o< ‘ Z s
/ ” 4
) /S In > (@ R ¢

mgr Anna Tylutka

Aktywny styl zycia jako efektywna metoda profilaktyki
zaburzen funkcji ukladu immunologicznego u oséb starszych

Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu

w dyscyplinie nauki medyczne

Promotor: dr hab. Agnieszka Zembron-Lacny, prof. UZ

Klinika/ Zaktad

Katedra Fizjologii Stosowanej i Klinicznej Collegium Medicum
Uniwersytetu Zielonogorskiego

Obrona rozprawy doktorskiej przed Radg Dyscypliny Nauk Medycznych

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Warszawa 2022 r.



Stowa kluczowe: profil ryzyka immunologicznego, pomyslne starzenie si¢, aktywno$¢
fizyczna, limfocyty T, otyto$¢
Key words: immune risk profile, successful aging, physical activity, lymphocytes T,

obesity



Podziekowania

Dziekuje Pani Profesor Agnieszce Zembron-tacny za cierpliwos¢, opieke
naukowq, poswigcony czas, a takze pomoc w prowadzeniu badan
oraz przygotowaniu pracy doktorskiej.



Wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

Podstawa ztozonego wniosku o0 nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki
medyczne jest monotematyczny cykl publikacji naukowych, obejmujacy dwie prace o
tacznej wartosci 4,191 Impact Factor i liczbie 140 punktow wg listy MEIN, pod wspolnym
tytutem: ,,Aktywny styl zycia jako efektywna metoda profilaktyki zaburzen funkcji uktadu
immunologicznego u 0so6b starszych”, przygotowany w oparciu o przeglad literatury oraz
badania przeprowadzone w ramach srodkéw dla mtodych naukowcow z subwencji MNiSW

na podtrzymanie i rozwéj potencjatu badawczego:

Publikacja 1; Tylutka A, Zembron-Lacny A. Immunological aging and clinical
consequences.  Postepy Hig Med Dosw  2020; 74:.  260-271.
doi: 10.5604/01.3001.0014.3054.

Publikacja 2; Tylutka A, Morawin B, Gramacki A, Zembron-Lacny A. Lifestyle
exercise attenuates immunosenescence; flow cytometry analysis. BMC Geriatr 2021;
21: 200. doi: 10.1186/s12877-021-02128-7.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33752623/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33752623/

SPIS TRESCI

WyKaz StOSOWANYCH SKIOTOW ...........ccciiiiiiiiiicie ettt nas 6
SEIESZOZENIC. ... ettt r et et e e e R bt ne e R e be e beene e nbeeteeneenreente s 8
ADSTFACT. ...ttt bbb b 10
l. Wstep uzasadniajacy polaczenie wskazanych publikacji w jeden cykl ............. 12
Il. ZaloZenia i CEl PraCy ......cocoooiiiiiiiiiiiiii e 15
I11. Badania eksperymentalne z grupg kontrolng ...............c.cccceevvveieenecieseeseennn, 17
1. Material | METOAY ........ocoiiiiei e 17
1.1. Charakterystyka badanej grupy........ccocooeimiiiiniiiiieeee e 17
1.2. Analizaskladu ciala ...............c.oooiiiiiiiii 18
1.3. Ocena sprawnosci funkcjonalnej i poziomu wydolnosci fizycznej ................. 19
1.4, ANAlizy 1aboratoryJNe .....cooiiiiiiiiie e 19
1.5, ANAliza StatyStYCZNa.......cceccueiieiieiie ettt 21
2. WYNIKIE DAAAN .......ocoiiiiiiiecc et 21
2.1. Analizaskladu ciala ................c..ooooiiii i 21
2.2.  Ocena sprawnosci funkcjonalnej i poziomu wydolnosci fizycznej ................. 22
2.3.  Analiza immunofenotypowa Hmfocytow T ..........cccccoovvriiinininnnnenc s 23
2.4. Status IgG CMV a zmiany w subpopulacjach komérek immunologicznych 24
2.5.  Analiza morfologii Krwi 0DWOAOWE]..........ccvviiiiiiiiiiiiiieeeee e 25
2.6.  Analiza DIOChEMICZNG ......coiiiiiieee e 26
IV.  Podsumowanie I WNIOSKI .........ccooeiieiieisie e 28
V. PiSMIENNICEWO.......oooiiiiiiiii e 29
VI.  Kopie opublikKowanyCh Prac.........ccccooveiiiiiicie e 32
VIL.  Opinia KOMISji BIOBLYCZNEJ ......ooviiviiiiiiiiiiiiiieiee e 57
VI, Oswiadczenia wSpOIautorOw PracC...........cooovviiiiiiiiiiiiiic e 59



Wykaz stosowanych skrotow

ANOVA - analiza wariancji (ang. analysis of variance)

BIA - impedancja bioelektryczna (ang. bioelectrical impedance analysis)

BMI - wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

CD - markery réznicowania powierzchniowego (ang. cluster of differentation)
CMV - wirus cytomegalii (ang. cytomegalovirus)

CRP - biatko C reaktywne (ang. C-reactive protein)

FM - tluszczowa masa ciata (ang. fat mass)

FFM - beztluszczowa masa ciata (ang. free fat mass)

GRA - granulocyty (ang. granulocytes)

Hb - hemoglobina (ang. haemoglobin)

HCT — hematokryt (ang. haematocrit)

HDL - lipoproteiny o wysokiej gestosci (ang. high density lipoprotein)

INFy - interferon gamma (ang. interferon gamma)

IRP - profil odpornosciowego ryzyka (ang. immune risk profile)

LDL - lipoproteiny o niskiej gestosci (ang. low density lipoprotein)

LYM - limfocyty (ang. lymphocytes)

NK - komorki ,,naturalni zabdjcy” (ang. natural killer)

MCH - érednia masa hemoglobiny w krwince czerwonej (ang. mean corpuscular volume)
MCHC - srednie stezenie hemoglobiny w krwince (ang. mean hemoglobin concentration)
MCYV - érednia objetos¢ krwinki czerwonej (ang. mean corpuscular volume)
MHC - gléwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)
NO — tlenek azotu (ang. nitric oxide)

Non-HDL - cholesterol nie HDL (ang. non cholesterol HDL)

ONOO - nadtlenoazotyn (ang. peroxinitrite)

PLT — liczba krwinek czerwonych (ang. red blood cell)

SARS-CoV?2 - (ang. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2)

TC - total cholesterol (ang. total cholesterol)

TCR —receptory limfocytow T (ang. T cells receptor)

TEC — komorki nabtonka grasicy (ang. thymic epithelial cells)

TG - trojglicerydy (ang. triglicerydes)

TNFa- czynnik martwicy nowotworow (ang. tumour necrosis factor)

UTW - Uniwersytet Trzeciego Wieku (ang. University of Third Age)

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

VVO2max — maksymalny pobor tlenu (ang. maximal oxygen consumption)
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6MWT - 6-minutowy test marszowy (ang. 6-minute walking test)



Streszczenie

Starzenie si¢ uktadu odpornosciowego, okreslane terminem immunosenescencji
(ang. immunosenescence) jest procesem postepujacym i nieodwracalnym obejmujgcym
obnizenie liczby dziewiczych limfocytow T i limfocytow B, aktywnosci cytotoksycznej
komorek NK (ang. natural killer cells) oraz zaburzenia rownowagi pro- i przeciwzapalnej
poprzez zmiany wytwarzania takich czasteczek, jak cytokiny IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17,
TNFa, INFy i in. Z wiekiem dochodzi do nasilenia autoimmunizacji i uogolnionego stanu
zapalnego z jednoczesnym deficytem immunologicznym, co skutkuje wickszg podatno$cia
na choroby infekcyjne, obnizeniem reaktywnosci na szczepienia profilaktyczne,
zachorowalnos$cig na choroby autoimmunologiczne, zwigkszonym ryzykiem infekcyjnych
powiktan urazow, zaostrzeniem objawow chorob przewlektych oraz niedostateczng reakcja
na obecno$¢ komorek nowotworowych. Od lat na podstawie analizy czestosci zakazen
wirusowych i bakteryjnych, wskaznikéw immunologicznych i zapalenia podejmowane sg
proby opracowania profilu odpornosciowego ryzyka (ang. immune risk profile, IRP) oraz
efektywnych metod profilaktyki zaburzen funkcji uktadu immunologicznego i przedtuzenia
sprawnosci funkcjonalnej osob starszych.

Celem pracy byto dokonanie przegladu literatury na temat immunosenescencji oraz
oceny profilu odporno$ciowego ryzyka na podstawie analizy cytometrycznej populacji
limfocytow T w relacji do poziomu aktywnosci fizycznej.

Rekrutacja objeta 99 osoéb w wieku od 60 do 90 lat. Na podstawie wywiadu
medycznego i kryteriow wykluczenia, badania zrealizowano z udziatem 54 0sob w wieku
71,4 + 5,8 lat (kobiety n=47, mezczyzni n=7). Uczestnikow podzielono na dwie grupy,
aktywna i nieaktywna fizycznie, na podstawie wyniku testu marszowego (ang. 6-minute
walk test, BMWT) i badan wydolnos$ci fizycznej (ang. Astrand-Ryhming submaximal cycle
test). Do grupy aktywnej fizycznie wtaczono 34 osoby w wieku 70,2 + 5,8 lat, ktorych
predkos¢ chodu wynosita od 1,3 do 1,8 m/s i maksymalny poziom pobierania tlenu (ang.
maximal oxygen consumption, VO2max) wynosit >35 mL/kg/min. Do grupy nieaktywnej
fizycznie wiaczono 20 osob w wieku 73,5+ 5,4 lat, ktorzy osiagneli predkos¢ chodu <1,3
m/s 1 warto$¢ VOomax <35 mL/kg/min. Analize subpopulacji limfocytow T dokonano za
pomoca 8 parametrowego cytometru przeptywowego i przeciwcial monoklonalnych
znakowanych fluorochromami oraz immunofenotypowano okreslajac odsetek limfocytow T
dziewiczych i limfocytow T pamigci. Nastepnie przeprowadzono ocene profilu ryzyka
odpornosciowego (ang. immune risk profile, IRP) na podstawie stosunku liczby limfocytow
T CD4" do limfocytow T CD8* oraz miano przeciwciat IgG CMV (ang. cytomegalovirus,
CMV). Przyjeto przedziaty referencyjne stosunku CD4/CD8 migdzy >1 a < 2,5 jako wartos¢
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prawidlowg, podczas gdy wartosci <1 lub >2,5 (odwrécony stosunek CD4/CD8 lub
podwyzszony stosunek CD4/CD8) uznano za fenotyp ryzyka immunologicznego. Oceng
zawartosci thuszczowej (ang. fat mass, FM) i beztluszczowej masy ciata (ang. free fat mass,
FFM) wykonano za pomoca analizatora sktadu ciata w oparciu 0 metode impedancji
bioelektrycznej (ang. bioelectrical impedance analysis, BIA).

Odsetek limfocytow T dziewiczych o fenotypie CD4*CD45RA" i stosunek
CD4CD45RA/CDACD45RO0 byt istotnie wyzszy u aktywnych fizycznie (predkosé chodu
1,5+ 0,1 m/s) w porownaniu do nieaktywnych osob (predkos¢ chodu 1,0 +£ 0,1 m/s). Analiza
IRP wyrazona stosunkiem liczby limfocytow T pomocniczych CD4* do cytotoksycznych
CD8", pokazata warto$ci w przedziale referencyjnym migdzy >1 a <2,5 u okolo 60%
aktywnych fizycznie senioréw, podczas gdy odwrocony stosunek CD4/CD8 (wartosci <1)
obserwowano gtéwnie w grupie nieaktywnych fizycznie. Osoby aktywne fizycznie
charakteryzowaty si¢ obnizong zawartoscia FM w poréwnaniu do osob nieaktywnych.
Miedzy FM a liczbg limfocytow T wykazano istotne zalezno$ci wyrazone wspotczynnikiem
korelacji Spearmana (FM/CD4" rs=0,491, p<0,05 i FM/CD4*CD45R0O"rs=0,636, p<0,01) w
grupie nieaktywnych fizycznie seniorow. Ze wzgledu na wysoki odsetek 0sob
seropozytywnych w badanej grupie (93%), nie potwierdzono zwigzku zakazenia CMV ze
zmianami stosunku CD4/CD8.

Na podstawie przegladu literatury i przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze
utrzymanie aktywnego stylu zycia (ang. lifestyle exercise) wzmacnia uktad odpornosciowy
poprzez zwigkszenie odsetka populacji limfocytow T dziewiczych, a ocena obserwowanych
wraz z wiekiem zmian liczby limfocytow T pomocniczych CD4" do cytotoksycznych CD8*
moze by¢ istotna w prognozowaniu zaburzen metabolicznych lub nasilenia objawow chorob

wspolistniejacych.



Exercise lifestyle as an effective prevention of
the immune system disturbance in the elderly

Abstract

Immunosenescence is defined as the changes in the immune system associated with
age. It is a progressive and irreversible process involving a decrease in the number of naive
T and B cells, NK cells cytotoxic and activity, and disruption of pro and anti-inflammatory
balance by altering the production of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-10, TNFa, INFy and others.
With age there is an increase in autoimmunity and generalized inflammation with a
simultaneous immunodeficiency, which results in greater susceptibility to infectious
diseases, a decrease in reactivity to prophylactic vaccinations, the incidence of autoimmune
diseases, and increased risk of infectious injury complications, exacerbation of symptoms of
chronic diseases and an insufficient response to the presence of cells cancer. For years, based
on the analysis of the frequency of viral and bacterial infections, immunological indicators
and inflammation, attempts have been made to develop the immune risk profile (IRP) and
effective methods of preventing disorders of the immune system and prolonging the
functional capacity of the elderly.

The aim of the study was to review the literature on immunosenescence and assess
the immune risk profile based on cytometric analysis of the T-cell population in relation to

the level of physical activity.

99 individuals aged 60 to 90 were recruited for this study. Based on the medical
interview and the exclusion criteria, the study was conducted with the participation of 54
elderly aged 71.4 + 5.8 years (women n = 47, men n = 7). The participants were divided into
two groups, active and physically inactive, based on the results of the 6-minute walk test
(6MWT) and Astrand-Ryhming submaximal cycle test. The physically active group
included 34 individuals, aged 70.2 + 5.8 years, whose walking gait speed ranged from 1.3 to
1.8 m/s and the maximum level of oxygen consumption (VO2max) was >35 mL/kg/min. The
physically inactive group included 20 participants aged 73.5 + 5.4 years, who achieved gait
speed <1.3 m/s and VO2max value <35 mL/kg/min. Analysis of the T cell subpopulation
was performed with an 8-parameter flow cytometer and fluorochrome labeled monoclonal
antibodies and immunophenotyped to determine the percentage of naive and memory T
lymphocytes. An assessment of the immune risk profile (IRP) was performed based on the
ratio of CD4" T cells to CD8" T cells and the level of IgG CMV antibody. Reference ranges
of a CD4/CD8 ratio of >1 to < 2.5 were taken as normal, while values <1 or > 2.5 (inverted
CD4/CD8 ratio or higher CD4/CD8 ratio) were considered an immune risk phenotype. Fat
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mass (FM) and free-fat mass (FFM) were assessed with a body composition analyzer based

on the bioelectric impedance method.

The percentage of naive T lymphocytes phenotype: CD4*CD45RA™ and the
CDACDA45RA / CD4ACD45RO0 ratio was significantly higher in physically active elderly
participants (gait speed 1.5 + 0.1 m/s) compared to inactive individuals (gait speed 1.0 + 0.1
m/s). IRP analysis, expressed as the ratio of CD4* to CD8" T lymphocytes, showed values
in the reference range of >1 and <2.5 in 60% of physically active seniors, while an inverted
CD4/CD8 ratio (values <1) was observed mainly in the group of physically inactive.
Physically active elderly participants were characterized by a lower FM content compared
to inactive group. Significant relationships were found between FM and the number of T
lymphocytes, expressed by the Spearman correlation coefficient (FM/CD4'rs= 0.491,
p<0.05 and FM/CD4*CD45RO"rs = 0.636, p<0.01) in the group of physically inactive
seniors. Due to the fact that 93% of elderly were seropositive CMV the relationship between
CMV infection and changes in the CD4/CD8 ratio has not been established.

Based on a review of the literature and conducted research, it has been showed that
maintaining and lifestyle exercise strengthens the immune system by increasing the
percentage of naive T lymphocytes, and the assessment of the changes in the number of
CD4* T helper lymphocytes to cytotoxic CD8* lymphocytes observed with age may be
important in forecasting the occurrence of metabolic disorders or the intensification of

symptoms of comorbidities.
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|. Wstep uzasadniajacy polaczenie wskazanych publikacji w jeden
cykl

Publikacja 1; Tylutka A, Zembron-Lacny A. Immunological aging and clinical
consequences.  Postepy Hig Med. Dosw  2020; 74:  260-271.
doi:10.5604/01.3001.0014.3054

Starzenie si¢ (ang. senescence) jest zlozonym procesem fizjologicznym
obejmujgcym zmiany liczby, struktury i funkcji komorek oraz macierzy pozakomorkowej, i
w efekcie prowadzi do pogorszenia sprawnosci czynnos$ciowej tkanek i narzadow. Jedna z
teorii starzenia zaktada, ze komorki przestaja si¢ dzielic z powodu tzw. starzenia
replikacyjnego, ktore jest wynikiem skracania telomerow. Komorki moga rowniez ulegac
starzeniu niereplikacyjnemu, na skutek zaburzen mechanizméw epigenetycznych
(acetylacji, metylacji, deacetylacji, ubikwitynacji), uposledzenia zdolnosci naprawy DNA,
mutacji somatycznych, uszkodzen wywotanych przez reaktywne formy tlenu i azotu oraz
nagromadzenia zmienionych strukturalnie biatek z powodu obnizenia aktywnosci
proteasoméw [Gala i wsp. 2010]. W latach 60-tych amerykanski gerontolog Roy Walford
wprowadzit termin starzenie immunologiczne (ang. immunosenescence), opierajac si¢ na
pewnego rodzaju paradoksie obserwowanym u starszych osob tj. nasileniu autoimmunizacji
i uogolnionego stanu zapalnego z jednoczesnym deficytem immunologicznym. Pdzniejsze
badania kliniczne potwierdzity stusznos¢ koncepcji Walforda, ze proces starzenia jest
wynikiem zmian we wlasciwosciach komorek immunologicznych i nieprawidtowo
zachodzacych procesow odpornosciowych (tab. 1) [Drela 2014, Fuentes i wsp. 2017,
Tylutka i Zembron-Lacny 2020, Tylutka i wsp. PZWL 2021].
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Tabela. 1. Zmiany we wiasciwosciach komorek immunologicznych obserwowane u 0sob starszych [Drela
2014, Tylutka i Zembron-Lacny 2020].

TYP KOMOREK | OBSERWOWANE ZMIANY Z WIEKIEM

zmniejszanie populacji komorek dziewiczych CD45RA CCR7*

wzrost populacji limfocytow pamieci CD45RO CCRT

Limfocyty T ograniczenie réznorodnosci receptorow dla antygenow tzw. repertuar TCR
(ang. T cells receptor)

zwigkszone uwalnianie cytokin prozapalnych

zmniejszenie liczby komorek dziewiczych

wzrost subpopulacji komérek pamigci

wzrost liczby limfocytéw B-1 CD5" wytwarzajacych autoprzeciwciata
zaburzona interakcja miedzy limfocytami T i B - zmniejszenie réznorodnosci
przeciwcial

zaburzona reearanzacja genow przeciwciat

Limfocyty B

liczba komoérek zwickszona lub bez zmian

zahamowanie prezentacji antygenow i syntezy MHC typu Il

Komorki NK (ang. major histocompatibility complex)

hamowanie syntezy czasteczek kostymulujacych

zahamowanie chemotaksji i endocytozy, produkcji reaktywnych form tlenu

Najwazniejszymi cechami immunosenescencji jest obnizenie liczby dziewiczych
limfocytow T, limfocytow B i zmniejszenie réznorodnosci wystgpujacych na ich
powierzchni receptoréow. Skutkuje to stabszg odpowiedzig immunologiczng, obnizeniem
miana produkowanych przeciwcial i wytwarzania interferonow przez plazmacytoidalne
komorki dendrytyczne. Doprowadza to do ostabienia odpornosci na zakazenia Wirusowe i
bakteryjne oraz do zwickszonego wytwarzania mediatorow reakcji zapalnej i statg
obecnoscia stanu zapalnego u starszych osob (ang. inflamm-aging) [Murray i Chotirmall
2015, Panda i wsp. 2010]. Z wiekiem nie zaobserwowano zmian catkowitej liczby komorek
nalezacych do odporno$ci nieswoistej, jak neutrofile, monocyty/makrofagi, ale wykazano
zmniejszong réznorodno$¢ W ich subpopulacjach i wrazliwo$¢ na apoptoze oraz spadek
aktywnosci chemotaktycznej i fagocytarnej m.in. poprzez redukcj¢ generacji tlenku azotu
(NO) i nadtlenoazotynu (ONOQO"). Wykazano wzrost liczby komorek NK, ale ostabienie ich
cytotoksycznej aktywnosci poprzez obnizone wytwarzanie proteaz serynowych, jak
perforyny i granzymy. Skutkuje to obnizeniem zdolnos$ci naciekania przez neutrofile i
makrofagi uszkodzonej tkanki i wydtuzeniem czasu gojenia, zwigkszonym ryzykiem
infekcyjnych powiktan urazow, zaostrzeniem objawoéw chorob przewlektych oraz
niedostateczng reakcja na obecno$¢ komorek nowotworowych [Drela 2014, Inoue i wsp.
2018, Tylutka i Zembron-Lacny 2020].
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Uktad odpornosciowy 0sob starszych ma zmniejszong zdolno$¢ do nabytych
odpowiedzi immunologicznych oraz predyspozycje prozapalng i autoimmunologiczng. W
konsekwencji osoby starsze maja ostabiong funkcj¢ odpornosciowa, co skutkuje wicksza
podatno$cig na infekcje, obnizong odpowiedzig na szczepienie i reaktywacjg utajonych
infekcji wirusowych. Podczas procesu starzenia si¢ najwigksze zmiany obserwuje si¢ W
adaptacyjnym uktadzie immunologicznym zwtaszcza w limfocytach T [Shirakawa i wsp.
2021]. Widoczne wraz z wiekiem dysproporcje w populacji limfocytow T sa konsekwencja
zmniejszenia obj¢tosci grasicy 0 okoto 3% rocznie do wieku $redniego, a nastepnie 0 <1%
rocznie przez reszte zycia [Santoro i wsp. 2021]. Zmniejszona proliferacja i roznicowanie
tymocytow wynikaja z obnizenia produkcji komoérek nabtonka grasicy (ang. thymic
epithelial cells, TEC), czynnikow grasiczo-hormonalnych, jak tymozyny czy tymopoetyny.
Utrata wspomnianych komorek zastepowana jest z czasem tkankg thuszczowa [Palmer i wsp
2013, Tylutka i Zembron-Lacny i wsp. 2020]. W miar¢ postepowania procesu inwolucji
grasicy zmniejsza si¢ liczba limfocytow T dziewiczych - komoérek zdolnych do rozpoznania
I zapamigtania informacji o nowym antygenie, a rosnie liczba krazacych komorek T pamigci.
W efekcie nastepuje spowolnienie odpowiedzi komorkowej skierowanej przeciwko nowym
antygenom, a takze znaczne ograniczenie odpowiedzi humoralnej i komorkowej, co moze
tlumaczy¢ wysokg $miertelno$¢ 0sob starszych w wyniku zarazenia wirusem SARS-CoV2
(ang. severe acute respiratory syndrom coronaviruses 2) [Hu i wsp. 2020].

Nastepstwem doktadnego poznania zaleznosci miedzy starzeniem si¢ organizmu a
wlasciwosciami ~ komorek  immunologicznych  jest  wprowadzanie  prewencji
gerontologicznej obejmujgcej modyfikacje diety (poprzez zwigkszenie spozycia sktadnikow
0 wysokim indeksie przeciwzapalnym lub wysokim potencjale antyoksydacyjnym),
codziennej aktywnos$ci fizycznej wykonywanej w $rodowisku 0 niskiej zawartosci
immunotoksyn (PM10, NO2, SOz, CO i in.) oraz upowszechnienie szczepien przeciw
Influenza  virus, Streptococcus pneumoniae | SARS-CoV-2 uwzgledniajgcych
immunosenescencj¢ i zapewniajacych pelng odporno$¢ przeciw grypie, zapaleniu ptuc i
COVID-19 [Corley i wsp. 2019, Lee i wsp. 2019, Simoni i wsp. 2015, Tylutka i Zembron-
Lacny 2020, Wawrzyniak-Gramacka i wsp. 2021].
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Il. Zalozenia i cel pracy

Od wielu lat na podstawie analizy wskaznikow immunologicznych lub zapalenia
oraz czestoSci zakazen przede wszystkim wirusem cytomegalii (cytomegalovirus CMV),
podejmowane sg proby opracowania profilu odpornosciowego ryzyka (IRP) okreslajacego
potencjalne tempo starzenia si¢ uktadu immunologicznego, a tym samym calego organizmu.
Pierwsze obserwacje w latach 90-tych przeprowadzili Szwedzi (projekt OCTO/NONA,
populacja Jonkoping), ktorzy wykazali, ze IRP wyrazony stosunkiem liczby limfocytow T
pomocniczych CD4" do limfocytow T cytotoksycznych CD8* we krwi obwodowej <1 byt
zwigzany Z wyzszg $miertelnoscig uczestnikow projektu w ciagu kolejnych lat obserwacji
[Wikby i wsp. 2002, Wikby i wsp. 2005, Wikby i wsp. 2006]. Badania byty kontynuowane
przez Holendréw (projekt 85-Plus, populacja Leiden) i Belgow (projekt BELFRAIL,
populacja Flandrii), ktorych obserwacje jedynie czesciowo byly poréownywalne (tab. 2).
Pawelec [2019] wyjasnil, Zze moze to wynikaé z réznic srodowiskowych oraz stylu zycia
badanej populacji obejmujacej jakos¢ diety i aktywnos¢ fizyczng [Pawelec 2019, Tylutka i
Zembron-Lacny 2020].

Tabela 2. Zmiany profilu odporno$ciowego ryzyka zwigzanego ze $miertelnoscig obserwowanych populacji w
projektach OCTO/NONA, 85-Plus, BELFRAIL [Pawelec 2019, Tylutka i Zembron-Lacny 2020].

PROJEKT WYNIKI

OCTO/NONA stosunek limfocytow CD4 do CD8 < 1

czynniki zwigkszajace umieralno$¢ w okresie 2, 4 i 6 lat | obnizona proliferacja w odpowiedzi na mitogeny
(kobiety i mezczyzni) kumulacja komérek o fenotypie CD27-CD28 CD8*T

obecnos¢ przeciwciat przeciw CMV
zwiekszona liczba neutrofilii

85-Plus kumulacja komoérek o fenotypie CD28° CD8*T w
czynniki pozytywnie zwigzane z 8-letnig odpowiedzi na antygeny CMV

przezywalnoscig w wieku 89 lat (kobiety i mezczyzni)
akumulacja komoérek T CD4 o fenotypie podobnym do
komorek T regulatorowych

BELFRAIL

czynniki pozytywnie zwigzane z 3-letnig stosunek limfocytow CD4 do CD8 <1
przezywalnoscia w wieku 85 lat (kobiety) obecno$¢ przeciwcial przeciw CMV
czynniki negatywnie zwiazane z 3-letnig stosunek limfocytow CD4 do CD8 >5
przezywalnoscia w wieku 85 lat (kobiety) kumulacja dziewiczych limfocytow T CD4

brak przeciwciatl przeciw CMV

Czynnikami, ktore silnie wptywajg na IRP jest aktywnos¢ fizyczna i sktad masy
ciata, a doktadnie zawarto$¢ tkanki ttuszczowej (ang. fat mass, FM). Wykazano, ze

dramatyczny spadek aktywnosci fizycznej z jednoczesnym wzrostem FM u osob w
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podesztym wieku zwigksza udzial procentowy limfocytéw T CD3"CD4" oraz obniza udziat
procentowy limfocytow CD3*CD8" i cytotoksyczno$¢é komorek NK, co stwarza ryzyko
choréb zakaznych i nowotworéw [O’Rourke i wsp. 2005, O’Shea i wsp. 2010]. Badania
Lyncha i wsp. [2009] dotyczace zmian w subpopulacji limfocytow T miedzy osobami
otytlymi i metabolicznie chorymi a otytymi i metabolicznie zdrowymi pokazaty niski udziat
procentowy limfocytow cytotoksycznych CD8" i komoérek NK u pacjentéw otytych i
metabolicznie chorych.

Glownym zalozeniem prac skladajacych sie na rozprawe doktorska bylo
dokonanie przegladu literatury na temat starzenia si¢ ukladu odpornosciowego i metod
przeciwdzialania immunosenescencji, a nastepnie ocena wplywu aktywnego stylu zycia
(ang. lifestyle exercise) na profil odpornosciowego ryzyka wyrazonego stosunkiem
liczby limfocytow T CD4* do limfocytéow T CD8* oraz analiza odsetka limfocytow T
dziewiczych i limfocytéw T pamigci z uwzglednieniem seropozytywnosci wobec wirusa

CMV i zawartosci tkanki tluszczowej.
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I11.Badania eksperymentalne z grupg kontrolng

Publikacja 2; Tylutka A, Morawin B, Gramacki A, Zembron-Lacny A. Lifestyle
exercise attenuates immunosenescence; flow cytometry analysis. BMC Geriatr 2021;
21: 200. doi: 10.1186/s12877-021-02128-7.

Podstawowsa funkcja uktadu immunologicznego jest zapewnienie integralnosci
organizmu w warunkach statej ekspozycji na antygeny wewnatrz- i zewnatrzpochodne.
Zakazenie wirusem CMV, zaburzenia metaboliczne i choroby degeneracyjne oraz czynniki
srodowiskowe, jak zanieczyszczenie srodowiska, jako$¢ diety i aktywno$¢ fizyczna moga
wplywa¢ na profil odpornosciowego ryzyka przyspieszajac lub spowalniajgc starzenie
uktadu immunologicznego, a w konsekwencji starzenie si¢ catego organizmu. Jednymi z
wielu proponowanych markerow natezenia immunosenescencji sg: liczba dziewiczych
limfocytow B, immunofenotyp limfocytow T i stosunek komorek CD4/CD8, st¢zenie biatka
C-reaktywnego i cytokin prozapalnych, zdolno$¢ prezentacji antygenoéw przez komorki
dendrytyczne, liczba komorek NK z jednoczesnym okresleniem ich aktywnosci
cytotoksycznej, aktywnos¢ fagocytarna neutrofili, dlugos¢ telomerow w komoérkach
immunologicznych [Fiilop i wsp. 2018, Lara i wsp. 2015, Tylutka i Zembron-Lacny 2020].

Z wielu badan wynika, ze utrzymywanie regularnej aktywnosci fizycznej przez osoby
starsze jest jednym z wazniejszych czynnikow tagodzacych wptyw wieku i umozliwiajacych
pomyslne starzenie si¢ (ang. successful ageing). Korzysci wynikajace z aktywnoS$ci
fizycznej podejmowanej przez osoby starsze sg znacznie mniej udokumentowane niz efekty
zdrowotne ¢wiczen fizycznych czy programow treningowych realizowanych przez osoby
miode [Tylutka i wsp. 2021]. Z badan przeprowadzonych do tej pory wynika, ze regularna
aktywnos$¢ fizyczna wigze si¢ z obnizeniem Stanu zapalnego oraz zwigkszeniem zdolnos$ci
antyoksydacyjnej i przeciwzapalnej organizmu [Gleeson i wsp. 2011, Zembron-Lacny i wsp.
2016, Zembron-Lacny i wsp. 2019], poprawa odpowiedzi chemotaktycznej neutrofili
[Bartlett i wsp. 2016], zwigkszeniem proliferacji limfocytow T i cytotoksycznosci komorek
NK [Woods i wsp. 1999] oraz odpowiedzi poszczepiennej [Kohut i wsp. 2005]. Brak
natomiast badan ujawniajacych koniecznos¢ utrzymywania aktywnosci fizycznej we
wszystkich okresach rozwoju, aby ostabi¢ objawy immunosenescencji i zapewni¢ pomysine

starzenie sig.

1. Material i metody

1.1.Charakterystyka badanej grupy
Rekrutacja objeta 99 stuchaczy Uniwersytetu Trzeciego Wieku (UTW) w wieku od
60 do 90 lat. Na podstawie wywiadu lekarskiego z udziatlu w badaniach wykluczono osoby
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z ostrymi i przewleklymi chorobami zakaznymi i onkologicznymi, chorobami sercowo-
naczyniowymi oraz neurologicznymi, a takze z wszczepionym stymulatorem serca. W
trakcie trwania projektu z udzialu wytaczono osoby hospitalizowane (n=5), z powaznym
urazem kolana (n=3), z wysokim cisnieniem tetniczym 180/110 mmHg (n=26) i
przezigbieniem (n=11). Ostatecznie w badaniu wzi¢to udziat 54 stuchaczy UTW w wieku
71,4 +5,8 lat (kobiety n=47, m¢zczyzni n=7), ktore zgodnie z definicjg Gearda i wsp. [2020]
reprezentowaly pomyslne starzenie si¢. Uczestnikow badan podzielono na dwie grupy -
aktywna i nieaktywna fizycznie (tab. 3) - na podstawie wyniku testu marszowego (ang. 6-
minute walking test, 6MWT) i badan wydolnosci fizycznej (test Astranda-Ryhming)
[Middleton i wsp. 2015, Astranda i Ryhming 1956]. Projekt uzyskat zgode Komisji
Bioetycznej (uchwata KB nr 01/66/2017, nr 21/103/2018). Wszyscy uczestnicy wyrazili

pisemng zgode na udziat w badaniach.

Tabela 3. Pomiary antropometryczne i poziom aktywnosci fizycznej (x = SD).

. . , Aktywni vs. i
Aﬁiygﬁm NIEﬁl:(;)E)WnI Ni%altflye"l"”i
Wiek [lata] 70,2+5,8 735+54 <0,05 0,008
Masa ciala [kg] 69,8 +11,8 67,1+11,3 0,567 0,000
Wysokos¢ ciata [cm] 160,3+ 6,0 159,7+7,2 0,573 0,040
BMI [kg/m?] 27,1+ 3,6 26,3+4,1 0,529 0,006
FM [kg] 24,1+58 22,0+£5,9 0,268 0,004
FM% 34,3+£4,7 32,7+6,2 0,348 0,006
FFM [kg] 45777 451+8,7 0,622 0,012
Cisnienie skurczowe [mmHg] 145,1+ 19,2 151,3+ 20,9 0,264 0,017
Cis$nienie rozkurczowe [mmHg] 81,2+11,6 79,2+12,9 0,602 0,004
6MWT [m] 527 +52 388+59 <0,001 0,662
Predkosé chodu [m/s] 15+0,1 1,0+0,1 <0,001 0,662
VO:2max [mL/kg/min] 35,8+5,7 32,8+4,0 0,131 0,060

BMI wskaznik masy ciata, FM tluszczowa masa ciata, FFM beztluszczowa masa ciata, 6BMWT 6-minutowy
test marszowy, VOzmax maksymalny pobor tlenu

1.2.Analiza skladu ciala

Analize sktadu ciata wykonano nicinwazyjng metoda impedancji bioelektrycznej
(ang. bioelectrical impedance analysis, BIA) za pomocag analizatora Tanita Body
Composition Analyser MC-980 (Japonia). Pomiaréw dokonywano dwukrotnie w pozycji
pionowej, na czczo w godzinach rannych miedzy 7:00 a 9:00 przed pobraniem krwi.

Powtarzalno$¢ pomiarow wyniosta 98%.
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1.3.0cena sprawnosci funkcjonalnej i poziomu wydolnosci fizycznej

Ocena funkcjonalnej sprawnosci zostata przeprowadzona za pomoca 6-minutowego
testu marszowego (ang. 6-minute walk test, BMWT), ktory wykonano zgodnie z wytycznymi
Europejskiego  Towarzystwa Choréb Pluc (European Respiratory Society) i
Amerykanskiego Towarzystwa Klatki Piersiowej (American Thoracic Society) [Holland i
wsp. 2014]. Na podstawie catkowitej dlugosci pokonanego dystansu obliczono predkos¢

chodu uczestnikow wedtug wzoru:
predkos¢ chodu (ang. gait speed) (m/s) = catkowita pokonana odlegtos¢ (m)/360 (s).

Pomiar maksymalnego poboru tlenu (ang. maximal oxygen consumption, VO2max)
przeprowadzono za pomocg 6-minutowego submaksymalnego testu wysitkowego
opracowanego przez Astranda i Ryhming [1956], jako posrednia metoda wyznaczania
wartosci VO2max u 0sob starszych. Test przeprowadzono z wykorzystaniem ergometru
rowerowego eBike GE Healthere (Niemcy) i analizatora cisnienia krwi firmy GE Healthere
(Niemcy). Wartos¢ VO2max obliczono na podstawie czestosci skurczow tetna i wielkosci
wykonywanej pracy na ergometrze rowerowym. Uczestnicy badania 15 minut przed

rozpoczeciem testu nie podejmowali zadnej aktywnosci fizycznej.

Na podstawie warto$ci referencyjnych predkosci chodu w 6MWT zaproponowanych
przez Middleton i wsp. [2015] oraz wartosci referencyjnych VO.max zaproponowanych
przez Astranda i Ryhming [1956], uczestnikow badania podzielono na dwie grupy —
aktywna i nieaktywna fizycznie. Do grupy aktywnej fizycznie wtaczono 34 osoby w wieku
70,2 + 5,8 lat, ktorych predkos¢ chodu wynosita od 1,3 do 1,8 m/s i maksymalny poziom
pobierania tlenu (ang. maximal oxygen consumption, VO2max) wynosit >35 mL/kg/min. Do
grupy nieaktywnej fizycznie wiaczono 20 0sob w wieku 73,5 + 5,4 lat, ktorzy osiggneli
predkos¢ chodu <1,3 m/s i warto$¢ VO2max byta <35 mL/kg/min.

1.4.Analizy laboratoryjne

Badania wykonano w krwi pobranej z zyly tokciowej przy uzyciu probowek S-
Monovette EDTA-K> (Sartedt, Austria) - do analizy cytometrii przeptywowej i morfologii
oraz probowek S-Monovette - serum (Sartedt, Austria) - do oznaczen biochemicznych i
immunologicznych. Peing krew pobrang na antykoagulant EDTA-K> przeznaczono do
oznaczen natychmiast po pobraniu. Surowicg otrzymywano przez 10-minutowe wirowanie

z predkoscig 3000 x g i przechowywano w temp. -80°C do czasu wykonania oznaczen.
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Immunofenotypowanie limfocytow T wykonano za pomocg zestawu CyLyse firmy
Sysmex Partec (Niemcy) oraz 8-parametrowego cytometru przeptywowego CyFlow Space
Sorter firmy Sysmex Partec (Niemcy). Pelng krew o objetosci 100 pulL zmieszano z
przeciwciatami monoklonalnymi wyznakowanymi fluorochromami (CD8 APC, CD4 FITC,
CD45 RA Pacific Blue™ CD45RO PE) i inkubowano w temperaturze pokojowej, w
ciemnosci, przez 15 minut. Nastepnie dodano 100 pL odczynnika do utrwalenia leukocytow
(ang. leukocyte fixation reagent A) i ponownie inkubowano przez 10 minut w tych samych
warunkach. W ostatnim etapie przygotowania probki, dodano 2,5 mL odczynnika lizujacego
erytrocyty (ang. erythrocytes lysing reagent B) i inkubowano przez 20 minut w warunkach
jak opisano wyzej. Po zakonczeniu inkubacji wykonano analiz¢ cytometryczng. Limfocyty
T pomocnicze i cytotoksyczne bramkowano przy uzyciu antygenow powierzchniowych
CD4" i CD8" wyrazonych jako procent zbramkowanych limfocytow T. Oceng limfocytow
T dziewiczych i limfocytow T pamieci wykonano za pomocg antygenoéw roznicowania
powierzchniowego CD45RA" i CD45RO". Stosunek limfocytow T dziewiczych do
limfocytow T pamigci w populacji CD4" i CD8" (CD4CD45RA/CD4CD45R0 oraz
CD8CD45RA/CD8CD45R0) wyliczono wedlug wzoru zaproponowanego przez Hanga i
wsp. [2019]. Profil odpornosciowego ryzyka wyrazony stosunkiem liczby limfocytow T
CD4" do limfocytow T CD8" poréwnano do wartosci referencyjnych zaproponowanych
przez McBride i Striker [2017] oraz Strindhall i wsp. [2013] Autorzy przyjeli CD4/CD8
migdzy >1 a < 2,5 jako wartosci prawidtowe, natomiast <1 lub >2,5 (tzw. odwrocony jak i
podwyzszony stosunek CD4/CD8) za fenotyp ryzyka immunologicznego [Strindhall i wsp.
2013].

Poziom przeciwcial IgG CMV okreslono przy uzyciu testu immunoenzymatycznego
firmy DRG International (USA). Seronegatywnos¢ wobec CMV (IgG CMV") zgodnie z
metodyka testu wynosita <9 DU/mL, a seropozytywnos¢ wobec CMV (IgG CMV™) >11
DU/mL. Wspoétczynnik zmienno$ci wewnatrztestowej (ang. intra-assay CV) stosowanego
testu ELISA wynosi 7,75%, migedzytestowy wspotczynnik zmiennosci (ang. inter-assay CV)
wynosi 11,45%.

Do oceny parametrow krwi obwodowej, w tym: liczby krwinek biatych (ang. white
blood cells, WBC), granulocytow (ang. granulocytes, GRA), limfocytow (ang. lymphocytes,
LYM) i krwinek czerwonych (ang. red blood cell, RBC), st¢zenia hemoglobiny (ang.
haemoglobin, Hb), wartosci hematokrytu (ang. haematocrit, HCT), s$redniej objetosci
krwinki czerwonej (ang. mean corpuscular volume, MCV), sredniej masy hemoglobiny w

krwince czerwonej (ang. mean corpuscular hemoglobin, MCH), $redniego st¢zenia
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hemoglobiny w krwince (ang. mean haemglobin concentration, MCHC) oraz liczby ptytek
krwi (ang. platelets, PLT) wykorzystano automatyczny 3 diff’owy analizator BM HEM3

Biomaxima (Polska).

Ste¢zenie cholesterolu catkowitego (ang. total cholesterol, TC), trojglicerydow (ang.
triglycerides, TG), lipoprotein o niskiej (ang. low density lipoprotein, LDL) i wysokiej
gestosci (ang. high density lipoprotein, HDL) oznaczono z wykorzystaniem analizatora
biochemicznego BM200 Biomaxima (Polska). Cholesterol nie-HDL (ang. non cholesterol
HDL) obliczono wedtug wzoru: nie-HDL=TC-HDL. Biatko ostrej fazy (ang. C reactive
protein, CRP) oznaczono za pomocg testu o wysokiej czutosci w dwoch powtorzeniach z
wykorzystaniem zestawu imunoenzymatycznego DRG International (USA) z granicg
czutosci 0,001 mg/L. Wspodtczynnik CV stosowanego testu ELISA wynosi 4,44%,
miedzytestowy CV wynosi 3,28%. Stezenie glukozy w surowicy krwi oznaczono przy

uzyciu mobilnego spektrofotometru DP 310 Vario Il (Niemcy).

1.5.Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonano z wykorzystaniem srodowiska R wersja 3.6.1 [R
Core Team 2020]. Zatozenia do zastosowania testow parametrycznych lub
nieparametrycznych sprawdzono za pomoca testu Shapiro-Wilka do oceny normalnosci
rozktadow i Levene’a do oceny jednorodnosci wariancji. Do testowania istotnosci pomigdzy
grupami (aktywni vs. nieaktywni fizycznie) zastosowano jednoczynnikowg analize
wariancji (ANOVA). W przypadku naruszenia zalozen normalno$ci i jednorodno$ci
zastosowano nieparametryczny test Manna-Whitneya. Dodatkowo jako miarg sity efektu
okreslono eta-kwadrat (#%). Wartosci 52 pomiedzy 0 oraz 0,01 wskazuja na brak efektu,
0,01< 52<0,06 wskazuje na minimalny efekt, 0,06< #%<0,14 wskazuje na umiarkowany efekt
wptywu, #° >0,14 wskazuje na silny wptyw badanego czynnika na wynik w grupie [Cohen
I wsp. 1988, Miles i wsp. 2001]. Do oceny zaleznosci migdzy elementami sktadu ciata a
liczbg komorek T zastosowano analize korelacji Spearmana (rs wspotczynnik korelacji
Spearmana). Za statystycznie istotng roznic¢ pomigdzy $rednimi przyjeto poziom p<0,05.
Wyniki badan przedstawiono za pomoca sredniej arytmetycznej i odchylenia standardowego
(x = SD).

2. Wyniki badan

2.1.Analiza skladu ciala
Warto$¢ BMI wyniosta w grupie aktywnej fizycznie od 19,4 do 35,0 kg/m? i nie

roznita sie¢ istotnie od wartosci obserwowanych w grupie nieaktywnej fizycznie (od 19,0 do
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37,0 kg/m?). Osoby otyte (BMI >30 kg/m?) stanowity 20% w obu grupach. Miedzy BMI a
FM wykazano wysoka korelacj¢ w grupie aktywnej (rs=0,806, p<0,001) i nieaktywnej
fizycznie (rs=0,783, p<0,001). W grupie nieaktywnych senioréw wykazano takze istotne
zalezno$ci miedzy FM a liczbg limfocytow T CD4* (rs=0,491, p<0,05) oraz migedzy FM a
liczbg limfocytow T CD4*CD45R0O" (rs=0,636, p<0,01). Zaobserwowane wysokie warto$ci
wspotczynnikow korelacji wskazujg na zwigzek zawartosci tkanki thuszczowej ze zmianami
liczby limfocytow T pomocniczych oraz limfocytow T pamigci, i S3 zgodne z obserwacjami
dokonanymi przez van der Weerd i wsp. [2012]. Autorzy wykazali istotnie wyzszg liczbe
limfocytow T CD4" u osob otytych. Podobnie, Womack i wsp. [2007] zaobserwowali
wyzsza liczbe limfocytow T CD4" i CD8" i zwigkszong pule limfocytow T u otytych
afrykanskich kobiet. Natomiast, Tanaka i wsp. [2001] wykazali zmniejszenie populacji
limfocytow T CD4* i CD8" we krwi obwodowej otylych w poréwnaniu do nieotytych
uczestnikow badania. Powodem rozbiezno$ci pomiedzy przedstawionymi obserwacjami

moze by¢ zroznicowanie pici i wieku badanych oraz niska liczebno$¢ grup.

2.2.0cena sprawnosci funkcjonalnej i poziomu wydolnosci fizycznej

Uczestnicy badan reprezentujacy Wwysoki poziom sprawnosci funkcjonalnej
(predkos¢ chodu migdzy 1,3-1,8 m/s i poziom VO;max >35 mL/kg/min) charakteryzowali
sie wyzszg warto$cig odsetka populacji limfocytow T CD4'CD45RA* i wyzszym
stosunkiem CD4CD45RA/CD4CD45R0O w porownaniu do grupy nieaktywnej fizycznie.
Osoby poruszajace si¢ z predkoscig <1,3 m/s i wartoscig VOmax <35 mL/kg/min
wykazywaty zardwno wyzszy odsetek limfocytow T CD4"CD45R0O", jak i limfocytow T
CD8'CD45R0", co nie wptynelo na stosunek CD4CD45RA/CD4CD45RO. Podobnych
obserwacji dokonali Spielmann i wsp. [2011] u osob starszych z wysokimi wartosciami
VO2max 47,3 + 0,9 mL/kg/min, ktorzy charakteryzowali si¢ mniejsza liczbg starzejacych
sie limfocytow T o fenotypie CD28'CD57", CD4" i CD8" i wiekszg liczba dziewiczych
komorek T CD8" w poréwnaniu do 0sob z VOzmax 43 + 0,6 ml/kg/min. Apostolopoulus i
wsp. [2014] w badaniu obejmujacym 17 013 osob w wieku powyzej 12 lat wykazali, ze
osoby nieaktywne fizyczne przez wigkszos¢ swojego zycia sg do 50% bardziej narazone na
przedwczesng $mieré W poréwnaniu do 0séb starszych podejmujacych aktywno$¢ fizyczng
nawet o niskiej lub umiarkowanej intensywnosci. Wedtug Wen i wsp. [2011] 15 minut
dziennie (lub 90 minut w tygodniu) dynamicznego marszu z predkoscig chodu 1,34 m/s

istotnie redukuje $miertelno$¢ | wydtuza oczekiwang dtugo$¢ zycia.
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2.3.Analiza immunofenotypowa limfocytow T

Analiza immunofenotypowa limfocytéw T u osob aktywnych fizycznie pokazata
zmniejszony odsetek limfocytow T CD4*CD45R0O" i CD8*CD45RO" (ryc. 1D i ryc. 1F), a
takze limfocytow T cytotoksycznych CD8™ (ryc. 1B). W tej samej grupie stwierdzono takze
istotnie wyzszy odsetek CD4*CD45RA" (ryc. 1C) i stosunek CD4A4CD45RA/CD4CD45R0O
(ryc. 1H). Warto$¢ 52 wskazuje na silny wptyw éwiczen zwigzanych ze stylem zycia odsetek
limfocytow T CD4"CD45RA" jak i na stosunek CD4/CD45RA/CD4CD45R0O. Wedtug
Weyh i wsp. [2020] odmtodzenie uktadu odpornosciowego u 0sob aktywnych moze wigzaé
si¢ ze wzrostem IL-15 aktywujacej limfocyty T dziewicze. W przypadku analizy profilu
odporno$ciowego ryzyka IRP wyrazonego stosunkiem liczby limfocytoéw pomocniczych
CD4" do cytotoksycznych CD8" zaohserwowano roznice pomigdzy grupami. Okoto 60%
aktywnych fizycznie seniorow charakteryzowato si¢ CD4/CD8 w przedziale warto$ci
referencyjnych migdzy >1 a <2,5, co klasyfikuje t¢ grupe jako reprezentantow pomyslnego
starzenia si¢. Stosunek CD4/CD8 <1 zaobserwowano jedynie u 3% aktywnych fizycznie.
Natomiast w grupie nieaktywnych fizycznie, 45% badanych wykazywato CD4/CD8 w
przedziale wartosci referencyjnych >1 a <2,5, 40% wykazywato CD4/CD8 >2,5, a 15%
wykazywato CD4/CD8 <1.

Zaobserwowano wyrazny zwigzek zawartosci tkanki tluszczowej z IRP w obu
grupach badanych. Osoby aktywne z prawidtowym BMI charakteryzowaly si¢ stosunkiem
CD4/CD8 w przedziale wartosci referencyjnej migdzy >1 a <2,5, natomiast z nadwaga
wykazywaty CD4/CD8 >2,5. Wérod nieaktywnych fizycznie 30% o0sob miato nadwage i
charakteryzowato si¢ odwroconym stosunkiem CD4/CD8 <1, natomiast 67% nieaktywnych
Z otyloscig wykazywato CD4/CD8 >2,5 (tab. 4).
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Rycina 1. Zmiany w odsetku CD4* (A) i CD8" T limfocytow (B) CD4*CD45RA* T limfocytow (C)
CD4*CD45R0O* T limfocytow (D), CD8*CD45RA* T limfocytow (E) i CD8*CD45RO* T limfocytow (F) oraz
migdzy stosunkami CD4/CD8 (G) CD4CD45RA/CD4ACD45R0O (H) and CD8CD45RA/CD8CD45R0O (1)
pomiedzy aktywnymi a nieaktywnymi starszymi osobami.

Tabela 4. Zmiany stosunku CD4/CD8 w zaleznosci 0d warto$ci wskaznika masy ciata (BMI).

Aktywni Nieaktywni
n=34 n=20
CD4/CD8 <1 >1la<25 >2,5 <1 2las25 >25
Prawidlowa masa ciala 0% 60% 40% 10% 60% 30%
BMI 18,5-24,9 kg/m?
Nadwaga 0 0 0 9 9 9
BMI 25,0-29,9 kg/m? 0% 53% 47% 28,6% 28,6% 42,8%
Otyltosé 14,3% 57,1% 28,6% 0% 33,3% 66,7%

BMI >30 kg/m?

2.4.Status 1gG CMV a zmiany w subpopulacjach komérek immunologicznych

W grupie aktywnych fizycznie, 88% badanych byto seropozytywnych wobec CMV
(IgG CMV™ 98,1 + 21,21 DU/mL). W grupie nieaktywnej fizycznie 100% badanych byto
seropozytywnych wobec CMV (IgG CMV* 92,3 + 22,8 DU/mL). Wystepowanie CMV jest

powszechne. Wedlug autorow, swoiste przeciwciata 1gG skierowane przeciw CMV sa
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wykrywane u 40% do 80% mieszkancow Europy [Gaj i wsp. 2012]. Cytotoksyczna reakcja
niszczenia komorek zainfekowanych CMV podlega restrykcji MHC oraz jest regulowana
poprzez wydzielanie szeregu cytokin [Hansson i wsp. 1989]. Istnieje wiele dowodow na to,
ze wirus CMV odgrywa znaczgcg role W rearanzacji limfocytow T. Pawelec i wsp. [2012]
wykazali, ze infekcja CMV obniza liczbe limfocytow T dziewiczych i zwigksza odsetek
limfocytow T pamigci. Przeprowadzone przez nas badania pokazaty istotne réznice w liczbie
limfocytow T CD4*CD45RA" i migedzy stosunkiem CD4CD45RA/CD4CD45R0 pomigdzy
aktywnymi fizycznie 1gG CMV™ w poréwnaniu do nieaktywnych fizycznie IgG CMV™,
Najwyzszy stosunek CD4/CD8 zaobserwowano w grupie aktywnych seniorow
seronegatywnych wobec CMV w poréownaniu zarowno do grupy aktywnych
seropozytywnych wzgledem CMV, jak i do grupy nieaktywnych seropozytywnych wobec
CMV. (tab. 5). Jednak ze wzglgdu na matg liczebnos¢ seronegatywnych wobec CMV
(aktywni 1gG CMV™ n=4) nie jest mozliwe wyciggni¢cie wiarygodnych wnioskow
dotyczacych zwigzku zakazenia CMV ze zmianami stosunku CD4/CD8 w badanej grupie.

Tabela 5. Zmiany w subpopulacjach limfocytéw T o odpowiedzi na
cytomegalovirus CMV (x + SD).

obecno$¢ przeciwcial przeciw

Bezwzgledna liczba Aktywni . Aktywni i , Nieaktywn+i A!(tywni vs. ,
limfocytéw T [uL] 19G E:MV 19G (EMV p level n IgG E:MV Nieaktywni 7
n=30 n=4 n=20 p level
CD4* 922,4+349,6 569,0+3560 0,067 0,101 846,3+5064 0,258 0,008
CcD8* 4345+226,9 2652+1648 0,198 0,060 446,7+262,7 0,992 0,001
CD4*CD45RA* 189,0+112,8 128,9+120,8 0,337 0,030 108,0+ 88,3 <0,01 0,132
CD4*CD45RO* 518,2+219,5 3195+2210 0,099 0,083 57985688 0,589 0,006
CD8*CD45RA* 2476 +149,7 123,8+103,9 0,118 0,074 230,1+1645 0,536 0,003
CD8*CD45R0O* 192,8+114,3 1452+1371 0,453 0,018 252,7+299,5 0,977 0,020
CD4/CD8 25+1,0 2,8+1,8 0,541 0,012 21+1,0 0,294 0,023
CD4CD45RA/CD4CD45R0O 0,4+0,3 0,4+0,2 0,777 0,000 0,3+0,3 <0,001 0,061
CD8CD45RA/CD8CD45R0 16+1,2 1,0+0,3 0,393 0,038 1617 0,350 0,000

2.5.Analiza morfologii krwi obwodowej

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic pomigdzy limfocytami, %LY M,
%GRA, MCV, MCHC, MCH w grupie 0so6b aktywnych fizycznie w poréwnaniu do
nieaktywnych uczestnikow badania. Jedynie istotne réznice pomiedzy wykazano w

przypadku liczby ptytek krwi. W grupie osob aktywnych wykazano jedynie tendencje do
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wyzszych wartosci parametrow czerwonokrwinkowych takich jak: Hb, RBC i HCT (tab. 6).

Warto$¢ 52 wskazuje na umiarkowany wptyw aktywnego stylu zycia na stezenie Hb.

Tabela 6. Wartosci parametrow hematologicznych w grupie aktywnej i nieaktywnej fizycznie (x+ SD).

Wartosci Aktywni Nieaktywni Aktyl\iv Lvs. )
referencyjne n=34 n=20 Nieaktywni g
p level
WBC [10%uL] 5,0-11,6 6.7+21 6,5+ 2,0 0,740 0,055
Limfocyty [10%/uL] 13-40 23406 224009 0,119 0,002
Granulocyty [10%/uL] 24-76 39+1,6 38+1,4 0,851 0,076
LYM % 19,1-48,5 35576 337490 0,486 0,003
GRA % 436 - 73,4 572492 57,2+ 9,0 0,981 0,000
RBC [10¥uL] " ig > 48403 47403 0,209 0,054
Hb [g/dL] » 1132 ) 1123 13,9+ 0,7 137408 0,513 0,108
HCT [%] M'jgé 271 . 395+20 386424 0,201 0,031
MCV [fL] » %% - 23 81,9430 817426 0,950 0,048
MCH [pg] ,\'fl 222% ) 3:;22% 287413 200411 0,395 0,054
MCHC [g/dL] ,\'fl 3:;21% ) 22% 35108 3554 0,6 0,330 0,018
PLT [10%uL] 150 - 400 270 + 60 236 + 39 <0,01 0,031

WBC liczba biatych krwinek, LYM limfocyty, GRA granulocyty, RBC liczba krwinek czerwonych, Hb
hemoglobina, HCT hematokryt, MCV S$rednia objeto$¢ krwinki czerwonej, MCH s$rednia masa hemoglobiny
w krwince czerwonej, MCHC $rednie stezenie hemoglobiny w krwince czerwonej, PLT liczba ptytek krwi, K
kobiety, M mgzczyzni

2.6.Analiza biochemiczna

Analiza lipidogramu nie wykazata roznic istotnych statystycznie pomiedzy
aktywnymi a nieaktywnymi starszymi osobami. Stezenia powyzej wartosci referencyjnych
(TC >200 mg/dL) zaobserwowano u 87%, co bylo zwigzane z nieprzyjmowaniem przez
badanych lekow hipolipemicznych. Pomiar stezenia CRP jest markerem uogolnionego stanu
zapalnego. Wysokie stezenia CRP >3 mg/L stwierdzono u 25% aktywnych fizycznie i 30%
nieaktywnych fizycznie seniorow (tab. 7). Analiza wielkosci efektu (%) nie wykazata
wplywu aktywnosci fizycznej na stezenie glukozy, elementy profilu lipidow i stgzenie CRP.

Pomimo, ze migdzy grupami nie byto roznic istotnych statystycznie, stezenie CRP ujemnie

26



korelowato z predkosciag chodu (r=-0,350, p<0,05). Potwierdza to obserwacje Gleeson i wsp.

[2011], ze regularna aktywnosc¢ fizyczna obniza ogoélnoustrojowa odpowiedz zapalng.

Tabela 7. Poréwnanie glukozy, profilu lipidowego i biatka CRP mig¢dzy aktywnymi a nieaktywnymi fizycznie
uczestnikami badania (x + SD).

il A Nl "
p level
Glukoza [mg/dL] 60 - 115 98,6 + 17,1 97,6 + 20,3 0,452 0,000
TG [mg/dL] <150 90,2 + 25,7 83,7 + 26,0 0,375 0,000
TC [mg/dL] <200 262,4 £ 52,6 251,3+59,1 0,534 0,013
LDL [mg/dL] <130 147,1+403  149,1+50,8 0,889 0,000
HDL [mg/dL] >60 82,2+ 16,0 81,1+11,8 0,603 0,023
nie-HDL [mg/dL] <130 180,2 + 54,7 170,2 + 65,5 0,599 0,047
CRP [mg/L] 0,068 - 8,2 32+25 28+3,1 0,121 0,004

TG trojglicerydy, TC catkowity cholesterol, LDL lipoproteiny o niskiej gestosci, HDL lipoproteiny o wysokiej
gestosci, CRP biatko C-reaktywne
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V. Podsumowanie i wnioski

Z przegladu literatury dokonanego przez Tylutka i Zembron-Lacny [Immunological
aging and clinical consequences. Postepy Hig Med. Dosw 2020; 74: 260-271.
doi:10.5604/01.3001.0014.3054] wynika, ze ocena zmian subpopulacji limfocytow T, B i
komorek NK we krwi obwodowej 0soéb po 60 roku zycia jest istotna w prognozowaniu
zaburzen metabolicznych lub nasilenia objawoéw chorob wspoétistniejacych. Zakazenie
wirusem cytomegalii CMV oraz czynniki srodowiskowe, jak zanieczyszczenie srodowiska,
jakos¢ diety i aktywnos¢ fizyczna moga wptywaé na profil odpornosciowego ryzyka (ang.
immune risk profile, IRP) przyspieszajac lub spowalniajac starzenie uktadu
immunologicznego, a w konsekwencji starzenie si¢ catego organizmu. IRP moze by¢
wyrazony poprzez pomiar mediatorow zapalenia i/lub stosunku liczby limfocytow T CD4*
do limfocytow T CD8" we krwi obwodowej. Pierwsze obserwacje dokonane w latach 90-
tych pokazaty, ze obnizenie wartosci IRP <1 skutkuje wyzsza $miertelnoscia W ciagu

kolejnych lat obserwaciji.

Analiza wynikéw badan przedstawionych w publikacji Tylutka i wsp. [Lifestyle
exercise attenuates immunosenescence; flow cytometry analysis. BMC Geriatr 2021; 21:
200. doi: 10.1186/s12877-021-02128-7] pokazata, ze:

1. Aktywnos$¢ fizyczna podejmowana przez cate zycie (ang. lifestyle exercise)
spowalnia immunosenescencje, a nawet ,,odmtadza” uktad immunologiczny —
odsetek limfocytéw T dziewiczych o fenotypie CD4'CD45RA" i stosunek
CD4CD45RA/CD4CDA45RO0 byty istotnie wyzsze u aktywnych fizycznie (predkosé
chodu 1,5 + 0,1 m/s) w poréwnaniu do nieaktywnych osob (predkos¢ chodu 1,0 +
0,1 m/s).

2. Aktywny styl zycia istotnie wpltywa na profil odpornosciowego ryzyka IRP
— stosunek CD4/CD8 w przedziale referencyjnym miedzy >1 a <2,5 stwierdzono u
okoto 60% aktywnych fizycznie, podczas gdy odwrocony stosunek CD4/CD8

(wartos$ci <1) obserwowano gtéwnie w grupie nieaktywnych fizycznie senioroéw.

3. Niska aktywno$¢ fizyczna 1 wysoka zawarto$¢ tkanki tluszczowej nasilajg
immunosenescencj¢ i stwarzaja szczegdlne ryzyko zaburzen metabolicznych u oséb
starszych — zawarto$¢ tkanki ttuszczowej wysoko korelowata z liczbg CD4" i

CD4*CD450" w grupie nieaktywnych oséb.
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Starzenie si¢ uktadu odpornosciowego, okre$lane terminem immunosenescencji (immunose-
nescence), jest procesem postepujacym i nieodwracalnym obejmujacym obnizenie liczby dzie-
wiczych limfocytéw T i limfocytéw B, aktywnoéci cytotoksycznej komdrek NK oraz zaburzenia
réwnowagi pro- i przeciwzapalnej poprzez zmiany wytwarzania IL-2, -4, -6, -10, -17, TNF-a,
IFN-y i in. Z wiekiem nasila sie autoimmunizacja i uogélniony stan zapalny z jednoczesnym
deficytem immunologicznym, zwiekszajac podatno$é na choroby infekcyjne, obnizajac re-
aktywno$¢ na szczepienia profilaktyczne, zachorowalno$é na choroby autoimmunologiczne.
Zwieksza sie ryzyko infekeyjnych powiktari urazéw, zaostrzaja sie objawy chordb przewlektych
z niedostateczna reakcja na obecno$é komérek nowotworowych. 0d lat na podstawie analizy
czestotliwoéci zakazeri wirusowych i bakteryjnych, wskaznikéw immunologicznych i zapalenia
podejmowane sg préby opracowania profilu odporno$ciowego ryzyka (immune risk profile,
IRP) oraz skutecznych metod profilaktyki zaburzen funkcji uktadu immunologicznego i prze-
dtuzenia sprawnosci funkcjonalnej oséb starszych.

immunosenescencja - limfocyty T - limfocyty B - komérki NK - profil odpornosciowego ryzyka

Keywords:

Summary

Immunosenescence is defined as the changes in the immune system associated with age.
It is a progressive and irreversible process involving a decrease in the number of naive T
and B cells, NK cells cytotoxic and activity, and disruption of pro and anti-inflammatory
balance by altering the production of IL-2, -4, -6, -10, -10, TNF-a, interferon y and oth-
ers. With age there is an increase in autoimmunity and generalized inflammation with
simultaneous immunodeficiency, which results in greater susceptibility to infectious dis-
eases, a decrease in reactivity to prophylactic vaccinations, the incidence of autoimmune
diseases, and increased risk of infectious injury complications, exacerbation of symptoms
of chronic diseases and an insufficient response to the presence of cells cancer. For years,
based on the analysis of the frequency of viral and bacterial infections, immunological
indicators and inflammation, attempts have been made to develop the immune risk profile
(IRP) and effective methods of preventing disorders of the immune system and prolonging
the functional capacity of the elderly.

immunosenescence « T lymphocytes « B lymphocytes « NK cells - immune risk profile
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AD - choroba Alzheimera (Alzheimer’s disease), AGT1R - receptor angiotensyny |l typu 1 (angio-
tensin Il type 1 receptor), €D - antygen réznicowania powierzchniowego (cluster of differentation),
BCL-2 - rodzina endogennych biatkowych regulatoréw apoptozy (B cell leukemia/lymphoma 2),
CMV - wirus cytomegalii (cytomegalovirus), DN - komorki podwdjnie negatywne (double nega-
tive cells), DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (deoxyribonucleic acid), DP - komérki podwéjnie
pozytywne (double possitive cells), ETP - wczesne komérki pregenitorowe limfocytéw T (earliest
thymic progenitors), HSC - hematopoetyczne komérki macierzyste (hemapoietic stem cell), IFN-y
- interferon gamma (interferon gamma), IL-16, -2, -4, -5, -6, -7 -10, -17,-23 - interleukiny IL-1, -2;
-4,5,-6,-7,-10,-17, 23), IRP - profil odpornosciowego ryzyka (immune risk profile), KIR - immu-
noglobulinopodobny receptor komérki cytotoksycznej (killer cell immunoglobulin-like receptors),
LIR - immunoglubulinopodobne receptory leukocytéw (leukocyte immunoglobulin-like receptor),
mCRP - monomeryczna postac biatka C- reaktywnego (monomeric C-reactive protein), MHC -
gtowny uktad zgodnosci tkankowej (major histocompatibility complex), MIP1a - biatko zapalne
Tamakrofagdéw (macrophage inflammatory protein 1a), MM - szpiczak mnogi (multiple myeloma),
NCR - receptory naturalnej cytotoksycznosci (natural cytotoxicity receptors), nNCRP - natywna
postac biatka C-reaktywnego (native C-reactive protein), NK — komérki naturalni zabdjcy (natural
killer cell), NKG2C - receptor aktywujacy znajdujacy sie na komérkach NK (killer cells lectin-like
receptor C2), NKG2D - receptor aktywujacy znajdujacy sie na komarkach NK (killer cell lectin-like
receptor, subfamily K, member 1), NKp30 - receptor naturalnej cytotoksycznosci o wiasciwosciach
aktywujgcych NKp30 (natural cytotoxicity receptor p30), NKp46 — receptor naturalnej cytotok-
sycznosci o whasciwosciach aktywujacych NKp46 (natural cytotoxicity receptor p46), NO- - tlenek
azotu (nitric oxide), ONOO" - nadtlenoazotyn (peroxinitrite), PBMC- jednojadrzaste komorki krwi
obwodowej (peripheral blood mononuclear cell), PD - choroba Parkinsona (Parkinson's disease),
PGI2 - prostacyklina (prostacyklin), RANTES - chemokina B syntetyzowana przez limfocyty T
(requlated on activation, normal T-cell expressed and secreted), RZS - reumatoidalne zapalenie
stawdw (rheumatoid arthritis), TCM - niespolaryzowane komérki centralnej pamieci limfocytéw T
(central memory T cells), TCR - receptor limfocyta T (T cells receptor), TEC - komorki nablonkowe
grasicy (thymic epithelial cells), TEM - spolaryzowane komorki T z pamiecia efektorowa (effector
memory T cells), TGF-B - transformujacy czynnik wzrostu beta (transforming growth factor ), Th1,
Th2,Th17 - limfocyty T pomocnicze Th1,-2,-17 (T helper cells), TLR - receptory Toll podobne (Toll
like receptor), TNF-a - czynnik martwicy nowotwordw (tumor necrosis factor), Treg — komérki T
regulatorowe (regulatory T cells), VCAM - czasteczka adhezji komérkowej naczyn (vascular cell
adhesion molecule), VLA-4 - antygen 4 powierzchniowy limfocytéw (very late antigen-4).

jac sprawnos$¢ czynno$ciowg tkanek i narzadéw. Jedna

z teorii starzenia zaktada, ze komdrki przestaja sie dzie-

Zjawisko starzenia si¢ populacji to problem demogra-
ficzny dotyczy spoleczeristw Europy, a takze innych
wysoko rozwinietych krajéw §wiata. W ciagu najbliz-
szych trzydziestu lat, liczba oséb mtodych bedzie sie
zmniejszaé, natomiast liczba wymagajacych wspar-
cia i opieki osdb starszych stale rosnaé. Szacuje sie,
ze liczba 0séb powyzej 60. roku zycia podwoi sie z 901
milionéw w 2015 r. do 2,1 miliarda w 2050 r. [59]. Sta-
rzenie sie (senescence) jest ztozonym procesem fizjolo-
gicznym obejmujgcym zmiany liczby, struktury i funkeji
komérek oraz macierzy pozakomérkowej, pogarsza-

li¢ z powodu tzw. starzenia replikacyjnego, ktére jest
wynikiem skracania telomerdéw. Komérki mogg réwniez
ulegaé starzeniu niereplikacyjnemu na skutek zaburzeh
mechanizméw epigenetycznych (acetylacji, metylacji,
deacetylacji, ubikwitynacji), upo$ledzenia zdolno$ci
naprawy DNA, mutacji somatycznych, uszkodzeh wywo-
tanych przez reaktywne formy tlenu i azotu oraz nagro-
madzenia zmienionych strukturalnie biatek z powodu
obnizenia aktywno$ci proteasoméw [28]. W latach 60.
ub.w. amerykariski gerontolog Roy Walford wprowa-
dzil termin starzenie immunologiczne (immunosene-
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scence), opierajac si¢ na pewnego rodzaju paradoksie
obserwowanym u starszych oséb, tj. nasileniu autoim-
munizacji i przewleklego ponadprogowego stanu zapal-
nego z jednoczesnym deficytem immunologicznym.
Pézniejsze badania kliniczne potwierdzily stuszno$é
koncepcji Walforda, ze proces starzenia cztowieka jest
wynikiem zmian we wla$ciwo$ciach komérek immu-
nologicznych i nieprawidtowo zachodzgcych proceséw
odpornoéciowych [tab. 1; 26]. Najwazniejszymi cechami
immunosenescencji jest obnizenie liczby dziewiczych
limfocytéw T, limfocytéw B i zmniejszenie réznorod-
noéci wystepujacych na ich powierzchni receptordéw.
Powoduje to stabsza odpowiedz immunologiczna, obniza
miana wytwarzanych przeciwcial i uwalnianie interfe-
ronu przez plazmacytoidalne komérki dendrytyczne.
Procesy te ostabiaja odporno$é na zakazenia wirusowe
i bakteryjne oraz zwickszaja synteze mediatoréw reakcji
zapalnej, powodujgc staly stan zapalny u starszych oséb
(inflammaging) [49, 53]. Z wiekiem nie zaobserwowano
zmian catkowitej liczby komérek nalezgcych do odpor-
noéci nieswoistej jak neutrofile, monocyty/makro-
fagi, ale wykazano zmniejszona réznorodno$é w ich
subpopulacjach i wrazliwo$é na apoptoze oraz spadek
aktywno$ci chemotaktycznej i fagocytarnej m.in. przez
zmniejszone wytwarzanie tlenku azotu (NO') i nadtleno-
azotynu (ONOO"). Wykazano wzrost liczby komérek NK
(natural killer T cells), ale ostabienie ich cytotoksycznej
aktywnosci przez redukcje syntezy proteaz serynowych,
takich jak granzymy i perforyny. Obniza to zdolno$é
naciekania przez neutrofile i makrofagi uszkodzonej
tkanki i wydtuza czas gojenia, zwigkszajac ryzyko infek-
cyjnych powiklan urazéw, zaostrzenia objawéw choréb
przewleklych oraz niedostateczna reakcja na obecno$é
komérek nowotworowych [17, 36]. W ostatnich latach
zwrdcono takze uwage na zwigzek immunosenescencji
z zaburzeniem mechanizméw epigenetycznych (epige-
netic age). Z wiekiem zmienia si¢ wzér metylacji DNA
oraz stezenie acetylacji bialek histonowych w popu-
lacji limfocytéw T CD8' i limfocytéw Treg wyizolowa-

nych z jednojadrzastnych komérek krwi obwodowej
(peripheral blood mononuclears cells, PBMCs), a to
moze by¢ przyczyng wzrostu ryzyka rozwoju chordb
przewleklych, takich jak: reumatoidalne zapalenie sta-
wéw, wrzodziejace zapalenie jelit, cukrzyca typu 2 czy
stwardnienie rozsiane [32, 38].

Poznanie zalezno$ci miedzy starzeniem sie organi-
zmu a wlasciwo$ciami komérek immunologicznych
jest istotne dla zrozumienia zwiekszonej podatno$ci
0s6b po 65. roku zycia na choroby zakaZzne i infekcyjne,
zachorowalno$ci na choroby niezakazne, np.: nowo-
twory, cukrzyca typu 2, choroby sercowo-naczyniowe,
choroby neurodegeneracyjne i choroby autoimmuno-
logiczne [23].

LIMFOCYTYT

Limfocyty T s3 populacjg komérek odpornosci swoistej,
ktérych funkcja w procesie starzenia najbardziej ulega
uposledzeniu, co jest zwigzane z zanikiem grasicy okoto
3% rocznie do wieku §redniego i okoto 1% rocznie przez
reszte zycia. Inwolucja grasicy redukuje synteze IL-7
przez komérki nabtonkowe grasicy niezbednej do prawi-
dlowego rozwoju i dojrzewania wezesnych prekursoréw
limfocytéw T [45]. Zmniejsza to do 80% pule dziewiczych
limfocytéw T oraz ich réznorodnoéé we krwi obwodo-
wej i tkankach limfatycznych u oséb po 65. roku zycia.
Prekursory komdrek T tworzone sg w szpiku kostnym
czerwonym z hematopoetycznych komérek macierzy-
stych (hemapoietic stem cell, HSC). W matych ilosciach
docierajg poczatkowo do grasicy, gdzie po interakcji
z nablonkiem powstaja pierwsze grasicowe komérki pro-
genitorowe (earliest thymic progenitors, ETP). Komdrki
przechodza kolejne etapy dojrzewania - od komdrek
podwdjnie negatywnych (double negative, DN) CD4CDS§,
poprzez komdrki podwéjnie pozytywne (double positive,
DP) CD4'CD8*, do komdrek funkcjonujacych jako komérki
pojedynczo pozytywne CD4*lub CD8*[ryc. 1; 62].

Tabela 1. Zmiany whasciwosci komérek immunologicznych obserwowane u oséb starszych [17]

RODZAJ KOMOREK

IMIANY OBSERWOWANE Z WIEKIEM

zmniejszanie populacji komérek dziewiczych CD45RA CCR7+

Limfocyty T

wzrost populacji limfocytéw pamieci CD45R0 (CR7-

Limfocyty B

ograniczenie réznorodnosci receptordw antygendw, tzw. repertuar TCR (T cells receptor)
zwiekszone uwalnianie cytokin prozapalnych

zmniejszenie liczby komérek dziewiczych
wzrost subpopulagji komérek pamieci
wzrost liczby limfocytéw B-1 (D5+ wytwarzajacych autoprzeciwciata
zaburzona interakgja migdzy limfocytami Ti B — zmniejszenie réznorodnosc przeciwciat
zaburzone profile reearanzacji genéw

Komarki NK

lizha komérek zwigkszona
niezmieniona synteza receptoréw TLR (Toll like receptor)
hamowanie syntezy czasteczek kostymulujacych
zahamowanie chemotaksji, endocytozy, wytwarzania reaktywnych form tlenu
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Ryc. 1. Dojrzewanie i réznicowanie limfocytow T

Dalszy rozwéj i nabywanie kompetencji przez limfo-
cyty T odbywa sie¢ w grasicy. Mikro§rodowisko grasicy
dostarcza podstawowych mediatoréw proliferacji i réz-
nicowania komdrek progenitorowych limfocytéw T
napltywajacych ze szpiku kostnego. W dojrzewaniu lim-
focytéw T uczestnicza komérki nablonkowe grasicy (thy-
mic epithelial cells, TEC) tworzace charakterystyczna
organizacje wewnetrzng z podzialem na specjalistyczne

obszary kory i rdzenia grasicy. Grasica umozliwia roz-
wéj immunokompetentnych komérek T, ale nie moze
ciagle uzupelniaé¢ nowych komérek progenitorowych.
Widoczne z wiekiem dysproporcje w populacji limfocy-
téw T sg skutkiem zaniku grasicy, a wla$ciwie zmniejsze-
nia przestrzeni TEC i redukcji wytwarzania czynnikéw
grasiczo-hormonalnych, jak tyrozyny czy tymopoetyny.
W wieku 70 lat TEC stanowi zaledwie 10% przestrzeni
pierwotnej i jest zastepowana tkankg tluszczowag [17, 52].

Molekularne mechanizmy opisywanych zmian w gra-
sicy nie s3 jeszcze doktadnie wyja$nione. W 1984 r. Farr
i wsp. [20] wskazali zalezno$é miedzy starzeniem sie
TEC ze zmniejszong ekspresjg czasteczek ukladu zgod-
nosci tkankowej (major histocompatibility complex,
MHC) 2 zmniejszonym wytwarzaniem tymopoetycz-
nych cytokin. Badania Bendera i wsp. [5] oraz Malangu-
angera i wsp. [45] wykazaly, ze fizjologicznemu starzeniu
sie towarzyszy spadek bezwzglednej liczby limfocytéw
T i komérek dziewiczych CD4* i CD8" oraz wzrost liczby
limfocytéw T pamieci. Zmienia sie stosunek liczby lim-
focytéw pomocniczych Thi do Th2. Wzrost liczby sub-
populagji limfocytéw T pamieci wykazujacych obnizenie
ekspresji czgsteczki kostymulujgcej CD28 wymaganej do
petnej aktywagji limfocytéw T ostabia odpowiedZ immu-
nologiczng. Skutkiem jest pojawienie si¢ tzw. limfocy-
téw anergicznych, czyli niereagujacych na stymulacje
antygenowg zwlaszcza po 65. roku zycia [45]. Pula lim-
focytéw T dziewiczych CD4* zmniejsza sie okolo 70. roku
zycia. Natomiast zdecydowanie wczeéniej nastepuje
spadek liczby komdrek dziewiczych CD8" ze wzgledu
na ich wigksza wrazliwo$é na apoptoze [30, 73]. Nasi-
lona apoptoza w limfocytach T dziewiczych CD8* wigze
sie z obnizeniem stezenia biatka antyapoptotycznego
bcl-2 i wzrostem proapototycznych biatek - kaspazy-8
ikaspazy-3 [33, 56].

Limfocyty T pamieci CD4" i CD8* zréznicowano na dwie
subpopulacje. Pierwsza subpopulacja to niespolary-
zowane komorki centralnej pamieci (central memory
T cells, TCM), ktére wykazujg ekspresje chemokiny
CCR7 [29]. TCM uczestnicza w odpowiedzi na antygeny
gtéwnie we wtérnych narzadach limfatycznych, stymu-
lujg komérki dendrytyczne i wydzielaja IL-2 [37]. Druga
subpopulacja to spolaryzowane komérki T z pamiecig
efektorowa (effector memory T cells, TEM), ktére utra-
city zdolno$¢ ekspresji chemokiny CCR7 i moga migrowad
do tkanek nielimfatycznych [29]. TEM odznaczajg sie
duzg aktywnoscig proliferacyjna, wydzielajg IFN-y i IL-4
i IL-5 [37]. Dotad nie wyja$niono skutkéw zmian liczby
subpopulacji komérek T obserwowanych w procesie
starzenia uktadu immunologicznego. Pierwsi zaobser-
wowali zmiany populacji komérek T dziewiczych i TCM
u oséb starszych Pilarski i wsp. [58]. Autorzy wykazali, ze
liczba komérek TCM z ekspresjg receptora CCR7 jest wyz-
sza u starszych oséb, podczas gdy liczba komérek CCR7-
jest istotnie wyzsza u mtodych oséb. Kang i wsp. [37]
potwierdzili te badania, analizujac zmiany populacji
TCM, jak CD4*CD45RA" i CD4°CD45RA"CCR7* oraz popula-
cji TEM, jak CD4*CD45RACCR7 u zdrowych oséb w wieku
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65 lat lub wigcej, stosujac cytometrig przeplywowa.
Komdrki z ekspresja chemokiny CCR7* majg mozliwo§¢
przeksztalcenia sie w komérki pamieci efektorowej TEM,
zapewniajgc ochrone przed patogenami. Zamiana komé-
rek TCM CD4" na komérki TEM CD4" nastepuje kosztem
obnizenia funkcji komérek TEM i ostabienia migracji
w miejsce infekgji. Dysproporcje w opisywanych popu-
lacjach limfocytéw T pamigci centralnej i efektorowej
zdecydowanie przyczyniaja sie do ostabienia odpowiedzi
immunologicznej u 0s6b starszych [37].

LIMFOCYTYB

Limfocyty B pochodzg z hematopoetycznych komérek
macierzystych (hemapoietic stem cell, HSC) znajdujg-
cych sie w szpiku kostnym czerwonym. Z komérek HSC
powstaja komérki progenitorowe limfopoezy, z kté-
rych rozwijaja si¢ limfocyty T i B. Rozwdj limfocytéw
B w szpiku jest procesem zlozonym i dynamicznym obej-
mujgcym proliferacje oraz selekcje komérek w mecha-
nizmie apoptozy. Proces dojrzewania prekursoréw
limfocytéw do komérek B z ekspresja immunoglobulin
jest zwigzany z antygenami réznicowania (CD10, CD19,
CD 21, CD23, CD34, CD45). Jest kontrolowany przez czyn-
niki transkrypcyjne, oddziatywanie z komérkami podscie-
liska szpiku przez czgsteczki adhezyjne (VCAM-1, VLA-4)
i cytokiny (IL-1a, IL-4, IL-7, TGF-B i TNF-a) [9, 10]. Obser-
wowane z wiekiem zmiany liczby obwodowych komérek
B sa spowodowane zanikiem szpiku kostnego czerwonego
oraz zmniejszonym wytwarzaniem IL-7, gkéwnej cytokiny
w rozwoju limfocytéw B i obnizonej zdolnoéci rearanzacji
gendw przeciwciat [48, 69, 72].

Limfocyty B po przejsciu wszystkich etapéw dojrzewa-
nia opuszczajg szpik jako komérki dziewicze (naive B
cells) i charakteryzuja sie ekspresjg IgD* przy braku IgG,
IgA"i CD27°[6]. Ze wzgledu na zredukowang mase szpiku

Tabela 2. Zmiany w wybranych subpopulacjach komérek B

kostnego czerwonego u starszych oséb liczba komérek B
dziewiczych zmniejsza sig, ale ich odsetek ulega zwigk-
szeniu [24] lub pozostaje niezmieniony [6].

Populacja limfocytéw B pamieci obejmuje trzy gléwne
subpopulacje réznigce sie miedzy sobg klasa wydzie-
lanych przeciwcial. Pierwsza subpopulacja, to ,IgM
memory”, ktére majg na powierzchni marker CD27*
i IgM (fenotyp IgD*IgM*CD27* charakterystyczny dla
komérek dziewiczych), przy braku immunoglobuliny G
(1gG") i immunoglobuliny A (IgA’) [6, 22]. Druga subpo-
pulacja, to ,.classical switched”, ktére wykazuja ekspre-
sje IgG" i IgA" (fenotyp IgG'IgA"CD27" i IgG'IgA'CD27").
Trzecia subpopulacja limfocytéw B pamieci, to ,late/
exhausted memory cells” bez ekspresji receptoréw klasy
IgD" i CD27" opisywana jako komérki podwdjnie nega-
tywne (double negative, DN) [6, 22, 44].

0d kilku lat naukowcy badaja wptyw starzenia si¢ na
zmiany subpopulacji limfocytéw B, ale wyniki obser-
wacji nie sg jednoznaczne [tab. 2]. Chong i wsp. [13],
Shi i wsp. [65] oraz Frasca i wsp. [24], analizujac u oséb
w wieku 18-86 lat calkowita pule obwodowych limfo-
cytéw B o fenotypie CD19", populacje komérek ,,IgM
memory”, ,classical switched” i ,late/exhausted
memory cells” oraz komérek dziewiczych, wykazali
istotny spadek populacji CD19". Z wiekiem procentowa
zawarto$¢ komérek dziewiczych zwieksza sie, ale liczba
komérek ,,IgM memory” zmniejsza sie [24, 46]. Liczba
sclassical switched” nie zmienia sig, ale ich zawartos¢
procentowa z wiekiem istotnie si¢ obniza [6]. Dopro-
wadza to do zwigkszonej podatnosci starszych oséb na
infekcje zaréwno bakteryjne, jak i wirusowe. Ponadto
u starszych oséb wykazano wzrost populacji komérek
podwdjnie negatywnych (double negative, DN) odpo-
wiadajacych za synteze przeciwcial 1gG i IgA. Zwigksze-
nie syntezy i wydzielania tych dwéch klas przeciwciat

RODZAJ KOMOREK IMIANY PO 65r.12. PISMIENNICTWO
Limfocyty B obnizony odsetek w catkowitej puli limfocytow krwi obwodowej [13,24, 64, 65]
fenotyp (D19+(D27* zwigkszony odsetek w catkowitej puli limfocytéw krwi obwodowej 4]
zwiekszony odsetek w catkowitej puli limfocytéw krwi obwodowej/narzadach limfatycznych [39, 65]
Dziewicze limfocyty B
zmniejszony odsetek w catkowitej puli limfocytéw krwi obwodowe] [14]
lgM memary obnizona catkowita liczba [46]
fenotyp IgD lgM*(D27*
Switch memory
fenotyp lgG*lgA+(D27* obnizony odsetek w catkowitej puli limfocytow krwi obwodowej [13,14, 65]
ilgG*lgA+(D27
Late/exhausted memory ) T . ] .
fenotyp gD 027 zwiekszony odsetek w catkowitej puli limfocytow krwi obwodowej [14,47]
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kompensuje zmniejszenie ich swoisto$ci. W przypadku
immunoglobulin IgM i IgD zaobserwowano spadek ich
stezenia wynikajacy ze zmniejszajacej sie liczby komérek
IgM memory (fenotyp IgD IgM*CD27*) odpowiedzialnych
za ich wydzielanie [6]. W komérkach DN zaobserwowano
takze skrécenie telomerdw, a to obniza potencjat prolife-
racyjny DN u starszych oséb [48].

Charakterystyczne dla starzejacego si¢ organizmu jest
tez zwiekszenie populacji limfocytéw B1 CD5* uczestni-
czacych w wytwarzaniu autoprzeciwcial, czego nastep-
stwem jest wzrost choréb wynikajgcych z autoagresii [6,
74]. Bancos i wsp. [4] badali zmiany we krwi obwodo-
wej subpopulacji limfocytéw B pamieci o fenotypie
CD19°CD27* u 0séb starszych. Wykazali zwigkszong pro-
centowa zawarto§¢ tej subpopulacji limfocytéw B, co
nasila uwalnianiem IL-6. Cytokina ta jest niezbedna do
réznicowania komérek B i syntezy przeciwcial, ale jej
nadmierne wytwarzanie przyczynia si¢ do zwiekszonego
stanu zapalnego i ryzyka choréb autoimmunologicznych
u os6b starszych.

Zmiany w morfologii i funkcjonowaniu limfocytéw B,
objawiajgce sie obnizeniem jako$ci przeciwcial, wzro-
stem procentowej zawarto$ci komdrek DN i innych sub-
populacji limfocytéw B u oséb powyzej 65. roku zycia,
obnizaja skuteczno$¢ ukladu odpornoéciowego. Zwiek-
sza to ryzyko wystepowania infekcji bakteryjnych
i wirusowych oraz powiklan i zgonéw. Zapalenie pluc
i grypa sa szésta przyczyng zgondw wérdd oséb po 65.
roku zycia w krajach wysoko rozwinietych. Smiertelnoéé
z powodu Streptococcus pneumoniae wynosi w tej grupie
wiekowej prawie 30% z powodu zapalenia pluc, a nawet
do 50% w przypadku zapalenia opon mézgowych oraz
sepsy. Niestety stosowanie 23-walentnej pneumokoko-
wej szczepionki jest mniej skuteczne niz u oséb mto-
dych. Podobnie szczepionka przeciw Influenza virus
chroni osoby starsze jedynie w 56% [18, 73].

KOMORKI NK

Komérki NK (natural killer T cells) stanowig 5-15%
limfocytéw krwi obwodowej i sg pierwszg linig obrony
przed infekcjami i rozwijajacymi si¢ nowotworami.
Sg wysoce heterogenng populacja komérek réznig-
cych sie miedzy sobg potencjatem proliferacyjnym,
zdolno$ciami funkcjonalnymi, wytwarzaniem cyto-
kin regulujgcych aktywnos$¢ innych komérek uktadu
immunologicznego, a takze odmienng odpowiedzig na
cytokiny [61]. Zdolno$¢ do zabijania komérek docelo-
wych, zwana inaczej cytotoksyczno$ciag komdrek NK,
podlega Scistej regulacji i zalezy od pobudzenia odpo-
wiednich receptoréw hamujacych i aktywujacych obec-
nych na powierzchni tych komdrek. Duza aktywno$é
cytotoksyczna komdrek NK jest uznawana za marker
dobrego zdrowia i dtugowiecznos$ci, mata aktywno$é
- za marker starzenia i zwigkszonego ryzyka $mier-
telnosci [17, 34, 42]. Ze wzgledu na réinice w ekspresji
receptora powierzchniowego CD56, populacje komérek
NK podzielono na:

+  komérki NK o fenotypie CD56"¢", ktére wytwarzaja
cytokiny IFN-y, TNF-a i IL-10 oraz chemokiny RAN-
TES i MIP1-a przy wzglednie niewielkiej aktywnosci
cytotoksycznej; wystepuja w tkankach i drugorze-
dowych narzadach limfatycznych,

+  komérki NK o fenotypie CD56%™, ktére wyka-
zujg duza aktywnoé¢ cytotoksyczna i sg zdolne do
spontanicznej lizy komérek nowotworowych; sta-
nowia gtéwna subpopulacja komérek NK we krwi
obwodowej, tj. okoto 90% [25, 31, 61, 71].

W procesie starzenia wzrasta catkowita liczba komé-
rek NK we krwi obwodowej, widoczne sg réwniez
zmiany w rozktadzie ilo§ciowym subpopulacji CD56°right
i CD569™ [35]. Badania Chidrawara i wsp. [12] z udziatem
115 os6b w wieku 20-40 lat, 40-60 lat i powyzej 60. roku
zycia z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej, ujaw-
nily istotne obniZenie procentowej zawartosci komérek
NK w catkowitej populacji limfocytéw krwi obwodowe;.
Ponadto wykazaly stopniowa redukcje liczby CD56brght
z 15,6 komérek/ul w mlodszych grupach do 8,1 komérek/
ul w grupie powyzej 60 lat. Obnizenie liczby i aktywnosci
CD56beh ostabia zdolnosci proliferacyjne calej popula-
¢ji NK i rozpoznawania antygenéw oraz cytotoksyczno$é
wobec komdrek nowotworowych. Natomiast w przy-
padku liczby komérek CD56%™ wykazano tendencje wzro-
stowg w grupie 40-60 lat i powyzej 60 lat w poréwnaniu
do grupy 20-40 lat. Gounder i wsp. [31] takze zaobser-
wowali wzrost liczby komérek NK o fenotypie CD564™
w poréwnaniu do CD56"&" u 0séb po 60. roku zycia.
Zmiany w subpopulacjach CD564™ i CD56"8"t y starszych
0s6b moga spowodowad uposledzenie odpowiedzi swo-
istej komérek T i B inicjowanej przez komérki NK [15].

Receptory obecne na powierzchni komérek NK uczestni-
czg w rozréznianiu komérek prawidtowych od zainfeko-
wanych lub nowotworowych. Ich ekspresja zmienia sig
z wiekiem [tab. 3; 15]. Pierwsza grupa s3 immmunoglobu-
linowe receptory cytotoksyczne KIR (killer immunoglobu-
lin-like receptors), wykazujgce dziatanie aktywujgce lub
hamujace ze zdolnoécig rozpoznawania czgsteczek uktadu
zgodnodci tkankowej MHC L. Druga grupa to biatkowe
receptory typu II NKG2, ktdre lacza sie w blonie komér-
kowej z czasteczka CD94 odpowiedzialng za transdukcje
sygnatu o dzialaniu aktywujgcym lub hamujacym aktyw-
no$¢ komdrek NK [21]. Trzecia grupa to aktywujace natu-
ralne receptory cytotoksyczne NCR (nautral cytotoxicity
receptors) rozpoznajgce wirusowe hemaglutyniny i bak-
teryjne biatka powierzchniowe [2, 19]. Le Garff-Tavernier
i wsp. [42], analizujac 20 prébek krwi pepowinowe;j i 55
prébek od pacjentéw powyzej 60 lat wykazali, ze ekspre-
sja receptora hamujacego CD94/NKG2A na powierzchni
komérek NK jest wyzsza w prébkach krwi pepowinowej
w poréwnaniu do starszych oséb. Natomiast ekspresja
receptora NKG2D nalezgcego do receptoréw aktywuja-
cych wzrasta z wiekiem, co zaburza rozpoznawanie zain-
fekowanych lub zmienionych nowotworowo komérek.

Szybkos$é aktywacji komdrek NK jest oceniana za pomoca
wczesnego markera aktywacji CD69, ktéry stymuluje
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Tabela 3. Zmiany ekspresji wybranych receptoréw komarek NK w zaleznosci od wieku

RECEPTOR 0SOBY M£ODE 0SOBY STARSZE PISMIENNICTWO
LIRALT2 1 ekspresji T ekspresji [42]
NKG2C brak zmian brak zmian [42]
NKG2D 1 ekspresji T ekspresji [42]

D69 1 ekspresji T ekspresji [42]
(D94/NKG2A 1 ekspresji tr:ﬁ‘::;": 18, 42]
FoyRINIA/CD16 brak zmian brak zmian [67]

NKp30 T ekspresji 1 ekspresji [67]

NKp46 T ekspresji 1 ekspresji [67]

cytotoksyczno$é i kostymuluje wytwarzanie cytokin
przez komérki NK [60]. Poziom markera CD69 zaréwno
w subpopulacji CD567&" jak i CD564™ jest istotnie wyz-
szy u starszych oséb w poréwnaniu do noworodkdéw [42].
Z niewielu do tej pory przeprowadzonych badah wia-
domo, ze obnizona aktywno$é NK, okres$lona zmniej-
szong obecnoécig CD69 na powierzchni komérek u oséb
starszych, jest zwigzana ze zwiekszong zapadalno$cia
na infekcje oraz ze wzrostem czestotliwosci wystepo-
wania nowotwordéw [1]. W nowotworach okreznicy na
podstawie analizy markera CD69 wykazano, Ze pacjenci
z prawidlowg aktywnoscig cytotoksyczng komérek
NK zdecydowanie czeéciej pozostajg wolni od przerzu-
téw, podczas gdy u pacjentéw z malg aktywnoscig NK
cze$ciej nastepuje nawrdt choroby. W ostatnich latach
rozpoczeto badania nad wykorzystaniem komérek NK
w immunoterapii, ktéra na etapie zaawansowanego lub
uogdlnionego procesu nowotworowego moze doprowa-
dzi¢ do wieloletnich przezy¢ pacjentéw. Jednak czy ten

rodzaj immunoterapii doprowadzi do catkowitego wyle-
czenia pacjenta z choroby nowotworowej wymaga dal-
szej oceny w kontrolowanych badaniach klinicznych [7].

SKUTKI IMMUNOSENESCENCJI

Choroby u starszych oséb wynikaja z zaburzenia regulacji
reakcji odpornosciowych oraz nadmiernego i chronicz-
nego stanu zapalnego. Wyniki opisanych badati klinicz-
nych potwierdzaja stuszno$¢ tej hipotezy. Na podstawie
analizy czestotliwo$ci zakazeni przede wszystkim wirusem
CMV, wskaznikéw immunologicznych lub zapalenia, od
lat podejmowane sg préby opracowania profilu odporno-
§ciowego ryzyka (immune risk profile, IRP) okre$lajgcego
potencjalne tempo starzenia uktadu immunologicznego,
a tym samym catego organizmu. Pierwsze obserwacje
dotyczace IRP w latach 90. ub.w. przeprowadzili Szwedzi
(projekt OCTO/NONA populacja Jénkdping), ktdérzy wyka-
zali, Ze u 15% badanych z niekorzystnym IRP §miertelno$¢

Tabela 4. Zmiany profilu odpornosciowego ryzyka zwiazanego ze Smiertelnoscia obserwowanych populacji w projektach 0CTO/NONA, 85-Plus, BELFRAIL [54]

PROJEKT WYNIKI
stosunek limfocytéw CD4 do (D8 <1
OCTO/NONA obnizona proliferacja w odpowiedzi na mitogeny
azynniki zwigkszajace umieralnos¢ w okresie 2, 41 6 lat (kobiety kumulacja komérek o fenotypie (D27-CD28(D8*T
i mezczyini) obecnos¢ przeciwciat przeciw C(MV
zwigkszona liczba neutrofili
85-Plus kumulacja komdrek o fenotypie CD28- (D8+T w odpowiedzi na antygeny CMV

azynniki pozytywnie zwiazane z 8-letnig przezywalnoscia w wieku

89 lat (kobiety i mezczyZni)

BELFRAIL
azynniki pozytywnie zwiazane z 3-letnig przezywalnoscia w wieku
85 lat (kobiety)

akumulacja komérek T (D4 o fenotypie podobnym do komérek T regulatorowych

stosunek limfocytéw (D4 do (D8 <1
obecnos¢ przeciwciat przeciw C(MV

czynniki negatywnie zwiazane z 3-letnig przezywalnoscia w wieku
85 lat (kobiety)

stosunek limfocytéw CD4 do (D8 >5
kumulacja dziewiczych limfocytéw T (D4
brak przeciwciat przeciw (MV
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byla istotnie wyzsza w ciggu 2, 4 i 6 lat obserwacji [75, 76,
77]. Badania byly kontynuowane przez Holendréw (pro-
jekt 85-Plus populacja Leiden) i Belgéw (projekt BELFRAIL
populacja Flandrii). Cze$¢ przeprowadzonych obserwa-
cji jest poréwnywalna, a stwierdzone réznice wynikaja
z odmiennych warunkéw $rodowiska i stylu zycia popu-
lagji [tab. 4; 54].

Ocena profilu ryzyka odporno$ciowego, obejmujacego
zmiany funkgji i liczby okre$lonych subpopulacji komé-
rek immunologicznych, moze byé istotna w prognozo-
waniu rozwoju zaburzeri metabolicznych lub nasilenia
objawéw chordb, ktérych wystepowanie jest czestsze
w wieku podesztym, takich jak: nowotwory, cukrzyca typu
2, choroby sercowo-naczyniowe, neurodegeneracyjne,
autoimmunologiczne i in. Wiadomo, ze tym czynnikiem,
ktéry ma duzy wplyw na IRP, jest nadmierna zawarto$é
tkanki tluszczowej. Wykazano, ze u 0séb otylych zwigksza
sie udzial procentowy limfocytéw T CD3*CD4, a obniza
sie udzial limfocytéw CD3°CD8"1i spada cytotoksycznoéé
komérek NK, co stwarza ryzyko chordb zakaznych i nowo-
tworéw [50, 51]. Badania Lyncha i wsp. [43] dotyczace
zmian w subpopulacji limfocytéw T miedzy osobami oty-
fymi i metabolicznie chorymi a otylymi i metabolicznie
zdrowymi wykazaly niewielki udzial procentowy limfo-
cytéw cytotoksycznych CD8* i komdérek NK u pacjentéw
otylych i metabolicznie chorych. Miedzy grupami nie
wykazano réznic poziomu limfocytéw pomocniczych
CD4". W ocenie ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2 istotnym
elementem IRP jest wzrost populacji limfocytéw T CD4*
i limfocytéw CD8* aktywujacych w tkance ttuszczowej
makrofagi M1 o wlasciwo$ciach prozapalnych zwigzanych
z profilem uwalnianych cytokin IL-1f, -6, -12, -23 i TNF-a.
U o0s6b z cukrzycg typu 2 wykazano takze dodatnig kore-
lacje miedzy warto$cig wskaznika masy ciala a stezeniem
IFN-y wydzielanego przez limfocyty CD3°CD8* [79].

Nadmierna masa ciala jest przyczyna chordb sercowo-
-naczyniowych z powodu oddzialywania na komdrki
$rédblonka naczyh krwiono$nych wymienionych wyzej
mediatoréw reakgji zapalnej, gtéwnie IL-1B, IL-6 i TNF-a.
Ponadto zwiekszone wytwarzanie biatka C-reaktywnego
w odpowiedzi na wysokie stezenie cytokin prozapal-
nych u oséb starszych redukuje uwalnianie ze $rédbtonka
tlenku azotu (NO) i prostacykliny PGI2 bedacych gléw-
nymi mediatorami regulujgcymi napiecie $ciany naczy-
niowej. Oprécz rozszerzania naczyr krwiono$nych, oba
zwigzki ograniczaja adhezje makrofagéw do $ciany i pro-
liferacje komdrek macierzystych miesni gtadkich, tym
samym hamujac odbudowe uszkodzonych naczyn. Jed-
nak nadal nie wyja$niono, ktdéra z postaci CRP, tj. natywna
(nCRP) czy monomeryczna (mCRP) dziala aterogen-
nie [68]. U chorych z nadciénieniem tetniczym wykazano
wystepowanie autoprzeciwciat skierowanych przeciw
receptorom AT 1 dla angiotensyny II (AGT1R), ktérych
obecnoéé stwierdzono na powierzchni limfocytéw T
i komérek NK. Najnowsze badania wykazuja, ze makro-
fagi i komérki dendrytyczne mogg by¢ istotnym zZrédlem
samej angiotensyny typu II, ktéra stymuluje synteze
i wydzielanie cytokin aterogennych IL-12 i TNF-a [70].

Zmiany IPR w chorobach neurodegeneracyjnych sg ana-
lizowane gléwnie w przypadku Alzheimera i Parkin-
sona. Wéréd populacji oséb w wieku 60 lat czestotliwosé
wystepowania AD szacuje si¢ na 1%, natomiast w popu-
lacji os6b w wieku 90 i wiecej lat nawet do 50%. Choroba
Parkinsona, podobnie jak AD, dotyczy przede wszystkim
pacjentéw po 60. roku zycia. W populacji ogélnej wyste-
puje u 0,15%, natomiast u 0séb po 70. roku zycia prawie
u 2%. Wykazano, ze limfocyty T oséb chorych na AD cha-
rakteryzuja sie wiekszym niz u oséb zdrowych nagroma-
dzeniem ich specyficznej odmiany, w ktérej nastapita
rewersja do fenotypu komérek dziewiczych CD45RA".
Niedawno wykazano, ze f-amyloid ma nie tylko wtasci-
wodci antygenowe, ale jest nieswoistym modulatorem
wzmacniajacym odpowied? proliferacyjna i sekrecyjna
limfocytéw T CD4", co zwigksza wydzielanie IL-6, IL-10
i TNF-a oraz IFN-y [78]. U pacjentéw z zaawansowang
PD wykazano wiekszy udzial procentowy komdrek NK
oraz mniejszy limfocytéw T CD3* i limfocytéw B CD19*
we krwi obwodowe;j. Stosunek limfocytéw Treg/Th17
byl nizszy u pacjentéw z PD, zwlaszcza u kobiet. Nie
wykazano zmian w zawarto$ci procentowej limfocytéw
T pomocniczych CD3'CD4" i cytotoksycznych CD3'CD8*
w catkowitej puli limfocytéw krwi. Autorzy sugeruja, ze
badany profil komérek immunologicznych mégtby by¢
markerem postepu choroby Parkinsona [11].

Najcze$ciej opisywanym przyktadem zaburzeni funkcji
uktadu immunologicznego jest reumatoidalne zapalenie
stawdw (rheumatoid arthritis, RZS). Przez wiele lat uwa-
zano, ze gléwna przyczyna rozwoju RZS jest nadmierne
wytwarzanie komplekséw immunologicznych. Jed-
nak coraz czesciej pojawiajg sie¢ doniesienia naukowe
wskazujgce, ze nadmierne wytwarzanie przeciwciat
i w konsekwencji powstawanie nadmiaru komplekséw
immunologicznych jest w tej chorobie drugorzedne do
defektu pomocniczych limfocytéw T CD4". Objawia si¢ to
m.in. obnizong zdolnoscia do proliferacji in vitro, podwyz-
szonym odsetkiem komérek pamieci immunologicznej
CD45R0" oraz nagromadzeniem limfocytéw o fenotypie
CD4CD28 1 CD4'CD28low, a to wigze sie¢ z nadmierng sekre-
cja prozapalnej cytokiny TNF-a. Zwigzany z RZS proces
zapalny ma charakter uogélniony, doprowadzajac do uszko-
dzenia wielu tkanek w tym ukladu sercowo-naczyniowego,
powodujac przedwczesne wystgpienie zmian miazdzyco-
wych i zwigzang z nimi chorobe niedokrwienng serca [78].

W ostatnich latach wiele badari dotyczacych immu-
nosenescencji jest ukierunkowanych na nowotwory
hematologiczne, a szczegdlnie szpiczaka mnogiego
(multiple myeloma, MM) diagnozowanego u 70%
pacjentéw onkologicznych powyzej 65 lat. Pessoa de
Magalhdes i wsp. [57] wykazali obnizony stosunek CD4/
CD8 zaréwno w krwi obwodowej, jak i aspiratach szpiku
kostnego u pacjentéw ze zdiagnozowanym szpiczakiem,
ktérzy po terapii pozostaja wolni od nawrotéw choroby
przez ponad 5 lat (long term disease control - multi-
ple myeloma, LTDC-MM) w poréwnaniu do zdrowych
0s6b. Obserwowane zmiany byly spowodowane wzro-
stem liczby limfocytéw T CD8' przy braku zmian liczby
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CD4'. Natomiast catkowita liczba komérek dendrytycz-
nych nie réznita sie istotnie u pacjentéw wolnych od
progresji czy nowo zdiagnozowanych. U chorych LTDC-
-MM odnotowano wyzszy odsetek plazmocytoidalnych
komérek dendrytycznych w krwi i szpiku oraz wyz-
szy odsetek mieloidalnych komédrek dendrytycznych
w krwi obwodowej. Zelle-Rieser i wsp. [80] takze zaob-
serwowali zmiany w populacji limfocytéw T CD8* przy
braku zmian udzialu procentowego limfocytéw T CD4*
w krwi i szpiku u chorych w poréwnaniu do zdrowych
os6b. Ponadto autorzy wykazali brak istotnych réz-
nic w odsetkach niedojrzatych i dziewiczych limfocy-
téw B miedzy LTDC-MM i zdrowymi osobami, natomiast
wzrost u pacjentéw nowo zdiagnozowanych i pacjentéw
z objawowym szpiczakiem mnogim. U pacjentéw, u kté-
rych nie stwierdzono nawrotu choroby przez ponad 10
lat, liczba komdérek T CD8*, CD4* dziewiczych komdrek B
i mieloidalnych komérek dendrytycznych byla istotnie
wyzsza w poréwnaniu do pacjentéw z 5-10-letnim bra-
kiem remisji, ale takze w poréwnaniu do oséb zdrowych.
Oznacza to, ze profil immunologiczny pacjentéw uzna-
wanych za wyleczonych nie odzwierciedla profilu immu-
nologicznego oséb zdrowych, a stanowi raczej unikalng
,»sygnature immunologiczna” [57].

MARKERY IMMUNOSENESCENCJI — PODSUMOWANIE

Gléwna funkcjg uktadu immunologicznego jest zapew-
nienie integralnoéci organizmu w warunkach statej eks-
pozycji na antygeny wewnatrz- i zewnatrzpochodne.
Zakazenie wirusem cytomegalii, zaburzenia meta-
boliczne i choroby degeneracyjne oraz czynniki $ro-
dowiskowe, jak zanieczyszczenie §rodowiska, jako§é
diety i aktywno$¢ fizyczna mogg wplywad na profil
odporno$ciowego ryzyka (immune risk profile, IRP),
przyspieszajac lub spowalniajac starzenie uktadu immu-
nologicznego i catego organizmu. Markerami natezenia
immunosenescencji rekomendowanymi przez wigkszo$¢
naukowcéw sa: liczba dziewiczych limfocytéw B, immu-
nofenotyp limfocytéw T i stosunek komérek CD4/CDS,

stezenie biatka C-reaktywnego i cytokin prozapalnych,
zdolno$¢ prezentacji antygenéw przez komérki dendry-
tyczne, liczba komdrek NK z jednoczesnym okre$leniem
ich aktywnosci cytotoksycznej, aktywnoéé fagocytarna
neutrofili, dtugo$¢ telomeréw w komérkach immunolo-
gicznych [tab. 5; 27, 40, 54].

W celu spowolnienia proceséw starzenia i zwigzanych
z tym zaburzen funkcji uktadu immunologicznego,
utrzymania sprawnosci fizycznej i intelektualnej, a tym
samym samodzielnosci, nalezy wprowadzad prewencje
gerontologiczng obejmujaca:

»  edukacje zdrowotna o zjawiskach zwigzanych ze
zmiang odporno$ci w wieku starszym i promocji
zdrowego stylu zycia,

»  modyfikacje diety przez wprowadzanie do pozywienia
sktadnikéw o niskim indeksie prozapalnym (dietary
inflammatory index) lub wysokim potencjale antyok-
sydacyjnym (dietary antioxidant capacity), takich jak
np. owoce i warzywa zawierajgce flawonoidy,

+  odpowiednia liczbe snu (powyzej 7 godzin na
dobe), co zwieksza wydzielanie przeciwciat sIgA,
a tym samym zapobiega infekcji ukladu pokarmo-
wego i gérnych drég oddechowych, obniza stezenia
cytokin prozapalnych IL-1p, -6, -18, TNF-a i ostabia
przewlekty stan zapalny oraz wplywa na aktywnos¢é
komoérek NK i odsetek komérek T pomocniczych
CD3'CD4*, cytotoksycznych CD3*CDS",

»  codzienng aktywno$¢ fizyczng na poziomie mini-
mum 4400 krokéw dziennie, wykonywanych w $ro-
dowisku o niskiej zawarto$ci immunotoksyn PM10,
NO,, SO,, CO i in., co obniza stezenia immunoen-
dokrynnych mediatoréw reakcji zapalnej, np. kor-
tyzolu, IL-1f, TNF-a i IL-18 oraz zwigksza (nawet
050%) liczbe komérek NK,

»  upowszechnienie szczepien przeciw Influenza virus
i Streptococcus pneumoniae uwzgledniajacych immu-
nosenescencje zapewniajgcych pelng odporno$é
przeciw grypie i zapaleniu ptuc [3, 16, 41, 55, 63, 66].

Tabela 5. Biomarkery charakteryzujace efektywnos¢ dziatania uktadu immunologicznego u os6b starszych [40]

Wskaznik/ ; . . - Iwigzek ze staboscia/
liczba/steienie Lwigzek ze starzeniem Predyktor umieralnosd obnizong sprawnoscia funkcjonalng
Komérki B +++++ + +
CMV seropozytywnos¢ +4+++ ++ +
Biatko C-reaktywne Aot Attt -
Komérki dendrytyczne + + +
Cytokiny IL-6 i TNF-a +4+++ +++++ +++
Komarki NK +++++ + ++
Neutrofile e e +
Fenotyp komdrek T -+ +
Dfugos¢ telomerdw +++++ ot

Zaleznosci: +++++ bardzo silna, ++++ silna, +++ umiarkowana, ++ niska, + bardzo niska lub brak; * niejednoznaczne wyniki badan dtugosci telomeréw

w komérkach immunologicznych.
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Abstract

Background: Interaction of physical activity and overall immune profile is very complex and depends on the
intensity, duration and frequency of undertaken physical activity, the exposure to cytomegalovirus (CMV) infection
and the age-related changes in the immune system. Daily physical activity, which particularly influences immunity,
declines dramatically with age. Therefore, the aim of the study was to explain whether physical activity sustained
throughout life can attenuate or reverse immunosenescence.

Methods: Ninety-nine older adults (60-90 years) were recruited for the study. According to the 6-min walk test
(6WMT), the Astrand-Ryhming bike test (VO,max) and Community Healthy Activities Model Program for Seniors
(CHAMPS) questionnaire, the individuals were classified as physically active (n=34) and inactive (n = 20) groups. The
analysis of T lymphocytes between active vs. inactive participants was performed using eight-parameter flow

cytometry.

Results: Analysis of the baseline peripheral naive and memory T lymphocytes showed a significant relationship of
lifestyle exercise with the CD4/CD8 ratio. Above 50% of physically active participants demonstrated the CD4/CD8
ratio = 1 or < 2.5 contrary to the inactive group who showed the ratio < 1. The older adults with the result of 6WMT
> 1.3 m/s and VO;max > 35 mL/kg/min had a significantly higher CD4*CD45RA™ T lymphocyte percentage and also
a higher ratio of CD4"CD45RA*/CD4"CD45RO™. Interestingly, in active older adults with IgG CMV™ (n = 30) the
count of CD4"CD45RA™ T lymphocytes was higher than in the inactive group with IgG CMV" (n = 20).

Conclusion: Based on the flow cytometry analysis, we concluded that lifestyle exercise could lead to rejuvenation
of the immune system by increasing the percentage of naive T lymphocytes or by reducing the tendency of the

inverse CD4/CD8 ratio.
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Background

Immune function deregulates with age in the process
commonly called immunosenescence. The characteris-
tics of immunosenescence are related to a weaker re-
sponse to new infections and vaccination as well as
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diminished anti-tumor immunosurveillance with in-
creased self-reactivity and chronic systemic inflamma-
tion. Age-related thymus involution is a dynamic
process that influences overall T lymphocytes develop-
ment [1]. The T lymphocyte pool is part of subpopula-
tions of antigen-inexperienced naive T lymphocytes and
antigen-experienced memory T lymphocytes. The hu-
man immune compartment is composed of ~ 10T
lymphocytes in total, ~10'' of which are naive [2].
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During the process of ageing, the population of naive T
lymphocytes decreases, while the population of memory
T lymphocytes undergoes intensive proliferation [3-5].
An increase in memory T lymphocytes reinforces
immunological memory of previously encountered anti-
gens, thereby augmenting the existent immune protec-
tion. The remaining naive T Iymphocyte pool
experiences a loss of T lymphocyte receptor (TCR)
‘structural diversity’ [6, 7]. The appropriate range of anti-
gen specificity is ensured by the diversity of T lympho-
cyte clones associated with a different number of TCR
complexes [2]. Ageing affects naive CD4" T and CD8" T
lymphocyte counts in a different way. The number of
CD4'naive T lymphocytes is stable for most of the life-
span but it markedly declines around the age of 70 years.
Contrastingly, CD8" naive T lymphocytes appear to be
more susceptible to apoptosis and therefore are more
sensitive to age-related changes. Homeostatic prolifera-
tion plays an important role in the maintenance of the
number of naive T lymphocytes, and cytokine IL-7 par-
ticularly supports the survival of CD8"naive T lympho-
cytes [8]. The immunosenescence-related disproportion
in T lymphocytes increases a risk of infectious diseases
and contributes to the cardiovascular, metabolic, auto-
immune, and neurodegenerative diseases [9].

As ageing is a natural process, the risk associated with
relatively invasive surgical and immune-therapeutic pro-
cedures, i.e. gene and/or cytokine therapy and monoclo-
nal antibody therapy, in otherwise healthy people is
unlikely to be deemed acceptable. Of late, there has been
some interest in the changes to modifiable factors, such
as physical activity and certain lifestyle factors, which
can significantly attenuate immunosenescence [10, 11].
In their latest study, Wong et al. [12] revealed that an
immune response to the vaccination was more pro-
nounced in physically active older adults females. How-
ever, the majority of studies concentrate on the effects of
long-term physical activity on immunity in elite athletes,
immunity in active and inactive young participants or
they only document the immune changes following an
exercise training intervention or physical therapy [10,
13]. Daily physical activity which particularly affects im-
munity and dramatically declines with age has not been
widely investigated yet.

The interaction of lifestyle exercise and immunity is
very complex and yet to be clarified. Regular physical ac-
tivity including cardiovascular and resistance exercise
has been associated with lower levels of pro-
inflammatory cytokines, such as IL-6 and TNFa, and
higher antioxidant capacity [14, 15], improved neutro-
phils chemotaxis [16], NK cell cytotoxicity and increased
T lymphocytes proliferation [17] as well as a stronger
post-vaccination response [12, 18]. Previous studies on
immunosenescence did not indicate which aspects of
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age-related immune changes are driven by exercise fac-
tors and which may be the consequence of a sedentary
lifestyle. Future analyses can improve our understanding
of the major features of immunosenescence and the im-
pact of regular physical activity on the immune system
in old age [19]. Therefore, the present study was de-
signed to evaluate the relationship between lifestyle exer-
cise and percentage of CD4" and CD8' naive and
memory T lymphocytes as well as CD4/CD8 ratio in ac-
tive compared to inactive older adults.

Methods

Participants

Ninety-nine participants were recruited from the Uni-
versity of the Third Age (U3A), which is an organization
encouraging the older adults over 55 years of age to stay
active by participating in many educational programmes,
including arts, classical studies, discussion classes, com-
puter courses, crafts, drama, film/cinema studies, history,
languages, literature, music, sciences, social sciences, and
physical activity. The current health status and lifestyle
of the participants were controlled by using the health
history questionnaire [20]. The age of 60—90 years and
the same access to medical healthcare were the inclusion
criteria. The exclusion criteria, based on the medical
interview, were as follows: acute infectious and oncologic
diseases, cardiovascular, neurological and musculoskel-
etal disturbances and an implemented pacemaker. More-
over, twenty-two older adults withdrew from the project
during the study due to high blood pressure above 180/
110 mmHg, hospitalization, serious knee injury or a cold.
Eventually, the study included fifty-four individuals aged
65—-88 years (females n =47, males n=7) who repre-
sented the successful ageing according to the definition
by Geard et al. [21]. According to the gait speed meas-
urement (6-min walk test), the Astrand-Ryhming bike
test and Community Healthy Activities Model Program
for Seniors (CHAMPS) questionnaire, the participants
were classified into physically active (# = 34) and inactive
(n =20) groups (Table 1). All participants were informed
of the aim of the study and gave their written consent
for participation in the project. The protocol of the
study was approved by The Bioethics Commission at Re-
gional Medical Chamber Zielona Gora, Poland (N°01/
66/2017, N°21/103/2018) in accordance with the
Helsinki Declaration.

Body composition

Body mass (BM) and body composition fat-free mass
(FFM) and fat mass (FM) were evaluated by a biocelec-
trical impedance method using Tanita Body Compos-
ition Analyser MC-980 (Japan) calibrated prior to each
test session in accordance with the manufacturer’s
guidelines. Duplicate measurements were made standing
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Table 1 Anthropometrics and body composition as well as physical activity level (mean +SD)

Active Inactive Active vs. Inactive p level n?

n=34 n=20
Age [yr] 702+58 735£ 54 <005 0.008
Weight [kg] 698+ 118 67.1 113 0.567 0.000
Height [cm] 160.3 £ 6.0 1597 £72 0573 0.040
BMI [kg/m’] 27.1+£36 263 4.1 0529 0.006
FM [kg] 241 +£58 220+59 0.268 0.004
FM% 343147 327+£62 0.348 0.006
FFM [kg] 457 £ 7.7 45.1 87 0622 0012
SBP [mmHg] 1451 £19.2 1513 £ 209 0.264 0017
DBP [mmHg] 812+ 116 792 +£129 0.602 0.004
6MWT [m] 527+52 388 + 59 <0.001 0.662
Gate speed [m/s] 1501 1.0£01 <0.001 0.662
VO,max [mL/kg/min] 358+57 328+40 0.131 0.060

Abbreviations: BMI Body Mass Index, FM Fat Mass, FFM Fat-Free Mass, SBP systolic blood pressure, DBP diastolic blood pressure, 6MWT 6-min walking test, VO,max
maximal oxygen consumption. The measurements in groups are compared by the one-way ANOVA or the Mann-Whitney non-parametric test (if the normality

assumption is violated)

upright and the average value was included for the final
analysis. The recurrence of measurement was 98%. The
measurements were taken between 7:00 and 9:00a.m.,
before blood sampling in accordance with the procedure
previously used by us in older adults [15, 22].

Functional fitness

The 6-min walking test (6MWT) was accomplished ac-
cording to technical standards of European Respiratory
Society and American Thoracic Society [23]. A marked
walkway was laid out in a 50-m rectangular area (dimen-
sions: 20 x 5 m), with cones placed at regular intervals to
indicate the distance covered. The aim of the test was to
walk as fast and as far as possible within the allotted
time (6 min). The total distance walked in the test was
recorded and the 6MWT gait speed was then calculated
by the following equation: 6MWT gait speed (m/s)=
total distance(m)/360 s. The gait speed ranging from 1.3
to 1.8 m/s classified the participants as physically active
and the gait speed < 1.3m/s classified them as inactive
according to Middleton et al. [24].

Cardiorespiratory fitness

The measurement of maximal oxygen consumption
(VO,max) was executed via the indirect method known
as the Astrand-Ryhming bike test (6-min submaximal
exercise test) which depends on the linear relationship
between heart rate (HR) and VO, to predict maxVO,
and which is approved for both men and women of dif-
ferent ages [25]. Each participant performed a 6-min
submaximal exercise test on a cycle ergometer eBike GE
Healthcare (Germany). Initially, the study participants
rested for 15min prior to the measurement of their

resting HR. According to normative data for submaximal
exercise test, the participants who reached the values of
VO,max > 35 mL/kg/min were classified as active (high
activity level) and the remaining ones were determined
as inactive (average and low activity level).

Type and amount of physical activity

The type and weekly amount of physical activity was
evaluated by CHAMPS questionnaire [26]. The CHAM
PS was originally designed to assess the types and inten-
sity levels of physical activity including lighter (e.g. leis-
urely walking, water gymnastics, stretching, Tai-Chi) as
well as more vigorous activities (e.g. dancing, cycling,
swimming). Currently, the CHAMPS also includes a
group of items related to a sedentary lifestyle e.g. sitting
and chatting with friends.

Blood sampling

Blood samples were taken from the median cubital vein
using S-Monovette-EDTA K, tubes (Sarstedt, Austria)
for flow cytometry analysis and morphology and S-
Monovette - serum tubes were used for other biochem-
ical markers. Serum samples were left to clot for 45 min
before centrifugation and then centrifuged at 3000 g for
10 min. Aliquots of serum were stored at — 80 °C.

Flow cytometry analysis

Cytometric analysis was performed using eight-
parameter CyFlow Space Sorter flow cytometer by Sys-
mex Partec (Germany). For the analysis of immune cells,
CyLyse kit by Sysmex (Germany) was used. One hun-
dred microliter venous blood was mixed with fluoro-
chrome labelled monoclonal antibodies (CD8 APC, CD4



Tylutka et al. BMC Geriatrics (2021) 21:200

FITC, CD45 RA Pacific Blue™ CD45RO PE) and incu-
bated for 15 min in the dark at room temperature. After
the incubation 100 pL of Leukocyte Fixation Reagent A
was added and incubated again in the dark for 10 min.
In the last step, 2.5ml Erythrocytes Lysing Reagent B
was added, mixed and incubated in the dark for 20 min
and further measurements were made. T helper and
cytotoxic lymphocytes were gated by positive surface
staining for CD4 and CD8 and were expressed as a per-
centage of gated lymphocytes. Memory and naive sub-
populations were gated by positive surface staining for
CD45RO and CD45RA, respectively. The strategy of
gated lymphocytes T was shown in Fig. 1. The ratios of
CD4'CD45RA* to CD4"CD45RO * and CD8"CD45RA"
to CD8"CD45RO" as prognostic markers of chronic dis-
eases, were calculated according to Hang et al. [27]. The
CD4/CDS8 ratio was calculated according to McBride
and Striker [28] and the reference values were adopted
from Strindhall et al. [29]. The ratios >1 or < 2.5 are gen-
erally considered normal, however, a wide heterogeneity
exists because of sex, age, ethnicity, genetics, environ-
mental exposures and infections. The inverted or high
CD4/CD8 ratio (<1 or>2.5) is regarded as an immune
risk phenotype and is associated with immunosenes-
cence and chronic inflammatory diseases [29].
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Haematological variables

Peripheral blood morphology: white blood cell count
(WBC), granulocytes (%GRA), lymphocytes (%LYM), red
blood cells count (RBC), haemoglobin (HB), haematocrit
(HCT), mean corpuscular volume (MCV), mean corpus-
cular haemoglobin (MCH), mean corpuscular haemoglo-
bin concentration (MCHC), platelets (PLT) were
determined by using 3 diff BM HEM3 Biomaxima
(Poland).

Biochemical markers

Total cholesterol (TC), high-density lipoproteins (HDL),
low-density lipoproteins (LDL), triglycerides (TG) were
determined by using BM200 Biomaxima (Poland). Non-
HDL cholesterol was calculated by subtracting HDL
from the total cholesterol concentration. CRP was mea-
sured using a high sensitivity assay in duplicate by
means of a commercial kit from DRG International
(USA) with the detection limit of 0.001 mg/L. The intra-
assay coefficient of variation (intra-assay CV) for the
CRP ELISA kit was 4.44%, and the inter-assay coefficient
of variation (inter-assay CV) was 3.28%. The serum glu-
cose was evaluated by using commercially available re-
agents and a mobile spectrophotometer DP 310 Vario II
(Germany).
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Cytomegalovirus (CMV) IgG

The CMV IgG serostatus was determined using a com-
mercial kit from DRG International (USA). The refer-
ence values of CMV-seronegativity (IgG CMV") were <9
DU/mL and CMV-seropositivity (IgG CMV*)>11 DU/
mL. The intra-assay CV for the CMV kit was 7.75% and
inter-assay CV was 11.45%.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the R system,
version 3.6.1 [30]. The assumptions for the use of para-
metric or non-parametric tests were checked using the
Shapiro-Wilk and Levene’s tests to evaluate the normal-
ity of the distributions and the homogeneity of variances,
respectively. The significant differences in mean values
between the groups (active vs. inactive) were assessed by
the one-way ANOVA. The analysis of covariance
(ANCOVA) was used in classification of body compos-
ition and functional fitness that might influence the co-
variate variables such as CMV IgG concentration and T
lymphocyte phenotypes. The chi-squared (x%) test was
used to compare females and males using categorical
data from CHAMPS questionnaire. If the normality and
homogeneity assumptions were violated, the Mann-
Whitney non-parametric test was used. Additionally,
eta-squared (4°) was used as a measure of effect size
which is indicated as having no effect if 0<7><0.01, a
minimum effect if 0.01 < #*<0.06, a moderate effect if
0.06 <#*<0.14, and a strong effect if #*>0.14 [31, 32].
Spearman’s rank correlation (r; - Spearman rank correl-
ation coefficient) was calculated to describe the relation-
ships between body composition and T lymphocyte
count. Statistical significance was set at p < 0.05.

Results

Body composition

The body mass index (BMI) in the physically active older
adults ranged from 19.4 to 35.0 kg/m”> whereas in the
physically non-active older adults their BMI fell within
19.0 to 37.0kg/m® range (Table 1). Jointly, in both
groups, approximately 20% were classified as obese (BMI
>30kg/m?). The BMI value highly correlated with fat
mass in active (rg = 0.806, p < 0.001) and inactive individ-
uals (r;=0.783, p<0.001). In the physically inactive
group, the high fat mass significantly correlated with
CD4" (ry =0.491, p <0.05) and CD4"CD45RO™ lympho-
cytes (r, = 0.636, p <0.01) (Fig. 2). This shows that a low
level of everyday activities impairs immunity more con-
siderably in the obese than in the slim older adults.

Functional and cardiorespiratory fitness

The result of the 6MWT was 36% higher in active than
inactive group (Table 1). Above 95% of the study partici-
pants achieved a normal gait speed > 1 m/s according to
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reference values by Middleton et al. [24]. High physical
fitness level was confirmed by VO,max value which was
elevated by 10% in active individuals. Interestingly, the
older adults who demonstrated a superior gait speed >
1.3m/s and VO,max>35mL/kg/min demonstrated a
significantly higher CD4"CD45RA"T lymphocyte popu-
lation and a higher CD4"CD45RA"/CD4"CD45RO™ ra-
tio compared to the inactive group. In turn, the inactive
older adults whose gait speed amounted to 1.0 + 0.1 m/s,
demonstrated VO,max < 35 mL/kg/min and had a sig-
nificantly higher percentage of both CD4*CD45RO" and
CD8'CD45RO'T lymphocytes compared to the active
individuals. The disproportion in the naive and memory
T lymphocytes emphasises the important role of physical
activity in the immunity in the older adults. The value #°
indicated a strong effect of lifestyle exercise on the result
of the gait speed test and a moderate effect on VO;max
value. The most physically active participants, regardless
of their gender, indicated Tai-Chi as their favourite type
of physical activity (60% of respondents in CHAMPS
questionnaire) as opposed to leisurely walking, water
gymnastics or Nordic-walking. Tai-Chi was already earl-
ier recommended as an intervention for a wide variety of
health problems as it can contribute to reduction of
chronic inflammation in the older adults [33].

Flow cytometry analysis

CD4" and CD8" T lymphocytes were analysed within
naive and memory subpopulations in the study groups
of active and inactive older adults (Fig. 3, Table 2). The
percentage of CD8" T lymphocytes showed a tendency
towards low values in physically active compared to in-
active older adults participants but the differences did
not reach the level of significance (Fig. 3b). The active
study group of older adults was found to exhibit a de-
creased percentage of both CD4'CD45RO* and
CD8'CD45RO" T lymphocytes (Fig. 3d and f). How-
ever, the percentage of CD4"CD45RA™ (Fig. 3c) and the
CD4"CD45RA"/ CD4"CD45RO" ratio (Fig. 3h) were sig-
nificantly higher in the physically active group compared
to the inactive one. There were no statistically significant
differences between males and females in either of the
groups (active vs. inactive). The value #° indicated a
strong impact of lifestyle exercise on the CD4"CD45RA™
T lymphocytes as well as on the ratio of
CD4"CD45RA*/CD4*CD45RO*. The CD4/CD8 ratio
was observed to be higher in the active than inactive in-
dividuals (Fig. 3g). 55.9% of the physically active older
adults demonstrated CD4/CD8 ratio>1 or <2.5, 41.2%
of them exhibited the CD4/CDS8 ratio > 2.5, and the ra-
tio < 1 was recorded only in 2.9%. The CD4/CD8 ratio >
1 or<2.5 was detected in approximately 45% of the in-
active older adults, whereas 40% of them exhibited the
CD4/CD8 ratio > 2.5, and only 15% showed the CD4/
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CDS8 ratio < 1. This shows that inactive lifestyle especially
shifts the values of CD4/CDS8 ratio < 1. The changes in
CD4/CDS8 ratio also depend on BMI (normal, overweight
and obesity) in both active and inactive older adults. The
majority of active older adults participants, regardless of
body mass, had a CD4/CD8 value within the reference
range and only 14% of active adults with obesity had an
inverted CD4/CD8. In turn, the majority of the inactive
older adults, regardless of their body mass, manifested
CD4/CDS8 ratio > 2.5 and approximately 30% of older in-
active adults with overweight had CD4/CD8<1
(Table 3). The results clearly indicate that a low level of
lifestyle exercise changes the CD4/CD8 ratio included in
IRP which, in turn, is related to immunosenescence and
chronic inflammatory diseases [29].

CMV IgG status and immune cells (Table 4)

88% of the active older adults participants were
CMV-seropositive and the mean value of IgG CMV"
was 98.1 + 21.21 DU/mL and only 12% of the active
participants were CMV-seronegative. The results ob-
tained for the inactive older adults showed that 100%
of them were CMV-seropositive and the average value
reached 92.3 + 22.8 DU/mL. In the physically inactive
IgG CMV" participants, a decreasing trend of the
CD4/CD8 ratio was observed unlike in the physically
active individuals with IgG CMV", however, both
values of the CD4/CD8 ratio fell within the reference
range. The conducted analyses revealed statistically
significant differences in the absolute CD4"CD45RA"
T lymphocytes count as well as the CD4"CD45RA*/
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a) CD4" [%]
ANOVA, F(1,52) = 0.05, p = 0.826, n° = 0.00094

b) CD8" [%]

ANOVA, F(1,52) = 1.82, p = 0.172, n = 0.04

¢) CD4"CD45RA" [%]
ANOVA, F(1,51) =9.03, p = 0.004, n° = 0.15

g) CD4/CD8 ratio
ANOVA, F(1,61) = 0.91, p = 0.345, ° = 0.02
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Fig. 3 Percentages of total CD4" (a) and CD8" T lymphocytes (b) and CD4"CD45RA" T lymphocytes (c) and CD4*CD45R0* T lymphocytes (d),
CD8*CD45RA™ T lymphocytes () and CD8*CD45RO™ T lymphocytes (f) as well as the ratios CD4/CD8 (g) CD4*CD45RA*/CD4*CD45R0* (h) and
CD8*CD45RA*/CDE*CD45R0O" (i) in active compared to inactive older adults

CD4"CD45RO*  ratio  between  active = CMV-
seropositive compared to inactive CMV-seropositive
participants. T lymphocyte absolute counts did not
differ ~between CMV-seronegative and CMV-
seropositive groups, which can be ascribed to a small

Table 2 Changes in T lymphocytes absolute count (mean +SD)

size of the CMV-seronegative group. The obtained re-
sults suggest that regular physical activity has a posi-
tive effect on the immune system, especially in
CD4"CD45RA* T lymphocyte count, regardless of
CMV-seropositivity.

T lymphocytes Active Inactive Active vs. Inactive n
absolute count [pL] n=34 n=20 p level

cD4* 880.8 + 363.7 846.3 + 5064 0210 0,031
cD8* 4146 + 2253 446.7 + 262.7 0.560 0.007
CD4*CD45RA* 1819+ 1135 1080 + 883 <001 0.192
CD4*CD45RO" 4948 + 2258 579.8 + 568.8 0.784 0.002
CD8*CD45RA* 2331 + 1494 2301 + 1645 0920 0.001
CD8*CD45RO* 1872 + 1159 2527 + 2995 0.649 0.004
CD4/CD8 25+ 1.1 21+10 0345 0018
CD4*CD45RAY/CD4*CD45RO" 04+03 03+03 <0001 0.179
CD8*CD45RA*/CD8*CD45RO* 16+ 1.1 16+ 17 0132 0.040

The measurements in groups are compared by the one-way ANOVA or the Mann-Whitney non-parametric test (if the normality assumption is violated)
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Table 3 Changes in the CD4/CD8 ratio depending on body mass index (BMI)

Active Inactive

n=34 n=20
CD4/CD8 ratio <1 >1or<25 >25 <1 >1or<25 >25
Normal weight 0% 60% 40% 10% 60% 30%
BMI 185-24.9 kg/m?
Overweight 0% 53% 47% 28.6% 28.6% 42.8%
BMI 25.0-29.9 kg/m?
Obesity 14.3% 57.1% 28.6% 0% 33.3% 66.7%

BMI 230 kg/m?

Haematological variables (Table 5)

The immune cell numbers (lymphocytes, %LYM, %GRA,
%HCT, MCV, MCHC, MCH) were found to be at simi-
lar levels in all participants. However, there were signifi-
cant differences between PLT in the active compared to
inactive individuals. Moreover, an increasing trend in
HB, RBC and HCT was observed in the physically active
group. The value 1* indicated a moderate influence of
lifestyle exercise on HB level, which suggests that a pro-
tective effect of physical activity is also exerted on
hematopoietic processes in the older adults. There were
no statistically significant differences in HB, RBC and
HCT between males and females in both groups (active
vs. inactive).

Biochemical markers (Table 6)

The glucose and TG concentrations did not exceed
the limits of the reference values in most study par-
ticipants. TC concentration was found to fall within
the range of 157 to 372 mg/dL in the physically active
participants whereas in the inactive group it
amounted to the values from 162 to 394 mg/dL. High
TC concentration > 200 mg/dL. was observed in ap-
proximately 87% of the study participants and only 5
participants took lipid-modifying drugs. Similar

observations were made with regard to the changes in
LDL, HDL and non-HDL concentrations. CRP level
tended to reach higher values in the active than in-
active participants but remained within the reference
range. However, a lower CRP concentration (2.62 +
1.88 mg/L) was found in the older adults who demon-
strated a superior gait speed >1.4 m/s when compared
to the other active participants (4.19 +2.75mg/L).
CRP concentration was inversely correlated with the
results of the 6MWT or gait speed test (r=-0.350,
p<0.05) in the active older adults, which clearly indi-
cates that lifestyle exercise diminishes the systemic in-
flammatory response.

Discussion

Regular physical activity has a profound effect on normal
functioning of the immune system. For decades it has
been accepted that prolonged periods of high-intensity
exercise could depress immunity [34]. However, current
evidence from epidemiological studies shows that lead-
ing a physically active lifestyle is likely to be beneficial
rather than harmful to the immune function [35].
Exercise-induced improvements in immunity can be re-
lated to reduction in inflammation, maintenance of
thymic mass, changes in the composition of memory

Table 4 Distribution of T lymphocytes phenotypes in relation to CMV serostatus (mean + SD)

2

T lymphocytes Active Active p level n Inactive Active vs. Inactive n
absolute count [pL] 1gG CMV* 1gG CMV~ 1gG CMV* p level
n=30 n=4 n=20

cD4* 9224 + 3496 569.0 + 356.0 0.067 0.101 846.3 + 5064 0.258 0.008
cps* 434.5 + 2269 265.2 + 16438 0.198 0.060 446.7 £+ 262.7 0.992 0.001
CD4*CD45RA™ 1800+ 1128 1289 + 1208 0337 0.030 1080 + 883 <001 0.132
CD4*CD45RO* 5182 % 2195 3195 £ 2210 0.099 0.083 579.8 + 568.8 0.589 0.006
CD8*CD45RA”" 2476 + 1497 1238 + 1039 0.118 0.074 230.1 + 1645 0.536 0.003
CD8*CD45R0O" 1928 £ 1143 1452 + 1371 0453 0.018 2527 £+ 2995 0.977 0.020
CD4/CD8 25+£10 28+18 0.541 0.012 21+£10 0.294 0.023
CD4*CD45RA*/CD4*CD45RO™ 04+ 03 04+02 0777 0.000 03+03 <0001 0.061
CD8*CD45RA*/CD8*CD45RO™ 1612 10£03 0393 0.038 16+17 0.350 0.000

Abbreviations: IgG CMV™ cytomegalovirus seronegativity, IgG CMV* cytomegalovirus seropositivity. The comparison between active and inactive group concerns
CMV seropositive participants. The measurements in groups are compared by the one-way ANOVA or the Mann-Whitney non-parametric test (if the normality

assumption is violated)
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Table 5 Haematological variables (mean + SD)
Reference Active Inactive Active vs. Inactive n?
values n=34 n=20 p level

WBC [103/pL] 50-116 6.7 +21 6.5+ 20 0.740 0.055

Lymphocytes [10°/uL] 1.3-40 23+ 06 22409 0.119 0.002

Granulocytes [103/[1L] 24-76 39+ 16 38+ 14 0.851 0.076

LYM % 19.1-485 35576 337 £ 90 0486 0.003

GRA % 43.6-734 572+92 572+ 90 0.981 0.000

RBC [1 03/LJL] F 40-55 48 £03 47+03 0.209 0.054
M 4.5-6.6

HB [g/dL] F125-160 13907 137 +£08 0513 0.108
M 135-180

HCT [%] F 37-47 39520 386 £ 24 0.201 0.031
M 40.0-51.0

MCV [fL] F 80-95 819+ 30 817+ 26 0.950 0.048
M 80-97

MCH [pg] F 270-320 287 £ 13 290+ 1.1 0.395 0.054
M 26.0-32.0

MCHC [g/dL] F 320-36.0 351+08 355+ 06 0330 0018
M 31.0-36.0

PLT [1()3/uL] 150-400 270 £ 60 236 + 39 <001 0.031

Abbreviations: WBC white blood cells, LYM lymphocytes, GRA granulocytes, RBC red blood cells, HB haemoglobin, HCT haematocrit, MCV mean corpuscular volume,
MCH mean cells haemoglobin, MCHC corpuscular/cellular haemoglobin concentration, PLT platelets, F female, M male. The measurements in groups are compared
by the one-way ANOVA or the Mann-Whitney non-parametric test (if the normality assumption is violated)

and naive T lymphocytes or enhanced immunosurveil-
lance. Indeed, physical activity is a powerful intervention
that has a great potential to improve immune and health
outcomes in the older adults, the obese, and patients
with cancer and chronic viral infections [10, 34]. The
benefits of regular physical activity undertaken by the
older adults are much less documented than the effects
of regular physical activity on the immune system in
young individuals [36]. Randomized prospective trials
were conducted to explain the effect of aerobic exercise
on the immune system of the older adults, where Nie-
man et al. [37] found that a 3-month moderate aerobic
exercise programme did not cause a significant increase
in T lymphocyte mitogenesis. On the other hand, the ef-
fect of resistance training on the immune function has

also been poorly investigated and most researchers
agreed that 8—12-week training had minimal effects on
innate or acquired immunity in older adults [38]. It is
well known that physical activity does not only exert
anti-inflammatory effects but also positively affects the
metabolic health in the older adults. The results of
CHAMPS questionnaire in our study confirmed the ac-
tivity of our recruited participants in everyday life, where
older adults who were physically active were much more
likely to lead a more active life by being engaged in Nor-
dic walking, swimming, intensive walks, and Tai-Chi,
than inactive older adults participants. In our study, the
active older adults covered a much longer distance in
the 6MWT compared to the inactive older adults. In
addition, the active older adults demonstrated the gait

Table 6 Lipoprotein-lipid profile, glucose and C-reactive protein (mean + SD)

Reference Active Inactive Active vs. Inactive n?

values n=34 n=20 p level
Glucose [mg/dL] 60-115 98.6 + 17.1 976 + 203 0452 0.000
TG [mg/dL] <150 90.2 + 25.7 83.7 £ 260 0375 0.000
TC [mg/dL] <200 2624 + 526 2513 + 591 0534 0.013
LDL [mg/dL] <130 147.1 £ 403 149.1 + 50.8 0.889 0.000
HDL [mg/dL] desirable > 60 82.2 + 160 81.1+£11.8 0.603 0.023
non-HDL [mg/dL] <130 1802 £ 54.7 1702 £ 655 0.599 0.047
CRP [mg/L] 0.068-8.2 32+£25 28+ 31 0.121 0.004

Abbreviations: TG triglycerides, TC total cholesterol, LDL low density lipoprotein, HDL high density lipoprotein, CRP C-reactive protein. The measurements in groups
are compared by the one-way ANOVA or the Mann-Whitney non-parametric test (if the normality assumption is violated)
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speed of 1.5+0.1m/s that was significantly higher in
comparison to the non-active group whose gait speed
amounted to 1.0+ 0.1 m/s, which can be indicative of
better functional fitness of the active older adults. It is
believed that a low intensity of everyday activity and a
sedentary lifestyle constitute an independent risk of dis-
eases known as ,sedentariness”. A longitudinal Canadian
study of 17,013 people aged over 12 years demonstrated
that those who were inactive for a longer time span were
up to 50% more likely to die prematurely in comparison
to individuals who spent shorter periods of time in a sit-
ting position [39].

In addition to beneficial effects on the immune system,
physical activity throughout lifetime also favourably af-
fects well-being and facilitates daily functioning in soci-
ety [40]. Good functional status of the older adults
participants could be related to their participation in
various physical and health education programmes at
the University of the Third Age. In recent years the ef-
fects of regular physical activity on T lymphocytes have
attracted a considerable interest and plenty of evidence
showed the lifestyle exercise may lead to rejuvenation of
the immune system and may exert a positive effect on
thymic output. The active older adults in our study were
observed to have a statistically significantly increased
percentage of blood CD4*CD45RA™ T lymphocytes in
comparison to the inactive older adults. According to
Weyh et al. [41], this may be associated with elevated
IL-15 levels that affect the immune homeostasis which is
caused by the induction of a better survival rate of naive
T lymphocytes. Duggal et al. [19] noticed some reduc-
tion in systemic inflammation in amateur cyclists (mean
age: 55—75 years) engaged in high levels of physical ac-
tivity for most of their adult life. Spielmann et al. [42]
also found that males aged 18-61years, with high
VO,max level, demonstrated an increased number of
CD8" naive T lymphocytes.

Attempts to determine the relationships between
CMV-seropositivity and changes in the count of T lym-
phocytes have been undertaken by scientists for many
years. The results of the research carried out due to the
health condition of the examined patients, genetic back-
ground and/or many others factors in highly diverse hu-
man populations are varied. Most researchers agree that
CMV infection at least accelerates the age-related de-
crease in the number of naive T lymphocytes and the in-
crease in memory T lymphocytes [43]. In our study, we
showed that, regardless of CMYV-seropositivity, in the
physically active older adults there was an increase in
the count of CD4"CD45RA™ T lymphocytes as well as in
the CD4'CD45RA"/CD4"CD45RO" ratio compared to
the inactive CMV-seropositive older adults. This empha-
sises the beneficial effect which the activity of older
adults exerts on their immune system functioning.
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Latent infection in people with normal immunity fre-
quently shows no symptoms, but it could be dangerous
for immune compromised ones. This is associated with
CD4/CD8 <1 identified in immune-risk individuals,
which induces a high risk of mortality due to weaker im-
mune response [44]. In our study, the inactive older
adults CMV-seropositive individuals showed a lower
CD4/CD8 ratio compared to the active older adults
CMV-seropositive adults. Interestingly, older active
CMV-seronegative adults obtained the CD4/CD8 ratio
of 2.8 £ 1.5 which is higher than that observed in the ac-
tive older CMV-seropositive adults (2.5 + 1.0) as well as
in the inactive CMV-seropositive individuals (2.1 +0.9).
Nevertheless, due to the limited number of IgG CMV-
seronegative ~ individuals we were not able to draw un-
equivocal conclusions and the research must be
continued.

During the past decade, three prospective cohort stud-
ies with the participation of Swedes, Dutch and Belgians
were performed to assess the IRP in the older adults de-
fined by the CD4/CD8 ratio [45]. The inconsistencies
may be ascribed to a large number of factors, including
gender, age, nutrition, amount of physical activity or fat
content, which can all affect the ratio, and also to the
fact that the values 21 or<2.5 are commonly used as
the reference values in healthy individuals [28]. The
CD4/CD8 ratio can also be a useful marker to determine
the body response to lifestyle exercise. Researchers have
not yet unequivocally established whether the CD4/CD8
ratio increases or decreases with age. Neither are they
unanimous as to whether the rise or the decline in the
ratio is more favourable to maintain the longevity of the
older adults. The CD4/CD8 ratio was found to increase
with age in OCTO/NONA surviving participants over
100 years of age [29]. On the other hand, the analysis by
Vasson et al. [46] showed a decreasing trend of the
CD4/CD8 with age in Spanish and French population.
In our study, we searched for the answer whether life-
style exercise had an effect on the CD4/CD8 ratio. Inter-
estingly, the CD4/CD8 ratio was found to fall within the
range of the reference values in 55.9% of the group of
older active participants. Our study group of active older
adults was classified as representing healthy ageing. The
frequency of the CD4/CD8 ratio is also contingent on
the body fat content and in all our study participants
(both active and inactive), high fat content shifted the
CD4/CD8 ratio < 1.

Ageing is commonly accompanied by abdominal obes-
ity, which is often associated with health problems and
with an increased risk of infections. Adipose tissue acts
as a ‘link’ between nutrition, metabolism and the proper
functioning of the immune system in healthy individuals
[47]. Furthermore, ageing does not only induce adiposity
but it also causes changes in body composition, such as
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the loss of muscle mass, muscle fat infiltration or bone
loss [48], and the ensuing decline in physical perform-
ance adversely affects the quality of life [49]. Changes in
body composition are a significant risk factor for devel-
oping impaired physical performance, however, there is
little evidence that the FFM and FM indices are associ-
ated with physical disability in older adults, women and
men alike [48].

It is worth mentioning that visceral adipose tissue
contains the major immune cells which play a crit-
ical role in immune-metabolic homeostasis. The
changes in adipose tissue T lymphocytes in obesity
have been well documented in mice and humans
[47]. In obese individuals the percentage of T lym-
phocytes of both CD4 and CD8 cells in adipose tis-
sue is on the increase, secreting pro-inflammatory
cytokines such as: IFN-y (Thl) and IL-17 (Th17).
The increased proportion of inflammatory CD4* T
lymphocytes in obese individuals results in a de-
crease in the number of T, [50].

To date, only a limited number of studies have ana-
lysed the composition of the peripheral blood of the
immune system in obesity. In our study, a positive
correlation between CD4" T lymphocyte count and
FM was observed in the inactive older adults. This
finding suggests that the CD4" T lymphocyte pool is
on the rise along with the increase in the body fat.
The results are consistent with the ones obtained by
van der Weerd et al. [51], who reported an increase
in the number of CD4" T lymphocytes in obese
people. Womack et al. [52] analysed both CD4" and
CD8" T lymphocytes in African women and they also
recorded an increased T lymphocyte pool in the
obese study participants. However, Tanaka et al. [53]
observed a decrease in the T lymphocyte (CD4" and
CD8") population in the peripheral blood of 34 obese
individuals as compared to 50 non-obese participants.
Contrastingly, O'Rourke et al. [54] demonstrated an
elevated number of CD4" T lymphocytes and a re-
duced number of CD8" T lymphocytes in morbidly
obese women compared to healthy, normal-weight
controls. A potential mechanism related to such di-
vergent results is a consequence of gender and age
diversity of the study population as well as a small
sample size. Therefore, the relationship between body
mass and the CD4" T lymphocyte pool invites add-
itional consideration. What calls for further investiga-
tion is also the level of leptin, a hormone that is
involved in the development of thymus gland espe-
cially in the differentiation of thymocytes from double
positive cells to single positive CD4* and CD8" T
lymphocytes [55]. One of potential mechanisms of
leptin has been proven to increase the production of
naive T lymphocytes (CD4"'CD45RA"CD45RO™) and
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to inhibit the proliferation of memory T lymphocytes
(CD4"CD45RO"CD45RA™) [56]. It is still not entirely
clear how obesity-induced metabolic dysfunction af-
fects and changes the imbalance in the naive and
memory T lymphocytes population. Naive T lympho-
cytes remain at rest and their activation is contingent
on the energy demand for phosphorylation. After acti-
vation, the metabolic signature changes to provide
support for increased glycolysis to fulfil cellular en-
ergy requirements [57]. According to Pearce et al
[58], the development and survival of memory T lym-
phocytes is reliant on fatty-acid oxidation (FAO). In
our research we also demonstrated a positive correl-
ation between FM and CD4'CD45RO" T lymphocyte
count. Yang et al. [59, 60] observed that obesity ac-
celerated the age-related reduction of T-lymphocyte
receptor, which was connected with reduced thymo-
poiesis. Obesity was observed to lead to reduction in
peripheral naive T lymphocytes with increased fre-
quency of effector-memory T lymphocytes. The pre-
cise role of leptin and the association between FM
and immune cells, T lymphocytes in particular, in
older individuals shall be analysed in further investi-
gation in our cohort.

Appropriate strategies to counteract immunosenes-
cence should be implemented and one of them
should take into account the beneficial effect of life-
style exercise on subpopulations of the immune sys-
tem [61]. To date, numerous studies have confirmed
a favourable impact of physical activity on the im-
mune system including an enhanced proliferative
capacity of T lymphocytes and magnified cytotoxic
activity of NK cells. The extent of exercise-induced
changes to the immune system in the older adults is
quite diverse and depends on the type of physical
activity as well as its volume and intensity. Future
analyses will allow us to understand the role which
physical activity sustained throughout life plays on
prevention of immunosenescence and lifestyle dis-
eases [62].

Conclusions

In this study we demonstrated that major features of
immunosenescence were driven by lifestyle exercise.
Physical activity sustained throughout life enhances the
immune system by increasing the percentage of naive T
lymphocyte  population and by reversing the
CD4'CD45RA"/CD4"CD45RO" ratio. Interestingly, the
beneficial changes in the CD4/CD8 ratio were observed
at the values of >1 or<2.5 in ~50% of physically active
older adults regardless of their body weight, which clas-
sified them as successfully ageing older adults, contrary
to the inactive and obese older adults who demonstrated
the CD4/CDS8 ratio < 1.
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Limitations

The limitations of the study include a relatively small
number of participants especially male individuals. Lack
of information on the exposure to pathogens throughout
life of study participants may also have affected the dis-
proportions in the populations of the analysed cells.
Moreover, some lifestyle factors e.g. diet, were not taken
into account in our analysis, which should also be ac-
knowledged as the limitation of the study.
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VI1. Opinia Komisji Bioetycznej

QLETYC OV oA
inlsin L tknzaiticg Komisja Bioetyezna
oy przy Okregowe] Radzie Lekarsciej w Zielong] Gorze
85 328 78 1 63-733 Ziclona Gora, ul, Batorego 71

wl (08&) 320 79 00, Iax (06R) 3207815

Uchwata Komisji Binetyesnej Nr 2171032018

z dnia 18 czerwea 2018 .

wgprawic wdania opinii o badaniu naukawym pl: JImmunologicsne zmiany u kobiet 1 mezezy/zn
pa B0 vz w zaleimadied od wspohistniejacych jednosiek chorobowych: wptyw aklywnos$et fizvezne
na paprawienie parametrdw immunologicznych™.

Opink wydana jesl na pedstawie ard, 29 vst, 2 ustawey 2 dnia 16 grudnia 2016 2, o zawodach Ickarzz
i lekarza deatvsty (D7 7z 2007 pez. 125). rozperzgdzenia MZ:OS 7 dnia 11 maja 1999 r. w sprawic
seceedlowyeh zased powelywania © Onansowania viae Cybu dzialania kemisji bicetveenych (DeU. Ne
47, poz. 480 2 1999 1) craz uchwaly nr 39VIL2014 Okegeowej Rady Lekarskicj w Ziclone] Gorze z dniz
15 maja 201 row sprewic powaolania Komisji Binetyernaj.

Kam'sia Biselverna przy Okregowej Tzbie Tekarskie) w Zielong Gorse na posiedzeniu w
dniu IR crerwen 2018 . sapoznala si¢ ze sgloszeniem hadania naukowego zatytulowanepe
lmmunologiczne zmiany u kobiet i mezezyzn po 60 r.z. w zaleznosci od wspdlistniejacych
jednostek chorobowych: wphow aktywnodcl fizycznej na poprawienie parametrow
immunologiczaych”,

Gliwmym wykonawesn badunia jest Iekars mgr Anna Tylulky. Budanie bglrie prowadzone
w Uniwersytecie Zielonagdiskim w Ziclong) (hize. ul. Licealna 9. Klerownikicm naunkowym
nadanta jest dr hab. n. med. Agata Matejuk. prof. Uniwersytetu Ziclonogzarskicgo.

Do wiioskn dotsezono nastepujaee dokumenty:
1. Protokdl hadania.
Intormacie dla nezestika badania.
Iermularz swiacomej zgody uczesinika bacaniu.
Oswiadezenic uczesnika badania,
Zxciorys naukowy baducrza,
f. Pidmiznniclves.

NS O

W owyniku tajnego glosowania Komisjas Binetyczna wyraza zgode¢ na przeprowadrsenic
badania zatvtulowancgo: JImmunologiczne zmiany u kohict i mgzezyzn po 60 rz. w
raleznolei od wspilistniejgeyceh jednosiek chorobowyeh: wplyw akrywnodei fizyeznej na
poprawienie parametrow immunologicanych”.

Komisia zastzega soble praweo do wevskiwania informmacit o powikdaniach @ eleklach
micpozadianyel vraz do veyskania sapario kaneoween. Kamisja Biootyverna przy Okiggavaej Radzie
lekarskic) w Zicliene Gorze dziaka zgednie 7 zassdami Goesd Cliniea] Pracuce (1CH-GCP) oraz preestreega
Dellaragyi [elsitssiv) i Toki skig). Do opinii zafgezono wykaz osib bioracyeh udzial w giesowaniu,

PRIEATIMCIACY KOum) B
przy @kreades) Fhdrs
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Komisja Bioetyczna
przy Okregowej Radzie Lekarskiej w Zielonej Gorze
65-735 Zielona Gora. ul. Batorego 71
tel. (068) 320 79 00, fax (068) 3207815

Uchwala Komisji Bioetycznej Nr 01/66/2017
z dnia 23 stycznia 2017 r.

w sprawie wydania zgody na badanie pt.: ., Apoptotyczne mechanizmy starzenia si¢
mi¢sni szkicletowych; zapobieganie poprzez wysilek fizyczny™

Opinia wydana jest na podstawie art. 29 ust. 2 ustawy z dnia 16 grudnia 2016 r. o zawodach
lekarza i lekarza dentysty (Dz.U. z 2017 poz. 125), rozporzadzenia MZiOS z dnia 11 maja 1999 r.
w sprawie szczegdlowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji
bioetycznych (Dz.U. Nr 47, poz. 480 z 1999 r.) oraz uchwaly nr 59/VII/2014 Okregowej Rady
Lekarskicj w Zielonej Gérze z dnia 15 maja 2014 r. w sprawie powolania Komisji Bioetyczne;j.

Komisja Bioetyczna przy Okregowej Izbie Lekarskiej w Zielonej Gorze na
posiedzeniu w dniu 23 stycznia 2017 r. zapoznala si¢ ze zgloszeniem badania
zatytulowanego ,,Apoptotyczne mechanizmy starzenia si¢ miesni szKieletowych;
zapobieganie poprzez wysilek fizyezny”.

Giéwnym wykonawea badania jest mgr Barbara Morawin. Badanie bedzie
prowadzone w Uniwersytecie Zielonogérskim przy ul. Licealnej 9, 65-714 Zielona Géra.
Kierownikiem badania jest mgr Barbara Morawin.

Do wniosku dolaczono nastepujace dokumenty:
1. Zgloszenie badania.

2. Protokdl badania.

3. Informacj¢ dla uczestnika badania o celach i zasadach przeprowadzenia
eksperymentu medycznego.

4. Formularz $wiadomej zgody uczestnika badania.

5. Wzér oswiadezenia skladnego przez osobe poddana eksperymentowi

medycznemu.
6. Pismiennictwo.
7. Zyciorys naukowy badacza.

W wyniku tajnego glosowania Komisja Bioetyczna wyraza zgode na
przeprowadzenie badania zatytulowanego: ,Apoptotyczne mechanizmy starzenia sie
miesni szkieletowych; zapobieganie poprzez wysilek fizyczny™.

Komisja zastrzega sobie prawo do uzyskiwania informacji o powiklaniach i efektach
niepozadanych oraz do uzyskania raportu koncowego. Komisja Bioetyczna przy Okregowej Radzie
Lekarskiej w Zielonej Gorze dziala zgodnie z zasadami Good Clinical Practice (ICH-GCP) oraz
przestrzega Deklaracji Helsinskiej i Tokijskiej. Do opinii zalagczono wykaz os6b biorgeych udzial
w glosowaniu.




VIII. Oswiadczenia wspolautorow prac

Warszawa, dnia 20.12.2021
(migjscowodé, data)

Agnieszka Zembron-Lacny

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. Immunological aging and clinical consequences. Postepy Hig Med
Dosw 2020; 74: 260-271. doi: 10.5604/01.3001.0014.3054, oswiadczam, iz moj whasny wklad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji stanowi: koncepcja pracy, opracowywanie i weryfikacja tekstu
publikacji.

Wkiad Anny Tylutkiej w powstawanie publikacji okreslam jako 70%, obejmowal on:
przygotowanie koncepcji, przeglad pismiennictwa, edycja tekstu, przygotowanie tabel i rycin,

korekta manuskryptu, rejestracja manuskryptu w wydawnictwie (autor korespondencyjny).

(merytoryezny opis wkladu kandyvdata do stopnia w powstanic publikacji) *
Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskie)

lek/mgr Anny Tylutkiej

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis aswiadezajgeego)
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Warszawa, dnia 20.12.2021
{migjscowosé, data)

Agnieszka Zembron-Lacny

{imig 1 nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Tylutka A, Morawin B, Gramacki A, Zembron-Lacny A. Lifestyle
exercise attenuates immunosenescence; flow cytometry analysis. BMC Geriatr 2021; 21:
200. doi: 10.1186/s12877-021-02128-7, oswiadczam, iz moj whasny wkiad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: przygotowaniu koncepcji pracy badawczej, wsparcie podezas uzyskiwania i
analizy wynikow, opracowanie 1 weryfikacji tekstu publikacji

Wkiad Anny Tylutkiej w powstawanie publikacji okreslam jako 70%, obejmowal on:
przygotowanie koncepcji, przeglad pismiennictwa, edycja tekstu, przygotowanie tabel i rycin,

korekta manuskryptu, rejestracja manuskryptu w wydawnictwie (autor korekspondencyjny).

(merytoryezny opis whkiladu kandydata do stopnia w powstanie publikacjiy ®
Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgsc rozprawy doktorskiej

lek/mgr Anny Tylutkie;

{imig 1 nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis eswiadczajgeego)



Warszawa, dnia 20.12.2021
(miejscowos¢, data)

Artur Gramacki

(imig 1 nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. Tylutka A, Morawin B, Gramacki A, Zembron-Lacny A.
Lifestyleexerciseattenuates immunosenescence; flowcytometryanalysis. BMC Geriatr 2021;
21: 200. doi: 10.1186/s12877-021-02128-7, oswiadczam, iz md) wlasny wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie 1 opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie

publikacji stanowi: analizy statystyczne, weryfikacja koncowej wersji manuskryptu

Mo¢j udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 10%.
Wkiad Anny Tylutkie;j w powstawanie publikacji okreslam jako 70%, obejmowal on:
przygotowanie koncepcji, przeglad piSmiennictwa, edycja tekstu, przygotowanie tabel i rycin,

korekta manuskryptu, rejestracja manuskryptu w wydawnictwie (autor korespondencyjny)

(merytoryczny opis wkladu kandydata do stopnia w powstanie publikacji) *

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej

lek/mgr Anny Tylutkiej

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis oswiadczajgcego)

*w szczegolnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow
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Warszawa, dnia 20.12.2021
(miejscowos¢, data)

Barbara Morawin

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. Tylutka A, Morawin B, Gramacki A, Zembron-Lacny A.
Lifestyleexerciseattenuates immunosenescence; flowcytometryanalysis. BMC Geriatr 2021;
21: 200. doi: 10.1186/512877-021-02128-7, oéwiadczam, iz moj wiasny wktad merytoryczny W
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badai oraz przedstawienie pracy W formie
publikacji stanowi: zbieranie materiatu i wykonywanie analiz laboratoryjnych, udzial w
przygotowaniu i redagowaniu pracy.

M¢j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 10%.

Wkiad Anny Tylutkie] w powstawanie publikacji okreslam jako 70%, obejmowat on:
przygotowanie koncepcji, przeglad pismiennictwa, edycja tekstu, przygotowanie tabel 1 rycin,

korekta manuskryptu, rejestracja manuskryptu w wydawnictwie (autor korespondencyjny)
(merytoryczny Opis wkladu kandydata do stopnia w powstanic publikacji) *

Jednocze$nie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czg§¢ rozprawy doktorskiej
lek/mgr Anny Tylutkiej

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis o$wiadczajgcego)

#w szczegolnosei udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow



