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WPROWADZENIE

Jednym z najwigkszych wyzwan dla treneréw i naukowcow zajmujacych si¢ sportem jest
identyfikacja egzogennych strategii optymalizacji treningu i wynikow sportowych,
szczegOlnie u zawodnikow, ktorych efekty przystosowawcze sg trudniejsze do wywotania
(Cheng, Kuo et al. 2021). Dlatego tez poszukiwane sg coraz to nowsze rozwigzania mi¢dzy
innymi z zakresu oddziatywania tkankowego majace na celu poprawe ich zdolnosci do
realizacji funkcji szczegdlnie W zakresie zwigkszenia mozliwosci wysitkowych organizmu.
Coraz wigksze =zainteresowanie naukowcOw dostrzega si¢ W badaniach dotyczacych
hartowania przez niedokrwienie (ang. ischemic preconditioning - IPC), ktore najwicksze
zastosowanie znalazlo w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu (Hausenloy and
Yellon 2008; Lalonde and Curnier 2015; Incognito, Burr et al. 2016; Billah, Ridiandries et al.
2019). Hartowanie przez niedokrwienie to krotkotrwate epizody niedokrwienia wywotane
mechanicznie i powodujace niedotlenienie W obrgbie poddanych temu dziataniu tkanek.
Stanowi to pierwsza faze hartowania przez niedokrwienie nazywang okluzja naczyniows.
Druga faza IPC to reperfuzja, ktora nastepuje z chwilg przywrdcenia krazenia, przyczyniajac
si¢ W sposéOb istotny do wzrostu przeptywu krwi w tetnicy (Kimura, Ueda et al. 2007,
Shimizu, Konstantinov et al. 2007). Od czasu odkrycia tego zjawiska przez Murry, Jennings
et al. (1986) liczne prace naukowe koncentrowaty si¢ glownie na klinicznej uzytecznosci
procedury hartowania przez niedokrwienie. W badaniach Murry, Jennings et al. (1986)
wykonanych na modelu psiego zawatu migsnia sercowego udowodniono po raz pierwszy
skuteczno$¢ kardioprotekcyjng tej procedury w prewencji rozlegtosci indukowanych zawatow
migs$nia sercowego (spadek rozmiaru zawatu o 25%) (Murry, Jennings et al. 1986). Liczne
badania nad hartowaniem przez niedokrwienie wykazaty takze przydatno$¢ kliniczng
stosowania tej procedury w ochronie kardiomiocytow podczas przedtuzajacych si¢ epizodow
niedotlenienia, mogacych wystepowa¢ zardwno podczas operacji serca, zawalu migsnia
sercowego badz W przebiegu chordb sercowo-naczyniowych i rekonwalescencji pacjentow po
przeprowadzonych zabiegach kardiologicznych (Murry, Jennings et al. 1986; Hausenloy and
Yellon 2008; Mudaliar, Rayner et al. 2017; Botker, Lassen et al. 2018; Billah, Ridiandries et
al. 2020). Zjawisko to pod wzglegdem metabolicznym i funkcjonalnym przyczynia si¢ do
zwigkszenia tolerancji tkanek na wystgpienie ewentualnych epizodow niedokrwiennych
W przysztosci. Ma to szczegodlne znaczenie zwlaszcza u pacjentdOw ze zmianami zatorowo-
zakrzepowymi naczyn krwionos$nych oraz czynng chorobg wiencowa, gdzie W sposob istotny

procedura IPC moze przyczynia¢ si¢ do zmniejszenia konsekwencji naglych epizodow



niedokrwiennych (Murry i wsp. 1986; Li i wsp. 1990; Kuzuya i wsp. 1993; Parratt. 1994;
Bushel i wsp. 2002).

Praca Murry, Jennings et al. (1986) data poczatek kolejnym badaniom i modyfikacji
metody hartowania w oparciu o indukowanie epizodow niedokrwienia W odlegtych od
niedokrwionego obszaru tkankach i narzadach. Jedna z pierwszych prac ukazujacych taki
model oddzialywania byta praca opublikowana w 1993 roku autorstwa Przyklenk, Bauer et al.
(1993). Zaobserwowane w niej zjawisko nazwano zdalnym hartowaniem przez niedokrwienie
(z ang. Remove Ischemic Preconditioning- RIPC). Odkrycie to potwierdzito hipotezg, ze
wywotanie krotkich epizodéw okluzji i1 reperfuzji W obszarze okalajacym tetnice wiehcowa
moze zmniejszy¢ pdzniejszy rozmiar zawalu mig$nia sercowego. Model oddzialywania
okreslany jako RIPC zostal rozszerzony nie tylko W koncepcji oddziatywania
kardiologicznego, ale probowano takze okresli¢ skuteczno$¢ tej metody w odniesieniu do
oddziatywania na r6zne narzady i tkanki. Miato to na celu zaprezentowanie strategii ochrony
miedzy narzadowej przed szkodliwymi skutkami ostrego uszkodzenia niedokrwienno-
reperfuzyjnego, ale rowniez przed epizodami niedokrwienia zwigzanymi z chwilowym
zaburzeniem przeptywu krwi (Hausenloy and Yellon 2008). Model oddziatywania
zaproponowany przez Przyklenk, Bauer et al. (1993) byt jednak obarczony powaznym
ograniczeniem. Konieczne bylo wWnim wykorzystanie narzadu wewnetrznego (juz
niekardiologicznego) jako zdalnego bodzca poddanego hartowaniu. Wymagato to w dalszym
ciggu interwencji medycznej w postaci zabiegu chirurgicznego celem indukowania procedury
niedokrwienia. Tym czasem do klinicznego zastosowania strategii kardioprotekcyjnej
potrzebna jest mniej inwazyjna metoda, ktorej efekty nie byly by tak obcigzajace dla
organizmu. Postep w tym kierunku poczynili Birnbaum, Hale et al. (1997) udowadniajac, iz
krotkotrwate ograniczenia przeplywu krwi do migsni szkieletowych konczyny dolnej przy
zastosowaniu kolnierza sfigmomanometru i stymulacja nim mig$nia brzuchatego tydki przed
zamknigciem tetnicy wiencowej przyczyniata si¢ do spadku rozleglosci zawalu migsnia
sercowego krolika nawet o 65% (Birnbaum, Hale et al. 1997; Hausenloy and Yellon 2008).
W innym badaniu zaobserwowano, ze procedura RIPC moze chroni¢ nie tylko ludzkie serce,
ale takze poprawi¢ krazenie wiencowe (Botker, Lassen et al. 2018). Ponad to w dalszych
publikacjach wykazano korzystny wplyw RIPC na stan zdrowia pacjentéw obcigzonych
chorobg wiencowa. W statystykach klinicznych zauwazono u badanych o0s6b poprawe
zwigzang Z czgsto$cig wystepowania: zawatu migénia sercowego, udaru, niewydolno$ci nerek
oraz dhugoscig pobytu na oddziale intensywne;j terapii (Botker, Kharbanda et al. 2010; Botker,
Lassen et al. 2018; Gaspar, Lourenco et al. 2018; Billah, Ridiandries et al. 2020). Co wigcej,
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codziennie stosowanie procedury RIPC po przebytym zawale mig¢$nia sercowego zapobiegto
niekorzystnej przebudowie lewej komory serca (Wei, Xin et al. 2011). Zdalne hartowanie
przez niedokrwienie na dobre znalazlo swoje zastosowanie W Kardiochirurgii jako procedura
wykonywana przed planowanymi operacjami serca, w ktorych czas urazu niedokrwiennego
jest wydtuzony w sposob kontrolowany (Billah, Ridiandries et al. 2019). Kolejne badania
wykazaly, ze RIPC chroni watrobe (Kimura, Ueda et al. 2007), méozg (Przyklenk, Bauer et al.
1993) i serce (Griffin, Hughes et al. 2019) przed uszkodzeniem niedokrwienno-reperfuzyjnym
migsnia sercowego poprzez indukcje autofagii (Przyklenk, Bauer et al. 1993; Kimura, Ueda et
al. 2007; Griffin, Hughes et al. 2019). Powyzsze odkrycia stanowig potwierdzenie
ogolnoustrojowej i migdzynarzadowej formy ochrony przed uszkodzeniem niedokrwienno-
reperfuzyjnym.

Skutecznos¢ procedur RIPC wnaukach medycznych spowodowata wzrost
zainteresowania ta metoda innych dyscyplin, m.in. kultury fizycznej, gdzie przemiany
biochemiczno-fizjologiczne maja przektadac si¢ na poprawe mozliwosci realizowanych zadan
ruchowych. w p6zniejszym czasie nowo opracowang metode, nieinwazyjnego hartowania
przez niedokrwienie, wykorzystano w badaniach na modelu zwierzgcym, wykazujac poprawe
sity 1 kurczliwos$ci mig$ni szkieletowych. Ponad to stwierdzono takze zmniejszenie zmeczenia
szczuréw po zastosowaniu procedury IPC (Lawson and Downey 1993). Kolejni badacze
Pang, Neligan et al. (1997) réwniez wykazali, ze IPC moze chroni¢ migsnie szkicletowe swin
poprzez protekcyjny wplyw na zuzycie energii W czasie trwania intensywnego wysitku
fizycznego. Wyniki tych badan zainspirowaly de Groot, Thijssen et al. (2010) do
przeprowadzenia eksperymentu, ktory miat odpowiedzie¢ na pytanie, czy hartowanie przez
niedokrwienie bedzie mialo wptyw na wydolno$¢ fizyczng i maksymalne zuzycie tlenu
u ludzi. Wykonana w tym badaniu procedura IPC na obu konczynach dolnych (zacisk
mankietu sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg) wptyneta korzystnie na uzyskane
wyniki w tescie wysitkowym wykonanym na ergometrze rowerowym W populacji trenujacych
zawodowo rowerzystow. Powtarzane trzykrotnie 5 minutowe okresy okluzji, przeplatane 5
minutowymi okresami reperfuzji przyniosty istotny wzrost maksymalnego zuzycia tlenu
z 56,8 do 58,4 ml /min na kg (P= 0,003) oraz maksymalnej moc wyjsciowej z 366 do 372
w (P = 0,05) (de Groot, Thijssen et al. 2010). Potwierdzenie zalozonej hipotezy badawczej
spowodowato, ze praca ta stala si¢ punktem wyjscia dla wielu rozwazan z zakresu nauk
0 kulturze fizycznej, w ktérych model hartowania przez niedokrwienie stanowi glownag
metode oddziatywania na tkanki 1 narzady. Uzyskane wowczas rezultaty badan wytyczyly

nowga Sciezke ukierunkowang na zwigkszanie mozliwosci wysitkowych w zakresie ptywania
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(Jean-St-Michel, Manlhiot et al. 2011), biegania (Bailey, Jones et al. 2012), jazdy na rowerze
(Lalonde and Curnier 2015; Patterson, Bezodis et al. 2015), czy tez ¢wiczen sitowych
(Marocolo, Marocolo et al. 2016; Marocolo, Willardson et al. 2016).

Wyniki badan dotyczacych wptywu hartowania przez niedokrwienie na mozliwosci
wysitkowe czltowieka okazuja si¢ jednak niejednoznaczne. W niektorych pracach nie
wykazano korzystnego wplywu procedury hartowania przez niedokrwienie na poziom
mozliwosci wysitkowych organizmu (Gibson, Mahony et al. 2015; Lalonde and Curnier
2015; Valenzuela, Martin-Candilejo et al. 2021). Poréwnujac rézne badania, zauwazy¢ mozna
powtarzajacy si¢ schemat IPC polegajacy gldwnie na wykonaniu jednorazowej procedury
trzykrotnej lub czterokrotnej okluzji i reperfuzji w obszarze jednej konczyny lub obu konczyn
zaangazowanych w wysitek fizyczny (de Groot, Thijssen et al. 2010; Crisafulli, Tangianu et
al. 2011; Bailey, Jones et al. 2012; Gibson, Mahony et al. 2015; Marocolo, Willardson et al.
2016; Valenzuela, Martin-Candilejo et al. 2021). Rzadziej napotka¢ mozna badania opisujace
procedure zdalnego hartowania przez niedokrwienie.

Pionierskie badania zdalnego hartowania przez niedokrwienie wykorzystujace model
cztowieka nalezaty do Kimura, Ueda et al. (2007). Po wykonaniu procedury RIPC polegajace;j
na okluzji jednego ramienia sze$¢ razy dziennie przez okres 4 tygodni wykazano poprawe
funkcji $rodblonka naczyniowego poprzez zwigkszenie produkcji tlenku azotu (NO) oraz
zwigkszony poziom czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego (VEGF) w osoczu krwi.
Wedlug autoréw uzyskane wyniki badan mogg mie¢ szczegblne znaczenie w chorobach
uktadu krazenia, gdzie obserwuje si¢ spadek funkcji naczyn krwionosnych, zwlaszcza
wynikajacy ze wzrostu oporu naczyniowego i spadku ich elastycznosci. Wyniki tej pracy
moga rowniez przeklada¢ si¢ na efektywnos$¢ pracy migsni W wysitkach submaksymalnych
podczas, ktorych duze znaczenie petnig naczynia krwiono$ne. Odmienne podej$cie do modelu
zdalnego hartowania przez niedokrwienie przedstawione zostato w pracy Foster, Westerdahl
et al. (2011). Wykonywali oni procedur¢ RIPC na jednym udzie przez okres 5 dni, co
spowodowato wzrost wysycenia Krwi tlenem na wysokosci 4342 n.p.m oraz spadek cisnienia
skurczowego w tetnicach ptucnych. Tak zaprezentowany model badawczy oraz uzyskane
wyniki mogg sugerowaé potencjalne korzysci sportowe przy zastosowaniu procedury IPC
zwlaszcza W przypadku wytrzymato$ciowych sportow gorskich (biegi gorskie, biathlon, etc.).

Biorgc pod uwage mozliwosci wysitkowe organizmu, ktory podlega zlozonej
I wieloelementowej regulacji, niezmiennym jest fakt, iz metabolizm oksydacyjny
wykonujacych pracge migsni nadal pozostaje ich gtownym wyznacznikiem. Dotychczasowe

prace naukowe wykazaty, ze migsnie poddane epizodom IPC moga przyczynia¢ si¢ do
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rozszerzenia naczyn tetniczych i tym samym wzrostu przeptywu krwi w naczyniach
I tkankach (Enko, Nakamura et al. 2011). Ponad to wskutek procedury IPC dochodzi do
zwickszenia zdolnosci oksydacyjnych miesni szkieletowych poprzez dotlenienie
mikronaczyniowe (Jeffries, Waldron et al. 2018) oraz obnizenia dynamiki procesow
uszkodzen oksydacyjnych innych tkanek podczas wtornych epizodéow niedokrwienia (Koti,
Seifalian et al. 2002; Mallick, Yang et al. 2005). Udowodniono, ze mechanizmy
odpowiedzialne za powstawanie zmian pod wplywem zastosowania procedury IPC, oprécz
skuteczniejszego wykorzystania tlenu przez tkanki, moga przyspieszy¢ przemiany
metaboliczne w przeciwdziataniu wyczerpania zrédet energetycznych, wtym glikogenu
(Pang, Yang et al. 1995; Schroeder, Lee et al. 1996; Addison, Neligan et al. 2003).
W konsekwencji oddziatywanie ischemii rozwija szereg mechanizméw ochronnych
przeciwdziatajacych czynnikom stresogennym, takim jak powtorne epizody niedokrwienia.
Dlatego tez protekcyjny efekt IPC wydaje si¢ by¢ wielokierunkowy, a charakter tej metody
oddziatywania na ciato ludzkie nie ogranicza si¢ jedynie do efektu metabolicznego
1 przeciwdziatajagcego efektom wtornego niedokrwienia, a staje si¢ punktem rozwazan
wdrozeniowych w zakresie odnowy biologicznej, fizjoterapii, aktywnosci fizycznej czy tez
rywalizacji sportowej (Incognito, Burr et al. 2016).

Mimo dotychczasowych osiagnie¢ naukowych, nadal nie zostaly w pelni poznane
mechanizmy przystosowawcze poddanych zdalnemu hartowaniu przez niedokrwienie tkanek
oraz zwigzanych z nimi zmienno$cig markeré6w biochemicznych. Ponad to wigkszo$¢ badan
oparta jest na zastosowaniu tylko jednorazowej procedury RIPC. Ciekawe wydaje si¢, ze
niewiele wiadomo o wpltywie wielokrotnego powtarzania procedury zdalnego hartowania
przez niedokrwienie. Poznanie procesu zwigzanego Z wydzielaniem przez migsnie
szkieletowe cytokin do krwi obwodowej po zastosowaniu jednorazowej i dziesigciodniowe;j
procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie moze przyczyni¢ si¢ do szerszego
wykorzystania RIPC jako metody zwigkszania mozliwosci wysitkowych organizmu, jak
robwniez zapobiegania uszkodzenia tkanek indukowanych maksymalnym wysitkiem
fizycznym. Wynika to z faktu, iz migsien szkieletowy jest zdolny do syntezy i uwalniania
szeregu biatek, cytokin i zwiazkoéw niskoczasteczkowych w zaleznosci od wielkosci wysitku
fizycznego, intensywnosci, czasu trwania, jak rowniez sprawnosci fizycznej (Brandt and
Pedersen 2010; Pedersen 2011). W zwigzku z powyzszym, przypuszcza si¢, Zze przerywane
epizody niedokrwienne beda prowadzity do uwalniania czynnikow zwigkszajacych odpornos¢
migéni 1 tkanek na uszkodzenie wskutek wysitku fizycznego, a co za tym idzie zwickszenie

mozliwosci wysitkowych organizmu (Zhou, Zeng et al. 2010; Pedersen and Febbraio 2012).
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W sytuacjach treningowych, w ktorych wskazana jest ochrona migsni szkieletowych, glebsze
zrozumienie mechanizméw  sygnalizacji komorkowej  wynikajacej  z zastosowania
jednorazowej 1 dziesigciodniowe] procedury RIPC moze stanowi¢ cenny punkt wyjscia do
dalszych badan, zwigzanych zrozwojem przystosowania molekularnych mechanizmow
w obszarze zdalnie hartowanych przez niedokrwienie tkanek i narzagdéw zaangazowanych do

wysitku anaerobowego.
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| PROBLEM BADAWCZY W LITERATURZE

1.1. Wplyw hartowania przez niedokrwienie na funkcje i mozliwosci wysilkowe

organizmu

Ostanie badania poswiecone problematyce hartowania przez niedokrwienie wykazaty,
ze powtarzajace si¢ epizody niedokrwienia, a nastgpnie reperfuzji, moga przyczynié si¢ do
zmian przystosowawczych w obrebie okreslonych grup mig$niowych, co moze umozliwié
popraw¢ lokalnych mozliwosci wysitkowych, jak roéwniez catego organizmu (Crisafulli,
Tangianu et al. 2011; Bailey, Jones et al. 2012; Mieszkowski, Stankiewicz et al. 2020;
Mieszkowski, Stankiewicz et al. 2021). Jak wspomniano wczesniej, procedura IPC zostata
poczatkowo opracowana W celu zmniejszenia uszkodzen narzadow wewngtrznych
spowodowanych niedokrwieniem i reperfuzja (Murry, Jennings et al. 1986). Coraz wiecej
dyskusji toczy si¢ wokot zastosowania hartowania przez niedokrwienie W ksztaltowaniu
efektywnosci wykonywanych ¢wiczen, poprzez poprawe dotlenienia migéni, naczyn
krwionos$nych i doptywu krwi do aktywnych tkanek i narzgdow (Caru, Levesque et al. 2019).
Udowodniono, ze wywotanie stanu przejSciowego zamknigcia tgtnic W obszarze konczyn
gornych lub dolnych przed wykonaniem ¢wiczen fizycznych moze wptywaé na poprawe ich
wykonania, co moze przektadac si¢ na uzyskanie lepszego wyniku sportowego (de Groot,
Thijssen et al. 2010; Jean-St-Michel, Manlhiot et al. 2011; Kido, Suga et al. 2015; Patterson,
Bezodis et al. 2015).

Liauw, Rubin et al. (1996) wykazali, ze migsien szkieletowy moze by¢ chroniony
przed uszkodzeniem niedokrwienno-reperfuzyjnym poprzez wstgpne przygotowanie
przeciwlegtego migs$nia szkieletowego za pomocg procedury RIPC. Analiza nukleotydow
adeninowych w tkankach mig$niowych wykazata, ze dzigki procedurze RIPC doszto do
mniejszego spadku adenozynotrojfosforanu (ATP) oraz zaobserwowano redukcj¢ martwicy
miesnia o 60% (Liauw, Rubin et al. 1996). Podobny rezultat zaobserwowat A. Bushell,
Klenerman et al. (2002) wykorzystujac szczurzy model niedokrwienia jednej konczyny.
Wyniki przeprowadzonego eksperymentu wykazaly ochrong migsnia piszczelowego
przedniego przed uszkodzeniem strukturalnym po 4 godzinnym okresie niedokrwienia

I 1 godzinnym okresie reperfuzji.

Cho¢ nie wszystkie publikacje sa zgodne z Billah, Ridiandries et al. (2019)

i Valenzuela, Martin-Candilejo et al. (2021) warto wspomnie¢, ze stosowanie W treningu
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fizycznym zjawiska ograniczenia przeptywu krwi (BFR- z ang. blood flow restriction)
zarbwno W monoterapii, jak i w polaczeniu z treningiem o niskiej intensywnos$ci, moze
przyczyni¢ si¢ do poprawy poziomu sity migsniowej (Burgomaster, Moore et al. 2003) oraz
objetosci wiokien migsniowych (Takarada, Sato et al. 2002; Laurentino, Ugrinowitsch et al.
2008). Interesujacym jest fakt, ze czgs¢ autorow zaobserwowata istotny wptyw IPC i RIPC na
trening oporowy da Silva Novaes, da Silva Telles et al. (2020) w swoich badaniach dowiedli,
ze wykonanie procedury IPC przed treningiem zwickszyto ilosci powtorzen w kazdej serii
¢wiczen sitowych. W konsekwencji wykonanego eksperymentu catkowita objgtos¢ (suma
catkowitej liczby powtorzen x obcigzenie dla kazdego ¢wiczenia) wszystkich ¢wiczen byta
znacznie wicksza w grupie poddanej IPC na poziomie zacisku 220 mmHg obu tetnic
ramieniowych (46170 kg) niz w grupie wykonujacej IPC na poziomie zacisku 20 mmHg
(36590 kg) i grupa kontrolng (34069 kg). Podobne rezultaty zaobserwowat L. Carvalho and
Barroso (2019) badajac wpltyw IPC na liczb¢ powtorzen proby jednostronnego wyprostu
kolana dominujgcej nogi przy obciazeniu o wartosci 85% maksymalnych mozliwosci
badanych. Uczestnicy zgrupy, w ktorej przeprowadzono naprzemiennie procedure
hartowania przez niedokrwienie obu konczyn dolnych (zacisk na poziomie 250 mmHg),
wykonali $rednio 20% wigcej powtdrzen, W poréwnaniu Z grupg placebo (zacisk na poziomie
10 mmHg). Podczas tego badania zarejestrowano takze aktywno$¢ elektryczng miesni za
pomoca elektromiografii powierzchniowej (EMG). Nie stwierdzono jednak istotnych
statystycznie réznic mi¢dzy badanymi grupami dla mediany czestotliwos$ci widma mocy oraz
sredniej amplitudy sygnatu EMG (Carvalho and Barroso 2019). Podobne badanie wykonali
Niespodzinski, Mieszkowski et al. (2021), poddajac analizie takze probe jednostronnego
wyprostu kolana dominujacej nogi. Tym razem procedur¢ RIPC powtarzano przez 10
kolejnych dni, wykonujac zacisk na konczynie niedominujacej na poziomie 220 mmHg
w grupie RIPC oraz 20 mmHg w grupie kontrolnej. Eksperyment ten wykazat, ze 10 dniowe
zdalne hartowanie przez niedokrwienie wywotato istotnie nizsze wartosci mediany
czestotliwosci widma mocy sygnatu EMG podczas proby zmeczenia migsni prostujacych
staw kolanowy oraz zwigkszyto szybkos$¢ rozwijanego momentu sity mig$nia czworoglowego
uda.

Z drugiej strony, cze$¢ autorow nie zaobserwowala jednoznacznej poprawy
mozliwosci sitowych pod wptywem hartowania przez niedokrwienie. W badaniu Marocolo,
Marocolo et al. (2016) liczba powtorzen czynno$ci zginania ramienia W stawie tokciowym
z wykorzystaniem uko$nej taweczki Scott Biceps Curl wzrosta dla wszystkich o0sob

poddanych eksperymentowi. Zastanawiajacy jest fakt, iz hartowanie przez niedokrwienie
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wykonane w obrebie ramion zwickszylo liczbe powtorzen zaré6wno dla grupy poddanej
hartowaniu przez niedokrwienie z uciskiem ramion na poziomie 220 mmHg, jak rowniez i dla
grupy placebo z zaciskiem ramion na poziomie 20 mmHg. Ten sam rezultat uzyskano po
hartowaniu obu konczyn dolnych wedlug tego samego protokotu (Marocolo, Marocolo et al.
2016). W kolejnym badaniu tego samego autora oceniono wplyw naprzemiennego
niedokrwienia obu konczyn dolnych na liczbe powtdrzen wyprostow nog z oporem w trzech
seriach ¢wiczen. Wyniki poddanych eksperymentowi trzynastu megzczyzn ponownie
wykazaly, ze w grupie IPC (zacisk sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg) i grupie
placebo (zacisk sfigmomanometru na poziomie 20 mmHQ) nastgpita poprawa w liczbie
powtdrzen wyprostu nog oraz catkowitej objetosci ¢wiczen (liczbe powtdrzen X obcigzenie).
z kolei Valenzuela, Martin-Candilejo et al. (2021), analizujac wptyw jednorazowej procedury
hartowania przez niedokrwienie obu ramion 40 min przed wyciskaniem sztangi okre§lonego
cigzaru W pozycji lezacej na taweczce (obcigzenia zostaty dobrane 30, 50 i 70% do masy
ciala) nie stwierdzili poprawy mozliwosci sitowych ramion i klatki piersiowej. W dalszych
poszukiwaniach mechanizmoéw poprawy mozliwos$ci sitowych czlowieka na skutek procedury
IPC przeprowadzono badanie hemodynamiki migsni i wychwytu tlenu podczas powtarzanych
maksymalnych skurczow. W krzyzowym, randomizowanym badaniu z pojedyncza S$lepa
préba, dziesieciu wytrenowanych mezczyzn, wykonato pie¢ serii pigciokrotnego wyprostu
stawu kolanowego prawej nogi w warunkach pracy izokinetycznej. W pierwszej grupie
zadany wysitek wykonano po jednorazowej procedurze IPC prawej konczyny dolnej przy
zacisku 200 mmHg, natomiast w drugiej grupie przeprowadzono pozorowany ucisk konczyny
dolnej na poziomie 20 mmHg. W poréwnaniu z grupg placebo u oséb wykonujacych
procedure¢ hartowania przez niedokrwienie przy zacisku nogi na poziomie 200 mmHg
zaobserwowano zwickszenie objetos¢ krwi migéniowej W spoczynku o 46,5%. z kolei
podczas badania mozliwosci silowych zanotowano poprawe szczytowego momentu sity
o 11,8% oraz $redniego poboru tlenu o 15,8% (Paradis-Deschenes, Joanisse et al. 2016).
Przytoczone powyzej badania, mimo rdéznych efektow, moga stanowi¢ wartos¢
implikacyjng w treningu oporowym w zakresie zwigkszania maksymalnego potencjatlu sity
mig$niowej i powtarzalnosci czynnosci ruchowych podczas jednostki treningowe;j. Biorac pod
uwage mozliwosci zwigkszenia wysycenia tlenem krwi tetniczej oraz przeplywu krwi
w naczyniach krwiono$nych po zastosowaniu procedury hartowania przez niedokrwienie,
przeprowadzono liczne badania nad wykorzystaniem metody IPC w wysitkach o charakterze
tlenowym (Enko, Nakamura et al. 2011). Istotny wptyw procedury krotkiego, catkowitego

zamknigcia tgtnic udowych obu konczyn dolnych na maksymalng wydolnos$¢ tlenowa
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trenujacych rowerzystow dowiedli de Groot, Thijssen et al. (2010). Powtarzane okresy
niedokrwienia istotnie wptynety na poprawe maksymalnego zuzycia tlenu z 56,8 do 58,4
ml/min/kg oraz na maksymalng moc wyj$ciowa z 366 do 372 W. Z drugiej strony hartowanie
przez niedokrwienie nie miato wptywu na wentylacje ptuc, iloraz oddechowy, maksymalng
czestos$¢ skurczow serca, cisnienie krwi ani na stezenie kwasu mlekowego we krwi (de Groot,
Thijssen et al. 2010). W przeprowadzonych badaniach hartowania przez niedokrwienie
u biegaczy dtugodystansowych wykazano, ze W testach biegowych na pieciokilometrowym
dystansie po zastosowaniu procedury IPC na obu udach uzyskano o 34s szybsze wyniki
wzglgedem grupy kontrolnej (Bailey, Jones et al. 2012). W kolejnych badaniach na szesnastu
zdrowych me¢zczyznach poddanych hartowaniu przez niedokrwienie na obie konczyny dolne
zaobserwowano w probie do odmowy na ergometrze rowerowym poprawe czasu wysitku
0 30s. Z kolei wyniki maksymalnej mocy tlenowej oraz st¢zenia kwasu mlekowego we krwi
pozostaty na podobnym poziomie (Cheung, Slysz et al. 2019). Crisafulli, Tangianu et al.
(2011) takze zastosowali protokol IPC na obu konczynach dolnych. Podobnie zauwazyli
istotnie dluzszy catkowity czas pracy oraz zwigkszenie mocy maksymalnej w teScie
o stopniowym narastajgcym obcigzeniu przy utrzymaniu tempa 60 obr/min na ergometrze
rowerowym az do calkowitego wyczerpania (Crisafulli, Tangianu et al. 2011). W kolejnym
badaniu na osiemnastu wysoko kwalifikowanych plywakach, przeprowadzono procedure
zdalnego hartowania przez niedokrwienie jednego ramienia na poziomie zacisku 150 mmHg,
przed dwoma testami ptywania. W pierwszym tescie, ktory polegat na przeptynigciu siedmiu
200-metrowych dystanséw z intensywnoscig submaksymalng i 6 minutowymi odpoczynkiem
miedzy seriami, nie zanotowano zadnych zmian W pomiarze predkosci na wyznaczonym
dystansie, czestosci skurczow serca oraz st¢zeniu mleczanu we krwi. Natomiast w drugim
tescie polegajacym na wykonaniu dwoch prob wysitku maksymalnego na dystansie 100m lub
200m, po wykonanym RIPC, zanotowano o 0,70s krotszy czas przeptynigtego dystansu
(p<0.05), co niewatpliwie moze mie¢ istotne znaczenie dla wyniku sportowego (Jean-St-
Michel, Manlhiot et al. 2011).

Coraz wigksza rywalizacja W sportach wytrzymatosciowych zmusza sportowcow do
treningu na réznych wysokoSciach nad poziomem morza, co wigze si¢ Z pewnymi
ograniczeniami dostepno$¢ tlenu podczas wysitku fizycznego. Hartowanie przez
niedokrwienie jako nicinwazyjna technika, obejmujgca powtarzajgce si¢ epizody
niedokrwienia migséni, po ktorych nastepuje reperfuzja w spoczynku, indukuje przejsciowa
hipoksj¢ obwodowa i moze znaczaco poprawi¢ maksymalng wydolno$¢ wysitkowa. Lepsze

dostarczanie i wykorzystanie tlenu wtym procesie moze rowniez okazaé si¢ korzystne
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w treningu wysokogorskim. Dowodzi tego badanie Paradis-Deschenes, Joanisse et al. (2018),
ktérego wyniki czterech prob pigciokilometrowej jazdy na ergometrze rowerowym
w komorze hipoksyjnej, wykonanych na dwoch réznych wysoko$ciach nad poziomem morza
po wykonanym IPC (3x5 min niedokrwienie przy zacisku 220 mmHg i 5min reperfuzja)
istotnie poprawily czas ukonczenia prob wytrzymatosciowych. W opisywanym badaniu
lepsze efekty czasowe po hartowaniu obu konczyn dolnych uzyskano na wysokosci 2400m
niz na 1200m n.p.m. Wigksze mozliwosci wysitkowe na poziomie 2400m byly zwigzane ze
zwigkszonym wysyceniem tlenem krwi tetniczej (SpO2) oraz wskaznikiem nasycenia tkanki
migs$nia czworogltowego (Paradis-Deschenes, Joanisse et al. 2018). Zastosowana procedura
IPC przez pi¢¢ kolejnych dni rowniez zwigkszyla SpO2 0 5% podczas wspinaczki gorskiej
z poziomu 3560 do 4342m n.p.m. (Foster, Giri et al. 2014). Z drugiej strony, jednorazowa
procedura IPC nie wptyneta na poprawe SpO. i mozliwosci wysitkowe podczas jazdy na
ergometrze rowerowym Ww symulowanej wysokosci 3800m u rowerzystow amatoréw
w poréwnaniu z grupg kontrolng (Foster, Westerdahl et al. 2011). W badaniu Hittinger,
Maher et al. (2015) takze nie uzyskano poprawy mozliwosci wysitkowych po jednorazowym
IPC podczas testu wysitkowego o stopniowym zwigkszaniu obcigzenia do odmowy na
symulowanej wysokos$ci okoto 3650m n.p.m. u wytrenowanych rowerzystow. Moze by¢ to
przestanka ergogenicznego wptywu IPC na reakcje fizjologiczne i mozliwosci wysitku
organizmu na wysokosci (Foster, Westerdahl et al. 2011).

Podczas gdy w wielu pracach dostrzega si¢ korzysci ptynace z zastosowania
procedury IPC w zakresie wysitku aerobowego (Crisafulli, Tangianu et al. 2011; Bailey,
Jones et al. 2012; Barbosa, Machado et al. 2015; Cruz, de Aguiar et al. 2015; Kido, Suga et al.
2015) jego wptyw na wyniki zalezne od metabolizmu anaerobowego sa niejednoznacznie
(Salvador, De Aguiar et al. 2016). W badaniach Clevidence, Mowery et al. (2012)
przeprowadzonych w grupie kolarzy wyczynowych na poziomie amatorskim wykazano brak
poprawy wynikow przy submaksymalnym natezeniu pracy (Cheung, Slysz et al. 2019).
Podobny rezultat uzyskali Gibson, Mahony et al. (2015), badajac wptyw RIPC u zawodnikoéw
reprezentujacych sporty zespotowe. Po przeprowadzonej jednorazowej procedurze zdalnego
hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej na poziomie zacisku 220 mmHg wykonano
5 maksymalnych sprintéw po 6S na ergometrze rowerowym z obcigzeniem 7,5% masy ciata,
przeplatanych 24-sekundowym odpoczynkiem. Uzyskane wyniki wykazaty brak poprawy
mozliwosci wysitkowych wéréd badanych sportowcéw po zastosowaniu procedury RIPC
(Gibson, Mahony et al. 2015). Podobnie w przypadku badan Lalonde and Curnier (2015) na

17 milodych, aktywnych osobach, procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie

17



prawego ramienia nie zapewnita znaczacych korzysci dla 30s testu Wingate (Lalonde and
Curnier 2015). Co ciekawe Paixao, da Mota et al. (2014), wykonujac trzykrotny 30s Wingate
Test po hartowaniu obu konczyn dolnych oprécz tego, ze nie zaobserwowali poprawy
wynikow, to zanotowali ich pogorszenie. Z drugiej strony poprawe mozliwosci beztlenowych
po zastosowaniu IPC przed dwunastokrotnie powtérzonym sprintem trwajagcym 6s na
ergometrze rowerowym wykazali Patterson, Bezodis et al. (2015). Zaprezentowane wyniKki
ujawnily wzrost szczytowej i Sredniej mocy na wczesnych etapach powtarzanych sprintow, co
moze by¢ korzystne dla sportow szybkosciowych (Patterson, Bezodis et al. 2015). W innym
badaniu zastosowana procedura IPC miata istotny wplyw na skrocenie czasu przeptynigcia
100m stylem dowolnym u ptywakéw amatordow W porownaniu do grupy kontrolnej
(Marocolo, da Mota et al. 2015).

W dostgpnych pracach badawczych cho¢ jest ich niewiele dostrzega si¢ réwniez
procedury ukierunkowane na wskazanie opdznionych efektow IPC. W tescie wyskoku
z polprzysiadu ze sztangg zaobserwowano korzystny wplyw hartowania przez niedokrwienie
na site ekscentryczng i przyspieszenie po 24 godzinach od zakonczania IPC na obu
konczynach dolnych (Beaven, Cook et al. 2012). Powyzszy wynik moze §wiadczy¢ o tzw.
drugim oknie ochrony (z ang. second window of protection), ktore skutkuje efektem
oddalonego w czasie hartowania przez niedokrwienie. Procedura ta daje zblizone efekty do
prob wysitkowych wykonanych zaraz po zakonczeniu IPC. Teori¢ t¢ wspieraja badania
Yamashita, Hoshida et al. (1998), w ktorych wykazano istotny wzrost zawartosci dysmutazy
ponadtlenkowej manganu (Mn-SOD) w regionie niedokrwiennym lewej tetnicy wiencowej
mig$nia sercowego W przypadku szczuréw operowanych 24 godziny po wykonaniu
hartowania przez niedokrwienie (YYamashita, Hoshida et al. 1998). W pracy autorstwa
Mieszkowski, Kochanowicz et al. (2019) procedura hartowania przez niedokrwienie zostala
uzyta przez dziesi¢¢ kolejnych dni, co ze wzgledu na powtarzalny charakter zostato opisane
jako trening IPC. Skutki eksperymentu oceniono 24 godziny po 10 dniowej procedurze
hartowania przez niedokrwienie konczyn goérnych na podstawie jednorazowego Testu
Wingate (WANT). Ocenie, oprocz zmiennych fizjologicznych, poddano rowniez zamiany
ekspresji genow kodujacych podjednostki ferrytyny. W rezultacie dziesigciodniowy trening
IPC istotnie zwiekszyt wzgledng moc konczyn gornych (z 5,29 + 0,50 do 5,79 + 0,70 (W/kg),
p < 0,05) oraz spowodowat znaczne zwigkszenie ferrytyny H (FTH) i ferrytyny L (FTL)
MRNA (z 2 A 254,2 do 2 A 1678,6 (p =0,01) dlaFTH i 2 A 81,5do 2 A 923 (P = 0,01) do
FTL). Ponadto zaobserwowano istotny statystycznie spadek mRNA receptora transferryny

(TFRC). Mieszkowski, Stankiewicz et al. (2020) realizowali rowniez badania
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z zastosowaniem procedury 10 dniowej procedury hartowania przez niedokrwienie obu
konczyn dolnych w populacji biegaczy dalekodystansowych. Procedura RIPC zostata
zrealizowana 24 godziny przed biegiem na dystansie 42km. Wyniki badan wykazaty istotnie
nizszy poziom stezenia interleukiny 6 (IL-6), folistatyny 1 (FSTL-1) i rezystyny oraz istotnie
wigksze stezenie tkankowego inhibitora metaloproteinazyl (TIMP-1) po biegu maratonskim
u biegaczy, ktorzy zrealizowali dziesi¢ciodniowa procedur¢ hartowania przez niedokrwienie.
Jest to pierwsze badanie, ktore wykazato korzystne dzialanie przeciwzapalne procedury IPC
W populacji 0s6b trenujacych biegi dalekodystansowe (Mieszkowski, Stankiewicz et al.
2020).

Biorac pod uwagg wczesniejsze badania, niniejsza praca przez wzglad na zastosowane
procedury jednorazowego 1 dziesigciodniowego zdalnego harowania przez niedokrwienie ma
na celu wykazanie ich wptywu na mozliwosci anaerobowe oraz markery biochemiczne
nasilonej odpowiedzi powysitkowej w pierwszym i drugim oknie czasowym ochrony tkanek.
W przypadku wykonania testu maksymalnych mozliwosci anaerobowych 60min od
zakonczenia jednorazowej procedury zdalnego hartownia przez niedokrwienie, analizy
wynikéw badan z zalozenia traktowane sga przez pryzmat bezposredniego okna czasowego
ochrony tkanek poddanych wysitkowi fizycznemu. Zkolei, testowane mozliwosci
anaerobowe zrealizowano po 24 godzinach od zakonczenia 10 dniowej procedury hartowania
przez niedokrwienie, co traktowane jest jako drugie okno czasowe ochrony tkanek

1 narzadow.

1.2. Zmiany adaptacyjne indukowane przez wysilek fizyczny- rola miokin.

Wiysitek fizyczny jest bodzcem, ktory za sprawag aktywnosci poszczegdlnych migsni
wytrgca organizm z homeostazy i zaburza wewngtrzne procesy metaboliczne. Pod koniec XX
wieku mig$nie szkieletowe zostaty zidentyfikowane jako narzad wydzielniczy. Udowodniono,
Ze pracujacy miegsien poprzecznie prazkowany reguluje metaboliczng 1 fizjologiczng
odpowiedz w innych narzadach (Pedersen and Febbraio 2012). Mig$nie szkieletowe sg
najwickszym organem stanowigcym ok. 40% masy ciata u zdrowych ludzi. Jako narzad
endokrynny wydziela szereg cytokin i biatlek zwanych miokinami, syntetyzowanych
I wydzielanych przez miocyty w odpowiedzi na skurcz migsni. Miokiny pelnig funkcje
autokrynng w regulacji metabolizmu migs$ni, a takze endokrynng funkcje regulacyjna
w odlegtych narzadach i tkankach, takich jak ko$ci, tkanka tluszczowa, mézg i watroba

(Gomarasca, Banfi et al. 2020). Zwigzek miedzy cytokinami, a migsniami szkieletowymi
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zostal ustalony po raz pierwszy, kiedy naukowcy odkryli, ze endogenny pirogen byt obecny
w migéniach szkieletowych (Snell and Atkins 1965; Peake, Della Gatta et al. 2015). Innego
waznego odkrycia dokonali Cannon and Kluger (1983) udowadniajac, ze ¢wiczenia
wytrzymalosciowe pobudzaja system uwolnienia pirogennego zwiazku. Od tego czasu
nastgpito duze zainteresowanie znaczeniem biologicznym i regulacja produkcji cytokin
w mig$niach indukowanych wysitkiem fizycznym. Poczatkowo badania zwigzkéw cytokin
z wysitkiem fizycznym koncentrowatly si¢ na reakcjach zapalnych wynikajacych
z uszkodzenia miesni po wysitku. Jednak badania zgromadzone w ciggu ostatniej dekady
swiadcza, ze cytokiny odgrywaja znacznie szerszg role W aktywnosci fizycznej niz zaktadano
na poczatku, przyczyniajac si¢ do zmniejszenia stanu zapalnego, co ma przelozenie na
mozliwosci wysitkowe organizmu ludzkiego (Mieszkowski, Stankiewicz et al. 2020). Innym
waznym efektem dziatania miokin jest takze regulacja homeostazy energetycznej poprzez
regulacje metabolizmu glukozy i lipidow. Miokiny wptywaja rowniez na hipertrofie widkien
migsniowych i ich regeneracj¢ oraz pobudzaja tworzenie si¢ nowych naczyn wlosowatych
(angiogenezg). Ze wzgledu na plejotropowe dziatanie, stanowig prospektywny cel
terapeutyczny w leczeniu regeneracji mig$ni, otytosci i neurobiologii (Stranska and Svacina
2015). W ostatnim czasie znaczng uwage poswiecono modulacji produkcji cytokin
i wptywowi regularnych ¢wiczen W przeciwdzialaniu chorobom. Co wazne, wydzielana
miokina wywotana wysitkiem fizycznym moze wywiera¢ dziatanie przeciwzapalne. Proces
ten przeciwdziatla nie tylko ostremu zapaleniu spowodowanemu infekcja, ale takze
przewleklemu stanowi zapalnemu o niskim stopniu nasilenia, powstatemu w wyniku braku
aktywnosci fizycznej, starzenia si¢ lub zaburzen metabolicznych (tj. otytos¢, cukrzyca typu 2)
(Gomarasca, Banfi et al. 2020). Najczgéciej po wykonanych ¢wiczeniach fizycznych
obserwuje si¢ wzrost stezenia poszczegolnych cytokin w krwioobiegu. Ekspresja genéw dla
niektorych cytokin rowniez zwieksza si¢ W migsniach szkieletowych. Wydaje si¢ jednak, ze
istnieje  zalezno$¢ miedzy lokalng ekspresja genow W migsniach szkieletowych,
a ogolnoustrojowym stezeniem wybranych cytokin (Peake, Della Gatta et al. 2015).
Wigkszo$¢ cytokin to indukowalne mediatory, ktore sa transportowane przez krazenie
ogoblnoustrojowe i1 zostaja szybko syntetyzowane przez wiele typow komorek w odpowiedzi
na rozne bodzce. Poszczegdlne typy komorek moga wyraza¢ i wydziela¢ kilka cytokin
jednoczesnie W odpowiedzi na pojedynczy bodziec np.: wysitek fizyczny (Peake, Della Gatta
et al. 2015).

Migsien szkieletowy sklada si¢ z wielu roznych typéw komorek, takich jak

fibroblasty, neutrofile, komorki szpikowe, perycyty, ktore réwniez sg zdolne do syntezy
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cytokiny (Tiku, Tiku et al. 1986; Le, Weinstein et al. 1987; Pue, Mortensen et al. 1996; De
Rossi, Bernasconi et al. 2000). W odpowiedzi na uraz migsni fibroblasty namnazaja si¢
i zaczynajg produkowaé¢ bogate w kolagen macierzy zewngtrzkomorkowa przywracajaca
szkielet mieénia (Li and Huard 2002). Neutrofile odgrywaja wazng role W rozktadzie
uszkodzonej tkanki mig$niowej w ostrej fazie urazu migéni, podczas gdy monocyty
I makrofagi reguluja pdzniejsza regeneracje tkanek (Tiku, Tiku et al. 1986). Jako komorki
wytwarzajgce cytokiny, komoérki $rodbtonka, perycyty, fibroblasty, neutrofile, monocyty
I makrofagi mogg przyczynia¢ si¢ do globalnej ekspresji cytokin w migsniach szkieletowych
(Peake, Della Gatta et al. 2015). Do tej pory zidentyfikowano nastgpujace miokiny m.in.
interleukina 4 (1L4), IL6, interleukina 10 (IL10), interleukina 15 (IL15), miostatyna, czynnik
hamujacy biataczke (LIF), neurotroficzny czynnik pochodzenia moézgowego (BDNF),
insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF1), czynnik wzrostu fibroblastow 2 (FGF2), biatko
zwigzane z folistatyng 1 (FSTLL), iryzyna, erytropoetyna (EPO) i kwas B-aminoizomastowy
(BAIBA).

Jedna z najlepiej przebadanych miokin jest Interleukina 6. Po raz pierwszy IL-6
zostata odkryta i nazwana interferonem (IFN) w 1980 roku przez Weissenbacha i wsp.
podczas proby sklonowania i scharakteryzowania genu IFN w ludzkich fibroblastach
(Weissenbach, Chernajovsky et al. 1980). Nastgpnie zmieniono jej nazwe na czynnik
stymulujacy limfocyty B-2 (Akira and Takeda 2004), potem na czynnik réznicowania
limfocytow B, czynnik zastgpujacym limfocyty T, biatkiem 26 kDa (Content, De Wit et al.
1982), czynnik wzrostu hybrydomy (Van Snick, Cayphas et al. 1986), czynnik plazmocytomy
interleukin 1, czynnik wzrostu plazmocytomy (Nordan, Pumphrey et al. 1987), czynnik
stymulujacy hepatocyty (Gauldie, Richards et al. 1987), czynnik indukujacy granulocyty
makrofagow 2, cytotoksyczny czynnik réznicowania limfocytow T (Takai, Wong et al. 1988)
i trombopoieteing ze wzglgdu na swoje funkcje biologiczne (Content, De Wit et al. 1982; Van
Snick, Cayphas et al. 1986; Gauldie, Richards et al. 1987; Nordan, Pumphrey et al. 1987;
Takai, Wong et al. 1988; Akira and Takeda 2004). W 1989 roku, kiedy stwierdzono, ze te
réznie nazwane biatka sa identyczne na podstawie ich sekwencji aminokwasow
i nukleotydow, ujednolicono nazewnictwo na Interleukiny-6 (Song and Kellum 2005;
Pedersen and Febbraio 2008). IL-6 nalezy do grupy cytokin znanych jako ,,rodzina IL-6”,
»Cytokina typu dhugiego I’ lub ,,cytokina gp130”. Oprécz IL-6 w sktad tej grupy wchodza:
rzeskowy czynnik neurotroficzny (CNTF), IL-11, czynnik hamujacy biataczke (LIF),
onkostatyna M (OSM), kardiotrofina 1 (CT-1) i cytokina kardiotrofinopodobna (CLC)
(Pedersen and Febbraio 2008). Cytokiny z rodziny IL-6 wykazuja naktadajace sie, ale takze
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odrebne dziatania biologiczne i biorg udzial m.in. wregulacji watroby, w stymulacji
limfocytéw B, w regulacji rownowagi pomigdzy regulatorowymi i efektorowymi limfocytami
T, w regulacji metabolicznej i w wielu funkcjach neuronowych. Wykazano takze, ze blokada
cytokin z rodziny IL-6 jest korzystna w chorobach autoimmunologicznych (Rose-John 2018).
Wiadomo jest, ze glownym zrodlem IL-6 sa komorki migéniowe, ktore w odpowiedzi na
skurcz mig$ni wydzielaja ja do krwioobiegu (Pedersen, Steensberg et al. 2001; Pedersen and
Febbraio 2012). Jej poziom wzrasta wyktadniczo w stosunku do czasu wykonywania ¢wiczen
oraz ilosci widkien mig¢sniowych zaangazowanych w ¢wiczenie (Pedersen and Febbraio
2008). Warto zauwazy¢, ze szczytowy poziom IL-6 osiggany jest najczesciej pod koniec
¢wiczenia lub krétko po nim, po czym nastepuje gwaltowny spadek do poziomu sprzed
¢wiczen (Ostrowski, Hermann et al. 1998). Ogodlnie rzecz biorac, potaczenie trybu,
intensywno$ci i1 czasu trwania ¢wiczenia determinuje wielko$¢ wywotanego wysitkiem
wzrostu poziomu IL-6 w osoczu (Peake, Della Gatta et al. 2015). Ponadto udowodniono, ze
wskaznik transkrypcji zwigksza si¢ dla pozioméw mRNA IL-6 wyraznie W ciggu 30min od
rozpoczgcia ¢wiczen (Pedersen and Febbraio 2012). Wynika z tego, ze czynnik zwigzany ze
skurczami migé$ni jest zaangazowany W regulacje transkrypcji IL-6 w jadrach komorek
migsniowych.

Nalezy nadmieni¢, ze ekspresja mRNA i uwalnianie biatka IL-6 s3 znacznie
zwigkszone W Sytuacji obnizonego stezenia glikogenu, co sugeruje, ze IL-6 dziata jako sensor
energii. Liczne badania wykazuja, ze spozycie glukozy podczas wysitku ostabia wywotany
praca migsni  wzrost poziomu IL-6 wosoczu i hamuje uwalnianie IL-6
z kurczacych si¢ migsni szkieletowych u ludzi (Pedersen, Steensberg et al. 2001). Ponadto
miegsnie szkieletowe to tkanki, ktore mogg zmienia¢ rodzaj i ilo$¢ biatka w odpowiedzi na
regularne ¢wiczenia fizyczne. W konsekwencji nastgpuje proces adaptacji migéni
szkieletowych indukowany wysitkiem fizycznym, co skutkuje obnizeniem poziomu
spoczynkowego IL-6 w osoczu. Jak wskazuja badania, najwigkszy wptyw na t¢ zmiang ma
trening wytrzymalosciowy (Neubauer, Sabapathy et al. 2014). Co ciekawe, poprzez wysitek
tlenowy spoczynkowe stezenie IL-6 W 0soczu obniza si¢, ale ekspresja w migsniach
receptora Interleukiny 6 alfa (IL-6Ra) ulega zwickszeniu. w odpowiedzi na trening
wytrzymato$ciowy zawarto§¢ mRNA IL6Ra W migsniach wzrasta o ~ 100%. z drugiej strony
wysoki poziom IL-6 w osoczu jest skorelowany z brakiem aktywnosci fizycznej, poniewaz
nieuzywanie mig$ni prowadzi do opornosci na IL-6 jaka stanowi podobienstwo do insulino-

opornosci (Pedersen and Febbraio 2012).
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W zwigzku z tym poczatkowo IL-6 zostata sklasyfikowana jako cytokina prozapalna,
glownie ze wzgledu na jej wzrost we wczesnym przebiegu infekcji oraz wysokim stezeniu
U osob starszych, otylych i chorych na cukrzyce typu II. Jednak po glebszej analizie
zweryfikowano przyjety poglad i zaklasyfikowano IL-6 jako cytokine przeciwzapalng
wyjasniajac, ze podwyzszony poziom IL-6 W osoczu stwierdzany u tych osob jest raczej
wywolany stanem zapalnym niz jego przyczyng (Tilg, Dinarello et al. 1997; Steensberg,
Fischer et al. 2003). Ponadto przeciwzapalne dziatanie IL-6 jest rowniez wykazane poprzez
stymulacje organizmu do produkcji klasycznych cytokin przeciwzapalnych takich jak IL-1
I IL-10 (Snell and Atkins 1965; Pedersen and Febbraio 2012).

Kolejnymi cytokinami z rodziny interleukin-6 to grupa neuropoetyn sktadajaca si¢
z IL-11, rzgskowego czynnika neurotroficznego, czynnika hamujacego biataczke, onkostatyny
M, kardiotrofiny 1, cytokiny podobnej do Kkardiotrofiny oraz IL-27. Sa one zgrupowane
W jednej rodzinie, poniewaz kompleks receptorowy kazdej z tych cytokin zawiera dwie lub
jedng czasteczke podjednostki receptora sygnatowego gpl130 (Heinrich, Behrmann et al.
1998). Cytokiny zrodziny IL-6 wykazuja nakladajace si¢, ale takze odrgbne dziatania
biologiczne i biorg udzial m.in. wregulacji ostrej fazy reakcji watroby, w stymulacji
limfocytow B, w regulacji rownowagi pomigdzy regulatorowymi i efektorowymi limfocytami
T, wregulacji metabolicznej i w wielu funkcjach neuronowych (Rose-John 2018). Jedna
z szeroko opisanych neuropoetyn jest czynnik hamujacy biataczke, ktory zostat
zidentyfikowany w 1988 roku jako biatko wydzielane przez komorki nowotworowe
wodobrzusza (Hilton, Nicola et al. 1988). Jego nazwa pochodzi od zdolnosci do indukowania,
roznicowania komorek bialaczki szpikowej, a tym samym do zapobiegania wzrostowi
komorek biataczkowych (Finkelstein, Bartlett et al. 1996; Liu, Yu et al. 2015). Czynnik
hamujacy biataczke jest najbardziej plejotropowym cztonkiem rodziny cytokin interleukin 6
(Nicola and Babon 2015). LIF ma bardzo szeroki zakres dziatan w prawie wszystkich
uktadach, wtym wukladzie krwiotworczym, kostnym, nerwowym, migSniowym,
hormonalnym 1 rozrodczym. Receptory LIF znajduja si¢ W wielu réznych narzadach, np.
w watrobie, kosciach, macicy, nerkach i osrodkowym uktadzie nerwowym (Metcalf 2003;
Nicola and Babon 2015). Wykazano, ze LIF jako cytokina pelni wiele waznych funkcji. Moze
by¢ wytwarzany lokalnie w mikro Srodowisku kosci 1 stawdw, aby odgrywac kluczowg role
w prawidtowej przebudowie 1 wzroscie koSci poprzez stymulowanie rdznicowania
osteoblastow 1 tworzenia kosci. LIF odgrywa roéwniez wazna role W réznych aspektach
rozwoju neuronalnym jak okres§lanie fenotypu, przezywalnosci i regulacji dojrzewania

podczas poporodowego rozwoju neuronalnego (Liu, Yu et al. 2015). Dowody wskazuja, ze
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LIF reguluje funkcje samoodnawiania embrionalnych komorek macierzystych i hamuje ich
réznicowanie, zachowujac W ten sposob ich pluripotencj¢. Ponadto LIF odgrywa kluczowa
role na wielu etapach podczas implantacji zarodka i jego zagniezdzeniu (Liu, Yu et al. 2015).
Wykazano réwniez, ze LIF wywiera wplyw na migsien sercowy, W tym stymuluje przezycie
I wzrost miocytow komor serca u noworodkow myszy (Liu, Yu et al. 2015). Ekspresje LIF
odnotowano w wielu guzach m.in. rakach piersi, skory, jelita grubego i jamy nosowo-
gardlowej (Liu, Yu et al. 2015). Stezenie LIF wzrasta takze podczas zapalenia obwodowego,
co ma na celu dziatanie przeciwzapalne (Liu, Yu et al. 2015). Czynnik hamujacy biataczke
jest cytoking wydzielang takze przez migsnie szkieletowe na skutek skurczow wiokien
migsniowych (Broholm, Laye et al. 2011). Oprocz tego LIF indukuje proliferacje komorek
satelitarnych, co jest uwazane za niezbedne do prawidlowego przerostu migsni 1 ich
regeneracji (Broholm and Pedersen 2010; Broholm, Laye et al. 2011). Dowodem tego sa
badania Finkelstein, Bartlett et al. (1996), ktorzy wykazali, ze LIF w odnerwionych mig$niach
zmniejsza ich zanik i moze stymulowa¢ ponowne ich unerwienie u badanych szczurow.
Wyniki te pokazuja, ze LIF tagodzi atrofie¢ migsni wywolang odnerwieniem i poprawia
regeneracj¢ mig$ni i nerwow (Finkelstein, Bartlett et al. 1996). Tak wigc, jesli chodzi o uktad
nerwowo-migsniowy, gtowng funkcja LIF w mig$niach moze by¢ odpowiedz na uraz lub
obciazenie mig$ni przez wysitek fizyczny (Nicola and Babon 2015). W innym badaniu,
korzystajac z modelu zmiazdzenia mig¢sni, wykazano, ze regeneracja widkien mig§niowych
u myszy pozbawionych genu LIF jest znacznie zmniejszona w poréwnaniu Z grupg kontrolng
ztego samego miotu. Ponadto wlew LIF zaréwno u zwierzat z grupy kontrolnej, jak
i zwierzat z nokautem LIF, stymulowatl regeneracje migsni, ale obserwowana stymulacja byta
znacznie wigksza u zmutowanych zwierzat niz u zwierzat kontrolnych. Odkrycia te pokazuja
ponownie, ze LIF bierze udzial w regeneracji uszkodzonych mig$ni i1 wskazuja na
zastosowanie LIF jako $rodka terapeutycznego W leczeniu choréb nerwowo-mig$niowych
(Kurek, Bower et al. 1997). W opublikowanych badaniach z 2018 roku wykazano wptyw
treningu interwatowego na zwigkszong ekspresj¢ LIF, aktywowanego przetwornika sygnatu
i aktywatora transkrypcji (STAT3). Ponadto stwierdzono istotng ujemna korelacje migdzy
zanikiem migsni szkieletowych a ekspresja LIF, ktora byla stymulowana przez trening
interwalowy u szczuréw po wywotanym zawale (Jia, Cai et al. 2018). Co ciekawe, w innych
badaniach, ¢wiczenia oporowe wywolalty dziewigciokrotny wzrost zawartoSci mRNA LIF
w migsniach szkieletowych, natomiast wtym samym badaniu LIF nie zostal wykryty
w osoczu badanych. Jednoczes$nie stymulowane elektrycznie, hodowane ludzkie formy

wildkien migsniowych (miotuby) wytwarzaly i1 wydzielaly LIF, co sugeruje, ze LIF
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prawdopodobnie moze by¢ mioking o dzialaniu lokalnym (Broholm, Laye et al. 2011).
Wyniki prac wskazuja jednoznacznie, ze LIF wptywa na migsnie szkieletowe in vivo, jak
réwniez izolowane in vitro hodowle komoérek miesniowych. w zwigzku z opublikowanymi
wynikami wnioskuje sie, ze poziomy mRNA tego bialka wydajg si¢ reagowaé na rdzne
rodzaje ¢wiczen fizycznych (Barbalho, Prado Neto et al. 2020).

Druga cytoking nalezaca do rodziny IL-6, majaca wspdlna podjednostke receptora
sygnatowego W postaci receptora beta OSM (OSMR$p), jest onkostatyna M (Hermanns 2015).
w 1989 roku Malik i wsp. opisali OSM jako polipeptyd o masie okoto 28 000Mr, ktory dziata
jako regulator wzrostu wielu hodowli komorkowych ssakow (Malik, Kallestad et al. 1989).
Obecnie wiadomo, ze onkostatyna M uwalniana jest przez monocyty i makrofagi, komorki
dendrytyczne, limfocyty T oraz migénie W stanach zapalnych. Po zwigzaniu si¢
z odpowiednimi kompleksami receptorow OSM przekazuje sygnal gtownie poprzez szlak
JAK/STAT (Wahl and Wallace 2001; Hermanns 2015). Onkostatyna M jest strukturalnie
i funkcjonalnie zwigzana z IL6, czynnikiem hamujacym biataczke i IL11, biatkami, ktore
rowniez wptywaja na odpowiedz immunologiczng i1 zapalng organizmu. Zdolnos¢ OSM do
zwigkszania produkcji IL6 jest zgodna z rolg naprawcza tkanek tego biatka. Synergistyczne
oddziatywanie OSM na zwickszong ekspresje IL6 wynika ze wzmozonej aktywnosé
onkostatyny M w obecnos$¢ prozapalnej cytokiny W miejscach urazow i zapalenia. Odkrycia
in vivo sugeruja, ze OSM uczestniczy W oslabianiu odpowiedzi zapalnej i przywracaniu
homeostazy po uszkodzeniu tkanki lub infekcji (Wallace, MacMaster et al. 1999; Wahl and
Wallace 2001). Liczne badania wykazaly takze zalezno$¢ OSM in vitro na rdéznicowanie
megakariocytow, hamowanie wzrostu komorek guza, indukcji peptydéw neurotroficznych,
regulacji metabolizmu cholesterolu i wptyw na komorki pochodzace z kosci (Wahl and
Wallace 2001). Ponad to antyproliferacyjna rola OSM zostata udokumentowana w wielu
publikacjach in vitro. Wykazano, ze OSM hamuje proliferacj¢ linii komoérek nowotworowych
pochodzacych z réznych tkanek, wtym oponiaka jajnika, ptuc, ludzkiego oponiaka
mozgowego, komorek nabtonka sutka, komorki czerniaka oraz raka piersi (Grant and Begley
1999; Hutt and DeWille 2002; Hojman, Dethlefsen et al. 2011). Mechanistyczne podstawy
ochronny organizmu przed chorobami nowotworowymi w duzym stopniu sg zwigzane ze
wzrostem stezenia OSM W surowicy oraz regulacja genu OSM po wysitku fizycznym. Jak
powszechnie wiadomo ¢wiczenia fizyczne zmniejszajg czgstos¢ wystepowania nowotworow,
a takze poprawiaja przezycie u pacjentow nowotworowych (Molanouri Shamsi, Chekachak et
al. 2019). Dowodem na to jest praca badawcza Pernille Hojman i wsp. ukazujaca znamienny

wplyw onkostatyny M jako miokiny, ktorej stezenie W surowicy rosnie od razu po wysitku

25



fizycznym. W opisywanym badaniu wzrost stgzenia OSM W surowicy byt rownolegly ze
wzrostem ekspresji migsniowej OSM W trzech badanych migéniach. Oznacza to, ze tkanka
miegs$niowa jest zrodtem OSM podczas ¢wiczen fizycznych, co przyczynia si¢ do hamowania
proliferacji komérek MCF-7 i indukowania ich apoptozy (Hojman, Dethlefsen et al. 2011).
Nastepng mioking, ktéra znajduje si¢ W krggu niniejszego opracowania, jest
interleukina 10. Odkryta po raz pierwszy w 1989 roku jako czynnik hamujacy synteze cytokin
(CSIF) przez Fiorentino, Bond et al. (1989). Zostata okreslona wowczas jako aktywnos¢
wytwarzana przez mysie komorki Th2, ktora hamowata aktywacje i produkcje cytokin przez
komorki Thl. Obecnie wiadomo, ze hamowanie dotyczy aktywacji i funkcji efektorowe;j
limfocytow T, monocytéw 1 makrofagdw, ktore moga odgrywaé znaczaca role
w kontrolowaniu odpowiedzi immunologicznych. Interleukina 10 moduluje ekspresj¢ cytokin,
rozpuszczalnych mediatoréw 1 czasteczek powierzchniowych komorek przez komorki
pochodzenia szpikowego, co ma istotne konsekwencje dla ich zdolnosci do aktywacji
odpowiedzi immunologicznej i zapalnej (Cush, Splawski et al. 1995). Zatem uwaza si¢, ze
podstawowa funkcja IL-10 jest przeciwdziatanie odpowiedzi zapalnej. Swiadczyly o tym
badania analizujace zapalenia jelit i inne nasilone stany zapalne wykazane u myszy
z niedoborem IL-10 (Kuhn, Lohler et al. 1993). Niski poziom IL-6, IL-8 i IL-1B u pacjentéw
z reumatoidalnym zapaleniem stawow poddawanych terapii IL-10 réwniez wskazuje istotny
wplyw cytokiny na stan zapalny spowodowany choroba (Cush, Splawski et al. 1995). Ponadto
hamujacy wptyw IL-10 na IL-1 i produkcj¢ czynnika martwicy nowotworéw (TNF) ma
kluczowe znaczenie dla jego dziatania przeciwzapalnego, poniewaz cytokiny te czesto
dziataja synergistycznie na szlakach i procesach zapalnych. Stymulacja receptorow IL-10
reguluje liczne szlaki sygnalizacji Zycia lub $mierci ostatecznie wplywajac na przezycie
komorek poprzez hamowanie szlakow apoptotycznych (Strle, Zhou et al. 2001). A zatem, IL-
10 hamuje ekspresje wiekszosci indukowalnych chemokin, ktore biorg udzial w stanie
zapalnym organizmu (Moore, de Waal Malefyt et al. 2001). Migdzy innymi reguluje wzrost
oraz roznicowanie komorek B, komoérek NK, cytotoksycznych 1 pomocniczych komorek T,
komorek tucznych, granulocytow, komoérek dendrytycznych, keratynocytéw i komorek
srodbtonka (Go, Castle et al. 1990; Chen and Zlotnik 1991; Moore, de Waal Malefyt et al.
2001). Dlatego okreslana jest jako wielofunkcyjna cytokina o dziataniu plejotropowym na
wiekszo$¢ typow komorek krwiotworczych. Dodatkowo IL-10 silnie hamuje produkcje
cytokin prozapalnych IL-6, IL-12, 1L-18, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, kortyzolu, LIF i PAF
przez aktywowane monocyty oraz makrofagi (Jankord and Jemiolo 2004). Interleukina 10 jest

syntetyzowana w osrodkowym uktadzie nerwowym i dziata w celu ograniczenia klinicznych
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objawow udaru, stwardnienia rozsianego, choroby Alzheimera, zapalenia opon moézgowych
1 zmian behawioralnych, ktore wystepuja podczas infekcji bakteryjnych. Ekspresja IL-10 jest
podwyzszona W przebiegu wigkszosci gtownych chorob osrodkowego uktadu nerwowego
1 sprzyja przezyciu neurondéw i1 wszystkich komorek glejowych w moézgu poprzez blokowanie
dziatania cytokin proapoptotycznych i zwigkszenia ekspresji sygnatow przezycia komorek.
IL-10 ogranicza rowniez stan zapalny W mozgu przez trzy gtéwne $ciezki jak zmniejszenie
syntezy cytokin prozapalnych, hamowanie ekspresji receptora cytokin i hamowanie aktywacji
receptora (Strle, Zhou et al. 2001). W ukladzie sercowo-naczyniowym IL-10 petni rolg
ochronng przed miazdzycg (Smith, Irving et al. 2001). W badaniu Smith, Irving et al. (2001)
wykazali, ze trening fizyczny zwigksza produkcje IL-10 i innych cytokin o dziataniu
przeciwzapalnym chronigcych tym samym przed miazdzyca (IL-4, TGF-B1) przez komorki
jednojadrzaste, jednocze$nie zmniejszajac produkcje cytokin aterogennych (IL-la, TNF-a,
IFN-y) (Smith, Dykes et al. 1999; Jankord and Jemiolo 2004). Sadzi si¢, ze poprzez
zwigkszanie lub utrzymywanie poziomu IL-10 za sprawg ¢wiczen mozna zapewni¢ ochrong
tkanek podczas procesu starzenia dzigki zaangazowaniu W regulacje odpowiedzi zapalnej
i reakcji immunologicznej (Smith, Dykes et al. 1999; Jankord and Jemiolo 2004) .

W ocenie wptywu IPC na poziom stanu zapalnego organizmu przed i po anaerobowej
probie wysitku fizycznego postuzono si¢ rowniez zmiang st¢zenia interleukiny 15. Ludzka IL-
15 zostata zgloszona jednocze$nie przez dwie grupy w 1994 roku jako czynnik wzrostu
komorek T (Kwon, Moon et al. 2020). Ekspresje¢ IL-15 wykryto w réznych komoérkach
I tkankach, w tym mieéniach szkieletowych, komorkach nabtonka, monocytach i komoérkach
dendrytycznych (Kwon, Moon et al. 2020). Oprocz efektow anabolicznych na migénie
szkieletowe, IL-15 odgrywa znaczaca role W metabolizmie lipidow (Nielsen and Pedersen
2007). Wykazano, ze IL-15 ma wptyw na obnizenie masy biatej tkanki ttuszczowej (Carbo,
Lopez-Soriano et al. 2001). Ponadto wywotuje apoptoze i rozktad komorek tluszczowych.
Dodatkowo wlacza beta-oksydacje 1 lipolize prowadzace do degradacji trojglicerydow oraz
hamuje lipogeneze (Carbo, Lopez-Soriano et al. 2001). Dlatego okreSla si¢, ze IL-15
zmniejsza masg tkanki thuszczowej (Nielsen, Mounier et al. 2007). Powszechnie wiadomo, ze
brak aktywnosci fizycznej prowadzi do utraty masy mig¢sniowej i nagromadzenia tluszczu
trzewnego. W badaniu Nielsen i wsp. wskazano, ze IL-15 moze bra¢ czynny udziat
w regulacji rozwoju otylo$ci brzusznej. Na poparcie swojej hipotezy autorzy wykazali
zmniejszenie trzewnej masy thuszczowej z chwila, gdy IL-15 ulegata nadekspresji w mysich
mig$niach (Nielsen, Hojman et al. 2008). Quinn, Anderson et al. (2009) odkryli, ze

podwyzszony poziom krazacej IL-15 u myszy skutkowat takze znacznym zmniejszeniem si¢
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zawarto$ci tkanki thuszczowej 1 zwigkszong zawarto$cig sktadnikoéw mineralnych kosci, bez
znaczacego wplywu na beztluszczowa mase ciata lub poziomy innych cytokin (Quinn,
Anderson et al. 2009). Wskazane odkrycia potwierdzaja poglad, ze wydzielanie IL-15
z tkanki mig$niowej moze modulowac trzewng mase thuszczowa, W szczegdlnosci poprzez
mechanizm  endokrynologiczny  (Pedersen 2011). Je$li chodzi o sygnalizacje
wewnatrzkomorkowa, nowe obserwacje wykazaty, ze czynnik transkrypcyjny PPAR-a moze
odgrywaé kluczowg role w syntezie biatek (Fuster, Busquets et al. 2009). Zatem IL-15
aktywuje czynnik transkrypcyjny 1 reguluje ekspresje roznych genow zwigzanych
z metabolizmem bialek i tluszczy. Oprocz tego IL-15 zwigksza zawarto$¢ transportera
glukozy typu 4 (GLUT4) w komorkach migsniowych. Dlatego uznaje si¢, ze reguluje
metabolizm biatek i weglowodanow (Nielsen, Hojman et al. 2008). Ponadto niektore badania
wykazaty, ze IL-15 jest waznym regulatorem masy mig¢$niowej W odpowiedzi na trening
oporowy. Poziom miokin wzrasta podczas ¢wiczen wytrzymato§ciowych i oporowych,
wplywajac na reakcje mies$ni szkieletowych. Co wiecej, IL-15 wspomaga przyrost migsni
w wyniku adaptacji do ¢wiczen oporowych i wytrzymatosciowych poprzez oddzialywanie na
receptory znajdujace si¢ na powierzchni komoérek 1 inicjowanie wewnatrzkomodrkowe;j
kaskady sygnalizacyjnej. Ponadto IL-15 zwigksza metabolizm lipidow W wyniku ¢wiczen
wytrzymatosciowych (Nielsen, Mounier et al. 2007). W stanach atroficznych, takich jak zanik
migéni szkieletowych zwigzany z wiekiem, wystepuje istotna, dodatnia korelacja miedzy
mRNA IL-15 a hamowaniem atrofii. Zatem przypuszcza si¢, ze wzrost poziomu IL-15
w organizmie moze by¢ czynnikiem wyhamowujacym redukcje masy uktadu mig$niowo-
szkieletowego w okresie starzenia (Pistilli, Siu et al. 2007). W literaturze opisywany jest
szereg schorzen, W ktorych istotng role odgrywa IL-15. Sg to zwlaszcza niektore choroby
z autoagresji, ale takze infekcje wirusowe, choroby alergiczne, zjawiska zwigzane
z przeszczepianiem komorek lub tkanek oraz niektore choroby nowotworowe. Wykazano, ze
dziatanie terapeutyczne IL-15 w zaburzeniach nerwowo-mig$niowych (Harcourt, Schertzer et
al. 2007). IL-15 ma pozytywny wptyw na funkcjonowanie uktadu odporno$ciowego. Dlatego
w wielu prowadzonych badaniach probuje si¢ wykorzysta¢ potencjat IL-15 do walki m.in.
z nowotworami oraz wirusem HIV (Harcourt, Schertzer et al. 2007).

Niewatpliwie wazng cytoking z punktu widzenia podjetej problematyki badan wydaje
si¢ neurotroficzny czynnik pochodzenia mozgowego (BDNF). Jest jedng z najbardziej
rozpowszechnionych i szeroko przebadanych neurotrofin w mézgu ssakow. Wsréd jego
gléwnych funkcji mozna wymieni¢ kontrolg rozwoju, wzrostu i przezycia neuronOw oraz

gleju. Znaczacg funkcja jest neuroprotekcja 1 modulacja zardwno krotkich jak 1 dtugotrwatych
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interakcji synaptycznych, ktore sa kluczowe dla funkcji poznawczych i pamigci. BDNF
kontroluje szerokie spektrum procesow zachodzacych w mézgu poprzez wyzwolenie kilku
szlakow sygnatowych. Istotng kwestig W analizie funkcji BDNF jest Scisty zwigzek z etapami
rozwoju mozgu, skladnikami komorkowymi tkanki nerwowej, a takze molekularne
mechanizmy  przewodzenia  sygnalu  aktywowane  w warunkach  fizjologicznych
I patologicznych (Kowianski, Lietzau et al. 2018). Istnieje wiele miejsc w organizmie
zdolnych do syntezy i uwalniania BDNF, ale gléwnym obszarem jest mozg. Probki biopsji
hipokampu od dawcow z chorobg Alzheimera wykazaly zmniejszong ekspresje BDNF
(Cannon and Kluger 1983; Pedersen 2011), za$ probki osocza osob chorych na Alzheimera
wykazaty niski poziom BDNF (Laske, Stransky et al. 2006; Pedersen 2011). Ponadto pacjenci
zdiagnozowani z cigzka depresja mieli nizsze poziomy BDNF w surowicy niz pacjenci
z grupy kontrolnej (Komulainen, Pedersen et al. 2008). Inne badania sugeruja, ze BDNF
w osoczu jest biomarkerem wskazujacym na stopien uposledzenia pamigci i ogdlnych funkcji
poznawczych u starzejacych si¢ kobiet (Matthews, Hosker et al. 1985). Zostal rowniez
zidentyfikowany jako kluczowy sktadnik szlaku podwzgorza, ktory kontroluje homeostazg
masy ciata u osob dorostych (Wisse and Schwartz 2003). Badania pokazuja, ze BDNF jest
robwniez wyrazany W tkankach nieneurogennych, wtym w migsniach szkieletowych.
Matthews, Astrom et al. (2009) wykazali, ze odgrywa glowna role nie tylko w centralnych
szlakach metabolicznych, ale takze jako regulator metabolizmu
w migsniach szkieletowych (Matthews, Astrom et al. 2009). Udowodniono, ze ¢wiczenia
fizyczne moga zwickszaé poziomy krazacego BDNF u ludzi. Zaobserwowano jego
uwalnianie z mézgu w spoczynku i zwigkszone trzykrotnie wydalanie podczas wysitku.
Zarowno W spoczynku, jak i podczas ¢wiczen mozg odpowiedzialny byt za 70-80% syntezy
BDNF, podczas gdy udziat ten zmniejszyt si¢ po jednej godzinie regeneracji (Matthews,
Hosker et al. 1985). U myszy wysitek wywotal nawet pigciokrotny wzrost ekspresji mRNA
BDNF w hipokampie 1 korze, osiggajac maksimum dwie godziny po zakonczeniu ¢wiczen.
Dziatanie neurotroficznego czynnika pochodzenia modzgowego jest potencjalnym
mechanizmem lezacym u podstaw korzy$ci wynikajacych z wysitku fizycznego i jest
przedmiotem uwagi w literaturze poswigconej zdrowiu mozgu poprzez ¢wiczenia fizyczne.
Powszechnie wiadomo, ze intensywne ¢wiczenia zwigkszajg krazacy poziom BDNF, a liczne
badania miaty na celu scharakteryzowanie tej odpowiedzi w celu poprawy zdrowia mézgu.
Kolejng omawiang W pracy cytoking jest czynnik réznicowania wzrostu 15 (GDF-15),
ktory poczatkowo zostal opisany jako czynnik hamujacy makrofagi-1 (MIC-1) przez
Bootcov, Bauskin et al. (1997). W 1997 roku okreslono, ze MIC-1 posiada cechy strukturalne
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cytokiny z nadrodziny transformujacego czynnika wzrostu  (TGF-B) (Desmedt, Desmedt et
al. 2019). W przesztosci GDF-15 opisywany byt rowniez jako czynnik pochodzacy z prostaty,
gen aktywowany przez NLPZ i tozyskowy TGF- B (George, Jena et al. 2016). Chociaz nalezy
do tej samej nadrodziny, nie stwierdzono woéwczas jego silnej homologii Z istniejgcymi
cytokinami. Fakt ten zadecydowal, Zze ostatecznie zostal pierwszym cztonkiem nowej grupy
(Bootcov, Bauskin et al. 1997). Do tej pory wykazano, ze jego stezenie we wszystkich typach
tkanek w normalnych stanach fizjologicznych jest na niskim poziomie. Dokladna funkcja
GDF-15 nadal podlega szczegétowym analizom, a sam GDF-15 jest badany pod katem
prognozowania wszelkich chordb jako ich biomarker (Galliera, Lombardi et al. 2014;
Wischhusen, Melero et al. 2020). Podwyzszone poziomy GDF-15 sg gldwnie zwigzane ze
stanami patologicznymi, w tym stanem zapalnym, niedokrwieniem mig$nia sercowego
i chorobami nowotworowymi. Istnieja liczne badania, ze GDF-15 ulega ekspresji w wielu
nowotworach, takich jak rak trzustki, sutka, jajnika, jelita grubego, zotadka, czerniaka oraz
glejaka (George, Jena et al. 2016). Zatem wyniki tych badan potwierdzajg, ze GDF-15 moze
by¢ uwazany za marker prognostyczny do identyfikacji objawow i progresji raka. Poniewaz
GDF-15 jest jednym z najczgsciej nadekspresjonowanych biatek w ludzkich nowotworach,
wysokie poziomy GDF-15 w surowicy Sa niezmiennie zwigzane ze zlym rokowaniem
w chorobie. Zwigkszong ekspresje GDF-15 obserwowano takze W chorobach pluc, serca czy
nerek (Hunt and White 2016). Podobnie obserwacje poczyniono u kobiet ze stanem
przedrzucawkowym, wykazujac u nich podwyzszony poziom GDF-15, co sugeruje, ze jest
potencjalnym biomarkerem stuzacym do $ledzenia ciazy i powiktan zwigzanych z tym stanem
(George, Jena et al. 2016). Inne badania sugeruja, ze rozne formy stresu sercowego, W tym
przecigzenie ci$nieniowe, takze zwiekszaja stezenie GDF-15. Dlatego marker ten jest
potaczony ze $miertelno$cig z przyczyn sercowo-naczyniowych i nowotworowych (George,
Jena et al. 2016). Ponadto zaobserwowano umiarkowany wzrost poziomu GDF-15 we Krwi
wraz z wiekiem (Galliera, Lombardi et al. 2014; Wischhusen, Melero et al. 2020). GDF-15
bedac cytoking indukowang stresem, jest regulowany przez kilka biatek zapalnych takich jak:
interleukina 1B, interleukina 6, czynnik martwicy nowotworu, interleukina 2 i homeostaze
zelaza (Galliera, Lombardi et al. 2014; Wischhusen, Melero et al. 2020). R6zne typy komorek
wykazujg ekspresje GDF-15 m.in. kardiomiocyty, adipocyty, makrofagi, Srodblonkowe
i naczyniowe komorki migsni gltadkich zarowno w zdrowych, jak i chorych tkankach
(Galliera, Lombardi et al. 2014; Wischhusen, Melero et al. 2020). Jako cytokina zapalna
wywotana stresem, ekspresja GDF-15 jest czesto zwickszona po uszkodzeniu tkanek migsni

gladkich. Dowodzg tego badania z ostatnich lat, wskazujgc na biatko GDF-15 jako cytokine
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indukowang wysitkiem fizycznym. W jednym z badan przeprowadzonych na sportowcach
plci meskiej wykazano istotny wzrost stezenia GDF-15 w 0soczu na koniec ultramaratonu
(Tchou, Margeli et al. 2009; Gil, Ost et al. 2019). W innym badaniu wykonanym na graczach
rugby, intensywne ¢wiczenia takze zwigkszyly poziom GDF-15 w surowicy, co zostato
skorelowane zryzykiem sercowo-naczyniowym, ktory moze wystapi¢ podczas
maksymalnego wysitku (Galliera, Lombardi et al. 2014). Wzrost poziomu GDF-15
w surowicy zaobserwowano rowniez u pitkarzy hiszpanskiej pitki noznej 12 godzin po
zakonczeniu meczu (Sanchis-Gomar, Bonaguri et al. 2013; Galliera, Lombardi et al. 2014).
Natomiast wyniki badan na myszach sugeruja inng hipotez¢ niz przedstawiaja powyzsze
badania, poniewaz poziom ekspresji mRNA w tym badaniu byt bardzo niski i nie odnotowano
wnim wzrostu st¢zenia GDF-15 w osoczu po wysitku. Autorzy przytoczonej publikacji
zasugerowali, ze GDF-15 moze przyczynia¢ si¢ do lagodzenia tylko ostrego zapalenia mig$ni
szkieletowych wywotanego wysitkiem fizycznym (Gil, Ost et al. 2019). Zatem wydaje si¢, ze
GDF-15 odgrywa szeroka i réznorodng rolg W roznych stanach fizjologicznych, w tym
wysitku fizycznym (Wischhusen, Melero et al. 2020). Wniosek ten przyczynit si¢ do
wilaczenia GDF-15 do analizy badan niniejszej pracy doktorskiej.

Od dawna trwajg szeroko zakrojone poszukiwania czynnikéw posredniczacych
w korzystnych efektach wysitku fizycznego. Badaniom poddaje si¢ W szczegdlnosci tkanke
migsni szkieletowych jako zrodto krazacych czynnikow wysitkowych, ktére zidentyfikowano
jako miokiny. Chociaz wiadomo, ze wysitek fizyczny ma réwniez wpltyw na inne tkanki
organizmu, niedawno pojawila si¢ nowa grupa czynnikow ¢wiczen fizycznych zwanych
hepatokinami. Sg to biatka m.in. czynnika wzrostu fibroblastow 21, folistatyny, biatka
podobnego do angiopoetyny 4, biatka szoku cieplnego 72, biatka wigzacego insulinopodobny
czynnik wzrostu 1, ktore uwalniane s3 z watroby do krwioobiegu podczas lub po wysitku
fizycznym (Weigert, Hoene et al. 2019). W omawianej pracy analizie poddana zostata takze
hapatokina o nazwie Folistatyna 1. Chociaz FSTL-1 jest czg$cig rodziny folistatyny, ma
bardzo niska homologi¢ sekwencji biatka do folistatyny (7%), jak réwniez istnieje kilka
roznic strukturalnych i funkcjonalnych migdzy nimi (Miller, Beppu et al. 2015). Poczatkowo
Folistatyna 1 zostala zidentyfikowana jako indukowalny gen TGF-f. Obecnie wiadomo, ze
jest generowana W szczeg6lnosci przez komorki niehematopoetyczne jak fibroblasty,
chondrocyty, osteocyty, adipocyty, kardiomiocyty (Miller, Beppu et al. 2015). W ostatniej
dekadzie FSTL-1 zostata zidentyfikowana jako nowe biatko zapalne, zwigkszajace syntezg
cytokin prozapalnych (IL1B, TNFa, IL6, IFNy, OSM) i chemokin (IL8, MCP1, IL10) przez
komorki odporno$ciowe: monocyty, makrofagi i komorki T (Chaly, Hostager et al. 2014;
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Miller, Beppu et al. 2015). FSTL-1 jest zaangazowana W Wiele funkcji komorkowych typu
przezycie, proliferacjia, ré6znicowanie, migracja i rozwdj narzadéow (Miller, Beppu et al.
2015). Liczne badania wykazaly, ze FSTL-1 pelni funkcje w rozwoju embrionalnym,
chorobach serca (Ogura, Ouchi et al. 2012), zapaleniu stawéw (Chaly, Hostager et al. 2014;
Li, Alahdal et al. 2020), gojeniu si¢ ran (Li, Li et al. 2013), rozwoju guza, przerzutach
I stanach zapalnych (Li, Alahdal et al. 2020). Wydaje si¢, ze dominujacy wptyw FSTL-1 jest
prozapalny (Chaly, Hostager et al. 2014; Miller, Beppu et al. 2015), chociaz zostaly opisane
robwniez jej dzialania przeciwzapalne (Miller, Beppu et al. 2015). W stanach zapalnych
podczas roznych chorob wykazano podwyzszony poziom FSTL-1 i jej obnizenie w trakcie
leczenia. Z kolei w badaniu urazu niedokrwiennego serca poprzez podanie myszom ludzkiego
bialka FSTL-1 znaczaco zmniejszono rozmiar zawalu migsnia sercowego, jak rowniez
nastgpitlo zmniejszenie apoptozy i odpowiedzi zapalnej (Ogura, Ouchi et al. 2012).
W fizjologicznej reakcji na zapalenie przypuszcza si¢, ze FSTL-1 ma dwie przeciwstawne
aktywnosci. Jedng z nich jest zapobieganie niszczeniu tkanek, a druga sprzyjanie zapaleniu
(Murakami, Tanaka et al. 2012). Uwaza si¢ takze, ze biatko podobne do folistatyny-1 jest
adipoking lub mioking, ktore moze by¢ potencjalnym regulatorem metabolizmu (Xu, Zhang et
al. 2020). Te dziatania metaboliczne moga obejmowac glikogenolizg, glikogeneze,
brazowienie adipocytow, wydatek energetyczny (termogeneze), lipolizg, insulino opornos¢ i
kilka innych dziatan (Barbalho, Prado Neto et al. 2020). Co cickawe, poziomy krazacego
FSTL-1 u 0s6b z cukrzyca typu 2, nadwaga badz otyloscig byly wyzsze niz u 0s6b zdrowych
1 szczuptych. W tym samym badaniu stwierdzono, ze 45 minutowa aktywnos¢ fizyczna
istotnie zwigkszyta stezenie kragzacego FSTL-1 u mlodych, zdrowych uczestnikow. Ponadto
ekspresja biatka FSTL-1 w tkance thuszczowej myszy takze wzrosta istotnie w odpowiedzi na
aktywnos¢ fizyczng (Xu, Zhang et al. 2020). Podobne wyniki uzyskano badajac
maratonczykow, u ktorych stwierdzono 28,3% wzrostu stezenia FSTL-1 w surowicy po
zakonczonym wyscigu (Mieszkowski, Stankiewicz et al. 2020). Dlatego wnioskuje si¢, ze
FSTL-1 moze by¢ znaczacym biomarkerem dla ogdlnoustrojowych stanéw zapalnych
organizmow (Chaly, Hostager et al. 2014).

Angiogeneza jest regulowana przez szeroka game mediatorow, ktore sa uwalniane
lokalnie lub przez odlegle narzady, wptywajac tym samym na lokalng angiogeneze poprzez
zmiany ogolnoustrojowe. Poziomy mediatoréw angioregulacyjnych w surowicy sg wazne dla
angiogenezy migsni W odpowiedzi na aktywno$¢ fizyczna (Bruserud, Grovan et al. 2005).

Dlatego w zaprezentowanej pracy doktorskiej stusznym wydato si¢ wykonanie analiz st¢zenia
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angiogeniny i angiopoetyny po wykonaniu zdalnego hartowania przez niedokrwienie
indukowanego maksymalnym wysitkiem fizycznym.

Angiogenina (ANG) zostala po raz pierwszy scharakteryzowana przez Fett, Strydom
et al. (1985) w 1985 roku. Stwierdzono, ze jest to pierwsze ludzkie biatko pochodzace z linii
komorek ludzkiego gruczolakoraka (HT-29) stymulujace wzrost naczyn krwiono$nych, co
moze stanowi¢ bezposredni dowod na poparcie hipotezy, ze wzrost guza jest zalezny od
rozwoju naczyn (Fett, Strydom et al. 1985). W licznych badaniach wykazano, ze angiogenina
jest silnym stymulatorem angiogenezy. W zwigzku z tym oddziatuje z komérkami $rodbtonka
oraz indukuje szeroki zakres odpowiedzi komoérkowych, inicjujagc proces tworzenia si¢
nowych naczyn krwiono$nych (Pyatibratov and Kostyukova 2012). Ponadto nalezy do
nadrodziny rybonukleaz, czyli enzyméw o wrodzonej specyficznosci substratowe;.
Angiogenina jest rowniez sktadnikiem osocza, plynu owodniowego, mikrosrodowiska guza
i ptynu mézgowo-rdzeniowego (Sheng and Xu 2016). Rozpowszechniony wzorzec ekspresji
ANG sugeruje, ze jej fizjologiczne 1 patologiczne funkcje nie ograniczaja si¢ do
neowaskularyzacji. Stwierdzono, ze ANG bierze udziat w wielu innych procesach
patofizjologicznych w tym neuroprotekcji, odpornosci wrodzonej, rozmnazaniu i regeneracji
uszkodzonych tkanek (Sheng and Xu 2016). Dowiedziono réowniez, ze ckspresja ANG
zwigksza si¢ W roznych typach nowotworow czlowieka, w tym raku piersi, szyjki macicy,
okreznicy, jelita grubego, zotadka, watroby, nerki, jajnika, trzustki, prostaty 1 nabtonka drég
moczowych oraz w biataczce, chtoniaku, czerniaku, kostniakomigsaku i guzie Wilmsa (Gao
and Xu 2008). Dostepne dane wskazujg, ze ANG wplywa na prawie wszystkie etapy
powstawania nowotworoOw, Wtym na ochron¢ komodrek nowotworowych przed ztymi
warunkami przezycia, promowanie proliferacji komérek nowotworowych, nasilanie migracji
i inwazji komoérek nowotworowych oraz indukowanie angiogenezy (Sheng and Xu 2016).
Angiogenina odgrywa rowniez role W wielu nieztosliwych stanach patologicznych, takich jak
endometrioza, choroba naczyn obwodowych, nieswoiste zapalenie jelit, reumatoidalne
zapalenie stawOw, cukrzyca typu pierwszego, stwardnieniu zanikowym bocznym
i chorobie Parkinsona. Dlatego zmiana poziomu ANG w surowicy moze potencjalnie
wskazywaé, na ktora$§ ztych choréb (Sheng and Xu 2016). Udowodniono takze, ze
angiogenina odgrywa znaczaca rolg podczas cigzy. Cigza jest stanem fizjologicznym, ktory
wyzwala angiogeneze i przebudowe naczyn w zdrowych tkankach. Stezenie ANG w surowicy
krwi kobiet cigzarnych wzrasta W czasie prawidlowych cigz, co sugeruje, ze ANG moze
odgrywac role we wlasciwym rozwoju naczyn W okresie okotoporodowym (Tello-Montoliu,

Patel et al. 2006). Natomiast poziom angiogeniny jest znacznie obnizony u pacjentek
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cigzarnych z wysoce patologicznym przeptywem Dopplera (Tello-Montoliu, Patel et al.
2006). ANG jest zaangazowana rowniez W uklad odporno$ciowy i stan zapalny, na co
wskazuje zwigkszenie tRNA zaleznego od ANG W przewleklym zapaleniu watroby typu B
i C. Mozna zatem wnioskowa¢, ze ANG takze odgrywa istotng role w infekcji wirusowej
(Sheng and Xu 2016). W przegladzie na temat angiogeniny mozna przeczyta, ze jest
indukowana podczas zapalenia, wykazuje wlasciwosci gojenia ran, a takze dziala
bakteriobdjczo i odpornosciowo. Dzieje si¢ tak za sprawg roli angiogeniny w powstaniu
nowych naczyn krwiono$nych, poprzez ktore nastepuje dostarczenie sktadnikow odzywczych
i tlenu do rosngcych tkanek. Ponadto, poprzez stymulacj¢ aktywnosci proteazy, angiogenina
przyczynia si¢ do procesu zapalnego, ktory umozliwia migracj¢ komorek srédbtonka i migsni
gltadkich przez blong¢ podstawng do miejsca urazu (Tello-Montoliu, Patel et al. 2006).
Zbadano takze wplyw aktywno$ci fizycznej na poziom angiogeniny w ludzkiej surowicy.
Poziomy ANG zostaty okreslone bezposrednio przed i po aktywnosci fizycznej dla mtodych
sportowcOw oraz 0sob starszych w wieku powyzej 68 lat. W tym badaniu osoby starsze
wykazaly wyzsze poziomy angiogeniny w spoczynku niz grupa miodych sportowcow.
Natomiast wyzsze poziomy angiogeniny po 45 minutach intensywnego wysitku fizycznego
wystapity W grupie mtodych me¢zczyzn, czego nie zaobserwowano W grupie oséb starszych
(Bruserud, Grovan et al. 2005). Podobny rezultat odnotowano poddajac trzytygodniowemu
treningowi aerobowemu grupe osob po 65 roku zycia chorujacych na przewlekla
niewydolno$¢ serca. Na podstawie analizy probek surowicy krwi nie stwierdzono istotnych
zmian w poziomie angiogeniny po okresie treningowym (Eleuteri, Mezzani et al. 2013).
Innym biatkiem odgrywajacym wazng rolg W angiogenezie, w tym rozwoju nowych naczyn
krwionoénych, jest angiopoetyna (ANGPT). Angiopoetyny to rodzina naczyniowych
czynnikdw wzrostu, ktore petnia wiele funkcji komorkowych zwigzanych z przezyciem,
proliferacja i migracjg komorek. Grupa angiopoetyny (Angs) obejmuje Angl, Ang2 , Ang3
1 Ang4, ktore oddziatujg na receptory kinazy tyrozynowej (Tiel 1 Tie2). Szlak sygnatowy
Ang-Tie odgrywa wazng role W angiogenezie, wtym Ww przebudowie naczyn,
przepuszczalnosci i ich stabilizacji w celu utrzymania homeostazy naczyniowej. Ponadto
reguluja reaktywno$¢ naczyniowa poprzez regulacje produkcji tlenku azotu oraz zmian
zapalnych (He, Zhang et al. 2019). Wiele tych procesow powigzanych jest z chorobami,
w ktorych uktad naczyniowy odgrywa istotng role np.: nowotwory, posocznica, cukrzyca,
miazdzyca tetnic, choroby oczu i nerek. Dodatkowo szlak angiopoetyny (Ang —Tie) stanowi

drugi szlak sygnalowy receptora §rodbtonkowego czynnika wzrostu, ktory pelni niezbedna
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funkcje regulacji przebudowy naczyn krwionosnych i limfatycznych w trakcie potogu (He,
Zhang et al. 2019).

Do tej pory najlepiej scharakteryzowano angiopoetyng-1 (ANGPTL1 ) i angiopoetyne-2
(ANGPT2). ANGPT1 jest silnym angiogennym czynnikiem wzrostu, podczas gdy ANGPT2
zostala poczatkowo zidentyfikowana jako czynnik niszczacy naczynia krwionosne o dzialaniu
antagonistycznym przez ten sam receptor (Akwii, Sajib et al. 2019). ANGPTL1 jest
wytwarzana i wydzielana do krwi przez perycyty i komorki migsni gladkich, po czym jest
przechowywana w ptytkach krwi. ANGPT1 wigze si¢ z receptorem Tie-2, dziatajagc w ten
sposob jako agonista. Po oddzialywaniu ANGPT1 na Tie-2, najwazniejszym zdarzeniem
sygnalizacyjnym w dalszej czeSci szlaku jest fosforylacja kinazy biatkowej B przez kinaze
fosfoinozytydo-3, co skutkuje stanem przeciwapoptotycznym i przeciwzapalnym komorki
srodbtonka. Natomiast ANGPT2 jest wytwarzana w komorkach S$rodbtonka i wstepnie
przechowywana jest w cialach Weibela-Palade'a. Zwigkszony stosunek ANGPT2 do
ANGPT1 powoduje zastgpienie interakcji ANGPT1-Tie-2 przez oddzialywanie ANGPT2-
Tie-2, co skutkuje blokowaniem ochronnego, przeciwzapalnego i przeciwapoptotycznego
dziatania ANGPT1. Dlatego uwaza si¢, ze uwalnianic ANGPT2 i wigzanie si¢ z receptorami
Tie-2 dodatkowo stymuluje odpowiedz zapalng komorek s$rodbtonka. Spadek stezenia
ANGPT1 w stanach prozapalnych réwniez przyczynia si¢ do wzrostu stosunku ANGPT2 do
ANGPTI1. Mechanizmy lezace u podstaw spadku ANGPT1 nie zostaty jeszcze precyzyjnie
zdefiniowane (de Jong, Slager et al. 2016). W przypadku badan na zwierzetach, myszy
z nokautem ANGPT]1 lub Tie2 mialy wigkszg Smiertelno$¢ embrionalng z powodu wadliwego
rozwoju naczyn krwionosnych. Dlatego sygnal ANGPTI-Tie2 uwaza si¢, ze odgrywa
kluczowa rolg¢ W dojrzewaniu i stabilizacji uktadu naczyniowego zarodka (Jeansson, Gawlik
et al. 2011). Ponadto angiopoetynal uwazana jest za wazny czynnik utrzymujacy stabilizacje¢
naczyniowa W dojrzatych naczyniach. Ochronng rol¢ naczyn krwiono$nych ANGPT1 osiaga
poprzez jej dziatanie przeciwzapalne polegajace na hamowaniu transmigracji leukocytow we
wlosniczkach leukocytarnych indukowanych czynnikiem martwicy nowotworu-a (He, Zhang
et al. 2019). Wyniki badan pokazuja, ze ANGPTI jest niezbgdna do ograniczania
angiogenezy 1 zwltoknienia po urazie (Jeansson, Gawlik et al. 2011; He, Zhang et al. 2019).
Obecnie w literaturze naukowej najprawdopodobniej nie poswigcono uwagi analizom
wplywu wysitku fizycznego na angiopoetyne.

Kolejnym biatkiem istotnym W angiogenezie i rozwoju migs$ni szkieletowych jest
tkankowy inhibitor metaloproteinazyl. Uwaza si¢ go za glowne biatko umozliwiajace

zachowanie integralnosci tkanki, a ostatnio stat si¢ rowniez decydujacym czynnikiem w wielu
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chorobach. Wszechstronny wptyw TIMP-1 na funkcje komorkowe wynika z jego
dwudomenowej struktury umozliwiajacej hamowanie metaloproteinazy macierzy i tym
samym udziat w przebudowie tkanki macierzy zewnatrzkomoérkowej (Lambert, Dasse et al.
2004; Grunwald, Schoeps et al. 2019). Cecha ta prowadzi do funkcjonalnych interakcji
z licznymi biatkami enzymatycznymi i1 biatkami powierzchni komorki, ktére inicjuja
wyjatkowo szeroki zakres efektow (Verstappen and Von den Hoff 2006; Alameddine 2012;
Grunwald, Schoeps et al. 2019). Istotna jest wtym przypadku réwnowaga miedzy
aktywnoscia MMP a jej hamowaniem przez TIMP, co zapewnia homeostaze¢ ECM. Ponadto
okreslony poziom tych dwoch zwiazkoéw zwiazany jest zarowno ze zdarzeniami normalnymi,
jak i patologicznymi, np.: gojenie si¢ ran, przebudowa tkanek, angiogeneza, powstawanie
guzow i przerzutow (Lambert, Dasse et al. 2004). Pierwszy raz TIMP zostat opisany w 1975
roku jako biatko w hodowli ludzkich fibroblastow i ludzkiej surowicy, ktore byto w stanie
zahamowa¢ aktywnos$¢ kolagenazy (Bauer, Stricklin et al. 1975; Woolley, Roberts et al.
1975). Od tego czasu zostaly odkryte trzy nowe TIMP i okreslone jako TIMP-2, TIMP -3
i TIMP-4. Tkankowe inhibitory metaloproteinazy moga by¢ wytwarzane przez wiele réznych
typow komorek i znajdujg si¢ we wszystkich ptynach ustrojowych, takich jak $lina, ptyn
szczelinowy dzigstowy, surowica i mocz (Lambert, Dasse et al. 2004; Verstappen and Von
den Hoff 2006). Poziomy MMP i TIMP zmieniaja si¢ W trakcie proceséw fizjologicznych
i patologicznych (Verstappen and Von den Hoff 2006). Wykazano, ze TIMP jest uzytecznym
biomarkerem ro6znych chorob umozliwiajacym wykrycie wczesnego stadium choroby
okreslonego narzadu. U pacjentow z dystrofia migsniowa Duchennea zwigkszone poziomy
metaloproteinazy macierzy-9 (MMP-9) i tkankowego inhibitora metaloproteinazyl zostaty
skorelowane z nasileniem choroby (Nadarajah et al., 2011). W przypadku tagodnego
przebiegu choroby stwardnienia zanikowego bocznego stwierdzono takze wzrost TIMP-1
w surowicy u wigkszosci przebadanych pacjentow. Podwyzszone poziomy TIMP-1
w surowicy 1 osoczu wykryto réwniez u pacjentdéw z chorobami zwtoknieniowymi oraz
pacjentow z dystrofig mig$niowa (Jackson, Defamie et al. 2017). Metaloproteinazy macierzy,
a takze ich inhibitor tkankowy TIMP-1 bierze udziat w rozwoju tkanki mig¢$ni szkieletowych,
W procesach naprawczych wynikajacych z urazu migs$ni oraz W modyfikacjach adaptacyjnych
wywotanych wysitkiem fizycznym w mig$niach szkieletowych (Lo Presti, Hopps et al. 2017).
Wiadomo rowniez, ze uszkodzony migsien powoduje wzrost poziomu metaloproteinazy
macierzy-9 i tkankowego inhibitora metaloproteinazy-1, tworzac tym samym wspolny
kompleks. Podczas gdy odpowiednia rownowaga migdzy tymi biatkami moze sprzyjaé

regeneracji migsni 1 regulowa¢ rozwoj wtokien, kazda nieprawidlowos¢ w ich rownowadze
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lub nadmierna aktywno$¢ moze prowadzi¢ do zwtoknienia. Dowodza tego badania urazéw
miesni wywotanych wysitkiem ekscentrycznym, ktore przyczynity si¢ do zmian poziomu
ekspresji MMP-9, TIMP-1 (Koskinen, Hoyhtya et al. 2001; Lo Presti, Hopps et al. 2017).
Natomiast w warunkach eksperymentalnych TIMP-1 wzrastal w niewielkim stopniu po
wykonanym biegu na biezni W surowicy poddanych badaniu me¢zczyzn (Koskinen, Hoyhtya
et al. 2001). W innym badaniu TIMP-1 wykazywal wczesny i dlugotrwaty wzrost st¢zenia po
ekscentrycznym wysitku konczyny dolnej (Mackey, Donnelly et al. 2004). Tego wyniku nie
potwierdzito kolejne badanie, w ktérym stezenie TIMP-1 po ekscentrycznych ¢wiczeniach
ramienia nie wykazato zmian w surowicy (Madden, Byrnes et al. 2011). Rowniez w grupie
zdrowych kobiet po menopauzie o$miotygodniowy trening marszu obejmujacy 60% do 65%
tetna maksymalnego nie spowodowat zmian w poziomach TIMP-1 (Kadoglou, Vrabas et al.
2010; Lo Presti, Hopps et al. 2017). Zatem biatko TIMP-1, ktore hamuje degradacj¢ macierzy
zewnatrzkomoérkowej, wykazato zréznicowana odpowiedz w odniesieniu do odpowiednich
stadiow degeneracji 1 regeneracji uszkodzen mie$ni. Moze to wskazywac¢ na wazng reakcje
tkanek na powtarzajace si¢ obcigzenia wystgpujace W treningu fizycznym, jak i okres
regeneracji niezb¢dny do odnowy biologicznej migsni (Koskinen, Wang et al. 2001). By¢
moze TIMP-1 jest aktywowany we wczesnej fazie uszkodzenia migsni, dlatego w niektorych
badaniach nie zostal wykryty z powodu p6zniejszych punktéw czasowych (Koskinen, Wang
et al. 2001).

Omowione powyzej markery biochemiczne to biatka sygnalizujace stan zapalny na
skutek mikrouszkodzen powstatych w wyniku pracy migsni szkieletowych zaangazowanych
podczas wysitku fizycznego. Zlozono$¢ odziatywania omoOwionych bialek wynika
z przeciwleglych mechanizméw dziatania (pro i przeciwzapalnych). Celowe zastosowanie
stymulacji zewnetrznej W postaci RIPC na widkna migsniowe moze spowodowac aktywacje
kaskad wewnatrzkomorkowych i zmiang w rownowadze oksydacyjnej w Kierunku procesow
antyzapalnych. Manifestacja tych procesow moze by¢ dziatanie ochronne wywotane
procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie. zZ powyzszych przestanek niniejsza
praca, jako pierwsza, ma na celu ukazanie roli wybranych biatek w utrzymaniu homeostazy
po jednorazowej oraz dziesi¢ciodniowej procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie
indukowanej maksymalnym wysitkiem anaerobowym w postaci 30 sekundowego Wingate
Test.
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Il METODOLOGIA BADAN WEASNYCH

2.1. Cel badan

1. Ocena wplywu jednorazowej i 10 dniowej procedury zdalnego hartowania przez
niedokrwienie konczyny dolnej na poziom maksymalnych mozliwosci

anaerobowych.

2. Ocena wplywu jednorazowej i 10 dniowej procedury zdalnego hartowania przez
niedokrwienie konczyny dolnej na zmiany stezenia wybranych markerow stanu

zapalnego w odpowiedzi na maksymalny wysitek anaerobowy.

2.2. Pytania badawcze

1. Czy zastosowanie jednorazowej badz 10 dniowej procedury zdalnego hartowania
przez niedokrwienie konczyny dolnej moze mie¢ istotny wplyw na poprawe

maksymalnych mozliwos$ci anaerobowych?

2. Czy jednorazowa badz 10 dniowa procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie
konczyny dolnej moze mie¢ istotny wptyw na stezenie kwasu mlekowego i glukozy

we krwi indukowanych maksymalnym wysitkiem anaerobowym?

3. Czy jednorazowa badz 10 dniowa procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie
konczyny dolnej moze wywotaé istotne zmiany spoczynkowego poziomu stgzenia

wybranych markeréw Stanu zapalnego w surowicy krwi?

4. Czy jednorazowa badz 10 dniowa procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie
konczyny dolnej moze mie¢ istotny wptyw na zamiany st¢zenia wybranych markerow
stanu zapalnego w surowicy krwi indukowanych maksymalnym wysitkiem

anaerobowym?
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2.3. Hipotezy badawcze

1. Jednorazowa i 10 dniowa procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie
konczyny dolnej moze mie¢ odmienny wptyw na poziom maksymalnych mozliwosci
anaerobowych.

2. Zarowno jednorazowa jak i 10 dniowa procedura zdalnego hartowania przez
niedokrwienie konczyny dolnej moze istotnie wplyng¢ na zmiany stezenia kwasu
mlekowego i glukozy we krwi indukowanego maksymalnym wysitkiem
anaerobowym.

3. Zarowno jednorazowa jak i 10 dniowa procedura zdalnego hartowania przez
niedokrwienie konczyny dolnej moze wywotaé istotne zmiany spoczynkowego
stgzenia wybranych markerow stanu zapalnego w surowicy Krwi.

4. Jednorazowa i 10 dniowa procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie
konczyny dolnej moze spowodowaé istotne zmiany poziomu stezenia wybranych
markeréw stanu zapalnego W surowicy krwi indukowanych maksymalnym wysitkiem

anaerobowym.

2.4. Charakterystyka badanych os6b

W badaniach wzigto udziat 40 zdrowych aktywnych fizycznie m¢zczyzn w wieku
19,98 + 1,17 lat, nietrenujacych zawodowo zadnej dyscypliny sportowej oraz
nierywalizujacych w  zawodach sportowych. Rekrutacja badanych o0sob zostala
przeprowadzona na podstawie doboru celowego poprzez otwarte ogloszenie oraz listy
intencyjne. Kryterium wykluczenia os6b z badania byly choroby o podlozu nerwowo-
mig$niowym, zaburzenia sercowo-naczyniowe, nowotwory, nadczynno$¢ przytarczycy
| tarczycy, zaburzenia o charakterze psychicznym, choroby uktadu nerwowego oraz uktadu
krazenia, przyjmowanie lekow
w czasie trwania badan mogace W sposdb istotny przyczynia¢ si¢ do problemow
z wykonaniem prob wysitkkowych 1 prob badawczych. Ostatecznie 2 osoby zostaly
wykluczone z powodu infekcji gornych drég oddechowych oraz jedna osoba z powodu urazu
w stawie nadgarstkowym. Przeprowadzone badania zostaty zatwierdzone przez Komitet
Bioetyczny ds. Badan Klinicznych przy Okregowej Izbie Lekarskiej w Gdansku (KB-24/16)
I zrealizowane zgodnie z Deklaracja Helsinska. Wszyscy uczestnicy wyrazili pisemna,
swiadoma zgodg¢ na udzial w badaniach i zostali poinformowani o mozliwosci wycofania si¢

w dowolnym momencie z badan.
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2.5. Metody i techniki badawcze

W badaniu zastosowano metode eksperymentu. Sposéb  gromadzenia  danych
empirycznych  zrealizowano przy uzyciu technik  impedancji  bioelektryczne;j,
cykloergometrycznego pomiaru wysitku oporowego, sfigmomanometrycznego pomiaru
podczas zastosowania procedury hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej
skontrolowanej badaniem ultrasonograficznym. Oznaczenie biochemiczne wykonano
technikg enzymatyczno-amperometryczng i spektrofluorymetrii. Uzyskane dane empiryczne

poddano szczegdtowej analizie statystycznej.

2.6. Narzedzia badawcze

2.6.1. Pomiary antropometryczne

Do pomiaréw wysokosci ciata wykorzystany zostat antropometr z zestawu
instrumentéw pomiarowych GPM 101 (DKSH, Zurych, Szwajcaria). W badaniu okreslono
réwniez segmentalne warto$ci beztluszczowej masy ciala oraz rozktad tkanek organizmu przy
uzyciu aparatury InBody 720 firmy Biospace (Korea). Badanie zostalo zrealizowane
w godzinach porannych, zgodnie z przyjetym standardem oznaczen oraz z uwzglednieniem
kryteriow  wykluczajacych stosowanie tej metody. W okresie przeprowadzanego
eksperymentu badani nie zmieniali nawykow zywieniowych, nie przyjmowali lekow
mogacych wplynag¢ na dane pomiarowe, nie wykonywali intensywnych treningow
sportowych.

Uzyskanie precyzyjnych danych do oceny budowy i sktadu ciata badanych oséb
pozwolito na wykluczenie dodatkowych czynnikow zwigzanych ze zmienno$cig masy
tkankowej i wody w organizmie, ktore moglty wptywaé na wynik zwigzany z problematyka

badan.

2.6.2. Pomiar wydolnosci beztlenowej konczyn dolnych

Do oceny maksymalnych mozliwosci anaerobowych konczyn dolnych wykorzystano
test opracowany przez Bar-Or (1987) pod nazwg Wingate Anaerobic (WAnT) w wersji 30
sekundowej z pelnym oporem kota zamachowego od poczatku wysitku. Pomiary wysitkowe
wykonywane byly na ergometrze rowerowym Ergomedic 894E firmy Monark z dobieranym
indywidualnie obcigzeniem (0,075kg) na kilogram masy ciata w tescie na konczyny dolne. Do
okreslenia maksymalnych mozliwosci anaerobowych konczyn dolnych wykorzystano
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nastepujace wskazniki: szczytowa moc (W), szczytowa moc znormalizowang do masy ciata
(W/kg), $rednig moc (W), srednig moc znormalizowang do masy ciala (W/kg) oraz wskaznik
spadku mocy (%) wyrazony ilorazem pracy, ktéra nie zostala wykonana do pracy, ktora
bytaby wykonana, gdyby do konca wysitku rozwijano moc maksymalng, gdzie; FI = indeks
zmeczenia, t = czas, P = moc, PP = moc szczytowa, PPt = czas do mocy szczytowej, tf = czas

zakonczenia testu.

f
fPtPtP(t)-dt
= - - 0,
FI (1 PP - (tf — PPD) 100%

Do obliczen wskaznikbw mechanicznych W teScie wykorzystany zostal program

komputerowy MCE v 5.1 (Staniak 1994, Instytut Sportu, Polska).

2.6.3. Analiza krwi i oznaczenia biochemiczne

Krew zylna i wlo$niczkowa zostata pobrana od wszystkich uczestnikoéw badan przez
wykwalifikowany personel medyczny. Krew wtosniczkowa z opuszka palca pobrano do
plastikowych kapilar (20 uL), a nastepnie wstrzyknieto do eppendorfow typu ,,Safe-Lock”
wypehionych odczynnikiem. Przygotowane probki krwi zostaty zamrozone w temperaturze -
20°C. Do oznaczenia mleczanu i glukozy we krwi wlosniczkowej wykorzystano
zautomatyzowany aparat Biosen C line firmy EKF diagnostics, Niemcy. Glukoza i mleczan
zawarte W probce zostaty przeksztalcone enzymatycznie za pomoca unieruchomionego
enzymu oksydazy glukozowej i oksydazy mleczanowej. Produktami reakcji byt kwas
glukonowy, pirogronian i nadtlenek wodoru. Krew zylna zostata pobrana do odpowiednich,
standaryzowanych probowek firmy BD Vacutainer, USA. Z pobranych prob zostata
wyizolowana surowica a probki zostaty zamrozone w temperaturze - 80°C do czasu oznaczen
(nie dhuzej niz 12 miesi¢cy). Wybrane cytokiny: angiogenia, angiopoetyna, neurotroficzny
czynnik pochodzenia mozgowego, folistatyna, roéznicujacy czynnik wzrostu, interleukina 6,
interleukina 10, interleukina 15, czynnik hamujacy biataczke, onkostatyna M, inhibitor
metaloproteinaz 1 zostaly oznaczone za pomocg testow Luminex (Luminex Corporation)
zintegrowanych z urzadzeniem MAGPIX (Luminex Corp., Austin, TX, USA) opierajagcym si¢

na pomiarze fluorescencji wykorzystujacej technologi¢ obrazowania CCD.
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2.7. Procedury badan

2.7.1. Pierwszy etap badan

Dziesie¢ dni przed rozpoczeciem badan wszyscy uczestnicy wypetnili arkusz
aktywnos$ci fizycznej - Global Physical Activity Questionnaire (GPAQ) — WHO (z ang.
World Health Organization) w adaptacji polskiej. Kwestionariusz GPAQ sktadat sie
z czterech niezaleznych czgsSci zawierajacych 16 pytan. Pytania dotyczyly czasu
poswieconego na aktywno$¢ fizyczng trwajagcg minimum 10 minut bez przerwy W ciggu
typowego dla respondenta tygodnia. Pierwsze trzy czegsci kwestionariusza obejmowaty
aktywno$¢ W pracy, aktywno$¢ W przemieszczeniu si¢ oraz aktywno$¢ rekreacyjna.
w czwartej cze$ci kwestionariusza pytanie dotyczylo czasu spedzonego na siedzeniu lub
odpoczynku w pozycji lezace;.

Analiza arkuszy pozwolita wyeliminowa¢ z doboru czynnych i bylych sportowcow
szczebla krajowego oraz miedzynarodowego, jak rowniez osoby mogace podlega¢ urazom
sportowym 1 pozostalym kryteriom wylaczenia. Nastepnie wybrani uczestnicy zostali
zaznajomieni z protokotem badawczym oraz poinformowani o przebiegu planowanego
eksperymentu z wykluczeniem informacji o hipotezach i celach badania, aby wyeliminowac
wpltyw psychologiczny na efekty zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolne;.
Tego samego dnia dokonano pomiaru wysokosci ciata oraz oceny sktadu ciata przy pomocy
impedancji bioelektrycznej w godzinach rannych, co najmniej 2 godziny po lekkostrawnym
$niadaniu. Wykonano takze jednorazowo zdalne hartowanie przez niedokrwienie konczy
dolnej polegajace na czterokrotnym ucisku mankietem sfigmomanometru na poziomie 20
mmHg przez 5 minut konczyny dolnej (przeciwnej do dominujgcej). Przerwy pomiedzy
ischemig przeplatane byly 5 minutowymi okresami reperfuzji. Nastepnie wykonano
jednorazowe zdalne hartowanie przez niedokrwienie konczyny dolnej na poziomie 220
mmHg. W dalszej cze$ci zapoznania uczestnikoOw z procedurami badan przeprowadzono
prébe maksymalnych mozliwosci anaerobowych konczyn dolnych Wingate Anaerobic Test

z pelnym oporem kota zamachowego.

2.7.2. Drugi etap badan

W drugim etapie badan przeprowadzono eksperyment krzyzowy, w ktoérym losowo
przydzielono uczestnikow do dwoch grup (RIPC i SHAM) o tej samej liczebnosci (rycina 1).
Nastepnie W godzinach porannych wszystkim badanym osobom pobrano krew w spoczynku

na czczo wilosci 20ml do analizy biochemicznej. Po pobraniach krwi pierwsza grupa
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badanych (SHAM — grupa placebo) wykonywata jednorazowa procedure zdalnego hartowania
przez niedokrwienie polegajacg na czterokrotnym ucisku konczyny dolnej za pomoca
mankietu do mierzenia ci$nienia dla os6b otylych na poziomie zacisku 20 mmHg przez 5
minut przeplatanych 5 minutowymi okresami reperfuzji. Druga grupa badanych (RIPC)
w tym samym czasie wykonata takze jednorazowa procedur¢ zdalnego hartowania przez
niedokrwienie polegajace na czterokrotnym ucisku konczyny dolnej za pomoca mankietu do
mierzenia ci$nienia dla 0sob otytych, ale na poziomie zacisku 220 mmHg. W grupie RIPC
takze okresy 5 minutowej ischemii byly przeplatane 5 minutowymi okresami reperfuzji.
Godzing od zakonczonej jednorazowej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie
w kazdej z grup wykonano prob¢ maksymalnego wysitku anaerobowego konczyn dolnych za
pomoca 30s Wingate Anaerobic Test. Przed wykonaniem testu maksymalnych mozliwos$ci
anaerobowych kazdy zuczestnikow wykonal 5 minutowg rozgrzewke na ergometrze
rowerowym na poziomie 100W. Po zakonczeniu WANT u wszystkich badanych oséb zostaty
pobrane probki krwi z palca do analizy kwasu mlekowego oraz glukozy w odstepie 3 i 15
minut od wykonanej proby wysitkowej. Nastepnie po 60 1 120 minutach od zakonczenia
WANT u wszystkich badanych zostaty pobrane probki krwi zylnej w objetosci 10ml do
analizy biochemicznej. Siedem dni pdzniej powtorzono procedure badawcza, W ktorej
nastgpita zamiana przydzielonych wczes$niej procedur zdalnego hartowania przez
niedokrwienie w kazdej z grup. Etap ten pozwolit dokona¢ oceny wplywu jednorazowej
procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej niedominujacej na
poziom:

- stezenia wybranych markeréw Stanu zapalnego w surowicy krwi,

- maksymalnych mozliwos$ci anaerobowych,

-stezenia kwasu mlekowego i glukozy oraz wybranych markerow stanu zapalnego

w surowicy krwi indukowanych wysitkiem anaerobowym.
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Rycina 1. Schemat procedury drugiego etapu badan

Skréty; LA — kwas mlekowy; G — glukoza, WAnT — Wingate Anerobic Test (test maksymalnej macy
anaerobowej); RIPC™*- grupa oséb z przeprowadzonq jednorazowq procedurg zdalnego hartowania przez
niedokrwienie z doraZznym uciskiem mankietu sfigmomanometru koriczy dolnej niedominujgcej na poziomie 220
mmHg.SHAMY™ — grupa o0séb z przeprowadzonq jednorazowq procedurq zdalnego hartowania przez
niedokrwienie z udawanym uciskiem mankietu sfigmomanometru koriczyny dolnej niedominujgcej na poziomie
20 mmHg

2.7.3. Trzeci etap badan

Po uptywnie 2 tygodni od zakonczenia drugiego etapu badan rozpoczeto trzeci etap
w formie eksperymentu dwoch réwnolegtych grup podzielonych losowo na RIPC% oraz
SHAM®® (rycina 2). Wszyscy uczestnicy zostali ponownie przebadani pod katem budowy
i sktadu ciata oraz wykonali 30s test maksymalnego wysitku anaerobowego poprzedzony 5
minutowg rozgrzewka na ergometrze rowerowym na poziomie 100W. Po zakonczeniu WAnT
u wszystkich badanych o0sob zostaly pobrane probki krwi z palca do analizy kwasu
mlekowego oraz glukozy w odstepie 3 i 15 minut wykonanej proby wysitkowej. Po 60 i 120
minutach od zakonczenia WAnT u wszystkich badanych zostaly pobrane probki krwi Zylnej
W objetosci 10ml do analizy biochemicznej. W tym etapie badan grupa RIPC!® wykonata
przez 10 kolejnych dni procedure zdalnego hartowania przez niedokrwienie koficzyny dolnej
z uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg. Grupa SHAM® (kontrolna)
wykonata przez 10 kolejnych dni procedure RIPC z uciskiem mankietu sfigmomanometru na
poziomie 20 mmHg. Dzien po zakonczeniu 10 dniowej procedury hartowania przez
niedokrwienie przeprowadzono ponownie badanie budowy i sktadu ciata przy pomocy
impedancji bioelektrycznej. Tego dnia we wszystkich grupach badanych zostata pobrana krew

w spoczynku z opuszka palca do analizy kwasu mlekowego i glukozy oraz krew zylna
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w ilosci 10ml do analiz biochemicznych. Nastepnie wykonano pomiary maksymalnych
mozliwo$ci anaerobowych. Przed rozpoczgciem Wingate Testu wszyscy uczestnicy wykonali
5 minutowg rozgrzewke na ergometrze rowerowym na poziomie 100W. Po wykonanym
WANT zostaly ponownie pobrane z opuszka palca probki krwi w odstepach czasu 3 i 15
minut do analizy kwasu mlekowego i glukozy. Po 60 i 120 minutach od zakonczenia WAnT
zostala pobrana krew zylna do analizy wybranych markeréw stanu zapalnego. Etap ten
pozwolil dokona¢ oceny wplywu 10 dniowej procedury zdalnego hartowania przez

niedokrwienie konczyny dolnej niedominujacej na poziom:

- stezenia wybranych markeréw stanu zapalnego w surowicy krwi,
- maksymalnych mozliwos$ci anaerobowych,
- stezenia kwasu mlekowego i glukozy oraz wybranych markeréw stanu zapalnego

w surowicy krwi indukowanych wysitkiem anaerobowym.
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Rycina 2. Schemat procedury trzeciego etapu badan

Skréoty; LA - kwas mlekowy; G - glukoza, WAnT - Wingate Anerobic Test (test maksymalnej macy
anaerobowej); RIPC119 - grupa oséb z przeprowadzonq 10 dniowq procedure zdalnego hartowania przez
niedokrwienie z doraznym uciskiem mankietu sfigmomanometru koriczy dolnej niedominujgcej na poziomie
220 mmHg.SHAM% — grupa o0séb z przeprowadzonq 10 dniowq procedure zdalnego hartowania przez
niedokrwienie z udawanym uciskiem mankietu sfigmomanometru koriczyny dolnej niedominujqgcej na
poziomie 20 mmHg

2.7.4. Czwarty etap badan

W ostatnim etapie badan ponownie losowo przydzielono uczestnikow do dwoch grup

(RIPC i SHAM) o tej samej liczebnosci. W godzinach porannych wszystkim badanym
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osobom pobrano krew w spoczynku na czczo w ilosci 20ml do analizy biochemicznej. Po
pobraniach krwi pierwsza grupa badanych (SHAM) wykonywata jednorazowa procedurg
zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej polegajaca na czterokrotnym
Ucisku uda za pomocg mankietu do mierzenia ci$nienia dla osob otytlych na poziomie 20
mmHg przez 5 minut przeplatanych 5 minutowymi okresami reperfuzji. Druga grupa
badanych (RIPC) wtym samym czasie wykonala takze jednorazowa procedur¢ zdalnego
hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej wedtug przyjetej wezesniej procedury na
poziomie zacisku uda 220 mmHg. Wszystkim badanym osobom pobrano probki krwi
w odstepach 60 1 120 minut oraz 24 godziny od zakonczenia procedury jednorazowego
zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej. Etap ten pozwolit dokona¢ oceny
wplywu samego jednorazowego zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej

na stgzenie wybranych markerow stanu zapalnego W surowicy krwi.

2.8. Protokoél zdalnego hartowania przez niedokrwienie (RIPC)

Protokét zdalnego hartowania przez niedokrwienie opierat si¢ na modelu
zaproponowanym przez Foster, Giri et al. (2014), wedtug ktorego zacisk na jednej konczynie
dolnej wywolujacy niedokrwienie powinien by¢ aplikowany czterokrotnie przez 5 minut
z sitg zacisku udowego mankietu sfigmomanometru o wartosci przekraczajacej 200 mmHg.
W grupach SHAM ucisk takze zostal wykonany czterokrotnie przy pomocy udowego
mankietu sfigmomanometru do mierzenia cisnienia na poziomie 20 mmHg, co nie miato
wplywu na jakiekolwiek ograniczenie przeptywu Kkrwi w tgtnicy udowej (Rycina 3).
Pomiedzy aplikacjami zacisku gornej czgsci uda nogi przeciwne] do dominujace;,
przeprowadzono 5 minutowe etapy przywrocenia krazenia tzw. reperfuzji. Przed
rozpoczgciem projektu badawczego protokdt zdalnego hartowania przez niedokrwienie zostat
przeprowadzony na 8 ochotnikach, ktéorych poddano badaniu ultrasonograficznemu
przeptywu krwi w tetnicy podkolanowej przez flebologa. Podczas badania protokotu RIPC
z glowica USG Doppler (Edan Instruments GmbH, SonoTrax Basic, Germany) przylegajaca
w dole podkolanowym zaobserwowano catkowite przerwanie przeptywu krwi u wszystkich
ochotnikow (0 cm/s). Z kolei badanie protokolu SHAM wskazywato taka samg predkosé
przeptywu krwi w tetnicy podkolanowej jak bez uzycia mankietu sfigmomanometru (od 42 do

48cm/s w skurczu i od 28 do 30cm/s w rozkurczu serca).
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Rycina 3. Zdjecia USG Doppler (Edan Instruments GmbH, SonoTrax Basic, Germany)
przeptywu krwi W odcinku tetnicy podkolanowej podczas protokotu zdalnego hartowania
przez niedokrwienie z doraznym uciskiem mankietu sfigmomanometru konczy dolnej
niedominujagcej na poziomie 220 mmHg (A) i udawanym uciskiem mankietu
sfigmomanometru konczyny dolnej niedominujacej na poziomie 20 mmHg (B).

2.9. Analizy statystyczne

Do analizy wynikéw zostaly uwzglednione podstawowe statystyki opisowe.
Normalno$¢ rozktadu danych sprawdzono testem Shapiro-Wilka. Do analizy rdznic
miedzygrupowych budowy i sktadu ciata przed jednorazowa procedura zdalnego hartowania
przez niedokrwienie wykorzystano test t-Studenta dla prob niezaleznych. Do analizy budowy
1 sktadu ciata przed oraz po 10 dniowej RIPC w obu grupach postuzono si¢ dwuczynnikowa
analiza wariancji Z powtarzanym pomiarem (2 grupy X 2 punkty czasowe). Wplyw
jednorazowej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej na
poziom maksymalnych mozliwosci anaerobowych (eksperyment krzyzowy) analizowano za
pomoca jednoczynnikowej wariancji powtarzanych pomiarow. W przypadku oceny wpltywu
dziesigciodniowej procedury RIPC na poziom maksymalnych mozliwosci anaerobowych
zastosowano dwuczynnikowg analiz¢ wariancji powtarzanych pomiaréw (2 grupy x 2 punkty
czasowe). Dwuczynnikowg analiza wariancji z powtarzanym (2 grupy x 3 punkty czasowe)
wykorzystano do oceny zmian st¢zenia kwasu mlekowego, glukozy oraz markerow stanu

zapalnego we krwi indukowanych 30s testem Wingate zar6wno po jednorazowej jak rowniez
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przed i po 10 dniowej procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie. Dodatkowo
w celu zbadania efektu hartowania przez niedokrwienie na wyjsciowe st¢zenia wybranych
markerOw  stanu  zapalnego  przeprowadzono dwuczynnikowg analiza  wariancji
z powtarzanym pomiarem odpowiednio dla jednorazowej (2 grupy x 4 punkty czasowe) oraz
10 dniowej procedury RIPC (2 grupy x 2 punkty czasowe). W przypadku uzyskania istotnego
efektu czynnika glownego lub interakcji czynnikow w przeprowadzonych analizach wariancji
z powtarzanym pomiarem zastosowano test post-hoc Tukeya. Istotno$¢ statystyczng
wszystkich wykonanych testow zostala okreslona na poziomie a = 0,05. Wielkosci efektow
kazdego czynnika oraz interakcji obliczono przy uzyciu statystyk czastkowych eta-kwadrat
(m2) w oparciu o zatozenie, ze warto$¢ rowna 0,01 odpowiada matej wielkosci efektu; 0,06
umiarkowanej i duzej 0,14 duzej wielkosci efektu (Levine and Hullett 2002). Analiza
statystyczna zostala wykonana przy uzyciu oprogramowania Statistica 10 (Statsoft Inc. Tulsa,
OK, USA).

W celu okreslenia odpowiedniej wielkosci proby w ramach poszczeg6élnych efektow
gléwnych oraz zachodzacych pomiedzy nimi interakcji zastosowano oprogramowanie
GPower wer. 3.1.9.4 (Franz Faul, Uniwersytet Chrystiana Albrechta w Kilonii, Niemcy).
Minimalna caltkowita wielkos¢ probki dla $redniej wielkosci efektu przy mocy rownej 0,8

I poziomu istotnosci 0,05 wyniosta 24 badanych.
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W tej sekcji przedstawiono wyniki analiz poszczegdlnych zmiennych. Jako pierwsza
zostala zaprezentowana w formie tabelarycznej analiza r6znic budowy i sktadu ciata, zarowno
przed jednorazowa procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej, jak
rowniez przed i po 10 dniowej procedurze RIPC. Nastepnie, omowione zostaty wyniki
maksymalnej wytrzymatosci anaerobowej po jednorazowej oraz 10 dniowej procedurze
zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej. W dalszej czesci przedstawiono
zmiany stgzenia kwasu mlekowego i glukozy we krwi po jednorazowej procedurze zdalnego
hartowania przez niedokrwienie indukowane maksymalnym wysitkiem anaerobowym
a nastepnie zaprezentowano analizy zmian stezenia kwasu mlekowego 1 glukozy we krwi
indukowanych maksymalnym wysitkiem anaerobowym przed i po 10 dniowej procedurze
zdalnego hartowania przez niedokrwienie. w ostatniej czeSci omdéwiono kolejno zmiany

warto$ci stezenia markeréw Stanu zapalnego w surowicy:

1) indukowanych maksymalnym wysitkiem anaerobowym,

2) Wwylacznie jednorazowa procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie,

3) jednorazowa procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie indukowang
maksymalnym wysitkiem anaerobowym,

4) wylacznie 10 dniowa procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie,

5) przed i po 10 dniowej procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie

indukowanych maksymalnym wysitkiem anaerobowym.

Zmiany maksymalnego wysitku anaerobowego, st¢zania mleczanow, glukozy oraz
markeréw stanu zapalnego W surowicy krwi zostaty zaprezentowane w zbiorczych wykresach
zawierajgcych warto$ci $rednie oraz odchylenia standardowe w obu grupach. z kolei warto$ci
efektow gtownych oraz interakcji miedzy nimi dla kazdej zmiennej zostaly przedstawione

w tabelach.
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3.1. Analiza budowy i skladu ciala

3.1.1. Charakterystyka budowy i skladu ciala przed jednorazowa procedura zdalnego
hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej

Analiza testu t studenta badanych wskaznikéw budowy i sktadu ciata nie wykazata
istotnych réznic pomigdzy grupami przed jednorazowg procedurg zdalnego hartowania przez

niedokrwienie konczyny dolnej (Tabela 1).

Tabela 1. Wyniki analizy budowy i sktadu ciata przed jednorazows procedurg zdalnego
hartowania przez niedokrwienie konczyny dolne;j

Zmienna J.m. RIPC SHAM P
Wysoko$¢ ciata [cm] 180,31 + 4,37 181,30 4,77 0.55
Masa Ciata [ka] 75,15+ 8,41 78,79 £ 8,66 0.13
BMI [kg/m?] 23,11+2,38 23,96 + 2,37 0.17
: i adéni 39,83 +3,91
Ca%kOW{ta masa mies$ni k] 37.74 + 2,98 0.07
szkieletowych
Calkowita masa
icaczonn [kg] 9224522 9,45+5,15 0.87
Procentowa zawartos¢ g, 1y 11,87 45,11 11724553 0.97

masy tluszczowej

Skroty: J.M, jednostka miary;, RIPCuy grupa z przeprowadzong jednorazowg procedurq zdalnego hartowania
przez niedokrwienie koriczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPC);
SHAM1y, grupa z przeprowadzong jednorazowq procedurqg zdalnego hartowania przez niedokrwienie korczyny
dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie 20 mmHg, BMI, body mass index (wskaznik masy
ciata); MC, masa ciata
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3.1.2. Charakterystyka budowy i skladu ciala przed oraz po 10 dniowej

procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej

Wyniki dwuczynnikowej wariancji wskaznikow budowy i sktadu ciata nie wykazaty
w badanych grupach istotnych roznic zaréwno przed jak i po 10 dniowej procedurze

hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej (Tabela 2).

Tabela 2. Warto$ci srednie i odchylania standardowe wynikow budowy oraz sktadu ciata

przed i po 10 dniowej procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej

Zmienna J.m. RIPCiox SHAM 1o«
Przed Po P Przed Po P
Masa Ciala [kg]  75,52+7,551 7501+7,70 053 79,18 +8,99 79,03+871  0.89
BMI [kg/m?] 23,11+2,38 2295+2,19 0.48 2396 £2,37 24,19+2,36 0.81

Calkowita masa
[ka] 37,65+226 37,56+2,78 090  3920+£3,97 39,48+4,28 0.87
miesni szkieletowych

Calkowita masa
[ka] 9,77+£5,97 9,44 +5,65 0.28 10,75+ 4,77 10,40 + 4,58 0.21
thuszczowa

Procentowa
zawarto$¢ masy [% MC] 12,48+597 12,18+592  0.42 13,33 £4,97 12,94 +5,06 0.16

thuszczowej

Skroty: J.M, jednostka miary;, RIPCix grupa z przeprowadzong jednorazowq procedurq zdalnego hartowania
przez niedokrwienie konczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPC);
SHAMzyy, grupa przeprowadzong jednorazowq procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny
dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie 20 mmHg, BMI, body mass index (wskaznik masy
ciata); MC, masa ciata
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3.2. Analiza poziomu maksymalnych mozliwo$ci anaerobowych

3.2.1. Wplyw jednorazowej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie

konczyny dolnej na poziom maksymalnych mozliwosci anaerobowych

Analiza wariancji wynikéw 30s testu Wingate po jednorazowej procedurze hartowania
przez niedokrwienie nie wykazata istotnych roéznic pomigdzy grupami (Tabela 3). Mimo tego
faktu na uwage zastuguja wyniki czasu osiggnigcia mocy szczytowej w grupie RIPCiy,
ktorych $rednie wartosci W porownaniu do SHAMix byly o 0,87s krotsze (Rycina 4). Sita

efektu tego wskaznika byla na poziomie umiarkowanym.

Tabela 3. Jednoczynnikowa analiza wariancji wynikow 30s  Wingate testu

po jednorazowej procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej

) F (stopnie Wielkos¢
Zmienna Efekt swobody) P efektu (1)
Bezwzgle;crlna w.ar.toéé Grupa 0,06 (1, 35) 0,8 <0,01
mocy $redniej
Moc $rednia
znormalizowana do masy Grupa 1,26 (1, 35) 0,26 0,03
ciata
Bezwzgledna warto$¢ Grupa 0,07 (1, 35) 0,79 <0,01

mocy szczytowej

Moc szczytowa
znormalizowana Grupa 1,19 (1, 35) 0,28 0,03
do masy ciata

Czas uzyskania mocy

szczytowej Grupa 1,76 (1, 35) 0,17 0,06

Wskaznik spadku mocy Grupa 0,04 (1, 35) 0,82 <0,01
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Rycina 4. Wyniki 30s Wingate test po jednorazowej procedurze zdalnego hartowania przez
niedokrwienie konczyny dolnej (wartosci $rednie i odchylenia standardowe).

Znaczniki: Biate stupki dotyczq grupy z przeprowadzong jednorazowq procedurg zdalnego hartowania przez
niedokrwienie koriczyny dolnej z uciskiem mankietu sfingonanometrycznego na poziomie 20 mmHg (SHAMyy).
Szare stupki dotyczq grupy 7 przeprowadzong jednorazowq procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie
konczyn dolnej z uciskiem mankietu sfingonanometrycznego na poziomie 220 mmHg (RIPCuy). 4, bezwzgledna
wartoS¢ mocy sredniej; B, wartos¢ mocy sredniej znormalizowanej do masy ciata; C, bezwzgledna wartos¢ mocy
szezytowej; D, bezwzgledna wartos¢ mocy szczytowej znormalizowanej do masy ciata; E, czas uzyskania mocy
szezytowej, F, wskaznik spadku mocy
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3.2.2. Wplyw 10 dniowej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny

dolnej na poziom maksymalnych mozliwosci anaerobowych

Analiza wariancji wynikéw 30s Wingate testu wykazala istotny efekt 10 dniowej
procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie w grupie stosujgcej ucisk mankietu
sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (Tabela 4). W wyniku zakonczonego
eksperymentu w grupie RIPCiox zaobserwowano 4,81% (p<0,05) wzrost bezwzglednych
wartosci mocy S$redniej 1 6,25% (p<0,05) mocy maksymalnej, jak rowniez 4,79% (p<0,05)
wzrost znormalizowanych do masy ciata warto$ci mocy $redniej i 6.38% (p<0,05) mocy
maksymalnej. W grupie SHAM1ox wyniki maksymalnych mozliwos$ci anaerobowych po 10
dniach pozorowanej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie pozostaly na

podobnym poziomie wzgledem warto$ci wyjsciowych (Rycina 5).

Tabela 4. Dwuczynnikowa analiza wariancji z powtarzanym pomiarem (2 grupy X 2 punkty
czasowe) wynikow 30s Wingate testu przed i po 10 dniowej procedurze zdalnego hartowania
przez niedokrwienie konczyny dolne;.

F (stopnie Wielko$¢

Zmienna Efekt swobody) efektu (1) Post-hoc
Bezwzgledna Grupa 0,87 (1, 35) 035 0,02
War,tosdc mocy WANT 19,89 (1,35)  <0,01 0,36 Przed < Po
sredniey Grupax WANT 6,28 (1, 35) 0,01 0,15 Przed RIPCyox < P0 RIPC1oy
Moc $rednia Grupa 0,42 (1, 35) 0,52 0,01
znormalizowana WANT 16,38 (1, 35) <0,01 0,31 Przed < Po
do masy ciata  Grupax WAnT 6,53 (1, 35) 0,01 0,16  Przed RIPCyox < PO RIPCyox
Bezwzgledna Grupa 1,78 (1, 35) 018 0,04
wartosc mocy WANT 16,51(1, 35) <0,01 0,32 Przed < Po
szczytowej Grupax WAnT 5,38 (1, 35) 0,02 0,13  Przed RIPCiox < P0 RIPCiox
Moc szczytowa Grupa 0,01 (1, 35) 0,90 <0,01
znormalizowana WANT 14,45 (1, 35) <0,01 0,29 Przed < Po
do masy ciata Grupax WAnT 5,86 (1, 35) 0,02 0,14 Przed RIPC1ox < Po RIPC1ox
Czas uzvskania Grupa 0,01 (1, 35) 0,92 <0,01
o Szgz owe WANT 1,06 (1, 35) 0,30 0,02
Y SZCZYIOWE] Grupax WANT 0,03 (1, 35) 085 <001
. Grupa 1,01 (1, 35) 0,31 0,02
WSkaZrﬁgz spadku WART 1,47 (1, 35) 0,23 0,04
y Grupax WANT 0,30 (1, 35) 0,58 0,01

Skroty: WAnT- Wingate Anaerobic Test; RIPCiox- grupa osob 1z przeprowadzong 10 dniowg procedurg
hartowania przez niedokrwienie koriczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie 220mmHg.
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Rycina 5. Wyniki jednorazowego 30s Wingate testu przed i po 10 dniowym zdalnym
hartowaniu przez niedokrwienie konczyny dolnej (wartosci $rednie 1 odchylenia
standardowe).

Znaczniki: Biate stupki dotyczq grupy 7 przeprowadzong 10 dniowg procedurq zdalnego hartowania przez
niedokrwienie kornczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie 20 mmHg (SHAM1x). Szare
stupki dotyczq grupy 7 przeprowadzong 10 dniowq procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie
koriczyn  dolnej  zuciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPCigy).
A, bezwzgledna wartos¢ mocy Sredniej; B, wartoS¢ mocy Sredniej znormalizowanej do masy ciata; C,
bezwzgledna wartos¢ mocy szczytowej; D, bezwzgledna wartos¢ mocy szczytowej znormalizowanej do masy
ciata; E, czas uzyskania mocy szczytowej; F, wskaznik spadku mocy, *istotna roznica na poziomie p <0.01.
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3.3. Analiza stezenia kwasu mlekowego i glukozy we krwi

3.3.1. Wplyw jednorazowej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie
konczyny dolnej na zamiany stezenia kwasu mlekowego i glukozy we krwi

indukowanych maksymalnym wysilkiem anaerobowym

Analiza wariancji stezenia kwasu mlekowego i glukozy we krwi indukowanego
maksymalnym wysitkiem anaerobowym po jednorazowej procedurze zdalnego hartowania
przez niedokrwienie, podobnie jak przed eksperymentem, wykazata istotny efekt czynnika
stanowigcego 30s Wingate test (Tabela 5). Jednakze oprocz istotnego wzrostu stezenia kwasu
mlekowego oraz glukozy we krwi 2min (LA, 762,78%; G, 15,69%) i 15min (LA, 709,93%;
G, 9,55%) po wysitku, zauwazono, ze Srednie wartosci obu markeréw 3min po wysitku byty
istotnie wyzsze wzgledem pozostatych poborow. Istotna interakcja czynnika grupowego i1 30s
Wingate test wykazata w grupie RIPCix 0 22,80% (p<0,05) wyzszy poziom st¢zenia kwasu
mlekowego 1 8,98% (p<0,05) wyzszy poziom stezenia glukozy we krwi 3min po wysitku

w poréwnaniu do SHAMaix (Rycina 6).

Tabela 5. Dwuczynnikowa analiza wariancji z powtarzanym pomiarem (2 grupy X 3 punkty
czasowe) stezenia kwasu mlekowego i glukozy we krwi po jednorazowej procedurze
zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej indukowanego 30s Wingate
testem

. . Wielkosé
Zmienna Efekt F (stopnie swobody) P efektu () Post-hoc
Grupa 1541 (1, 35) <0,01 0,33 RIPC1x > SHAM 1«
WANT 787,38 (1, 35) <001 0,96 F< I 0 1>
LA Grupa x WANnT 10,22 (2, 70) <001 0,24 I-RIPCyx < II, HI-RIPCyx
II-RIPCyx > 11-RIPCx
I-SHAM:x < 11, HII-SHAM 1
II-RIPCyx > 1I-SHAM
Grupa 0,41 (1, 35) 052 0,01
WANT 43,21 (1, 35) <0,01 0,59 F<IL 0 1>
G Grupa x WANT 10,54 (2, 70) <0,01 0,26 I-RIPCuix < II, HHI-RIPC1x
I-RIPCyx > IHI-RIPCay
I-SHAM i < 11, HI-SHAM 1

II-RIPPCyx > I1-SHAM 1«

Skroty: LA — kwas mlekowy; G — glukoza; WANnT —Wingate Anaerobic Test; | —pobor krwi spoczynkowej,; II —
pobor krwi 3 min po wysitku; III — pobor krwi 15 min po wysitku; SHAMy, grupa osob z przeprowadzong
jednorazowg procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej z uciskiem mankietu
sfigmomanometru hartowania przez niedokrwienie koriczy dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na
poziomie 220 mmHg.
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Rycina 6. Stezenie kwasu mlekowego i glukozy we krwi po jednorazowej procedurze zdalnego
hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej indukowane 30s Wingate testem (wartosci $rednie
i odchylenia standardowe).

Skroty: A— kwas mlekowy (LA); B — glukoza (G); | —pobor krwi w stanie spoczynkowym; Il — pobdr krwi 3 min
po wysitku, III — pobor krwi 15 min po wysitku,

Znaczniki: Biale kotka polqczone przerywang linig dotyczq grupy osob 7 przeprowadzong 10 dniowg procedurg
zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie
20 mmHg (SHAMuy). Szare kwadraty polqczone przerywang linig dotyczq grupy osob z przeprowadzong 10
dniowqg procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczy dolnej 7 uciskiem mankietu
sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPC1y);

*istotna roznica pomigdzy grupami na poziomie p <0.01; 1 istotna roznica pomiedzy poborem krwi 120 min po
wysitku na poziomie p<0,01

Analiza testow post hoc wykazata réwniez, ze tylko w grupie RIPC1x zaobserwowano
spadek stezenia kwasu mlekowego o 15,10 % (p<0,05) i glukozy 0 9,88 % (p<0,05) pomiedzy
drugim (3min po 30s Wingate test) i trzecim poborem krwi (15min po 30s Wingate test).

W grupie SHAMix stezenia kwasu mlekowego i glukozy zanotowane 3min i 5min po

maksymalnym wysitku anaerobowym utrzymywaty si¢ na podobnym poziomie.
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3.3.2. Wplyw maksymalnego wysilku anaerobowego na zamiany ste¢zenia kwasu
mlekowego i glukozy przed 10 dniowa procedura zdalnego hartowania przez

niedokrwienie konczyny dolnej

W wyniku analizy wariancji ste¢zania kwasu mlekowego i1 glukozy we krwi wykazano
istotny efekt czynnika stanowigcego 30s Wingate test (Tabela 6). Niezaleznie od podziatu
grupowego istotny wzrost stezenia kwasu mlekowego i glukozy zaobserwowano w poborze
krwi 3min 1 15min po wysitku wzgledem wartosci wyjsciowych (Rycina 7). Dla
zaobserwowanych zmian stezania kwasu mlekowego we krwi W obu grupach, najwiekszy
wzrost zanotowano 15min po wysitku (871,2 %; p<0,05). Z kolei najwigksze zmiany stezenia
glukozy zanotowano w drugim poborze krwi 3min po 30s Wingate tescie. Usredniona

warto$¢ stezania glukozy we krwi dla obu grup wzrosta o 10,55% (p<0,05).

Tabela 6. Dwuczynnikowa analiza wariancji z powtarzanym pomiarem (2 grupy X 3 punkty
czasowe) stezenia kwasu mlekowego i glukozy we krwi indukowanego 30 s Wingate testem
przed 10 dniowa procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej

. . Wielkosé
Zmienna Efekt F (stopnie swobody) P efektu (1) Post-hoc
Grupa 0,61 (1, 35) 0,44 0,01
LA WANT 875,14 (1, 35) <0,01 0,96 1<, 1l
Grupa x WANT 0,21 (2, 70) 081 <0,01
Grupa 0,11 (1, 35) 0,52 0,01
G WANT 24,77 (1, 35) <0,01 0,41 1<, 1l
Grupa x WANT 1,22 (2, 70) 0,29 0,03

Skroty: LA — kwas mlekowy; G — glukoza; WANT —Wingate Anaerobic Test; | —pobor krwi
spoczynkowej; Il — pobdr krwi 3 min po wysitku, III — pobor krwi 15 min po wysitku
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Rycina 7. Stgzenia kwasu mlekowego oraz glukozy we krwi indukowanego 30s Wingate
testem przed 10 dniowg procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej
(warto$ci srednie i odchylenia standardowe).

Skroty : A — kwas mlekowy (LA); B — glukoza (G); ; | —pobor krwi spoczynkowej Il — pobér krwi 3 min po
wysitku; III — pobor krwi 15 min po wysitku; Znaczniki: Biale kétka polgczone przerywang linig dotyczg grupy
0sob 7 przeprowadzong 10 dniowq procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej
z uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie 20 mmHg (SHAMoy). Szare kwadraty potgczone przerywang
linig dotyczq grupy o0sob 1 przeprowadzong 10 dniowq procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie
konczy dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru niedominujgcej na poziomie 220 mmHg (RIPC1oy)

3.3.3. Wplyw 10 dniowej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny
dolnej na zamiany stezenia kwasu mlekowego i glukozy we krwi indukowanych

maksymalnym wysilkiem anaerobowym

Po 10 dniowej procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej
analiza wariancji stezenia kwasu mlekowego i glukozy we krwi indukowanego maksymalnym
wysitkiem anaerobowym takze wykazata istotny efekt czynnika stanowigcego 30s Wingate
test (Tabela 7). Niezalezenie od podzialu grupowego istotny wzrost st¢zenia kwasu
mlekowego we krwi zaobserwowano 3min po (939,49%) i 15min po maksymalnym wysitku
anaerobowym (973,94%) wzgledem wartoSci wyjsciowych. W przypadku glukozy jej
stezenie wzrosto o 12,48% (p<0,05) 3min po i 9,65 % 15min po 30s Wingate test wzgledem
warto$ci wyjsciowych. W przeprowadzonej analizie wariancji zanotowano rowniez istotng
interakcje czynnika grupowego i 30s Wingate test dla stezania kwasu mlekowego we krwi.
Testy post hoc wykazaty w grupie RIPC1ox 0 12,08% (p<0,05) wyzsze wyniki LA 15min po
wysitku w porownaniu do SHAM1ox (Rycina 8). W przypadku zamian stgzenia glukozy po 10
dniowej procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie indukowanych maksymalnym

wysitkiem anaerobowym nie zanotowano istotnych réznic pomiedzy grupami.
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Tabela 7. Dwuczynnikowa analiza wariancji z powtarzanym pomiarem (2 grupy x 3 punkty
poboru) wynikow stezenia kwasu mlekowego 1 glukozy we krwi po 10 dniowej procedurze
zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej indukowanej 30s testem Wingate

. . Wielkosé
Zmienna Efekt F (stopnie swobody) P efektu (n?) Post-hoc
LA Grupa 212 (1, 35) 0,44 0,01
WANT 1601,29 (1, 35) <0,01 0,97 I<I1 1
Grupa x WANT 4,54 (1, 35) 0,01 0,11 I1-RIPCyox > 11I-SHAM10x
Grupa 0,11 (1, 35) 0,52 0,01
G WANT 24,77 (1, 35) <0,01 0,41 I <11, I
Grupa x WANT 1,22 (1, 35) 0,29 0,03

Skroty: LA — kwas mlekowy; G — glukoza; WANnT —-Wingate Anaerobic Test; | —pobdr krwi w stanie
spoczynkowym; Il — pobér krwi 2 min po wysitku, III — pobdr kwri 15 min po wysitku, SHAM*10x, grupa oséb
z przeprowadzong 10 dniowq procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie koriczyny dolnej z uciskiem
mankietu sfigmomanometru na poziomie 20 mmHg; RIPCio, grupa oséb z przeprowadzong 10 dniowq
procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczy dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na
poziomie 220 mmHg.
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Rycina 8. St¢zenia kwasu mlekowego i glukozy po 10 dniowej procedurze zdalnego
hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej indukowanej 30s testem Wingate (wartosci
srednie 1 odchylenia standardowe).

Skroty: A— kwas mlekowy (LA); B — glukoza (G); | —pobor krwi w stanie spoczynkowym; Il — pobdr krwi 3 min
po wysitku, Il — pobor krwi 15 min po wysitku.

Znaczniki: Biale kotka polqczone przerywang linig dotyczq grupy osob 7 przeprowadzong 10 dniowq procedurg
zdalnego hartowania przez niedokrwienie koniczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie

20 mmHg (SHAMuoy). Szare kwadraty polgczone przerywang linig dotyczq grupy osob z przeprowadzong 10
dniowqg procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczy dolnej 7 uciskiem mankietu

sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPCiox)
*istotna roznica pomiedzy grupami na poziomie p <0.01
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3.4. Analiza stezenia markerow stanu zapalnego

3.4.1. Wplyw jednorazowej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie

konczyny dolnej na zmiany stezenia wyjsciowego markerow stanu zapalnego we krwi

Analiza wariancji wynikow stezenia markeroOw stanu zapalnego zaprezentowano
w Tabela 8. Wyniki badan nie wykazatly istotnych efektow po jednorazowej procedurze
zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej. Poziom stezenia badanych
markeréow stanu zapalnego we wszystkich poborach krwi po wykonaniu jednorazowej
procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie uksztaltowat si¢ na zblizonym poziomie

w obu grupach (Rycina 9a i 9b).
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Tabela 8. Dwuczynnikowa analiza wariancji z powtarzanym pomiarem (2 grupy X 4 punkty
czasowe) stgzenia wyjSciowego markeréw stanu zapalnego po jednorazowej procedurze

zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej

. . Wielkos$¢
Zmienna Efekt F (stopnie swobody) P efektu (%)

ANG Grupa 0,35 (1, 35) 0,55 0,02
P-RIPCyy 0,33 (1,35) 0,78 0,02
Grupa x P-RIPCix 0,20 (2, 70) 0,89 0.01
Grupa 1,23 (1, 35) 0,27 0,05
ANGTP1 P-RIPCyy 0,90 (1, 35) 0,44 0,03
Grupa x P-RIPCix 0,66 (2, 70) 0,57 0,02
BDNE Grupa 0,88 (1, 35) 0,35 0,04
P-RIPCyx 0,64 (1, 35) 0,58 0,02
Grupa x P-RIPCyy 0,73 (2, 70) 0,53 0,03
Grupa 1,37 (1, 35) 0,25 0,06
FSTL-1 P-RIPCyy 0,29 (1, 35) 0,82 0,01
Grupa x P-RIPCix 0,16 (2, 70) 0,91 0,01

Grupa 0,04 (1, 35) 0,83 <0,01
GDF-15 P-RIPCyy 0,83 (1, 35) 0,47 0,03
Grupa x P-RIPCyy 0,74 (2, 70) 0,52 0,03
Grupa 0,34 (1, 35) 0,56 0,01
IL-6 P-RIPCyy 0,43 (1, 35) 0,72 0,02
Grupa x P-RIPCix 0,72 (2, 70) 0,53 0,03

Grupa 0,01 (1, 35) 0,98 <0.01
IL-10 P-RIPCyy 0,65 (1, 35) 0,65 0.02
Grupa x P-RIPCix 0,41 (2, 70) 0,74 0.01
Grupa 1,45 (1, 35) 0,24 0,06
IL-15 P-RIPCyy 1,66 (1, 35) 0,18 0,07

Grupa x P-RIPCyy 0,14 (2, 70) 0,93 <0,01
Grupa 0,10 (1, 35) 0,74 0,01
LIF P-RIPCyy 0,89 (1, 35) 0,45 0,04
Grupa x P-RIPCix 1,31 (2, 70) 0,27 0,06
Grupa 0,29 (1, 35) 0,59 0,01
OSM P-RIPCyy 0,60 (1, 35) 0,61 0,02
Grupa x P-RIPCyy 0,87 (2, 70) 0,45 0,03
Grupa 0,55 (1, 35) 0,46 0,03
TIMP-1 P-RIPCyy 0,46 (1, 35) 0,70 0,02
Grupa x P-RIPCix 0,42 (2, 70) 0,73 0,01

Skroty, ANG — angiogenia; ANGP1- angiopoetyna; BDNF -neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego;
FSTL-1 — folistatyna; GDF-15 — réznicujgcy czynnik wzrostu, IL-6 — interleukina 6; IL-10 — interleukina 10
IL15 — interleukina 15; LIF — czynnik hamujgcy biataczke; OSM — onkostatyna m; TIMP-1 inhibitor
metaloproteinazl; P-RIPC 1— jednorazowa procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie
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Rycina 9a. Stezenie wyjsciowe markerow stanu zapalnego we Krwi po jednorazowej
procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej (wartosci s$rednie
i odchylenie standardowe)

Skroty: ANG — angiogenia (A); ANGP1- angiopoetyna (B); BDNF -neurotroficzny czynnik pochodzenia
mozgowego (C); FSTL-1 — folistatyna (D); GDF-15 — réznicujgcy czynnik wzrostu (E). ); | —pobor krwi w stanie
spoczynkowym; Il — pobor krwi 60 min po, Il — pobor krwi 120 po; VIII - pobor krwi 24h po jednorazowej
procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie.

Znaczniki: Biate kotka polgczone przerywang linig dotyczqg grupy osob z przeprowadzonq jednorazowg
procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na
poziomie 20 mmHg (SHAMiy). Szare kwadraty polgczone przerywang linig dotyczqg grupy o0séb
Z przeprowadzong jednorazowq procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie korniczy dolnej z uciskiem
mankietu sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPC)
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Rycina 9b. Stezenie wyjsciowe markeréw stanu zapalnego we krwi po jednorazowej
procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej (wartosci srednie
i odchylenie standardowe)

Skroty: IL-6 — interleukina 6 (F); I1L-10 — interleukina 10 (G); IL-15 — interleukina 15 (H); LIF — czynnik
hamujgcy biataczke (I); OSM — onkostatyna m (J); TIMP-1 inhibitor metaloproteinaz 1 (K); | —pobor krwi
w stanie spoczynkowym; Il — pobdr krwi 60 min po, III — pobor krwi 120 po,; VIII - pobor krwi 24h po
jednorazowej procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie.

Znaczniki: Biale kolka polgczone przerywang linig dotyczq grupy osob 1z przeprowadzong jednorazowgq
procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie koriczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na
poziomie 20 mmHg (SHAMy). Szare kwadraty polgczone przerywang linig dotyczg grupy o0sob
z przeprowadzong jednorazowq procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie kornczy dolnej z uciskiem
mankietu sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPCiy)
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3.4.2. Wplyw jednorazowej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie
konczyny dolnej na zmiany stezenia markerow stanu zapalnego we krwi indukowanych

maksymalnym wysilkiem anaerobowym

Analiza wariancji st¢zenia markerow stanu zapalnego we krwi indukowanego
maksymalnym wysitkiem anaerobowym po jednorazowej procedurze zdalnego hartowania
przez niedokrwienie konczyny dolnej, podobnie jak przed eksperymentem, wykazata istotny
efekt czynnika stanowigcego 30s Wingate test w FSTL-1, GDF-15 i TIMP-1 (Tabela 9).
Podczas gdy zaobserwowano 5,32% wzrostu stezenia W surowicy FSTL-1 (p<0,05) i 10,14%
GDF-15 (p<0,05) 60min po wysitku (Rycina 10a), TIMP-1 istotnie zmalalo o 14,91%
(p<0,05; Rycina 12). Ponadto analizy wariancji stezenia markerow GDF-15 oraz TIMP-1
w surowicy po jednorazowej procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie
indukowanej maksymalnym wysitkiem anaerobowym wykazaly istotng interakcje czynnika
grupowego i 30s Wingate test. Wyniki testu post hoc w przypadku GDF-15 pozwolity
zaobserwowac z jednej strony istotny wzrost stezenia o 22,44% (p<0,05) 60min po wysitku
w grupie SHAM 1y, natomiast z drugiej strony wartosci stezenia GDF-15 w grupie RIPCix nie
zanotowaty widocznych zmian. Analogicznie do GDF-15 wyniki testu post hoc dla stezenia
TIMP-1 réwniez nie wykazaty istotnych zmian w grupie RIPC1x. Jednakze w grupie SHAM 1y
zaobserwowane zmiany st¢zenia TIMP-1 60min po wysitku zanotowaty spadek o 29,20%
(p<0,05) wzgledem wartosci wyjsciowych, co wplyneto réwniez na uzyskanie istotnie
nizszej warto§ci W porownaniu do RIPCix (Rycina 10b). Wyniki stezenia GDF-15 i TIMP-
1 120min po wysitku powrdcity do poziomu zblizonego warto$ciom wyjsciowym. Po
jednorazowej procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie zauwazono takze istotny
efekt czynnika grupowego wobec zmiany st¢zenia ANG oraz ANGTP1 we krwi
indukowanego 30s testem Wingate. Réznica migdzygrupowa dla ANG wyniosta 31,89%
(p<0,05) a dla ANGTP1 25,33% (p<0,05). Ponadto analiza wariancji wynikow stezenia ANG
wykazata istotng interakcje czynnika grupowego i 30s Wingate test, wskazujac na istotng
roznicg pomiedzy grupami 60min po wysitku (43,51%). Wsrdéd pozostatych badanych
markerow stanu zapalnego nie zanotowano istotnych efektow po jednorazowej procedurze

zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolne;j.
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Tabela 9. Dwuczynnikowa analiza wariancji z powtarzanym pomiarem (2 grupy x 3 punkty
czasowe) stezenia markerdéw stanu zapalnego we krwi po jednorazowej procedurze zdalnego
hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej indukowanej 30s Wingate testem

F (stopnie Wielkos$¢
Zmienna Efekt P efektu Post-hoc
swobody) 2
M%)
Grupa 8,12 (1, 35) <0,01 0,27 SHAMX > RIPC*
ANG WANT 1,81 (1, 35) 0,17 0,07
Grupa x WANT 3,25 (2, 70) 0,04 0,13 II-SHAM> > |I-RIPC™
Grupa 4,13 (1, 35) 0,05 0,17 SHAMX < RIPC*
ANGTP1 WANT 0,41 (1, 35) 0,66 0,02
Grupa x WANT 1,13 (2, 70) 0,33 0,05
BDNE Grupa 0,27 (1, 35) 0,60 0,01
WANT 2,31 (1, 35) 0,11 0,10
Grupax WANT 2,31 (2, 70) 0,11 0,10
Grupa 0,48 (1, 35) 0,49 0,02
FSTL-1 WANT 3,68 (1, 35) 0,03 0,15 n>1, 11
Grupax WANT 0,35 (2, 70) 0,70 0,01
Grupa 0,10 (1, 35) 0,74 0,01
GDF-15 WANT 5,99 (1, 35) <0,01 0,22 1>1, 1
Grupax WANT 5,01 (2, 70) 0,01 0,19 [1-SHAM > [, 11I-SHAMX
Grupa 1,60 (1, 35) 0,22 0,07
IL-6 WANT 0,49 (1, 35) 0,61 0,02
Grupax WANT 1,41 (2, 70) 0,25 0,06
Grupa 0,13 (1, 35) 0,71 <0,01
IL-10 WANT 0,16 (1, 35) 0,85 <0,01
Grupa x WANT 0,87 (2, 70) 0,42 0,04
Grupa 0,49 (1, 35) 0,49 0,02
IL-15 WANT 1,75 (1, 35) 0,18 0,08
Grupax WANT 1,48 (2, 70) 0,23 0,07
Grupa 3,00 (1, 35) 0,09 0,13
LIF WANT 0,08 (1, 35) 0,91 <0,01
Grupa x WANT 0,21 (2, 70) 0,80 0,01
Grupa 2,37 (1, 35) 0,14 0,10
OSM WANT 0,36 (1, 35) 0,69 0,01
Grupa x WANT 0,72 (2, 70) 0,48 0,03

Skroty; WAnT- Wingate Anaerobic Test; ANG — angiogenia; ANGP1- angiopoetyna; BDNF -neurotroficzny
czynnik pochodzenia mézgowego;, FSTL-1 — folistatyna; GDF-15 — réznicujgcy czynnik wzrostu;, IL-6 —
interleukina 6; IL-10 — interleukina 10, IL-15 — interleukina 15; LIF — czynnik hamujqcy biataczke; OSM —
onkostatyna m; TIMP-1 inhibitor metaloproteinaz 1; | —-pobér krwi w stanie spoczynkowym; Il — pobor krwi 60 min
po wysitku; Il — pobor krwi 120 min po wysitku, SHAM1x — grupa osob 7 przeprowadzong jednorazowq procedurg
zdalnego hartowania przez niedokrwienie koriczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie 20
mmHg; RIPCix - grupa oséb z przeprowadzong jednorazowq procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie
konczy dolnej 7 uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPCyy).
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Rycina 10a. St¢zenie markerow stanu zapalnego we krwi po jednorazowej procedurze
zdalnego hartownia przez niedokrwienie konczyny dolnej indukowanej 30s testem Wingate

(warto$ci $rednie i odchylenie standardowe)

Skroty: ANG — angiogenia (A); ANGP1- angiopoetyna (B); BDNF -neurotroficzny czynnik pochodzenia
mozgowego (C); FSTL-1 — folistatyna (D); GDF-15 — réznicujgcy czynnik wzrostu (E), I —pobor krwi w stanie
spoczynkowym; Il — pobor krwi 60 min po wysitku, Il — pobdr krwi 120 min po wysitku.

Znaczniki: Biate kotka polgczone przerywangq linig dotyczqg grupy osob 7 przeprowadzong jednorazowg
procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie koriczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na
poziomie 20 mmHg (SHAMiy). Szare kwadraty polgczone przerywang linig dotyczqg grupy o0séb
Z przeprowadzong jednorazowq procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie koriczy dolnej z uciskiem
mankietu sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPCyy).

*istotna réznica pomiedzy grupami na poziomie p<0.0 I, #istotna réznica pomiedzy poborem krwi W spoczynku

na poziomie p<0.01
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Rycina 10b. Stezenie markeré6w stanu zapalnego we krwi po jednorazowej procedurze
zdalnego hartownia przez niedokrwienie konczyny dolnej indukowanej 30s Wingate testem

(wartosci $rednie 1 odchylenie standardowe)

Skroty: 1L-6 — interleukina 6 (F); IL-10 — interleukina 10 (G); IL-15 — interleukina 15 (H); LIF — czynnik
hamujgcy biataczke (I); OSM — onkostatyna m (J); TIMP-1 inhibitor metaloproteinaz 1 (K), | —pobor krwi
w stanie spoczynkowym; Il — pobor krwi 60 min po wysitku, 11l — pobor krwi 120 min po wysitku.

Znaczniki: Biale kolka polgczone przerywang linig dotyczq grupy osob 1z przeprowadzong jednorazowq
procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie koriczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na
poziomie 20 mmHg (SHAMiy). Szare kwadraty polgczone przerywang linig dotyczqg grupy o0séb
Z przeprowadzong jednorazowq procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie koviczy dolnej z uciskiem
mankietu sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPC).

*istotna réznica pomigdzy grupami na poziomie p<0.01; #istotna réznica pomigdzy poborem krwi w spoczynku

na poziomie p<0.01
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3.4.3. Wplyw maksymalnego wysilku anaerobowego na zamiany st¢zenia markerow
stanu zapalnego we krwi przed 10 dniowa procedura zdalnego hartowania przez

niedokrwienie konczyny dolnej

Przeprowadzona analiza wariancji stezenia markerow stanu zapalnego we krwi
indukowanego 30s testem Wingate przed 10 dniowg procedurg zdalnego hartowania przez
niedokrwienie konczyny dolnej wykazata istotny efekt czynnika stanowigcego 30s Wingate
test jedynie dla FSTL-1, GDF-15 i TIMP-1 (Tabela 10). Niezaleznie od podziatu grupowego,
podczas gdy zanotowano 5,82% wzrostu stezenia FSTL-1 (p<0,05) i 15,09% GDF-15
(p<0,05) 60min po maksymalnym wysitku anacrobowym (Rycina 11a), stezenie TIMP-1
zmalato o 16,01% (p<0,05; Rycina 11b). Nalezy rowniez nadmieni¢, iz 120min po wysitku
stezenia FSTL-1, GDF-15 i TIMP-1 powrdcity do wartosci zblizonych poziomowi
wyjsciowemu, wskazujagc dodatkowo istotne roéznice wzgledem poboru krwi 60min po 30s
Wingate test. Wsrod pozostatych badanych markeréw stanu zapalnego nie zanotowano

istotnych efektéw przed 10 dniowa procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie.
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Tabela 10. Dwuczynnikowa analiza wariancji z powtarzanym pomiarem (2 grupy X 3 punkty
czasowe) stezenia markeroOw stanu zapalnego we krwi indukowanych 30s Wingate testem
przed 10 dniowa procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej

F (stopnie

Wielkosé

Zmienna Efekt swobody) efektu (1) Post-hoc
ANG Grupa 1,40 (1, 35) 0,24 0,06
WANT 0,26 (1, 35) 0,77 0,01
Grupa x WANT 1,21 (1, 35) 0,30 0,05
Grupa 1,55 (1, 35) 0,22 0,06
ANGTP1 WANT 1,35 (1, 35) 0,26 0,05
Grupa x WANT 0,28 (1, 35) 0,75 0,01
BDNF Grupa 0,82 (1, 35) 0,37 0,03
WANT 1,19 (1, 35) 0,31 0,05
Grupa x WANT 1,96 (1, 35) 0,15 0,05
Grupa 7,01 (1, 35) 0,95 <0,01
FSTL-1 WANT 5,03 (1, 35) <0,01 0,24 111l
Grupa x WANT 1,55 (1, 35) 0,22 0,06
Grupa 0,03 (1, 35) 0,84 <0,01
GDF-15 WANT 9,22 (1, 35) <0,01 0,29 1>l
Grupa x WANT 0,51 (1, 35) 0,60 0,02
Grupa 1,19 (1, 35) 0,28 0,05
IL-6 WANT 3,31 (1, 35) 0,07 0,12
Grupa x WANT 0,10 (1, 35) 0,90 <0,01
Grupa 0,01 (1, 35) 0,95 <0,01
IL-10 WANT 0,64 (1, 35) 0,52 002
Grupa x WANT 0,04 (1, 35) 0,96 <0,01
Grupa 0,65 (1, 35) 0,42 0,02
IL-15 WANT 0,76 (1, 35) 0,47 0,03
Grupa x WANT 0,40 (1, 35) 0,66 0,01
Grupa 0,01 (1, 35) 0,93 <0,01
LIF WANT 1,17 (1, 35) 0,31 0,05
Grupa x WANT 0,88 (1, 35) 0,42 0,03
Grupa 0,31 (1, 35) 0,58 0,01
OsSM WANT 0,16 (1, 35) 0,84 <0,01
Grupa x WANT 0,85 (1, 35) 0,43 0,03
Grupa 8,57 (1, 35) <0,01 0,28
TIMP-1 WANT 2,99 (1, 35) <0,01 0,49 1>l
Grupa x WANT 0,62 (1, 35) 0,53 0,02

Skroty, ANG — angiogenia; ANGP1- angiopoetyna; BDNF -neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego;
FSTL-1 — folistatyna; GDF-15 — réznicujgcy czynnik wzrostu, IL-6 — interleukina 6; IL-10 — interleukina 10, IL-
15 — interleukina 15; LIF — czynnik hamujgcy biataczke; OSM — onkostatyna m; TIMP-1 inhibitor
metaloproteinaz 1; WANnT —Wingate Anaerobic Test; | —pobor krwi w stanie spoczynkowym; 1l — pobor krwi 60
min po wysitku, III — pobor krwi 120 min po wysitku
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Rycina 1l1a. Stezenie markerow stanu zapalnego we krwi indukowanych 30s Wingate testem
przed 10 dniowa procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej
(warto$ci srednie i odchylenie standardowe).

Skroty: ANG — angiogenia (A); ANGP1- angiopoetyna (B); BDNF -neurotroficzny czynnik pochodzenia
mozgowego (C); FSTL-1 — folistatyna (D); GDF-15 — réznicujgcy czynnik wzrostu (E), 1 —pobor krwi W stanie
spoczynkowym; Il — pobor krwi 60 min po wysitku, 11l — pobor krwi 120 min po wysitku.

Znaczniki: Biale kotka polqczone przerywang linig dotyczq grupy osob 7 przeprowadzong 10 dniowgq procedurg
zdalnego hartowania przez niedokrwienie koriczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie
20 mmHg (SHAMoy). Szare kwadraty polgczone przerywang linig dotyczg grupy oséb z przeprowadzong 10
dniowq procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczy dolnej z uciskiem mankietu
sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPCiqy).
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Rycina 11b. Stezenie markerow stanu zapalnego we krwi indukowanych 30s Wingate testem
przed 10 dniowa procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej
(warto$ci srednie i odchylenie standardowe).

Skroty: 1L-6 — interleukina 6 (F); IL-10 — interleukina 10 (G); IL-15 — interleukina 15 (H); LIF — czynnik
hamujgcy biataczke (I); OSM — onkostatyna m (J); TIMP-1 inhibitor metaloproteinaz 1 (K); | —pobor krwi
w stanie spoczynkowym; Il — pobor krwi 60 min po wysitku, Il — pobor krwi 120 min po wysitku.

Znaczniki: Biale kotka polgczone przerywang linig dotyczq grupy osob 7 przeprowadzong 10 dniowg procedurq
zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie
20 mmHg (SHAM). Szare kwadraty polgczone przerywang linig dotyczqg grupy osob z przeprowadzong 10
dniowq procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie korczy dolnej z uciskiem mankietu
sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPC).
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3.4.4. Wplyw 10 dniowej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny

dolnej na zmiany st¢zenia wyjsciowego markerow stanu zapalnego we krwi

Analize wariancji badanych markerow stanu zapalnego indukowanych 10 dniowg

procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie zaprezentowano w Tabeli 11.

Tabela 11. Dwuczynnikowa analiza wariancji z powtarzanym pomiarem (2 grupy X 2 punkty
czasowe) stezenia wyj$ciowego markerow stanu zapalnego we krwi indukowanych 10 dniowg
procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej

. . Wielkos$¢
Zmienna Efekt F (stopnie swobody) P efektu ()
ANG Grupa 1,63 (1, 35) 0,21 0,06
P-RIPCiox 0,05 (1, 35) 0,82 0,01
Grupa X P-RIPCiox 2,32 (2, 70) 0,14 0,09
Grupa 1,86 (1, 35) 0,18 0,07
ANGTP1 P-RIPC1ox 1,29 (1, 35) 0,26 0,05
Grupa X P-RIPCiox 0,30 (2, 70) 0,58 0,01
Grupa 1,87 (1, 35) 0,18 0,07
BDNF P-RIPCiox 0,11 (1, 35) 0,73 0,01
Grupa X P-RIPCyox 1,51 (2, 70) 0,23 0,06
Grupa 0,08 (1, 35) 0,76 <0,01
FSTL-1 P-RIPC1ox 3,15 (1, 35) 0,08 0,12
Grupa X P-RIPCiox 0,51 (2, 70) 0,47 0,02
Grupa 0,02 (1, 35) 0,87 <0,01
GDF-15 P-RIPC1ox 0,44 (1, 35) 0,51 0,02
Grupa X P-RIPCiox 1,45 (2, 70) 0,24 0,06
Grupa 3,17 (1, 35) 0,08 0,12
IL-6 P-RIPCyox 2,96 (1, 35) 0,09 0,11
Grupa X P-RIPCox 0,11 (2, 70) 0,73 <0,01
Grupa 0,94 (1, 35) 0,34 0,04
IL-10 P-RIPC1ox 2,07 (1, 35) 0,16 0,08
Grupa x P-RIPC1ox 0,34 (2, 70) 0,34 0,04
Grupa 0,13 (1, 35) 0,71 <0,01
IL-15 P-RIPCyox 0,66 (1, 35) 0,42 0,02
Grupa x P-RIPCx 1,80 (2, 70) 0,19 0,07
Grupa 0,13 (1, 35) 0,71 <0,01
LIF P-RIPC1ox 2,61 (1, 35) 0,11 0,10
Grupa X P-RIPCiox 0,16 (2, 70) 0,68 <0,01
Grupa 0,50 (1, 35) 0,48 0,02
OSM P-RIPC1ox 0,61 (1, 35) 0,44 0,02
Grupa X P-RIPCox 0,61 (2, 70) 0,43 0,02
Grupa 0,98 (1, 35) 0,75 <0,01
TIMP-1 P-RIPC1ox 0,14 (1, 35) 0,70 <0,01
Grupa x P-RIPCiox 3,72 (2, 70) 0,07 0,13

Skroty, ANG — angiogenia; ANGP1- angiopoetyna; BDNF -neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego;
FSTL-1 — folistatyna; GDF-15 — réznicujgcy czynnik wzrostu, IL-6 — interleukina 6; IL-10 — interleukina 10, IL-
15 — interleukina 15; LIF — czynnik hamujgcy bialaczke; OSM — onkostatyna m; TIMP-1 inhibitor
metaloproteinazl; P-RIPCiox — 10 dniowa procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie;
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Rycina 12a. Wyjsciowe stgzenie markerow stanu zapalnego we krwi przed i po 10 dniowej
procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej (wartoSci
srednie odchylenie standardowe)

Skroty: ANG — angiogenia (A); ANGP1- angiopoetyna (B); BDNF -neurotroficzny czynnik pochodzenia
moézgowego (C); FSTL-1 — folistatyna (D); GDF-15 — réznicujgcy czynnik wzrostu (E).

Znaczniki: Biale kotka polgczone przerywang linig dotyczq grupy osob 7 przeprowadzong 10 dniowgq procedurg
zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie

20 mmHg (SHAMuoy). Szare kwadraty polgczone przerywang linig dotyczq grupy osob z przeprowadzong 10
dniowqg procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczy dolnej z uciskiem mankietu

sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPCioy)
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Rycina 12b. Stezenie markeréw stanu zapalnego we krwi przed i po 10 dniowej procedurze
zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej (warto$ci $rednie i odchylenie
standardowe)

Skroty: IL-6 — interleukina 6 (F); IL-10 — interleukina 10 (G); IL-15 — interleukina 15 (H); LIF — czynnik
hamujgcy biataczke (I); OSM — onkostatyna m (J); TIMP-1 inhibitor metaloproteinaz 1 (K).

Znaczniki: Biale kotka polgczone przerywang linig dotyczq grupy osob 7 przeprowadzong 10 dniowg procedurg
zdalnego hartowania przez niedokrwienie koriczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na poziomie
20 mmHg (SHAMoy). Szare kwadraty polgczone przerywang linig dotyczg grupy osoéb z przeprowadzong 10
dniowq procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczy dolnej z uciskiem mankietu
sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPCioy)
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Na podstawie przeprowadzonej analizy, zarowno przed jak i po eksperymencie, nie
zanotowano réznic pomiedzy grupami. Zaobserwowane w grupie RIPCiox I SHAMiox
kierunki niewielkich zmian w st¢zeniach badanych markerow stanu zapalnego nie pozwalaja
stwierdzi¢ istotnego wpltywu samej 10 dniowej procedury zdalnego hartowania przez

niedokrwienie konczyny dolnej (Rycina 12a i 12b).

3.4.5. Wpltyw 10 dniowej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny
dolnej na zmiany stezenia markerow stanu zapalnego we krwi indukowanych

maksymalnym wysilkiem anaerobowym

Analiza wariancji stezenia markeréw stanu zapalnego we krwi indukowanych
maksymalnym wysitkiem anaerobowym po 10 dniowym eksperymencie zdalnego hartowania
przez niedokrwienie konczyny dolnej ponownie wykazata istotny efekt czynnika
stanowigcego 30s Wingate test dla FSTL-1, GDF-15 i TIMP-1 (Tabela 11). Podczas gdy
zaobserwowano wzrost stezenia FSTL-1 o 10,71% (p<0,05) i 17,69% GDF-15 (p<0,05)
60min po wysitku, w tym czasie TIMP-1 zanotowato spadek o 19,37% (p<0,05). Istotny efekt
czynnika 30s Wingate test zanotowano rowniez dla stezenia LIF. Niezaleznie od podziatu
grupowego najwyzsze poziomy LIF zanotowano 60min po wysitku, jednakze istotne réznice
widoczne byty jedynie pomiedzy drugim (60min) a trzecim poborem krwi (120min). Analiza
wariancji po 10 dniowej procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie takze wykazata
istotne interakcje czynnika grupowego i maksymalnego wysitku anaerobowego dla ANG, IL-
6 oraz TIMP-1 (Rycina 13a i 13b). W przypadku ANG, wyniki testu post hoc wykazaly, ze
podczas gdy w grupie SHAMz1ox zanotowano 24,29% (p<0,05) wzrostu stezenia W sSurowicy
pomiedzy drugim (60min) i trzecim (120min) poborem krwi po WANT, to w grupie RIPC1ox
zaobserwowano nieznaczny spadek. W wyniku powyzszych zmian zanotowano roéwniez
istotng réznice pomiedzy grupami 120min po wysitku. Podobne zamiany na skutek
maksymalnego wysitku anaerobowego zauwazono W st¢zeniu IL-6. Podczas gdy w grupie
RIPC1ox zaobserwowano niewielki spadek stgzenia pomigdzy drugim (60min) a trzecim
poborem krwi (120min) 30s Wingate test, w grupie SHAM10x zanotowano wzrost 0 19,01%
(p<0,05), co miato zwigzek z istotng rdéznicg pomigdzy grupami 120min WAnT. Odwrotng

zalezno$¢ mozna bylo zaobserwowac¢ wobec zmian stezenia TIMP-1.
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Tabela 12. Dwuczynnikowa analiza wariancji z powtarzanym pomiarem (2 grupy X 3 punkty
czasowe) markerow stanu zapalnego we krwi po 10 dniowej procedurze zdalnego hartowania
przez niedokrwienie konczyny dolnej indukowanej 30s Wingate testem

. F (stopnie Wielkosé s
Zmienna Efekt swobody) efektu (%) Post-hoc
Grupa 3,64 (1, 35) 0,07 0,14
ANG WANT 0,57 (1, 35) 0,56 0,02
Grupax WAnT 4,13 (2, 70) 0,02 0,16 I-SHAM10x < 111-SHAM 10«
I11-SHAM1ox > I11-RIPCyox
Grupa 2,95 (1, 35) 0,10 0,12
ANGTP1 WANT 1,50 (1, 35) 0,23 0,06
Grupa x WANT 0,90 (2, 70) 0,41 0,04
Grupa 0,33 (1, 35) 0,56 0,01
BDNF WANT 0,23 (1, 35) 0,79 0,01
Grupax WANT 0,27 (2, 70) 0,76 0,01
Grupa 0,07 (1, 35) 0,78 <0,01
FSTL-1 WANT 3,22 (1, 35) 0,04 0,13 1>1, 1l
Grupa x WANT 0,32 (2, 70) 0,72 0,01
Grupa 0,21 (1, 35) 0,64 0,01
GDF-15 WANT 5,00 (1, 35) 0,01 0,19 In>111
Grupax WANT 1,72 (2, 70) 0,19 0,07
Grupa 0,82 (1, 35) 0,37 0,03
WANT 0,05 (1, 35) 0,95 <0,01
IL-6 Grupax WANT 6,70 (2, 70) <0,01 0,24 111-SHAM 105 > I, 11-SHAM 104
HI-RIPC1ox < I-RIPCi0x
HI-SHAM 105> HI-RIPC1ox
Grupa 3,16 (1, 35) 0,09 0,13
IL-10 WANT 0,59 (1, 35) 0,55 0,02
Grupax WANnT 0,50 (2, 70) 0,60 0,02
Grupa 0,11 (1, 35) 0,73 <0,01
IL-15 WANRT 0,27 (1, 35) 0,76 0,01
Grupa x WANT 1,54 (2, 70) 0,22 0,06
Grupa 0,31 (1, 35) 0,57 0,01
LIF WANT 3,63 (1, 35) 0,03 0,14 1>l
Grupax WANnT 0,46 (2, 70) 0,62 0,02
Grupa 1,97 (1, 35) 0,17 0,08
OSM WANT 0,85 (1, 35) 0,43 0,04
Grupa x WANT 1,21 (2,70) 0,30 0,05
Grupa 0,79 (1, 35) 0,38 0,03
TIMP-1 WANT 17,85 (1, 35) <0,01 0,44 In<i 1
Grupax WANT 5,36 (2, 70) <0,01 0,19 I-SHAMox < I, 11I-SHAM10x

11-SHAM10x < 1I-RIPC10x

Skréty; ANG — angiogenia; ANGP1- angiopoetyna; BDNF -neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego,
FSTL-1 — folistatyna; GDF-15 — réznicujgcy czynnik wzrostu, IL-6 — interleukina 6; IL-10 — interleukina 10, IL-
15 — interleukina 15; LIF — czynnik hamujgcy biataczke; OSM — onkostatyna m; TIMP-1 inhibitor
metaloproteinaz 1. WAnT- Wingate Anaerobic Test; | —pobdér krwi w stanie spoczynkowym; Il — pobor krwi 60
min  po wysitku; IIl — pobor krwi 120 min po wysitku;, SHAM1ox — grupa osob 7 przeprowadzong 10 dniowg
procedurg hartowania przez niedokrwienie korczyny dolnej z uciskiem mankietu sfingonanometrycznego na
poziomie 20 mmHg; RIPCiox - grupa osob 1z przeprowadzong 10 dniowqg procedurg hartowania przez
niedokrwienie korczy dolnej 7 uciskiem mankietu sfingonanometrycznego na poziomie 220mmHg.
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Rycina 13a. St¢zenie markerow stanu zapalnego we krwi po 10 dniowej procedurze zdalnego
hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej indukowanej 30s Wingate testem (wartosci

srednie 1 odchylenie standardowe).

Skroty: ANG — angiogenia (A); ANGP1- angiopoetyna (B); BDNF -neurotroficzny czynnik pochodzenia
maozgowego (C); FSTL-1 — folistatyna (D); GDF-15 — rdznicujgcy czynnik wzrostu (E); I —pobor krwi w stanie
spoczynkowym; Il — pobor krwi 60 min po wysitku, III — pobdér krwi 120 min po wysitku.

Znaczniki: Biate kotka polgczone przerywang linig dotyczq grupy osob 7 przeprowadzong jednorazowg
procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie koriczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na
poziomie 20 mmHg (SHAMi). Szare kwadraty potgczone przerywang linig dotyczqg grupy 0sob
Z przeprowadzong jednorazowq procedurqg zdalnego hartowania przez niedokrwienie koniczy dolnej z uciskiem
mankietu sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPC1); *istotna réznica pomiedzy grupami na poziomie
p<0.01; T istotna réznica pomiedzy Il poborem krwi
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Rycina 13b. Stezenie markeréw stanu zapalnego we krwi po 10 dniowej procedurze zdalnego
hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej indukowanej 30s Wingate testem (wartosci
$rednie i odchylenie standardowe).

Skroty: 1L-6 — interleukina 6 (F); IL-10 — interleukina 10 (G); IL-15 — interleukina 15 (H); LIF — czynnik
hamujgcy biataczke (I); OSM — onkostatyna m (J); TIMP-1 inhibitor metaloproteinaz 1 (K); | —pobor krwi
w stanie spoczynkowym; Il — pobdr krwi 60 min po wysitku, Il — pobor krwi 120 min po wysitku.

Znaczniki: Biate kotka polgczone przerywang linig dotyczq grupy osob 7 przeprowadzong jednorazowg
procedurq zdalnego hartowania przez niedokrwienie koriczyny dolnej z uciskiem mankietu sfigmomanometru na
poziomie 20 mmHg (SHAMioy. Szare kwadraty polgczone przerywang linig dotyczqg grupy 0sob
Z przeprowadzong jednorazowq procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie koriczy dolnej z uciskiem
mankietu sfigmomanometru na poziomie 220 mmHg (RIPCaoy). *istotna réznica pomiedzy grupami na poziomie
p<0,01; #istotna réznica pomigdzy poborem krwi W spoczynku na poziomie p<0,01; 7 istotna réznica pomiedzy
poborem krwi 120min po wysitku na poziomie p<0,01
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Wyniki testu post hoc wykazaty, ze tylko w grupie SHAM1ox zanotowano 29,17%
(p<0,05) spadek stgzenia TIMP-1 60min po maksymalnym wysitku anaerobowym wzglgdem
wartosci wyjsciowych. Ponadto w drugim poborze krwi (60min po WAnT) zauwazono
rowniez o 20,93% (p<0.05) nizsze wartoéci stezenia TIMP-1 w grupie SHAMiox
w porownaniu do RIPC. Analizy wariancji wérdéd pozostalych badanych markeréw stanu
zapalnego nie zanotowaly istotnych efektow po 10 dniowej procedurze zdalnego hartowania

przez niedokrwienie konczyny dolne;.

80



IV DYSKUSJA

Zwazywszy na dotychczasowe osiggniecia stosowanych metod hartowania przez
niedokrwienie oraz ich kierunkéw oddziatywania, W niniejszej pracy po raz pierwszy podjeto
probe skonfrontowania wplywu zaréwno jednorazowej, jak i 10 dniowej procedury zdalnego
hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej na zmiany odpowiedzi zapalnej
indukowanej maksymalnym wysitkiem aerobowym. Szereg dostgpnych publikacji
opisujacych krotkotrwate epizody przejsciowego niedokrwienia podkreslajg istotny wptyw
IPC na poprawe poziomu mozliwosci wysitkowych cztowieka (de Groot, Thijssen et al. 2010;
Crisafulli, Tangianu et al. 2011; Bailey, Jones et al. 2012; Paradis-Deschenes, Joanisse et al.
2018). Jednakze oddzialywanie hartowania przez niedokrwienie na mechanizmy ochronne
zabezpieczajace tkanki przed nadmiernym uszkodzeniem wskutek wysitku fizycznego
w dalszym ciggu pozostaja niewyjasnione. Badanie zlozonosci oddziatywania procedury
zdalnego hartowania przez niedokrwienie na organizm cztowieka i jego wplywu na
maksymalne mozliwosci anaerobowe w $wietle przemian biochemicznych moze okazaé si¢
istotne w zastosowaniu tej metody zarowno W treningu sportowym jak i fizjoterapii.

W zwiazku z powyzszym, przeprowadzone badanie mialo za zadanie okresli¢ wplyw
randomizowanego, krzyzowego eksperymentu jednorazowej oraz 10 dniowej procedury
zdalnego hartowania przez niedokrwienie jednej konczyny dolnej na zmiany fizjologiczne
i biochemiczne indukowane wysitkiem maksymalnym. Celem glownym pracy bylo
okreslenie, czy jednorazowa oraz 10 dniowa procedura zdalnego hartowania przez
niedokrwienie wykonana na niedominujgcej konczynie dolnej wptynie na zmiany poziomu
stezen wybranych markerow biochemicznych indukowanych 30 sekundowym testem
Wingate. Celem dodatkowym byla ocena, czy samo wykonanie jednorazowej badz 10
dniowej procedury RIPC wptynie na zmiany poziomu st¢zenia wybranych markeréw w Krwi
zylne;j.

W celu uzyskania odpowiedzi na postawione pytania badawcze postuzono si¢
obiektywnymi metodami oceny badanych zmiennych takich jak: analiza sktadu ciata przy
pomocy bioimpedancji elektrycznej, ocena pomiaru maksymalnych mozliwosci
anaerobowych konczyn dolnych na ergometrze rowerowym (30 sekundowy Wingate Test)
oraz analiza biochemiczna wybranych markerow $wiadczacych 0 nasilonej odpowiedzi

powysitkowej w surowicy Krwi.
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Analiza skiadu ciata

W niniejszej pracy doktorskiej postuzono si¢ obiektywng oceng skladu ciata przy
pomocy tetrapolarnego, o$mioelektrodowego, wieloczgstotliwosciowego analizatora
bioimpedacyjnego InBody 720 Body Composition Analyser. Dobor zastosowanej metody
badawczej wynikal Z jej rzetelno$ci oraz wysokiej powtarzalno$ci uzyskanych wynikéw,
ktora zostala potwierdzona miedzy innymi w pracy McLester, Nickerson et al. (2020).
Zastosowanie techniki impedancji bioelektrycznej z wykorzystaniem aparatu InBody 720
w ocenie skladu ciala pozwala na segmentarng analize zawartosci tkanek i ich lokalizacji
(Gibson, Holmes et al. 2008). Rzetelnos¢ tej metody odpowiada uznanym i duzo drozszym
standardom segmentarnej analizy ciala czlowieka jak technika dwuenergetycznej
absorpcjometrii rentgenowskiej (DXA), technika rezonansu magnetycznego (MRI) i inne
(McLester, Nickerson et al. 2020).

Uzyskane wyniki bezsprzecznie dowodza o podobienstwie obu populacji, a brak
istotnych r6zni¢ potwierdza losowy charakter doboru populacji do badania.

Nie wykazano réwniez zamian skladu ciala po zakonczeniu badan, co wskazuje
wykluczenie wptywu procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie na badane cechy
somatyczne oraz innych czynnikow takich jak, zmiana nawykow zywienia, infekcje wirusowe

I pozostatych w trakcie badan.

Wplyw zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej na poziom wartosci

maksymalnych mozliwosci anaerobowych W 30s tescie Wingate

W licznych pracach z zakresu nauk o kulturze fizycznej poziom maksymalnych
mozliwosci anaerobowych przedstawiany jest za pomocg 30 sekundowego anaerobowego
testu Wingate. Opracowany zostal on w latach siedemdziesigtych XX wieku w Zaktadzie
Badan i Medycyny Sportowej Instytutu Wychowania Fizycznego i Sportu Wingate w lzraelu.
Od momentu wprowadzenia prototypu ergometru rowerowego pozwalajacego na wykonanie
testu w1974 roku (Ayalon, Inbar et al. 1974), Wingate Anaerobic Test jest stosowany
W roznych laboratoriach zarowno jako oceniajacy wydolno$¢ beztlenowa, jak rowniez jako
zadanie ruchowe, ktore moze pomoéc w analizie odpowiedzi organizmu na wysitek
supramaksymalny. Opracowany przez Bar-Or (1987) Wingate Anaerobic Test w wersji 30
sekundowej z pelnym oporem kota zamachowego na ergometrze rowerowym Ergomedic

894E firmy Monark uznany jest przez wielu specjalistow za trafny i rzetelny w ocenie stanu
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mozliwosci anaerobowych. Kryterium tego testu jest umiej¢tno$¢ wykonania wysitku
fizycznego w czasie 30 sekund z maksymalng intensywnoscig. Mozliwe jest to tylko przy
zastosowaniu ciggltego dopingowania werbalnego osob realizujacych probe wysitkows od
momentu rozpocze¢cia proby az do jej zakonczenia.

W zwigzku powyzszym, do analizy wptywu procedury zdalnego hartowania przez
niedokrwienie jednej konczyny dolnej na poziom mozliwosci beztlenowych obu konczyn
dolnych wybrano 30s Wingate Anaerobic Test. W wyniku przeprowadzonych badan w grupie
RIPCiox, ktora wykonata 10 dniowa procedur¢ zdalnego hartowania przez niedokrwienie
jednej konczyny dolnej zaobserwowano istotny wzrost bezwzglednych warto$ci mocy
sredniej oraz mocy maksymalnej W przeciwienstwie do grupy SHAMiox. Podobny efekt
uzyskano w pracy Mieszkowski, Kochanowicz et al. (2019) gdzie wykonano réwniez 10
dniowa procedur¢ hartowania przez niedokrwienie obu ramion, ktéora pozwolila
zaobserwowac istotng poprawe $redniej mocy wzglednej z 5,29 + 0,50 do 5,79 + 0,70 W/kg,
(p<0,05) w recznym tescie Wingate.

W poréwnaniu do poprawy wynikoéw wydolnosci beztlenowej po 10 dniowej
procedurze RIPC, efekt pojedynczej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie
okazal si¢ nieistotny. Chociaz warto podkresli¢, ze uzyskane wartosci W grupie RIPCix
wykazaly niewielkg tendencje wzrostowa wzglednej mocy $redniej i szczytowej oraz nieco
krotszy czas osiggniecia mocy maksymalnej po jednorazowym zdalnym hartowaniu przez
niedokrwienie. Rowniez brak efektu zdalnego hartowania przez niedokrwienie na
maksymalne mozliwo$ci anaerobowe W tescie Wingate wykazano w badaniu krzyzowym
Lalonde and Curnier (2015). Autorzy swoje wyniki zaprezentowali na populacji 17 mtodych
studentow nalezacych do klubu triatlonowego, ktorych losowo przydzielono do grupy RIPC
wykonujacej zacisk jednego ramienia na poziomie 50 mmHg oraz do grupy SHAM
wykonujacej zacisk na poziomie 10 mmHg. Po przeprowadzonej procedurze zdalnego
hartowania przez niedokrwienie, polegajacej na czterokrotnej okluzji i reperfuzji trwajacej 5
minut wykonano probg wysitkowa, W ktorej uzyskane wartosci mocy szczytowej konczyn
dolnych wyniosty 794 w dla grupy RIPC oraz 777 w dla grupy SHAM (p = 0,208). Warto
zaznaczy¢, ze zacisk na poziomie 50 mmHg nie spowodowal catkowitego zamknigcia
naczynia, co mogto wptyna¢ na uzyskany rezultat badania. Ponadto autorzy pracy nie podali
czasu jaki uptynat pomigdzy zakonczeniem procedury RIPC a testem Wingate.

Takze w badaniach Mieszkowski, Kochanowicz et al. (2019) pomimo zacisku na
poziomie 220 mmHg podczas wykonania jednorazowej procedury hartowania przez

niedokrwienie obu ramion, wyniki Mieszkowski, Kochanowicz et al. (2019) testu Wingate nie
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przyniosty poprawy maksymalnych mozliwosci anaerobowych konczyn gérnych w zakresie
wzglednej mocy szczytowej oraz wzglednej mocy $redniej.

Z drugiej strony jeszcze bardziej zaskakujace moga wydawaé si¢ wyniki badania
Paixao, da Mota et al. (2014), ktore ujawnily pogorszenie maksymalnych mozliwosci
anaerobowych zaréwno w pierwszym, jak i drugim tescie Wingate wykonywanym po
zastosowaniu jednorazowej procedury IPC. W tym badaniu autorzy wykonali nieco odmienny
protokot hartowania przez niedokrwienie, gdzie cztery cykle 5 minutowej okluzji i 5
minutowej reperfuzji wykonane byly na kazdym udzie 0 zacisku wyzszym niz zazwyczaj
(250 mmHg). Nalezy nadmieni¢, ze osiggni¢cie zacisku na poziomie 220 mmHg powoduje
calkowite zamkniecie $wiatta te¢tnicy w poddanej okluzji konczynie. Z punktu widzenia
klinicznego warto$§¢ ta wydaje si¢ bezpieczniejsza ze wzgledow mozliwosci oporowych
naczynia oraz jego elastycznosci (Mieszkowski, Kochanowicz et al. 2019).

Biorac pod uwage wyniki powyzszych prac badawczych, jednorazowa procedura
hartowania przez niedokrwienie moze nie by¢ wystarczajagcym bodzcem przyczyniajacym si¢
do wywotania korzystnych zmian mozliwosci anaerobowych cztowieka. Konieczne wydaje
si¢ wielokrotne wykonanie procedury hartowania celem aktywowania mechanizmow
przystosowawczych pozwalajacych na zmiany zarowno o podiozu fizjologicznym, jak
I biochemicznym. Oczywiscie nalezy jednak pamigtaé, ze brak zauwazalnych zmian
parametrOw mechanicznych nie jest tozsamy z brakiem odpowiedzi organizmu na poziomie

komoérkowym oraz tkankowym.

Wphyw zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej na poziom wybranych

markerow biochemicznych we krwi indukowanych 30s Wingate Test

Majac na uwadze przeprowadzone analizy wptywu zdalnego hartowania przez
niedokrwienie na maksymalne mozliwos$ci anaerobowe konczyn dolnych, nasuwa si¢ pytanie,
czy 1 jakie mechanizmy wewnatrztkankowe odpowiadajg za zaobserwowane zmiany.
Dotychczasowe badania dotyczace skutecznos$ci hartowania przez niedokrwienie w obszarze
nauk o kulturze fizycznej opieraly si¢ gtownie o specyficzne testy sprawnos$ci fizyczne;.
W wigkszos$ci prac badawczych analizom poddane byty wartosci wskaznikéw takich jak: moc
szczytowa, moc $rednia, moc maksymalna, VO2max, czas wysitku, dystans, liczba powtorzen
i odczucie zmeczenia (de Groot, Thijssen et al. 2010; Crisafulli, Tangianu et al. 2011;
Patterson, Bezodis et al. 2015; Marocolo, Willardson et al. 2016). Mimo, iz powyzsze

wskazniki sprawnosci fizyczne] mogg stanowi¢ cenne informacje aplikacyjne o efektach
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stosowanych procedur IPC nalezy podkres§li¢, ze nie moga one wyjasni¢ podloza
molekularnych zmian zachodzacych wewnatrz organizmu W nastgpstwie kontrolowanych
epizodow niedokrwienia indukowanych wysitkiem fizycznym. W dostepnym pismiennictwie
mozna odnalez¢ prace badawcze zajmujace si¢ odpowiedzig molekularng wynikajaca
z zastosowanej procedury IPC oraz RIPC, jednakze nie dotycza one nastgpstw wywotanych
wysitkiem fizycznym (Konstantinov, Li et al. 2005; Zhou, Zeng et al. 2010; Wel, Xin et al.
2011; Billah, Ridiandries et al. 2019). Ostatnie badania wplywu hartowania przez
niedokrwienie obu konczyn dolnych na zmiany wewngtrzkomorkowe indukowane biegiem
dalekodystansowym zostaly udokumentowane w pracy Mieszkowski, Stankiewicz et al.
(2020). Autorzy przebadali 24 biegaczy, amatoréw rywalizujacych w biegach dlugich na
dystansie 42km. Biorgc pod uwage zaobserwowany przez nich Kkorzystny wplyw
zastosowania 10 dniowej procedury hartowania przez niedokrwienie obu konczyn dolnych na
poziom odpowiedzi komoérkowej i tkankowej, nasuwa si¢ roOwniez pytanie, czy odziatywanie
hartowania przez niedokrwienie moze przyczyni¢ si¢ do powstania istotnych zmian
przystosowawczych indukowanych maksymalnym wysitkiem fizycznym na poziomie
ogolnoustrojowym, jesli wykonywane bedzie tylko na jednej konczynie? Wychodzac
z zalozenia kontrlateralnych efektow treningowych (Fermin, Larkins et al. 2018), zdalne
hartowanie przez niedokrwienie jednej konczyny moze mie¢ szczegdlne znaczenie
w przypadku osob wykonujacych wysitek fizyczny jednostronnie, jak i rowniez w przypadku
0soOb trwale unieruchomionych, niezdolnych do aktywnosci fizycznej np. jednym ramieniem
lub nogga.

W przedstawionym w rozprawie doktorskiej eksperymencie wplywu jednokrotnego
oraz dziesigciodniowego zdalnego hartowania przez niedokrwienie pojedynczej konczyny
dolnej na zmiany wewnatrzkomorkowe indukowane maksymalnym wysitkiem anaerobowym
poddano analizie wybrane markery biochemiczne mogace $wiadczy¢ o nasilonej odpowiedzi
powysitkowej. W pierwsze] kolejnosci przeprowadzone analizy dotyczyly wplywu
zastosowanych procedur zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej na
zmiany stezenia kwasu mlekowego i glukozy indukowanych maksymalng probg wysitku
anaerobowego. W eksperymencie jednorazowego zdalnego hartowania przez niedokrwienie
odnotowany w grupie RIPCiy istotnie wigksze stezenie kwasu mlekowego i glukozy we krwi
3 minuty po te$cie Wingate moze sugerowa¢ zwigkszone zapotrzebowanie organizmu na
glukoze wynikajagce Znasilenia tempa przemian biochemicznych zaangazowanych
w resyntez¢ ATP. Oprocz istotnych réznic migdzygrupowych zanotowano rowniez W grupie

RIPCy istotny spadek stezenia kwasu mlekowego i glukozy pomigdzy 3 a 15 minutg poboru
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krwi. Natomiast w grupie SHAMz1x warto$ci te utrzymywaly si¢ na podobnym poziomie.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze jednorazowa procedura zdalnego hartowania przez
niedokrwienie, mimo iz nie miata istotnego zwigzku z poprawa maksymalnych mozliwosci
anaerobowych mogta wplyna¢ na rozwinigcie mechanizmu adaptacji zwigzanego Z szybsza
eliminacjg powstajacego podczas wysitku fizycznego kwasu mlekowego oraz zwigkszona
zdolnoscia do resyntezy ATP z glukozy (m.in. glikoliza beztlenowa oraz przemiany tlenowe),
jaka moze towarzyszy¢ wskutek sprinterskich treningow interwatowych (Thom, Kavaliauskas
et al. 2020), czy tez treningdw progresywnych zwigkszajacych procent maksymalnej
predkosci acrobowej (Keir, Theriault et al. 2013). Nieco inaczej uksztaltowaly si¢ zmiany
stezenia kwasu mlekowego po dziesi¢ciodniowej procedurze zdalnego hartowania przez
niedokrwienie konczyny dolnej. Podczas gdy zauwazono w grupie RIPCiox tendencje
wzrostowg stezenia LA migdzy 3 a 15 minutg pobrania krwi, w grupie SHAMaox stezenie LA
nieznacznie zmalato prowadzac do istotnej réznicy miedzy grupami 15min po wysitku.
Wynik ten moze mie¢ zwigzek z istotnym zwickszeniem mozliwosci anaerobowych w grupie
RIPCyox, ktore najprawdopodobniej wynikaja z przystosowania mechanizméw beztlenowego
pozyskiwania energii i poprawy zdolnosci organizmu do kontynuowania wysitku fizycznego
przy narastajacym stezeniu kwasu mlekowego. Taki charakter adaptacji moze okazaé si¢
szczegblnie istotny W sportach charakteryzujacych si¢ bardzo intensywnym wysitkiem
0 krétkim czasie trwania.

W innych badaniach wplyw jednorazowej procedury hartowania przez niedokrwienie
na zmiany kwasu mlekowego zanotowano w odpowiedzi po pigciokrotnym sprincie na
ergometrze rowerowym (Gibson, Mahony et al. 2015). Interesujacy moze wydawac¢ si¢ fakt,
ze na skutek przeprowadzonej procedury jednorazowego hartowania przez niedokrwienie
przed pigcioma 6 sekundowymi sprintami (z przerwa 24 sekundowa) stezenia kwasu
mlekowego wsrod kobiet po wykonanej probie wysitkowej okazaty si¢ istotnie nizsze
w poréwnaniu do mezczyzn, przy czym mozliwosci wysitkowe nie uleglty poprawie w obu
grupach. ,,Sttumiona” odpowiedz mleczanowa przy utrzymaniu tych samych mozliwosci
wysitkowych moze sugerowaé wigkszy udzial metabolizmu tlenowego z oszczgdnym
udziatem ATP generowanym w procesie glikolizy (Bailey, Jones et al. 2012).

Nie wszystkie jednak prace potwierdzity istotny wptyw IPC lub RIPC na zmiany
poziomu kwasu mlekowego indukowanego wysitkiem fizycznym. W kilku publikacjach nie
wykazano istotnych zmian poziomu kwasu mlekowego wskutek zastosowanej procedury
hartowania przez niedokrwienie indukowanych wysitkiem fizycznym (de Groot, Thijssen et
al. 2010; Crisafulli, Tangianu et al. 2011; Jean-St-Michel, Manlhiot et al. 2011; Bailey, Jones
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et al. 2012; Clevidence, Mowery et al. 2012; Paixao, da Mota et al. 2014; Patterson, Bezodis
et al. 2015; Marocolo, Willardson et al. 2016). Nalezy nadmieni¢, ze wymienione badania
opieraty si¢ jedynie o jednorazowe sesje hartowania przez niedokrwienie na konczynach
gornych lub dolnych oraz odmiennych procedurach. Natomiast wyniki stezenia mleczanu
uzyskiwane byly po réznych probach wysitku fizycznego.

W dalszej czg$ci pracy przeprowadzono analiz¢ zmian warto$ci parametrow
biochemicznych zwigzanych z czynno$cig sekrecyjng tkanek (FSTL-1, GDF-15 i TIMP-1,
ANG, ANGTP1, BDNF, IL-6, IL-10, IL-15, LIF, OSM) w zwigzku z: odpowiedzig na
maksymalny wysitlek anaerobowy, jednorazowa oraz 10 dniowa procedurg zdalnego
hartowania przez niedokrwienie, jak rowniez jednorazowg i 10 dniowa procedurg zdalnego
hartowania przez niedokrwienie indukowang maksymalnym wysitkiem anaerobowym.

Faktem jest, ze reaktywno$¢ wybranych markeré6w biochemicznych moze by¢
odmienna a ich zmienno$¢ migdzy innymi prawie zawsze bedzie zalezna od sity bodzca
oddziatujacego na ciato, jak rowniez poziomu przystosowania organizmu.

Zaobserwowany w badaniach istotny wptyw maksymalnego wysitku anaerobowego na
zamiany poziomu wybranych markeréw stanu zapalnego takich jak GDF-15, TIMP-1, FSTL-
1 jest analogiczny z wynikami Antosiewicz, Kaczor et al. (2013) i Mieszkowski, Stankiewicz
et al. (2020), co moze sugerowac to, ze charakter granicznego wysitku fizycznego, jakim jest
30 sekundowy Wingate test, aktywowal szereg mechanizmow wewnatrzustrojowych,
wywotujac nasilenie procesdw zapalnych na skutek uszkodzenia tkanek poddanych
wysitkowi (Kochanowicz, Sawczyn et al. 2017).

Warunkiem koniecznym do zbadania wptywu jednorazowej 1 10 dniowg procedury
zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej na zmiany markeréow stanu
zapalnego indukowanych maksymalnym wysitkiem anaerobowym byto wykonanie odrebne;j
analizy oceniajacej sam wplyw jednorazowej i 10 dniowe]j procedury zdalnego hartowania
przez niedokrwienie na poziom wybranych markeréw w surowicy Krwi z wytaczeniem
dodatkowego czynnika jakim jest wysiltek fizyczny. Przeprowadzone badania nie wykazaty
jednak istotnego wptywu samej procedury RIPC zarowno dla jednorazowego, jak i 10
dniowego zdalnego harowania przez niedokrwienie, co moze sugerowac, ze zastosowanie obu
procedur RIPC jednej konczyny dolnej okazalo si¢ niewystarczajaco silnym bodzcem
moggcym wywolaé istotne zmiany w badanych markerach biochemicznych. Mimo iz
uzyskane wyniki nie pozwalajg stwierdzi¢ istotnego wptywu zastosowanych procedur
zdalnego hartowania przez niedokrwienie na funkcje wydzielniczg tkanek w warunkach

spoczynkowych, nalezy nadmieni¢, ze jest to pierwsza praca, W ktorej szczegétowo poddano
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analizie wplyw samych procedur oddzialywania bodzca jakim jest zdalne hartowanie przez
niedokrwienie konczyny dolnej na poziom czynnosci wydzielniczej tkanek.

Kolejnym etapem badan byla ocena wptywu pojedynczej procedury zdalnego
hartowania przez niedokrwienie na poziom badanych biatek indukowanych maksymalnym
wysitkiem anaerobowym. Zaobserwowane W obu grupach odmienne trendy zmian ANG
miedzy 60 a 120 minutg po wysitku spowodowaty w grupie RIPCix istotnie nizsze warto$ci
stezenia W porownaniu Z grupg SHAM1x.

Zgodnie z aktualng wiedzg angiogenina dzigki swojej specyficznej budowie wykazuje
zdolnosci pobudzania $rédbtonka naczyniowego do tworzenia nowych naczyn krwiono$nych
I indukuje proces neowaskularyzacji. Nalezy nadmienié, ze specyfika tego dzialania jest
zwigzana Z apoptotyczng lub nekrotyczng $miercig innych komorek (Kimura, Ueda et al.
2007). W przypadku os6b poddanych jednorazowemu zdalnemu hartowaniu przez
niedokrwienie z uciskiem 220 mmHg zanotowany spadek ANG zduza doza
prawdopodobienstwa moze sugerowac, ze W wyniku maksymalnego wysitku anaerobowego
tempo apoptozy i nekrozy komoérek pochodzacych z uszkodzonych tkanek jest obnizone, a co
za tym idzie, stgzenie substratow dla czynnikéw proangigennych bedzie nizsze. W badaniu
wplywu jednorazowej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie na zmiany
stezenia inhibitora metaloproteinaz z grupy TIMP indukowanego maksymalnym wysitkiem
zauwazono odwrotng zalezno$¢. Podczas gdy zanotowano niewielki wzrost Stezenia TIMP-1
w grupie RIPCix 60min po wysitku, w grupie SHAMz1x zauwazono istotny spadek, ktory
spowodowat istotng roznic¢ miedzy grupami. Trzeba podkresli¢, Ze rola angiogeniczna
TIMP-1 nie ogranicza si¢ jedynie do wplywu regulacyjnego aktywnosci samych
metaloproteaz. Poprzez swoje funkcje moze indukowaé¢ on zwigkszong proliferacje, ale
rébwniez dziala¢ antyapoptotyczne na inne komorki, regulujagc migdzy innymi procesy
angiogenezy (Stetler-Stevenson 2008; Ries 2014). Tak wigc zaobserwowany brak spadku
stezenia TIMP1 w odpowiedzi na wysilek po jednorazowym zdalnym hartowaniu przez
niedokrwienie w stosunku do SHAMix moze by¢ korzystny i przetozy¢ si¢ na wzrost
przezywalnosci komorek poddanych maksymalnemu wysitkowi anaerobowemu.

Istotny wptyw pojedynczej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie
konczyny dolnej indukowanej 30s testem Wingate zauwazono roéwniez W rdznicujacym
czynniku wzrostu, ktory wykazal istotny wzrost w grupie SHAMix 60min po wysitku
w przeciwienstwie do grupy RIPCix. Biorgc pod uwage role GDF-15 jako biomarkera
sygnalizujgcego stan zapalny, niedokrwienie migsnia sercowego czy tez choroby

nowotworowe, uzyskane wyniki mogg $wiadczy¢ o whasciwosciach ochronnych pojedynczej
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procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie, zmniejszajac stres zwigzany z ryzykiem
sercowo-naczyniowym (Galliera, Lombardi et al. 2014) oraz skutkami uszkodzenia mig$ni
szkieletowych w wyniku maksymalnego wysitku acrobowego (Gil, Ost et al. 2019).

Rownie interesujace z punktu widzenia korzys$ci stosowania procedury RIPC bylo
zbadanie wptywu 10 dniowego zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej na
zmiany badanych markeré6w indukowanych maksymalnym wysitkiem anaerobowym. Zmiany
poziomoéw wybranych markerow stanu zapalnego w surowicy krwi indukowanych 30s testu
Wingate po zastosowaniu 10 dniowej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie
w przypadku ANG i TIMP-1 potwierdzily, a nawet uwypuklily zaobserwowane wczesniej
réznice migdzygrupowe dla jednorazowego RIPC. Badanie procedury dziesigciodniowego
zdalnego hartowania przez niedokrwienie indukowanego maksymalnym wysitkiem
anaerobowym wykazato, ze podczas gdy nastgpit w grupie SHAM1ox istotny wzrost stezenia
ANG 120min po wysitku, w grupie RIPCiox zanotowano nieznaczny spadek. W wyniku
powyzszych zmian, w grupie RIPCiox odnotowano istotnie nizszy poziom stezenia ANG
w poréwnaniu do grupy SHAMiox. Porownywalne wyniki analiz w przeprowadzonych
eksperymentach zdalnego harowania przez niedokrwienic mozna zaobserwowaé rowniez
w przypadku TIMP-1. Sze$c¢dziesigt minut po zakonczeniu wysitku fizycznego istotnie
wyzszy poziom stezenia TIMP-1 zaobserwowano w grupie RIPCiox niz w grupie SHAM1ox.
Tak jak w eksperymencie jednorazowego zdalnego harowania przez niedokrwienie, pomimo
trendu spadkowego stezenia TIMP-1 zanotowanego 60min po wysitku w obu grupach,
zmiana w grupie SHAMiox byta istotna W poréwnaniu do nieznacznego spadku W grupie
RIPCiox. Wynik ten moze sugerowaé, efekt specyficznych zmian przystosowawczych po
zastosowaniu 10 dniowej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie z zaciskiem
uda na poziomie 220 mmHg. Warto réowniez nadmieni¢, ze sam tkankowy inhibitor
metaloproteinazy, bierze udzial wrozwoju tkanki migéni szkieletowych 1 procesach
naprawczych wynikajacych z urazow migéni (Madden, Byrnes et al. 2011; Alameddine 2012).
Moze rowniez sprzyja¢ ich regeneracji i rozwojowi, co z punktu widzenia pracy migsnia jest
bardzo korzystne. Zachwianie jego stezenia W surowicy krwi i wyrazny jego spadek z cata
pewnoscig moze przetozy¢ si¢ na réznorodne konsekwencje somatyczne, polegajace miedzy
innymi na zwigkszeniu prawdopodobienstwa wystgpienia urazow W przysztosci (Lo Presti,
Hopps et al. 2017).

Na uwage zastuguje rowniez istotny wptyw 10 dniowej procedury zdalnego harowania
przez niedokrwienie konczyny dolnej na zmiany st¢zenia IL-6 indukowane 30s Wingate test.

Zaobserwowana 120 min po wysitku tendencja wzrostowa stg¢zenia IL-6 w grupie SHAM1ox
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oraz tendencja malejaca w grupie RIPCiox moze sugerowaé korzystny efekt przystosowania
10 dniowej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie, mimo iz sam efekt czynnika
stanowigcego maksymalny wysilek anaerobowy byt nie istotny. Ponadto brak istotnego
wzrostu IL-10 i OSM po 30s Wingate Test na kazdym etapic badanh moze wynikaé
z niedostatecznego synergistycznego odziatywania przeciwzapalnego w stosunku do IL-6
I LIF. Interleukina 6 jako jedna z cytokin zaangazowanych w regulacj¢ procesu zapalnego
W sposob istotny przyczynia si¢ do jego nasilenia. Jej wzrost przektada si¢ na regulacje samej
odpowiedzi zapalnej, a co za tym idzie wzrost poziomu uszkodzenia tkanek poddanych
wysitkowi fizycznemu.

Weczesniejsze badania Mieszkowski, Stankiewicz et al. (2020) wykazaty takze
korzystny wptyw stosowanej procedury hartowania na zmiany parametréw IL-6 i TIMP-L1.
Ponadto wyniki badan eksperymentalnych wykazaly rowniez istotnie mniejszy wzrost
stezenia IL-6 1 rezystyny w surowicy krwi pobranej bezposrednio po zakonczeniu biegu
maratonskiego u biegaczy, ktorzy wykonali 24 godziny przed startem 10 dniowa procedure
hartowania przez niedokrwienie obu konczyn dolnych. Interesujace jest, ze sama procedura
10 dniowego harowania przez niedokrwienie zarobwno W grupie IPC, jak i SHAM tak samo
nie wywotata istotnych zmian w badanych markerach. Nie mniej jednak, w przytoczonym
badaniu udowodniono po raz pierwszy, ze dziesigciodniowy IPC zastosowany na obu
konczynach dolnych znaczaco wplywa na zmiang poziomu cytokin W surowicy Krwi
indukowanych biegiem maratonskim. Wyniki tych badan sg potwierdzeniem przypuszczen,
ze wielokrotne hartowanie przez niedokrwienie na przyktadzie 10 dniowej procedury IPC
moze skutecznie zredukowac stan zapalny wywolany dlugotrwalym wysiltkiem fizycznym,
atym samym sprzyja¢ dziataniu kaskad metabolicznych odpowiadajacych za réwnowage
prozapalno-przeciwzapalnej (Mieszkowski, Stankiewicz et al. 2020). Warto jednak
nadmieni¢, ze W tym przypadku sita dziatania bodzca byta znacznie wigksza przez wzglad na
zastosowang procedure hartowania przez niedokrwienie wykonang na obu konczynach
dolnych, jak rowniez czas trwania i charakter wysitku.

Brak efektu adaptacji dla GDF-15 wskutek zastosowania 10 dniowej procedury
zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej indukowanej 30s Wingate testem
moze wynika¢ z trwato$ci zastosowanego bodzca. W przypadku jednorazowej procedury
zdalnego hartowania przez niedokrwienie 30s Wingate test wykonywany byt po 60 minutach
od zakonczenia ostatniego zacisku. z kolei po 10 dniowej procedurze zdalnego hartowania

przez niedokrwienie maksymalny wysitek anaerobowy wykonywano po 24 godzinach od
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zakonczenia ostatniej sesji, o dla GDF-15 moglo stanowi¢ zbyt oddalony czas na wykazanie
zréznicowanej odpowiedzi powysitkowe;.

Reasumujac, niniejsza praca jest probg kompleksowej 1 wieloetapowej analizy wptywu
zaroOwno pojedynczej, jak roéwniez 10 dniowej procedury zdalnego hartowania przez
niedokrwienie konczyny dolnej na funkcje tkanek poddanych maksymalnemu anaerobowemu
wysitkowi. Analiza uzyskanych wynikow nie wykazata wplywu samego zdalnego hartowania
przez niedokrwienie pojedynczej konczyny dolnej na zmiany parametrow biochemicznych,
jednakze zmiany te byly istotne W zakresie poprawy parametrow fizjologicznych, jak rowniez
wewnatrzkomorkowej odpowiedzi na zadany wysitek. Nalezy nadmienié, ze zaobserwowane
zmiany przystosowawcze ANG, GDF-15 i TIMP-1 indukowane maksymalnym wysitkiem
anaerobowym po zastosowaniu pojedynczej procedury zdalnego hartowania przez
niedokrwienie oraz analogiczne zmiany ANG, IL-6 i TIMP-1 po zastosowaniu
dziesigciodniowej procedury zdalnego hartowania przez niedokrwienie nie pozwalaja W peini
oceni¢ ich rozlegtosci. Z drugiej strony odnotowany w ANGTP1, BDNF, IL-10, IL-15 i OSM
brak efektu wysitkowego oraz grupowego W przeprowadzonych eksperymentach badawczych
moze wynika¢ z nieadekwatnego obcigzenia wysitkowego czy tez matej liczby oraz dosé
wczesnych punktéw poboréw krwi po 30s tescie Wingate. Bioragc pod uwage wszystkie
badane markery stanu zapalnego ograniczenie to przez wzglad na zatozone hipotezy oraz
duza zbiezno$¢ wynikdw z innymi autorami nie wplywa znaczaco na mozliwosci interpretacji
wynikoéw oraz sformutowania wnioskéw. Z catg pewno$ciag uzyskane wyniki badan dowodza
skutecznosci zastosowanych procedur zdalnego hartowana przez niedokrwienie konczyny
dolnej w prewencji uszkodzenia tkanek indukowanych maksymalnym wysitkiem
beztlenowym, a co przektada si¢ na poprawe ich funkcji. Procedura zdalnego hartowania
przez niedokrwienie moze stanowi¢ wazny S$rodek treningowy W profilaktyce urazow,
fizjoterapii jak rowniez rywalizacji sportowej. Jednorazowa i1 dziesigciodniowa procedura
moze stanowi¢ rowniez uzupelnienie dla stosowanych 1 uznanych juz metod oddziatywania

na tkanki badz narzady w naukach o zdrowiu i kulturze fizycznej.
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V WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badan nad wptywem zdalnego hartowania przez
niedokrwienie konczyny dolnej na zmiany wybranych markerow stanu zapalnego

indukowanych maksymalnym wysitkiem anaerobowym Opracowano nastepujgce wnioski:

1. Jednorazowa procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie z zaciskiem 220
mmHg wiodacej konczyny dolnej nie wykazata istotnego wpltywu na zmiang

poziomu maksymalnych mozliwosci anaerobowych w 30s Wingate Test.

2. Dziesieciodniowa procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie z zaciskiem
220 mmHg wiodacej konczyny dolnej wykazata istotny wplyw na poprawe

mozliwo$ci anaerobowych w 30s Wingate Test.

3. Zaroéwno jednorazowa, jak i dziesi¢gciodniowa procedura zdalnego hartowania
przez niedokrwienie konczyny dolnej wykazala odmienny wpltyw na zmiany
kawasu mlekowego i glukozy indukowanego maksymalnym wysitkiem
anaerobowym. W przypadku os6b poddanych jednorazowej procedurze zdalnego
hartowania przez niedokrwienie z zaciskiem 220 mmHg zastosowany 30s Wingate
Test wywotal istotnie wigkszy poziom stezenia kwasu mlekowego 1 glukozy we
krwi 3 minuty po WANT oraz istotny spadek 15 minut po wysitku w poréwnaniu
do grupy zzaciskiem 20 mmHg. Zkolei w przypadku osob poddanych
dziesieciodniowej procedurze zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny
dolnej z zaciskiem 220 mmHg zastosowany 30s Wingate Test wywotal wzrost
stezenia kwasu mlekowego, powodujac istotnie wyzszy poziom 15 min po wysitku

w poréwnaniu do grupy z zaciskiem 20 mmHg.

4. Pomimo braku efektoéw samego jednorazowego i dziesieciodniowego zdalnego
hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej na zmiany wybranych
parametrow biochemicznych, ich wplyw jest istotny w odpowiedzi na maksymalny

wysitek anaerobowy.
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. Jednorazowa procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej
0 zacisku 220 mmHg hamuje wzrost ANG i GDF-15 oraz spadek TIMP-1
indukowanego maksymalnym wysitkiem anaerobowym w stosunku do grupy

wykonujacej zacisk uda na poziomie 20 mmHg.

. Dziesieciodniowa procedura zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny
dolnej o zacisku 220 mmHg wptywa na hamowanie wzrostu ANG i IL-6 oraz
spadku TIMP-1 indukowanego maksymalnym, wysilkiem anaerobowym

w stosunku do grupy wykonujacej zacisk uda na poziomie 20 mmHg.

. Istotny wplyw zastosowanych procedur zdalnego hartowania przez niedokrwienie
konczyny dolnej na zmiany stgzen ANG, GDF-15, TIMP-1 oraz IL-6 indukuje
szereg dziatan ochronnych na tkanki poddane maksymalnemu wysitkowi

anaerobowemu.

. Odnotowany brak efektu wysitkowego i grupowego w ANGTP1, BDNF, IL-10,
IL-15 i OSM w przeprowadzonych eksperymentach badawczych moze wynikac
z nieadekwatnego obcigzenia wysitkowego, czy tez dos¢ wczesnych punktéw

poboréw krwi po 30s Wingate Test.

93



Streszczenie

Wplyw zdalnego hartowania przez niedokrwienie konczyny dolnej na zmiany
wybranych markerow stanu zapalnego indukowanych maksymalnym wysilkiem
anaerobowym

Wstep: Zdalne hartowanie przez niedokrwienne (RIPC) jest to stosunkowo nowa procedura
treningowa cieszaca si¢ rosngcym zainteresowaniem W $wiecie nauk o kulturze fizyczne;j.
Z uwagi na wiele korzystnych efektow w zakresie natlenienia migéni, unaczynienia
1 zwigkszenia przeptywu krwi do aktywnych tkanek i narzadoéw, procedury RIPC poddano
rowniez analizom wpltywu na mozliwosci wysitkowe cztowieka. Dlatego tez uzyteczno$¢
stosowania procedur RIPC oraz warunki jej wykonania wymagaja dalszych badan.

Cel pracy: Wykazanie wplywu jednorazowej oraz 10-dniowej procedury RIPC na poziom
mozliwos$ci anaerobowych oraz nasilenie stanu zapalnego W wyniku maksymalnego wysitku
fizycznego.

Material i metody: W badaniach eksperymentalnych, w ktorych wzigto udziat 40 zdrowych,
aktywnych fizycznie mezczyzn w wieku 19,98 + 1,17 lat przeprowadzono jednorazowa i 10
dniowg procedurg zdalnego hartowania przez niedokrwienie polegajaca na czterech cyklach
okluzji i reperfuzji trwajacych po 5 minut z zaciskiem kotnierza sfingonamometrycznego na
poziomie 220 mmHg w grupie RIPC oraz 20 mmHg w grupie SHAM. Kazdorazowo przed
jak 1 po wykonanym eksperymencie wszystkim uczestnikom wykonano badanie sktadu ciata
oraz test maksymalnej mocy beztlenowej (Winagate Test). Ocenie poddano zmiany
parametrow fizjologicznych uzyskiwanych w probach wysitkowych jak i zmiany st¢zenia
wybranych markeréw stanu zapalnego zaréwno po jednorazowej, jak réwniez przed i po 10
dniowej procedurze RIPC. Charakter zmian oceniono za pomoca dwukierunkowej analizy
wariancji ANOVA z powtarzanymi pomiarami.

Wyniki: Tylko w przypadku zastosowania 10 dniowego treningu RIPC zaobserwowano
istotny wzrost mocy S$redniej (4,81% (p<0,05)) oraz mocy szczytowej (4,79% (p<0,05)).
Analiza parametrow biochemicznych wykazala, Ze wykonanie jednorazowej procedury RIPC
poprzedzajacej maksymalny wysitek anaerobowy przyczynia si¢ do zahamowania
wydzielania ANG i GDF-15 oraz spadku TIMP-1 w surowicy krwi. Dziesi¢ciodniowa
procedura RIPC obniza poziom ANG i IL-6 oraz dodatkowo przyczynia si¢ do zmniejszenia
spadku stezenia TIMP-1. Nie wykazano jednak wplywu zaréwno jednorazowej, jak i 10
dniowej procedury RIPC na wyjsciowe stezenia wybranych markerdéw stanu zapalnego oraz
uszkodzenia migsni.

Whioski: Zastosowanie 10 dniowego treningu RIPC wptywa istotnie na wyniki wydolnosci
anaerobowej oraz zmiany stezenia ANG, IL-6 i TIMP-1 w surowicy krwi, wywotujac efekt
ochronny przed uszkodzeniami mi¢$ni wywolanymi ¢wiczeniami fizycznymi.
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Abstract

The effect of remove ischemic preconditioning by lower limb on changes in selected
inflammation markers induced by maximal anaerobic effort

Introduction: Remote ischemic preconditioning (RIPC) is a relatively new technique,
benefitting from a growing interest among those in the world of sports medicine. Due to the
beneficial effects of this technique on muscle oxygenation, blood flow delivery, angiogenesis,
inflammation and apoptosis attenuation, the RIPC procedures have been assessed in regards
to their influence on a person’s capacity for physical exercise. Therefore, the specificity of
this technique (how it should be carried out, size and the number of the treated tissues,
number of cycles, etc.) requires further experimentation.

Aim of the study: Elucidation of the effects of one-time and 10-day remove ischemic
preconditioning training on WANT Test induced changes in biochemical markers of
inflammation process and muscle damage.

Material and Methods: Forty healthy, physically active men of the age group 19,98 + 1,17
years old performed one day and ten days of RIPC training in the course of four cycles, by
inflating and deflating a blood pressure cuff to a pressure of 220 mmHg at 5-min intervals.
The SHAM procedure consisted of the same number of cycles but the inflation pressure was
20 mmHg. Either way, before and after the experiment was carried out, body composition
tests and peak anaerobic power tests (Wingate Tests) were administered to all 40 subjects.
Changes in physiological parameters, obtained in exercise tests, as well as changes in the
concentration of selected markers of inflammation, both after a one-time RIPC procedure, as
well as before and after the 10-day RIPC procedure, were assessed. The extent of before-and-
after differences between levels of inflammation process and muscle damage markers after
RIPC and SHAM training were assessed using two-way ANOVA with repeated
measurements.

Results: The one-time RIPC procedure did not affect WANT performance. On the other hand,
it was shown that the 10-day RIPC procedure significantly increased mean power (4,81%
(p<0.05)), and peak power (4,79% (p<0.05)). Furthermore, one-time RIPC inhibits the
secretion of serum ANG and GDF-15 and reduces the fall of TIMP-1 in response to the
maximal anaerobic Wingate Test. Similarly to the one-time procedure, the 10-day RIPC
training decreases serum levels of ANG and IL 6 and also decreases the fall in TIMP-1 levels.
One-time and 10-day RIPC training did not affect baseline serum levels of muscle damage
and inflammation process markers.

Conclusion: The 10-day RIPC procedure influences the results of the Wingate Anaerobic
test. Furthermore, the ten days of RIPC training significantly affected serum level of ANG,
IL-6 and TIMP-1, inducing a protective effect against exercise-induced muscle damage.
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Rycina 12a. Stgzenie wyjsciowe markeréw stanu zapalnego we krwi przed i po 10 dniowe;j
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Aneks

Zalacznik 1. Zgoda komisji bioetycznej na przeprowadzenie badania

N iR
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25, KRGO GAITBA B LLKARSK

KOMISJA BIOETYCZNA

przy Okregowsj Izbie Lekarskiej
§0-204 Gdarisk tel. 58 524 32 50
ul. Sniadeckich 33 fax 58 524 32 51
www.komisjabioetyczna.pl e-mail: biotetyka@komisjabioetvczna.pl
KB-24/16 Gdarisk, dnia 14 grudnia 2016,

Gtowny Badacz: prof. dr hab. Jedrzej Antosiewicz

Iviiejsce prowadzenia badania: Akademia Wychowania Fizycznego i Sportu w Gdarisku, ul. Kazimierza
Gorskiego 1, 80-336 Gdansk

Tytut pracy naukowe]: ,Wplyw hartowania przez niedokrwienie koriczyn gornych i dolnych na poziom
moZliwosci wysifkowych mfodych mezczyzn.”

Komisja Bioetyczna przy Okregowe] lzbie Lekarskiej w Gdansku privjgis oo sroefidac
informacje o w/w pracy naukowe] i nie zgtasza zastrzezer co do jej przeprowadzenia.
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