-methyl-N-nitrosourea-induced carcinogenesis in rats.

KEY WORDS: breast cancer, physical training, N-methyl-N-nitrosourea, immune

system, rats
Introduction

Breast cancer is the most common malignancy in women, thus constituting one of
the largest epidemiological problems of the 21st century both in Poland and worldwide.
At the same time, physical activity gains much significance in primary and secondary breast
cancer prevention. There are probably a number of mechanisms that influence this

relationship.
Aim of the research and research hypotheses

The aim of this research was to evaluate the effect of physical activity on the immune
system and the onset and development of N-methyl-N-nitrosourea-induced carcinoma of the

mammary ridge (milk line) in rats.
The following hypotheses were adopted:

e Physical training has a protective effect on both the development and progression of

mammary ridge cancer.

e The level of proliferation, apoptotic activity of tumor cells, and the level of lymphocyte
subpopulations changing under the influence of physical training are the mechanisms

affecting the development and the course of mammary ridge cancer.
Study material

The study group (n=105) consisted of female Sprague-Dawley rats from the Medical

University of Silesia in Katowice, Poland. The rodents were divided into 2 models:
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the primary prevention model (50 rats) and the secondary prevention model (55 rats).
Each model was then divided into 3 groups based on the level of physical training intensity
(low, moderate and high) and the respective control groups (no training). The study was
performed after obtaining approval from the Bioethics Committee at the Department of
Pathomorphology, Wroclaw Medical University according to the European Union standards.

Research Methods

The first stage of the research was mammary ridge tumor induction in 1-month old
female rats by intraperitoneal administration of the carcinogen N-methyl-N-nitrosourea
(MNU) at a dose of 180 mg/kg. After 4 weeks of the administration of the agent, detection
of mammary ridge cancer was initiated to determine the number and the volume of malignant

tumors by palpation and ultrasound.

Physical training was the second stage of the research. Rats assigned to the primary
prevention model undertook training immediately after administration of the carcinogen,
while animals assigned to the secondary prevention model began training 12 weeks after
MNU administration. Rat training was performed over a period of 12 weeks (5 days per
week) using a 3-position animal treadmill. The rats in the control group had a sedentary

lifestyle.

The third stage of the research included tissue collection (lungs, liver, spleen,
kidneys, enlarged lymph nodes, blood; all tumors were detected by palpation) from
euthanized animals. Next, tissue microarrays were prepared and immunohistochemical
reactions were performed on tumor sections. The further stage consisted of finding apoptotic
lesions in cancerous tumors, evaluation of IHC reactions, and determining immune cells

through flow cytometry.
Statistical methods

Statistical analysis of the material included determination of mean values,
distribution medians, and standard deviations (SD). Nonparametric tests were mainly used.

Intergroup differences (2 independent groups) were assessed using the Mann-Whitney U
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test. The only trait with a normal distribution was rat weight, for which parametric testing
(Student's t-test) was used. Intergroup differences (a greater number of independent groups)
were assessed using the Kruskal-Wallis ANOVA test. Statistical significance of the
differences in means and correlations was assessed by adopting the critical level of p<0.05.
Calculations were performed using the STATISTICA 13.1 (Dell).

Results

In model 1 (primary prevention), moderate-intensity physical activity stimulated the
anti-cancer response by increasing specific lymphocyte fractions. Additionally, tumor cell
apoptosis was increased and the number of malignant tumors was decreased. In turn, the
physical activity undertaken in the above model regardless of training intensity had no effect

on cell proliferation, differences in tumor volume, or tumor induction time.

In model 2 (secondary prevention), high-intensity physical activity increased
apoptosis of tumor cells. In turn, physical activity in the above model regardless of training
intensity did not affect the differences in tumor volume, or the number of induced tumors
per rat but affected the time of tumor induction. It should be noted that the risk of cell

proliferation was higher in the moderate and high intensity exercise groups.
Conclusions

In both models, a protective effect of regular physical training on the risk of the
occurrence and the course of mammary ridge cancer in trained rats was noted compared to
the control group. Of note, regular training affected apoptosis, which results in reduced

tumorigenesis through apoptosis of tumor cells.

Physical training and the its intensity level affected the immune system of rats and
this observation refers to model 1. The research suggests the mobilization of the immune
system to fight against the mammary ridge cancer through an increase in the number of

particular lymphocyte fractions.
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ZALACZNIK

UCHWALA NR 37/2010
z dnia 21 lipca 2010 r.
1 Lokalnej komisji etycznej do spraw doéwiadczer na zwierzetach we Wroctawiu

§1
Na podstawie art. 30 ust. 1 pkt 1 ustawy z dnia 21 stycznia 2005r. o do$wiadczeniach na zwierzetach (Dz. U. Nr
33, poz. 289) i § 14 ust. 3 rozporzadzenia Ministra Nauki i Informatyzaciji z dnia 29 lipca 2005r. w sprawie Krajowej
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach oraz lokalnych komisji etycznych do spraw doswiadczer
na zwierzetach (Dz. U. Nr 153, poz. 1275), po rozpatrzeniu wniosku, pt.:,,Wplyw treningu fizycznego na
proces karcinogenezy oraz rozwdéj raka piersi u szczuréw” z dnia 14.07.2010, zlozonego przez
prof. Marka Wozniewskiego z AWF we Wroctawiu, lokalna komisja etyczna:

WYRAZA ZGODE .
na przeprowadzenie do$wiadczen na zwierzetach w zakresie wniosku.
§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku, o ktérym mowa w § 1, lokalna komisja etyczna ustalita, ze:

1. Wniosek nalezy zaliczy¢ do kategorii:

Badania naukowe na zwierzetach

2. Najwyzszy stopieri inwazyjno$ci proponowanych procedur nie przekracza wartosci 4

3. Do$wiadczenia bed przeprowadzone na zwierzetach (gatunek, liczba zwierzat): szczur, 120
4. Doswiadczenia bedq przeprowadzone przez (nazwisko i imig, nazwa jednostki do$wiadczainej): prof. Piotra

Dziggiela, dr hab. Marzene Podhorska-Okotéw, prof. Andrzeja Szube, AM we Wroctawiu; dr Iwone Malicka, dr
Katarzyng Pawlowska, AWF we Wroctawiu; lek. wet. Marka Cegielskiego

5. Do$wiadczenia bedaq przeprowadzane na tkankach i narzagdach uzyskiwanych od zwierzat w ramach:

§3

Integralng czg$¢ niniejszej uchwaly stanowi uzasadnienie i kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1.

Podpisy czlonkéw lokalnej komisji etyczne]
[ Piecze¢ lokalnej komisji etycznej ] /%

I LOKALNA KOMISJA ETYCZNA 1 .....doc. dr hab. Joanna Wietrzyk, Przewodniczaca LKE
DS. DOSWIADCZEN NA ZWIERZETACH 2 dr hab. | Calkosifiski
WEWROCLAWIU B T i mgr Elzbieta Habiniak
g et O e S s
$3-114 W uLRndolfAWugla 12 £.prof. dr hab. Botena ukowicz
y 6. pf ... prof. dr hab. Jerzy Rabczyfiski

el (1) 373-22:74, (71) 373-23-16, fx: (71) 373-25-87 2 -er " brot. i hab. Leon Strzadata
8 ....mgr Tadeusz
9, prof. dr hab. Wanda Wojtkiewicz-Rok

Whioskodawea,
ala 3

forrrs m1 a
%
3
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Pouczenie

Strona ni Z niniejszej uchwaty moze wnie$¢ odwotanie do Krajowej Komisji Etycznej do Spraw Do$wiadczer na Zwierzegtach w terminie 14 dni od dnia
ofrzymania uchwaly.

Odwotanie skiada sig za porednictwem lokalnej komisji etycznej, ktéra wydata uchwale, zgodnie z § 20 rozporzadzenia Ministra Nauki i Informatyzacji z dnia 29
lipca 2005r. w sprawie Krajowej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczeri na Zwierzetach oraz lokalnych komisji etycznych do spraw doéwi fi na zwierzgtach
(Dz. U. Nr 153 poz. 1275).

UZASADNIENIE UCHWALY NR 37/2010
z dnia 21 lipca 2010 r.
I Lokalnej komisji etycznej do spraw doswiadczeri na zwierzetach we Wroctawiu

Whiosek jest poprawny pod wzgledem formalnym i merytorycznym. Na drodze gtosowania Komisja
zdecydowata o przyjeciu wniosku do realizacji (7 os6b gltosowato za przyjeciem wniosku, 1 osoba
wstrzymata si¢ od gtosu). Komisja zwraca uwagg, ze osoby prowadzace trening zwierzat oraz usypiajace
zwierzeta, zaliczaja sig do oséb przeprowadzajacych doswiadczenia i powinny byé umieszczone w tabeli nr

1 (zatacznik C).



