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STRESZCZENIE

Ekspresja wybranych genow i bialek zwigzanych z odpowiedzia zapalna w reakcji

na progresywny test do odmowy u sportowcow wyczynowych i osob nie¢wiczacych

Aktywno$¢ fizyczna stanowi kluczowy czynnik modulujacy réwnowage
metaboliczng 1 immunologiczng organizmu, glownie poprzez generowanie
kontrolowanego stresu fizjologicznego, ktory inicjuje  kaskade sygnatow
odpowiedzialnych za przebudow¢ metaboliczng, adaptacj¢ tkankowa i1 regulacje
odpowiedzi zapalnej. To wiasnie ostry stres wysitkowy wplywa na poziom krazacych
cytokin oraz ekspresje genow zaangazowanych w mechanizmy reagowania na stres,
procesy zapalne i gospodarke energetyczng. Regularny trening prowadzi do utrwalenia
tych szlakow adaptacyjnych, dzigki czemu organizm reaguje na obcigzenia bardziej
efektywnie 1 z wigksza precyzja regulacyjng. Wsrod markerow szczegolnie istotnych dla
oceny dynamiki stresu wysitkowego znajdujg si¢ cytokiny pro- i przeciwzapalne (TNF-
a, IL-4) oraz biatka metaboliczne petnigce funkcje czujnikéw stresu komoérkowego
(FGF21, GDF15), a takze ich receptory. Dodatkowo, ocena odpowiedzi uktadu
leukocytarnego — catkowitej liczby leukocytdéw, limfocytow 1 neutrofili — stanowi istotny
element analizy immunologicznej reakcji na intensywny wysitek i wynikajacy z niego
stres fizjologiczny.

Celem niniejszej pracy byla kompleksowa charakterystyka odpowiedzi
molekularnej 1 immunologicznej na progresywny test wysitkowy do odmowy
u sportowcoOw oraz 0sob nie¢wiczacych. Analiza obejmowala oznaczenia stezen biatek
FGF21, GDF15, TNF-a i1 IL-4 w osoczu metoda immunoenzymatyczng ELISA oraz
ocen¢ ekspresji genéw kodujacych te bialka i ich receptory (FGFR1, FGFR3, FGFR4,
KLB, GFRAL, TNFR1, TNFR2, IL-4R) z wykorzystaniem ilosciowej reakcji PCR
w czasie rzeczywistym (RT-qPCR). Dodatkowo analizowano wybrane parametry
hematologiczne — liczbg leukocytow, limfocytow i neutrofili — jako wskazniki dynamiki
odpowiedzi odpornosciowej. Badaniem objeto 15 wytrenowanych sportowcow 1 15 oséb
nieaktywnych fizycznie, u ktorych pobierano probki krwi w sze$ciu punktach czasowych:
przed wysitkiem, bezposrednio po jego zakonczeniu oraz po 30 minutach, 6 godzinach,
24 godzinach i1 48 godzinach. Test wysitkowy stanowil progresywne obcigzenie do

odmowy, umozliwiajace precyzyjng ocen¢ wydolnosci tlenowe;.



Wyniki badan wykazaty, ze intensywny, jednorazowy wysitek nie wptywa na
ekspresje FGF21 1 GDF15, natomiast u oséb nie¢wiczacych obserwuje si¢ silniejsza
1 szybszg aktywacje receptorow szlaku FGF21 (FGFR3, FGFR4, KLB), co wskazuje na
wigksza wrazliwo$¢ stresowa w porownaniu ze sportowcami. Profil ekspresji TNF-a
1 TNFR1 u 0s6b nieaktywnych potwierdza dominacj¢ odpowiedzi prozapalnej, podczas
gdy u sportowcow brak zmian ekspresji gendw zapalnych odzwierciedla dziatanie
adaptacyjne regularnego treningu. Jednoczesnie wyzsze stezenia FGF21 i GDF15
w osoczu o0sOb nie¢wiczacych potwierdzaja wigksze obcigzenie metaboliczne
1 mitochondrialne wywotane wysitkiem, natomiast spadek TNF-a po 48 godzinach
u sportowcoOw S$wiadczy o sprawniejszym wygaszaniu reakcji zapalnej. Obnizenie
stezenia IL-4 u o0so6b nie¢wiczacych sugeruje slaba odpowiedZz przeciwzapalng
w grupie bez adaptacji treningowe;.

Wyniki $§wiadcza o zlozonej, dynamicznej odpowiedzi organizmu na wysitek
fizyczny, obejmujacej zardwno zmiany ekspresji gendw, jak i1 stezen odpowiadajacych im
biatek, ktore rdznig si¢ miedzy sportowcami a osobami nie¢wiczacymi. Uzyskane dane
pozwalajg lepiej zrozumie¢ mechanizmy regulacji metabolicznej, zapalnej i stresowe;j
towarzyszace] obcigzeniu fizycznemu oraz wskazuja, ktore szlaki molekularne sa
szczegOlnie aktywowane w zalezno$ci od poziomu wytrenowania. Wyniki mogg by¢
wykorzystane do projektowania spersonalizowanych programow treningowych,
monitorowania adaptacji organizmu do wysitku oraz identyfikacji biomarkerow

przydatnych w ocenie wydolnosci 1 regeneracji.



SUMMARY

Expression of selected inflammatory response-related genes and proteins in
response to a progressive exercise test to exhaustion in professional athletes and

non-exercisers

Physical activity constitutes a key factor modulating the body’s metabolic and
immunological balance, primarily by generating controlled physiological stress that
triggers a cascade of signals responsible for metabolic remodeling, tissue adaptation, and
regulation of the inflammatory response. It is the acute exercise-induced stress that affects
the levels of circulating cytokines and the expression of genes involved in stress-response
mechanisms, inflammatory processes, and energy homeostasis. Regular training
consolidates these adaptive pathways, enabling the body to respond to physical load more
efficiently and with greater regulatory precision. Among the markers particularly
important for assessing the dynamics of exercise-induced stress are pro- and anti-
inflammatory cytokines (TNF-a, IL-4), metabolic proteins functioning as cellular stress
sensors (FGF21, GDF15), as well as their receptors. In addition, the evaluation of the
leukocyte response — including total leukocyte, lymphocyte, and neutrophil counts — is a
crucial component of analyzing the immunological reaction to intense physical effort and
the resulting physiological stress.

The aim of this study was to provide a comprehensive characterization of the
molecular and immunological response to a progressive exercise test to exhaustion in
trained athletes and physically inactive individuals. The analysis included the
determination of plasma concentrations of FGF21, GDF15, TNF-0, and IL-4 using
ELISA, as well as the assessment of gene expression of these proteins and their receptors
(FGFR1, FGFR3, FGFR4, KLB, GFRAL, TNFR1, TNFR2, IL-4R) using quantitative
real-time PCR (RT-qPCR). Selected hematological parameters — leukocyte, lymphocyte,
and neutrophil counts — were also analyzed as indicators of immune response dynamics.
The study involved 15 trained athletes and 15 physically inactive participants, from whom
blood samples were collected at six time points: before exercise, immediately after
completion, and after 30 minutes, 6 hours, 24 hours, and 48 hours. The exercise protocol

consisted of a progressive test to exhaustion, allowing for precise evaluation of aerobic

capacity.



The results showed that a single bout of intense exercise does not affect FGF21
and GDFI15 expression; however, in non-trained individuals, a stronger and faster
activation of FGF21 pathway receptors (FGFR3, FGFR4, KLB) was observed, indicating
greater stress sensitivity compared with athletes. The expression profile of TNF-a and
TNFR1 in inactive participants confirms a predominance of pro-inflammatory responses,
whereas in athletes the absence of changes in inflammatory gene expression reflects the
adaptive effects of regular training. At the same time, higher plasma levels of FGF21 and
GDF15 in non-trained individuals confirm greater metabolic and mitochondrial strain
induced by exercise, while a decrease in TNF-a after 48 hours in athletes indicates more
efficient resolution of inflammation. The reduction in IL-4 concentration in non-
exercisers suggests a weak anti-inflammatory response in the group without training
adaptation.

The findings demonstrate a complex, dynamic response of the body to physical
exercise, involving both changes in gene expression and protein levels, which differ
between athletes and non-trained individuals. The collected data enhance understanding
of the metabolic, inflammatory, and stress-related regulatory mechanisms accompanying
physical exertion and identify molecular pathways particularly activated depending on
training status. The results may be used to design personalized training programs, monitor
physiological adaptation to exercise, and identify biomarkers useful for assessing

performance and recovery.
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WSTEP

Aktywno$¢ fizyczna to kazdy rodzaj ruchu wykonywany przez mig$nie
szkieletowe, ktory prowadzi do zwiekszonego zuzycia energii w pordwnaniu do poziomu
spoczynkowego. W codziennym zyciu mozna wyrozni¢ rézne formy aktywnosci
fizycznej, takie jak aktywno$¢ zwigzana z pracg zawodowsq, sportem, utrzymaniem
kondycji, obowigzkami domowymi czy inne formy ruchu [1,2]. Cwiczenia fizyczne
stanowig szczeg6lng kategori¢ aktywnosci. Sg one celowo zaplanowane, uporzagdkowane
1 wykonywane wielokrotnie, a ich gtdownym lub posrednim celem jest rozwijanie badz
podtrzymywanie sprawnosci fizycznej. Z kolei sprawnos$¢ fizyczna to zespdt cech
zwigzanych ze zdrowiem lub zdolno$ciami motorycznymi, ktére mozna obiektywnie
oceni¢ przy uzyciu standaryzowanych testow [1]. Rodzaje wysitku fizycznego mozna
wyrdznia¢, uwzgledniajac kilka kluczowych kryteriow: typ wykonywanych skurczow
mig$niowych, stopien intensywnos$ci i dlugo$¢ trwania aktywnosci, a takze rozlegtosé
zaangazowania grup mig¢$niowych — od lokalnych po ogoélnoustrojowe [3]. Taki podziat
pozwala lepiej zrozumie¢ specyfike obcigzen naktadanych na organizm podczas réznych
form aktywnosci.

Regularna aktywno$¢ fizyczna niesie ze sobg liczne korzysci, zardwno dla
zdrowia fizycznego, jak i psychicznego [4]. Udowodniono, Ze systematyczne ¢wiczenia
pozytywnie wptywaja na funkcjonowanie uktadu sercowo-naczyniowego, co przektada
si¢ na mniejsze ryzyko wystgpienia choréb serca, udaru moézgu oraz nadcis$nienia
tetniczego [5]. Ruch sprzyja rowniez poprawie mineralizacji ko$ci, dzigki czemu
zmniejsza si¢ prawdopodobienstwo rozwoju osteoporozy oraz zwigzanych z nig ztaman
[6]. Dodatkowo aktywno$¢ fizyczna wspiera utrzymanie prawidlowej masy ciata [7],
zwigksza wrazliwos$¢ tkanek na insuling [8] 1 ogranicza ryzyko zachorowania na cukrzyce
typu 2 (ang. diabetes mellitus type 2, DM2) [9]. Nie mozna takze pominag¢ wptywu
¢wiczen na zdrowie psychiczne. Liczne badania wskazuja, ze aktywno$¢ fizyczna
przyczynia si¢ do redukcji objawodw depresji 1 lgku [10], poprawia nastroj oraz zdolnosci
poznawcze [11], a takze moze zmniejszy¢ ryzyko zaburzen neurodegeneracyjnych, takich
jak demencja [12]. Regularne ¢wiczenia sprzyjaja réwniez lepszej jakosci snu oraz
obnizeniu poziomu odczuwanego stresu [13].

W istocie, aktywnos$¢ fizyczna, zwlaszcza wysilek o duzej intensywnosci, dziata

jak kontrolowany stres fizjologiczny: mobilizuje uktad nerwowy i hormonalny, angazuje
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0§ wspotczulng oraz 0§ podwzgorze-przysadka-nadnercza, a takze uruchamia odpowiedz
immunologiczng zwigzang z podwyzszong mobilizacja leukocytow 1 wydzielaniem
cytokin [14-16]. Ten ,stres” powoduje adaptacje na poziomie komoérkowym
1 ukladowym, a w dluzszym okresie treningu prowadzi do uodpornienia organizmu,
lepszej regulacji gospodarki energetycznej 1 przeciwzapalnej oraz zwigkszonej
odpornosci immunologicznej. Dlatego regularny trening warunkuje nie tylko korzysci
zdrowotne, ale réwniez rozwdj mechanizméw adaptacyjnych pozwalajacych
przystosowac si¢ do obcigzen i minimalizowaé ryzyko przewlektego stanu zapalnego
[14,17].

Wraz z rosngcg popularnoscig ¢wiczen fizycznych, w srodowisku naukowym
coraz wickszy nacisk kladzie si¢ na identyfikacje rzetelnych biomarkeréw, ktore
umozliwia oceng¢ efektywno$ci rdéznych programow treningowych. Biomarkery,
definiowane jako mierzalne wskazniki przebiegu procesow biologicznych, dostarczaja
istotnych informacji na temat oddziatywania aktywnos$ci fizycznej na organizm [18].
Kluczowe jest stosowanie wiarygodnych wskaznikow, ktére pozwola dostosowac
program treningowy do indywidualnych potrzeb osoby badanej i zmaksymalizowac
korzysci zdrowotne. Analiza biomarkeréw przed planowanym treningiem i po jego
zakonczeniu umozliwia zweryfikowanie, ktére rodzaje ¢wiczen wywotuja najbardziej
pozadane zmiany biologiczne. Co wigcej, dzigki systematycznemu monitorowaniu
poziomdéw biomarkeréw mozliwe jest $ledzenie progresu w czasie i zwracanie uwagi na
subtelne, lecz istotne dokonania wynikajace z regularnej pracy. Obecnie wykorzystuje si¢
rozmaite biomarkery, w tym fizjologiczne takie jak tetno, ci$nienie t¢tnicze czy VO2 max,
biochemiczne, obejmujace cytokiny i hormony oraz markery metaboliczne [19-21].
Niemniej jednak stale poszukuje si¢ bardziej precyzyjnych i czutych wskaznikow, ktore
pozwolg na dokladniejsze okreslenie wplywu ¢wiczen na procesy fizjologiczne 1
molekularne. W $wietle najnowszych badan cytokiny jawig si¢ jako szczegdlnie
obiecujace biomarkery. Pelnig funkcje czasteczek sygnatowych
w procesach zapalnych i immunologicznych, a ich stezenie ulega dynamicznym zmianom

w odpowiedzi na aktywnos¢ fizyczng [22].

1. Molekularne podstawy odpowiedzi zapalnej na wysilek fizyczny

W ostatnich latach coraz wigksza uwage zwraca si¢ na koncepcj¢, wedtug ktorej
dlugofalowe adaptacje organizmu do wysitku fizycznego sa w duze] mierze

konsekwencja powtarzajacych sie, krotkotrwatych zmian molekularnych zachodzacych
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po kazdej sesji treningowej. Te przejsciowe odpowiedzi komdrkowe i zmiany w ekspresji
genodw, cho¢ pozornie ulotne, kumuluja si¢ z biegiem czasu, prowadzac do trwalych
modyfikacji w obrgbie procesow syntezy i degradacji biatek, co ostatecznie sprzyja
przebudowie i adaptacji migsni szkieletowych oraz poprawie ich funkcji wysitkowej [23].
Kazdy bodziec treningowy moze wigc by¢ postrzegany jako impuls biologiczny
inicjujacy sygnalizacj¢ komorkowa 1 szlaki transkrypcyjne, ktore przy odpowiedniej
czestotliwosci prowadzg do modyfikacji strukturalnych i funkcjonalnych [24,25].

Pomimo znacznych postepéw w identyfikowaniu szlakow komodrkowych
i molekularnych aktywowanych przez rozne formy wysitku fizycznego, takich jak kinazy
sygnalowe, czynniki transkrypcyjne czy czasteczki sygnalizacyjne, wcigz nie ma
mozliwos$ci okreslenia petnego obrazu tego, jak te procesy przekladaja si¢ na konkretng
poprawe¢ zdolnosci wysitkowych [26]. Wydaje si¢, ze zalezno$ci migdzy sygnalizacja
wewnatrzkomorkowa a parametrami fizjologicznymi osigganymi w wyniku treningu sg
znacznie bardziej ztozone, niz wezesniej sadzono, 1 mogg zaleze¢ od licznych zmiennych,
takich jak intensywno$¢, objetosé, typ wysitku, a takze od indywidualnych cech
organizmu. W efekcie, cho¢ znanych jest coraz wigcej detali molekularnych odpowiedzi
na wysilek, pelne zrozumienie mechanizmow, ktére warunkujga poprawe wydolnosci,
pozostaje nadal wyzwaniem dla nauki. Zlozono$¢ interakcji pomiedzy sygnalizacja
wewnatrzkomorkowa, parametrami wysitkowymi i1 indywidualnymi cechami organizmu
utrudnia okreslenie, w jakim stopniu konkretne szlaki przektadaja si¢ na zmiany
wydolnosci fizyczne;.

Wysitek aktywuje liczne procesy, w tym biogeneze mitochondriéw, angiogenezg,
reorganizacj¢ metabolizmu oraz regulacje immunologiczna, ktorych integracja ksztaltuje
fizjologiczng adaptacje [27-29]. Zwigkszone obcigzenie mechaniczne mig$ni prowadzi
do hipertrofii [30], ktorej podstawa jest aktywacja szlakow inicjujgcych synteze bialek.
Intensywny wysitek uruchamia liczne procesy, z ktérych kluczowa rolg¢ odgrywa
aktywacja szlaku mTORCI1 (ang. mammalian target of rapamycin complex 1, kompleks
1 kinazy mTOR), regulujacego translacic mRNA kodujacego bialtka strukturalne
1 enzymatyczne [31]. Mechanizmy aktywacji mTORC1 obejmujg m.in. gromadzenie
kwasu fosfatydowego (PA) [31-34] oraz przemieszczanie tuberyny, co umozliwia
interakcje z GTP-azg Rheb 1 inicjowanie translacji zaleznej od czapeczki [35,36].
Centralnymi efektorami tych procesow sg kinaza p705°% oraz biatko 4E-BP1 (ang. 4E

binding protein), modulujace inicjacj¢ translacji [37].
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Z kolei wysitek wytrzymato$ciowy aktywuje odmienne szlaki wynikajace
z zaburzen homeostazy energetycznej 1 zmian redoks. Kluczowe znaczenie majg tu m.in.
szlak kinazy typu II zaleznej od wapnia i kalmoduliny (ang. Ca?*/calmodulin-dependent
protein kinase II, CaMKII), kinaza biatkowa aktywowanej przez AMP (ang. adenosine
monophosphate-activated protein kinase, AMPK), kinaza bialkowa aktywowana
mitogenem p38 (ang. p38 mitogen-activated protein kinase, p38 MAPK) oraz sirtuina 1
(SIRT1), ktérych sygnaly integruja si¢ na poziomie koaktywatora PGC-la (ang.
peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha), prowadzac do
zwigkszenia potencjalu oksydacyjnego mieg$ni [27,38-40]. Cho¢ wiele z tych
mechanizmow potwierdzono in vitro, czg¢$¢ wymaga dalszego potwierdzenia w badaniach
z udziatem ludzi.

Jednakze intensywny lub nieregularny wysitek fizyczny, zwlaszcza u osob
niewytrenowanych moze generowac¢ nadmierng produkcj¢ reaktywnych form tlenu (ang.
reactive oxygen species, ROS), prowadzac do stresu oksydacyjnego i uszkodzen
komorkowych [41]. ROS aktywuja liczne szlaki sygnalizacyjne, w tym NF-xB (ang.
Nuclear Factor kappa B, NF-kB) — kluczowy regulator ekspresji genéw zapalnych [42].

Podczas wysitku fizycznego aktywowana jest odpowiedZz zapalna, ktorej
zadaniem jest eliminacja uszkodzen tkankowych 1 uruchomienie proceséw naprawczych
[43-45]. Kluczowa role w uruchamianiu mechanizméw odpowiedzi zapalnej odgrywaja
cytokiny oraz ich receptory [46]. Cytokiny to zréznicowana grupa czasteczek
sygnatowych, ktore mozna podzieli¢ na wiele roznych typow, z ktorych kazda ma
unikalne funkcje 1 wptyw na organizm. Sposrdd cytokin wyrdzniamy: interleukiny (ang.
interleukins, IL), czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor, TNF),
interferony (ang. interferone, IFN), chemokiny, czynniki stymulujgce kolonie (ang.
colony stimulating factors, CSF) i czynniki wzrostu (ang. growth factors, GF) [47].
W literaturze cze¢sto klasyfikuje si¢ je rowniez ze wzgledu na miejsce ich wydzielania —
jako miokiny (produkowane przez mig$nie), adipokiny (przez tkanke¢ tluszczowa),
hepatokiny (przez watrobg) czy cytokiny zapalne (o dziataniu pro- lub przeciwzapalnym)
[48]. Warto jednak podkresli¢, ze jeden i1 ten sam mediator moze naleze¢ do kilku
kategorii jednoczes$nie. Przyktadowo, interleukina-6 (IL-6) moze by¢ klasyfikowana
zarowno jako miokina (wydzielana przez mig¢snie w odpowiedzi na wysitek), jak
1 cytokine zapalng (uczestniczacag w odpowiedzi immunologicznej) [49]. Przynalezno$¢
cytokiny do danej grupy zalezy od kontekstu fizjologicznego lub patologicznego,

w ktorym jest ona wydzielana, a takze od dominujgcego zrodia jej produkcji w danym
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stanie [50]. Podstawg do takiej klasyfikacji sa wyniki badan eksperymentalnych (in vitro
1 in vivo), ktore okreslaja ekspresje gendw, poziomy biatka w konkretnych tkankach oraz
dynamike¢ ich zmian pod wplywem okreslonych bodzcéw, takich jak wysitek fizyczny,
gldd, stres czy stany zapalne. Dlatego przy analizie funkcji cytokin wazne jest
uwzglednienie zaréwno ich zrdédla, jak i dziatania biologicznego, poniewaz to wtasnie
kontekst determinuje ich role i przynaleznos$¢ funkcjonalng.

W kontekscie odpowiedzi fizjologicznej na wysitek fizyczny nalezy podkreslic,
ze cho¢ cytokiny moga by¢ syntetyzowane przez rdznorodne komorki organizmu, to
migsénie szkieletowe stanowig ich gtowne zrodto podczas aktywnosci fizycznej [51,52].
W ostatnich latach mig¢$nie szkieletowe zyskaty miano narzadu o funkcji endokrynnej,
poniewaz w odpowiedzi na skurcz mig§niowy syntetyzuja 1 wydzielaja szereg cytokin
okreslanych wilasnie mianem miokin. Dotychczas zidentyfikowano ponad 3000 takich
zwigzkow, w tym interleukiny IL-6, IL-7, IL-15 oraz miostatyne, ktore sa produkowane
przez miocyty [52,53]. Miokiny wykazuja gléwnie dzialanie lokalne poprzez
mechanizmy autokrynne 1 parakrynne, jednakze niektdore z nich moga rdéwniez
oddzialywa¢ systemowo, pelnigc funkcje endokrynne i1 modulujac aktywnosé
metaboliczng oraz immunologiczng w odleglych narzadach [54]. Koncepcja migsni
szkieletowych jako dynamicznego narzadu wydzielniczego otworzyta nowg perspektywe
badawcza w dziedzinie fizjologii i immunologii wysitku fizycznego.

Utrzymanie rownowagi pomie¢dzy reakcjami prozapalnymi a przeciwzapalnymi
stanowi jeden z fundamentalnych mechanizméw regulacyjnych zapewniajacych
homeostaze uktadu odpornosciowego. Odpowiedz zapalna jest niezbedna dla eliminacji
patogendéw 1 naprawy uszkodzonych tkanek, jednak jej nadmierna lub przewlekta
aktywacja moze prowadzi¢ do rozwoju stanow patologicznych, takich jak
insulinooporno$¢, miazdzyca, czy choroby autoimmunologiczne [55-57]. W konteks$cie
intensywnej aktywnosci fizycznej, odpowiedz zapalna wykazuje charakter dwufazowy.

Wysilek fizyczny o charakterze intensywnym lub dlugotrwatym, stymuluje
wzmocnione uwalnianie cytokin prozapalnych, podczas gdy zwigkszone uwalnianie
cytokin przeciwzapalnych jest zjawiskiem wtoérnym [58]. Wyniki licznych badan
poswigconych intensywnym formom wysitku fizycznego, takim jak maraton,
ultramaraton czy wielogodzinna jazda na rowerze, wskazuja na charakterystyczny profil
odpowiedzi zapalnej, potwierdzajacy dominacj¢ cytokin prozapalnych we wczesnej fazie
reakcji organizmu [47]. W trakcie takich obcigzen obserwuje si¢ istotny wzrost stezen

mediatorow zapalnych, w tym IL-1p [59], IL-6 [60-62], IL-8 [62,63], biatka
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chemotaktycznego monocytéw (ang. monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1)
[64,65], biatka zapalnego makrofagéw (ang. macrophage inflammatory protein-1,
MIP-1) [63] oraz czynnika martwicy nowotworow alfa (ang. tumor necrosis factor alpha,
TNF-a) [66], co jest wynikiem aktywacji szlakow odpowiedzi nieswoistej i rekrutacji
komorek uktadu odpornosciowego do tkanek objetych mikrourazami [67]. Nastepstwem
tej reakcji jest wtorna aktywacja uktadu przeciwzapalnego, przejawiajaca si¢
zwigkszonym wydzielaniem cytokin takich jak IL-1ra [62,68] 1 IL-10 [61,62], ktorych
funkcja jest ograniczenie nadmiernej odpowiedzi zapalnej 1 przywracanie homeostazy
[69]. Tutaj przejawia si¢ plejotropowe dziatanie IL-6, ktéra uwalniana z mig$ni
szkieletowych z jednej strony promuje odpowiedz zapalna, z drugiej aktywuje uwalnianie
IL-10 1 IL-1ra, wykazujac tym samym dzialanie przeciwzapalne [70]. Dodatkowo,
niektore badania wskazuja, Zze poziom interferonu gamma (IFN-y), znanego z dzialania
immunomodulujacego i przeciwzapalnego, obniza si¢ po jednorazowym wysitku
o wysokiej intensywnosci [71], co moze wskazywac na przejsciowg supresje odpornosci

komorkowej w fazie powysitkowe;.

Intensywny wysitek Regularny, umiarkowany
fizyczny wysilek fizyczny
0 1IL-1P =IL-1B
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Rycina 1. Graficzna reprezentacja wplywu pojedynczego intensywnego wysitku fizycznego
i regularnego umiarkowanego wysitku fizycznego na poziom wydzielania cytokin pro-
i przeciwzapalnych (1 — zwigkszone st¢zenie; | — zmniejszone st¢zenie; = — brak zmian
w stezeniu). Ilustracja zostala czg§ciowo wygenerowana przy uzyciu programu Servier Medical
Art, dostarczonego przez firme¢ Servier, na licencji Creative Commons Attribution 3.0 unported
(wykonanie wtasne, zrodto: [47])

Jednak intensywnos$¢ wysitku ma duzy wptyw na odpowiedZz immunologiczng.
Umiarkowana aktywno$¢ (aerobowa lub oporowa) sprzyja dominacji procesOw

przeciwzapalnych, w przeciwienstwie do wysitku o wysokiej intensywnosci. Badania
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wykazaty wzrost ekspresji cytokin przeciwzapalnych, takich jak IL-1ra [72,73], IL-2
[74], IL-4 [72], IL-13 [72] 1 IFN-y [71,75], oraz zmniejszone wydzielanie cytokin
prozapalnych takich jak IL-18 [76], IL-6 [77] oraz TNF-a [78]. Schemat wydzielania
cytokin pro- i przeciwzapalnych podczas zarowno intensywnego, jak 1 umiarkowanego
wysitku fizycznego zostal przedstawiony na rycinie 1, ktéora powstata na podstawie
dostepnej literatury.

Regularna  aktywno$¢ fizyczna stanowi istotng form¢ interwencji
niefarmakologicznej, wykazujaca korzystny wplyw na funkcjonowanie mikrokrazenia
[79-81]. Wyniki wielu badan naukowych wskazuja, ze zar6wno trening aerobowy,
oporowy, jak 1 ¢wiczenia realizowane w warunkach hipoksji czy w ramach funkcjonalne;j
aktywnosci fizycznej, skutecznie poprawiajg zdolnos$¢ adaptacyjng naczyn mikrokrazenia
oraz ograniczaja ryzyko jego dysfunkcji, szczegdlnie w kontek$cie starzenia si¢
organizmu i chordb przewlektych [82—85]. Warto jednak zaznaczy¢, ze pojedyncze sesje
intensywnych ¢wiczen u osob nieaktywnych moga wywotywac przejsciowg dysfunkcje
srodblonka mikronaczyniowego. Odmienng odpowiedz obserwuje si¢ u oséb regularnie
trenujacych oporowo, u ktorych funkcja rozszerzania naczyn zostaje zachowana nawet
w warunkach obcigzenia fizycznego, co potwierdza zdolno$¢ adaptacyjng uktadu
naczyniowego do bodzcow treningowych [86]. Korzysci te wynikajg z aktywacji wielu
szlakow fizjologicznych, w tym obniZenia poziomu mediatorow stanu zapalnego
1 redukcji stresu oksydacyjnego, co jest jedng z kluczowych drég tagodzenia dysfunkcji

mikrokrazenia przez aktywno$¢ fizyczng [87].

1.1. Rola wybranych cytokin prozapalnych w odpowiedzi na wysitek fizyczny

Wysilek fizyczny o duzej intensywnosci stanowi istotny bodziec fizjologiczny,
prowadzacy do przejSciowe] aktywacji uktadu odporno$ciowego, w tym nasilenia
ekspresji cytokin prozapalnych. Molekuty te pelnig kluczowa funkcje w inicjowaniu
1 modulowaniu odpowiedzi zapalnej, ktora warunkuje adaptacj¢ ustroju do obcigzen
treningowych. Ich dziatanie wplywa nie tylko na przebieg lokalnych proceséw zapalnych
1 naprawczych w obregbie tkanki migsniowej, ale takze na regulacje odpowiedzi
ogolnoustrojowej, w tym aktywno$¢ szlakéw metabolicznych i immunologicznych.
Charakterystyka ekspresji poszczegdlnych cytokin w odpowiedzi na wysitek moze
dostarcza¢ cennych informacji o fizjologicznych mechanizmach adaptacyjnych oraz

roéznicach indywidualnych pomiedzy osobami aktywnymi fizycznie a nieaktywnymi.
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Badania nad wplywem wysitku fizycznego na ekspresj¢ i stezenie cytokin
prozapalnych wskazuja na znaczng zmienno$¢ odpowiedzi organizmu w zalezno$ci od
rodzaju, intensywno$ci 1 czasu trwania aktywnos$ci oraz stopnia wytrenowania
uczestnikow. Jednoczes$nie czg$¢ z tych mediatorow, takich jak IL-6 czy TNF-a, zostata
juz stosunkowo dobrze poznana, a ich reakcje na wysitek fizyczny sg relatywnie dobrze
udokumentowane. Pozwala to nie tylko na zrozumienie podstawowych mechanizméow
odpowiedzi zapalnej indukowanej wysitkiem, ale takze na identyfikacje rdznic
indywidualnych 1 specyfiki reakcji w zalezno$ci od charakteru i1 intensywnosci
obcigzenia. IL-1f 1 IL-18, aktywowane m.in. przez inflamasom, nasilaja
przepuszczalno$¢ srodbtonka, rekrutacje leukocytow 1 odpowiedz typu Thl, wykazujac
po wysitku zréznicowane zmiany st¢zenia zalezne od intensywnosci i wytrenowania
[66,88-91,91-104]. IL-6 silnie wzrasta podczas wysitku 1 wplywa na regulacje
metabolizmu, produkcje biatek ostrej fazy i aktywacj¢ limfocytow, a jej odpowiedz zalezy
od czasu trwania i obcigzenia [60,62,64,66,105—115]. MCP-1, indukowana w mig$niach
1 $rodblonku, kieruje migracja monocytow do tkanek uszkodzonych, wspierajac
regeneracj¢ 1 przebudowe miegéni, a jej poziom wzrasta po ¢wiczeniach w zaleznosci od
rodzaju 1 intensywnos$ci wysitku [64,65,116—-120]. IL-8 z kolei odpowiada za rekrutacje
neutrofili 1 powstaje zaréwno systemowo, jak i lokalnie w mig$niach, wykazujac nawet
wielokrotny wzrost po wysitkach wytrzymatosciowych oraz uczestniczac w angiogenezie

1 adaptacjach treningowych [62,63,121-123].

1.2. Rola wybranych cytokin przeciwzapalnych w odpowiedzi na wysitek fizyczny

Odpowiedz immunologiczna wywotana intensywnym wysitkiem fizycznym
obejmuje nie tylko przejSciowe nasilenie proceséw prozapalnych, lecz takze aktywacje
mechanizmoéw  kompensacyjnych o charakterze przeciwzapalnym. Cytokiny
przeciwzapalne oraz ich receptory odgrywaja kluczowa role w ograniczaniu nadmierne;j
reakcji zapalnej oraz w przywracaniu homeostazy immunologicznej po zakonczeniu
wysitku. Molekuty te mogg modulowaé aktywno$¢ komorek uktadu odpornosciowego,
hamowa¢ produkcje cytokin prozapalnych oraz wspieraé procesy regeneracyjne
w obrgbie uszkodzonych tkanek. Roéwnowaga pomiedzy cytokinami pro-
1 przeciwzapalnymi uznawana jest za istotny wyznacznik jakosci odpowiedzi
adaptacyjnej na obcigzenie fizyczne.

Dotychczasowe badania jednoznacznie wskazuja, ze odpowiedz przeciwzapalna

indukowana wysitkiem fizycznym cechuje si¢ znaczng zmiennoscia, zalezng od rodzaju,
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intensywno$ci i czasu trwania aktywnosci, a takze poziomu wytrenowania 0sOb
badanych. W literaturze szeroko opisano reakcje kilku kluczowych cytokin, takich jak
IL-1ra, IL-4, IL-10, IFN-y czy transformujacy czynnik wzrostu beta 1 (ang. transforming
growth factor-beta 1, TGF-B1), ktérych zmiany po wysitku sg stosunkowo dobrze
udokumentowane i stanowig fundament wspolczesnego rozumienia immunologicznych
mechanizmow adaptacji do aktywnosci fizycznej. IL-1ra, jako endogenny antagonista
IL-1B, szybko wzrasta po intensywnym wysitku 1 ogranicza nadmierng kaskade
prozapalna, przy czym jego odpowiedz jest przej$ciowa i szczegodlnie nasilona w sportach
wytrzymato$ciowych [62,68,124,125]. IL-10, hamujaca liczne cytokiny prozapalne,
zwigksza si¢ gldéwnie po dlugotrwalym obcigzeniu 1 osigga szczyt w fazie regeneracji,
a jej indukcja jest silnie zalezna od czasu trwania wysitku oraz wtornej stymulacji przez
IL-6 [61,62,64,126—-130]. IFN-y, tradycyjnie uznawany za cytoking prozapalna,
rozwazany jest jako cytokina przeciwzapalna w kontekscie wysitku fizycznego oraz
niskich stezen tego biatka [71]. Wykazano, ze po pojedynczym wysitku ulega obnizeniu,
lecz regularny trening prowadzi do jego stopniowego wzrostu, co wskazuje na korzystna,
dlugoterminowa immunomodulacj¢ wynikajaca z systematycznej aktywnosci fizycznej
[71,75,131-135]. TGF-B1 natomiast wykazuje zlozong, zalezng od obcigzenia
odpowiedz: umiarkowany wysitek zwykle podnosi jego poziom, intensywny moze
powodowaé chwilowy spadek, a regularna aktywnos$¢ zwigksza wartosci wyjsciowe,
odzwierciedlajac rownowage migdzy zapaleniem, regeneracja i adaptacja wysitkowa
[136-140]. Wspolnie cytokiny te stabilizujg sSrodowisko zapalne, umozliwiajg efektywna
regeneracje 1 chronig przed przecigzeniem immunologicznym zwigzanym z wysitkiem

fizycznym.

2. Wplyw wytrenowania fizycznego na odpowiedz zapalna

2.1. Metody oceny wytrenowania sportowcow

Aby w sposob rzetelny analizowa¢ wplyw wytrenowania organizmu na
odpowiedz zapalng, w pierwszej kolejnosci konieczne jest precyzyjne okreslenie samego
poziomu wytrenowania. Pojecie to nie odnosi si¢ wytacznie do ogdlnej sprawnosci
fizycznej, lecz obejmuje zlozony zespdt adaptacji fizjologicznych, biochemicznych
i funkcjonalnych, ktore rozwijaja si¢ pod wptywem systematycznego treningu. Dopiero
znajomos$¢ metod pozwalajgcych na obiektywng ocene wydolno$ci i stanu przygotowania

sportowca umozliwia interpretacje mechanizméw odpowiedzi immunologicznej
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1 metabolicznej] w kontekscie wysitku fizycznego. W tym celu stosuje si¢ szereg
wskaznikow, zarowno bezposrednio zwigzanych z uktadem krazeniowo-oddechowym,
jak 1 posrednich, odzwierciedlajacych adaptacje metaboliczne, ktore tacznie tworzg obraz
poziomu wytrenowania sportowca.

Kluczowym wskaznikiem zdolno$ci organizmu do wysitku tlenowego jest
maksymalny pobor tlenu (ang. maximal oxygen uptake, VO:max), definiowany jako
najwyzsza szybko$¢ zuzycia tlenu przez organizm podczas wysitku o narastajacej
intensywnosci [141]. VO:2max koreluje z wydolno$cia tlenowa i u sportowcow zwykle
rosnie wraz z poziomem treningu wytrzymalosciowego; u zawodnikow
wysokokwalifikowanych osigga wartosci skrajne warunkowane zaréwno adaptacja
treningowa, jak 1 predyspozycja genetyczng. Ograniczenia VO.max obejmuja m.in.
pojemno$¢ transportu tlenu, pojemno$¢ minutowa serca i dyfuzje w mieéniu, co
odzwierciedla ztozono$¢ tego fenotypu wydolnosciowego [142].

Kolejng osig oceny sg progi wentylacyjne (VT1/VT2) i1 ich odpowiedniki
metaboliczne, w  szczegélno$ci prég mleczanowy wyznaczany metodami
krwiopochodnymi oraz koncepcja maksymalnego stanu réwnowagi mleczanowej (ang.
maximal lactate steady state, MLSS). Prog gazometryczny wyznacza si¢ na podstawie
punktow nieproporcjonalnego wzrostu wentylacji wzgledem poboru tlenu 1 produkcji
dwutlenku wegla, co odzwierciedla narastajacy udziat glikolizy beztlenowej
i buforowania kwasicy wysitkowej [143]. MLSS, wyrazajace najwyzsza stalg
intensywno$¢ wysitku bez systematycznego narastania mleczanu, podobnie wzrasta wraz
z adaptacjg treningowg. Przyktadowo, w biegu trwajacym 12 minut, prowadzonym przy
optymalnej  intensywnos$ci, dochodzi zazwyczaj do  przekroczenia progu
nieckompensowanej kwasicy metabolicznej. Skutkuje to wyraznym wzrostem stezenia
mleczanu we krwi, wigkszym niz w przypadku wysitkow o krétszym czasie trwania
[141,144].

W ostatnich dekadach ugruntowata si¢ rola krytycznej mocy/predkosci (critical
power, CP; critical speed, CS) jako parametru integrujacego tolerancje¢ wysitku cigzkiego
1 bardzo cigzkiego. CP/CS wyznacza granic¢ intensywnos$ci, powyze] ktorej zasoby
energetyczne i tolerancja zmeczenia ulegaja szybkiemu wyczerpaniu; towarzyszacy jej
parametr W' (lub D’) opisuje skonczony ,,zasob pracy” mozliwy do wykonania powyzej
CP/CS. Wytrenowanie wytrzymato$ciowe zwigksza zarbwno CP/CS, jak i ekonomi¢
wykorzystania W', co przeklada si¢ na dluzszy czas do wyczerpania przy wysitkach

nadprogowych. CP/CS pozostaje Sci§le powiazana z fizjologia transportu i zuzycia tlenu,
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kinetyka VO: 1 metabolizmem fosfokreatyny, stanowigc czuly wskaznik zmian
treningowych [145].

Parametry gazometrii oddechowej i ich pochodne dostarczajg dalszych informacji
o wytrenowaniu. Predko$¢/ moc na VO:max (vVO:max/PVO:max) okresla minimalng
predkos¢ lub moc, przy ktérej osiggany jest VO:max; wzrost vVO:max przy
niezmienionym VO:max odzwierciedla poprawe ekonomii 1 tolerancji wysitku cigzkiego
[146]. Z kolei kinetyka VO: (szybko$¢ narastania poboru tlenu po rozpoczgciu wysitku)
u sportowcoOw wytrzymato$ciowych jest szybsza, co zmniejsza wczesne poleganie na
glikolizie beztlenowej i akumulacj¢ metabolitow zmgczenia [147]. Dopehlieniem sg
wskazniki wentylacyjne, takie jak rownowazniki VE/VO: 1 VE/VCO: [148], czy iloraz
wymiany oddechowej (RER/RQ) [149], ktére charakteryzuja koszty wentylacyjne
1 strategi¢ metaboliczng wraz ze wzrostem intensywnosci; korzystniejsze profile
obserwuje si¢ u osob bardziej wytrenowanych.

Cennym markerem okreslajgcym poziom wytrenowania jest tzw. ekonomia
ruchu/pracy fizycznej (exercise economy), rozumiana jako koszt tlenowy
submaksymalnej predkosci lub mocy. Lepsza ekonomia oznacza nizsze zuzycie tlenu
przy tej samej intensywnosci 1 czesto roznicuje zawodnikow o podobnym VO:max. Na
ekonomi¢ wpltywaja m.in. cechy neuromig$niowe, sprezystos¢ uktadu S$ciegnisto-
mig$niowego, technika 1 warunki srodowiskowe; korzystniejsze wartosci stwierdza si¢
u zawodnikoéw bardziej zaawansowanych treningowo [150]. Na poziom ekonomii ruchu
wplywaja zarowno czynniki wewnetrzne, takie jak wlasciwosci neuromig$niowe,
sprezystos¢ $ciggien 1 migsni, aktywacja widkien migsniowych, jak 1 czynniki
zewnetrzne, w tym technika ruchu, biomechanika oraz warunki §rodowiskowe (np.
temperatura, nawierzchnia) [151,152]. U zawodnikdbw o wyzszym poziomie
zaawansowania treningowego obserwuje si¢ korzystniejsze wartosci ekonomii, co wigze
si¢ z bardziej efektywng koordynacja ruchows, wyzsza elastycznos$cia migsniowo-
sciggnistg 1 lepszym wykorzystaniem energii sprezystej w fazie odbicia [152,153].

W przypadku biegania stosuje si¢ pojecie ekonomii biegu (ang. running
economy), ktora okresla ilo§¢ zuzywanego tlenu przy zadanej predkosci, np. 12 km/h lub
16 km/h [154]. Lepsza ekonomia biegu oznacza mniejsze zapotrzebowanie tlenowe przy
tej samej predkosci, co przektada si¢ na dtuzsze utrzymanie intensywnego tempa biegu
1 lepsze wyniki sportowe [153]. Na warto$¢ tego wskaznika wptywa m.in. technika biegu,
dhugos$¢ 1 czestotliwos¢ krokow, elastycznos¢ $ciegien Achillesa oraz aktywno$¢ migéni

stabilizujacych postawe [151]. Wykazano, ze trening sitowy i plyometryczny poprawia
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ekonomi¢ biegu poprzez zwigkszenie sztywnosci mig$niowo-§ciggniste] oraz
efektywnosci wykorzystania energii elastycznej [155].

W kolarstwie stosuje si¢ analogiczny parametr — ekonomi¢ kolarstwa (ang.
cycling economy), okreslajaca zuzycie tlenu przy ustalonej mocy (wyrazonej w watach)
podczas jazdy na ergometrze kolarskim [156,157]. Podobnie jak w bieganiu, wyzsza
efektywnos¢ tlenowa przy tej samej mocy jest cechg zawodnikow o lepszej technice
1 wyzszym stopniu wytrenowania [ 158]. Na ekonomig¢ kolarstwa wplywajga m.in. technika
pedatowania, kat ulozenia stopy, rytm (kadencja) oraz biomechaniczna synchronizacja
pracy konczyn dolnych [157]. Z kolei dtugotrwaly trening wytrzymatosciowy prowadzi
do poprawy ekonomii kolarstwa poprzez adaptacje mig¢sniowe (zwigkszenie udziatu
wildkien typu I) oraz metaboliczne (wigksza oksydacyjna zdolno$¢ mitochondriow) [159].
Zaré6wno ekonomia biegu, jak i ekonomia kolarstwa s3 uznawane za istotne wskazniki
efektywnosci energetycznej 1 adaptacji do wysitku tlenowego, ktére uzupetniajg
klasyczne pomiary wydolnosci, takie jak VO:max, prog mleczanowy czy tetno progowe
[154,158].Parametry rytmu serca uzupeilniajg ocen¢ wytrenowania. Spoczynkowa
czgsto$¢ serca u sportowcodw bywa istotnie nizsza (tzw. bradykardia sportowa) w wyniku
przystosowan autonomicznych 1 strukturalno-elektrycznych serca; zjawisko to
odzwierciedla zwigkszong aktywnos¢ przywspotczulng i adaptacje w wezle zatokowym
[160]. Maksymalna czgsto$¢ serca (HRmax) jest w wigkszym stopniu uwarunkowana
wiekiem i osobniczo, jednak efektywnie wytrenowani sportowcy osiagaja wysokie
obcigzenia przy relatywnie nizszym odsetku HRmax na danej intensywnos$ci
submaksymalnej [161]. Po wysitku wskazniki odnowy, takie jak szybko$¢ normalizacji
tetna (ang. heart rate recovery, HRR), wykazuja u 0s6b wytrenowanych szybszy spadek
czestosci, co Swiadczy o sprawnej reaktywacji ukladu przywspodiczulnego [162].
Zmienno$¢ rytmu serca (ang. heart rate variability, HRV), mierzona w dziedzinie
czasowej 1 czestotliwosciowej, odzwierciedla rownowage autonomiczng; wyzsza HRV
(zwlaszcza sktadowe przywspoétczulne) i korzystna dynamika dobowo-tygodniowa sa
typowe dla zawodnikow w stanie dobrej formy i adekwatnego obcigzenia treningowego,
podczas gdy spadki HRV sygnalizujg przecigzenie lub niedostateczng regeneracj¢ [163].
Standardy pomiaru HRV i interpretacji kliniczno-sportowej zostaty szczegélowo opisane
w wytycznych grupy roboczej ESC/ESH [164] oraz w opracowaniach dotyczacych
monitorowania sportowcow.

Kompleksowa, powtarzalna ocena tych parametrow, z zachowaniem rzetelnych

protokotow ergospirometrycznych i kontroli czynnikéw zaktocajacych, pozwala
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wiarygodnie roznicowa¢ poziom zaawansowania sportowcow 1 S$ledzi¢ efekty

periodyzacji treningu.

2.2. Prozdrowotny efekt regularnej aktywnosci fizycznej

Zmienno$¢ odpowiedzi cytokinowej na wysitek fizyczny w zaleznosci od stopnia
wytrenowania jednostki stanowi istotny, lecz nadal niewystarczajaco rozpoznany aspekt
immunofizjologii wysitku. W dostegpnej literaturze naukowej pojawiaja si¢ doniesienia
sugerujace, ze regularna aktywno$¢ fizyczna moze modulowa¢ wydzielanie zaré6wno
cytokin prozapalnych, jak i przeciwzapalnych, co moze stanowi¢ mechanizm adaptacyjny
organizmu do przewleklego obciazenia fizycznego. Czgs¢ badan wskazuje, ze osoby
o wysokim poziomie wytrenowania wykazuja nizsze stg¢zenia wyjsciowe wybranych
mediatoréw zapalnych oraz mniejszy zakres zmian ich poziomu w odpowiedzi na bodziec
wysitkowy. Przykladowo, stwierdzono, ze sportowcy wytrenowani wykazuja obnizony
poziom chemokiny CCL2 w poréwnaniu do 0s6b nie¢wiczacych, co moze wskazywac na
zmniejszong aktywno$¢ monocytarng w stanie spoczynku oraz ostabiong rekrutacje
komorek zapalnych po wysitku [119]. Ponadto obserwowano, Ze osoby wytrenowane
charakteryzuja si¢ tagodniejszym wzrostem stezenia IL-6 i TNF-o po intensywnym
wysitku w porownaniu do 0sob o niskiej aktywnosci fizycznej [165]. W odniesieniu do
IL-8 wykazano natomiast, ze jej wzrost w odpowiedzi na ¢wiczenia dynamiczne
wystepuje jedynie u sportowcoOw, co moze $wiadczy¢ o specyficznej adaptacji migsni
szkieletowych do przewleklego obcigzenia [166]. Z drugiej strony, nie wszystkie wyniki
badan sg zgodne. Przyktadowo, w badaniu przeprowadzonym na grupie zawodniczek
uprawiajacych wioslarstwo nie wykazano istotnych réznic w stezeniach I1L-6, TNF-a
1 IL-1ra pomigdzy osobami wytrenowanymi a niewytrenowanymi, co wskazuje na
potencjalny wptyw rodzaju aktywnosci, jej intensywnosci, a takze cech indywidualnych
(takich jak pte¢, wiek czy status hormonalny) na odpowiedz cytokinowa [167].

Zroznicowane wyniki uzyskane w dotychczasowych badaniach podkreslaja
ztozono$¢ interakcji pomigdzy statusem wytrenowania a reakcja immunologiczng na
wysitek fizyczny. Istotne wydaje si¢ uwzglednienie licznych zmiennych wptywajacych
na ten proces, w tym rodzaju i czasu trwania wysitku, momentu pobrania probek
biologicznych, a takze fenotypowych cech uczestnikow. W zwiazku z powyzszym
konieczne sg dalsze badania o ujednoliconej metodologii, ktére umozliwia jednoznaczne
okreslenie wplywu wytrenowania na profil cytokinowy w odpowiedzi na wysitek

fizyczny.

24



3. Teoretyczne podstawy podjecia tematu

Wspotczesna nauka coraz czgéciej wskazuje na cytokiny jako potencjalne
biomarkery o szerokim zastosowaniu, nie tylko w klasycznych kontekstach
immunologicznych, lecz takze w dziedzinach takich jak medycyna sportowa,
neurobiologia czy zdrowie psychiczne [168]. W literaturze naukowej coraz czesciej
podnosi si¢ mozliwo$¢ wykorzystania cytokin jako biomarkerow stuzacych ocenie
skuteczno$ci treningu fizycznego u sportowcow oraz osob aktywnych fizycznie.
Niemniej jednak wszechstronno$¢ funkcjonalna wielu cytokin, wynikajaca z ich
plejotropii oraz zdolnos$ci do uczestniczenia w licznych szlakach sygnatowych, znaczaco
utrudnia jednoznaczng interpretacj¢ ich poziomow w kontek$cie oceny stanu
fizjologicznego organizmu [47]. Z tego wzgledu konieczne jest staranne
wyselekcjonowanie tych cytokin, ktére wykazuja potencjat diagnostyczny w odniesieniu
do okreslonych zjawisk fizjologicznych zachodzacych w odpowiedzi na wysitek
fizyczny, jak réwniez precyzyjne okreslenie kontekstu, w jakim powinny by¢

analizowane.
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Rycina 2. Schemat przedstawiajacy rozne typy komorek odpornosciowych i sposoéb, w jaki
oddziatuja ze soba za posrednictwem cytokin. [lustracja zostala czesciowo wygenerowana przy
uzyciu programu Servier Medical Art, dostarczonego przez firm¢ Servier, na licencji Creative
Commons Attribution 3.0 unported (wykonanie wtasne, zrodto: [47])

Wybdr wihasciwych markerow jest jednak zadaniem trudnym, a problemem
pozostaje zarowno réznorodno$¢ rél petionych przez pojedyncze cytokiny, jak

itrudno$¢ w przypisaniu ich stezenia do jednoznacznych zmian adaptacyjnych, zapalnych
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badz regeneracyjnych. Cytokiny, jako molekuly sygnatowe, czgsto funkcjonuja
w sieciach wzajemnych interakcji, w ktorych jedna czasteczka moze inicjowac lub
modulowaé rozne odpowiedzi immunologiczne i1 metaboliczne, w zaleznosci od
kontekstu fizjologicznego lub patologicznego (rycina 2) [21].

Na podstawie przegladu dotychczasowych danych eksperymentalnych oraz badan
klinicznych, mozliwe jest jednak wyodrebnienie wybranych cytokin, ktore wykazuja
szczegllny potencjal jako wskazniki odpowiedzi organizmu na wysitek fizyczny. Wybor
ten uwzglednia zaro6wno ich funkcje¢ biologiczng, jak i charakterystyczne zmiany
poziomu stezenia w odpowiedzi na rézne formy aktywnosci fizyczne;.

Jednym z bardziej obiecujacych kierunkow badan nad zastosowaniem cytokin
jako biomarkerow w medycynie sportowej jest ich wykorzystanie w identyfikacji zespotu
przetrenowania. Koncepcja ta opiera si¢ na zatozeniu, ze mikro- i makrourazy uktadu
migs$niowo-szkieletowego, szczegdlnie te powstale na skutek kontynuowania aktywnosci
fizycznej bez odpowiedniego okresu regeneracji, mogg prowadzi¢ do kumulacji
uszkodzen oraz rozwoju przewleklego stanu zapalnego o niskim nasileniu (adaptacyjny
mikrouraz, ang. adaptive microtrauma, AMT). Stan ten moze stanowi¢ punkt wyjscia do
wyksztalcenia si¢ OTS, w przebiegu, ktorego obserwuje si¢ zaburzenia rownowagi
pomiedzy bodzcami treningowymi a procesami naprawczymi. W tym kontekscie
za istotne uznaje si¢ monitorowanie st¢zenia cytokin prozapalnych, takich jak IL-18,
IL-6 oraz TNF-a, ktorych przewlekle podwyzszone poziomy sg utozsamiane z zaburzong
adaptacja do obcigzenia fizycznego oraz nasileniem katabolicznych procesow w tkance
mig$niowe] [169]. Poza funkcja potencjalnych markeréw przecigzenia treningowego,
cytokiny te moga rowniez petnic¢ role wskaznikow mikrourazéw mig$niowych oraz
ogblnego stanu zapalnego [170]. Réwnoczesnie cytokiny przeciwzapalne, takie jak
IL-10 czy TGF-B, byly proponowane jako wskazniki regeneracji 1 adaptacji
fizjologicznej, szczegdlnie w okresie powysitkowym [170,171]. Wzrost ich st¢zenia
odnotowywany jest przede wszystkim w fazie regeneracyjnej u os6b o wysokim stopniu
wytrenowania, co sugeruje ich potencjalne zastosowanie jako wskaznikow skutecznej
kompensacji treningowej. Na podstawie tych zatozen, niektdrzy autorzy proponujg takze,
aby ocena spadku poziomow cytokin prozapalnych — takich jak IL-1B, IL-6 i TNF-a —
byta traktowana jako posredni wskaznik efektywnej adaptacji organizmu do
zastosowanego programu treningowego [47].

Pomimo postepujacych badan nad zastosowaniem cytokin jako biomarkerow

stanu fizjologicznego organizmu, obecnie brakuje wystarczajacych podstaw do ich
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rutynowego wykorzystania w ocenie kondycji zdrowotnej sportowcow. Gtowna bariera
pozostaje brak ustalonych wartosci referencyjnych, ktore pozwalalyby jednoznacznie
interpretowac st¢zenia poszczegdlnych cytokin jako fizjologicznie prawidlowe,
podwyzszone badz obnizone [21]. W konsekwencji niemozliwe jest ich jednoznaczne
zastosowanie w praktyce treningowej jako obiektywnych wskaznikow adaptacji czy
przecigzenia organizmu. Wobec tej ograniczonej przydatnosci danych populacyjnych,
coraz cze$ciej proponuje si¢ podejscie oparte na analizie intraindywidualnej, zaktadajace
porownanie warto$ci spoczynkowych i1 powysitkowych uzyskanych od tej samej osoby.
Pomiary takie, wykonywane cyklicznie moga umozliwi¢ ustalenie indywidualnego
profilu cytokinowego, stanowigcego punkt odniesienia w dalszym monitorowaniu
adaptacji wysitkowej [47]. Za zasadnoS$cig takiego podejs$cia przemawia fakt, iz poziom
ekspresji cytokin moze podlegaé wplywowi szeregu zmiennych biologicznych
1 srodowiskowych, takich jak wiek, pte¢, poziom wytrenowania, intensywnos$¢ i czas
trwania wysitku, jak réwniez obecnos¢ wspotistniejagcych jednostek chorobowych.
Starzenie si¢ jest naturalnie zwigzane z nasileniem stanu zapalnego o niskim stopniu (tzw.
"inflammaging"), co znajduje odzwierciedlenie w wyzszych poziomach IL-6 i TNF-a
u 0sob starszych [172,173]. Ponadto czynniki §rodowiskowe, takie jak dieta, aktywnos$¢
fizyczna 1 styl zycia, majg istotny wptyw na profil cytokinowy jednostki, co jeszcze
bardziej komplikuje jego interpretacje. W kontekscie specyfiki wysitku fizycznego
roOwniez obserwuje si¢ zrdznicowanie odpowiedzi cytokinowej w zalezno$ci od rodzaju
wykonywanej aktywnosci. Przyktadowo, badania poréwnawcze wskazuja na odmienny
wzorzec ekspresji cytokin w odpowiedzi na trening sitowy, wytrzymalosciowy
1 interwalowy, co potwierdza konieczno$¢ kontekstualnej interpretacji danych [174].
Z technicznego punktu widzenia réznorodno$¢ metod oznaczania poziomu cytokin
(ELISA, multipleksowe testy immunoenzymatyczne, RT-PCR) stanowi dodatkowe
wyzwanie w porownywaniu wynikow miedzy badaniami [175,176]. Brak standaryzacji
narz¢dzi analitycznych utrudnia tworzenie jednolitych norm i ogranicza potencjalne
zastosowanie biomarkeréw zapalnych w monitorowaniu adaptacji treningowe;.
Zarysowane trudnosci nie przekreslajg jednak mozliwosci zastosowania cytokin
jako narzedzi oceny reakcji organizmu na wysitek fizyczny. Przeciwnie, wskazujg one na
potrzebe dalszych, zintegrowanych badan taczacych dane molekularne z obserwacjami
klinicznymi 1 parametrami fizjologicznymi. Pozwolitoby to nie tylko na identyfikacje
markeréw przetrenowania czy efektywnos$ci treningu, ale réwniez na opracowanie

spersonalizowanych interwencji treningowych. W tym kontek$cie wybrano do analizy
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grupe cytokin, ktéore mimo ze ro6znig si¢ funkcja biologiczng i miejscem dzialania,
wykazujg istotny udziat w regulacji odpowiedzi zapalnej indukowanej wysitkiem.
Szczegolne znaczenie majg tu czynnik wzrostu fibroblastow 21 (ang. fibroblast growth
factor 21, FGF21) i czynnik roznicowania wzrostu (ang. growth differentiation factor 15,
GDF15), tradycyjnie kojarzone z regulacja metaboliczna, lecz coraz czesciej opisywane
jako kluczowe mediatory odpowiedzi stresowej i immunologicznej, zdolne modulowaé
przebieg reakcji zapalnej zarowno na poziomie komoérkowym, jak i1 systemowym
[177,178]. Uzupeliono je o klasyczne cytokiny zapalne 1 przeciwzapalne, takie jak
TNF-a oraz IL-4. Cho¢ GDF15, FGF21, TNF-a i IL-4 reprezentuja odmienne osie
regulacyjne, taczy je mozliwos¢ wspotdziatania w ksztaltowaniu odpowiedzi zapalnej na
wysilek fizyczny, co uzasadnia ich réwnolegla analize. Ekspresja GDF15 w komadrkach
monocytoidalnych moze by¢ nasilana przez rézne bodZce prozapalne, w tym TNF-a
[179], co wskazuje, ze wzrost GDF15 moze odzwierciedla¢ aktywacje klasycznych
szlakow zapalnych i powinien by¢ interpretowany w konteks$cie zmian TNF-a. Z uwagi
na te dwutorowa, potencjalnie przeciwstawng funkcje GDF15 [178], wiaczenie do panelu
badanych markeréw zaré6wno klasycznej cytokiny prozapalnej TNF-o, jak
1 przeciwzapalnej IL-4, mialo kluczowe znaczenie dla oceny kierunku dziatania GDF15
w odpowiedzi na wysitek fizyczny, umozliwiajagc sprawdzenie, czy zmiany GDFI15
towarzysza wzmacnianiu, czy raczej hamowaniu sygnalizacji zapalnej. Cho¢
w przypadku FGF21 dostepnych jest mniej danych na temat jego bezposrednich interakcji
z innymi cytokinami, cze$¢ doniesien sugeruje, ze TNF-a moze ogranicza¢ ekspresje
B-Klotho i reaktywno$¢ FGF21 w adipocytach [180], co zwraca uwage na potencjalng
interakcj¢ migdzy tymi biatkami w odpowiedzi zapalnej indukowanej wysitkiem. Z tych
powodow zestawienie GDF15, FGF21, TNF-a i IL-4 tworzy logiczny i spdjny panel
biomarkeréw, umozliwiajacy catosciowg oceng¢ dynamiki odpowiedzi zapalnej na
obciazenie fizyczne oraz identyfikacje potencjalnych zaleznosci miedzy badanymi osiami
sygnatowymi. Wiaczenie do analizy odpowiednich receptorow (FGFR1, FGFR3, FGFR4
1 KLB dla FGF21; GFRAL dla GDF15; TNFR-1 i TNFR-2 dla TNF-a; oraz IL-4R dla

IL-4) umozliwia dodatkowo oceng¢ funkcjonalnosci kluczowych szlakéw sygnatowych.

3.1. Czynnik martwicy nowotworoéw alfa (TNF-a)

Czynnik martwicy nowotworow alfa (TNF-a), znany rowniez jako TNFSF2 (ang.
tumor necrosis factor superfamily member 2), jest jedng z kluczowych cytokin

prozapalnych, odgrywajacych centralng rol¢ w ostrej odpowiedzi zapalnej. Jest
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wytwarzany glownie przez aktywowane makrofagi, ale takze przez adipocyty, komorki
dendrytyczne, keratynocyty 1 inne typy komorek [181]. TNF-a uczestniczy w szerokim
spektrum procesoéw fizjologicznych i1 patologicznych, takich jak regulacja odpornosci
wrodzonej, goraczka, apoptoza, insulinooporno$¢ oraz progresja chorob przewlektych,
w tym cukrzycy typu 2 i zespolu metabolicznego [182]. Cytokina ta oddziatuje za
posrednictwem dwoch receptorow: TNFRI1 (p55) 1 TNFR2 (p75). TNFRI1 jest
konstytutywnie eksprymowany na wickszosci komorek i odpowiada za klasyczne
dziatanie prozapalne TNF-a, czgsto prowadzace do aktywacji kaspaz i indukcji apoptozy,
zwlaszcza w warunkach stresu oksydacyjnego, niedokrwienia lub urazu o$rodkowego
uktadu nerwowego [183,184]. W kontek$cie wysitku fizycznego, szczegolnie
intensywnego i powtarzanego, mechanizmy te moga by¢ istotne dla zrozumienia
neuroimmunologicznej odpowiedzi organizmu. Z kolei TNFR2, wystepujacy
selektywnie na komodrkach uktadu odpornosciowego, srodbtonka i komoérkach nabtonka,
moze aktywowac szlaki przeciwzapalne i promowac proliferacj¢ oraz przezycie komorek
[185,186]. Rownoczesna aktywacja obu receptoréw moze mie¢ istotne znaczenie dla
utrzymania rOwnowagi pomig¢dzy uszkodzeniem a adaptacja fizjologiczng w odpowiedzi
na trening.

W kontekscie fizjologii wysitku, TNF-a uznawany jest za jeden z najwazniejszych
wskaznikow reakcji zapalnej organizmu na obcigzenie treningowe. OdpowiedZ TNF-a na
wysilek fizyczny jest zalezna od intensywnosci i rodzaju aktywnosci, a takze od stanu
wytrenowania 1 wieku osoby badanej. Jego poziom moze wzrastaé przejsciowo po
intensywnym wysitku, szczegdlnie u oséb niewytrenowanych, i koreluje z poziomem
uszkodzen migsniowych oraz ogodlnoustrojowego stresu zapalnego [187]. Natomiast,
krotkotrwate, umiarkowane ¢wiczenia prowadza do supresji TNF-a. W badaniu
dotyczacym reakcji na bieg maratonski wykazano 2,3-krotny wzrost stezenia TNF-a
W 0soczu w ciggu pierwszej godziny po zakonczeniu biegu [188]. Z kolei po godzinie
¢wiczeh na ergometrze ekscentrycznym nie zaobserwowano istotnych zmian
w poziomach TNF-a ani u mtodych, ani u starszych me¢zczyzn. Jednak u obu grup
wystgpil wzrost poziomdéw rozpuszczalnego receptora sTNF-R1, co moze $§wiadczy¢
o aktywacji osi TNF-a bez bezposredniego wzrostu jego stezenia w osoczu [137].
Regularna aktywnos$¢ fizyczna, szczegdlnie o charakterze wytrzymatosciowym lub
oporowym, moze dhugoterminowo obniza¢ poziomy TNF-a. Zjawisko to przypisuje si¢
dziataniu IL-6, ktora indukuje wydzielanie cytokin przeciwzapalnych (np. IL-1ra, IL-10),
prowadzac do supresji TNF-o [189]. Przykladowo, u starszych kobiet po treningu
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oporowym stwierdzono istotny spadek zarowno stezenia TNF-o w surowicy, jak
1 ekspresji jego genu w leukocytach [190]. Na poziomie migéni szkieletowych wzrost
ekspresji TNF-o obserwuje si¢ przede wszystkim w odpowiedzi na ¢wiczenia
ekscentryczne, ktore sg zwigzane z mikrourazami mi¢$niowymi. Nie wykazano jednak
réznic w spoczynkowych poziomach mRNA TNF-a, co wskazuje, ze ekspresja ta jest
scisle zwigzana z bodzcem wysitkowym, a nie trwalg zmiang fenotypu miegsni [191].
TNF-a, jako jedna z najwazniejszych cytokin prozapalnych, peini istotng role
w regulacji reakcji immunologicznej w odpowiedzi na uszkodzenia tkankowe i infekcje.
Podczas wysitku fizycznego moze bra¢ udzial w aktywacji komorek ukladu
odpornosciowego 1 mobilizacji leukocytow do miejsc mikrouszkodzen migsniowych.
Niemniej jednak jego nadmierna i dlugotrwata aktywacja jest niepozadana, poniewaz
TNF-o jest rowniez zwigzany z katabolizmem biatek migsniowych, rozwojem
insulinoopornos$ci, stanem zapalnym niskiego stopnia 1 pogorszeniem funkcji
metabolicznych. Z punktu widzenia aktywnosci fizycznej, TNF-a jest rowniez uwazany
za potencjalny marker przetrenowania 1 przecigzenia treningowego, szczegodlnie
w sytuacjach, gdy wzrostowi tej cytokiny towarzysza zaburzenia regeneracji, zmeczenie
1 obnizona odporno$¢. Wykazano takze, ze chroniczne podwyzszenie stezenia TNF-a
moze by¢ zwigzane z zespotem przetrenowania (ang. overtraining syndrome, OTS),
a takze z zaburzong regeneracja potreningowa i nieefektywna adaptacja do bodzcow
treningowych [21,47,170]. Utrzymujace si¢ podwyzszone poziomy TNF-oa moga
przyczynia¢ si¢ do rozwoju chronicznego stanu zapalnego, zwlaszcza u o0sob
z dodatkowymi czynnikami ryzyka metabolicznego (np. otytos¢, cukrzyca typu 2, zespot
metaboliczny). W zwigzku z tym, pomiar TNF-a i jego rozpuszczalnych receptorow
(sTNF-R1, sTNF-R2) moze stanowi¢ przydatne narzedzie diagnostyczne i prognostyczne
w monitorowaniu adaptacji do wysitku, wczesnego wykrywania przetrenowania oraz
ocenie skutkéw interwencji treningowych, szczegolnie w populacjach klinicznych.
TNF-0 ma rowniez wplyw na dziatanie innych cytokin. Jest on bezposrednim
modulatorem ekspresji i dzialania cytokin: czynnika wzrostu fibroblastow 21 (ang.
fibroblast growth factor 21, FGF21) 1 r6znicujacego czynnika wzrostu 15 (ang. growth
differentiation factor 15, GDF15), ktore rowniez stanowig przedmiot badan niniejszego
projektu. W przypadku FGF21 wykazano, ze TNF-a, kluczowy czynnik w zapaleniu
tkanki thuszczowej, hamuje ekspresj¢ biatka koaktywujacego B-Klotho (KLB) i uposledza
biologiczne dziatania FGF21 w adipocytach [192]. W badaniach wykazano, ze TNF-a
obniza ekspresje¢ kofaktora KLB poprzez aktywacj¢ szlaku sygnalowego JNKI1 (ang.
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c-Jun N-terminal kinase 1). Zwigkszony kwas mikrorybonukleinowy-34a (miR-34a)
w tkance thuszczowej zmniejsza ekspresje KLB [193,194]. Warto rowniez podkresli¢, ze
TNF-a nie tylko wptywa na funkcjonalng aktywno§¢ FGF21 poprzez represje ekspres;ji
KLB, ale takze odgrywa istotng role¢ w regulacji GDF15. Wykazano, ze TNF-a, obok
innych cytokin prozapalnych, takich jak IL-1p i IL-2, moze bezposrednio indukowaé
ekspresje genu GDF'135, sugerujac, ze GDF15 dziata jako sygnat autokrynowy hamujacy
nadmierng odpowiedz zapalng. Mechanizm ten wydaje si¢ opiera¢ na aktywacji szlaku
sygnalowego NF-kB, kluczowego regulatora ekspresji genéw  zapalnych,
w szczegblnosci jego podjednostki p65, ktéora w transformowanych fibroblastach

warunkuje produkcje GDF15 [195].

3.2. Interleukina 4 (IL-4)

Interleukina 4 (IL-4) to cytokina przeciwzapalna i regulatorowa, nalezaca do
rodziny cytokin typu I, odgrywajaca kluczowa rolg¢ w odpowiedzi immunologiczne;j
zaleznej od limfocytow Th2. IL-4 promuje réznicowanie naiwnych limfocytéw T (ThO)
do profilu Th2, a takze pobudza produkcje¢ immunoglobulin klasy IgE przez limfocyty B
[196]. Zrédtem IL-4 s3 gtoéwnie limfocyty Th2, a takze bazofile, eozynofile i komérki
tuczne [46], co wigze jej funkcje z odpornoscia typu humoralnego oraz z mechanizmami
regulacyjnymi uktadu immunologicznego. W warunkach fizjologicznych IL-4 petni
funkcje przeciwzapalna, hamujac ekspresje niektorych cytokin prozapalnych oraz
hamujac aktywacje makrofagéw klasyczng droga (M1), wspierajac ich alternatywna
aktywacje (M2), zwigzang z procesami naprawy i przebudowy tkanek.

W kontekscie fizjologii wysitku jej rola nie zostala dotad jednoznacznie
okreslona, jednak dostgpne dane sugeruja, ze moze ona odgrywac istotng funkcje
w poznych fazach odpowiedzi immunologicznej oraz w procesach naprawczych po
wysitku o duzym nasileniu. Ze wzgledu na niski poziom ekspresji 1 niewielkg zmiennos¢
bezposrednio po ¢wiczeniach, IL-4 byla dotychczas rzadko uwzgledniana w analizach
cytokinowych zwigzanych z aktywnos$cia fizyczna [61,188]. Ten brak istotnych zmian
w odpowiedzi na wysilek fizyczny sugeruje jej ograniczong role w ostrej fazie
odpowiedzi immunologicznej na ¢wiczenia. W wigkszosci badan dotyczacych biegaczy
dtugodystansowych nie odnotowano zadnych znaczacych zmian poziomu IL-4 zar6wno
w osoczu, jak 1 w ekspresji mRNA po intensywnym wysitku [61,197-200]. Podobne
wyniki uzyskano u wio$larek wykonujacych test na ergometrze wioslarskim, gdzie

poziomy IL-4 réwniez pozostaty niezmienione [64]. Jednak w innym badaniu wykazano,
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ze wptyw wysitku fizycznego na IL-4 moze by¢ zalezny od jego objetosci i czasu trwania.
W przypadku wyscigu kolarskiego na dystansie 40 km, poziomy IL-4 nie zmienialy si¢
istotnie, natomiast po ukonczeniu wyscigu na 171 km, odnotowano znaczacy wzrost
stezenia IL-4 [201]. Moze to wskazywac na udziat IL-4 w po6znej fazie odpowiedzi
immunologicznej na ekstremalnie dhlugotrwaly wysilek, potencjalnie zwigzany
z mechanizmami regeneracyjnymi lub ttumieniem wtoérnego stanu zapalnego.

Chociaz IL-4 nie odgrywa glownej roli w ostrej odpowiedzi zapalnej wywotane;j
¢wiczeniami  fizycznymi, moze uczestniczy¢ w dlugoterminowej adaptacji
immunologicznej do wysitku, zwlaszcza w kontekscie réwnowagi miedzy odpornoscia
typu Thl 1 Th2. Poprzez promowanie profilu Th2, IL-4 moze hamowa¢ nadmierng
aktywacj¢ prozapalnych szlakow Thl, co sprzyja zachowaniu homeostazy
immunologicznej 1 ograniczeniu ryzyka przewleklego stanu zapalnego. Klinicznie,
niewielkie  lub  opo6znione  zmiany  st¢zenia  IL-4  mogg  $wiadczyd
o tym, ze pelni ona bardziej regulatorowg niz efektorowag funkcje w odpowiedzi na
wysilek. Jej aktywno$¢ moze by¢ istotna w okresie regeneracji i odbudowy tkanek,
szczegllnie po bardzo dlugotrwatych lub ekstremalnych wysitkach, takich jak
ultramaratony czy dtugodystansowe wyscigi kolarskie.

Rola IL-4 w odpowiedzi zapalnej na wysitek fizyczny moze takze polega¢ na
wykorzystaniu jej zdolnosci do indukowania ekspresji FGF21 w watrobie w sposob
zalezny od aktywacji szlaku indukowanego przez transduktor sygnalu i aktywator
transkrypcji 6 (ang. signal transducer and activator of transcription 6, STAT6). Efekt ten
jest specyficzny tkankowo. Wzrost poziomu FGF21 pod wptywem IL-4 zaobserwowano
w watrobie, ale nie w biatej tkance tluszczowej (WAT) ani w mig$niach szkieletowych,
pomimo aktywacji tego samego szlaku sygnatowego [202,203]. Taka lokalna specyfika
dzialania sugeruje istnienie selektywnych mechanizmow regulacyjnych, w ktorych I1L-4
pelni funkcje posredniego modulatora ekspresji cytokin metabolicznych, takich jak
FGF21, a wzrost ekspresji FGF21 w watrobie w odpowiedzi na bodzce takie jak
aktywno$¢ fizyczna ma istotne znaczenie fizjologiczne, ktére dokladniej jest opisane

w czesci przeznaczonej dla tej cytokiny.

3.3. Czynnik wzrostu fibroblastow 21 (FGF21)

Czynnik wzrostu fibroblastow 21 (FGF21) jest hormonem o silnym dziataniu
endokrynnym, odgrywajacym kluczowa role w regulacji homeostazy energetycznej oraz

metabolizmu glukozy i lipidow. Gloéwne zrodla jego ekspresji to watroba, tkanka
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thuszczowa, migsnie szkieletowe oraz trzustka [204,205], co podkresla jego znaczenie
jako hepatokiny, adipokiny oraz miokiny. FGF21 zyskal duze zainteresowanie naukowe
ze wzgledu na potencjalne zastosowanie terapeutyczne w leczeniu otytosci,
insulinoopornosci oraz zespoldw metabolicznych [206-208]. W konteks$cie dziatania
przeciwzapalnego, FGF21 wykazuje zdolno$¢ do ttumienia szlakéw zapalnych, m.in.
poprzez blokowanie translokacji jadrowej czynnika transkrypcyjnego NF-«xB
w adipocytach i tkance thuszczowej, co skutkuje poprawg metabolizmu glukozy u os6b
z insulinoopornosciag [209]. Ponadto, FGF21 hamuje zapalenie indukowane przez
lipopolisacharyd  (LPS) w  makrofagach dzigki aktywacji = szlaku  Nrf2
1 zwigkszonej ekspresji HO-1, co przektada si¢ na zahamowanie prozapalnej sygnalizacji
NF-«xB [210]. FGF21 zwigksza rowniez ekspresje 1 wydzielanie adiponektyny poprzez
aktywacje PPARy, co dodatkowo wspiera jego dzialanie metaboliczne i przeciwzapalne
[211].

Wzrost ekspresji FGF21 w watrobie w odpowiedzi na bodzce takie jak aktywnos¢
fizyczna ma istotne znaczenie fizjologiczne, gdyz organ ten stanowi gltéwne zrodio
krazacego FGF21. Podwyzszone st¢zenie tej cytokiny po wysitku odgrywa kluczowa rolg
w regulacji homeostazy energetycznej 1 adaptacji metabolicznej poprzez nasilanie
utleniania kwasow ttuszczowych, lipolize oraz poprawe wrazliwos$ci na insuline, co czyni
FGF21 jednym z wazniejszych mediatoréw przystosowania organizmu do zwigkszonego
zapotrzebowania energetycznego i regeneracji powysitkowej [212,213]. Co istotne, efekt
ten wystepuje niezaleznie od klasycznych czynnikdéw zapalnych, co wskazuje na jego
unikalny, metaboliczny profil dzialania. Wzrost FGF21 indukowany przez IL-4 moze
zatem stanowi¢ mechanizm wspomagajacy powysitkowa odbudowe réwnowagi
energetycznej, co uzasadnia badanie tej osi sygnatowej w kontekscie treningu fizycznego
1 adaptacji wysitkowe;.

Regularna aktywnos$¢ fizyczna, uznawana za skuteczne narzedzie w prewencji
chorob przewleklych, takich jak otylos¢, cukrzyca typu 2 czy choroby uktadu krazenia
[214], modyfikuje jednoczesnie metabolizm FGF21 i moze wplywac na jego poziomy
W sposob zalezny od intensywnosci, czasu trwania wysitku oraz stanu metabolicznego
badanych 0sob. Przyktadowo, 20-krotny wzrost stezenia FGF21 w osoczu odnotowano
u biegaczy bezposrednio po ukonczeniu maratonu, z normalizacjag poziomu w ciggu
48 godzin [215]. Jednakze inne badania wskazuja, ze regularne ¢wiczenia moga
prowadzi¢ do spadku jego stezenia, np. S-tygodniowy program treningu

wytrzymato$ciowego obnizyt poziom FGF21 u starszych mezczyzn [216], a 12 tygodni
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¢wiczen oporowych skutkowato niemal dwukrotnym spadkiem stezenia FGF21
u pacjentow z niealkoholowg stluszczeniowa chorobg watroby (ang. nonalcoholic fatty
liver disease, NAFLD) [217]. Rowniez literatura potwierdza niejednoznacznos¢ tych
obserwacji. U 0sob starszych i otylych kobiet poziom FGF21 obnizal si¢ w odpowiedzi
na ¢wiczenia o umiarkowanej i wysokiej intensywnosci [218,219], natomiast u mtodych
zdrowych kobiet zaobserwowano wzrost FGF21 juz po dwoch tygodniach aktywnos$ci
fizycznej [220]. Inne badania wykazaty brak istotnych zmian po 8 tygodniach treningu
wytrzymato§ciowego [221], a u gryzoni obserwowano zarowno wzrost [222], jak
i spadek [223] stezen FGF21 po dluzszym programie treningowym.

To co moze czyni¢ z FGF21 potencjalnym kandydatem na biomarker adaptacji
treningowe] oraz ryzyka przecigzenia organizmu jest fakt, Ze jego poziom ulega
modulacji w zalezno$ci od wytrenowania i statusu metabolicznego jednostki. FGF21
dziata gléwnie poprzez kompleks receptorowy sktadajacy si¢ z receptora FGFR1 (oraz
w mniejszym stopniu FGFR3 i FGFR4) oraz KLB. Wiasnie obecno$¢ KLB warunkuje
specyficzno$¢ tkankowa dziatania FGF21, umozliwiajac jego selektywne dziatanie
w watrobie, tkance tluszczowej oraz osrodkowym ukladzie nerwowym [224,225].
Wilaczenie analizy ekspresji receptorow FGFR1, FGFR3, FGFR4 oraz KLB do badan
pozwala na poglebiong interpretacje wynikow, umozliwiajgc oceng potencjalnych zmian
wrazliwosci tkanek docelowych na FGF21, a nie jedynie jego st¢zenia krazacego.
Dodatkowo, badania wskazuja, ze zmienno$¢ ekspresji receptorow FGF21 moze
stanowi¢ istotny czynnik roznicujacy odpowiedz metaboliczng na wysitek fizyczny i stan

odzywienia [226].

3.4. Czynnik réznicowania wzrostu 15 (GDF15)

Czynnik roznicowania wzrostu 15 (GDF15), znany réwniez jako cytokina
hamujaca makrofagi 1 (MIC-1), jest nietypowym cztonkiem nadrodziny
transformujgcego czynnika wzrostu § (TGF-f3), odkrytym w 1997 roku [227]. GDF15 jest
szeroko eksprymowany w lozysku, nerkach, watrobie i jelitach, a jego poziomy krazace
ulegaja istotnemu zwigkszeniu w warunkach zaburzen mitochondrialnych i innych form
stresu komorkowego [228]. Coraz wigcej dowodow sugeruje, ze GDF15 pelni funkcje
cytokin stresoreaktywnych, silnie powigzanych z zaburzeniami metabolicznymi, takimi
jak otytos$¢ 1 cukrzyca typu 2 [229]. Zaréwno u ludzi, jak i w modelach zwierzecych
obserwuje si¢ podwyzszone poziomy GDF15 w surowicy w warunkach otylosci

1 insulinoopornosci [230-232], co koreluje dodatnio z masg ciala oraz iloscia tkanki
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thuszczowej. U otylych myszy ekspresja mRNA GDFI15 jest szczeg6lnie nasilona
w watrobie 1 tkance thuszczowej [232,233], a u ludzi z cigzky otyloscig — gldwnie
w watrobie, co potwierdza jej kluczowa role jako zrédta GDF15 w tym stanie
patologicznym. Po operacji bariatrycznej ekspresja GDF15 ulega zmniejszeniu [234], co
dodatkowo wspiera to zalozenie. Fizjologicznie, GDF15 peini funkcj¢ regulatora apetytu
1 masy ciata. Nadekspresja tego czynnika wigze si¢ z ograniczeniem przyjmowania
pokarmu, redukcja masy tluszczowej, poprawag wrazliwosci na insuling, a takze
wydluzeniem zycia w modelach zwierzecych. Usunigcie genu GDF15 skutkuje
zwigkszonym apetytem i przyrostem masy ciata [235], natomiast jego egzogenne podanie
lub nadekspresja prowadzi do efektow odwrotnych niezaleznie od zawartosci thtuszczu w
diecie [236]. Korzysci metaboliczne GDF15 przypisuje si¢ réwniez jego dzialaniu
przeciwzapalnemu. Udowodniono, ze hamuje on aktywnos$¢ inflamasomu NLRP3,
ogranicza nacieki makrofagdw do tkanki tluszczowej oraz obniza poziom cytokin
prozapalnych, takich jak leptyna [237]. Z kolei blokowanie GDF15 przeciwciatami
prowadzi do pogorszenia parametrow metabolicznych, wzrostu masy ciala oraz
intensyfikacji stanu zapalnego w tkankach [238]. Pomimo pozytywnych wtasciwosci
metabolicznych, GDF15 bywa takze wigzany z patologig sarkopenii. U ludzi jego
poziomy sg istotnie wyzsze u pacjentOw z utratg masy migsniowej [239-241], co koreluje
ujemnie z masg 1 sita miesni szkieletowych [239,242]. W modelach zwierzgcych
wykazano, ze nadmiar GDF15 moze wywolywaé apoptoze wldkien migsniowych
[243,244], natomiast jego brak zwicksza zdolno$¢ migsni do odpowiedzi na stres
fizyczny, zwigkszajac ekspresje markerow stresu, takich jak Atf3, Atf6 1 Xbpls [245].
Dotychczasowe badania koncentrowaly si¢ gtdéwnie na jego roli w kardiologii,
onkologii i chorobach przewleklych, natomiast zastosowanie GDF15 jako biomarkera
w kontekscie wysitku fizycznego dopiero zaczyna by¢ eksplorowane. Na podstawie
dotychczasowych badan, GDF15 uznawany jest za wskaznik obcigzenia metabolicznego
1 stresu tkankowego. Jego poziom w osoczu istotnie wzrasta po wysitku, a skalg tej
odpowiedzi wigze si¢ z intensywnoscig oraz czasem trwania aktywnosci fizycznej.
Przyktadowo, zaobserwowano 4,2-krotny wzrost jego st¢zenia w osoczu bezposrednio po
maratonie u zdrowych me¢zczyzn, przy czym poziom ten powracal do wartoSci
wyjsciowych po 48 godzinach [215]. Podobne wyniki uzyskano w innych badaniach: test
wysitkowy na ergometrze rowerowym spowodowat wzrost GDF15 o 34% w trakcie
wysitku 1 o 64% dwie godziny po jego zakonczeniu [246]. Zarowno wysitek

wytrzymato$ciowy, jak i oporowy powodowaly okoto 15% wzrost stezenia GDF15
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u umiarkowanie wytrenowanych mezczyzn, a u triathlonistow 4-godzinna jazda na
rowerze zwigkszyla jego poziom 5,3-krotnie w stosunku do wartosci spoczynkowych.
Poziomy te powracaly do normy w ciggu 24 godzin [247].

Warto jednak zauwazy¢, ze chociaz poziomy GDFI15 rosng w odpowiedzi na
rézne formy aktywnosci fizycznej, migsnie szkieletowe nie sg jego gtdéwnym zrédlem.
Sugeruje si¢, ze zwigkszenie jego stezenia po wysitku moze by¢ skutkiem
og6lnoustrojowej odpowiedzi stresowej organizmu, a nie lokalnej produkcji przez
migsnie.

Ponadto, wykazano, ze osoby wytrenowane wykazuja mniejszg odpowiedz
GDF15 na bodzce wysitkowe w porownaniu do os6b niewytrenowanych, co sugeruje
jego potencjalne zastosowanie jako biomarkera adaptacji treningowej. GDF15 wigze si¢
z duzym powinowactwem z receptorem alfa-podobnym rodziny neurotroficznego
czynnika pochodzenia glejowego (ang. glial cell line-derived neurotrophic factor, GDNF
family receptor alpha-like, GFRAL) [248]. Z tego wzgledu, analiza ekspresji GFRAL
stanowi istotne uzupetnienie badan nad GDF15. Co istotne, GDF15 i FGF21 wykazuja
liczne punkty styczne w zakresie petnionych funkcji biologicznych, w szczegolnosci
w konteks$cie odpowiedzi na stres metaboliczny. Obie cytokiny s3 wytwarzane
w warunkach obcigzenia energetycznego i mitochondrialnego, a ich podwyzszone
stezenia po wysitku sugeruja udzial w homeostatycznej regulacji adaptacji organizmu do
intensywnego treningu [249]. W badaniach na modelach zwierzecych wykazano, ze
FGF21 1 GDF15 dziatajg rownolegle lub synergistycznie w zakresie regulacji apetytu,
glukoneogenezy, lipolizy 1 wrazliwosci insulinowej [250]. Obserwuje si¢ rowniez ich
wspotzalezne wzorce ekspresji w odpowiedzi na bodzce fizjologiczne, np. restrykcje
kaloryczng lub aktywno$¢ fizyczna, co podkresla zasadno$¢ ich tacznego badania w celu
pehiejszej charakterystyki profilu odpowiedzi na wysitek.

Zastosowanie GDF15 1 FGF21 jako wzajemnie komplementarnych biomarkeréw
moze umozliwi¢ bardziej holistyczna ocen¢ adaptacji treningowej, uwzgledniajac
zarowno aspekt metaboliczny (FGF21), jak i neuroimmunologiczny (GDF15), co stanowi
wartos¢ dodang w kontekScie zindywidualizowanego planowania obcigzen

treningowych.
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CELIHIPOTEZY BADAWCZE

Celem gtéwnym pracy byta ocena wptywu intensywnego wysitku fizycznego na

odpowiedZz immunometaboliczng, mierzong poprzez analiz¢ ekspresji gendéw oraz

poziomOw bialek wybranych cytokin pro- 1 przeciwzapalnych oraz czynnikow wzrostu

u 0s6b wytrenowanych i niewytrenowanych w réznych punktach czasowych po wysitku.

Szczegotowe cele badawcze obejmowaty:

Okreslenie zmian ekspresji gendw kodujacych biatka FGF21, GDF15, FGFRI,
FGFR3, FGFR4, KLB, GFRAL, TNF-o, TNFR1, TNFR2, IL-4 oraz IL-4R
w komorkach krwi obwodowej po intensywnym wysitku fizycznym,;
Analiza dynamiki zmian stezen biatek (FGF21, GDF15, TNF-a, I[L-4) w osoczu krwi
w odpowiedzi na intensywny wysitek fizyczny;
Okreslenie  zalezno$ci  czasowych  miedzy  odpowiedzia  prozapalng
1 przeciwzapalng w kolejnych punktach czasowych po zakonczeniu wysitku (0 h, 0.5
h, 6 h, 24 h, 48 h);
Ocena wartosci diagnostycznej profilu transkrypcyjnego gendéw kodujacych biatka
FGF21, GDF15, FGFR1, FGFR3, FGFR4, KLB, GFRAL, TNF-a, TNFR1, TNFR2,
IL-4 oraz IL-4R jako kandydatow w ocenie adaptacji do treningu;
Ocena wplywu stopnia wytrenowania organizmu na odpowiedZ pro-
1 przeciwzapalng po intensywnym wysitku fizycznym, ze szczegdlnym
uwzglednieniem cytokin tj. FGF21, GDF15, TNF-a oraz IL-4;
Ocena zmian liczby leukocytow, limfocytow 1 neutrofili w odpowiedzi na
maksymalny wysitek fizyczny, z analizg réznic pomi¢dzy sportowcami a osobami
nie¢wiczacymi oraz ich znaczenia dla interpretacji adaptacji wysitkowych.

Hipotezy badawcze:
Ekspresja genéw kodujacych FGF21 i GDF15 oraz ich receptorow (FGFR1, FGFR3,
FGFR4, KLB, GFRAL) ulega istotnym zmianom w odpowiedzi na maksymalny
wysilek fizyczny, przy czym stopien tej zmiennosci rdzni si¢ miedzy sportowcami
a osobami nie¢wiczgcymi;
Poziom ekspresji genéw kodujacych TNF-a i1 IL-4 oraz ich receptorow (TNFRI,
TNFR2, IL-4R) jest modulowany przez intensywny wysilek, z przewaga odpowiedzi

prozapalnej w grupie osob nie¢wiczgcych;
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W grupie sportowcOw 1 0sOb nie¢wiczacych obserwuje si¢ odmienne poziomy
spoczynkowe FGF21, GDF15, TNF-a i IL-4 oraz r6zne profile zmian tych biatek po
intensywnym wysitku fizycznym,;

Intensywny wysitek fizyczny wywotuje odmienne zmiany w liczbie leukocytow,
neutrofili i limfocytoéw u sportowcodw oraz oséb nie¢wiczacych, a wigksza stabilnos¢

tych parametréw obserwowana jest w grupie sportowcow.
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MATERIALY I METODY

Testy wysitkowe oraz pobieranie materialu genetycznego odbylo si¢ w okresie od
czerwca 2024 roku do wrze$nia 2024 roku. Wszystkie procedury eksperymentalne, w tym
testy wysitkowe i pobieranie probek krwi, odbywaty si¢ w Centrum Badan Strukturalno-
Funkcjonalnych Cztowieka Uniwersytetu Szczecinskiego. Czynnosci te byly realizowane
przez wykwalifikowany personel, zgodnie z obowigzujacymi standardami medycznymi
1 etycznymi. W trosce o bezpieczenstwo uczestnikow, podczas kazdego badania obecny
byt ratownik medyczny, odpowiedzialny za nadzér nad stanem zdrowia i natychmiastowg
interwencj¢ w przypadku jakichkolwiek niepozadanych reakc;ji.

Badanie zostato przeprowadzone zgodnie z zasadami Deklaracji Helsinskiej oraz
obowigzujacymi przepisami prawa krajowego w zakresie badan z udziatem ludzi. Projekt
badawczy uzyskal pozytywna opini¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Szczecinskim, wydang w dniu 22 maja 2024 roku (nr zgody: US.003.5.2024) (zalacznik
nr 1). Uczestnicy zostali szczegétowo poinformowani o celu, przebiegu oraz
potencjalnych ryzykach zwigzanych z udziatlem w badaniu, a nastepnie podpisali

swiadomg zgodg¢ na udziat w eksperymencie.

1. Kwalifikacja uczestnikow badan

W badaniu udziat wziety dwie grupy uczestnikéw: grupa sportowcoéw oraz grupa
osob nie¢wiczacych, ktore byly kwalifikowane do badania na podstawie S$cisle
okreslonych kryteriow wlaczenia 1 wylaczenia. Dobor uczestnikoéw  zostat
przeprowadzony w sposob zapewniajacy jednorodnos¢ proby pod wzgledem kluczowych
zmiennych biologicznych. Zaro6wno w grupie sportowcow, jak i 0s6b nie¢wiczacych
znalezli si¢ wytacznie me¢zczyzni w wieku 18-25 lat. Takie podejscie ograniczato wptyw
réznic plciowych i rozwojowych na analizowane parametry fizjologiczne, co umozliwito
bardziej precyzyjng ocen¢ efektéw wysitku fizycznego oraz poréwnanie odpowiedzi
organizmu pomi¢dzy badanymi grupami.

1) Grupa sportowcow:

Grupe stanowito 15 zawodnikéw pitki noznej, aktywnie trenujagcych w ramach
klubow sportowych. Kryteriami wigczenia do tej grupy byty:

e ple¢ meska,

o wiek w przedziale 18-25 lat,
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udokumentowana historia systematycznego treningu sportowego trwajacego
ponad 10 lat,
$redni tygodniowy czas treningu wynoszacy minimum 12 godzin,
brak urazow w okresie poprzedzajacym badanie wplywajacych na poziom cytokin
pro- i przeciwzapalnych,
dobry stan zdrowia, potwierdzony negatywnym wywiadem lekarskim
w kierunku:
o chorob uktadu sercowo-naczyniowego,
o zaburzen neurologicznych i psychicznych,
o 1innych chorob mogacych wptywa¢ na przebieg badan, np. choroby
o podtozu autoimmunologicznym (stwardnienie rozsiane, Choroba
Crohna, wrzodziejace zapalenie jelita grubego, cukrzyca typu 1),
nowotworowym 1 zakaznym (zakazenia wirusowe, w tym wirusowe
zapalenia watroby) mogace zaburza¢ profil cytokinowy
nieprzyjmowanie suplementéw diety ani lekow, ktore moglyby zaburzyé
analizowane parametry fizjologiczne i molekularne.
Kryteriami wytaczenia z udziatu w badaniu byty:
aktualna kontuzja lub stan pourazowy,
potwierdzone lub podejrzewane zaburzenia zdrowotne wplywajace na zdolnos¢
do wykonania testu wysitkowego,
przyjmowanie lekow 1 suplementow wplywajacych na metabolizm, uktad
odpornosciowy lub hormonalny.
2) Grupa osob nie¢wiczacych:

Grupe stanowito 15 mezeczyzn w wieku 18-25 lat, dobranych pod wzgledem

podstawowych parametréw morfologicznych tak, aby zapewni¢ poréwnywalnos$¢ z grupa

sportowcow. Kryteriami wiaczenia byty:

pte¢ meska,

wiek 18-25 lat,

niski poziom aktywnosci fizycznej, oceniany na podstawie wynikéw Globalnego
Kwestionariusza Aktywno$ci Fizycznej (ang. global physical activity
questionnaire, GPAQ),

brak regularnych treningdéw sportowych w okresie ostatnich dwoch lat,
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e brak urazow w okresie poprzedzajacym badanie wplywajacych na poziom cytokin
pro- i przeciwzapalnych,
e dobry stan zdrowia, potwierdzony negatywnym wywiadem lekarskim
w kierunku:
o chorob uktadu sercowo-naczyniowego,
o zaburzen neurologicznych i psychicznych,
o innych choréb mogacych wptywaé na przebieg badan, np. choroby
o podtozu autoimmunologicznym (stwardnienie rozsiane, Choroba
Crohna, wrzodziejace zapalenie jelita grubego, cukrzyca typu 1),
nowotworowym 1 zakaznym (zakazenia wirusowe, w tym wirusowe
zapalenia watroby) mogace zaburza¢ profil cytokinowy
e brak stosowania suplementow diety oraz lekéw mogacych zaburzy¢ odpowiedz
fizjologiczng na wysitek.
Kryteriami wylaczenia byty:
e wykonywanie jakiejkolwiek formy regularnej aktywnosci fizycznej
przekraczajacej poziom uznawany za niski wg GPAQ,
o schorzenia przewlekte lub ostre uniemozliwiajace bezpieczne wykonanie testu
wysitkowego,
e przyjmowanie lekow i suplementow wptywajacych na metabolizm, odpornos¢,
funkcje mig$niowe lub hormonalne.
Obie grupy przed przystapieniem do badania zostaly szczegdlowo
poinformowane
0 jego przebiegu, celach i potencjalnym ryzyku, a kazdy uczestnik wyrazit pisemng zgode

na udzial w eksperymencie.

2. Progresywny test do odmowy

W  niniejszym badaniu zastosowano bezposrednia metode oznaczania
maksymalnego poboru tlenu (VO:max), stanowigcg ztoty standard oceny wydolnosci
tlenowej organizmu. Procedura opierata si¢ na wykonaniu przez badanego testu
wysitkowego o progresywnej intensywnosci, trwajacego od 15 do 25 minut, az do
momentu osiaggnig¢cia przez uczestnika maksymalnego, indywidualnie tolerowanego
obciazenia fizycznego.

Podczas testu uczestnik wykonywal progresywny test do odmowy na biezni

venus® 200/75 (h/p/cosmos ®, Nussdorf-Traunstein, Germany) przy jednoczesnym
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cigglym monitorowaniu parametréw oddechowych 1 krazeniowych. Wsrod
rejestrowanych zmiennych znalazty si¢ m.in.:
e czestos¢ skurczow serca (ang. heart rate, HR),
e pobdr tlenu (ang. oxygen uptake, VO:) — okreslajacy objetos¢ tlenu
pochtanianego przez organizm w jednostce czasu,
e wentylacja minutowa phuc (ang. minute ventilation, MV) — catkowita objgtos¢
powietrza wymienianego w jednostce czasu,
e stosunek objetosci wydychanego CO: do objetosci pobranego tlenu (ang.

respiratory quotient, RQ),

czgstos¢ oddechéw na minute (ang. respiratory frequency, Rf).

Obliczenia wartos$ci VO: oparto na roéznicy stezen tlenu w powietrzu wdychanym
1 wydychanym, pomnozonej przez objetos¢ powietrza wentylowanego w ciggu jednej
minuty (MV). Umozliwia to precyzyjne okreslenie poziomu pochtaniania tlenu, bedacego
wskaznikiem wydolnosci tlenowej oraz efektywnosci funkcjonowania uktadu
oddechowego, krazeniowego 1 migsniowego.

Rownolegle, na podstawie zmian parametrow wymiany gazowej, wWyznaczono
prog przemian anaerobowych (tzw. prog wentylacyjny, VT). Jest to intensywnosc
wysitku, przy ktérej mechanizmy resyntezy ATP zaczynaja by¢ dominujagco wspierane
przez beztlenowe szlaki metaboliczne. W badaniu prog ten okreslono za pomoca
nieinwazyjnej metody V-slope, polegajacej na analizie regresji liniowej krzywych:
wzrostu produkcji dwutlenku wegla (VCO:2) wzgledem wzrostu zuzycia tlenu (VO.).
Punkt zatamania, w ktérym tempo produkcji CO: nieproporcjonalnie przekracza tempo
pochlaniania O, wyznacza granic¢ przejscia od dominujacych procesow tlenowych do
rosngcego udziatu mechanizmoéw beztlenowych w generowaniu energii.

Zaréwno VO:max, jak i proég anaerobowy, stanowia kluczowe wskazniki oceny
wydolnosci fizjologicznej uczestnikow badania. Uzyskane wyniki umozliwiajg nie tylko
klasyfikacj¢ poziomu sprawnosci fizycznej, ale rowniez stanowig cenng podstawe do
interpretacji odpowiedzi molekularnych 1 metabolicznych na intensywny wysitek

fizyczny.

3. Pobranie materialu biologicznego

W celu oceny molekularnych i immunologicznych skutkéw intensywnego

wysitku fizycznego od wszystkich uczestnikow pobierano probki krwi zylnej zgodnie
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z wczesniej ustalonym i zatwierdzonym protokotem badawczym. Pobrania byly
realizowane w $cisle kontrolowanych warunkach, o statej porze dnia oraz po spetnieniu
okreslonych wymogdéw przygotowania uczestnikow, co mialo na celu minimalizacje
wplywu czynnikow zaklocajacych. Procedury realizowat wykwalifikowany personel
medyczny, z zachowaniem obowigzujacych standardow bioetycznych, zasad dobrej
praktyki kliniczno-laboratoryjnej (GLP) oraz wytycznych dotyczacych postepowania
z materiatem biologicznym. Takie podejScie zapewnialo wysoka powtarzalno$¢
pomiardéw oraz wiarygodno$¢ uzyskanych danych, umozliwiajac rzetelng ocene zmian
zachodzacych w odpowiedzi na zastosowane obcigzenie wysitkowe.

Probki krwi zylnej (objetos¢ 500 ul) pobierano z zyly tokciowej do probowek
zawierajagcych EDTA jako antykoagulant. Krew byla pobierana w nastepujacych
punktach czasowych: przed rozpoczeciem proby wysitkowej (pre-test), bezposrednio po
zakonczeniu testu (Oh), 30 minut po zakonczeniu wysitku (0,5h), 6 godzin po wysitku
(6h), 24 godziny po wysitku (24h), 48 godzin po wysitku (48h).

Po pobraniu probki byty odwirowywane w celu oddzielenia osocza od elementow
morfotycznych. Uzyskane osocze bylo natychmiast zamrazane i1 przechowywane
w temperaturze -80 °C z przeznaczeniem do dalszej analizy poziomu biatek (FGF21,
GDF15, TNF-a, IL-4) metoda immunoenzymatyczng ELISA (ang. enzyme-linked
immunosorbent assay).

Elementy morfotyczne krwi po odwirowaniu byty poddawane lizie komoérkowe;,
a uzyskany pelet komorkowy byl zawieszany w roztworze RNAlater (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), co umozliwialo stabilizacj¢ RNA przed jego izolacja.
Tak zabezpieczone probki byly przechowywane w temperaturze —80 °C do momentu
wykonania izolacji RNA oraz dalszych analiz ekspresji genéw (FGF21, FGFRI, FGFR3,
FGFR4, KLB, GDF15, GFRAL, TNF-a, TNFR-1, TNFR-2, IL-4, IL-4R).

Caly proces pobierania probek przebiegal z zachowaniem szczegolnej ostroznosci
1 pod staltym nadzorem ratownika medycznego, ktory czuwal nad bezpieczenstwem

1 dobrostanem uczestnikéw badania.

4. Analizy laboratoryjne

Czes¢ probek krwi zostata pobrana do probdéwek dostarczonych przez
laboratorium diagnostyczne 1 w takiej postaci, odpowiednio zabezpieczona, przekazana
do dalszych badan. Analizy obejmowaty calkowitg liczbe leukocytow (WBC), neutrofili

(NEU) 1 limfocytow (LYM). Parametry te stanowig kluczowe wskazniki funkcjonowania
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reaktywnos$ci immunologicznej organizmu, umozliwiajac ocen¢ zmian zachodzacych pod
wplywem obcigzenia wysitkowego.

Wszystkie  oznaczenia  wykonano w  certyfikowanym  laboratorium
diagnostycznym, z wykorzystaniem zwalidowanych metod analitycznych oraz
obowigzujacych procedur wewngtrznej kontroli jako$ci, co gwarantowato wysoka

wiarygodno$¢ 1 powtarzalno$¢ uzyskanych wynikow.

5. Przygotowanie materialu

Pobrana krew pelna byla poddana wirowaniu z predkoscig 1800 rpm przez 10
minut. Po zakonczeniu wirowania warstwe osocza przenoszono do jalowych probowek.
Pozostalg frakcj¢ komorkowa przenoszono do probéwek typu Falcon o pojemnosci 50 ml
1 uzupeliano buforem lizujacym BD Pharm Lyse™ Lysing Buffer (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA) do peinej objetosci probowki. Probki inkubowano przez 10
minut w temperaturze pokojowej, umozliwiajac efektywna lize erytrocytow. Nastepnie
przeprowadzano drugie wirowanie z pr¢dkoscia 1800 rpm przez 10 minut. Po oddzieleniu
supernatantu osad komoérkowy resuspendowano w 1 ml roztworu PBS (EurX, Gdansk,
Polska), po czym uzupeliano proboéwke do objetosci 15 ml buforem lizujacym
1 ponownie inkubowano przez 10 minut.

Po kolejnej inkubacji zawiesing komorkowa uzupelniano buforem PBS do
koncowej objetosci 35 ml i przeprowadzano trzecie wirowanie z predkosciag 1800 rpm
przez 10 minut. Supernatant ostroznie usuwano, a uzyskany pelet komodrkowy
resuspendowano w 1 ml PBS. Z tak przygotowanej zawiesiny pobierano 300 pl do
osobnych probowek przeznaczonych do dalszej izolacji RNA, po czym kazda probke
stabilizowano przez dodanie 500 pl roztworu RNAlater (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA).

6. Izolacja calkowitego RNA

Calkowity RNA zostal wyizolowany 2z komorek krwi obwodowe;j
zabezpieczonych uprzednio w roztworze RNAlater (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Izolacj¢ przeprowadzono przy uzyciu zestawu GeneMATRIX Universal
RNA Purification Kit (EurX, Gdansk, Polska), dedykowanego do pozyskiwania wysokiej
jakosci RNA z materiatu biologicznego. Na poczatku probke wirowano przez 10 minut
w temperaturze 4°C z predkosciag 400 x g. Po zakonczeniu wirowania supernatant

odlewano, a pozostatg ciecz nad osadem komorkowym ostroznie usuwano pipeta.
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Uzyskany pelet komérkowy zawieszano w 400 pl buforu RL, starannie mieszajac
zawiesing przy uzyciu wytrzasarki przez 10 sekund. Nastgpnie cala probka byla
przenoszona do minikolumny homogenizacyjnej (oznaczonej kolorem fioletowym)
umieszczonej w probowce odbierajacej o pojemnosci 2 ml. Minikolumng wirowano przez
2 minuty z maksymalng predkoscig. Do przesaczu dodawano 250 pl 96-100% alkoholu
etylowego 1 mieszano doktadnie przez pipetowanie. Cata mieszaning przenoszono do
minikolumny wigzacej] RNA (oznaczonej kolorem zo6itym) umieszczonej w probowce
odbierajacej, po czym wirowano przez 1 minute z predkoscig 11 000 x g. Przesacz
usuwano, a minikolumng¢ ponownie umieszczano w tej samej probéwce. Do minikolumny
dodawano 600 pl buforu ptuczacego Wash RBW 1 wirowano przez 1 minutg z predkoscia
11 000 x g. Po usunieciu przesaczu etap plukania powtarzano przy uzyciu 300 pl tego
samego buforu, rowniez wirowaniem przez 1 minut¢ z predkoscig 11 000 x g.
W przypadku, gdy membrana minikolumny nie byta catkowicie sucha, przesgcz usuwano,
a minikolumng ponownie wirowano przez 1 minut¢ z t3 samg predkoscig. Ostatecznie
minikolumne umieszczano w nowej probowce typu Eppendorf (1,5-2 ml), a RNA
elucjonowano przez dodanie 30-100 pl wody wolnej od RNaz bezposrednio na
membrang. Wirowano przez 1 minute z predkoscig 11 000 x g, po czym minikolumng
usuwano, a probowke z RNA zamykano. Po zakonczeniu izolacji oceniano st¢zenie oraz
czysto$¢ uzyskanego kwasu nukleinowego metoda spektrofotometryczna, wykorzystujac
czytnik mikroptytkowy Synergy H1 (BioTek, Agilent Technologies, Santa Clara, USA),
co umozliwiato weryfikacje integralnosci oraz przydatnosci RNA do dalszych analiz
molekularnych. Material przechowywano w temperaturze -20°C, unikajac wielokrotnego
cyklu zamrazania i rozmrazania. Uzyskany RNA byl gotowy do dalszych analiz

molekularnych, w tym do syntezy cDNA i badan ekspresji genow.

7. Synteza cDNA

Catkowity RNA wyizolowany z komoérek krwi obwodowej zostat poddany
odwrotnej transkrypcji z zastosowaniem zestawu smART First Strand cDNA Synthesis
kit (EurX, Gdansk, Polska) w celu uzyskania komplementarnego DNA (cDNA).
Przygotowanie cDNA rozpocze¢to od rozmrozenia buforu 5x cDNA Buffer
w temperaturze pokojowej, a nastepnie delikatnego wymieszania za pomocg vortexu.
Reakcje odwrotnej transkrypcji sktadano w probowkach wolnych od RNaz, taczac
odpowiednig objetos¢ RNA (10 ng-5 pg) z 1 pl startera, 1 pl 10 mM mieszaniny dNTP
oraz wodg wolng od RNaz do objetosci 12,5 ul. Jako startery stosowano: oligo(dT)oo.
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Nastepnie do probki dodawano sktadniki reakcji w kolejnosci: 4 ul 5x cDNA Buffer, 2 pl
0,1 M DTT, 0,5 pl inhibitora RNaz (50 U/pl) oraz 1 pl enzymu smART (200 U/ul),
uzyskujac taczng objetos¢ reakcji 20 pl. Probke umieszczano w termocyklerze T100
Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Zaplanowany profil termiczny byt
zgodny z instrukcja producenta i obejmowat nastepujace etapy: 37°C przez 5 minut, 50°C
przez 45 minut, 65°C przez 10 minut oraz 85°C przez 5 minut celem przerwania reakcji.
Powstate probki cDNA przechowywano w temperaturze -20 °C do momentu wykonania

ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym (RT-qPCR).

8. Real-time PCR

Ekspresje genow FGF21, GDF15, FGFRI, FGFR3, FGFR4, KLB, GFRAL, TNF-
a, TNFRI, TNFR2, IL-4 oraz IL-4R oceniono metoda ilosciowej reakcji tancuchowe;j
polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time PCR, RT-qPCR). Do normalizacji poziomu
transkryptow zastosowano gen referencyjny GAPDH, kodujacy dehydrogenaze aldehydu
3-fosfoglicerynowego, co umozliwito kontrolg zmiennosci ilo$ci materiatu wyjsciowego.

Reakcje RT-qPCR przeprowadzono w duplikatach dla kazdej probki,
wykorzystujgc termocykler CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Analize¢ fluorescencji przeprowadzano w 96-dotkowych ptytach typu low-skirted
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), z zastosowaniem odczynnika SsoAdvanced
Universal SYBR Green SuperMix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Wszystkie zamrozone
odczynniki zostaly uprzednio rozmrozone do temperatury pokojowej 1 doktadnie
wymieszane w celu uzyskania jednorodnej mieszaniny, a nast¢pnie krotko wirowane.
Reakcje PCR przygotowywano w temperaturze pokojowej, dodajac wszystkie sktadniki
oprécz matrycy cDNA. W objetosci 20 pl reakcji uzyto 10 pl Supermixu SYBR® Green,
po 1,5 ul starterow badanych gendéw oraz wod¢ wolng od nukleaz do uzupeinienia
objetosci. Matryce cDNA dodawano w koncowym etapie przygotowania reakcji,
zachowujac zalecang ilo$¢ 100 ng-100 fg.

Zaplanowany profil termiczny obejmowal nastgpujace etapy: poczatkowa
denaturacje w 95°C przez 30 s, a nastgpnie 40 cykli sktadajacych si¢ z etapu denaturacji
w 95°C przez 10 s oraz etapu przylaczania starterow potaczonego z elongacja w 60°C
przez 30 s. Odczyt fluorescencji wykonywano po kazdym cyklu amplifikacji, co
pozwalalo na monitorowanie przebiegu reakcji w czasie rzeczywistym.

Dla kazdego z analizowanych genoéw zaprojektowano odpowiednie pary

starterow, ktorych sekwencje przedstawiono w tabeli 1. Analiza ekspresji mRNA zostata
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przeprowadzona metoda wzgledng, z zastosowaniem metody poroOwnawczej 2 4CT,
umozliwiajacy ocen¢ roznic ekspresji pomiedzy badanymi punktami czasowymi

1 grupami uczestnikow [251].

Tabela 1. Sekwencje starterow wykorzystanych w badaniach

GEN FORWARD REVERSE ZRODL.O
TGCACCACCAACTG GGCATGGACTGTGGTCA
G IDI CTTAGC TGAG 1252]
CTGCAGCTGAAAGCCTT GTATCCGTCCTCAAGAAG
FGE21 GAAGC CAGC [253]
TAATGGACTCTGTGGTG ATGTGTGGTTGATGCTG
FGFRI P o [254]
TCCATCTCCTGGCTGAA TGTTCTCCACGACGCAGG
FGFR3 GAACG TGTA [255]
AACACCGTCAAGTTCC CATCACGAGACTCCAGTG
e GCTGTC CTGA 6]
KLB TCTGTCATCCTGTCAG CCAGTCCCAATACCCCAG (257]
CACTT AAAAA
CAACCAGAGCTGGGAA CCCGAGAGATACGCAGG
G GATTCG TGCA 23]
GGAGAGTAATGGAAGAT  GAAGTCATCAGTGCAAAG
GFRAL GCCTGC ACACTC [259]
Ly CTCTTCTGCCTGCTGCA ATGGGCTACAGGCTTGTC [260]
CTTTG ACTC
CCGCTTCAGAAAACCAC ATGCCGGTACTGGTTCTT
TNFR-1 CTCAG CCTG [260]
CGTTCTCCAACACGACT ACGTGCAGACTGCATCC
N2 TCATCC ATGCT 12511
114 CCAACTGCTTCCCCC TCTGTTACGGTCAACTC 1262]
TCTG GGTG
TTGCGAGTGGAAGATG CTCCGTTGTTCTCAGGG
IL4Ro e ATAC [263]

9. Test immunoenzymatyczny (ELISA)

Stezenia wybranych biatek (FGF21, GDF15, IL-4 oraz TNF-a) zostaly oznaczone
w osoczu krwi pobranym od wszystkich uczestnikow badania w wyznaczonych punktach
czasowych (przed testem wysitkowym, bezposrednio po nim, po 0,5 h, 6 h, 24 h 1 48 h).
Do analizy wykorzystano test immunoenzymatyczny typu ELISA, przeprowadzony
zgodnie z instrukcjami producenta zestawow komercyjnych.

Stezenia bialek FGF21 (nr kat. SEC918Hu) oraz GDF15 (nr kat. SEC034Hu)
oznaczano z wykorzystaniem komercyjnych testow immunoenzymatycznych firmy
Cloud-Clone Corp. (Houston, TX, USA). Do oznaczen IL-4 (nr kat. 950.020.192) oraz
TNF-a (nr kat. 950.090.192) zastosowano zestawy ELISA produkcji Diaclone (Medix

Biochemica, Espoo, Finlandia). Wszystkie analizy wykonano zgodnie z instrukcjami
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producentéw, z zachowaniem standardowych procedur przygotowania probek, etapow
inkubacji, plukania i odczytu absorbanc;ji.

Pomiar absorbancji przeprowadzono w 96-dotkowych ptytkach wykorzystujac
czytnik mikroptytkowy Synergy H1 (BioTek, Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
oraz dtugos$¢ fali 450 nm. Wartosci stezen biatek obliczono na podstawie krzywych
kalibracyjnych wygenerowanych na podstawie standardow dotgczonych do kazdego

zestawu.

10. Analiza statystyczna

Wyniki ekspresji badanych gendéw uzyskano na podstawie CT (ang. cycle
threshold) bedgcego podstawa do obliczen wartosci 27CT, ktore nastepnie poddano
analizie statystycznej. W pierwszym etapie oceniono rozklad zmiennych pod katem
zgodnosci z rozkladem normalnym przy uzyciu testu Shapiro-Wilka. Poniewaz
wickszo$¢ rozkladow istotnie odbiegala od normalnosci, do poréwnan zastosowano
metody nieparametryczne.

Do poréwnan grup niezaleznych (sportowcy vs. osoby nietrenujace)
wykorzystano test U Manna-Whitneya. Natomiast pordwnania zmiennych zaleznych
(zmiany w czasie w obrebie tej samej grupy) przeprowadzono za pomocg testu rang
Wilcoxona. Dodatkowo, w celu oceny zwigzku pomiedzy poziomem ekspresji genow
a stezeniem odpowiadajacych im biatek w osoczu krwi, przeprowadzono analize¢ korelacji
za pomocg hieparametrycznego wspotczynnika korelacji rang Spearmana. Umozliwito to
ocen¢ sily 1 kierunku zaleznosci pomiedzy zmiennymi biologicznymi, niezaleznie od
rodzaju ich rozktadu. Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzono z wykorzystaniem
oprogramowania Statistica 13 (TIBCO Software Inc., USA, Palo Alto, Kalifornia).

Wartos$¢ p < 0,05 uznawano za statystycznie istotna.
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WYNIKI BADAN

1. Charakterystyka grup

Analiza poréwnawcza median wybranych cech antropometrycznych (tabela 2)
1 parametrow wydolnosciowych (tabela 3) miedzy grupa sportowcdéw a grupg oséb
nie¢wiczacych wykazata istotne roznice w kilku kluczowych zmiennych. Ze wzgledu na
rozktad zmiennych zastosowano nieparametryczny test U Manna-Whitneya; w tabeli

podano wartosci p oraz statystyki Z.

Tabela 2. Wyniki pomiaréw antropometrycznych uczestnikow badania (mediana + rozstgp
miedzykwartylowy, poziom istotnosci p <0,05)

PARAMETR T UT P V4

WIEK [LATA] 20+ 1 22+ 1 0,024 -2,204
MASA CIALA [KG] 71,5+7 752+ 11 0,038 -2,073
WZROST [CM] 1,78 £ 0,07 1,8 £ 0,05 0,100 -1,637
BMI 22,87 +1,30 23,84+ 1,19 0,042 -2,029

T — grupa sportowcoéw; UT — grupa 0sob nieéwiczacych; Z- wynik testu roznic dla dwéch niezaleznych
grup; p < 0,05 pogrubiong czcionkg

Mediany wieku wynosily odpowiednio 20 lat w grupie sportowcow i 22 lata
w grupie nie¢wiczacych (p = 0,024, Z = -2,204). W odniesieniu do cech somatycznych
sportowcy wykazywali nizszg mediang masy ciata (71,0 kg vs 75,2 kg; p = 0,038,
Z =-2,073) oraz nizsze wartosci wskaznika BMI (22,60 vs 23,84; p =0,042, Z = -2,029),
natomiast r6znice w medianie wzrostu nie osiggnety istotno$ci statystycznej (1,78 m vs
1,80 m; p=0,100, Z =-1,637). Obserwowane nizsze warto$ci masy ciata i BMI w grupie
sportowcow sg zgodne z oczekiwanym profilem antropometrycznym populacji trenujacej
wytrzymato$ciowo i moga odzwierciedla¢ korzystniejsza kompozycje ciala (mniejszy
udziat tkanki thuszczowej) w tej grupie.

W  zakresie  parametréw  wydolnosciowych  najistotniejszg  rdznice
zaobserwowano dla VO:max, ktérej mediana byta znaczaco wyzsza wsrod sportowcow
w poroOwnaniu z osobami nie¢wiczacymi (55,9 vs 40,9 ml/kg/min; p < 0,000001,
Z =4,561). Tak wyrazna przewaga VO:.max w grupie sportowcow odzwierciedla typowe
adaptacje uktadu sercowo-naczyniowego i mitochondrialnego wynikajace z regularnego
treningu wytrzymato§ciowego i ma bezposrednie przetozenie na mozliwosci wysitkowe

badanych. Mediany wentylacji minutowej (MV) nie roznily si¢ istotnie migdzy grupami
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(145,6 vs 137,5 L/min; p = 0,182, Z = 1,331), podobnie jak maksymalna czgstos$¢
skurczéw serca (HRmax: 199 vs 196; p = 0,165, Z = 1,375). Wspotczynnik wymiany
oddechowej (RQ) wykazat istotng réznice pomiedzy grupami, przy czym mediana RQ
byla wyzsza u sportowcow (1,24 vs 1,12; p = 0,00004, Z = 4,081). Wyzszy RQ w tej
probee, odnotowany przy pomiarze wysitkowym, moze §wiadczy¢ o wigkszym udziale
przemian weglowodanowych w koncowej fazie wysitku maksymalnego u sportowcow
lub o réznicach w intensywnoS$ci osigganej podczas testu; interpretacja RQ powinna
uwzglednia¢ punkt pomiaru (okres wysitku vs odpoczynku) oraz stan odzywienia
badanych. Czgstos¢ oddechow (RF) rowniez byta istotnie wyzsza w grupie sportowcow
(60,2 vs 55 oddechoéw/min; p = 0,0004, Z = 3,513), co moze odzwierciedla¢ wicksze
zaangazowanie mechanizmow wentylacyjnych podczas wysitku maksymalnego lub

roéznice w strategii wentylacyjnej migdzy grupami.

Tabela 3. Wyniki testéw wydolno$ciowych uczestnikow badania wykonywane w trakcie testu
wysitkowego (mediana + rozstep miedzykwartylowy, poziom istotnosci p <0,05)

PARAMETR T uT P Z

HRmax 199+ 5 196 + 16,5 0,165 1,375
VO:max [ML/MIN/KG] 55,9 +0,58 43,25+ 8,76 0,000002 4,561
MYV [L/MIN] 145,6 +£ 12,13 137,5 £24,5 0,182 1,331
RQ 1,24 + 0,11 1,12 £ 0,05 0,00004 4,081
Rf [1/MIN] 60,2 £3,5 55+9 0,0004 3,513

HRmax— maksymalna czgsto$¢ skurczow serca; VO:max — maksymalna objgtosé tlenu pochtanianego przez
organizm w jednostce czasu; MV — obj¢tos¢é minutowa ptuc, catkowita objgto§é powietrza wymienianego
w jednostce czasu; RQ — stosunek objetosci wydychanego CO: (VCO:) do objetosci pobranego tlenu (VOz2);
Rf — czgstos¢ oddechow na minutg; Z — wynik testu roznic dla dwoch niezaleznych grup; p <0,05
pogrubiong czcionka

Podsumowujac, grupa sportowcoéw charakteryzowata si¢ korzystniejszym
profilem wydolnosci tlenowej (wyraznie wyzsze VO:max) oraz odmiennymi
wskaznikami wymiany gazowe] (wyzsze RQ 1 RF) w poréwnaniu z osobami
nie¢wiczacymi, przy jednoczesnym braku istotnych réznic w HRmax 1 MV. Uzyskane
wyniki sg spojne z dotychczasowa literatura dotyczaca adaptacji do treningu
wytrzymato$ciowego i wskazuja na znaczace roéznice metaboliczne i wydolno$ciowe

migdzy badanymi grupami.
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2. Wyniki badan krwi

Tabela 4 obejmuje wyniki poroéwnania parametrow hematologicznych
1 biochemicznych migdzy grupa zawodowych sportowcéw a osobami nie¢wiczacymi
w szesciu punktach czasowych, poczawszy od momentu przed testem wysitkowym az do
48 godzin po jego zakonczeniu. Analiza uwzgledniata istotno$¢ statystyczng rdznic
pomiedzy grupami (test U Manna-Whitneya).
Tabela 4. Tabela podsumowujaca réznice statystyczne dla parametrow leukocytarnych oraz

biochemicznych mi¢dzy grupa sportowcoOw a grupa osob nie¢wiczacych w szesciu punktach
czasowych

PRZED PO 30 MIN PO 6H PO 24H PO 48H PO
PARAMETR TESTEM  TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE
UT>T UT<T UT<T UT<T UT>T UT>T

WBC (tys/nl) | (Z=-0230, (Z=0.184, (Z=-0.438, (Z=-1.612, (Z=0.415, (Z=0.760,
p=0.818)  p=0.854)  p=0.662)  p=0.107)  p=0.678)  p=0.447)

uUT>T uT>T UT<T UT<T uT>T uUT>T
NEU (tys/pl) | (Z=0.156, (Z=-0.472, (Z=-0.882, (Z=-1.194, (Z=0.104, (Z=0.545,
p=0.876) p=0.637) p=0.378) p=0.233) p=0.917) p=0.586)
UT<T UT<T UT>T UT<T UT<T UT<T
LYM (tys/pl) | (Z=-0.130, (Z=0.220, (Z=-0.208, (Z=-1.765, (Z=-0.545, (Z=-0.493,
p=0.897) p=0.825) p=0.836) p=0.078) p=0.586) p=0.622)
WBC - leukocyty; NEU — neutrofile; LYM — limfocyty; UT — grupa oséb nie¢wiczacych; T — grupa
sportowcow; Z — wynik testu roznic dla dwoch niezaleznych grup; p < 0,05 pogrubiona czcionka

W przypadku liczby leukocytéw, plytek krwi, neutrofili i limfocytéw nie
zaobserwowano istotnych roéznic statystycznych migdzy sportowcami a osobami
nie¢wiczacymi, cho¢ kierunki zmian wskazywaty na przejsciowe wahania zalezne od

czasu po wysitku.

Tabela 5. Wyniki badan krwi uczestnikow z grupy sportowcoOw (T) (mediana + rozstgp
miedzykwartylowy, poziom istotnosci p <0,05)
PRZED PO 30 MIN PO 6H PO 24H PO 48H PO

PARAMETR  TESTEM  TESCIE  TESCIE ~ TESCIE  TESCIE  TESCIE

WBC [tys/nl] | 6,2 +£232 9,8 +4,61 6,54 + 3,7 9,08+2,59 5,3+2738 5,6 +1,6
NEU [tys/nl] ‘ 3,17+ 1,67 4,41 +1,61 4,16+2,7 6,43+192 284+0,76 2,80=+0,91
LYM [tys/pl] ‘ 228+0,68 3,61+£1,45 147076 2,1=+0,98 22+1,0 2,0+1,26
WBC — leukocyty; NEU — neutrofile; LYM — limfocyty; p < 0,05 pogrubiona czcionka
Tabela 5 przedstawia zestawienie wynikow badan krwi wykonanych
u uczestnikéw z grupy sportowcow w sze$ciu punktach czasowych: przed testem
wysitkowym, bezposrednio po jego zakonczeniu, a nastgpnie po 30 min, 6 h, 24 h oraz

48 h. Wyniki zaprezentowano w formie median wraz z oznaczeniem istotnosci
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statystycznej (p < 0,05), ktéra byta wynikiem poréwnania wynikdw uzyskanych
w poszczegbdlnych punktach czasowych do wartosci spoczynkowej (przed testem).

W zakresie parametréw morfologii krwi odnotowano istotne zmiany w liczbie
leukocytow. W porownaniu z warto$cig spoczynkowg ich liczba istotnie wzrosta
bezposrednio po wysitku (p = 0,001; rycina 3) oraz 6 godzin po wysitku (p = 0,001, rycina
3). Jednakze po 48 godzinach obserwowano istotny statystycznie spadek ilosci WBC
wzgledem warto$ci wyjsciowej (p = 0,006; rycina 3).

WBC

12

10

o
FoH %

Mediana [tys/ul]

Rycina 3. Porownanie liczby leukocytéw w grupie sportowcéw miedzy poszczegolnymi
punktami czasowymi a warto$cig spoczynkowa. Wykres prezentuje mediany uzyskanych
wynikow wraz z wartoscig btedu standardowego. * p < 0,05

W odniesieniu do rozdziatu leukocytéw wykazano istotne zmiany zaréwno
w populacji neutrofili, jak 1 limfocytow. Liczba neutrofili wzrosta po wysitku (p = 0,001,
rycina 4), utrzymywata si¢ na podwyzszonym poziomie we wczesnym okresie
powysitkowym (p = 0,002; rycina 4), osiagajac szczyt w jednym z po6zniejszych
pomiardéw (6 godzin po tescie, p = 0,001, rycina 6), a nastepnie obnizyla si¢ istotnie,
osiggajac wartosci nizsze niz wyjsciowe (p = 0,005; rycina 4). Liczba limfocytow takze
zwigkszyla si¢ istotnie bezposrednio po tescie (p = 0,001; rycina 5), po czym gwaltownie
spadfa 30 minut po tescie (p = 0,001; rycina 5), a nastepnie stabilizowata sie, oscylujac

wokotl wartos$ci zblizonych do wyjsciowych.
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Rycina 4. Porownanie liczby neutrofili w grupie sportowcéw migdzy poszczegdlnymi punktami
czasowymi a wartoscig spoczynkowa. Wykres prezentuje mediany uzyskanych wynikow wraz
z wartoscig bledu standardowego. * p < 0,05
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Rycina 5. Poréwnanie liczby limfocytow w grupie sportowcoéw migdzy poszczegodlnymi
punktami czasowymi a warto$cig spoczynkowa. Wykres prezentuje mediany uzyskanych
wynikow wraz z wartoscig btedu standardowego. * p < 0,05

Tabela 6 przedstawia wyniki badan krwi uczestnikow z grupy osob

nie¢wiczacych.
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Tabela 6. Wyniki badan krwi uczestnikow z grupy nie¢wiczacych (UT) (mediana + rozstgp
mi¢dzykwartylowy, poziom istotnosci p <0,05)
PRZED PO 30 MIN PO 6H PO 24H PO 48H PO

PARAMETR  rEsTEM TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE

WBC [tys/n]] | 6,4+2,09 9,59+2,77 6,2+1,53 8,2 £1,82 6,14 = 1,11 6,25+1,2
NEU [tys/nl] 336+0,43 4,44+048 3,4+0,55 6,27 £2,27 3,06 +£0,31 3,0 £0,58

LYM [tys/pl] | 2,1 £1,18 3,52+0,77 1,6+0,5 1,76 £ 0,46 1,725+0,25 1,81+0,5
WBC — leukocyty; NEU — neutrofile; LYM — limfocyty; p < 0,05 pogrubiong czcionka

Analiza parametrow hematologicznych w grupie oséb nie¢wiczacych wykazata,
ze liczba leukocytow istotnie wzrosta bezposrednio po zakonczeniu wysitku (p = 0,001;
rycina 6). W krotkim czasie po tescie zaobserwowano wyrazny spadek liczby leukocytow,
natomiast po 6 godzinach ponownie odnotowano ich istotny wzrost wzgledem wartos$ci
spoczynkowych (p = 0,004; rycina 6). W najpdzniejszych pomiarach wartos$ci powracaty

do zakresu wyjsciowego, bez kolejnych istotnych odchylen.
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Rycina 6. Poréwnanie liczby leukocytow w grupie 0sob nie¢wiczacych migdzy poszczegdlnymi
punktami czasowymi a warto$cig spoczynkowa. Wykres prezentuje mediany uzyskanych
wynikow wraz z wartoscig bledu standardowego. * p < 0,05

W przypadku neutrofili zaobserwowano wzrost bezposrednio po zakonczeniu
wysitku (p = 0,04, rycina 7), ktory nasilil si¢ jeszcze w pomiarze po 6 godzinach
(p = 0,02, rycina 7), gdzie osiagnat najwyzszy poziom w calej serii obserwacji. W dwéch

ostatnich punktach czasowych liczba neutrofili obnizyla si¢, powracajac do wartosci
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zblizonych do wyjsciowych, osiggajac istotnos¢ statystyczng w 48 godzinie (p = 0,03,

rycina 7).
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Rycina 7. Poréwnanie liczby neutrofili w grupie osdb nie¢wiczacych miedzy poszczegdlnymi
punktami czasowymi a warto$ciag spoczynkowa. Wykres prezentuje mediany uzyskanych
wynikéw wraz z wartoscia btedu standardowego. * p < 0,05
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Rycina 8. Pordwnanie liczby limfocytéw w grupie 0so6b nie¢wiczacych miedzy poszczegdlnymi
punktami czasowymi a wartos$cig spoczynkowa. Wykres prezentuje mediany uzyskanych
wynikow wraz z wartoscig btedu standardowego. * p < 0,05

Odmienny przebieg dotyczyl limfocytow. Bezposrednio po tescie ich liczba

zwigkszyla si¢ istotnie (p = 0,001; rycina 8), natomiast 30 minut (p = 0,002, rycina 8),
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6 godzin (p = 0,01, rycina 8) oraz 24 godziny po tescie (p = 0,02, rycina 8) odnotowano

wyrazny spadek, a wartosci byly istotnie nizsze od wartosci spoczynkowe;.

3. Ekspresja genow

3.1. Poréwnanie ekspresji gendw migdzy grupami

Wyniki uzyskane metodg RT-qPCR zostaty przedstawione w uktadzie cytokina-
receptor, co pozwala na kompleksowa ocen¢ zarowno ligandow, jak i ich receptorow
warunkujacych skuteczno$¢ odpowiedzi biologicznej. Takie zestawienie umozliwia
analiz¢ zaleznos$ci funkcjonalnych miedzy ekspresja genu kodujacego cytoking
a poziomem transkrypcji jej receptora, co daje petniejszy obraz mechanizméw regulacji

odpowiedzi na wysitek fizyczny.

Tabela 7. Tabela podsumowujaca rdéznice w ekspresji genow FGF21, FGFRI, FGFR3, FGFR4
oraz KLB mig¢dzy grupg sportowcow a grupa osob nie¢wiczacych w sze$ciu punktach czasowych

GEN PRZED PO 30 MIN PO 6H PO 24H PO 48H PO
TESTEM TESCIE TESCIE TESCIE  TESCIE TESCIE
UT<T UT<T UT<T UT<T UT<T UT<T

FGF2I | (Z=-1.198, (Z=-0.415, (Z=-0.967, (Z=-1267, (Z=-0.760, (Z=-0.184,
p=0231)  p=0.678)  p=0.333)  p=0205) p=0.447)  p=0.854)

UT>T UT>T UT>T UT>T UT>T UT>T
FGFRI | (Z=3.869, (Z=3.824, (Z=3.869, (Z=3271, (Z=3.685, (Z=3.962,
p=0.0001)  p=0.0001) p=0.0001)  p=0.0011) p=0.0002) p=0.00007)

UT<T UT<T UT<T UT<T UT<T UT>T
FGFR3 (Zz=-1.013, (Z=-1.289, (Z=-1.013, (Z=-0.829, (Z=-2.257, (Z=0.253,
p=0.311) p=0.197) p=0.311) p=0.407) p=0.024) p=0.800)

UT<T uUT<T uT<T UT<T UT<T UT<T
FGFR4 (Z=-1.843, (Z=-0.576, (Z=-2.303, (z=0.345, (Z=-1.681, (Z=-2.879,
p=0.065) p=0.565) p=0.021) p=0.730) p=0.093) p=0.004)

UT<T UT<T UT<T UT<T UT<T UT<T
KLB (Z=-0.921, (Z=-0.553, (Z=-0.645, (Z=-1.129, (Z=-0.345, (Z=-0.184,
p=0.357) p=0.580) p=0.519) p=0.259) p=0.730) p=0.854)
UT — grupa 0s6b nieéwiczacych; T — grupa sportowcoéw; Z — wynik testu roznic dla dwoch niezaleznych
grup; poziom istotnosci p < 0,05 pogrubiong czcionka

FGF?2]I oraz jego koreceptor KLB nie wykazaly istotnych r6znic miedzy grupami
(p > 0,05, tabela 7) w zadnym punkcie czasowym. W przypadku FGFRI, byt to jedyny
gen, ktorego ekspresja roznita si¢ statystycznie miedzy obiema grupami w kazdym
punkcie czasowym (rycina 9). Podczas pomiaréw wykonywanych przed testem
wysitkowym ekspresja FGFRI byta znaczaco wyzsza w grupie 0sob nie¢wiczacych niz
w grupie sportowcoOw (p = 0,0001). Wynik ten utrzymywal si¢ podczas wszystkich

pomiardéw (tabela 7, rycina 9).
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Ekspresja FGFR3 byla istotnie nizsza u os6b nie¢wiczacych (p = 0,024) tylko 24
godziny po tescie (tabela 7, rycina 10). Nie zaobserwowano znaczacych zmian mi¢dzy

grupami w innych punktach czasowych.

FGFR1 Grupa os6b nie¢wiczacych
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Rycina 9. Poréwnanie poziomu ekspresji genu FGFR1 pomigdzy grupg sportowcow a grupg osob
nieéwiczgcych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany warto$ci 2- A<D

uzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci btedu standardowego. * istotne
roznice (p < 0,05)
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Rycina 10. Porownanie poziomu ekspresji genu FGFR3 pomig¢dzy grupa sportowcow a grupa
0s0b nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany wartosci

2-4CD yzyskang metoda PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci bledu standardowego.
* istotne réznice (p < 0,05)
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Ekspresja FGFR4 wykazata statystycznie istotng réznice migdzy grupami
(p = 0,021) 30 minut po tescie (tabela 7, rycina 11), gdzie FGFR4 byt istotnie wyzszy
w grupie sportowcoéw. W kolejnym punkcie czasowym, 6 godzin po wysitku, efekt ten
nie byl juz obecny (p = 0,730). Gen FGFR4 wykazywal znacznie wyzsza (p = 0,004,
rycina 11) ekspresj¢ rowniez 48 godzin po tescie, w grupie sportowcOw w poréwnaniu

z grupg osob nie¢wiczacych.
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Rycina 11. Poréwnanie poziomu ekspresji genu FGFR4 pomi¢dzy grupg sportowcoOw a grupa
0s0b nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany wartosci
2°4CD yzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci bledu standardowego.
* istotne réznice (p < 0,05)

Tabela 8. Tabela podsumowujaca roznice w ekspresji genow GDF15 oraz GFRAL mig¢dzy grupa
sportowcow a grupa osob nie¢wiczacych w szesciu punktach czasowych

GEN PRZED PO 30 MIN PO 6H PO 24H PO 48H PO
TESTEM TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE
UT<T UT<T UT<T UT<T UT<T UT<T

GDF1I15 (Z=-1.059, (Zz=-0.829, (Z=-1.152, (Z=-1.013, (Z=-1.106, (Z=-0.553,
p=0.289) p=0.407) p=0.249) p=0.311) p=0.269) p=0.580)
UT<T UT<T UT<T UT<T UT<T UT<T
GFRAL (Z=-1.474, (z=-0.875, (Z=-1.036, (Z=-1.566, (Z=-1.152, (Z=1.244,
p=0.140) p=0.381) p=0.300) p=0.117) p=0.249) p=0.214)
UT — grupa 0s6b nieéwiczacych; T — grupa sportowcoéw; Z — wynik testu roznic dla dwoch niezaleznych
grup; poziom istotnosci p < 0,05 pogrubiong czcionka

GDF15 oraz GFRAL nie wykazaly istotnych réznic miedzy grupami (p > 0,05,

tabela 8) w zadnym punkcie czasowym.
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TNF-o oraz jego receptor TNFR-2 nie wykazaly istotnych rdznic miedzy grupami
(p > 0,05, tabela 9) w zadnym punkcie czasowym. W przypadku TNFR-1, byt to jedyny
gen, ktorego ekspresja roznila si¢ statystycznie miedzy obiema grupami przed testem oraz
30 min, 6 h, 24 h 1 48 h po tescie (rycina 12). Ekspresja TNFR-1 byla znaczaco nizsza
w grupie osob nie¢wiczacych niz w grupie sportowcdéw, a najwyzsza roznica byla

obserwowana w stanie spoczynkowym (p = 0,0099, rycina 12).

Tabela 9. Tabela podsumowujaca roznice w ekspresji genow TNF-a, TNFR-1 oraz TNFR-2
mig¢dzy grupa sportowcow a grupa osob nie¢wiczacych w szesciu punktach czasowych

GEN PRZED PO 30 MIN PO 6H PO 24H PO 48H PO
TESTEM TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE
UT<T UT<T UT<T UT<T UT<T UT<T

TNF-a | (Z=-1.750, (Z=-0.576, (Z=-1474, (Z=-0.645, (Z=-1.382, (Z=-1.382,
p=0.08) p=0.565)  p=0.140)  p=0.519)  p=0.166)  p=0.167)

UT<T UT<T UT<T UT<T UT<T UT<T
TNFR-1 (z=-2., (Z=-1797, (Z=-2.395, (Z=-2.119, (Z=2.303, (Z=-2.142,
p=0.0099)  p=0.072)  p=0.0166)  p=0.034)  p=0.021)  p=0.032)

UT<T UT<T UT<T UT>T UT>T UT<T

TNFR-2 | (Z=-0921, (Z=-1.059, (Z=-1.175, (Z=0.276, (Z=0.023, (Z=-1.221,
p=0.357) p=0.289) p=0.240) p=0.782) p=0.982) p=0.222)

UT — grupa 0s6b nieéwiczacych; T — grupa sportowcoéw; Z — wynik testu roznic dla dwoch niezaleznych
grup; poziom istotnosci p < 0,05 pogrubiong czcionka
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Rycina 12. Poréwnanie poziomu ekspresji genu TNFR-1 pomiedzy grupa sportowcow a grupa
0s0b nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany wartosci
2-4CD yzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci bledu standardowego.
* istotne roznice (p < 0,05)
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W przypadku [L-4 oraz IL-4R, obserwowane byly pojedyncze istotne
statystycznie roznice pomiedzy grupg sportowcOw a grupg osob nie¢wiczacych (p < 0,05,
tabela 10). Ekspresja /L-4 byla istotnie wyzsza w grupie sportowcoéw niz w grupie osob
nie¢wiczacych 30 minut oraz 24 godziny po tescie wysitkowym (rycina 13). Najwyzsza
roznica byta obserwowana 24 godziny po aktywnosci fizycznej (p = 0,002, rycina 13).
Istotng statystycznie roznice w ekspresji /L-4R migedzy dwoma grupami obserwowano
jedynie bezposrednio po tescie. Wyzsza ekspresja /L-4R odnotowana byla w grupie osob

nie¢wiczacych (rycina 14).

Tabela 10. Tabela podsumowujaca réznice w ekspresji genéw IL-4 oraz IL-4R miedzy grupa
sportowcow a grupa osob niec¢wiczacych w szesciu punktach czasowych

GEN PRZED PO 30 MIN PO 6H PO 24H PO 48H PO
TESTEM TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE
UT<T UT<T UT<T UT<T UT<T UT<T

IL-4 (Z=-1.543, (Z=-1.843, (Z=-2.073, (Z=-1.428, (Z=-3.086, (Z=-1.290,

p=0.123) p=0.065) p=0.038) p=0.153) p=0.002) p=0.197)
uT>T uT>T UT>T uT>T uT>T uT>T

IL-4R (Z=0.645, (Z=2.211, (Z=1.290, (Z=1.842, (Z=1.129, (Z=0.345,

p=0.519) p=0.027) p=0.197) p=0.065) p=0.259) p=0.730)

UT — grupa o0s6b nie¢wiczacych; T — grupa sportowcdéw; Z — wynik testu réznic dla dwoch niezaleznych

grup; poziom istotnosci p < 0,05 pogrubiong czcionka
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Rycina 13. Poréwnanie poziomu ekspresji genu /L-4 pomigdzy grupa sportowcow a grupa osob
nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany wartosci 274D
uzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci btgdu standardowego. * istotne
roznice (p < 0,05)
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Rycina 14. Poréwnanie poziomu ekspresji genu /L-4R pomigdzy grupa sportowcoOw a grupg osob
nieéwiczgcych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany warto$ci 2-A¢D
uzyskana metoda PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci bledu standardowego. * istotne
roznice (p < 0,05)

3.2. Poréwnanie ekspresji genow migdzy punktami czasowymi

Tabela 11 przedstawia wyniki uzyskane przez poréwnanie zmian ekspresji genow
FGF21, FGFRI, FGFR3, FGFR4 oraz KLB migdzy r6znymi punktami czasowymi
u sportowcOw 1 0s6b nie¢wiczacych. Ponownie, wyniki zostaly przedstawione
w zestawieniu cytokina-receptor.

W grupie 0sob niec¢wiczacych nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic
w ekspresji FGF21 1 FGFRI w Zadnym punkcie czasowym w poroéwnaniu do warto$ci
spoczynkowych (p > 0,05 dla wszystkich porownan). W grupie sportowcow dokonano
podobnych obserwacji. Nie byto statystycznie istotnej réznicy w jakimkolwiek punkcie
czasowym po wysitku dla genow FGF21, FGFRI, ale takze dla FGFR3 oraz KLB
w poréwnaniu do warto$ci spoczynkowych (p > 0,05 we wszystkich poréwnaniach).

Statystycznie istotne rdéznice w ekspresji FGFR3 zaobserwowano w grupie 0osob
nie¢wiczacych w dwoch punktach czasowych w poréwnaniu do wartosci sprzed testu
wysitkowego. Pierwszym z nich byt znaczacy wzrost ekspresji FGFR3 (Z = 2,131,
p = 0,0330, rycina 15) 6 godzin po wysitku. Drugim byl znaczacy wzrost ekspresji
FGFR3 (Z = 1,992, p = 0,0464, rycina 15) 48 godzin po wysiltku. Nie zaobserwowano

statystycznie istotnych zmian w pozostatych punktach czasowych.
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Tabela 11. Tabela podsumowujaca wyniki analizy statystycznej dla gendw FGF21, FGFRI,
FGFR3, FGFR4 oraz KLB, podkreslajagca istotne roznice migdzy punktami czasowymi

1 poziomem spoczynkowym (p < 0,05)

. 30 MIN PO 6H PO 24H PO 48H PO
GEN GRUPA PO TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE
UuT nd nd nd nd nd
e T nd nd nd nd nd
UuT nd nd nd nd nd
enil T nd nd nd nd nd
1 (Z=2.132, 1 (Z=1.992,
FGFR3 ut nd nd p = 0.0330) nd p = 0.0464)
T nd nd nd nd nd
T 1 (Z=2.411, . 1 (Z=2.691, 1(Z=2481, 1(Z=2.760,
AT p = 0.0159) p =0.0071) p =0.0131) p = 0.0058)
T nd nd nd nd 1 (Z= 3.408,
p =0.0007)
1 (Z=2510, 1(Z=2.621, 1(Z=1.992,
KLB e il p =0.0121) p = 0.0088) p = 0.0464) 2
T nd nd nd nd nd

UT — grupa os6b nie¢wiczacych; T — grupa sportowcow; nd — brak istotnych statystycznie roznic; Z — wynik
testu roznic dla dwoch niezaleznych grup; poziom istotnosci p < 0,05 pogrubiong czcionka; T — zwigkszona
ekspresja
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Rycina 15. Zmiany poziomu ekspresji genu FGFR3 w grupie 0sob nie¢wiczacych miedzy pre-
testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku fizycznym. Wykres prezentuje mediany
warto$ci 274D uzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci bledu
standardowego. * istotna r6znica mi¢dzy danym punktem czasowym a poziomem spoczynkowym
(p <0,05)

Ekspresja FGFR4 wzrosta znaczagco w wielu punktach czasowych w grupie oséb
nie¢wiczacych. Istotnie wyzsza ekspresje w poroéwnaniu z warto§ciami spoczynkowymi
obserwowano bezposrednio po wysitku (Z =2,411, p=0,0159, rycina 16A), 6 godzin po
wysitku (Z = 2,691, p = 0,0071, rycina 16A), 24 godziny po wysitku (Z = 2,481,
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p = 0,0131, rycina 16A) i 48 godzin po wysiltku (Z = 2,760, p = 0,0058, rycina 16A).
Istotng statystycznie réznice do wartosci spoczynkowych odnotowano rowniez w grupie

sportowcow 48 godzin po tescie (Z = 3,408, p = 0,0007, rycina 16B).
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Rycina 16. Zmiany poziomu ekspresji genu FGFR4 w (A) grupie osob nie¢wiczacych oraz (B)
grupie sportowcow migdzy pre-testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku fizycznym.
Wykres prezentuje mediany warto$ci 24D uzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz

wartosci btgdu standardowego. * istotna roznica miedzy danym punktem czasowym a poziomem
spoczynkowym (p < 0,05)

Wyniki w grupie osdb nie¢wiczacych sugeruja, ze ekspresja KLB znaczaco
wzrosta 30 min po tescie wysitkowym (Z = 2,510, p = 0,0121, rycina 17). Ekspresja
pozostata podwyzszona, z istotnoscia statystyczng (Z = 2,6207, p = 0,0088, rycina 17)
6 godzin oraz 24 godziny po tescie (Z = 1,992, p = 0,0464, rycina 17).

KLB

0,0001 *
0,00009 |
0,00008 I
0,00007 %k
0,00006 T [
0,00005 | I
0,00004

0,00003 +

Mediana 2-(&¢T)

0,00002
0,00001

0

& Lo
S 4 &
& \ <
N o o o o o
)
A2 Q R

& & ©

Rycina 17. Zmiany poziomu ekspresji genu KLB w grupie 0sob nie¢wiczacych migdzy pre-testem
a piecioma punktami czasowymi po wysitku fizycznym. Wykres prezentuje mediany wartosci
2-4CD yzyskang metoda PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci bledu standardowego.
* {stotna r6znica migdzy tym punktem czasowym a poziomem spoczynkowym (p < 0,05)
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Zaréwno w grupie 0sob nie¢wiczacych, jak i grupie sportowcow, nie stwierdzono
statystycznie istotnych roznic w ekspresji GDFI5 w zadnym punkcie czasowym
w poréwnaniu do wartos$ci sprzed testu wysitkowego (p > 0,05 dla wszystkich poréwnan,
tabela 12). Jednakze, ekspresja GFRAL znaczaco wzrosta po 6 godzinach po wysitku
(Z = 2,341, p = 0,0192, tabela 12, rycina 18) w grupie osob nie¢wiczacych. W grupie
sportowcow ekspresja GFRAL pozostala stabilna we wszystkich punktach czasowych.
Nie bylo statystycznie istotnych roznic we wszystkich porownaniach (p > 0,05, tabela

12).

Tabela 12. Tabela podsumowujgca wyniki analizy statystycznej dla gendéw GDF'15 oraz GFRAL,
podkreslajaca istotne roznice migdzy punktami czasowymi i1 poziomem spoczynkowym
(p <0,05)

PO 30 MIN PO 6H PO 24H PO 48H PO
GEN GRUPA TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE
‘ UT nd nd nd nd nd
RS nd nd nd nd nd
1 (Z=2.341,
GFRAL uT nd nd p = 0.0192) nd nd
‘ T nd nd nd nd nd

UT — grupa os6b nie¢wiczacych; T — grupa sportowcow; nd — brak istotnych statystycznie roznic; Z — wynik
testu roznic dla dwoch niezaleznych grup; poziom istotnosci p < 0,05 pogrubiong czcionka; T — zwigkszona
ekspresja
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Rycina 18. Zmiany poziomu ekspresji genu GFRAL w grupie osob nie¢wiczacych migdzy pre-
testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku fizycznym. Wykres prezentuje mediany
wartosci  2°“D uzyskang metoda PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci bledu
standardowego. * istotna réznica migdzy tym punktem czasowym a poziomem spoczynkowym
(p <0,05)
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W tabeli 13 przedstawiono wyniki uzyskane przez poréwnanie zmian ekspresji
gendw TNF-a, TNFR-1 oraz TNFR-2 migdzy ro6znymi punktami czasowymi u Sportowcow
1 0sOb niec¢wiczacych. W grupie sportowcOw nie zaobserwowano istotnych zmian
pomigdzy poszczegdlnymi punktami czasowymi a warto§ciami spoczynkowymi zarOwno
w ekspresji TNF-a, TNFR-1,jak i TNFR-2 (p > 0,05 dla wszystkich poréwnan, tabela 13).
Jednakze, w grupie osob nie¢wiczacych nastgpito kilka istotnych statystycznie zmian.
Istotny wzrost ekspresji TNF-a obserwowano 6 oraz 24 godziny po tescie wysitkowym
(rycina 19). W przypadku TNFR-1 znaczacy wzrost ekspresji obserwowany byt w 6-tej

godzinie po wysitku w poréwnaniu do wartosci spoczynkowej (rycina 20).

Tabela 13. Tabela podsumowujaca wyniki analizy statystycznej dla genow TNF-a, TNFR-1 oraz
TNFR-2, podkreslajaca istotne roznice miedzy punktami czasowymi i poziomem spoczynkowym
(p <0,05)

PO 30 MIN PO 6H PO 24H PO 48H PO
GEN GRUPA TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE
1 (Z=2271, 1(Z=1992,
TNF-a ut nd nd p=0.0231)  p=0.0464) nd
T nd nd nd nd nd
1 (Z=2.275,
INFR-1 | 0T nd nd p = 0.0229) nd nd
T nd nd nd nd nd
UT nd nd nd nd nd
[R5 T nd nd nd nd nd

UT — grupa os6b nie¢wiczacych; T — grupa sportowcow; nd — brak istotnych statystycznie réznic; Z — wynik
testu roznic dla dwoch niezaleznych grup; p < 0,05 pogrubiong czcionka; T — zwigkszona ekspresja

TNF-a
0,025
*
%k
0,02 i
S T
R 0,015 |
E [ I )
| 1
8 0,01 l
©
s
0,005
0
<& i oe . L% oe
e‘;& ,@f’g \ef’b @”“ .@"L .@f’c’
" (=] (2] (+] (s} o
C&b Q < b‘\q &(\Q Q;QQ
) 0,06‘ b} o

Rycina 19. Zmiany poziomu ekspresji genu TNF-a w grupie 0sob nie¢wiczacych migdzy pre-
testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku fizycznym. Wykres prezentuje mediany
warto$ci  2°“D uzyskang metoda PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci bledu

standardowego. * istotna r6znica mi¢dzy tym punktem czasowym a poziomem spoczynkowym
(p <0,05)
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Rycina 20. Zmiany poziomu ekspresji genu TNFR-1 w grupie 0sob nie¢wiczacych miedzy pre-
testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku fizycznym. Wykres prezentuje mediany
wartosci 2D uzyskang metoda PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci bledu
standardowego. * istotna r6znica miedzy tym punktem czasowym a poziomem spoczynkowym

(p <0,05)

Wyniki dotyczace gendw IL-4 oraz IL-4R zostaly przedstawione w tabeli 14. Nie
odnotowano istotnych zmian w ekspresji /L-4 mig¢dzy poszczegdlnymi punktami
czasowymi a wartoscig spoczynkowg zaro6wno w grupie osoOb niecwiczacych, jak
1 w grupie sportowcoOw. Jednakze, w grupie sportowcéw mozna bylo zauwazy¢ istotny
spadek ekspresji IL-4R bezposrednio po tescie wysitkowym (rycina 21). Nastepne punkty
czasowe nie wykazaly istotnych zmian w ekspresji genu. W przypadku grupy osob
nie¢wiczacych, nie odnotowano zadnych istotnych statystycznie zmian ekspresji IL-4R

wzgledem wartosci spoczynkowe;.

Tabela 14. Tabela podsumowujaca wyniki analizy statystycznej dla gendéw IL-4 oraz IL-4R,
podkreslajaca istotne roznice miedzy punktami czasowymi i poziomem spoczynkowym (p <0,05)

B 30 MIN PO 6H PO 24H PO 48H PO
GEN GRUPA PO TESCIE , B i B

TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE

UuT nd nd nd nd nd

IL-4
T nd nd nd nd nd
uT nd nd nd nd nd
IL-4R 7 =2.045
T H ’ nd nd nd
p = 0.0409)

UT — grupa os6b nie¢wiczacych; T — grupa sportowcow; nd — brak istotnych statystycznie rdznic; Z — wynik
testu roznic dla dwoch niezaleznych grup; poziom istotnosci p < 0,05 pogrubiona czcionka; | —zmniejszona
ekspresja
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Rycina 21. Zmiany poziomu ekspresji genu /L-4R w grupie sportowcow miedzy pre-testem
a pigcioma punktami czasowymi po wysitku fizycznym. Wykres prezentuje mediany wartosci
2-4CD yzyskang metoda PCR w czasie rzeczywistym oraz warto$ci bledu standardowego.
* istotna r6znica miedzy tym punktem czasowym a poziomem spoczynkowym (p < 0,05)

4. Stezenia bialek w osoczu krwi obwodowej

Wyniki testu U Manna-Whitneya, ktory okre$la istotne statystycznie roznice

pomiedzy dwoma grupami niezaleznymi dla biatek FGF21, GDF15, TNF-a oraz 1L-4

zostaly przedstawione w tabeli 15.

Tabela 15. Tabela podsumowujaca réznice w stezeniu biatka FGF21, GDF15, TNF-q oraz 1L-4
migdzy grupa sportowcdw a grupg 0sob nie¢wiczacych w szesciu punktach czasowych

GEN PRZED PO 30 MIN PO 6H PO 24H PO 48H PO
TESTEM TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE
UT>T UT>T UT>T UT>T UT>T UT>T
FGF21 | (Z=-4.468, (Z=-4.468, (Z=-4.468, (Z=-3.869, (Z=-4.468, (Z=-4.468,
p=0.000008)  p=0.000008)  p=0.000008)  p=0.000109)  p=0.000008)  p=0.000008)
UT>T UT>T UT>T UT>T UT>T UT>T
GDF15 | (Z=3.916, (Z=-2.534, (2=-3.132, (Z=-3.202, (Z=-3.478, (2=-3.271,
p=0.00009) p=0.011) p=0.0017) p=0.0014) p=0.0005) p=0.0011)
UT<T UT>T UT>T UT<T UT<T UT<T
TNF-0, = (Z=-2.027, (2=0.023, (2=-0.207, (2=-0.921, (Z=-1.497, (Z=-1.198,
p=0.0426) p=0.9816) p=0.8358) p=0.3569) p=0.1343) p=0.2310)
UT>T UT>T UT>T UT>T UT>T UT>T
IL-4 (Z=1.129, (2=0.507, (2=0.484, (2=0.415, (2=0.161, (2=0.530,
p=0.259) p=0.612) p=0.629) p=0.678) p=0.872) p=0.596)

UT — grupa 0s6b nieéwiczacych; T — grupa sportowcow; Z — wynik testu rdznic dla dwoch niezaleznych

grup; poziom istotnosci p < 0,05 pogrubiong czcionka
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Prezentowane wyniki pokazuja statystycznie istotng roznic¢ w stezeniach biatek
FGF21 i GDF15 miedzy grupa sportowcdéw, a grupg osob nie¢wiczacych we wszystkich
sze$ciu punktach czasowych. Warto$ci p sa znacznie ponizej konwencjonalnego progu
istotno$ci wynoszacego 0,05.

Poziom biatka FGF21 dla grupy sportowcéw jest istotnie statystycznie nizsza
w porownaniu do grupy oséb nie¢wiczacych we wszystkich szesciu punktach czasowych
(p < 0,05, tabela 15, rycina 22). Utrzymujaca si¢ we wszystkich pomiarach istotno$¢
wskazuje na stabilng i systematyczng réznice w poziomach FGF21 miedzy grupami,

a nie przejsciowy efekt ¢wiczen lub regeneracji.
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Rycina 22. Poréwnanie stgzenia biatka FGF21 pomigdzy grupa sportowcoOw a grupa osob
nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany wartos$ci stezen
oraz wartosci btgdu standardowego. * istotne rdznice (p < 0,05)

Wyniki dla GDFI15 rowniez wykazaly znaczace roznice migdzy grupami.
Wszystkie szes¢ punktéw czasowych wykazuje wartosci p ponizej 0,05 (tabela 15), przy
czym wigkszos¢ porownan wykazuje wysoce znaczace rdznice (p < 0,01, rycina 23).
Sugeruje to, ze stezenie GDFI15 rozni si¢ konsekwentnie miedzy dwiema grupami.
Stezenia GDF15 byty ogolnie wyzsze u 0so6b nie¢wiczacych. Najwigksza rdznica pojawia
si¢ podczas pierwszego pomiaru (przed testem) z wysoce istotng wartoscia p (p < 0,0001,
rycina 23), co sugeruje wyjsciowg rozbieznos¢ w poziomach GDF15 migdzy osobami

wytrenowanymi i nie¢wiczacymi.
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GDF15 Grupa 0s6b nie¢wiczacych

Grupa sportowcéw
800

*
! * — % I
600 I

500

400

300

200

100

Stezenie biatka [pg/mL]

&e'@ '%b
& <&

b&' (o] o ]
Q‘:"e A 3 \(\Q Q:;QQ Q Q

Rycina 23. Poréwnanie st¢zenia biatka GDF15 pomigdzy grupg sportowcoéw a grupa osob

nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany wartosci st¢zen
oraz wartosci bledu standardowego. * istotne roznice (p < 0,05)
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Rycina 24. Poréwnanie stgzenia biatka TNF-o pomigdzy grupa sportowcow a grupa osob
niec¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany wartosci stezen
oraz wartosci bledu standardowego. * istotne roznice (p < 0,05)

Wyniki dla TNF-a wykazaty znaczgce roznice miedzy grupami jedynie podczas

pierwszego pomiaru — przed testem wysitkowym. Warto§¢ spoczynkowa TNF-a byta
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istotnie wyzsza w grupie sportowcdw w poréwnaniu do grupy oséb nieéwiczacych
(p <0,05, tabela 15, rycina 24). Pomimo obserwacji wyzszego st¢zenia TNF-a w grupie
0sOb nie¢wiczacych bezposrednio po oraz 30 minut po teScie, a takze w grupie
sportowcoéw 6 godzin, 24 godziny oraz 48 godzin po te$cie, to nie mozna w nich

stwierdzi¢ istotnych statystycznie rdznic (p < 0,05, rycina 24).
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Rycina 25. Poréwnanie stezenia biatka IL-4 pomiedzy grupa sportowcéw a grupa osob
nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany wartos$ci stezen
oraz wartosci btgdu standardowego. * istotne réznice (p < 0,05)

Wyniki dla IL-4 nie wykazaly znaczacych réznic migdzy grupa sportowcow
a grupa osob nie¢wiczacych (p > 0,05, tabela 16, rycina 26) w zadnym z badanych
punktéw czasowych.

W badaniu przeanalizowano réwniez réznice w ekspresji wybranych biatek
miedzy punktami czasowymi oddzielnie dla grupy sportowcoOw i grupy oséb
nie¢wiczacych.

Znaczacy spadek ekspresji FGF21 zaobserwowano natychmiast po teScie
w grupie osob nie¢wiczacych w poroéwnaniu do poziomu spoczynkowego (Z = 2,06,
p = 0,039, tabela 16, rycina 26), co sugeruje ostrg reakcje na ¢wiczenia. Nie
zaobserwowano statystycznie istotnych zmian po 30 minutach, 6 godzinach, 24
godzinach lub 48 godzinach po wysitku w poréwnaniu z pomiarami sprzed testu
wysitkowego, co wskazuje na powr6ét do poziomoéw wyjsciowych po poczatkowej
odpowiedzi. W grupie trenujacej nie zaobserwowano statystycznie istotnych roznic

miedzy punktami czasowymi.
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Tabela 16. Tabela podsumowujaca wyniki analizy statystycznej dla biatek FGF21, GDF15,
TNF-a 1 IL-4 podkreslajaca istotne roéznice (p < 0,05) migdzy punktami czasowymi i poziomem
spoczynkowym

. 30 MIN PO 6H PO 24H PO 48H PO
BIALKO ~ GRUPA PO TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE TESCIE
ur ‘& N 3;;65’ nd nd nd nd
FGF21 p=9.
T nd nd nd nd nd
| (Z=2.481, 1 (Z2=1.992,
UT nd _ nd _ nd
GDF15 p =0.0131) p = 0.0464)
T nd nd nd nd nd
UT nd nd nd nd nd
I T nd nd nd nd L (Z=2215,
p =0.027)
1 (@Z=2589, | (Z=2341,
UT nd nd _ _ nd
4 p =0.0096) p =0.0192)
T nd nd nd nd nd

UT — grupa os6b nie¢wiczacych; T — grupa sportowcow; nd — brak istotnych statystycznie réznic; Z — wynik
testu roznic dla dwoch niezaleznych grup; | — zmniejszona ekspresja; p < 0,05 pogrubiong czcionka

FGF21
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Rycina 26. Poréwnanie st¢zenia biatka FGF21, ktora wykazata znaczace zmiany w grupie osob
niec¢wiczacych miedzy pre-testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku. * istotna r6znica
migdzy punktem czasowym a poziomem spoczynkowym (p < 0,05)

Statystycznie istotny spadek stezenia GDF15 w grupie o0sob nieéwiczacych
zaobserwowano 30 minut po tescie (p = 0,013, tabela 16, rycina 27) oraz po 24 godzinach
w porownaniu do warto$ci spoczynkowej (p = 0,046, tabela 16, rycina 27). Nie
zaobserwowano istotnych statystycznie zmian bezposrednio, 6 godzin lub 48 godzin po

wysitku w porOwnaniu z warto$ciami spoczynkowymi. W grupie sportowcOw nie
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zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w ekspresji GDF15 miedzy pre-testem

a piecioma punktami czasowymi.
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Rycina 27. Poréwnanie stezenia biatka GDF15, ktora wykazata znaczace zmiany w grupie osob
nie¢wiczacych migdzy pre-testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku. * istotna r6znica
migdzy punktem czasowym a poziomem spoczynkowym (p < 0,05)
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Rycina 28. Poréwnanie stezenia biatka TNF-a, ktéra wykazata znaczgce zmiany w grupie
sportowcow migdzy pre-testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku. * istotna roznica
migdzy punktem czasowym a poziomem spoczynkowym (p < 0,05)

Wyniki uzyskane dla TNF-a wykazuja istotny spadek st¢zenia w 48 godzinie po
tesScie wysitkowym w poréwnaniu z warto$cig spoczynkowa w grupie sportowcoOw
(p = 0,027, tabela 16, rycina 28). Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian

w ekspresji TNF-a bezposrednio, 30 minut, 6 godzin, 24 godziny lub 48 godzin po
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wysitku w poréwnaniu z warto$ciami spoczynkowymi w grupie sportowcow (p > 0,05,
tabela 16, rycina 28). Nie odnotowano takze zadnych istotnych réznic w poréwnaniu do

wartosci spoczynkowych w grupie oso6b nie¢wiczacych (tabela 16).
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Rycina 29. Poréwnanie st¢zenia biatka IL-4, ktéra wykazata znaczace zmiany w grupie osob
nie¢wiczacych migdzy pre-testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku. * istotna roznica
migdzy punktem czasowym a poziomem spoczynkowym (p < 0,05)

Analiza stgzenia IL-4 wykazata istotny spadek zaréwno 6 godzin (p = 0,0096,
tabela 16, rycina 29, jak 1 24 godziny (p = 0,0192, tabela 16, rycina 29) po tescie
wysitkowym w poréwnaniu z warto$cig spoczynkowa w grupie oséb nie¢wiczacych. Nie
zaobserwowano istotnych statystycznie zmian bezposrednio, 30 minut oraz 48 godzin po
wysitku w poroOwnaniu z warto§ciami spoczynkowymi w grupie oséb nie¢wiczacych
(p > 0,05, tabela 16, rycina 29). W grupie sportowcdw nie zaobserwowano statystycznie
istotnych réznic w ekspresji IL-4 migdzy dowolnymi punktami czasowymi a warto$ciami

spoczynkowymi (tabela 16).

5. Analiza korelacji

5.1. Korelacja gendow oraz kodowanych przez nie biatek

Przeprowadzono analiz¢ zalezno$ci pomiedzy poziomem ekspresji wybranych
genow (kodujacych biatka: FGF21, GDF15, TNF-a oraz IL-4) a st¢zeniem
odpowiadajacych im produktéw biatkowych, w poszczegolnych punktach czasowych
pomiaru: przed testem wysitkowym, bezposrednio po jego zakonczeniu, po 30 minutach,

6 godzinach, 24 godzinach oraz 48 godzinach od zakonczenia wysitku. Obliczenia
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wykonano osobno dla grupy oséb nieéwiczacych 1 sportowcoéw przy uzyciu

wspolczynnika korelacji rang Spearmana. Wyniki te przedstawiono w tabeli 17.

Tabela 17. Analiza korelacji miedzy ekspresja genetyczng FGF21, GDF15, TNF-a i IL-4
a stezeniem tych biatek w roznych punktach czasowych

PUNKT GEN/ R SPEARMANA WARTOSC P R SPEARMANA  WARTOSC P
CZASOWY BIALKO (UT) (UT) (T) (T)

FGF21 0,0604 0,845 -0,0268 0,924
PRZED | GDF15 -0,0604 0,845 0,2250 0,420
TESTEM TNF-a 0,1129 0,713 -0,3139 0,255
IL-4 0,1293 0,674 0,1215 0,666
FGF21 -0,2641 0,383 0,2390 0,391
PO GDFI15 -0,2473 0,415 0,2750 0,321
TESCIE TNF-a 0,4237 0,149 0,1750 0,533
IL-4 -0,0385 0,901 0,2143 0,443
FGF21 0,0385 0,901 0,0947 0,737
GDF15 -0,4505 0,122 0,3000 0,277
o5 TNF-a -0,0276 0,929 -0,2073 0,458
IL-4 0,0219 0,943 0,1896 0,499
FGF21 0,2393 0,431 -0,1107 0,695
GDF15 -0,1099 0,721 0,3643 0,182
o TNF-a 0,1270 0,679 -0,0035 0,990
IL-4 -0,0854 0,782 0,1340 0,634
FGF21 0,3269 0,276 0,2182 0,435
GDF15 -0,2143 0,482 0,4701 0,077
2 TNF-a 0,2821 0,350 -0,2287 0,412
IL-4 0,0748 0,808 0,2147 0,442
FGF21 0,0934 0,762 0,0206 0,942
GDF15 -0,2967 0,325 0,0876 0,756
e TNF-a -0,1623 0,596 -0,2484 0,372
IL-4 0,0385 0,901 0,1036 0,713

UT — grupa os6b nie¢wiczacych; T — grupa sportowcow; *p < 0,05 pogrubiong czcionka

W analizowane] probie nie stwierdzono istotnych statystycznie korelacji
pomiedzy ekspresja analizowanych genow a stezeniem odpowiadajacych im bialek
(wszystkie p > 0,05), zar6wno w grupie osob nie¢wiczacych, jak i sportowcow. Choé
niektore obserwacje wskazuja na umiarkowane dodatnie korelacje — np. pomiedzy

ekspresja GDF15 a stezeniem biatka po 24 h w grupie sportowcow (R = 0,4701;
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p=0,0770) — nie osiagnety one progu istotnosci statystycznej. W wigkszosci przypadkow
wspolczynniki korelacji przyjmowaty wartosci niskie lub bliskie zeru, co wskazuje na
brak silnego zwigzku pomiedzy poziomem transkryptow 1 stezeniem biatka
w analizowanych probach. Dotyczy to zard6wno parametréw prozapalnych (TNF-a), jak
i przeciwzapalnych (IL-4, FGF21, GDF15).

Wyniki te sugeruja, ze regulacja stezen badanych biatek moze zachodzi¢ nie tylko
na poziomie transkrypcyjnym, ale rowniez posttranskrypcyjnym lub translacyjnym, co
mogloby tlumaczy¢ obserwowang niespdjno$¢ miedzy poziomem mRNA a stezeniem
biatek. Dodatkowo brak istotnych korelacji moze wynika¢ z ograniczen liczebno$ci proby

lub duzej zmiennos$ci osobniczej w odpowiedzi na bodziec wysitkowy.

5.2. Korelacja wskaznikéw leukocytarnych oraz cytokin pro- i przeciwzapalnych

Przeprowadzono  takze analiz¢ zalezno$ci  pomigdzy  wskaznikami
leukocytarnymi, a stezeniami bialek w osoczu (FGF21, GDF15, TNF-a oraz IL-4)
w poszczegdlnych punktach czasowych pomiaru: przed testem wysitkowym,
bezposrednio po jego zakonczeniu, po 30 minutach, 6 godzinach, 24 godzinach oraz 48
godzinach od zakonczenia wysitku. Obliczenia wykonano osobno dla grupy osob
nie¢wiczacych 1 sportowcoéw przy uzyciu wspotczynnika korelacji rang Spearmana.
Wyniki te przedstawiono w tabelach 18-20.

Analiza zalezno$ci pomigdzy liczbg leukocytéw a stg¢zeniami biatek FGF2I,
GDF15, TNF-a oraz IL-4 w osoczu, przeprowadzona osobno dla 0s6b nie¢wiczacych
1 sportowcow (tabela 18) wykazata zr6znicowane 1 w wiekszos$ci nieistotne statystycznie
zaleznosci w poszczegoOlnych punktach czasowych. Wyniki wskazuja, ze przed testem
wysitkowym nie wystgpowaly istotne zwigzki miedzy liczbg leukocytow a Zadnym
z analizowanych biatek w obu grupach (p > 0,05, tabela 18). Bezposrednio po wysitku
w grupie sportowcow pojawily si¢ umiarkowane dodatnie i istotne statystycznie korelacje
liczby leukocytéw ze stezeniami GDF15 (R =0,5630; p=0,029) oraz TNF-a (R =0,5559;
p=0,031). W grupie nie¢wiczacych w tym samym czasie nie stwierdzono istotnych
zalezno$ci, a obserwowane wspotczynniki miaty niska wartos¢ lub wykazywaty trend
ujemny. Po 30 minutach od zakonczenia wysitku ponownie brak byto istotnych korelacji
w grupie nie¢wiczacych, natomiast u sportowcéw utrzymywata si¢ istotna dodatnia
zaleznos$¢ pomiedzy liczbg leukocytow a stezeniem GDF15 (R = 0,5893; p = 0,021). Po
6 godzinach oraz 24 godzinach od wysitku w obu grupach nie odnotowano istotnych

statystycznie zalezno$ci, cho¢ w grupie sportowcow stezenia IL-4 po 24 godzinach
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wykazywatly umiarkowang dodatnig korelacj¢ z liczba leukocytow (R = 0,5546;
p = 0,032). Najbardziej wyrazne =zaleznosci w okresie pdznym (48 godzin)
zaobserwowano u sportowcow, u ktorych liczba leukocytéw istotnie korelowata dodatnio
ze stgzeniem TNF-o (R=0,5214; p=0,046) oraz bardzo silnie z IL-4 (R = 0,7464;
p =0,001). W grupie nie¢wiczacych w tym samym czasie nie zaobserwowano istotnych

zalezno$ci.

Tabela 18. Analiza korelacji migdzy liczbg leukocytow a stezeniem biatek FGF21, GDF15,
TNF-a i IL-4 w r6znych punktach czasowych

PUNKT BIALKO R SPEARMANA  WARTOSCP R SPEARMANA  WARTOSC P
CZASOWY (UT) (UT) (T) (T)

FGF21 0,0055 0,986 0,4647 0,081

PRZED GDF15 -0,0220 0,943 -0,0357 0,899
TESTEM TNF-a -0,4959 0,085 0,3498 0,201
L4 -0,4945 0,086 0,2357 0,398

FGF21 -0,0083 0,979 0,5076 0,053
PO GDF15 0,1044 0,734 0,5630* 0,029*
TESCIE TNF-a -0,4319 0,141 0,5559* 0,031*
IL-4 -0,4011 0,174 0,2788 0,314

FGF21 0,0000 1,000 0,3357 0,221
GDF15 -0,3297 0,271 0,5893* 0,021*

0.5H TNF-a, -0,2431 0,424 0,2214 0,428
1L-4 -0,4835 0,094 0,0358 0,899

FGF21 0,1293 0,674 0,0912 0,747

GDF15 -0,1429 0,642 0,2985 0,280

6H TNF-a -0,4641 0,110 0,4329 0,107
1L-4 -0,3576 0,230 0,4436 0,098

FGF21 0,2291 0,452 -0,2021 0,470

GDF15 -0,3022 0,316 0,4964 0,060

24H TNF-a -0,3425 0,252 0,3771 0,166
L4 -0,1162 0,705 0,5546* 0,032%

FGF21 0,3466 0,246 -0,1521 0,589

GDF15 -0,4264 0,146 0,2681 0,334

48H TNF-a -0,5172 0,070 0,5214* 0,046*
1L-4 0,0605 0,844 0,7464* 0,001*

UT — grupa 0séb nie¢wiczacych; T — grupa sportowcoOw; *p < 0,05 pogrubiong czcionka
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Analiza korelacji miedzy liczbg neutrofili a stezeniem biatek FGF21, GDF15,
TNF-a 1 IL-4 (tabela 19) ujawnita wyraznie odmienne wzorce zalezno$ci w grupie
sportowcow 1 0sob nie¢wiczacych, a istotne zwigzki obserwowano jedynie w populacji
wytrenowanej. Przed wysitkiem nie odnotowano zadnych istotnych statystycznie

korelacji w zadnej z grup.

Tabela 19. Analiza korelacji migdzy liczba neutrofili a stezeniem biatek FGF21, GDF15, TNF-a
i IL-4 w r6znych punktach czasowych

PUNKT BIALKO R SPEARMANA WARTOSC P R SPEARMANA  WARTOSC P
CZASOWY (UT) (UT) (T) (T)

FGF21 -0,0773 0,802 0,5112 0,051

PRZED GDF15 0,0773 0,802 -0,0250 0,930
TESTEM | TNF-q -0,3213 0,284 0,1812 0,518
IL-4 -0,3260 0,277 0,0286 0,919
FGF21 0,5073 0,077 0,6321* 0,011*
PO GDF15 0,1557 0,612 0,5987* 0,018*
TESCIE TNF-a. 0,2324 0,445 0,3628 0,184
IL-4 0,0283 0,927 0,2109 0,451

FGF21 0,3705 0,213 0,1214 0,666
GDF15 -0,4123 0,162 0,5929* 0,020*

0.5H TNF-a, -0,1569 0,609 0,1714 0,541
IL-4 -0,4346 0,138 0,0179 0,950

FGF21 0,1853 0,544 0,0571 0,840

GDF15 -0,2376 0,434 0,2857 0,302

o TNF-o. -0,4389 0,134 0,4290 0,111
IL-4 -0,2988 0,321 0,4075 0,132

FGF21 0,4571 0,116 -0,0608 0,830
GDF15 -0,0415 0,893 0,5500* 0,034*

24H TNF-a, 0,0111 0,971 0,3110 0,259
IL-4 0,1671 0,585 0,3381 0,218

FGF21 0,5667* 0,043* 0,0358 0,899

GDF15 -0,4099 0,164 0,4526 0,090

81 TNF-a, -0,0715 0,816 0,2449 0,379
IL-4 0,2036 0,505 0,5576* 0,031*

UT — grupa o0sob nie¢wiczacych; T — grupa sportowcow; *p < 0,05 pogrubiong czcionka

Bezposrednio po wysitku u sportowcéw wystapity dwie istotne korelacje:

dodatnia zaleznos$¢ liczby neutrofili ze stezeniem FGF21 (R = 0,6321; p = 0,011) oraz
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GDF15 (R = 0,5987; p = 0,018). W 30 minucie po tescie obserwowany wzorzec
utrzymywat si¢: u sportowcoOw ponownie stwierdzono istotng dodatnig korelacje migdzy

neutrofilami a GDF15 (R = 0,5929; p = 0,020).

Tabela 20. Analiza korelacji miedzy liczba limfocytow a stezeniem biatek FGF21, GDF15,
TNF-a i IL-4 w réznych punktach czasowych

PUNKT o R SPEARMANA  WARTOSCP  RSPEARMANA  WARTOSC P
CZASOWY (UT) (UT) (T) (T)

FGF21 -0,1160 0,706 -0,1288 0,647

przED | GDFI15 0,4309 0,142 0,1108 0,694
TESTEM TNF-a -0,6011* 0,030* 0,3609 0,186
L4 -0,1271 0,679 0,5130 0,051

FGF21 0,0877 0,776 -0,2225 0,445

PO GDF15 0,6161* 0,025* 0,0725 0,805
TESCIE TNF-a -0,0170 0,956 0,4154 0,140
1L-4 0,0057 0,985 0,4418 0,114

FGF21 0,0194 0,950 0,3292 0,231

GDF15 0,3043 0,312 0,2576 0,354

0-5H TNF-a 0,1280 0,677 0,3059 0,268
1L-4 0,1853 0,544 0,3728 0,171

FGF21 0,0180 0,953 -0,2842 0,305

GDF15 0,3851 0,194 0,0323 0,909

6H TNF-a 0,0585 0,849 0,4714 0,076
1L-4 0,4316 0,141 0,4061 0,133

FGF21 -0,1814 0,553 -0,1146 0,684

GDF15 -0,1411 0,646 0,0894 0,751

24 TNF-a -0,4145 0,159 0,2701 0,330
1L-4 -0,1894 0,535 0,5354* 0,040*

FGF21 0,1191 0,698 -0,3864 0,155

GDF15 0,4321 0,140 -0,1448 0,607

48H TNF-a -0,4571 0,116 0,3964 0,143
1L-4 -0,1440 0,639 0,4893 0,064

UT- grupa o0s6b nie¢wiczacych; T- grupa sportowcow; *p < 0,05 pogrubiong czcionka

U o0s0b nie¢wiczacych zaleznosci nadal nie osiggaly istotnosci statystycznej. W 6
godzinie po wysitku Zzadna z korelacji nie byla istotna. Po 24 godzinach pojawila si¢
kolejna istotna zalezno$¢ w grupie sportowcow: dodatnia korelacja liczby neutrofili ze

stezeniem GDF15 (R = 0,5500; p = 0,034). Po 48 godzinach u sportowcow
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zaobserwowano istotng dodatnig korelacj¢ miedzy liczba neutrofili a IL-4 (R = 0,5576; p
= 0,031). U oséb nie¢wiczacych jedyng istotng korelacja w calej analizie byla
umiarkowana dodatnia zalezno$¢ miedzy neutrofilami a FGF21 (R = 0,5667; p = 0,043).

Analiza korelacji migdzy liczba limfocytéw a stezeniem badanych biatek (tabela
20) wykazata odmienne zalezno$ci w porownaniu z tymi obserwowanymi dla neutrofili,
a istotne statystycznie zwigzki pojawiaty si¢ rzadko i przede wszystkim w pojedynczych
punktach czasowych. Przed wysitkiem jedyna istotng korelacja byla silna ujemna
zalezno$¢ migdzy limfocytami a TNF-a u os6b nie¢wiczacych (R =-0,6011; p = 0,030).
Bezposrednio po wysitku rowniez tylko u oso6b nie¢wiczacych stwierdzono istotng
dodatnig korelacje — migdzy limfocytami a GDF15 (R=0,6161; p=0,025). W 30 minucie
po teScie zard6wno u sportowcow, jak 1 u osoOb nie¢wiczacych nie zaobserwowano
istotnych zalezno$ci. W 6 godzinie po wysitku nadal nie wystgpowaty istotne korelacje.
Dopiero 24 godziny po wysitku pojawita si¢ kolejna istotna zalezno$¢ — tym razem
w grupie sportowcow — dodatnia korelacja migdzy limfocytami a IL-4 (R = 0,5354;

p = 0,040). Po 48 godzinach zaleznosci ponownie pozostawaty nieistotne statystycznie.
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DYSKUSJA

Przeprowadzone badania pozwolity na kompleksowa ocen¢ odpowiedzi na
pojedynczy wysitek fizyczny w dwoch odmiennych populacjach — sportowcoOw oraz 0osob
nie¢wiczacych. Analizie poddano zaro6wno ekspresje genéw kodujacych wybrane
cytokiny (FGF21, GDF15, TNF-a, IL-4) oraz ich receptory (FGFRI, FGFR3, FGFR4,
KLB, GFRAL, TNFR1, TNFR2, IL-4R), jak rdwniez st¢zenia odpowiadajacych im biatek
w surowicy krwi. Badania zostaly uzupelnione o analiz¢ wskaznikow leukocytarnych.
Uzyskane wyniki zapewniaja nowy wglad w adaptacje molekularne zwigzane
z regularnym treningiem fizycznym i ostra reakcjg na stres wysitkowy.

Gloéwna cze$¢ badan dotyczyta analizy poréwnawczej ekspresji poszczegolnych
gendw miedzy grupg sportowcow a grupa osob nie¢wiczacych, dzieki ktorym mozna byto
zaobserwowa¢ wplyw wytrenowania organizmu na odpowiedZ molekularng po
intensywnym wysitku fizycznym. Ponadto, wykonane analizy wykazaly takze
zroznicowang odpowiedz ekspresji genow kodujacych kluczowe czynniki regulacyjne
szlakow metabolicznych i1 zapalnych po tescie wysitkowym w porownaniu do wartosci
spoczynkowej. W szczego6lnosci, istotne rdznice obserwowane byly w grupie osob
nie¢wiczacych, natomiast u sportowcoOw odpowiedz zapalna byta generalnie bardziej
stonowana. Wyniki przeprowadzonych analiz wykazaly takze istotne roznice
w odpowiedzi humoralnej na wysitek fizyczny pomiedzy osobami aktywnymi fizycznie
a osobami nie¢wiczacymi, szczeg6lnie w kontekscie stezen bialek FGF21 i GDF15.
Obserwowane rdéznice wystepowaly konsekwentnie we wszystkich sze$ciu punktach
czasowych, co moze swiadczy¢ o dlugotrwatym wplywie regularnej aktywnosci fizycznej
na uktad regulacji metabolicznej i zapalne;.

W badaniu zaobserwowano istotne roznice w ekspresji wybranych genow
kodujacych cytokiny oraz ich receptorow. Ekspresja genu FGF21 oraz jego koreceptora
B-Klotho (KLB) nie rdznita si¢ istotnie miedzy grupg sportowcOw a osobami
nie¢wiczacymi. Wynik ten sugeruje, ze sam wysiltek fizyczny, jak i status wytrenowania,
nie wptywa w sposob znaczacy na regulacje osi FGF21-KLB. Zgodnie z wcze$niejszymi
obserwacjami, FGF21 wykazuje wigksza dynamike w odpowiedzi na stres metaboliczny,
glodzenie lub dlugotrwale zaburzenia homeostazy energetycznej niz w odpowiedzi na
krotkotrwaty wysitek fizyczny [212,264]. W analizowanych danych nie zaobserwowano
takze istotnych zmian ekspresji FGF21 po wysitku w zadnej z grup. Z dost¢pnych danych

literaturowych wynika, ze ekspresja FGF21 w znaczny sposob wzrasta u maratonczykow
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ptci meskiej w porownaniu do wartosci spoczynkowych [215]. Z kolei, 5-tygodniowy
program treningu wytrzymatosciowego u starszych mezczyzn, skladajacy si¢ z trzech
sesji tygodniowo na ergometrze rowerowym, doprowadzit do obnizenia poziomu FGF21
w surowicy [216]. Uzyskanie odmiennych wynikoéw dotyczacych ekspresji FGF21
mozna wytlumaczy¢ odmiennym protokolem ¢wiczen zastosowanym w niniejszym
badaniu, ktory rdéznil si¢ czasem oraz intensywno$ciag wykonywanej aktywnosci
fizycznej, ktore potencjalnie moga wpltywaé na poziom ekspresji FGF2I. Brak
odpowiedzi FGFR1 potwierdza te obserwacje. Wczesniejsze badania sugerowaty, ze
FGFR1 odgrywa centralng rolg¢ w posredniczeniu w metabolicznych efektach FGF21,
w tym w zwigkszonym wychwycie glukozy 1 utlenianiu lipidow [265]. Jednakze,
w przypadku stezenia biatka, FGF21 bylo istotnie nizsze u sportowcéw niz u oséb
nie¢wiczacych w kazdym z badanych punktow czasowych. Moze to odzwierciedla¢
adaptacyjne obnizenie poziomu krazacego FGF21 w odpowiedzi na przewlekly wysitek
fizyczny. FGF21 jest hepatoking o kluczowej roli w homeostazie energetycznej, a jego
podwyzszone stgzenia obserwuje si¢ w warunkach stresu metabolicznego, takich jak
otyto$¢ czy insulinoopornos$¢ [212]. Nizsze poziomy FGF21 u oséb wytrenowanych
moga zatem wskazywa¢ na ich lepszy stan metaboliczny 1 wigksza wrazliwosé
insulinowg. Jednocze$nie, mimo ze stezenie biatka FGF21 spadia istotnie po tescie
wysitkowym w grupie osob nie¢wiczacych, nie odnotowano takiej reakcji w grupie
sportowcéw. Moze to sugerowaé, ze osoby nieéwiczace wykazuja ostrzejsza,
prawdopodobnie kompensacyjng reakcje na nagly stres fizjologiczny, podczas gdy
u sportowcow mechanizmy adaptacyjne stabilizuja stezenie biatka.

W przeciwienstwie do FGF2I, ekspresja FGFRI byla istotnie nizsza
u sportowcOw niz u osob nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych, zarowno
w spoczynku, jak 1 po wysitku. Sugeruje to, ze regularny trening fizyczny moze wigzac
si¢ z adaptacyjnym obnizeniem ekspresji FGFR1, przy zachowanej efektywnej
sygnalizacji komoérkowej, co moze odzwierciedla¢é optymalizacj¢ mechanizméw
metabolicznych i naprawczych w warunkach przewlektego wysitku [266]. Wynik ten
moze wskazywa¢ na odmienng regulacj¢ transkrypcyjng tego receptora w warunkach
adaptacji do przewleklego wysitku fizycznego. FGFR1 jest zaangazowany w rozne
procesy metaboliczne 1 regeneracyjne [267], a jego obnizona ekspresja moze
odzwierciedla¢ obnizong potrzebe sygnalizacji mitogennej w spoczynku przy lepszej
sprawnosci metabolicznej komorek u o0s6b wytrenowanych. Nie zaobserwowali$my

jednak zmian w ekspresji genu FGFRI po ¢wiczeniach w poréwnaniu z wartosciami
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spoczynkowymi zarOwno w grupie wytrenowanej, jak i niewytrenowanej. Badanie
z udziatem pacjentow wybranych po pomostowaniu t¢tnic wiencowych wykazato, ze
trening aerobowy 1 oporowy nie wptynat znaczaco na zmiany poziomu biatka FGFRI1,
porownujac wartosci spoczynkowe z warto$ciami bezposrednio po wysitku [266]. Jednak
to samo badanie wykazalo, ze grupa pacjentow, ktorzy przeszli 8-tygodniowy program
treningowy, miata znacznie wyzsze poziomy ekspresji FGFR1 w porownaniu z grupa
kontrolna, ktéra nie uczestniczyta w treningu [266]. Obserwacje te moga wydawac si¢
nieintuicyjne w $wietle uzyskanych przez nas wynikow, ktore wskazywaty na wyzsza
ekspresje FGFRI w grupie osob nie¢wiczacych. Jednakze, warto tutaj podkresli¢, ze
ekspresja FGFRI moze by¢ regulowana odmiennie w zalezno$ci od etapu adaptacji
treningowej. W badaniach interwencyjnych, takich jak to cytowane [266], osoby
uprzednio nieaktywne fizycznie wykazuja wyrazne zmiany w ekspresji genow i szlakow
sygnatowych w odpowiedzi na nowy bodziec fizjologiczny, jakim jest wysitek. Wzrost
ekspresji FGFRI moze by¢ wigc typowym przejawem wcezesnej adaptacji molekularnej
do regularnego treningu, szczegdlnie w komoérkach ukladu metabolicznego
1 odpornosciowego. U os6b zaawansowanych treningowo, takich jak sportowcy, te
adaptacje moga juz zosta¢ ustabilizowane na innym poziomie regulacyjnym,
obejmujacym nie tylko transkrypcje, ale rowniez translacje¢, lokalizacje biatka czy jego
aktywno$¢ receptorowa. W literaturze zwraca si¢ uwage, ze u 0sob wytrenowanych
odpowiedz transkryptomiczna na pojedynczy wysilek fizyczny moze by¢ stepiona,
poniewaz organizm osiggnat stan tzw. ,.efektywnej adaptacji” [39]. To zjawisko,
okreslane jako zmniejszona plastycznos¢ molekularna, polega na tym, ze osoby trenujace
od dhuzszego czasu wykazuja mniejsze zmiany ekspresji wielu genéow odpowiedzi
stresowej, poniewaz ich szlaki sygnalowe sg juz efektywnie zreorganizowane lub stale
aktywne w sposob niezalezny od zmian poziomu mRNA.

Ekspresja FGFR3 roznita si¢ jedynie 24 godziny po tescie, bedac nizsza u osob
nie¢wiczacych. Moze to odzwierciedla¢ opdzniong odpowiedz transkrypcyjng
w komorkach regenerujacych si¢ po wysitku, szczegdlnie w warunkach braku
wczesniejszej adaptacji treningowej. Znaczacy wzrost ekspresji, w porownaniu do
wartosci spoczynkowych, zaobserwowano 6 godzin 1 48 godzin po wysitku w grupie os6b
nie¢wiczacych. Zgodnie z nasza wiedza, wpltyw ¢wiczen na FGFR3 oraz zrozumienie roli
1 potencjalu FGFR3 w stresie metabolicznym 1 regeneracji mig¢éni jest obecnie luka
badawcza. Na podstawie dostgpnych badan ustalono, ze kluczowa rola FGFR3 jest

regulacja osteogenezy i przebudowy kosci poprzez wplyw na osteoblasty i1 plytki
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wzrostowe [268]. Badania na myszach wykazatly, ze warunkowa inaktywacja FGFR3
w chondrocytach prowadzi do nadmiernej osteogenezy, zwigkszonej liczby osteoblastow
1 zwigkszonej przebudowy kosci [268,269]. Sugeruje to, ze FGFR3 jest kluczowym
regulatorem proliferacji i roznicowania komorek kostnych oraz dynamicznej rownowagi
miedzy resorpcja a tworzeniem kosci. Chociaz FGFR3 jest najlepiej znany z regulowania
wzrostu chrzastki 1 kosci, jego wplyw na tkanke migsniowg nie jest dobrze poznany.
Jednak inne receptory FGFR (np. FGFR1 i FGFR4) pehig kluczowe funkcje
w regeneracji i metabolizmie mig$ni [265,270]. Poniewaz FGFR3 jest czg$cig tej same;j
rodziny receptoréw, mozna zatozy¢, ze jest on réwniez zaangazowany w szlaki regulujace
adaptacje mie$ni do wysitku 1 procesy regeneracyjne.

Podobny efekt obserwowany byt dla FGFR4, ktorego ekspresja byta istotnie
wyzsza u sportowcow 30 minut i 48 godzin po tescie. Poniewaz FGFR4 jest zwigzany
z sygnalizacja metaboliczng oraz regeneracja tkankowa [270], wyzsza jego ekspresja
moze $wiadczy¢ o nasilonej odpowiedzi regeneracyjnej lub przeciwzapalnej u osob
wytrenowanych. W przeciwienstwie do FGFR3, ekspresja FGFR4 wykazala wyrazna
dynamike, zwlaszcza u 0s6b nie¢wiczacych, u ktérych obserwowano istotne wzrosty po
wysitku. U os6b nie¢wiczacych ekspresja FGFR4 jest znacznie zwigkszona bezposrednio
po wysitku 1 pozostaje zwigkszona przez co najmniej 48 godzin. Ta przedtuzona reakcja
moze by¢ zwigzana z procesami naprawy 1 adaptacji mig$ni po ostrym wysitku
fizycznym. Moze to wskazywaé na przejSciowa odpowiedz wywotang wysitkiem
fizycznym. FGFR4 jest zaangazowany w rdéznicowanie migsni szkieletowych 1 naprawe
tkanek [270]. Warto podkresli¢, ze u sportowcow rowniez zaobserwowano wzrost
ekspresji FGFR4, jednak jedynie po 48 godzinach. Ta op6zniona odpowiedz, moze
odzwierciedla¢ bardziej efektywna regulacjc FGFR4 u o0s6b wytrenowanych,
potencjalnie ze wzgledu na wzmocnione mechanizmy naprawy migsni, ktore wymagaja
dtuzszych okresow aktywacji. Zgodnie z naszg wiedzg, jest to pierwsze badanie
oceniajagce wplyw C¢wiczen na ekspresje genu FGFR4 u o0s6b wytrenowanych
1 niewytrenowanych.

W grupie niewytrenowanej zaobserwowano znaczace zmiany w ekspresji genu
KLB w wielu punktach czasowych w stosunku do warto$ci przed testem. Ekspresja genu
KLB w grupie oso6b nie¢wiczacych jest znaczgco zmieniona po wysitku, z najbardziej
znaczacymi zmianami wystepujacymi po 30 minutach, 6 i 24 godzinach po tescie,
prawdopodobnie odzwierciedlajac stres fizjologiczny i procesy regeneracyjne zwigzane
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moze sugerowaé, ze regularne ¢wiczenia prowadza do bardziej stabilnej regulacji
ekspresji genu KLB. Moze to wskazywa¢ na adaptacyjng odpowiedz na trening, w ktorej
wpltyw ostrego wysitku na ekspresje genu KLB jest mniej wyrazny u osob
wytrenowanych w poréwnaniu do 0séb nie¢wiczacych.

W przeprowadzonym badaniu nie zaobserwowano istotnych réznic w ekspresji
GDF15 ani jego receptora GFRAL migdzy grupa osob aktywnych fizycznie a grupa
nie¢wiczagcych w zZadnym z analizowanych punktow czasowych po jednorazowym
wysitku fizycznym. Wynik ten moze by¢ zaskakujacy, zwlaszcza w kontekscie
dotychczasowych doniesien wskazujacych na istotng modulacje GDF15 w odpowiedzi
na wysilek oraz jego potencjalne réznice w poziomie wyjsciowym miedzy osobami
o odmiennym poziomie wytrenowania. GDF15 uznawany jest za czasteczke stresu
mitochondrialnego i1 wskaznik ogdlnoustrojowego obcigzenia fizjologicznego. Jego
stezenie wzrasta w odpowiedzi na rézne formy stresu komorkowego, w tym wysitek
fizyczny, infekcje, nowotwory oraz zaburzenia metaboliczne [271,272]. Brak réznic
mi¢dzy grupami w prezentowanym badaniu moze mie¢ kilka potencjalnych przyczyn. Po
pierwsze, odpowiedz GDF'15 na wysitlek moze by¢ zalezna gtéwnie od intensywnosci
1 objetosci wysitku, a nie od poziomu wytrenowania. Cho¢ niektore badania sugeruja, ze
stezenie GDF15 jest odwrotnie proporcjonalne do aktywnego trybu zycia i osoby
aktywne fizycznie, w szczegdlnosci sportowcy, beda cechowali si¢ nizszym st¢zeniem
GDF15 w osoczu [273], jednak danych na ten temat jest mato. Brak réznic w ekspresji
GDF15, w prezentowanym badaniu, migdzy grupa sportowcow, a grupg o0sob
nie¢wiczacych sugeruje, ze rodzaj i intensywno$¢ zastosowanego testu wysitkowego nie
byly wystarczajace do wywotania zroznicowanej odpowiedzi GDF15 miedzy grupami.
Ponadto, GDF15 dziata w organizmie gtéwnie za posrednictwem receptora GFRAL,
ktorego ekspresja jest ograniczona do pnia mozgu [274]. Ekspresja GFRAL w krwi
obwodowej, jak w niniejszym badaniu, moze wi¢c nie odzwierciedla¢ rzeczywistej
aktywnosci szlaku GDF15-GFRAL. Wykrywalna ekspresja GFRAL w krwinkach moze
by¢ niska 1 malo dynamiczna, co ogranicza jej przydatnos$¢ jako markera odpowiedzi na
wysitek. Ponadto, mozliwe jest, ze GDF15 dziata réwniez niezaleznie od GFRAL,
poprzez inne receptory lub mechanizmy parakrynne, szczegdlnie w konteksScie stresu
mig$niowego 1 metabolicznego. Brak istotnych zmian w ekspresji GDF'15, w porownaniu
z wartosciami spoczynkowymi, w zadnej z grup, podczas gdy GDFI15 zostal
zaproponowany jako miokina indukowana wysitkiem fizycznym [272], sugeruje, ze jej

wzrost obserwowany na poziomie biatka (omowiony w dalszej czgsci dyskusji) moze

84



rowniez wynika¢ z regulacji posttranskrypcyjnej. Wedhug dostgpnych badan, aktywnos¢
taka jak bieg maratonski powinno znaczaco wptyna¢ na wzrost GDF15 [215]. Co
ciekawe, poziom GDF15 wydaje si¢ wzrasta¢ w odpowiedzi na rdzne rodzaje aktywnosci
fizycznej. U zdrowych me¢zczyzn poziom GDF 15 wzrést o 34% podczas ¢wiczen i 0 64%
dwie godziny po wysitku [249]. Umiarkowanie wytrenowani m¢zczyzni wykazywali
15% wzrost w odpowiedzi zarowno na ¢wiczenia wytrzymatosciowe, jak 1 oporowe,
podczas gdy triathlonisci wykazywali 5,3-krotny wzrost po 4 godzinach jazdy na
rowerze, z poziomami powracajacymi do warto$ci wyjsciowych w ciggu 24 godzin [247].
Nasze wyniki sugeruja, ze regulacja transkrypcji GDF15 we krwi moze by¢ minimalna
lub opdzniona poza 48-godzinne okno oceniane w tym badaniu. Znaczaco wyzsze
stezenia tego bialka u o0sob nie¢wiczacych moga wskazywa¢ na wigksze obcigzenie
metaboliczne zwigzane z wysilkiem, jak réwniez na gorszy stan zdrowia
mitochondrialnego. Co  wigcej, obserwowane spadki ekspresji  GDF15
w grupie nie¢wiczacych po 30 minutach oraz po 24 godzinach od zakonczenia wysitku
moga odzwierciedla¢ probe szybkiej homeostazy molekularnej po jednorazowym
wysitku. Brak zmian ekspresji w grupie sportowcow wspiera hipotezg o ich lepszej
adaptacji do bodzcoéw wysitkowych, co moze by¢ skutkiem dlugotrwatego treningu.

Bioragc pod uwage roznice w ekspresji gendéw po tescie wydolnosciowym
w porownaniu do wartosci spoczynkowych, zauwazyliSmy znaczny wzrost GFRAL
w grupie osob nie¢wiczacych po 6 godzinach po tescie. GDF15 zostat zidentyfikowany
jako cytokina reagujgca na stres z potencjalng rola w metabolizmie energetycznym
1 adaptacji mitochondriow [250]. Wystepowanie wzrostu ekspresji GFRAL, receptora
GDF15, sugeruje, ze brak regularnej aktywnosci fizycznej moze wptywaé na mniej
skuteczng adaptacj¢ organizmu do stresu wywotanego wysitkiem fizycznym. Wyniki
sugeruja, ze osoby nie¢wiczace maja gorsza zdolnos¢ reagowania na stres fizyczny, co
moze prowadzi¢ do niekorzystnych zmian w metabolizmie energetycznym 1 funkcji
mitochondriéw. Ponadto, wzrost ekspresji GFRAL w grupie oséb nie¢wiczacych moze
wskazywac na zwigkszong wrazliwo$¢ osrodkowego uktadu nerwowego na sygnalizacj¢
GDF15, potencjalnie zwigzang z indukcja efektow przeciwwysitkowych, takich jak
thumienie apetytu czy zmniejszenie motywacji [275,276].

Wyniki wykazaty brak istotnych réznic miedzygrupowych w zakresie ekspres;ji
genu kodujacego TNF-a oraz TNFR-2 w zadnym z analizowanych punktéw czasowych.
Jednoczesnie stwierdzono istotnie wyzsza ekspresj¢ TNFR-1 w grupie sportowcow

w poréwnaniu do 0s6b nie¢wiczacych, zarowno w stanie spoczynkowym, jak i na kazdym
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etapie odpowiedzi potreningowej, przy czym najwigkszg rdéznic¢ zaobserwowano
w pomiarze przedwysitkowym. Wyniki te mogg wskazywac¢ na odmienny, trwaty status
regulacji immunologicznej u oséb regularnie podejmujacych aktywno$¢ fizyczna,
niezalezny od jego intensywnos$ci. Poréwnujac ekspresje genéw po wysitku do wartosci
spoczynkowej odnotowano, ze TNF-o oraz TNFR-1 i TNFR-2 nie ulegaly istotnym
zmianom u sportowcow, co sugeruje skuteczniejszg kontrole reakcji zapalnej po wysitku
w tej grupie.

Brak roznic w ekspresji TNF-a pomigdzy grupami w prezentowanym badaniu
moze $wiadczy¢ o tym, ze poziom wytrenowania nie ma wplywu na ekspresje genu TNF-
a, a kluczowym czynnikiem stymulujacym jest dtugos¢ i intensywnos¢ treningu. U oséb
nie¢wiczgcych natomiast ekspresja TNF-a wzrosta znaczaco 6 i1 24 godziny po wysitku,
co odzwierciedla nasilony stan zapalny typowy dla 0sob nieadaptowanych do regularnej
aktywnos$ci fizycznej [165]. Wyniki dotyczace TNF-o w surowicy ukazaty nieco
odmienny wzorzec. Pomimo istotnie wyzszych wartosci spoczynkowych tej cytokiny
W grupie sportowcoOw, nie zaobserwowano wyraznych roznic pomiedzy grupami
w pozostalych punktach czasowych. Moze to sugerowac, ze przewlekly trening powoduje
podstawowe, niskie podwyzszenie czynnikOw prozapalnych, bedace komponentg
fizjologicznej adaptacji do regularnego wysitku [187]. Z kolei istotny spadek stezenia
TNF-o po 48 godzinach w grupie sportowcow moze S$wiadczy¢ o efektywnym
mechanizmie wygaszania odpowiedzi zapalnej po intensywnym wysitku. Warto przy tym
zauwazy¢, ze ekspresja genu TNF-a nie ulegta istotnym zmianom, co moze swiadczy¢
o istotnym udziale regulacji posttranskrypcyjnej i translacyjne;j.

Interesujacym wynikiem niniejszego badania jest natomiast istotnie wyzsza
ekspresja TNFR-1 u sportowcdéw w poréwnaniu do osob nie¢wiczacych, utrzymujaca si¢
we wszystkich analizowanych punktach czasowych. TNFR-1 jest gtownym mediatorem
efektow biologicznych TNF-a, odpowiedzialnym zar6wno za sygnalizacje¢ prozapalna,
jak 1 proapoptotyczng [277]. Jego wyzsza ekspresja u sportowcoéw moze wskazywac na
bardziej efektywna gotowos¢ immunologiczng lub wyzsza zdolnos$¢ do aktywnej
regeneracji poprzez apoptoze uszkodzonych komérek migsniowych. Z kolei brak réznic
w ekspresji TNFR-2 moze wskazywac na jego mniejszg role w dlugoterminowej adaptacji
do regularnej aktywnos$ci fizycznej, co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami.
TNFR-2 ulega ekspresji glownie na limfocytach T i komorkach $rddblonka, a jego
aktywacja wiaze si¢ bardziej z procesami regeneracyjnymi i immunoregulacyjnymi niz

klasyczna reakcja zapalng [278]. Mozliwe jest zatem, ze TNFR-2 pehi role bardziej
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kontekstualng i dynamiczng, ujawniajacg si¢ w okreslonych warunkach patologicznych
lub przy dtugotrwatym stresie immunologicznym.

Ekspresja IL-4 byla istotnie wyzsza u sportowcéw w poroOwnaniu do o0sob
nie¢wiczacych w dwoch punktach czasowych — 30 minut oraz 24 godziny po zakonczeniu
testu wysitkowego. IL-4 to cytokina o charakterze przeciwzapalnym, odgrywajaca istotng
role w regulacji odpowiedzi immunologicznej typu humoralnego, zwtaszcza poprzez
indukcje réznicowania limfocytow Th2 oraz promowanie produkcji przeciwcial klasy
IgE 1 IgG1 [196]. W kontekscie fizjologicznej odpowiedzi na wysitek fizyczny, 1L-4
uznawana jest za jeden z mediator6w odpowiedzi przeciwzapalnej, przeciwwazacej
dziatanie cytokin prozapalnych takich jak IL-1B [279]. Obserwowanie najwigksze]
réznicy miedzy grupami 24 godziny po wysitku moze sugerowa¢ wydtuzong aktywacje
szlakéw zwigzanych z regeneracja 1 tlumieniem reakcji zapalnej u osob regularnie
trenujacych. Zwigkszona ekspresja /L-4 u sportowcOw moze by¢ interpretowana jako
efekt wytrenowania i wczesniejszych adaptacji immunologicznych, prowadzacych do
bardziej efektywnego ograniczania potencjalnie szkodliwej reakcji zapalnej po wysitku.
U o0s6b wytrenowanych uktad odpornosciowy zdaje si¢ szybciej przelacza¢ z fazy
odpowiedzi zapalnej na fazg regeneracyjna, co moze ttumaczy¢ réznice widoczng po 24
godzinach. Nieco odmienny wynik uzyskano w przypadku receptora IL-4 (/L-4R),
ktorego ekspresja bezposrednio po wysitku byta wyzsza u 0s6b nie¢wiczacych. Moze to
$wiadczy¢ o kompensacyjnym mechanizmie w populacji nieprzyzwyczajonej do wysitku,
u ktorej aktywacja odpowiedzi zapalnej jest bardziej nasilona, a zwigkszenie wrazliwosci
komorek na IL-4 moze stanowi¢ probe ograniczenia nadmiernej reakcji
immunologicznej. Warto jednak zaznaczy¢, Ze ekspresja receptorow cytokin czesto
podlega dynamicznej 1 krétkotrwatej regulacji [280], co moze ttumaczy¢ brak trwatych
roznic w innych punktach czasowych. W przypadku porownania punktoéw czasowych dla
IL-4 1 jej receptora IL-4R zaobserwowano jedynie pojedyncza zmiang — spadek ekspresji
IL-4R bezposrednio po wysitku u sportowcow, co moze wskazywaé na szybki,
przejsciowy mechanizm kontroli odpowiedzi przeciwzapalnej w tej grupie. Brak
wyraznych zmian ekspresji IL-4 sugeruje, ze pelni on bardziej stabilng, konstytutywng
role w regulacji $rodowiska immunologicznego po wysitku. W przypadku IL-4
w surowicy istotne spadki stezen odnotowano wytacznie w grupie nie¢wiczacych po 6
1 24 godzinach. Obserwacja ta moze sugerowac, ze osoby nieadaptowane do wysitku

wykazuja ostabiong odpowiedz przeciwzapalng po jego zakonczeniu. Brak istotnych
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zmian w ekspresji /L-4 w obu grupach wskazuje, ze poziom tego biatka réwniez moze
by¢ regulowany gtéwnie na poziomie translacyjnym.

Brak istotnych korelacji pomiedzy poziomem ekspresji analizowanych genow
a stezeniem odpowiadajacych im biatek, niezaleznie od grupy i punktu czasowego,
stanowi istotny aspekt tej analizy. Cho¢ w pojedynczych przypadkach odnotowano
umiarkowane korelacje, jak w przypadku GDF15 po 24 godzinach u sportowcéw, nie
osiggnety one poziomu istotnosci statystycznej. Sugeruje to, ze regulacja ekspresji tych
bialek jest bardziej ztozona i zalezy od licznych czynnikdéw poza aktywnoscia
transkrypcyjna, takich jak stabilno§¢ mRNA, szybko$¢ translacji, aktywnos¢ proteaz czy
tempo wydzielania. Takie wyniki s3 zgodne z obserwacjami innych autoroéw
wskazujacych na rozbiezno$¢ pomiedzy poziomami mRNA i odpowiadajacych im biatek
w odpowiedzi na wysitek fizyczny [281,282].

Analiza zalezno$ci migdzy parametrami leukocytarnymi a st¢zeniami biatek
FGF21, GDF15, TNF-a i IL-4 ujawnita wyrazne roznice w odpowiedzi immunologiczno-
molekularnej pomigdzy osobami wytrenowanymi a nieé¢wiczacymi. Najbardziej
konsekwentne 1 wielopunktowe wzorce obserwowano w grupie Sportowcow, co
potwierdza, ze regularny trening modyfikuje sposéb, w jaki komorki uktadu
odpornosciowego reaguja na sygnaty endokrynne i miokinowe zwigzane z wysitkiem
fizycznym [14]. U oséb nie¢wiczacych korelacje pojawiaty sie rzadko, byly nieregularne
i nie ukladaly si¢ w zaden spdjny schemat, co sugeruje bardziej chaotyczng, mniej
zsynchronizowang odpowiedZ immunologiczng na obcigzenie fizyczne.

W przypadku liczby leukocytéw istotne korelacje wystepowaty niemal wylacznie
u sportowcow, szczegblnie bezposrednio po wysitku oraz w fazie poznej (24-48 h).
Bezposrednio po tescie stwierdzono dodatnie zwigzki liczby leukocytéw z GDF15 i TNF-
a, co moze wskazywaé, ze u oséb wytrenowanych mobilizacja leukocytow zachodzi
rownolegle z podwyzszong ekspresja biatek stresu metabolicznego 1 cytokin
prozapalnych. GDFI15 jest znanym markerem przecigzenia metabolicznego
1 mitochondrialnego stresu komodrkowego, a jego wzrost po wysitku byt wielokrotnie
odnotowywany w literaturze jako zjawisko nasilone u sportowcéw o wysokiej tolerancji
wysitku [249]. TNF-a, mimo ze klasyfikowany jako cytokina prozapalna, w odpowiedzi
na wysilek pelni rowniez funkcje sygnatu regulujacego mobilizacje leukocytow
1 przebieg wczesnej fazy regeneracji [17]. Zalezno$ci te, obserwowane wylacznie
W grupie wytrenowanej, mogg zatem odzwierciedla¢ bardziej skoordynowane sprzezenie
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podkresli¢, ze korelacje migdzy leukocytami a IL-4 oraz TNF-a po 24 i 48 godzinach
rowniez byty obecne wytacznie u sportowcow, co sugeruje, ze poézne fazy regeneracji
u osob wytrenowanych wigza si¢ z aktywacja zarowno mechanizmoéw prozapalnych
(TNF-a), jak 1 przeciwzapalnych (IL-4). Zjawisko to jest zgodne z modelem, w ktorym
trening przewlekly prowadzi do naprzemiennos$ci szlakow pro- i przeciwzapalnych,
kluczowych dla procesow adaptacyjnych [283]. Brak takich zalezno$ci u oséb
nie¢wiczacych wskazuje, ze ich proces regeneracji ma charakter mniej uporzagdkowany
1 mniej zalezny od sygnatow cytokinowych.

Wyniki dotyczace neutrofili jeszcze wyrazniej podkreslaja réznice pomiedzy
grupami. W praktyce wszystkie istotne korelacje dotyczyly sportowcow. Juz
bezposrednio po wysitku neutrofile korelowaly dodatnio ze st¢zeniami FGF21 i GDF15,
czyli biatek silnie zwigzanych z metaboliczng odpowiedzig stresowa. Moze to podkresla¢
fakt, ze neutrofile, jako pierwsza linia odpowiedzi immunologicznej, s3 szczegdlnie
wrazliwe na sygnaly wynikajace ze zwigkszonego obcigzenia energetycznego, co
u sportowcoOw moze by¢ elementem adaptacyjnego ,,czujnika” rownowagi metaboliczno-
immunologicznej. Istotne korelacje neutrofili z GDF15 utrzymywaty si¢ u sportowcoéw
rowniez po 30 minutach oraz ponownie po 24 godzinach, co jest wyjatkowo interesujace.
Taki dwufazowy wzorzec moze odzwierciedla¢ zarowno natychmiastowa mobilizacje
komorek odpornosciowych, jak i pdzniejsza faze odbudowy homeostazy metaboliczne;.
Pojawienie si¢ istotnej korelacji neutrofili z IL-4 po 48 godzinach sugeruje natomiast
przejscie do fazy przeciwzapalnej, zgodnie z mechanizmem przesunig¢cia rownowagi
immunologicznej ku procesom odbudowy 1 regeneracji w pozniejszym okresie
powysitkowym [283]. W grupie nie¢wiczacych jedyng istotng zalezno$cig byta korelacja
neutrofili z FGF21 po 48 godzinach — pojedyncza i izolowana. Brak innych korelacji
sugeruje, ze §ciezki sygnalizacyjne powigzane z neutrofilami u os6b niewytrenowanych
nie sg silnie sprzgzone z dziataniem biatek stresowych ani cytokinowych, co moze
wynika¢ ze stabszej adaptacji uktadu odpornosciowego do wysitku.

W przypadku limfocytow pojawiaty sie pojedyncze istotne zalezno$ci, jednak ich
wzorzec byt odmienny w pordwnaniu z neutrofilami. Co istotne, w przeciwienstwie do
trendow obserwowanych dla leukocytow i1 neutrofili, pierwsze fazy odpowiedzi
limfocytarnej byty bardziej widoczne u oso6b nie¢wiczacych. U 0s6b niewytrenowanych
przed wysitkiem stwierdzono silng ujemng korelacj¢ limfocytow z TNF-a, co moze
odzwierciedla¢ podwyzszony ,,ton” prozapalny w spoczynku charakterystyczny dla 0osob

0 nizszym poziomie aktywnosci fizycznej [17]. Bezposrednio po wysitku w tej samej
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grupie pojawita si¢ dodatnia korelacja z GDFI15, co sugeruje, ze limfocyty osob
niewytrenowanych mogg by¢ bardziej wrazliwe na sygnaty stresu metabolicznego niz
komorki osob aktywnych fizycznie. U sportowcoOw natomiast istotna zaleznos$é
limfocytéw pojawila si¢ dopiero po 24 godzinach i dotyczyta IL-4. Wskazuje to, ze
u 0s6b wytrenowanych populacje limfocytow moga odgrywac role gtownie w pdzniejsze;j
fazie przeciwzapalnej regeneracji, kiedy aktywowane sg szlaki zwigzane z naprawg
tkanek i rownowazeniem wczes$niejszej odpowiedzi zapalnej. Jest to zgodne z koncepcja,
w ktorej trening przewlekty przesuwa profil immunologiczny ku bardziej wyciszonemu
1 przeciwzapalnemu [14].

W niniejszym badaniu parametry fizjologiczne uzyskane w progresywnym tescie
wysitkowym zostaly wykorzystane jako uzupetniajace wskazniki, majace na celu
scharakteryzowanie rdéznic pomigdzy sportowcami a osobami niepodejmujacymi
regularnej aktywnosci fizycznej. Zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami naukowymi,
osoby trenujace regularnie powinny charakteryzowa¢ si¢ wyzszymi warto$ciami
VO:max, efektywniejsza wentylacja ptuc oraz lepsza tolerancja wysitku w poréwnaniu
do 0sdb nie¢wiczacych [284,285]. VO:max jest powszechnie uznawany za ztoty standard
w ocenie wydolnosci tlenowej, a jego wartosci rosng wraz z poziomem wytrenowania,
odzwierciedlajac zwigkszong zdolno$¢ do poboru, transportu i wykorzystania tlenu w
migé$niach szkieletowych [286]. Rowniez literatura wskazuje, Zze sportowcy osiagaja
wyzsze wartosci HRmax, cho¢ roznice te s3 mniej wyrazne, poniewaz maksymalna
czestos¢ skurczow serca jest w duzej mierze determinowana genetycznie i obniza si¢ wraz
z wiekiem [287]. Z kolei parametry wentylacyjne, takie jak MV czy Rf, u oséb
wytrenowanych charakteryzuja si¢ wigksza dynamika zmian 1 bardziej efektywna
odpowiedzig na obcigzenie wysitkowe [288].

Na podstawie powyzszych zalozen mozna bylo spodziewaé si¢, ze sportowcy
w badanej probie osiagng wyzsze wartosci VOmax, MV oraz Rf, a takze wyzszy
wspoOtczynnik oddechowy RQ, $wiadczacy o wigkszym udziale metabolizmu
weglowodanow przy wysitku maksymalnym. Rzeczywiscie, wyniki uzyskane
W niniejszym badaniu sg zgodne z tymi przewidywaniami. Sportowcy charakteryzowali
si¢ wyzsza wydolnoscig tlenowa, lepszym dostosowaniem uktadu oddechowego
1 zwigkszong czestotliwoscia oddechow podczas wysitku. Podobne obserwacje
opisywano wczesniej, wskazujac, ze trening wytrzymatosciowy sprzyja szybszej

adaptacji wentylacyjnej 1 skuteczniejszej regulacji wymiany gazowej [289].
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Wyzszy RQ u sportowcow wskazuje na wigksze wykorzystanie weglowodanow
jako substratu energetycznego w trakcie intensywnego wysitku. Literatura potwierdza, ze
osoby wytrenowane szybciej przechodza w fazg¢ dominacji metabolizmu
weglowodanowego podczas wysitku o maksymalnej intensywnos$ci, co zwigzane jest
z adaptacjami mitochondrialnymi i zwigkszong aktywnosciag enzymow glikolitycznych
[290,291]. Otrzymane wyniki w duzej mierze pokrywaja si¢ z przewidywaniami
teoretycznymi 1 wczesniejszymi doniesieniami naukowymi, potwierdzajac wyzszy
poziom adaptacji wysitkowej u osob regularnie trenujacych, ktérymi w niniejszym
badanu byli pitkarze nozni. Pitka nozna jest sportem wyczynowym o charakterze
przerywanym. Charakteryzuje si¢ przerywanym profilem treningowym, w ktérym okresy
aktywno$ci o niskiej lub umiarkowanej intensywnos$ci sa przeplatane wysitkiem
o wysokiej intensywnosci [292]. Zawodowi pitkarze podczas meczu wykonuja okoto 60
sprintéw, w zaleznosci od roli i pozycji zawodnika [293]. Parametr VO.max stanowi
istotny wskaznik poziomu przygotowania fizycznego zawodnikoéw i1 pozwala on ocenic¢
poziom wytrzymatosci niezbedny do utrzymania wysokiej intensywno$ci gry przez
dluzszy czas oraz szybkiej regeneracji po wysitku. Wartosci VO:max uznawane za
typowe dla zawodowych pitkarzy mieszcza si¢ w zakresie 55-68 ml/kg/min [294,295].
Maksymalny pobor tlenu nie jest jednak jedynym komponentem przygotowania
motorycznego w pilce noznej, poniewaz inne zdolnosci, takie jak szybkos¢,
wytrzymato§¢ beztlenowa, (w tym zdolno$¢ do powtarzanych sprintow), sita
(szczegoOlnie moc generowana w czasie sprintu 1 skokow) oraz zdolno$¢ do zmiany
kierunku sg rownie istotne. Wyniki zblizone do dolnej granicy VO:max typowej dla
sportowcow moga zatem wynika¢ zardwno ze specyfiki wymagah motorycznych w pilce
noznej, jak i z charakterystyki badanej populacji mtodych dorostych, u ktorych potencjat
wydolnosci tlenowej moze by¢ fizjologicznie wysoki, nawet przy braku systematycznego
treningu.

Parametry leukocytarne (WBC, NEU, LYM) nie réznily si¢ istotnie migdzy
grupami, cho¢ w literaturze opisywano wyrazniejsze zmiany leukocytarne u o0sob
niewytrenowanych w odpowiedzi na intensywny wysilek, co interpretowane jest jako
przejaw wickszego stresu fizjologicznego [296]. W niniejszym badaniu podobne kierunki
zmian w obu grupach, ale brak istotnych r6znic, mogg wynikac z jednorodnosci wieckowe;j
proby oraz krétkiego czasu obserwacji poprocesowej, ktory nie ujawnia w petni réznic

w immunomodulacji zwigzanej z treningiem.
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Otrzymane wyniki w grupie sportowcoOw wskazuja na szereg dynamicznych
zmian zachodzacych w odpowiedzi na wysilek fizyczny, co pozostaje zgodne
z aktualnym stanem wiedzy dotyczacej fizjologii wysitku. Typowa reakcja na wysitek
jest leukocytoza wysitkowa, ktorej mechanizm wiaze si¢ z mobilizacja leukocytow pod
wplywem katecholamin i kortyzolu [297]. W prezentowanym badaniu obserwowano
istotny wzrost liczby leukocytow bezposrednio po wysitku, co jest zjawiskiem
oczekiwanym 1 szeroko opisywanym w literaturze [298]. Interesujagcym elementem jest
jednak wtérny wzrost liczby neutrofili po 6 godzinach, ktéry wskazuje na aktywacje
procesow zapalnych i moze §wiadczy¢ o nasilonej odpowiedzi immunologicznej wtornej
wobec mikrourazéw mig¢sniowych [299]. Z kolei obserwowany spadek liczby limfocytow
po 30 minutach jest charakterystycznym przejawem tzw. ,,open window”, ktore po
wysitku intensywnym moze przejsciowo zwigksza¢ podatnos$¢ na infekcje [300].

Uzyskane wyniki parametrow leukocytarnych w grupie osob nie¢wiczacych
wskazuja, ze ostry wysiltek fizyczny wywotuje istotne zmiany w regulacji odpowiedzi
immunologicznej. W literaturze wielokrotnie podkreslano, ze nawet u 0sob bez regularne;
aktywnosci fizycznej, intensywny wysilek prowadzi do przemijajacych zmian w liczbie
krwinek, stezeniu metabolitow czy aktywnosci enzymoéw watrobowych [300,301].
W zwigzku z tym mozna byto oczekiwac przejsciowego wzrostu liczby leukocytow czy
nasilenia leukocytozy neutrofilowej w wyniku hemokoncentracji i mobilizacji komorek
krwi z rezerw ustrojowych [16,302].

Wzrost  liczby leukocytow  bezposrednio po wysitku jest zgodny
z dotychczasowymi doniesieniami i stanowi efekt mobilizacji zar6wno neutrofili, jak
1 limfocytéw pod wptywem katecholamin oraz przesuni¢¢ plyndow ustrojowych [303].
Najwyrazniejsze nasilenie neutrofilii obserwuje si¢ zwykle w okresie kilku godzin po
zakonczonym wysitku, co rowniez potwierdzity nasze wyniki — maksymalna warto$¢
zostala odnotowana po 6 godzinach. Z kolei limfocyty wzrosty bezposrednio po wysitku,
by nastepnie ulec obnizeniu ponizej wartosci spoczynkowych, co odpowiada tzw.
zjawisku limfopenii powysitkowej, dobrze opisanej w literaturze [300]. Takie zmiany sg
charakterystyczne dla mechanizmoéw ,,0kna immunologicznego”, w ktorym organizm
wykazuje przejsciowo obnizong odporno$¢ komorkows.

Uzyskane wyniki krwi od obu grup w duzej mierze pokrywaja si¢
z oczekiwaniami teoretycznymi oraz doniesieniami literaturowymi dotyczacymi

odpowiedzi organizmu na wysitek.
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Podsumowujac, przeprowadzone badania wyraznie pokazuja, ze odpowiedz
molekularna na pojedynczy wysilek fizyczny jest zalezna od stopnia wytrenowania
organizmu. Osoby nie¢wiczace wykazuja silniejsze 1 bardziej dynamiczne zmiany
w ekspresji receptoréw FGF21 (FGFR3, FGFR4, KLB) oraz receptora GDF15 (GFRAL),
co moze wskazywaé na ostrzejszg reakcje kompensacyjng organizmu na nagly stres
fizjologiczny. U sportowcow natomiast reakcje ekspresji receptoréw byly bardziej
stonowane, z istotnym wzrostem FGFR4 obserwowanym dopiero 48 godzin po wysitku,
co sugeruje, ze u 0sob regularnie trenujacych mechanizmy metaboliczne i regeneracyjne
dziataja w sposob bardziej stabilny i adaptacyjny. Ekspresja genéw kodujacych czynniki
FGF21 1 GDF15 nie ulegla istotnym zmianom w zadnej grupie, jednak nizsze st¢zenia
FGF21 u sportowcow w porownaniu do osob nie¢wiczacych moga odzwierciedlac lepsza
efektywnos¢ metaboliczna, wieksza wrazliwo$¢ insulinowa 1 bardziej optymalng
homeostazg energetyczng. Z kolei wyzsza ekspresja TNFR-1 i IL-4 u sportowcow
w wybranych punktach czasowych wskazuje na sprawniejsza regulacje odpowiedzi
zapalnej 1 szybsze przelaczanie si¢ uktadu odpornosciowego z fazy prozapalnej na
regeneracyjna, co podkresla znaczenie regularnego treningu dla utrzymania rownowagi
immunometabolicznej. Brak istotnych korelacji migdzy poziomem mRNA a stezeniem
biatek sugeruje, ze adaptacja organizmu do wysitku fizycznego odbywa si¢
wielopoziomowo, obejmujac regulacj¢ transkrypcyjna, translacyjng i posttranslacyjna.
Wyniki te dostarczaja cennych wskazéwek dla nauki o fizjologii wysitku, pokazujac, ze
wytrenowanie prowadzi do stabilizacji odpowiedzi molekularnej 1 efektywniejszej
kontroli procesoOw metabolicznych oraz zapalnych, podczas gdy brak regularnej
aktywnos$ci wigze si¢ z bardziej gwaltownymi, lecz mniej zrownowazonymi reakcjami
organizmu.

Wyniki uzyskane w progresywnym tescie wysitkowym potwierdzaja, ze
sportowcy charakteryzuja si¢ wyzszym poziomem wydolnosci tlenowej, lepszg adaptacja
uktadu oddechowego oraz bardziej efektywnym wykorzystaniem weglowodanow jako
substratu energetycznego podczas wysitku o wysokiej intensywnos$ci. Wyzsze wartos$ci
VO:max, MV, Rf i RQ u 0s6b wytrenowanych odzwierciedlajg adaptacje wynikajace
zregularnego treningu wytrzymato§ciowego oraz specyfike dyscypliny, w tym przypadku
pitki noznej, ktéra wymaga zarowno intensywnych sprintow, jak i umiejetnosci szybkiej
regeneracji. Uzyskane dane sg zgodne z literatura i wskazuja, ze systematyczny trening
prowadzi do zwigkszenia pojemnosci tlenowej, lepszej regulacji wymiany gazowej oraz

bardziej efektywnego wykorzystania energetycznego podczas wysitku, co stanowi istotny
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czynnik w ocenie przygotowania fizycznego zawodnikéw i ich zdolnos$ci do utrzymania
wysokiej intensywnos$ci wysitku w warunkach meczowych.

Analiza parametrow leukocytarnych potwierdzita, ze odpowiedZ organizmu na
intensywny wysilek fizyczny jest zalezna od poziomu wytrenowania. U sportowcoéw
zmiany byly w wigkszosci przejsciowe i subtelne, co wskazuje na adaptacje ukladu
immunologicznego. W grupie osob nie¢wiczacych obserwowano bardziej dynamiczne
wahania liczby krwinek, co odzwierciedla wigkszy stres fizjologiczny i mniejsza
zdolnos¢ adaptacyjna organizmu. Wzrost leukocytow 1 neutrofili oraz spadek limfocytow
po wysitku byly zgodne z opisanymi w literaturze mechanizmami ,,0kna
immunologicznego” 1 reakcji zapalnej na mikrourazy miesniowe. Uzyskane wyniki
potwierdzaja, ze regularna aktywno$¢ fizyczna sprzyja stabilnos$ci i1 efektywnosci
procesOw metabolicznych, ogranicza nasilenie stresu fizjologicznego wywotywanego
wysitkiem oraz wspiera adaptacyjne mechanizmy immunologiczne i regeneracyjne.
U os6b nieaktywnych pojedynczy wysitek wywotuje natomiast wyrazniejsze, choc
w wiekszosci przejsciowe, zmiany w wielu uktadach, co podkresla znaczenie treningu
w modulacji odpowiedzi organizmu na stres fizjologiczny.

Z punktu widzenia dyscypliny, badania te rozszerzaja wiedz¢ na temat
mechanizmow molekularnych adaptacji do wysitku i podkres$laja znaczenie rdznic
w wytrenowaniu w interpretacji odpowiedzi biologicznej na wysitek. Wyniki te moga
postuzy¢ jako podstawa do projektowania interwencji treningowych ukierunkowanych
na optymalizacje procesOw regeneracyjnych i metabolicznych, a takze do dalszych badan
nad rolg receptoréw 1 cytokin w modulacji homeostazy energetycznej i odpowiedzi
immunologicznej. Ponadto, pokazuja one konieczno$§¢ prowadzenia analiz
wielopoziomowych, obejmujacych genotyp, transkryptom i proteom, w celu pelnego
zrozumienia adaptacji organizmu do stresu fizjologicznego.

Analiza ekspresji gendw 1 stezen biatek wyzej wymienionych cytokin i ich
receptorow w odpowiedzi na wysitek moze znaczaco poszerzy¢ wiedzg na temat
mechanizmow immunometabolicznych adaptacji. W kontek$cie naukowym, badania te
majg istotne znaczenie dla dyscypliny oraz dostarczaja danych umozliwiajacych ich
praktyczne zastosowanie do:

o identyfikacji biomarkerow zme¢czenia, adaptacji i ryzyka przetrenowania,
e zrozumienia roznic w odpowiedzi zapalnej migdzy osobami o réznym poziomie

wytrenowania,
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o modelowania dynamiki ekspresji gendéw i biatek w roznych fazach restytucji
powysitkowej,

e projektowania interwencji ukierunkowanych na wspomaganie regeneracji
1 minimalizacj¢ stanu zapalnego.
Z kolei w praktyce sportowej i klinicznej, uzyskane dane moga zostaé

wykorzystane do:

e personalizacji programéw treningowych z uwzglednieniem markerow zapalnych

1 metabolicznych,

e monitorowania przecigzen i planowania regeneracji.
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WNIOSKI

Celem niniejszego badania byta ocena wielopoziomowej odpowiedzi organizmu

na intensywny wysilek fizyczny w dwoch odmiennych grupach — sportowcoéw i1 osdb

nie¢wiczacych — z uwzglednieniem zmian molekularnych, hematologicznych oraz

fizjologicznych. Uzyskane wyniki pozwolity na szczegdtowa weryfikacje wszystkich

postawionych hipotez badawczych.

)

2)

3)

U wszystkich badanych, niezaleznie od stopnia wytrenowania, nie
zaobserwowano zmian w ekspresji FGF21 1 GDF15, co wskazuje, ze
jednorazowy, intensywny wysilek fizyczny w postaci progresywnego testu do
odmowy nie moduluje poziomu transkrypcji tych genéw w komoérkach krwi
obwodowe. Natomiast, wyniki uzyskane w zakresie zmian ekspresji genow
kodujacych receptory FGFR3, FGFR4 oraz KLB wykazuja, Ze osoby nie¢wiczace
charakteryzuja si¢ silniejsza dorazng aktywacja receptorowa, co moze by¢
elementem reakcji stresowej na wysitek, podczas gdy u sportowcow odpowiedz
ta jest ograniczona i opdzniona w stosunku do oséb nie¢wiczacych. Nizsza
ekspresja FGFR1 we wszystkich punktach czasowych u sportowcow sugeruje, ze
przewlekta adaptacja treningowa obejmuje takze regulacje w dot pewnych
komponentow szlaku FGF21.

Istotny wzrost ekspresji genu TNF-a i TNFR-1 oraz brak istotnych rdznic
w ekspresji IL-4 1 IL-4R w grupie osob nie¢wiczacych wskazuje na pobudzenie
szlaku TNF-a oraz przewage odpowiedzi prozapalnej u oséb nieaktywnych
fizycznie. Brak istotnych roznic w ekspresji TNF-a, TNFR-1, TNFR-2, IL-4 1 IL-
4R u sportowcoOw wskazuje, ze regularny trening fizyczny wycisza odpowiedz
zapalng.

Istotne wyzsze stezenie FGF21 i GDF15 w grupie osob nie¢wiczacych
w poréownaniu do grupy sportowcéw wykazaly, ze osoby nie¢wiczace
charakteryzuja si¢ mniejszg efektywnosciag metaboliczno-mitochondrialng oraz
wigkszym stresem komérkowym w odpowiedzi na intensywny wysilek fizyczny.
Istotnie wyzsze st¢zenie spoczynkowe TNF-a u sportowcow moze wskazywacé,
ze regularna aktywno$¢ fizyczna wigze si¢ z utrzymywaniem nieznacznie
podwyzszonego poziomu wybranych cytokin prozapalnych jako elementu stalej
adaptacji organizmu do powtarzalnego obcigzenia treningowego. Istotny spadek

stezenia TNF-a po 48 godzinach obserwowany u sportowcOw sugeruje sprawne
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4)

uruchamianie mechanizméw wygaszajacych odpowiedz zapalng po wysitku, co
odzwierciedla wyzszg efektywno$¢ procesOw regeneracyjnych w tej grupie.
Istotne obnizenie poziomu IL-4 w surowicy w grupie osob nie¢wiczacych po
6 oraz 24 godzinach od wysitku, moze wskazywaé, ze u osob bez adaptacji
treningowej mechanizmy regulujace odpowiedz przeciwzapalng sg mniej stabilne
1 ulegaja wyraznemu zachwianiu po obcigzeniu fizycznym. Jednoczesnie nie
stwierdzono korelacji migdzy poziomem mRNA a stezeniem biatka, co sugeruje,
ze odpowiedz biatkowa zachodzi niezaleznie od zmian transkrypcyjnych
w krwinkach.

Brak istotnych réznic w liczbie leukocytow, neutrofili 1 limfocytow miedzy grupa
sportowcow a osobami nie¢wiczacymi $wiadczy o tym, ze w krotkim okresie po
wysitku intensywnym stabilno$¢ parametréw leukocytarnych nie rézni sie
statystycznie pomigdzy sportowcami a osobami nie¢wiczacymi. Istotny wzrost
liczby leukocytow bezposrednio po wysitku $wiadczy o typowej leukocytozie
wysitkowej bedacej efektem mobilizacji komoérek krwi pod wplywem
katecholamin i kortyzolu, natomiast wtorny wzrost liczby neutrofili po
6 godzinach wskazuje na aktywacje procesow zapalnych 1 odpowiedz
immunologiczng wtérng wobec mikrourazow mig$niowych. Obserwowany
spadek liczby limfocytéw po 30 minutach po wysitku charakteryzuje zjawisko

,,open window”.
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WYKAZ RYCIN

Rycina 1 17

Graficzna reprezentacja wplywu pojedynczego intensywnego wysitku fizycznego

i regularnego umiarkowanego wysitku fizycznego na poziom wydzielania cytokin pro-

i przeciwzapalnych (1 — zwigkszone stezenie; | — zmniejszone st¢zenie; = — brak zmian

w stezeniu). [lustracja zostata czgsciowo wygenerowana przy uzyciu programu Servier
Medical Art, dostarczonego przez firme¢ Servier, na licencji Creative Commons
Attribution 3.0 unported (wykonanie wilasne, zrodto: [47])

Rycina 2 25

Schemat przedstawiajacy rozne typy komodrek odpornosciowych i sposob, w jaki

oddzialuja ze soba za posrednictwem cytokin. Ilustracja zostala czg¢sciowo
wygenerowana przy uzyciu programu Servier Medical Art, dostarczonego przez firme¢
Servier, na licencji Creative Commons Attribution 3.0 unported (wykonanie wtasne,
zrodto: [47])

Rycina 3 52

Porownanie liczby leukocytow w grupie sportowcoOw migdzy poszczegdlnymi
punktami czasowymi a warto$cia spoczynkowa. Wykres prezentuje mediany
uzyskanych wynikow wraz z warto$cig btedu standardowego. * p < 0,05

Rycina 4 53

Poréwnanie liczby neutrofili w grupie sportowcow migdzy poszczegdlnymi punktami

czasowymi a wartoscig spoczynkowg. Wykres prezentuje mediany uzyskanych
wynikéw wraz z wartoscig btedu standardowego. * p < 0,05
Rycina 5 53

Porownanie liczby limfocytéw w grupie sportowcoéw miedzy poszczegdlnymi
punktami czasowymi a wartoscig spoczynkowa. Wykres prezentuje mediany
uzyskanych wynikéw wraz z warto$cig bledu standardowego. * p < 0,05

Rycina 6 54

Poréwnanie liczby leukocytow w grupie 0osob nie¢wiczacych migdzy poszczegolnymi

punktami czasowymi a warto$cig spoczynkowa. Wykres prezentuje mediany
uzyskanych wynikow wraz z warto$cig btedu standardowego. * p < 0,05
Rycina 7 55

Poréwnanie liczby neutrofili w grupie oso6b nie¢wiczacych miedzy poszczegdlnymi
punktami czasowymi a warto$cia spoczynkowa. Wykres prezentuje mediany

uzyskanych wynikow wraz z warto$cig btedu standardowego. * p < 0,05
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Rycina 8 55

Poréwnanie liczby limfocytéw w grupie osob nie¢wiczacych miedzy poszczegdlnymi
punktami czasowymi a warto$cig spoczynkowa. Wykres prezentuje mediany
uzyskanych wynikow wraz z warto$ciag btedu standardowego. * p < 0,05

Rycina 9 57

Poréwnanie poziomu ekspresji genu FGFRI pomigdzy grupa sportowcoOw a grupa

0s0b nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany
warto$ci 2°A¢D uzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci btedu
standardowego. * istotne roznice (p < 0,05)

Rycina 10 57

Poréwnanie poziomu ekspresji genu FGFR3 pomigdzy grupa sportowcoOw a grupa
0sOb nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany
warto$ci 2°ACD uzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci btedu
standardowego. * istotne roznice (p < 0,05)

Rycina 11 58

Poréwnanie poziomu ekspresji genu FGFR4 pomigdzy grupa sportowcOw a grupa
0s6b nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany
wartoéci 2°ACD yzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz warto$ci btedu
standardowego. * istotne roznice (p < 0,05)

Rycina 12 59

Poréwnanie poziomu ekspresji genu TNFR-1 pomiedzy grupa sportowcdéw a grupa

osob nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany
warto$ci 2°ACD uzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci btedu
standardowego. * istotne roznice (p < 0,05)
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Poréwnanie poziomu ekspresji genu /L-4 pomigdzy grupa sportowcow a grupa osob
nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany
warto$ci 24D uzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz warto$ci btedu
standardowego. * istotne roznice (p < 0,05)

Rycina 14 61

Poréwnanie poziomu ekspresji genu /L-4R pomiedzy grupa sportowcdéw a grupg osob

nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany
warto$ci 274D uzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz warto$ci btedu

standardowego. * istotne roznice (p < 0,05)
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Rycina 15 62

Zmiany poziomu ekspresji genu FGFR3 w grupie oséb nie¢wiczacych miedzy pre-

testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku fizycznym. Wykres prezentuje
mediany warto$ci 2 A¢D uzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz warto$ci
blgdu standardowego. * istotna rdéznica migdzy danym punktem czasowym

a poziomem spoczynkowym (p < 0,05)

Rycina 16 63

Zmiany poziomu ekspresji genu FGFR4 w (A) grupie osob nie¢wiczacych oraz (B)

grupie sportowcOw miegdzy pre-testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku
fizycznym. Wykres prezentuje mediany wartosci 2-4“D uzyskang metodg PCR w
czasie rzeczywistym oraz wartosci bledu standardowego. * istotna réznica migdzy
danym punktem czasowym a poziomem spoczynkowym (p < 0,05)

Rycina 17 63

Zmiany poziomu ekspresji genu KLB w grupie 0sob nie¢wiczacych miedzy pre-testem

a piecioma punktami czasowymi po wysitku fizycznym. Wykres prezentuje mediany
warto$ci 24D yzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz warto$ci btedu
standardowego. * istotna roznica migdzy tym punktem czasowym a poziomem
spoczynkowym (p < 0,05)

Rycina 18 64

Zmiany poziomu ekspresji genu GFRAL w grupie oséb nie¢wiczacych miedzy pre-

testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku fizycznym. Wykres prezentuje
mediany warto$ci 24¢D uzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci
btedu standardowego. * istotna réznica migdzy tym punktem czasowym a poziomem
spoczynkowym (p < 0,05)

Rycina 19 65

Zmiany poziomu ekspresji genu 7NF-o w grupie osob nie¢wiczacych miedzy pre-
testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku fizycznym. Wykres prezentuje
mediany warto$ci 24¢D uzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci
btedu standardowego. * istotna r6znica migdzy tym punktem czasowym a poziomem
spoczynkowym (p < 0,05)

Rycina 20 66

Zmiany poziomu ekspresji genu TNFR-1 w grupie osob nie¢wiczacych migdzy pre-
testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku fizycznym. Wykres prezentuje
mediany warto$ci 2°A¢D uzyskana metoda PCR w czasie rzeczywistym oraz warto$ci
btedu standardowego. * istotna réznica miedzy tym punktem czasowym a poziomem

spoczynkowym (p < 0,05)
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Rycina 21 67

Zmiany poziomu ekspresji genu /L-4R w grupie sportowcéw miedzy pre-testem

a pigcioma punktami czasowymi po wysitku fizycznym. Wykres prezentuje mediany
warto$ci 2°A¢T) yzyskang metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz wartosci btedu
standardowego. * istotna roznica migdzy tym punktem czasowym a poziomem
spoczynkowym (p < 0,05)

Rycina 22 68

Poréwnanie stezenia biatka FGF21 pomigdzy grupa sportowcoéOw a grupg osob

nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany
wartosci stezen oraz warto$ci btedu standardowego. * istotne roznice (p < 0,05)
Rycina 23 69

Poréwnanie stezenia biatka GDF15 pomigdzy grupa sportowcow a grupg osob

nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany
wartos$ci stezen oraz wartosci btedu standardowego. * istotne roznice (p < 0,05)
Rycina 24 69

Poréwnanie stezenia biatka TNF-o pomiedzy grupa sportowcoéw a grupa osob

nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany
wartos$ci stezen oraz wartosci btedu standardowego. * istotne roznice (p < 0,05)
Rycina 25 70

Poréwnanie stezenia biatka IL-4 pomiedzy grupa sportowcow a grupa oséb

nie¢wiczacych we wszystkich punktach czasowych. Wykres prezentuje mediany
wartosci stezen oraz warto$ci btedu standardowego. * istotne roznice (p < 0,05)
Rycina 26 71

Poréwnanie stezenia biatka FGF21, ktora wykazata znaczace zmiany w grupie osob

nie¢wiczacych miedzy pre-testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku.
* istotna r6znica migdzy punktem czasowym a poziomem spoczynkowym (p < 0,05)
Rycina 27 72

Porownanie st¢zenia biatka GDF15, ktora wykazala znaczace zmiany w grupie oséb

nie¢wiczacych miedzy pre-testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku.
* istotna r6znica mi¢dzy punktem czasowym a poziomem spoczynkowym (p < 0,05)
Rycina 28 72

Poréwnanie st¢zenia biatka TNF-a, ktora wykazata znaczace zmiany w grupie

sportowcodw miedzy pre-testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku. * istotna

roznica mi¢dzy punktem czasowym a poziomem spoczynkowym (p < 0,05)
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Rycina 29 73

Poréwnanie st¢zenia biatka IL-4, ktéora wykazata znaczace zmiany w grupie oséb

nie¢wiczacych migedzy pre-testem a pigcioma punktami czasowymi po wysitku. * istotna

réznica mi¢dzy punktem czasowym a poziomem spoczynkowym (p < 0,05)
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Zalacznik nr 1. Zgoda Komisji Bioetycznej wydana przez Komisj¢ Bioetyczng przy
Uniwersytecie Szczecinskim, wydang w dniu 22 maja 2024 roku (nr zgody:

US.003.5.2024)
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K_orm'sja Bieetyczna
Przy Uniwersytecie Szczecinskim

al. Papiez
5% | KOMISJA BIOETYCZNA s Al e
U Z | PRZY UNIWERSYTECIE e-mail: komisja. bioetyczna@usz. edu.
oo™ | SZCZECINSKIM tel. 91 444 12 84
US.003.5.2024
UCHWALA NR 7 /2024

KOMISJI BIOETYCZNEJ PRZY UNIWERSYTECIE SZCZECINSKIM
z dnia 22 maja 2024 r.

w sprawie wyrazenia pozytywnej opinii o projekcie eksperymentu
medycznego.

Na'p‘odstawie art. 29 ust. 2 i ust. 14 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 r.
0 zawodach lekarza i lekarza dentysty (Dz. U. z 2023 r. poz. 1516) uchwala
sie, co nastepuje:

§1.

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Szczecinskim, w sktadzie:
1) dr hab. n. med. Marek Bulsa, prof. US;
2) dr hab. n. med. Andrzej Potemkowski, prof. US;
3) dr n. med. Katarzyna Maciejewska;

po zapoznaniu si¢ z przedstawiong dokumentacjg oraz projektem opinii
o eksperymencie medycznym sporzadzonym przez Pana dra hab. n. med.
Marka Bulse Przewodniczacego Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Szczecinskim,

wyraza pozytywna opinig o projekcie eksperymentu medycznego pod
tytutem: ,Zmiany ekspresji wybranych genéw kodujacych biatka
zwiazane z reakcja zapalna w odpowiedzi na jednorazowy intensywny
wysitek fizyczny u zawodowych sportowcéw oraz o0sob
nietrenujacych”.

Gtéwny Badacz:
dr hab. Marek Sawczuk, prof. US — pracownik badawczo-dydaktyczny
Uniwersytetu Szczecinskiego Instytutu Nauk o Kulturze Fizycznej

Wspétbadacze:
1) dr hab. Agnieszka Maciejewska-Skrendo, prof. US - pracownik

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Szczecinskim
al. Papieza Jana Pawia Il 22a
70-453 Szczecin
e-mail: komisja.bioetyczna@usz.edu.pl
tel. 91 44412 84
Strona | 1
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

U | PRZY UNIWERSYTECIE
oo | SZCZECINSKIM

badawczy Uniwersytetu Szczecinskiego Instytutu Nauk o Kulturze
Fizycznej;

dr n. med. Patrycja Tomasiak - pracownik badawczo-dydaktyczny
Uniwersytetu Szczecinskiego Instytutu Nauk o Kulturze Fizycznej;

mgr inz. Joanna Kubaszewska - pracownik naukowo-techniczny
Uniwersytetu Szczecinskiego w Centrum Badan Strukturalno-
Funkcjonalnych Cztowieka, Instytut Nauk o Kulturze Fizycznej;

mgr inz. Paulina Matkowska — doktorant Szkoty Doktorskiej
Uniwersytetu Szczecinskiego;

mgr Olga Sierawska - doktorant Szkoty Doktorskiej Uniwersytetu
Szczecinskiego;

mgr tukasz Rosinski - doktorant Szkoty Doktorskiej Uniwersytetu
Szczecinskiego;

prof. dr hab. Maciej Tarnowski - pracownik badawczy Uniwersytetu
Szczecinskiego Instytutu Nauk o Kulturze Fizycznej oraz kierownik
Zaktadu Fizjologii w Naukach o Zdrowiu, Wydziatu Nauk o Zdrowiu
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie;

dr n. med. Marta Tkacz — pracownik spoza US - pracownik naukowo-
dydaktyczny Zaktadu Fizjologii w Naukach o Zdrowiu, Wydziatu Nauk
o Zdrowiu Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie;

dr n. med. Katarzyna Zgutka — pracownik spoza US - pracownik
naukowo-dydaktyczny Zaktadu Fizjologii w Naukach o Zdrowiu,
Wydziatu Nauk o Zdrowiu Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie.

Termin rozpoczecia eksperymentu medycznego: 27 maja 2024 r.

Termin zakornczenia eksperymentu medycznego: 30 czerwca 2025 r.

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Szczecinskim
al. Papieza Jana Pawta Il 22a

70-453 Szczecin

e-mail: komisja.bioetyczna@usz.edu.pl

tel. 91 44412 84
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§2.

Wyrazona opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wniosku i przedstawionego
projektu. Kazda zmiana i modyfikacja projektu eksperymentu medycznego
wymaga uzyskania odrebnej opinii. Wnioskodawca zobowigzany jest do
informowania o wszelkich poprawkach, ktére mogtyby mie¢ wptyw na opinie
Komisji, o ciezkich lub niespodziewanych zdarzeniach niepozadanych
i nieprzewidzianych okolicznosciach, o zakonczeniu badania i o jego
wynikach.

§3.

Zgodnie z § 3 rozporzadzenia Ministra Finanséw, Funduszy i Polityki
Regionalnej z dnia 23 grudnia 2020 r. w sprawie obowigzkowego
ubezpieczenia odpowiedzialnosci cywilnej podmiotu przeprowadzajgcego
eksperyment medyczny (Dz. U. z 2020 r. poz. 2412), eksperyment
medyczny moze byé przeprowadzony po zawarciu przez podmiot
przeprowadzajacy eksperyment medyczny umowy ubezpieczenia
odpowiedzialnosci cywilnej na rzecz jego uczestnika oraz osoby, ktorej
skutki eksperymentu moga bezposrednio dotkngé, przy czym obowigzek
ten powstaje najpdzniej w dniu poprzedzajgcym dzien rozpoczecia
eksperymentu medycznego.

§4.

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia.

POUCZENIE

Odwotanie od niniejszej uchwaty moze wnie$é:
1) wnioskodawca;
2) kierownik podmiotu, w ktérym eksperyment medyczny ma by¢
przeprowadzony;

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Szczecifiskim
al. Papieza Jana Pawia Il 22a

70-453 Szczecin

e-mail: komisja.bioetyczna@usz.edu.pl

tel. 91 44412 B4
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3) komisja bioetyczna wtasciwa dla osrodka, ktéry ma uczestniczyé
w wieloosrodkowym eksperymencie medycznym.
Odwotanie wnosi sie za posrednictwem Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Szczecinskim do Odwotawczej Komisji Bioetycznej przy
Ministrze Zdrowia, w terminie 14 dni od dnia doreczenia uchwaly.

dr hab. n. med. Marek Buls , prof. US

ewodmgza ji Bfoetycznej
rsyt i kim
Al s B al; Parketa Ja¥s Pawla I
53 Szczecin

; .. 10-4
Podpis i piecze¢ PrzewodniczacegodSamisii, iQ¢ DEna@usz. e ol
przy Uniwersytecie Szczecifnskim :

Otrzymuja:
1. Whnioskodawca.
2. Kierownik podmiotu, w ktérym eksperyment medyczny ma by¢
przeprowadzony.
3. Komisja bioetyczna wtasciwa dla osrodka, ktéry ma uczestniczyé
w wieloosrodkowym eksperymencie medycznym.
4. Ad acta.
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