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1. Wstep

1.1.Otytosé

Otytos¢ nazywana jest epidemig XXI wieku i staje sie narastajgcym problemem
zdrowotnym na catym swiecie (Tsigos i wsp., 2009; Ktosiewicz-Latoszek, 2010;
Przybylska 1 wsp., 2012). Na wzrost populacji ludzi otytych wptywajg czynniki
genetyczne, srodowiskowe, psychologiczne i socjoekonomiczne (Farooqi i wsp.,
2006; Kyrou i wsp., 2006; Branca i wsp., 2007). Za podstawowg przyczyne tego
stanu rzeczy uznaje sie jednak zmniejszenie aktywnosci fizycznej, przy
jednoczesnym zwiekszeniu kalorycznos$ci positkdw. Otyto$¢ dotyka zaréwno kobiety
jak i mezczyzn w réznym wieku, niezaleznie od rasy (James, 2008). W przypadku
kobiet o otytosci Swiadczy ponad 25% zawartosc¢ tkanki ttuszczowej w poréwnaniu do
masy catego ciata, u mezczyzn ponad 15% (Mazur-Roszak i wsp., 2010). Wzrost
masy ciata, zwieksza zagrozenie zgonem oraz prowadzi do rozwoju wielu chordb,
jak: schorzenia uktadu sercowo-naczyniowego, cukrzyca, choroby ukfadu kostno-
stawowego, zaburzen gastroenterologicznych, nowotwory, bezdech senny oraz
problemy rozrodcze, urologiczne i nefrologiczne (Niedzwiedzka-Rystwej i wsp., 2009;
Ktosiewicz-Latoszek, 2010; Mazur-Roszak i wsp., 2010). Gtéwne powiktania otytosci
dotyczg jednak chordb sercowo-naczyniowych (nadcisnienie tetnicze, udar mozgu,
niewydolnos¢ serca, choroba niedokrwienna serca) (Ktosiewicz-Latoszek, 2010).
Wedtug badan, spadek masy ciata znaczaco redukuje ryzyko wystgpienia chorob
towarzyszacych otytosci. Przy redukcji masy ciata o 10 % stwierdzono kilkunastu
procentowy spadek stezenia cholesterolu catkowitego oraz frakcji LDL, 30-50%
obnizenie stezenia glukozy we krwi, 30% spadek stezenia trojglicerydow oraz
cisnienia krwi o 10-20 mmHg (Jung, 1997). W doniesieniach naukowych zwraca sie
rowniez uwage na znaczenie witaminy D; w procesie rozwoju otytosci. Aktywna
posta¢ witaminy D3z zmienia ekspresje okoto 200 gendw, a jej niedobor wptywa
negatywnie na metabolizm glukozy, poprzez zaburzenie dziatania insuliny. Witamina
Ds;, jako witamina rozpuszczalna w ttuszczach, jest magazynowana w tkance
ttuszczowej, co powoduje jej niedobdr w surowicy i ogranicza dostepno$¢ biologiczng
(szczegdétowo oméwione w Cannell i wsp., 2008; McGilli wsp., 2008; Lagunova
i wsp., 2009).

Wedtug raportu GUS waga ciata Polakéw wzrasta, a problemy z jej utrzymaniem
ma ponad 54% populacji, gdzie 64% stanowig mezczyzni, a 46% kobiety. Najwiekszy
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odsetek 0sOb ze zwiekszong masag ciata wystepuje w grupie oséb powyzej
czterdziestego roku zycia, a wynika to ze spowolnienia procesow metabolicznych,
zmniejszenia aktywnosci fizycznej oraz ze ztych nawykéw zywieniowych. Obecnie
problem nadwagi i otytosci w populacji miejskiej i wiejskiej oscyluje na podobnym
poziomie i jest konsekwencjg przejecia ztych nawykdéw zywieniowych przez ludnosc
terenéw wiejskich. W poréwnaniu z mieszkancami Unii Europejskiej (analiza 18
krajow), Polska zajmuje 7 miejsce, w rankingu osdb dorostych, z nieprawidtowg
masg ciata. Najwiekszy odsetek osdb z nadwaga i otyloscig wystepuje na Malcie,
w Republice Czeskiej, Stowenii, Grecji, na totwie oraz na Wegrzech. Najlepsza
sytuacja wystepuje natomiast w Austrii, Belgii oraz we Francji gdzie odsetek ludzi
Z nadwagaq i otytoscig jest ponizej 50% (Raport GUS, 2009).

Otytos¢ mozna dwojako sklasyfikowaé: w zaleznosci od przyczyn jej powstania
oraz stosujgc podziat zalezny od wielkosci parametrow antropometrycznych. Wedtug
pierwszej klasyfikacji wyrdzniamy otyto$¢ prostg (pierwotna), ktéra jest wywotana
nadmiernym przyjmowaniem pozywienia oraz niskg aktywnoscig fizyczng. Drugim
typem jest otytoS¢ wtérna, ktéra wynika z zaburzen endokrynologicznych, choréb
genetycznych, zwyrodnieniowych, wad rozwojowych, urazéw osrodkowego uktadu
nerwowego oraz jest konsekwencjg stosowania niektorych lekéw (Przybylska i wsp.,
2012). Wedtug kryterium wielkosci parametréw antropometrycznych, wyrdézniamy
otytos¢ w zaleznos$ci od gromadzenia sie tkanki ttuszczowej: typ brzuszny (trzewny)
i posladkowo-udowy. Pierwszy typ otytosci, wystepujacy gtébwnie u mezczyzn,
zwieksza ryzyko wystgpienia  powikltan  sercowo-naczyniowych, zespotu
metabolicznego oraz niektérych nowotworéw. Typ otytosci posladkowo-udowej,
dotyczy gtownie kobiet i niesie za sobg mniejsze ryzyko powikfan sercowo-
naczyniowych. W celu zdiagnozowania otytosci stosuje sie liczne metody, ktére majg
na celu umiejscowienie masy tkanki tluszczowej. W praktyce klinicznej, w celu
umiejscowienia tkanki ttuszczowej w narzadach, stosuje sie metody obrazowe takie
jak tomografia komputerowa oraz magnetyczny rezonans jadrowy. Metoda
bioimpedancji elektrycznej (BIA) ocenia tluszczowg i bezttuszczowg mase ciata.
Kolejng metodg wykorzystywang w diagnostyce otyto$ci jest absorpcjometria
promieniowania X (Bolanowski i wsp., 2005; Jakubowska-Pietkiewicz i wsp. 2009).
Badania epidemiologiczne opierajg sie gtbwnie na pomiarach masy ciata, proporcji

obwodu pasa do obwodu bioder oraz obwodu samej talii. Na podstawie tych
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pomiarow okresla sie podstawowe wskazniki antropometryczne takie jak: BMI -
wskaznik masy ciata (ang. Body Mass Index), WHR - proporcja obwodu pasa do
obwodu bioder (ang. Waist to Hip Ratio) oraz WC - obwdd talii (ang. Waist
Circumference), ktérych interpretacja zalezna jest od pici, wieku oraz rasy. Ocenia
sie réwniez inne, mniej popularne wskazniki antropometryczne, takie jak: grubosci
fatdu skérnego, wskaznik Cola (ang. LMS — Least Mean Square), WHtR (ang. Waist
to Height Ratio) oraz BAI (ang. Body Adiposity Index), ktéry w sposéb bardziej
doktadny niz BMI okresla procent tkanki ttuszczowej w organizmie (Komiya i wsp.,
2008; Przybylska i wsp., 2012). Nalezy zwr6ci¢ uwage, ze wskaznik BMI niesie za
sobg pewne ograniczenia, poniewaz nie uwzglednia rozmieszczenia tkanki
ttuszczowej oraz nie rozgranicza masy tkanki miesniowej od tluszczowej. Bardziej
precyzyjny okazuje sie wspotczynnik WHtR, ktory okresla stosunek obwodu pasa do
wysokosci ciata. Wskaznik ten okazuje sie szczegodlnie istotny w okreslaniu tkanki
ttuszczowej typu brzusznego, jednoczesnie precyzyjniej okresla ryzyko zespotu
metabolicznego oraz choréb ukfadu krgzenia (Przybylska i wsp. 2012). W celu
sklasyfikowania i diagnozowania otytosci najczesciej stosuje sie wskaznik BMI
(Tab. 1).

Tab. 1 Klasyfikacja otytosci.

Klasyfikacja Wskaznik BMI kg/m*
Waga prawidtowa 18,5-249
Nadwaga 25,0-29,9
Otytosc | stopnia 30,0-34,9
Otytos¢ Il stopnia 35,0-39,9
Otytos¢ Il stopnia >40

Otytos¢ leczy sie w zaleznosci od stopnia jej zaawansowania. Przy nadwadze
wystarczy zmiana stylu zycia, czyli zwiekszenie aktywnosci fizycznej oraz zmiane
nawykéw zywieniowych. W przypadku otytosci, oprocz zmiany stylu zycia, stosuje sie
leczenie farmakologiczne. Leczenie chirurgiczne rozpatruje sie u pacjentéw z Il i lll
stopniem otytosci, ktéra obarczona jest duzym ryzykiem rozwoju wielu choréb oraz
Smiertelnoscig (Ktosiewicz-Latoszek, 2010).
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1.2. Tkanka tluszczowa

Tkanka tluszczowa jest narzgdem, w ktorym magazynowany jest ttuszcz
zapasowy (triacyloglicerole). Rozproszona jest po catym ciele i odgrywa istotng
funkcje endokrynng wptywajac na okoliczne narzady. Rozrozniamy kilka waznych
miejsc lokalizacji tkanki ttuszczowej: (i) brzuszna trzewna, (ii) brzuszna podskorna
oraz (iii) posladkowo-udowa (Rosen i wsp. 2014). U kobiet tkanka ttuszczowa
gromadzi sie gtéwnie w dolnych partiach ciata (biodra i posladki), natomiast
u mezczyzn lokalizuje sie w okolicach karku, ramion i brzucha. Tkanka tluszczowa
w gtownej mierze jest zbudowana z adipocytow, ktore gromadzg trojglicerydy -
gtowny zapas energii dla organizmu. Pierwsze komorki tkanki ttuszczowej pojawiajg
sie juz w 14 tygodniu zycia ptodowego. Po narodzeniu tkanka tluszczowa stanowi
okoto 13% masy ciata i zwieksza swojg objetos¢ do 28% w pierwszym roku zycia.
Rozrost tkanki w tym okresie zwigzany jest ze wzrostem objetosci adipocytow.
Nastepny znaczacy wzrost tkanki tluszczowej nastepuje w okresie dojrzewania.
W tym okresie dochodzi do znaczacego przyrostu liczby adipocytéw (Skowronska
i wsp., 2005), co moze sprzyjac otytosci w wieku dorostym (Rosen i wsp. 2014). Poza
adipocytami, w tkance ttuszczowej wystepujg réwniez: komorki macierzyste (SVF,
ang. stromal vascular fraction), preadipocyty, fibroblasty, makrofagi oraz komorki
srodbtonka (Siemienska, 2007).

Wyrézniamy dwa rodzaje tkanki ttuszczowej: biatg (WAT, ang. white adipose
tissue) i brunatng (BAT, ang. brown adipose tissue). Tkanka ttuszczowa biata
w gtéwnej mierze zbudowana jest z duzych, kulistych adipocytow o S$rednicy
100-200 pm, wypetnionych w 95% trojglicerydami. Komorka tkanki wypetniona jest
duzg kroplg ttuszczu, a cienka warstwa cytoplazmy zawiera niewielkg liczbe
mitochondriow. W tkance ttuszczowej brunatnej adipocyty sg znacznie bardziej
rozproszone, a ich rozmiary sg znacznie mniejsze. W obrebie komérek ttuszczowych,
w cytoplazmie, wystepujg liczne, duze mitochondria, w ktérych na wewnetrzne;j
btonie mitochondriow wystepuje biatko UCP-1 (ang. uncouple protein),
odpowiedzialne za wytwarzane ciepta w procesie termogenezy. Lipidy stanowig
jedynie 30-50% objetosci komorki i wystepujg w postaci matych kropelek. W tkance
ttuszczowej brunatnej, w momencie zwiekszonego poboru weglowodanow i ttuszczy,
zwieksza sie termogeneza positkowa, regulowana przez leptyne oraz mechanizmy

osrodkowe (jadro brzuszno-przysrodkowe w podwzgdrzu ang. ventromedial nucleus
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VMN). Pojawiajgca sie po positku glukoza, insulina oraz produkowana w tkance
ttuszczowej leptyna stymulujg receptory VMN, prowadzac do pobudzenia uktadu
wspotczulnego oraz termogenezy. Gtowng funkcja tkanki ttuszczowej biatej jest
magazynowanie energii w postaci zwigzkow lipidowych, natomiast tkanka ttuszczowa
brunatna odpowiada za wytwarzanie energii. U osob dorostych tkanka ttuszczowa
brunatna zlokalizowana jest w okolicy okotonerkowej, wzdtuz naczyn szyjnych
i w okolicy serca. Tkanka tluszczowa biata utrzymuje stezenie glukozy na statym
poziomie, metabolizuje steroidy piciowe oraz wydziela biatka o istotnej funkcji
endokrynnej. Substancje przez nig produkowane sg nazywane adipokinami.
Wptywajg na metabolizm glukozy i lipidow, biorg udziat w odpowiedzi
immunologicznej, regulujg taknienie, cisnienie tetnicze, proces hemostazy,
angiogenezy oraz ptodnos¢. Nadmiar adipokin we krwi w momencie gromadzenia
coraz wiekszej ilosci tkanki ttuszczowej prowadzi do uogolnionej reakcji zapalnej oraz
rozwoju insulinoodpornosci, co stanowi poczatek wielu komplikacji zdrowotnych
u 0sob otytych (Skowronska i wsp., 2005; Malinowski i wsp., 2008; Ashima i wsp.,
2006; Meier i wsp., 2004).

Pomiedzy tkankg ttuszczowg trzewng, a podskorng jamy brzusznej mozna
dostrzec istotne réznice. Adipocyty tkanki ttuszczowej trzewnej sg niewielkich
rozmiarow, a tkanki ttuszczowej podskérnej sg duzej wielkosci. Szczegodlnie
negatywny wptyw na nasz organizm ma tkanka ttuszczowa trzewna. Przyczynia sie
do rozwoju zespotu metabolicznego, ktéry charakteryzuje sie insulinoodpornoscia,
nadcisnieniem tetniczym, dyslipidemig, co w konsekwencji prowadzi do rozwoju
choroby niedokrwiennej serca. Jest to tkanka bardzo aktywna metabolicznie.
W zwigzku z insulinoodpornoscig dochodzi w niej do rozpadu trojglicerydow
i uwalniania wolnych kwaséw ttuszczowych, glicerolu oraz adipokin bezposrednio do
krgzenia wrotnego, co skutkuje stluszczeniem watroby, lipotoksycznoscig oraz
jeszcze bardziej pogtebia insulinoopornos¢. Podskdrna tkanka ttuszczowa gromadzi
65-70% lipidéw i stanowi organ anaboliczny, ktéry po positku, pod wptywem insuliny,
wychwytuje z krwiobiegu tréjglicerydy i magazynuje je w adipocytach.
W fizjologicznej podskérnej tkance ttuszczowej adipocyty osiggajg duze rozmiary,
produkujgc jednoczesnie czynniki pobudzajgce adipogeneze. Prawidtowo
funkcjonujaca tkanka ttuszczowa podskoérna jest insulinowrazliwa i stanowi bufor

gromadzacy nadmiar energii w postaci trojglicerydéow. Porownujac tkanke ttuszczowg
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trzewng i podskorng to ryzyko wystgpienia cukrzycy typu 2 oraz chordb uktadu
krgzenia jest wieksze w przypadku rozrostu tkanki tluszczowej trzewne,.
W przypadku niewrazliwosci adipocytow tkanki podskornej na insuline obniza sie
proliferacja komorek tkanki ttuszczowej z jednoczesnym zahamowaniem apoptozy,
przez co tkanka przestaje petni¢ funkcje magazynu tréjglicerydéw, a ttuszcz zostaje
rozmieszczony ektopowo w innych tkankach. Dlatego tez wrazliwos¢ tkanki
ttuszczowej podskérnej na insuline chroni przed miejscowym odktadaniem sie
ttuszczu.

Warto zwroci¢ réwniez uwage na tkanke ttuszczowg okotonaczyniowg, ktéra
wptywa na napiecie naczyn krwionosnych (Malinowski 2008). W 2002 roku opisano
dziatanie czynnika rozkurczowego pochodzenia przydankowo-ttuszczowego ADRF
(ang. adventitium-adipocyte derived relaxing factor), produkowanego przez
okofonaczyniowg tkanke ttuszczowg (Lohn i wsp., 2002). Rozkurczowe dziatanie
ADRF wygasa wraz z wystgpieniem wysokiego zewnagtrzkomérkowego stezenia
jonéw potasu.(Dubrovska i wsp., 2004).

Adipocyty produkujg okoto 50 réznych zwigzkéw takich jak: enzymy, cytokiny,
chemokiny, czynniki wzrostu oraz hormony. Wptywajg one w sposéb posredni lub
bezposredni na dziatanie wielu organdéw (moézg, watroba, miesnie szkieletowe),
(Jasinska i wsp., 2010). Schemat oddziatywania adipocytbw na organizm
przedstawia Ryc. 1 ponizej, w Tab. 2 przedstawiona jest charakterystyka dziatania

najistotniejszych adipokin.
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Serce/Naczynia krwionosne
- rozwdj miazdzyey
- wzrost cisnienia krwi

Migesnie

- adipocyty regulujg insulinowrazliwosé
- miokiny regulujg rozrost BAT

- adipocyty regulujg metabolizm tkanki
migsniowej

Skératosy
-prawidtowe gojenie sig ran
- regulacja wzrostu wosdw

Uktad limfatyczny

- limfa sprzyja gromadzeniu
tkanki thuszczowej

- adipocyty dostarczajg
sktadniki odzyweze do Komérki hematopoetyczne
lokalnych weatdw chtonnych - kumulacja thuszezu w szpiku

Nowotwory spreyja osteoporozie

otyliEe SpEElaTORGIoW! - zmnigjszenie hematopoezy

nowotworow i przerzutom

Ryc. 1 Wplyw otytosci na funkcjonowanie roznych narzadéw. (Rosen i wsp., 2014,

modyfikacja wtasna). Skréty zostaty wyjasnione w wykazie skrotéw str. 7-9.

Tab. 2 Charakterystyka wybranych adipokin (Fruhbeck, 1999; Lembo
i wsp., 2000; Yudkin i wsp., 2000; Peelman i wsp., 2004; Schafer i wsp., 2004; de
Souza Batista i wsp., 2007; Siemienska, 2007; Malinowski i wsp., 2008).

Adipokina Funkcje

- hormon anoreksygenny (| apetyt)
- wydatkowanie energii

- funkcje neuroendokrynne

- dziatanie prozakrzepowe
Leptyna - regulacja cisnienia krwi

- odpowiedz immunologiczna

- wplyw na ptodnos¢

- zmiana ekspresji genéw szlakow

lipogenezy () i lipolizy (1)

] - regulacja gospodarki
Adiponektyna
weglowodanowej i lipidowe;j
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dziatanie przeciwmiazdzycowe
rozkurcz naczynia

dziatanie przeciwzapalnie (| TNF-a)
marker dojrzatych adipocytéw
odpowiedz immunologiczna

wptyw na ptodnosé

IL-6

aktywnos¢ lipolityczna (1)
produkcja biatek ostrej fazy (1)
regulacja termogenezy
aterogeneza

réznicowanie preadipocytow ()
watrobowa glukoneogeneza (1)
synteza CRP (1)
przekazywanie sygnatow przez
insuline (|)

lipoliza (1)

uwalnianie wolnych kwasow
tluszczowych (1)

wydzielanie adiponektyny (|)

insulinoopornos¢ (1)

TNF-a

lipoliza (1)

adipogeneza (|)

réznicowanie preadipocytow ()
ekspresja molekut adhezyjnych na
powierzchni $rédbtonka (1)
nadcisnienie tetnicze

sekrecje adiponektyny (|)

Rezystyna

metabolizm glukozy i lipidéw
odpowiedz immunologiczna
TNF-a,IL-1, IL-6, IL-12 (1)

marker dojrzatosci adipocytow

Omentyna

produkowana gtéwnie w tkance
ttuszczowej trzewnej

zwieksza insulinowrazliwosé
nagromadzenie tluszczu trzewnego
zmniejsza ekspresje genu omentyny
moduluje funkcje $rédbtonka

(1 eNOS)
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Leptyna

Leptyna zostata odkryta w 1994 roku i jest jednym z najistotniejszych biatek
produkowanych przez adipocyty (Zhang i wsp., 1994; Gogga i wsp., 2011).
Produkowana jest gtownie przez dojrzate adipocyty, a jej stezenie jest proporcjonalne
do masy biatej tkanki ttuszczowej (Gogga i wsp., 2011). Biosynteza leptyny jest
uzalezniona od wptywu wielu czynnikdw sposrod ktorych najwazniejsze to insulina
(Pratley i wsp., 2000; Lee i wsp., 2007) glukoza oraz glukokortykoserioidy (Slieker
I wsp., 1996; Mueller i wsp. 1998; Lee i wsp., 2007). Insulina wywiera jednak
najistotniejszy wptyw na jej biosynteze, regulujac tym samym lipogeneze (Bornstein
i wsp. 2000; Lee i wsp., 2007). Mniejsza podaz kalorii, a tym samym niskie stezenie
glukozy i insuliny we krwi, powoduje spadek ekspresji genow i aktywnosci enzymow

lipogennych (Raghow i wsp., 2008; Kochan, 2009).

Adiponektyna

Adiponektyna wystepuje w postaci dwoch form: petnej (fAD) oraz globularnej
(gAD). Obrobka potranslacyjna prowadzi do powstania trzech izoform adiponektyny:
trimeru (LMW — ang. low molecular weight complexes), heksameru (MMW - ang.
medium molecular weight complexes) oraz multimeru (HMW — ang. high molecular
weight complexes) (Wang, 2008). Zwieksza wrazliwosci komorek na insuline poprzez
regulacje stezenia glukozy i lipidow we krwi. Jest to ztozony proces, ktory prowadzi
do: (i) niezaleznego od insuliny transportu glukozy do komorek, (ii) zmniejszenia
watrobowe] glukoneogenezy, (iii) przyspieszenia spalania wolnych kwaséw
ttuszczowych, (iv) zmniejszenia kumulacji lipidow w watrobie i miesniach oraz
(v) zwiekszenia stezenia frakcji HDL w surowicy krwi (Berg i wsp., 2001; Olczyk-
Wrochna i wsp., 2008). Adiponektyna dziata rowniez przeciwmiazdzycowo poprzez:
(i) wptyw na komorki srédbtonka, pobudzajac je do produkcji tlenku azotu oraz
zmniejszajac na ich powierzchni ekspresje czasteczek adhezyjnych, (ii) hamowanie
proliferacji i migracji komorek miesni gtadkich naczyn oraz (iii) hamowanie tworzenia
komérek piankowatych (Olczyk-Wrochna i wsp., 2008). Ryc. 2 przedstawia w sposob
schematyczny wptyw adiponektyny na regulacje metabolizmu glukozy i kwasow

ttuszczowych w miesniach i watrobie.
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Q\)}

tkanka ttuszczowa

l

adiponektyna

¥ Oty

multimer (HMW)  heksamer trimer  heksamer

yd N

y ¥ glukoneogeneza 4 pobieranie glukozy P
" 4 utlenianie kwaséw 4 utlenianie glukozy ’
tuszczowych } utlenianie kwasow /£
ttuszczowych /©

S
<

watroba migsnie
Ryc. 2 Wplyw adiponektyny na regulacje metabolizmu glukozy i kwasow

ttuszczowych w miesniach i watrobie (Karbowska i wsp., 2004).

IL-6

Interleukina-6 jest glikoproteing ogrywajaca znaczacg role w regulacji
mechanizméw obronnych organizmu, wytwarzang gtownie przez monocyty oraz
makrofagi podczas stanu zapalnego. Ponad to jej produkcja zachodzi réwniez
w fibroblastach, chondrocytach, $rodbtonku, adipocytach, limfocytach T i B,
keratynocytach oraz komorkach owodni (Gadina i wsp., 2001; tukaszewicz i wsp.,
2007). Do czynnikéw stymulujgcych jej produkcje zaliczamy: IL-1, interferon, TNF-q,
lipopolisacharydy bakteryjne oraz wirusy DNA i RNA (Gadina i wsp., 2001; Gotab
i wsp., 2002; tukaszewicz i wsp., 2007).

TNF-a
TNF-a, czynnik martwicy nowotworéw, wystepuje w dwodch formach: alfa
(kacheksyna, zwigzana gtéwnie z procesem zapalnym) i beta (limfotoksyna,

produkowana gtéwnie przez limfocyty Th) (Oster i wsp., 1987). Produkujg go
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monocyty i makrofagi gtownie podczas aktywacji zapalnej (Baszczuk i wsp. 2014).
W znacznie mniejszych ilosciach produkowany jest przez adipocyty, keratynocyty,
fibroblasty, mastocyty, neutrofile i niektére limfocyt. Jest to aktywny biologicznie
polipeptyd, ktory odpowiada m.in. za uwalnianie leukotriendw, prostaglandyny, tlenku
azotu, czynnikow aktywujacych ptytki oraz reaktywnych formy tlenu (Wcisto i wsp.,
2002).

Rezystyna

Gtéwnym miejscem biosyntezy rezystyny sa monocyty i makrofagi (Karbowska
i wsp., 2009). Adipocyty w niewielkim stopniu odpowiadajg za produkcje rezystyny,
a jej obecnosc¢ stwierdzono réwniez w szpiku kostnym, tozysku, komorkach wysp
trzustkowych oraz ptucach. Jest jednym 2z czynnikdw odpowiedzialnych za

insulinoopornos¢, stad tez pochodzi jej nazwa (Karbowska i wsp., 2009).

Omentyna

Omentyna-1 jest produkowana gtownie w tkance ttuszczowej trzewnej, a jej
produkcja w tkance ttuszczowej podskérnej jest znacznie mniejsza. Omentyna
poprzez stymulacje insulinozaleznego wychwytu glukozy w adipocytach zwieksza
insulinowrazliwo$¢ (Szopa i wsp., 2007). Pomimo tego, Zze jest produkowana
w tkance tluszczowej, u 0oséb otylych stwierdza sie obnizenie stezenie omentyny we
krwi. Przyczyng tego faktu jest zmniejszenie ekspresji omentyny w tkance
ttuszczowej (de Suoza i wsp., 2007). Badania Urbanova i wsp. oraz Saremi i wsp.
pokazuja, ze w szczegolnosci ¢wiczenia fizyczne, jak rowniez dieta zmieniajg
stezenie omentyny (Urbanova i wsp., 2014; Saremi i wsp., 2010). Omentyna wywiera
korzystny wptyw na srédbtonek. Zmniejsza ekspresje czastek adhezyjnych
w Srodbtonku, poniewaz blokuje szlak sygnatowy czynnikow transkrypcyjnych
ERK/NF-kB (Zhong i wsp., 2012), jak réwniez wptywa na relaksacje naczyn
krwionosnych poprzez stymulacje uwalniania NO ze $rédbtonka i zmniejszenie

wrazliwosci na noradrenaline (Yamawaki i wsp., 2010).

1.3.Restrykcja kaloryczna
Otytlos¢ jest stanem patologicznym, ktory nalezy leczy¢, bez wzgledu, czy
towarzyszg jej wspotistniejace choroby. Bezwzglednie nalezy wprowadzi¢ leczenie
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u pacjentow otytych, u ktérych stwierdzono zespot metaboliczny, lecz rowniez
pojawiajgca sie: (i) hiperinsulinmia, (i) opornos¢ na insuline, (iii) uposledzona
tolerancja glukozy, (iv) dyslipidemia, (v) nadci$nienie tetnicze oraz samoistnie
wystepujace choroby uktadu sercowo-naczyniowego, cukrzyca, dna moczanowa,
choroby nerek i watroby. W przewazajgcej liczbie przypadkow leczenie otytosci
wigze sie ze zmiang nawykéw zywieniowych, zmniejszeniem kalorycznosci positkow,
zwiekszeniem aktywnosci fizycznej, wsparciem farmakologicznym, a w przypadku
otytosci olbrzymiej BMI>40 kg/m?, z leczeniem chirurgicznym. W przypadku leczenia
otytosci bardzo istotnym czynnikiem jest dlugoterminowe utrzymanie efektéw rezimu
dietetycznego, jednakze pacjentom jest bardzo trudno to osiggnac. Przewaznie otyty
pacjent chce w bardzo krotkim czasie straci¢ jak najwiecej zbednych kilogramow,
a nastepnie powrdcic do starych nawykéw. Jednakze tzw. .diety cud”, ktore
przewaznie polegajg na drastycznym obnizeniu kalorycznosci positkow prowadzag do
szybkiego spadku masy ciata, ktory jednak nie wigze sie z ubytkiem tkanki
ttuszczowej, a spadkiem masy miesniowej oraz utratg wody. Wedtug obecnego stanu
wiedzy, za skuteczny efekt odchudzania, uwaza sie ubytek masy ciata o 5-10%
W ciggu miesigca, ktéry prowadzi do korzystnych zmian metabolicznych oraz redukcji
tkanki ttuszczowej. Prawidlowo skomponowana dieta powinna dostarczy¢
organizmowi wszystkie niezbedne sktadniki odzywcze, powinna rowniez uwzglednic
regularno$¢ oraz prawidtowg czestos¢ przyjmowania positkédw (4-5 positkow
dziennie). Przyjmuje sie, ze dla oséb z BMI 27-35 kg/m? nalezy ograniczy¢ podaz
kalorii o 500 kcal na dobe, a dla oséb z BMI>35 kg/m? o 1000 kcal, co prowadzi do
utraty wagi o 0,5-1,0 kg na tydzien (Ostrowska, 2010). Przy ustalaniu diety nalezy
uwzglednic¢ réwniez spoczynkowg przemiane materii oraz okresli¢ stopien aktywnosci
fizycznej pacjenta. Przy tworzeniu diety nalezy pamietaC, ze najwiecej kalorii
dostarczajg ttuszcze, dlatego nalezy ograniczy¢ ich spozycie do 25-30% catkowitego
zapotrzebowania kalorycznego. Nalezy jednak pamietac, ze ttuszcze sg niezbednym
sktadnikiem diety, poniewaz sg zrodtem witamin rozpuszczalnych w ttuszczach. Dieta
powinna by¢ bogata w warzywa, poniewaz dostarczajg one btonnik, oraz niezbedne
maro i mikroelementy. Powinno sie réwniez ograniczy¢ spojrzycie stodkich owocow
oraz sokdw ze wzgledu na ich wysokg kalorycznos¢. Bezwzglednie nalezy

z jadtospisu wyeliminowac stodycze oraz alkohol.
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Otytos¢ to gtowny czynnik odpowiedzialny za nieprawidtowg prace uktadu
krgzenia. Tkanka tluszczowa zlokalizowana ekotopowo (naczynia krwionosne,
nasierdzie, przedsionki itp.) poprzez sekrecje adipokin i indukcje stanu zapalnego
zwieksza ryzyko zdarzen sercowo-naczyniowych (Lopez-Jimenez i wsp., 2011,
Meijer i wsp., 2011; Nguyen i wsp., 2012). Otytos¢ negatywnie wptywa rowniez na
prawidtowe funkcjonowanie srodbtonka naczyniowego, ktory jest waznym elementem
uktadu krazenia. Wyscietajgcy naczynia nabtonek pelni  szereg funkcji
regulatorowych, ktoére zostajg zaburzone przez nadmierny przyrost tkanki
ttuszczowej.

Naukowcy z Uniwersytetu w Helsinkach przeprowadzili do$wiadczenie na
myszach, ktore miato na celu podkreslenie zwigzku pomiedzy otytoscia,
a nieprawidtowym funkcjonowaniem srédbtonka naczyniowego. (Ketonen i wsp.,
2010). Samce myszy podzielono na dwie grupy. Pierwsza grupa byta karmiona
paszg o ograniczonej zawartosci ttuszczu (17%), a druga grupa paszg o zwiekszonej
zawartosc ttuszczu (do 60%) przez 100 dni. Po tym okresie stwierdzono, ze w grupie
myszy ze zwiekszong podazg ttluszczu, pojawita sie otytos¢ i zmiany w aorcie
wynikajagce z nieprawidtowe] funkcji srédbtonka naczyniowego. W tym momencie
myszom ograniczono kalorycznosé positkdw o 30%. Po kolejnych 50 dniach na
restrykcji kalorycznej zaobserwowano korzystne zmiany w funkcjonowaniu
aortalnych komoérek srodbtonek, swiadczgce o odwrdceniu niekorzystnego trendu
wywotanego nadmiarem ttuszczy w diecie (Ketonen i wsp., 2010).

Naukowcy z Uniwersytetu w Hiroszimie badali wptyw niskokalorycznej diety na
rozkurcz naczyn u pacjentow z nadcisnieniem. Oceniali rozkurcz naczyn pod
wptywem uwalnianego ze srédbtonka tlenku azotu (FMD ang. flow mediatel
dilatation). Podczas 2 tygodni trwania restrykcji otyli pacjenci z nadcisnieniem
otrzymywali positek o standardowej kalorycznosci 2400 kcal/dzien. W kolejnym
tygodniu zredukowano kalorycznos¢ positkéw do 800 kcal/dzien, lecz nie zalecono
wysitku fizycznego, aby oceni¢ wptyw samej restrykcji na poprawe funkcjonowania
naczyn. Po tygodniu samej diety zaobserwowano poprawe FMD, co sugeruje, ze
zmniejszenie kalorycznos$ci positkdw wptywa korzystnie na $rodbtonek naczyniowy,
ktory poprzez zwiekszenie produkcji tlenku azotu rozszerza naczynia krwionosne
(Sasaki i wsp., 2002).
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1.4.Wptyw restrykcji kalorycznej na profil ekspresji genéw

Czynniki genetyczne mogq zwieksza¢ zapadalnos¢ na rozne choroby. Rozwdj
okreslonych schorzen u oséb z predyspozycjg rozwija sie jednak czesto pod
wptywem czynnikdw srodowiskowych, takich jak miedzy innymi sposob odzywiania.
W 1975 roku pojawita sie nowa gatgz nauki, zwana nutrigenetykg, ktéra bada
zaleznosci pomiedzy zmiang ekspresji genéw, a réznymi czynnikami odzywczymi
(Brennan R.O., 1975). Przebadano miedzy innymi wptyw réznorodnych diet na profil
ekspresji gendw w monocytach i limfocytach (Crujeiras i wsp., 2008), komdrkach
watroby (Hietaniemi i wsp. 2009), czy komdrkach tkanki ttuszczowej (Capel i wsp.,
2009). Dotychczasowe badania nie dajg konkretnej odpowiedzi, czy zaobserwowane
zmiany w ekspresji poszczegolnych gendw byty spowodowane redukcjg masy ciata,
czy wynikaty z ujemnego bilansu energetycznego. Istniejg przypuszczenia, ze
zmiany ekspresji gendéw w adipocytach sg uwarunkowane samg restrykcjg
kaloryczng, a nie stopniem utraty masy tkanki ttuszczowej (Viguerie i wsp., 2005).
Wystepuje bardzo duzo zmiennych, ktére wptywajg na ekspresje konkretnej grupy
gendw. Na pewno decydujgcy jest czas trwania restrykcji kalorycznej, rodzaj
stosowanej diety, wptyw aktywnosci fizycznej, grupa badanych otytych pacjentéw,
ktorzy zwykle nie sg osobami zdrowymi. Dane z publikacji z nutrigenetyki dostarczajg
podobnych sugestii, co do grupy gendw, ktére ulegajg modyfikacji. Zaobserwowano
zmiany dotyczace genow zaangazowanych w cykl komorkowy (Crujeiras i wsp.,
2008; Hietaniemi i wsp., 2009), metabolizm biatek, lipidéow i weglowodanow
(Crujeiras i wsp., 2008; Hietaniemi i wsp. 2009; Capel i wsp., 2009) oraz gendw
istotnych dla reakcji zapalnej (Crujeiras i wsp., 2008; Capel i wsp., 2009).

W 2006 roku Yoshikazu i wsp. opublikowat, prace, w ktorej przedstawiono wptyw
restrykcji kalorycznej na ekspresje ponad 11 000 gendw biatej tkanki ttuszczowej
u mtodych myszy (Yoshikazu i wsp., 2006). Zwierzetom ograniczono kalorycznosc
positkbw w réznym czasie przed usmierceniem. Najistotniejsze zmiany
zaobserwowano u zwierzat, ktére pozostawaty na restrykcji najdtuzej, bo az
9 miesiecy. Zaobserwowano zmiany w genach odpowiedzialnych za angiogeneze,
budowe cytoszkieletu oraz odpowiedz zapalng. Krotki okres trwania restrykcji (18 h,
23 dni) nie spowodowat istotnych zmian ekspresiji genéw. Swiadczy to, ze dopiero
diugotrwata restrykcja kaloryczna zmniejsza ekspresje gendw prozapalnych,
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przebudowy cytoszkieletu oraz reguluje rozrost sieci naczyn krwionosnych w obrebie

tkanki ttuszczowej (Yoshikazu i wsp., 2006).

1.5. Srédbtonek naczyniowy

Srédbtonek  naczyniowy  (tac.  endothelium) jest  jednowarstwowym,
wyspecjalizowanym nabtonkiem, ktory powstaje w zyciu ptodowym z mezodermy na
skutek rdéznicowania sie hemangioblastow w kierunku angioblastow. Wyscieta
wewnetrzng powierzchnie naczyn krwionosnych, limfatycznych oraz jam i zastawek
serca. Sktada sie z jednej warstwy wyspecjalizowanych komoérek, o wymiarach 10 x
30 x 0,2 um i ksztatcie romboidalnym (Sawicki i wsp., 2012). Komoérki srodbtonka
wykazujg specyfike gatunkowg, narzgdowa, zréznicowanie antygenowe, jak rowniez
odmienng ekspresje czastek adhezyjnych (Sachais, 2001; Chtopicki, 2003).
W zaleznos$ci od umiejscowienia wyrézniamy trzy rodzaje Srodbtonka: (i) ciagty, (ii)
ciggly z okienkami oraz (iii) nieciggty (zatokowy). Rodzaje srédbtonka przedstawia
Ryc. 3.

ciggty ciggty z okienkami nieciggty (zatokowy)

Swiatto
naczynia

droga parakomoérkoway

(woda,
mate
rozpuszczalne diafragma -,

czastki) > gruczoty —
skoéra dokrewne,
ptuca gruczoty okienka watroba
serce droga Sluzowe,

parakomoérkowa k*QbUSZkl
nerkowe

droga /
parakomorkowa

D

Ryc. 3 Przyktady r6znych rodzajow komorek srédbtonka (Trojan i wsp., 2014).

Przez wielu endothelium okreslane jest mianem narzadu, ze wzgledu na swoje
wystepowanie w catej sieci naczyn krwionosnych i limfatycznych oraz obecnosc¢
w jamach serca. U dorostej osoby $rédbtonek pokrywa powierzchnie od 1-7 m?

a catkowita jego masa to ok. 1 kg (Anggard i wsp., 1990). Srodbtonek nie tylko
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rozdziela sktadniki komérkowe krwi od tkanki tacznej i miesniowej naczyn, ale
réwniez spetnia szereg funkcji niezbednych do prawidtowego funkcjonowania uktadu
krgzenia. Funkcje $rodbtonka naczyniowego w sposob schematyczny przedstawia
Tab. 3.

Tab. 3 Funkcje komérek srédbtonka naczyniowego (Cines i wsp., 1998; Widlansky

i wsp., 2003; Brevetti i wsp., 2008; Sprague i wsp., 2009).

FUNKCJA KOMOREK SRODBLONKA NACZYNIOWEGO

e Stanowi bariere pomiedzy krwig a tkankami

¢ Reguluje napiecie $ciany naczynia
o czynniki rozszerzajace naczynia: NO, EDHF (CNP)
o czynniki kurczace naczynia: ET-1, PGE,, Ang Il (przez ACE), TXA,, rodniki tlenowe

e Reguluje proces krzepniecia
o czynniki pobudzajace: VWF, tromboplastyna tkankowa (TF), rodniki tlenowe

o czynniki hamujace: trombomodulina (TM), siarczan heparanu, siarczan dermatanu, TFPI

e Reguluje proces fibrynolizy
o czynniki pobudzajace: t-PA, uPA
o czynniki hamujace: PAI-1, PAI-2

¢ Reguluje agregacje ptytek
o czynniki pobudzajace: TXA;
o czynniki hamujace: NO, PGl,, ADP-aza

e Reguluje diapedeze leukocytéw: II-1, 1I-6, 11-8, MCP-1, GM-CSF, ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1,
PECAM, selektyna E, selektyna P

e Wplywa na przebudowe naczynia krwionosnego (ang. remodeling)
o czynniki pobudzajace: PDGF, ET-1, Ang Il (poprzez ACE),
o czynniki hamujace: NO, TGF-beta

e Reguluje angiogeneze

o czynniki pobudzajgce: VEGF, bFGF, PDGF, MMPs, vWF, PAI-1, Ang-1, 1I-1, 1I-8, PGE,, NO,
GM-CSF, TGF-beta, IGF-1

o czynniki hamujace: trombospondyna -1, TIMPs, Ang-2

e Wydziela biatka macierzy pozakomorkowej: vWF, kolagen 1V, fibronektyna, laminina,

elastyna, trombospondyna

Skroéty zostaty wyjasnione w wykazie skrotow str. 7-9.

Wplyw srédbtonka na napiecie sciany naczyniowej
Najistotniejszym czynnikiem pochodzenia srédbtonkowego, rozszerzajgcym

naczynia krwionosne, jest tlenek azotu (NO ang. nitric oxide). Stezenie tlenku azotu
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wzrasta pod wptywem sit hemodynamicznych przeptywu krwi oraz bradykininy
i trombiny (Mombouli i wsp., 1992; Gryglewski i wsp., 2002). Enzymem
odpowiedzialnym za jego produkcje jest endotelialna syntaza tlenku azotu (eNOS,
NOS-3 ang. endothelial nitric oxyde synthase). Podstawowa funkcjg tlenku azotu jest
relaksacja naczyn, ale rowniez hamowanie agregacji ptytek krwi, dziatanie
przeciwzapalnie oraz antyoksydacyjne (Kubes i wsp., 1991; Sarkar i wsp., 1996;
Janssens i wsp., 1998). Jednym z istotniejszych czynnikdw produkowanych przez
komérki srédbtonka jest prostacyklina (PGl,), ktéra odpowiada za relaksacje
miesnidwki gtadkiej naczyh oraz ma witasciwosci antyagregacyjne. Prostacyklina
hamuje réwniez wazokonstrykcyjne i proagregacyjne dziatanie tromboksanu A,
(TXA,), produkowanego przez trombocyty. Istotng role we wzroscie stezenia NO
I PGI, odgrywa bradykinina, ktéra jest szybko rozktadana przez enzym konwertaze
angiotensyny. Enzym ten ogranicza dostepnos¢ czynnikdw wazodylatacyjnych, jak
rowniez konwertuje nieaktywng angiotensyne | w angiotensyne Il, ktéra wykazuje
dziatanie wazokonstrykcyjne. Szczegdlng role w relaksacji naczyn odgrywa rowniez
hiperpolaryzujacy czynnik pochodzenia srédbtonkowego, ktérego dziatanie polega na
stymulowaniu aktywnosci kanatdéw potasowych, przy czym spadek poziomu potasu
prowadzi do stanu hiperpolaryzacji wewnatrzkomoérkowej. Ryc. 4 przedstawia

w sposob schematyczny regulacje napiecia sciany naczynia krwionosnego.

WAZORELAKSACJA WAZOKONSTRYKCJA
ANG | \
G ¢ e 0 e
ANG 14
& '
ave
o ¥ IEI—)
e ave
o g
Naczyniowe $wiatlo naczynia Naczyniowe

komorki miesni PR " komorki migsni
gladkich Komorki srodblonka Komarki srodblona gladkich

Ryc. 4 Regulacja napiecia sciany naczynia krwionosnego (Tomczyk i wsp., 2013).
Skroéty zostaty wyjasnione w wykazie skrotow str. 7-9.
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Wplyw srédbtonka na proces hemostazy

Srédbtonek odgrywa niezwykle istotng role w utrzymaniu réwnowagi pomiedzy
procesem krzepniecia i fibrynolizy. Ma to zapewni¢ ptynnos¢ krwi wewnatrz naczynia
poprzez zahamowanie miejscowych procesOw wykrzepiania i agregacji ptytek.
Komorki srodbtonka tworzg szczelng granice pomiedzy osoczowymi czynnikami
krzepniecia i ptytkami, a gtebszymi warstwami sciany naczynia, ktére je aktywujg
(Cines i wsp., 1998). Srodblonek produkuje zaréwno czynniki stymulujgce,
jak i hamujace proces krzepniecia. Czynnik tkankowy (ang. tissue factor, TF), zwany
rowniez tromboplastyng tkankowa, ktdérego ekspresja wzrasta w momencie stanu
zapalnego lub w kontakcie z drobnoustrojami, prowadzi do wygenerowania tombiny.
Oprocz tego, ze trombina decyduje o powstaniu widknika, jest rowniez czynnikiem
mitogennym dla wielu komorek np. fibroblastow, Srodbtonka oraz miocytéw. Jest
najsilniejszym fizjologicznym agonistg ptytek krwi oraz czynnikiem chemotaktycznym
dla monocytéw. Srodbtonek jest gtéwnym zrédtem czynnika von Willebranda (ang.
von Willebrand factor, VWF), decydujgcego o procesie adhezji i agregacji ptytek krwi,
a przez to tworzenia skrzepu. Do czynnikdw hamujgcych proces krzepniecia nalezy
biatko, ktére zmniejsza generacje trombiny - trombomodulina (ang. trombomodulin,
TM). Wigzgc sie z trombing hamuje proces konwersji fibrynogenu do fibryny.
Na powierzchni srédbtonka znajdujg sie rowniez liczne aktywatory plazminogenu
(t-PA, uPA), ktére zapewniajg prawidtowy proces fibrynolizy, co stanowi przeciwwage
dla procesu krzepniecia zapewniajgc prawidiowy przeptyw krwi przez naczynie.
Ich synteza wzrasta szczegdlnie w momencie miejscowego nagromadzenia
witdknika. Czynnikami hamujgcymi proces fibrynolizy sg inhibitory aktywatora
plazminogenu 1 i 2 (PAI 1 i 2, ang. plazminogen activator inhibitor). PAI
produkowany jest w znacznych ilosciach przez komorki srodbtonka i magazynowany
w macierzy pozakomorkowej, w celu zabezpieczenia go przed dezaktywacjg (Lewin
I wsp., 1987; Higazi i wsp., 1996). Wptyw $Srodbtonka na proces hemostazy

przedstawia Ryc. 5.
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Ryc. 5 Wptyw srédbtonka na proces krzepniecia i fibrynolizy (Brevetti i wsp., 2008;

modyfikacja wtasna). Skréty zostaty wyjasnione w wykazie skrétéw str. 7-9.

Wplyw srédbtonka na proces angiogenezy

Angiogeneza jest to proces powstawania nowych naczyh krwionosnych z juz
istniejgcych naczyh. Procesy tworzenia naczyn zachodzg zaréwno w procesach
fizjologicznych (cykl menstruacyjny, cigza), jak i patologicznych (stany zapalne,
nowotwory) (Folkman, 1997). Czynnikiem, ktory najsilniej pobudza proces
angiogenezy jest hipoksja. W jej efekcie w komérkach srodbtonka wzrasta synteza
czynnika transkrypcyjnego HIF-1la (ang. hypoxia-inducible factor a). Jednym
z najistotniejszych czynnikow angiogennych, ktérego synteza wzrasta w odpowiedzi
na HIF-1a, jest naczyniowy czynnik wzrostu komérek srédbtonka VEGF (ang.
vascular endothelial growth factor). VEGF zostat odkryty w 1989 roku przez Ferrara
I Henzela (Ferrara i wsp. 1989). Pobudza on srédbtonek do migracji, proliferacii,
hamuje apoptoze, stymuluje produkcje NO, przez co zwieksza przepuszczalnos$é
naczyn (Senger i wsp., 1993; Ferrara i wsp., 1997 A; Ferrara i wsp., 1997 B; Neufeld
i wsp., 1999; Koczy-Baron i wsp., 2014). Uczestniczy zaréwno w fizjologicznej, jak
I patologicznej angiogenezie (Dvorak i wsp., 1995). Proces angiogenezy w sposob

schematyczny przedstawia Ryc. 6.
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Ryc. 6 Przebieg procesu angiogenezy komoérek srdodbtonka (KS) (Trojan i wsp.,

2014). Skroéty zostaty wyjasnione w wykazie skrotow str. 7-9.

Aktywacja zapalna srédbtonka

Srédbtonek decyduje o rozpoczeciu reakcji zapalnej. Poprzez produkcje
cytokin oraz ekspozycje odpowiednich molekuty adhezyjnych na swojej powierzchni,
inicjuje diapedeze. Poczatkiem tej reakcji jest pojawienie sie mediatorow stanu
zapalnego (TNF-a, INF-y, IL-1, IL-4). Pojawienie sie czgstek adhezyjnych na
powierzchni komorek Srodbtonka, rozpoczyna proces wigzania sie odpowiednich
ligandoéw obecnych na powierzchni leukocytéw z odpowiednimi czasteczkami na
powierzchni srodbtonka. Poczatkowo potgczenia te sg nietrwate, poniewaz pierwszy
etap ,toczenia sie” leukocytow po powierzchni $rédbtonka zachodzi za
posrednictwem glikoprotein btony komorkowej. Oddziatujg ze sobg selektyna L
obecna w leukocytach (ang. selectin L) oraz Srodbtonkowa selektyna E i P.

Nietrwatos¢ tego potgczenia wynika z faktu zluszczania sie selektyn z powierzchni
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komoérek Srodbtonka. Pod wptywem kontaktu z leukocytami zwieksza sie ekspresja
VCAM (ang. vascular cel adhesion molecule) oraz ICAM (ang. intercellular adhesion
molecule) w srddbtonku, ktore prowadzg do trwatej diapedezy w miejscu stanu
zapalnego (Cines i wsp., 1998). Stan zapalny zwieksza ekspresje szeregu czastek
adhezyjnych w btonie komorkowej srodbtonka, ktére determinujg przepuszczalnosé
dla scisle okreslonych leukocytéw np. monocytow, limfocytéw czy neutrofili z krwi
obwodowej do tkanki objetej stanem zapalnym (Tab. 4). Oddziatywanie srédbtonka

z leukocytami przedstawia Ryc. 7.

Tab. 4 Molekuty adhezyjne zlokalizowane na powierzchni komorek srdédbtonka oraz

odpowiadajgce im komorki docelowe krwi obwodowe;.

Molekuly adhezyjne zlokalizowane na Komorki docelowe
powierzchni srodbtonka
ICAM-1 limfocyty, monocyty, neutrofile
VCAM-1 limfocyty, monocyty
PECAM-1 limfocyty, trombocyty, neutofile, monocyty
Selektyna E monocyty, neutrofile, trombocyty
Selektna P monocyty, neutrofile, trombocyty
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Ryc. 7 Oddziatywanie komorek srédbtonka naczyniowego z leukocytami krwi
obwodowej (Khazaei i wsp., 2008; modyfikacja wtasna). Skroty zostaty wyjasnione

w wykazie skrotow str. 7-9.

1.6.Dysfunkcja komérek srodbtonka w otytosci

Otytos¢ jest odpowiedzialna za dysfunkcje $rodbtonka naczyniowego
(Simionescu, 2007) (Ryc. 9). Stan ten charakteryzuje sie miedzy innymi zmniejszong
produkcjg tlenku azotu w odpowiedzi na acetylocholine oraz wiekszym uwalnianiem
czynnika von Willebranda (Hamilton i wsp., 2007). Konsekwencjg dysfunkcji
Srodbtonka jest jego aktywacja zapalna prowadzaca do wzrostu produkcji cytokin
prozapalnych i chemotaktycznych oraz ekspresji molekut adhezyjnych prowadzac do
adhezji leukocytow i ptytek oraz tworzeniem sie blaszki miazdzycowej (Chiopicki,
2005; Obonska i wsp., 2011). Otylosci czesto towarzyszy hiperlipidemiia,
hiperglikemia, co dodatkowo pogarsza funkcjonowanie srédbtonka (Tomczyk i wsp.,
2013). W otytosci bezposredni kontakt z podwyzszonym stezeniem cholesterolu,
zmienia fenotyp srdodbtonka na tzw. fenotyp wydzielniczy. Charakteryzuje sie on
zmianami w cytoszkielecie, powiekszeniem aparatu Golgiego oraz siateczki
Srodplazmatycznej (Simionescu, 2007). Nastepstwem tych zmian jest rozrost btony
podstawnej oraz akumulacja lipoprotein pod warstwg komorek srédbtonka. Poniewaz

otytosci towarzyszy czesto hiperglikemia indukujgca stres oksydacyjny (Fadini G.P
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I wsp., 2005; Segal M.S i wsp., 2006), lipoproteiny ulegajg niekorzystnym
modyfikacjg jak glikacja, czy utlenienie (oxyLDL) (Sitia i wsp., 2010; Tomczyk i wsp.,
2013).

To wiasnie oxyLDL sg najistotniejszym czynnikiem zmieniajgcym fenotyp komorek
Srodbtonka, prowadzacym do ich dysfunkcji (Chtopicki, 2005; Keaney i wsp., 1996).
Nieprawidtowa glikemia zmniejsza rowniez produkcje eNOS oraz VEGF
upos$ledzajgc relaksacje naczyn krwionosnych i proces angiogenezy (Loomans

I wsp., 2009). Charakterystyczne objawy dysfunkcji srédbtonka przedstawia Ryc. 8

oraz Tab. 5.
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Ryc. 8 Dysfunkcja $rodbtonka naczyniowego (Rajendran i wsp., 2013; modyfikacja

wiasna). Skroty zostaty wyjasnione w wykazie skrotow str. 7-9.
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Tab. 5 Dysfunkcja komédrek Srodbtonka naczyniowego (Widlansky i wsp., 2003;
Brevetti i wsp., 2008).

DYSFUNKCJA KOMOREK SRODBLONKA

PARAMETR SKUTEK
INO skurcz naczyn krwionosnych
T ET-1 skurcz naczyn krwionosnych
1 Ang skurcz naczyn krwionosnych
1 PGH, skurcz naczyn krwionosnych
PGl skurcz naczyn krwionosnych
|EDHF skurcz naczyn krwionosnych
t-PA uposledzenie fibrynolizy
1 PAI-1 uposledzenie fibrynolizy
T+ TF dziatanie prozakrzepowe
T VWF dziatanie prozakrzepowe
ITM dziatanie prozakrzepowe
I TFPI dziatanie prozakrzepowe
1 ICAM-1 dziatanie prozapalne
1 VCAM-1 dziatanie prozapalne
111-6 dziatanie prozapalne
111-8 dziatanie prozapalne
1T MCP-1 dziatanie prozapalne
e dziatanie prozapalne i naczyniokurczace
TONOO dziatanie prozapalne i naczyniokurczace
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[Otylosé

|Czynniki prozapalne

+ PAIL-1 + TNFa

+ Leptyna + Angiotensyna

tIL6 + Adiponektyna
l + NF-kp
+Dysfunkcja srodblonka

tInsulincopornosc

+ Miazdzyca

Ryc. 9 Zaleznos¢ pomiedzy otytoscig, a funkcjg Srodbtonka (Lyon J. i wsp., 2003;

modyfikacja wtasna). Skréty zostaty wyjasnione w wykazie skrotéw str. 7-9.

1.7.Otylos¢ - réznice wynikajace z pici

Réznice w budowie i funkcjonowaniu tkanki ttuszczowej uwidaczniajg sie juz
w dziecinstwie. Zaréwno rozmiar, jak ilosS¢ i rozmieszczenie tkanki ttuszczowej sg
zdeterminowane poprzez hormony piciowe. U kobiet przed menopauzg tkanka
ttuszczowa podskorna zlokalizowana jest gtownie w okolicy udowo-posladkowej
(sylwetka typu gruszka, otylos¢ ginoidalna). W przypadku mezczyzn tkanka
ttuszczowa rozrasta sie gtébwnie w okolicy jamy brzusznej (sylwetka typu jabtko,
otytos¢ androidalna) (Przybylska i wsp., 2012). Rozwdj otytosci trzewnej, ktéry jest
charakterystyczny dla mezczyzn, wigze sie z wiekszym ryzykiem wystgpienia choréb
uktadu sercowo-naczyniowego. U kobiet po menopauzie wzrasta ilos¢ tkanki
ttuszczowej trzewnej, nawet o 50%, co niweluje dymorfizm ptciowy w tym zakresie
(Toth i wsp., 2000). U mezczyzn wyliczane indeksy okreslajgce otytos¢ (np. WHR,
BMI, obwod talii) okazujg sie zdecydowanie wyzsze niz w przypadku kobiet
(Shimokata i wsp., 1989). Gromadzenie sie tkanki ttuszczowej w gérnej i centralnej
czesci ciata wzrasta wraz z wiekiem (Shimokata i wsp., 1989). Wptyw na ilos¢
I lokalizacje tkanki ttuszczowej majg hormony ptciowe, co wida¢ szczegodlnie u kobiet

po menopauzie, gdzie dochodzi do gromadzenia sie tkanki ttuszczowej w regionie
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jamy brzusznej. Dostrzegalne sg réwniez roznice w funkcji wydzielniczej tkanki
ttuszczowej. Stezenia adipokin rdéznig sie pomiedzy ptciami. Dotyczy to szczegdlnie
leptyny oraz adiponektyny (Esteghamati i wsp., 2013; Hellstrom i wsp., 2000).
Stezenie leptyny koreluje z masg tkanki ttuszczowej i wzrasta w sposob ciagty ze
zwiekszeniem wagi ciata u kobiet i mezczyzn. Kobiety charakteryzujg sie trzy razy
wiekszym stezeniem leptyny w poréwnaniu z mezczyznami, ze wzgledu na wiekszy
procentowy udziat tkanki ttuszczowej w porownaniu z mezczyznami i wiekszg ilos¢
wydzielanej leptyny na jednostke masy tkanki ttuszczowej. Stezenie leptyny jest
odwrotnie proporcjonalne do wieku i spada o okoto 50% u oséb powyzej 60 roku
zycia (Ostlund i wsp., 1996; Hellstrom i wsp., 2000). Stezenie adiponektyny u oséb
otytych spada w poréwnaniu do oséb z prawidtowg masg ciata (Fantuzzi, 2008). Jej
stezenie podlega wptywom androgenow. Jest to szczegdlnie zauwazalne podczas
dojrzewania ptciowego. Dojrzewajgcy chtopcy majg nizsze stezenie adiponektyny
w porownaniu z dziewczetami. Podobny efekt obserwuje sie u dorostych mezczyzn.
Natomiast podobny efekt utrzymujacy sie u kobiet i mezczyzn w podesztym wieku nie
jest juz tak tatwo wyttumaczy¢ zmiang stezenia hormondw. (Bottner i wsp., 2004).
Obecnie naukowcy do oceny tych dwoch bardzo istotnych adipokin wykorzystujg
proporcje pomiedzy wydzielaniem leptyny i adiponektyny — LAR (ang. leptin to
adiponectin ratio) (Finucane i wsp., 2009). Omentyna to kolejna adipokina, ktorej
stezenie jest zalezne od pici. Nizsze stezenie omentyny stwierdza sie u mezczyzn

w porownaniu z kobietami (Olszanecka-Glinianowicz i wsp., 2009).
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2. Cel pracy

Nadmierny rozrost tkanki ttuszczowej prowadzi do rozwoju licznych powiktan
zdrowotnych. Tkanka ttuszczowa jest aktywna metabolicznie i produkuje szereg
prozapalnym adipokin. Prowadzi to do pogorszenia funkcji sSrodbtonka naczyniowego
odpowiedzialnego za homeostaze naczyniowa. Uwaza sie, ze zaburzenie czynnosci
komorek srédbtonka, u oséb otytych mozna zmniejszy¢ stosujgc ograniczenia
dietetyczne. Nie jest jednak jasne, czy korzys¢ ta wymaga jednoczesnej utraty masy
ciata, czy jest to tylko efekt zwigzany ze zmniejszonym spozyciem kalorii. Analizujac
ten problem nalezy zwroci¢ uwage na dobdr grupy badawczej. Charakterystyka
otytych kobiet i otytych mezczyzn jest inna. W duzym uproszczeniu wynika
to z (i) innej dystrybucji tkanki ttuszczowej determinowanej hormonami ptciowymi,
(i) wiekszej ilosci tkanki tluszczowej trzewnej u mezczyzn, oraz (iii) réznicg
w wydzielaniu niektorych adipokin. W zwigzku z tym w prezentowanej pracy do grupy
badanej zrekrutowano tylko otyle kobiety. Z jednej strony utatwito to interpretacje
uzyskanych wynikéw, a z drugiej byto podyktowane tym, iz kobiety chetniej poddajg
sie leczeniu dietetycznemu niz mezczyzni.

Celem pracy byta ocena funkcji srédbtonka naczyniowego u otytych kobiet po

umiarkowanej restrykcji kalorycznej trwajacej 8 tygodni.

Cel pracy zostat osiggniety poprzez analize czterech probleméw badawczych.

e Ocene efektywnosci umiarkowanej restrykcji kalorycznej mierzong zmiang:
parametréw sercowo-naczyniowych, skladu masy ciata, profilu wydzielania
adipokin, stresu oksydacyjnego, gospodarki lipidowej i weglowodanowe.

e Ocene profilu ekspresji gendw komoérek srédbtonka naczyniowego po
ekspozycji na medium z dodatkiem surowicy pacjentow otytych, u ktérych
stwierdzono najwiekszy spadek masy ciata po RK, w warunkach hodowli
in vitro.

e Ocene biomarkeréw funkcji komoérek srédbtonka naczyniowego w surowicy
otytych pacjentek w dwoch grupach, w zaleznoéci od uzyskanej straty masy
ciata.

e Ocene wzajemnych korelacji pomiedzy uzyskanymi parametrami

z wykorzystaniem metod statystycznych.
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3. Materiatl i Metoda
Protok6ét badania zostat zaakceptowany przez Komisje Bioetyczng
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (uchwata nr 217/11 oraz aneks 279/14).
Kazdy z pacjentow podpisat zgode na udziat w badaniu oraz zostat szczegotowo

poinformowany o jego przebiegu.

3.1.Grupa badana

Grupe badang stanowity osoby leczone z powodu otytosci w Katedrze i Klinice
Choréb Wewnetrznych, Metabolicznych i Dietetyki Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu. Kryterium wykluczenia stanowity: udziat w innym badaniu klinicznym,
cukrzyca, leczenie chirurgiczne otytosci, zaburzenia odzywiania, cigza, hormonalna
antykoncepcja, menopauza, uzaleznienie alkoholowe, niewydolnosS¢ serca i ostry
zespot wiencowy w ostatnich 6 miesigcach, choroba nowotworowa oraz zmiana wagi
ciala +/- 2 kg w ciagu ostatnich 3 miesiecy. Do badan przystapity 64 otyte kobiety,
z czego okres restrykcji utrzymato tylko 41. Z badan odpadto 36% osob (ang. drop-
out rate). U 41 pacjentek, ktore utrzymaty rezim dietetyczny najczesciej wystepujaca
jednostka chorobowa, towarzyszacq otytosci, byta nietolerancja glukozy (leczenie
metforming) oraz choroby tarczycy (leczenie: Euthyrox) (Tab. 6, Tab. 7). W grupie
badanej byly rowniez osoby z leczonym nadcisnieniem. Stosowaty one inhibitory
receptora angiotensyny IlI, blokery kanalu wapniowego, beta-blokery, leki
moczopedne, inhibitory konwertazy angiotensyny.

Zwykle pacjentom z |l i Ill stopniem otytoSci towarzyszg dodatkowe
zaburzenia. Zdecydowalismy sie na wigczenie do badan osob, ktére byty prawidtowo
leczone (nietolerancja glukozy, nadcisnienie, choroby tarczycy) i nie przerywaty

leczenia przez caty czas trwania RK.

39



Tab. 6 Charakterystyka otytych pacjentek przed przystapieniem do badan.

Parametr n=41

Wiek, lata 34110

Masa ciata, kg 116120

BMI, kg/m? 38,216,5
BMI>35, n (%) 7 (17)

BMI>40, n (%) 17 (41)

WHR 1,640,2

Obwdéd talii, cm 111+14

Osoby palace papierosy, n (%) 12 (29)
Nietolerancja glukozy (Metformina), n (%) 17 (41)
Nadcisnienie tetnicze, n (%) 5(12)
Choroby tarczycy, n (%) 13 (31)
Choroby watroby, n (%) 9 (22)
Choroby ginekologiczne, n (%) 6 (15)
Astma oskrzelowa, n (%) 3(7)

Do dalszych badan otyte pacjentki podzielono ze wzgledu na uzyskang strate

masy ciata. Kryterium podziatu stanowita wartos¢ mediany: -5,8 kg. Grupa pierwsza,

to osoby, ktérych utrata masy ciata po RK byta nizsza od wartosci bezwzgledne;j

mediany (Srednia: -1,9+2,5 kg; n=20), grupa druga to osoby, ktorych utrata masy

ciata byta wyzsza od wartos$ci bezwzglednej mediany ($rednia: -8,3+1,9 kg; n=21).

Tab. 7 przedstawia ich doktadng charakterystyke.

Tab. 7 Charakterystyka dwéch grup otylych pacjentek w zaleznosci od uzyskanej

straty masy ciata po RK przed przystgpieniem do badania.

Strata masy ciata

ponizej mediany: -5,8kg

Strata masy ciata

powyzej mediany: -5,8kg

Parametr srednia: -1,9%2,5 kg srednia: -8,3% 1,9kg P
(YM) (™M)

Wiek, lata 34.5+9.5 34.2+10.8 0,9876
Liczba pacjentéw, n 20 21

Strata masy ciala, kg -1.9+2.5 -8.311.9 <0.0001
Waga, kg 102,4+14,9 110,1£24,5 0,3419
BMI, kg/m?® 37,2455 39,147 ,4* 0,7034
BMI> 35, n (%) 2 (10) 5 (23) 0,2401
BMI>40, n (%) 8 (40) 9 (43) 0.9005
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Osoby palace papierosy, n (%) 4 (20) 8 (38) 0.2031
Nietolerancja glukozy

(metformina), n (%) 7 (35) 10 (48) 0.4123
Nadcis$nienie tetnicze, n (%) 0 (0) 5 (24) 0,0199
Choroby tarczycy, n (%) 8 (40) 5 (24) 0.2655
Choroby watroby, n (%) 6 (30) 3 (14) 0,2243
Choroby ginekologiczne, n (%) 3 (15) 3(14) 0,9484
Astma oskrzelowa, n (%) 0 (0) 3 (14) 0.0791

3.2. Protokot badania
ETAP 1. Katedra i Klinika Choréb Wewnetrznych, Metabolicznych
i Dietetyki Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Osoby zakwalifikowane do badania poddane zostaty 8 tygodniowemu leczeniu
dietetycznemu polegajagcemu na przygotowaniu specjalnego jadtospisu dobranego
w sposoéb indywidualny w stosunku do podstawowej przemiany materii (PPM) wedtug
réwnania Harrisa-Benedicta (Harris i wsp.,1919) i skorygowanego o wielkos$¢ wysitku
fizycznego wg WHO, z przewidywanym deficytem energetycznym 300-500
kcal/dzien. Zakres PPM otylych byt od 1454 do 2454 Kkcal/dzien. Pacjentki
charakteryzowaty sie niskg aktywnoscig fizyczng. Kazda osoba uczestniczaca
w badaniu otrzymata szczegdtowy plan dietetyczny ibyla w statym kontakcie
z dietetykiem dwa razy w tygodniu. Dietetyk ustalit diete w oparciu o indywidualne
preferencje z zabezpieczeniem odpowiednich proporcji sktadnikow odzywczych: 25%
ttuszcze, 20-25% biatko i 50-55% weglowodany. Doktadny skfad stosowanej diety
przedstawia Tab. 8.

Podczas pobytu w Katedrze i Klinice Chorob Wewnetrznych, Metabolicznych
I Dietetyki Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu pacjentom wykonano: pomiar
sktadu ciata metodg bioimpedancji (ang. BIA Bioelectrical Impedance Analysis)
(Tanita/Akern, Japonia). Badanie skfadu ciata polegato na okresleniu procentowego
i wagowego udziatu tkanki miesniowej i ttuszczowej. Zasada pomiaru oparta jest na
roznicy w przewodzeniu pradu elektrycznego w przedziale wodnym i ttuszczowym.
Ponadto pacjentom zmierzono (i) obwdd talii (w potowie pomiedzy ostatnim zebrem,
a grzebieniem kosci biodrowej), (ii) cisnienie krwi (Citizen CH-453, Japonia), (iii)

wyliczono proporcje pomiedzy talig a biodrami - WHR (ang. Waist to Hip Ratio), (iv)
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oceniono wskaznik BMI ( waga(kg)/wzrost(m)?), (v) wykonano doustny test
obcigzenia glukozg (OGTT ang. oral glucose tolerance test), (vi) pobrano krew przed
i po 8 tygodniowej restrykcji dietetycznej oraz (vii) wykonano catg game badan
biochemicznych w szpitalnym laboratorium (Szpital Kliniczny nr 2 im. H. Swiecickiego

ul. Przybyszewskiego 49, Poznan).

Tab. 8 Proporcje skfadnikdéw odzywczych w stosowanej diecie.

Skiad diety % dostarczonej energii

Weglowodany 50-55

e Zzilozone 45 -50

e sacharoza <10

Biatko 20-25
Tiuszcze 25

e nasycone kwasy ttuszczowe 7

e jednonienasycone kwasy ttuszczowe 10

e wielonienasycone kwasy ttuszczowe 8
Cholesterol (mg/dzien) <300

Pobieranie krwi do badan

Krew zostata pobrana od pacjentdéw przed i po osmiotygodniowej restrykciji
kalorycznej za  pomocg  systemu  Monovette TM  firmy  Sarstedt.
W celu uzyskania surowicy krew odwirowano 10 minut 2000 obr./min (RCF 580).
Nastepnie surowice rozporcjowano do sterylnych kriofiolek i zamrozono w -80°C do

czasu wykonania dalszych badan.

Badania biochemiczne krwi — szpitalne laboratorium

Uzywajgc metod kolorymetrycznych oraz enzymatycznych w surowicy Kkrwi
oceniono stezenie glukozy, cholesterolu, trojglicerydoéw, frakcji LDL oraz HDL,

wykorzystujac analizator biochemiczny Cobas 501.
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ETAP 2. Katedra i Zaklad Patofizjologii Uniwersytetu Medycznego

w Poznaniu

W Katedrze i Zaktadzie Patofizjologii, zastosowano model eksperymentalny
taczacy badania kliniczne z badaniami hodowli komorkowej in vitro. W tym celu
przeprowadzono wieloetapowg ocene funkcji srodbtonka naczyniowego. Badania
obejmowaty:

e ocene profilu ekspresji gendw komoérek sréodbtonka naczyniowego, po
ekspozycji na surowice pacjentéw pobrang przed i po RK. Do badan wybrano pieciu
pacjentow, ktérzy uzyskali najwieksza strate masy ciata po zastosowanej interwencji

e ocene stezen markerow funkcji srédbtonka, adipokin oraz parametrow stresu
oksydacyjnego w surowicy pobranej przed i po restrykcji kaloryczne,.

e ocene proliferacji oraz generacji wolnych rodnikow przez komoérki sroédbtonka
po ekspozycji na medium z dodatkiem surowicy otytych pacjentéw, pobrang przed

i po restrykcji kalorycznej, w warunkach hodowli komérkowej in vitro.

3.3 Badania biochemiczne — Katedra Patofizjologii

Znaczng wiekszos¢ analizowanych parametrow oceniano przy pomocy testow
immunoenzymatycznych ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
wykorzystujgc zestawy DuoSet firmy R&D (USA). Zestawy DuoSet wykorzystano do
oceny nastepujgcych parametréw: leptyna, adiponektyna, VEGF, sICAM-1, sE-
selektyna, VWF, TM, PAI-1, ADMA. W badaniach wykorzystano réwniez testy ELISA
firmy R&D wysokiej czutosci (TNF-a, 1I-6).

Testy kolorymetryczne wykorzystano do pomiaru stezenia NO (test R&D, USA),
katalazy, SOD, TAS (zestawy firmy Cayman USA).

Czutos¢ metod oraz procent zmiennosci uzyskiwanych wynikbw pomiedzy

oznaczeniami, %CV (ang. Coefficient of Variation) przedstawia Tab. 9

3.3.1. Zasada testu immunoenzymatycznego ELISA
Procedura testu immunoenzymatycznego polegata na  optaszczeniu

przeciwciatem monoklonalnym ptytki 96 dotkowej (Nunc, Dania) przez okres 24 h
w temperaturze pokojowej. Po uptywie doby ptytke trzykrotnie ptukano buforem
ptuczacym (PBS z dodatkiem 0,5% Tween 20, Sigma, USA). W celu uniemozliwienia

nieselektywnego wigzania sie ocenianych biatek, podczas kolejnych etapow testu,
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ptytke blokowano 10% buforem Roti-Block (Carl-Roth, Niemcy) przez 2 h
w temperaturze pokojowej. Ponownie ptukano trzykrotnie. Do tak przygotowanej
ptytki podawano probki badane oraz krzywag wzorcowg i ponownie inkubowana 24 h
w temperaturze 4° C. Po wyptukaniu ptytki, podawano drugi rodzaj przeciwciata,
wigzacego sie zopftaszczonym na powierzchni ptytki kompleksem przeciwciata
monoklonalnego z badanym antygenem (inkubacja 2 h w temperaturze pokojowej).
Ponownie, po uprzednim wyptukaniu ptytki, podawano roztwor enzymu znakowanego
peroksydazg chrzanowag. Po 20 minutach i kolejnym ptukaniu dozowano roztwor
nadtlenku wodoru (Pharmingen, USA), substratu dla zwigzanego z powierzchnig
ptytki enzymu. Ptytke inkubowano w temperaturze pokojowej, bez dostepu swiatta,
do czasu rozwiniecia sie koloru. Reakcje hamowano roztworem 2N kwasu
siarkowego. Pomiaru intensywnosci zabarwienia dokonywano przy uzyciu czytnika
ptytek VersaMax (Molecular Device, USA), przy dwoch diugosciach fali: 450 nm i 540

nm. Odczyt wynikdow uzyskiwano z krzywej wzorcowe;.

3.3.2. Zasada testu kolorymetrycznego
Zasadg testu kolorymetrycznego jest wytworzenie barwnego produktu reakciji,
ktorego intensywnos¢ barwy jest miarg oznaczanego zwigzku. W tescie wykorzystuje

sie krzywe wzorcowe, z ktorych odczytuje sie wynik.

Aktywnos¢ katalazy

Metoda oceny aktywnosci katalazy (Cayman, USA) opiera sie na reakcji enzymu
z metanolem w obecnosci nadtlenku wodoru. Produktem reakcji jest formaldehyd,
ktéry reaguje z chromogenem 4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazolem,
dajgc fioletowo zabarwiony produkt reakcji. Pomiaru intensywnosci zabarwienia
dokonywano wykorzystujgc czytnik ptytek VersaMax (Molecular Device, USA), przy

dtugosci fali 540 nm. Odczyt wynikdéw uzyskiwano z krzywej wzorcowej.

Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)

Metodg oceny aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (Cayman, USA) jest
reakcja prowadzgca do wytworzenia jonorodnika ponadtlenkowego (reakcja ksantyny
z oksydazg ksantynowaq), substratu dla SOD. Jonorodnik ponadtlenkowy, ktéry nie
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zostat usuniety przez SOD reaguje z solami tetrazolu tworzac barwny formazon.
Pomiaru intensywnosci zabarwienia dokonywano wykorzystujac czytnik piytek
VersaMax (Molecular Device, USA), przy dtugosciach fali 440-460 nm. Odczyt

wynikow uzyskiwano z krzywej wzorcowej.

Catkowity status antyoksydacyjny (TAS ang. Total Antioxidant Status)

W celu oznaczenia catkowitego statusu antyoksydacyjnego wykorzystano zestaw
(Cayman, USA), ktéry mierzy catkowitg iloS¢ przeciwutleniaczy zawartg w surowicy
(GSH, wit. C, wit. E, bilirubina, troxol, kwas moczowy). Zasada testu opiera sie na
hamowaniu utleniania 2,2-azino-di[3-etylobenzotiazolinosulfonianu] przez mioglobine
w obecnosci testowanej surowicy. Jako wzorzec antyoksydantow wykorzystano
troloks. Pomiaru intensywnosci powstatego produktu dokonywano przy uzyciu
czytnika ptytek VersaMax (Molecular Device, USA), przy dtugosciach fali 750 nm.

Odczyt wynikéw uzyskiwano z krzywej wzorcowe.

Tlenek azotu

W celu oznaczenia tlenku azotu (R&D, USA), surowice wstepnie oczyszczono
z biatek wykorzystujgc filtry 0,22 um (R&D, USA), a nastepnie rozcienczono
w stosunku 1:1 buforem reakcyjnym. Ocena stezenia catkowitego tlenku azotu
(azotyny w prébce surowicy) polega na wykorzystaniu reakcji Griessa. Obecne
w probce azotany zostajg zredukowane do azotynow przy uzyciu reduktazy.
Catkowita ilos¢ azotanéw/azotyndw reaguje z barwnikiem azowym (kwasu
sulfanilowy i roztwér a-naftyloaminy w kwasie octowym) dajgc czerwony barwnik
azowy. Intensywnos¢ zabarwienia odczytuje sie uzyciu czytnika ptytek VersaMax
(Molecular Device, USA), przy dtugosciach fali 450nm. Odczyt wynikéw uzyskiwano

z krzywej wzorcowej.

Tab. 9 Czutos¢ metod ELISA oraz procent zmiennos¢ uzyskiwanych wynikow

pomiedzy oznaczeniami (%CV).

Parametr % CV Czulosé
leptyna 7 24,82 pg/ml
adiponektyna 14,1 24,4 pg/ml
rezystyna 9,5 13,86 pg/ml
I1-6 HS 7,8 0,04 pg/ml
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TNF-alfa HS 8,3 0,11pg/ml
katalaza 9,9 ponizej 2nM/min/ml
SOD 3,7 ponizej 0,025 U/ml
TAS 3,4 ponizej 0,045 mM
VEGF 13,7 12,18 pg/ml
SICAM-1 11,1 17,51 pg/mi
sE-selektyna 10,9 39,05 pg/ml
VWF 57 0,10 ng/ml
trombomodulina 91 28,53 pg/ml
PAI-1 9,4 0,14 ng/ml
catkowity NO 4,6 0,25 uM
ADMA 7,6 0,04 yM
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3.4Badania w warunkach hodowli komérkowej in vitro

3.4.1 Hodowla komérek srodbtonka naczyniowego

Badania prowadzone byly z wykorzystaniem komoérek srédbtonka HUVEC linii
EA.hy926 (Edgell CJ,1983). Komoérki hodowano w medium M199 z dodatkiem 10%
ptodowej surowicy bydlecej, L-glutaminy (2 mmol/l), penicyliny (100 U/ml),
streptamycyny (100 pg/ml) oraz hydrokortyzonu (0,4 ug/ml) w warunkach 37° C
w atmosferze 21% tlenu i 5% CO, oraz statej wilgotnosci. Wymiana medium oraz
pasaze komorek wykonywane byty, co 2-3 dni. Wszystkie odczynniki do hodowli
komérkowej pochodzg z firmy Sigma Aldrich (USA). Jednorazowe plastikowe
pojemniki do hodowli komdérkowej (butelki, ptytki, pipety itp.) pochodzg z firmy

Greiner (Austria).

3.4.2 Wybér stezenia ludzkiej surowicy do dalszych badan
eksperymentalnych
Stezenie ludzkiej surowicy, wykorzystywanej w eksperymentach in vitro zostato
wyznaczone we wczesniejszym wstepnym eksperymencie. W badaniu tym oceniano
zywotnos¢ komorek s$rodbtonka pod wptywem medium z dodatkiem szerokiego
zakresu stezen surowicy ludzkiej od 5 do 50%. Do dalszych badan wybrano stezenie

20%, poniewaz nie zmieniato zywotnosci komaérek srodbtonka.

3.4.3 Ocena zmian ekspresji gendw komérek sréodbtonka
naczyniowego
Sposréd grupy 41 pacjentek wybrano 5, u ktérych stwierdzono najwiekszy spadek
masy ciata po zastosowane;j interwencji (od 7,9 do 10,2 kg Srednia: 8,4 kg £ 2,7 kg).
Surowica tych oso6b zostata wykorzystana do oceny profilu ekspresji genow

w komorkach srodbtonka przed i po RK.

Analiza mikromacierzy
Komorki srédbtonka w warunkach in vitro eksponowano 48 h na medium
z dodatkiem 20% ludzkiej surowicy pobranej przed i po RK. Po tym czasie pobrano

RNA komorkowe (RNAzol Sigma-Aldrich, USA), oczyszczono za pomocg zestawu
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RNAeasy Mini Kit (Quaiagen, Germany). Prébki RNA (10 pg) zabezpieczono do
badan oceny profilu ekspresji gendw metodg mikromacierzy (zestaw firmy Affymetrix
HuGeneST1.0.). Hybrydyzacja do mikromacierzy zostata przeprowadzona w osrodku
BioChip Labor przy Instytucie Biologii Komérki Kliniki Uniwersyteckiej w Essen. Do
badan wykorzystana zostata platforma HG133plus2, zawierajgca 54676 sond dla

okoto 38500 zidentyfikowanych gendw.

Metoda RT PCR

Po uzyskaniu wynikdw analizy ekspresji genow, te geny, ktorych ekspresja
zmienita sie w najwiekszym stopniu byty analizowane ilosciowo przy uzyciu techniki
RT PCR (ang. reverse transcription poymerase chain reaction) W komorkach
srodbtonka po 48 h ekspozycji na medium z dodatkiem 20% surowicy pacjentek
pobranej przed i po RK zostato pobrane RNA komorkowe przy uzyciu odczynnika
RNAzol (Sigma-Aldrich, USA). Do izolacji RNA z probek wykorzystano zestaw
GeneMatrix Uniwersal RNA Purification Kit (Eurx, Poland). Przy uzyciu odwrotnej
transkryptazy dART Reverse Transcriptaze (Eurx, Poland) informacja zawarta
w RNA zostata przepisana na komplementarne DNA (cDNA). W skfad mieszaniny
reakcyjnej wchodzito RNA oraz odczynnik MasterMix (Eurx, Poland) sktadajacy sie
z: przypadkowych starteréw, nukleotydéw, buforu, DTT (dithiothreitol) oraz odwrotnej
transkryptazy. Reakcje odwrotnej transkrypcji wykonano w cyklerze Mastercycler
Gradient (Eppendorf, Germany). Reakcja przebiegata w nastepujacych warunkach:
25°C przez 10 minut, 50°C przez 60 minut (synteza cDNA), 85°C przez 5 minut
(inaktywacja enzymu).

cDNA jest materiatem wyjsciowym do oceny gendw, ktérych ekspresja ulegta
zmianie w wyniku restrykcji (wyniki uzyskane z analizy mikromacierzy). Pierwszym
etapem tej czesci analizy jest zaprojektowanie odpowiednich starteréw i sond.
Analiza ekspresji gendbw wymaga wyboru odpowiedniego wewnetrznego genu
referencyjnego (ang. housekeeping gene), ktéry charakteryzuje sie wzglednie statg
ekspresja w réznych warunkach (aktyna, GAPDH). Optymalnym warunkiem
amplifikacji jest uzycie odpowiednich barwnikéw fluorescencyjnych znakujgcych
sondy (SYBR Green). W przeciwienstwie do reakcji PCR, ktéra uwidaczniata tylko
koncowy produkt amplifikacji, reakcja RT PCR, w czasie rzeczywistym umozliwia

obserwacje narastania kolejnych kopii amplifikonu. W mieszaninie reakcyjnej reakciji
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RT PCR znajdujg sie: cDNA, nukleotydy, sonda znakowana barwnikiem
fluorescencyjnym, polimeraza, bufor warunkujacy odpowiednie pH i stezenie jonéw
magnezu oraz startery wybrane dla odpowiednich gendéw. Reakcja przebiegata

w termocyklerze LightCycler Nano (Roche, Switzerland).

3.4.4. Ocena proliferacji komérek srédbtonka naczyniowego

Oceny proliferacji komérek srédbtonka dokonano przy uzyciu testu MTT, ktérego
zasada oparta jest na konwers;ji soli tetrazolowej (MTT, bromku [3(4,5-dimetylo-2-ilo)-
2,5-difenylotetrazolu]) do nierozpuszczalnego formazonu w obecnosci dehydrogenaz
mitochondrialnych (Mosmann, 1983). Test przeprowadzony zostat w 96-dotkowe]
ptytce hodowlanej. Komoérki srodbtonka posiano rzadko (4000 komorek/studzienke),
aby zapewni¢ im swobodng proliferacje w mato zlewnej warstwie komoérkowej. Po
przywarciu do dna studzienki komorki eksponowano na medium bez dodatku
surowicy, celem wyttumienia ich aktywnos$ci. Nastepnie do studzienek podano
medium hodowlane z dodatkiem 20% surowicy pacjentéw otytych pobranej przed
i po RK i inkubowano przez okres 24 h w temperaturze 37° C, w atmosferze 21% O,
i 5% CO, oraz statej wilgotnosci. Po 24 h inkubacji odessano medium testowe
I podano medium z odczynnikiem MTT (5 mg/ml). Inkubowano przez 4 godziny w 37°
C (stata wilgotnos¢, 21% O,, 5% CO,), a nastepnie wykonano lize komoérek. Plytke
przechowywano w miejscu bez dostepu swiatta. Nastepnego dnia dokonano pomiaru
absorbancji przy uzyciu czytnika mikroptytek VersaMax (Molecular Devices, USA)
przy dtugosci fali 535 nm. Wyniki przedstawiono, jako procent kontroli, ktérg
stanowito standardowe medium hodowlane z suplementami bez surowicy (SFM ang.

serum free medium).

3.4.5 Ocena generacji wolnych rodnikéw tlenowych (ROS) przez

komérki sréodbtonka naczyniowego
Oznaczenie generacji ROS przez komorki srédbtonka wykonano metodag
fluorescencyjng. Komorki posiano do czarnej ptytki z transparentnym dnem (20 000
komorek/studzienke) i eksponowano na medium z dodatkiem 20% surowicy
pacjentow, przez 24 h. Po ekspozycji usunieto medium, przeptukano komorki
roztworem PBS celem usuniecia resztek medium i surowicy. Nastepnie do
studzienek podano roztwor 10 uM H,DCFDA (dwuoctan 2'.7'-
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dichlorodihydrofluoresceiny) w PBS i inkubowano 30 min w temp 37° (stata
wilgotnos¢ 21% O,, 5% CO,). Miarg generacji ROS w komodrkach jest stopien
fluorescenciji barwnika H,DCFDA, ktory pod wptywem wygenerowanych w komdérce
wolnych rodnikow ulega utlenieniu do fluorescencyjnego produktu. Pomiaru
fluorescencji dokonano wykorzystujgc fluorymetr Wallac Victor 2 (Finlandia) przy
dtugosci fali wzbudzenia 485 nm oraz emisji 535 nm. Wyniki przedstawiono, jako

RFC (ang. Relative Fluorescent Unite).

3.4.6 Uwagi do eksperymentéw w warunkach hodowli komoérkowej

Wykorzystywane przez nas komorki srédbtonka naczyniowego HUVEC linii
EA.hy926 sg komorkami uniesmiertelnionymi stworzonymi poprzez fuzje komoérek
srodbtonka pochodzacych z zyty pepowinowej (HUVEC, ang. human umbilical vein
endothelial cell) oraz komorek nowotworowych raka ptuc linii A549 (Edgell i wsp.,
1983). Komorki tej linii otrzymalismy dzieki uprzejmosci dr Cory-Jean Edgell
z University of North Carolina w Chapel Hill w USA. Komoérki $rodbtonka
naczyniowego HUVEC linii EA.hy926 sg powszechnie stosowane w badaniach
hodowli komorkowej in vitro (Elluru i wsp., 2009; Schwalm i wsp., 2010; Zhang i wsp.,
2014). Praca Boerma i wsp. ocenita profil ekspresji genow w komdérkach HUVEC
(ang. Human Umbilical Vein Endothelial Cells) i HUVEC linii EA.hy926, pokazujac
bardzo duzg zbieznos¢ w ekspresji roznorodnych genow. Zasugerowata jednak
wiekszg o ok. 30% aktywnos¢ gendw cyklu komérkowego w przypadku linii EA.hy926
(Boerma i wsp., 2006). Aby to sprawdzi¢ wykonalismy ocene proliferacji tych dwéch
linii komorkowych, wykorzystujgc dwie powszechnie stosowane metody, z uzyciem
znakowanej trytem tymidyny oraz test MTT. OtrzymaliSmy bardzo podobny stopien
zmian proliferacji w odpowiedzi na testowane czynniki w obydwu rodzajach komaorek
Srodbtonka (Korybalska i wsp., 2016).

3.5. Analiza statystyczna wynikéw

Uzyskane wyniki byty analizowane statystycznie przy uzyciu programu GraphPad
Prism v 6. Wyniki analizowano dla zmiennych powigzanych i niepowigzanych (t-test)
testami parametrycznymi i nieparametrycznymi, w zaleznosci od tego czy spetniaty
kryterium rozktadu normalnego. Do oceny rozktadu normalnego wykorzystywano
nastepujace testy statystyczne: D’Agostino&Pearson, Shapiro-Wilk oraz Kolmogorov-
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Smirnov. Korelacje pomiedzy uzyskanymi wynikami oceniano wykorzystujgc test
Pearson’a lub Sperarman’a w zaleznosci od rozktadu danych. Do oceny czestosci
wystepowania okreslonej niemiezalnej cechy w grupach badanych wykozystano test
chi kwadrat (x%).Uzyskanie wartosci p<0,05 w teécie statystycznym, kwalifikowato

wynik jako istotny statystycznie.
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4. Wyniki

4.1. Analiza grupy pacjentéow

W badaniach wzieto udziat 41 otytych kobiet, ktére przez okres 8 tygodni
stosowaty RK, majgcg na celu ograniczenie kalorycznosci ich positkow o 300-500
kcal/dzien. Czterdziesci jeden procent z nich charakteryzowato wystepowanie
otytosci zagrazajacej zyciu (BMI> 40). (Tab. 6). Najczesciej wystepujgcym
zaburzeniem byta nietolerancja glukozy, ktérg stwierdzono w przypadku 41%
pacjentek (Tab. 6). Drugim, co do czestosci wystepowania zaburzeniem byty choroby
tarczycy, ktore stwierdzono u 31% pacjentek (Tab. 6). Blisko jedna trzecia z nich
palita papierosy (29%) (Tab. 6).

Dzielagc badane pacjentki ze wzgledu na uzyskang strate masy ciata po RK,
stwierdziliSmy, ze przystepujagc do badan nie roznity sie one miedzy soba, za
wyjatkiem tego, ze grupa osob, ktéra w wiekszym stopniu stracita na wadze miata

wyzszy odsetek pacjentek z leczonym nadcisnieniem (24% vs. 0%) (Tab. 7).

4.2. Ocena parametréw antropometrycznych
Dwie grupy pacjentek nie réznity sie miedzy sobg liczbg osoéb z 11 i lll stopniem
otytosci (Tab. 7). W grupie pacjentek, ktéra w efekcie diety stracita wiecej masy ciata,
zaobserwowano spadek osob z wartoscig BMI zagrazajaca zyciu (43% przed RK vs.
20% po RK), a u pan, dla ktérych RK okazata sie mniej skuteczna o potowe
zmniejszyt sie odsetek osob z Il stopniem otytosci (10% przed RK vs. 5% po RK)
(Tab. 10).

Tab. 10 Procentowy udziat pacjentow z otytoscig Il i lll stopnia po tagodnej RK.
Strata masy ciata ponizej Strata masy ciala powyzej
mediany: -5,8kg mediany: -5,8kg
srednia: -1,9%2,5 kg srednia: -8,3% 1,9kg
Przed Po Przed Po
Il stopien otylosci
10% 5% 23% 40%
BMI>35
lll stopien otytosci
40% 35% 43% 20%

BMI>40

W obydwu grupach RK spowodowata poprawe wiekszosci parametrow
antropometrycznych (waga, BMI, obwdd talii) (Tab. 11). Istotne statystycznie
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procentowe zmiany zaobserwowano tylko w przypadku oceny wartosci

BMI

I masy ciata, u oséb, ktore w wyniku diety stracity wiecej na wadze (Ryc. 10).

Tab. 11 Ocena parametrow antropometrycznych po tagodnej RK.

Strata masy ciata ponizej

Strata masy ciala powyzej

_ ) Istotnosé
mediany: -5,8kg mediany: -5,8kg
Parametr i . i . JYMvs. ™M
srednia: -1,9%2,5 kg (VM) $rednia: -8,3* 1,9kg (™M)
po RK
Przed Po Przed Po

Masa ciata, kg 102,4+14,9 100,5+£15,7** 110,1+24,5 101,8+24,2**** 0,8014
BMI, kg/m*® 37,245,5 36,545,7** 39,1+7,4% 36,1+7,4*** 0,8483
WHR 1,63+0,15 1,63%0,15 1,59+0,29 1,59+0,29 0,5475
Talia, cm 10711 104+11** 114+16 110£17**** 0,2590

*Przed vs. Po * p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001, ***p<0,0001
t Przed LM vs. Przed I™M: 1p<0.05, +1p<0,01, ++1p<0,001, 1111 p<0,0001
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Ryc. 10 Procentowa zmiana parametrow antropometrycznych po fagodnej RK.
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4.3. Ocena skladu ciata

Interwencja dietetyczna spowodowata zmiany sktadu ciata otytych pacjentek.
Zmniejszyta sie zawarto$¢ tkanki ttuszczowej, ale rowniez tkanki miesniowej (Tab.
12). Wiekszg procentowg zmiane ilosci tkanki ttuszczowej zaobserwowano w grupie,
dla ktorej RK okazata sie bardziej skuteczna (-11,4% vs. -4,2%) (Ryc. 11).

Tab. 12 Ocena sktadu ciata po tagodnej RK.

Strata masy ciala ponizej Strata masy ciala powyzej
] ] Istotnosé
mediany: -5,8 kg mediany: -5,8 kg
Parametr i . i . YMvs. MM
srednia: -1,9%2,5 kg (VM) srednia: -8,3* 1,9kg (™M)
o RK
Przed Po Przed Po P
Tkanka tluszczowa, 46,7+11,2 44,4+12,2* 51,2171 44,0116,7**** 0.9318
kg (%) (44,814 ,4) (43,945,2%) (45,2+5,5) (43,1+6,2)*** ’
Tkanka miesniowa, 34,9+3,9 33,515,4 36,9+7,7 33,847,7* 0.8716
kg (%) (34,1£3,9) (34,245,1) (34,1£3,3) (34,814,1) ’
* Przed vs. Po * p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001
T Przed { M vs. Przed T™M: 1p<0.05, 11p<0,01, +11p<0,001, t1{t p<0,0001
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Ryc.11 Procentowa zmiana tkanki ttuszczowej i tkanki miesniowej po tagodnej RK.
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4.4, Ocena parametrow sercowo-naczyniowych

Badane pacjentki

réznity sie miedzy sobg wielkoscig cisnienia przed

przystapieniem do badan (Tab. 13). Tylko w grupie kobiet, u ktorych stwierdzono

wiekszg strate masy ciala po RK,

stwierdzono spadek wartosci

ciSnienia

skurczowego. Wynika to z pewnoscig z tego, ze w grupie tej az 24% stanowity osoby

z leczonym nadcisnieniem (Tab. 7). Pacjentki tej grupy charakteryzowaty sie réwniez

wyzszym cisnieniem rozkurczowym po RK (Tab. 13).

Tab. 13 Ocena parametrow sercowo-naczyniowych po tagodnej RK.

Strata masy ciala ponizej

Strata masy ciata powyzej

) ) Istotnos¢
mediany: -5,8kg mediany: -5,8kg
Parametr i ) i . JYMvs. ™M
srednia: -1,9%2,5 kg (VM) srednia: -8,3% 1,9kg (1™MM)
o RK
Przed Po Przed Po P
Cisnienie
122,3+6,9 118,3+8,6 1129,0+11,5 | 120,0+10,0** 0,5740
skurczowe, mmHg
% zmiany -3,018,2 -6,4+£10,2 0,2460
Cisnienie
77,146,9 76,1,146,5 80,718,6 81,0+6,4 0,0198
rozkurczowe, mmHg
% zmiany -1,0+7,8 1,5+13,3 0,4808
Puls, uderzenie/min 7310 7319 73112 7011 0,2067
% zmiany 1,9+15,7 -4,8+16,0 0,1888

*Przed vs. Po * p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001, ***p<0,0001
t Przed LM vs. Przed I™M: 1p<0.05, +1p<0,01, ++1p<0,001, 1111 p<0,0001

4.5. Ocena parametréw gospodarki lipidowej

Istotny statystycznie spadek stezenia cholesterolu oraz tréjglicerydéw po RK

zaobserwowano jedynie w grupie pan, ktére w wiekszym stopniu zredukowaty mase

swojego ciala (Tab. 14). Stezenie cholesterolu HDL w tej grupie byto nisze niz u oséb

Z mniejszg stratg masy ciata. (Tab. 14).

55




Tab.14 Ocena gospodarki lipidowej po fagodnej RK.

Strata masy ciata ponizej

Strata masy ciala powyzej

) ] Istotnos¢
mediany: -5,8kg mediany: -5,8kg
Parametr i . i . JYMvs. MM
$rednia: -1,9%2,5 kg (VM) $rednia: -8,3* 1,9kg (™M)
po RK
Przed Po Przed Po
Cholesterol,
202,4+30,2 195,8+42,8 194,9+46,1 175,0+£40,4** 0,1231
mg/dI

% zmiany -3,3+13,8 -9,7£12,9 0,1296
HDL, mg/dI 58,1+12,3 60,4+12,1 52,4+15,4 49,1+10,3 0,0030
% zmiany 4,9+13,2 -3,5+22,1 0,1517
LDL, mg/dl 119,1+27,8 114,3+36,0 113,2439,9 108,5£39,5 0,6333
% zmiany -4,9+15,7 -2,1+18,3 0,6045
TG, mg/ml 123,6155,4 122,6+67,3 145,9+82,5 103,8+29,8* 0,2605
% zmiany 1,4+£33,1 -17,3132,2 0,0705

*Przed vs. Po * p<0.05, *p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001
t Przed LM vs. Przed I™M: 1p<0.05, +1p<0,01, ++1p<0,001, 111+ p<0,0001

4.6. Ocena parametréw gospodarki weglowodanowej

Leczenie dietetyczne zmniejszyto insulinoopornos¢, mierzong wskaznikiem

HOMA-IR, w grupie kobiet z wiekszg redukcjg masy ciata. W tej samej grupie

zaobserwowano spadek stezenia insuliny po 2 h trwania doustnego testu obcigzenia

glukozag, nie zaobserwowano zmian stezenia glukozy. U pacjentek, ktére stracity

mieszg ilo§¢ masy ciata po RK, nie zaobserwowano istnych statystycznie zmian

parametrow gospodarki weglowodanowej (Tab.15).
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Tab. 15 Ocena gospodarki weglowodanowej po fagodnej RK.

Strata masy ciata ponizej Strata masy ciata powyzej .
) ) Istotnosé
mediany: -5,8kg mediany: -5,8kg
Parametr 3 . i . YMvs. MM
$rednia: -1,9%2,5 kg (VM) srednia: -8,3* 1,9kg (™M)
po RK
Przed Po Przed Po

Oh: 93,447,4 Oh: 91,61+7,85 Oh: 92,748,4 Oh: 92,1+7,8 0Oh: 0,1957

Glukoza, mg/dl
2h:122,4+29,4 2h: 110,2+20,6 2h:114,6+29,2 2h:103,3£17,9 2h: 0,2683

% zmiany Oh -1,7+7,5 6,0+21,2 0,1553

% zmiany 2h -5,5+20,3 -4,2+36,0 0,8931
Insulina, mu/l 0h:12,946,9 0h:12,8945,9 Oh: 16,5£10,6 Oh: 14,6+11,9 Oh: 0,2947
2h: 89,6+57,3 2h: 67,1£39,6 2h:70,04£50,3 2h:44,6+30,6** 2h: 0,0306

% zmiany Oh 0,4+37,9 -6,8+43,3 0,5204

% zmiany 2h -1,4+72,6 -10,9484,3 0,7195

HOMA-IR 3,0¢1,4 3,01,5 3,5+2,5% 2,8+1,5* 0,9877

% zmiany 3,1+45,2 -5,9+46,2 0,6128

*Przed vs. Po * p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001, ***p<0,0001
t Przed LM vs. Przed I™M: 1p<0.05, +1p<0,01, ++1p<0,001, 111+ p<0,0001

4.7. Ocena parametréow metabolicznych tkanki ttuszczowej

Zmniejszenie ilosci tkanki ttuszczowej (Tab. 12, Ryc. 11) spowodowane
zastosowang RK, przyczynito sie rowniez do zmniejszenia stezenia adipokin
(leptyna, 1l-6, TNF-alfa). W obydwu analizowanych grupach, niezaleznie od iloSci
straty masy ciata, zaobserwowano poréwnywalny spadek stezenia cytokin
prozapalnych: 1l-6 oraz TNF-alfa. Chociaz spadek stezenia leptyny byt wiekszy
w grupie, ktéra stracita wiecej na wadze, to procentowa jej zmiana po RK (-15,6% vs.
-30,0%), nie byfa istotna statystycznie (p=0,0689) (Ryc. 12). tagodna RK nie
podwyzszyta stezenia adiponektyny w zadnej z grup (Tab. 16).
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Tab. 16 Ocena wybranych parametrow metabolicznych po tagodnej RK.

Strata masy ciata ponizej Strata masy ciala powyzej
) ] Istotnos¢
mediany: -5,8kg mediany: -5,8kg
Parametr i . i . YMyvs. ™M
srednia: -1,9%2,5 kg (VM) $rednia: -8,3* 1,9kg (™M)
o RK
Przed Po Przed Po P
Leptyna, ng/ml 64,9+27,6 51,6+£19,0** 67,3+27,0 48,3+29,4**** 0,6752
Adiponektyna,
2,2+0,9 2,2+0,9 2,4+1,2 2,3+0.8 0,8122
Hg/ml
IL-6 HS, pg/ml 2,0+1,0 1,141,2* 2,1+2,0 1,1+0,8** 0,9342
TNF- alfa HS,
16,7+7,8 9,0+9,1** 17,148,8 7,8+10,0** 0,5657
pg/ml

* Przed vs. Po * p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001
T Przed { M vs. Przed T™M: 1p<0.05, 11p<0,01, +11p<0,001, t1{t p<0,0001
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Ryc. 12 Procentowa zmiana stezenia adipokin po RK.

4.8. Ocena stresu oksydacyjnego
Jedynym parametrem, ktdrego zmiane zaobserwowano po tagodnej restrykciji
kalorycznej bylo zwiekszenie aktywnosci katalazy. Zmiana ta zostata
zaobserwowana tylko u pacjentek, ktore uzyskaty wiekszg strate masy ciata po RK
(Tab. 17). Pomimo tego, ze po RK zaobserwowano procentowy spadek generacji
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wolnych rodnikdw oraz procentowy wzrost aktywnosci katalazy, SOD a takze wzrost

TAS, to zmiany te nie zostaty potwierdzone statystycznie (Tab. 17)

Tab.17 Ocena wybranych parametrow stresu oksydacyjnego po tagodnej RK.

Strata masy ciala ponizej Strata masy ciala powyzej
_ ) Istotnosé
mediany: -5,8kg mediany: -5,8kg
Parametr i . i . JYMvs. ™M
srednia: -1,9%2,5 kg (VM) $rednia: -8,3* 1,9kg (™M)
o RK
Przed Po Przed Po P
Katalaza,
) 50,5+36,5 64,4156,2 69,2+93,5 80,3+58,3* 0,3797
nM/min/ml
% zmiany 51,94£93,0 87,8+159,4 0,3873
SOD, U/ml 11,612,5 12,4+3,4 13,0+3,6 13,414,0 0,4070
% zmiany 11,4+38,0 10,4143,0 0,9343
TAS, mM 2,2+0,7 2,5+0,8 2,540,7 2,410,6 0,6767
% zmiany 18,8+42,2 17,2434,5 0,8976
ROS, RFU 36981601 35561604 3972+1304 403711249 0,1143
% zmiany -3,0£17,3 -5,61£29,5 0,2643

* Przed vs. Po * p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001
T Przed { M vs. Przed T™M: 1p<0.05, 11p<0,01, +11p<0,001, t1{t p<0,0001

4.9. Ocena profilu ekspresji genéw w komoérkach srédblonka po okresie
tagodnej restrykcji kalorycznej
Zaden badany gen nie wykazat istotnej statystycznie réznicy w ekspres;i
pomiedzy pacjentami, po umiarkowanej RK. W zwigzku z tym do przeanalizowania
uzyskanych wynikow zastosowano dodatkowg metode badawcza, ktérg jest analiza
GSEA (ang. Gene Set Enrichment Analysis). Ocenia ona zmiany profilu genow
w catych szlakach komorkowych (Subramanian i wsp., 2005). Wyniki uzyskane w ten
sposob pozwolity stwierdzi¢, ze grupg genow, ktérej ekspresja zmienia sie
w najwiekszym stopniu, po fagodnej RK, sg geny cyklu komorkowego. W Tab. 18
przedstawiono przyktadowe wartosci ekspresji cyklin D, E, B. Poniewaz zaden gen
nie wykazat istotnej statystycznie réznicy po RK, nie wykonano analizy ilosciowe;j
z wykorzystaniem techniki RT PCR. Oceniono natomiast proliferacje komorek
Srodbtonka po ekspozycji na medium z dodatkiem 20% surowicy pacjentek pobranej

przed i po RK. Wyniki oméwiono w rozdziale 4.10 (Tab. 19).
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Tab. 18 Przyktadowe wartosci ekspresji wybranych genow cyklu komérkowego

w komorkach srédbtonka przed i po fagodnej RK.

Parametr Grupa Odczyty intensywnosci fluorescencji Srednia SD
Przed RK 7,01 6,98 6,97 6,90 6,89 6,95 0,05

Cyclin D1
Po RK 7,12 6,99 6,89 6,84 6,91 6,95 0,11
Przed RK 5,62 5,63 5,60 5,58 5,30 5,54 0,14

Cyclin Al
Po RK 5,59 5,54 5,60 5,49 5,20 5,48 0,16
Przed RK 10,33 10,31 10,24 10,41 10,30 10,32 0,06

p21

Po RK 10,40 10,45 10,38 10,39 10,28 10,38 0,06
Przed RK 8,43 8,50 8,36 8,36 8,47 8,42 0,06

Cyclin E1
Po RK 8,45 8,56 8,35 8,53 8,43 8,46 0,09

4.10. Ocena zmian funkcji komoérek srédbtonka naczyniowego

Interwencja dietetyczna w najwiekszym stopniu zmienita funkcje srédbtonka
odpowiedzialng za napiecie sciany naczynia krwionosnego (tNO, |ADMA) oraz
funkcje modulujgca reakcje zapalng (|sICAM-1, |sE-selektyna) (Tab. 19, Ryc. 13).
Najwiekszg istotng statystycznie zmiane po RK zaobserwowano w przypadku
syntezy tlenku azotu. Zmiana ta byta szczegadlnie widoczna u pacjentek, ktore stracity
wiekszg ilo§¢ masy ciata (+13% vs. 163%) (Ryc. 13) . Rdéwniez zmniejszenie
aktywacji zapalnej $rodbtonka po RK byto zdecydowanie bardziej widoczne w tej
grupie pacjentek (|sICAM-1, |sE-selektyna) (Tab. 19, Ryc. 13). Zaobserwowany
wzrost proliferacji srodbtonka po RK, potwierdzit wczesniej uzyskane wyniki z analizy
GSEA (rozdziat 4.9). Wzrost proliferacji komorek zaobserwowano tylko u pacjentek,
u ktoérych restrykcja przyniosta najwiekszy efekt (Tab. 19, Ryc. 14). W tabeli 20
przedstawiono poréwnanie pomiedzy uzyskang stratg masy ciata, a uzyskang
zmiang proliferacji srodbtonka dla kazdej badanej otylej pacjentki. Zdecydowanie

mniej parametréw funkcji sSrodbtonka zmienito sie u pacjentek, ktére w mniejszym
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stopniu stracity na wadze (|selektyna E, |ADMA) (Tab.19, Ryc.13). W zadnej z grup

RK nie spowodowata zmian parametrow istotnych dla procesu hemostazy (TM, PAI-
1, VWF) i angiogenezy (VEGF) (Tab. 19).

Tab. 19 Ocena zmian funkcji komorek srodbtonka naczyniowego po tagodnej RK.

Strata masy ciata ponizej

Strata masy ciala powyzej

mediany: -5,8kg mediany: -5,8kg Istotnos¢
Parametr 3 . i .
$rednia: -1,9%2,5 kg (< M) $rednia: -8,3% 1,9kg (>M) po RK
Przed Po Przed Po
VEGF, pg/ml 109,8+106,9 117,0£120,3 124,3+104,0 112,8491,6 0,8903
sICAM-1,
119,7+15,3 116,1+16,3 111,1428,5 102,44+24,4* 0,0308
ng/ml
sE-selektyna,
17,7£7,3 14,7+6,6* 17,8+11,1 12,3+6,9** 0,2462
ng/ml
VWF, ng/m 875,8+281,8 866,4+217,1 790,3+267,8 | 792,6,9+286,2 0,3597
TM, ng/ml 3,840,8 3,440,6 3,441,2 3,56%1,2 0,8215
PAI-1, ng/ml 10,545,0 10,844,3 11,0+3,7 11,8+3,8 0,4338
NO, uM/I 6,2+4,1 5,5+1,8 4,6+1,9 10,545,5%*** 0,0004
ADAM, pM/ 0,79+0,47 0,54+0,33** 0,71+0,45 0,50+0,18* 0,6631
Proliferacja, %
163,1+115,4 171,6183,6 181,5+81,9 222,4+118,7* 0,1230

kontroli

* Przed vs. Po * p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001
1 Przed |Mvs. Przed 1M: 1p<0.05, 11p<0,01, t11p<0,001, t++f{ p<0,0001
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Tab. 20 Poréwnanie pomiedzy stratg masy ciata po RK, a zmiang proliferacji

Srodbtonka u wszystkich analizowanych pacjentek.

Strata masy ciala ponizej mediany: -5,8kg
srednia: -1,9%2,5 kg (< M)

Strata masy ciata powyzej mediany: -5,8kg
$rednia: -8,3* 1,9kg (>M)

Pacjent Strata masy Zmiana Pacjent Strata masy Zmiana
ciala, kg proliferacji ciala, kg proliferacji
1 4.3 2,1 1 -5,8 16,0
2 14 3,8 2 -5,9 0,8
3 1,3 35,4 3 -6,0 -21,2
4 0,8 36,6 4 -6,0 -5,9
5 0,1 25,8 5 -6,6 1,2
6 -0,5 97,2 6 -6,6 5,5
7 -1,3 -10,4 7 -7,4 47,2
8 -1,7 17,0 8 -7,6 8,3
9 -1,7 -9,2 9 -7,8 86,6
10 -2,4 -1,4 10 -8,0 -12,9
11 -2,5 -7,0 11 -8,1 36,6
12 -3,0 74,3 12 -8,2 -20,1
13 -3,1 14,9 13 -8,3 -5,9
14 -3,6 33,5 14 -9,0 8,4
15 -4,0 334 15 -9,1 55,6
16 -4,2 -9,7 16 -9,3 -0,8
17 -4,5 11,3 17 -9,3 -10,7
18 -4,5 13,2 18 -9,7 135,3
19 -4,5 -25,2 19 -10,9 0,9
20 -5,2 -8,0 20 -11,8 48,3
21 -12,9 2,3
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4.11. Ocena korelacji pomiedzy badanymi parametrami

W Tab. 21 i Ryc 15 przedstawiono uzyskane korelacje pomiedzy procentowg
zmiang stezenia adipokin oraz parametrow funkcji $rédbtonka naczyniowego,
a procentowg zmiang masy ciata i tkanki ttuszczowej. Potwierdzono dobrze znang
wspoifzalezno$¢ pomiedzy masg ciata i masg tkanki ttuszczowej oraz leptyna.
Uzyskane dodatnie korelacje pokazuja, ze im wieksza strata masy ciata tym wiekszy
spadek stezenia leptyny (Tab. 21). Analizujgc wspétzaleznos¢ pomiedzy zmianami
wartosci parametrow antropometrycznych, a zmianami stezen srodbtonkowych
biomarkeréw uwidaczniajg sie dwie korelacje (Tab. 21, Ryc. 15). Najsilniejszg
ujemng korelacje uzyskano pomiedzy procentowg zmiang masy ciata i tkanki
ttuszczowej, a procentowym wzrostem stezenia tlenku azotu (Tab. 21, Ryc. 15 C).
Aktywacja zapalna srédbtonka zmniejsza sie w miare normalizacji masy ciata (Tab.
19, Ryc. 13). Jednak wspotzaleznos¢ wykazano tylko pomiedzy spadkiem ilosci masy
ciata (nie tluszczu), a zmiang stezenia sE-selektyny (Tab. 21, Ryc. 15 B).

Tab. 21 Ocena korelacji pomiedzy procentowg zmiang stezenia, adipokin oraz
parametréw funkcji srédbtonka naczyniowego, a procentowg zmiang masy ciata

i tkanki ttuszczowej (n=41).

Parametr Tkank.a Huszczowa, % Masa ciata, % zmiany po RK (r)
zmiany po RK (r)

Leptyna, % zmiany 0.5798*** 0.5431**
Adiponektyna, % zmiany -0.0241 -0.0418
II-6, % zmiany 0.0482 -0.2103
TNF-a, % zmiany 0.1816 0.1606
VEGF, % zmiany 0.1898 0.2774
SICAM-1, % zmiany 0.0988 0.1850
sE-selektyna, % zmiany 0.1850 0.3726*
VWF, % zmiany 0.1153 0.0213
TM™, % zmiany 0.0807 -0.2030
PAI-1, % zmiany -0.2669 -0.1133

NO, % zmiany -0.4983** -0.5623***
ADMA, % zmiany 0.0310 0.0500

*p<0,05, **p<0.01, ***p<0,001, ****p<0,0001
r — wspofczynnik regresji
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5. Dyskusja

Otytos¢ jest jednym z najwiekszych globalnych probleméw zdrowotnych na
$wiecie. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia w latach 1980-2008 liczba 0séb ze
zdiagnozowang otytoscig wzrosta dwukrotnie (Jarosz i wsp., 2011), a w roku 2014
odnotowano na swiecie 600 milionow oséb otytych (WHO, 2015). Bardzo waznym
aspektem walki z tym problemem jest zmiana sposobu odzywiania. Niewatpliwie
najtrudniejszym aspektem walki z otytosScig jest utrzymanie rezimu dietetycznego.
Optymalnym rozwigzaniem wydaje sie umiarkowana restrykcja dietetyczna, ktorej
codzienne stosowanie w sposéb tagodny, acz skuteczny doprowadzic moze do
normalizacji masy ciata. Zmniejszenie ilosci tkanki ttuszczowej wptywa pozytywnie na
funkcjonowanie catego organizmu. Poprawie ulegajg parametry gospodarki lipidowej,
weglowodanowej, zmniejsza sie insulinoopornos¢ tkanek, poprawia sie
funkcjonowanie komorek srédbtonka naczyniowego, co bezposrednio usprawnia

uktad sercowo-naczyniowy (Jung, 1997).

5.1Skutecznos¢ umiarkowanej restrykcji kalorycznej

Pozadanym efektem restrykcji kalorycznej jest korekcja nieprawidtowych
wartosci parametrow antropometryczne oraz wysokich stezen adipokin (Porreca
i wsp., 2004; Raitakari i wsp., 2004; Vazquez i wsp., 2005). Niestety nie zawsze
udaje sie skorygowac niepozgdane wysokie wartosci wskaznika BMI, co z pewnoscig
zalezy od dtugosci trwania RK i jej suplementow (Hankey i wsp., 2002; Ziccardi
i wsp., 2002; Hamdy i wsp., 2003; Lefevre i wsp., 2009; Lefevre i wsp., 2009).
Réwniez naszym pacjentkom nie udato sie skorygowac¢ wysokich wartosci BMI do
wartosci zalecanych, przez okres 8 tygodni. W obu przebadanych grupach, pozostaty
osoby z nieprawidtowg wartoscig BMI, przekraczajgcg wartos¢ 35. Jednak pomimo
tego, ze okres leczenia dietetycznego nie byt dtugi i bardzo intensywny, u wiekszosci
analizowanych pacjentdow zaobserwowano obnizenie masy ciata, wartosci BMI,
obwodu talii, ilosci tkanki ttuszczowej oraz stezenia adipokin: II-6, TNF-a oraz
leptyny. Niestety 8 tygodniowy okres stosowania diety okazat sie za krétki na
skorygowanie stezenia adiponektyny. Podobne rezultaty przedstawiajg publikacje,
w ktorych zastosowano RK o podobnym czasie trwania i intensywnosci (Porreca
i wsp., 2004; Raitakari i wsp., 2004). Wydaje sie, ze wzrost stezenia adiponektyny

wymaga RK o dtugim okresie trwania. Rolland i wsp. zastosowali trzymiesieczna,
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niskokaloryczng diete w grupie 120 pacjentow. W tym czasie pacjenci stracili mniej
niz 5% masy ciata, a stezenie adiponektyny nie ulegto zmianie. W zwigzku z tym
losowo wybrano pacjentéow, ktérym podawano diete niskokaloryczng oraz diete
wysokobiatkowag/niskoweglowodanowg przez dziewie¢ miesiecy. Po zakonczonym
badaniu zaobserwowano wzrost stezenia adiponektyny, zwtaszcza w grupie, ktéra
stosowata diete niskokaloryczng (Rolland i wsp., 2011).

Dobdr pacjentéw w celu oceny efektywnos$ci restrykcji u osob otytych jest
zréznicowany i dotyczy zaréwno pacjentow, ktorych wskaznik BMI jest mniejszy niz
35 (Hankey i wsp., 2002; Ziccardi i wsp., 2002; Brook i wsp., 2004; Lefevre i wsp.,
2009; Egert i wsp., 2014), ale réwniez dotyczy oséb z ciezkg otytoscig (BMI> 35)
(Hamdy i wsp., 2003; Raitakari i wsp., 2004; Thomson i wsp., 2012). Nasze badania
obejmowaty pacjentki z ciezkq otytoscig (Srednie BMI: 38,2 kg/m?), co z pewnoscig
sprawito, ze najczesciej wystepujgcym dodatkowym zaburzeniem byta diagnozowana
nietolerancja glukozy (41%), pojawiajaca sie szczegolnie czesto, u 0sob z wysokim
wskaznikiem BMI (Hamdy i wsp., 2003; Haffner i wsp., 2005; Tinahones i wsp.,
2012). Pacjentki te dodatkowo oprécz diety stosowaty metformine, ktéra jest jednym
z najczesciej stosowanych lekdéw obnizajacych stezenie glukozy we krwi, nie
ingerujagcym w sekrecje insuliny (Lau i wsp., 2015). Pojawiajgca sie oprocz
hiperglikemii insulinoopornos¢ sprawia, ze pacjenci trudniej tracg zbedne kilogramy,
poprzez utrudnione wykorzystywanie glukozy przez tkanke miesniowg, ttuszczowq
oraz watrobe, ponadto insulinoopornos¢ utrudnia lipolize prowadzac do rozrostu
tkanki ttuszczowej. Prowadzi to do bardziej siedzgcego trybu zycia i przybierania na
wadze. Proces ten dodatkowo stymulujg czynniki pobudzajgce apetyt (grelina,
kortyzol, insulina, neuropeptyd Y i wiele innych) (Lau i wsp., 2015). Metformina
kontroluje glikemie, gtdbwnie poprzez kilka istotnych mechanizméw, jak zmniejszenie
opornosci tkanek na insuline, gtdbwnie miesni oraz hamowanie watrobowej syntezy
glukozy. Obniza réwniez synteze kwasow ttuszczowych, hamuje lipogeneze,
zmniejsza gromadzenie ttuszczu w miesniach, co jest skutkiem wzrostu wrazliwosci
tej tkanki na insuline (Viollet i wsp., 2012). Jej wielokierunkowe dziatanie daleko
wykracza poza kontrole profilu glikemii, a wielokierunkowe dziatanie u os6b otytych
na hepatocyty, miocyty, srédbtonek naczyniowy oraz adipocyty prowadzi do
zmniejszenia ryzyka choréb sercowo-naczyniowych (Lamanna i wsp., 2011; Lau

i wsp., 2015). W badaniach Caballero stosowanie metforminy przez 16 tygodni
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zmniejszyto stezenie markerow dysfunkcji srédbtonka u otylych pacjentow
z nieprawidtowym profilem glikemii, w poréwnaniu do grupy placebo (Caballero
i wsp., 2004). Salpeter i wsp. poréwnali dziatanie metforminy z 31 badan klinicznych
0s6b z cukrzycy i stwierdzili, ze redukuje ona BMI $rednio o 5,3%, a mase ciata od
1 do 2% w poréwnaniu do osob, ktére jej nie stosowaty (Salpeter iwsp., 2008).
Wynika to miedzy innymi z jej dziatania zmniejszajgcego apetyt, wptywu na dobowy
rytm pracy uktadu pokarmowego oraz metabolizm ttuszczy (Malin i wsp., 2014).
Jednak, jak pokazat Haffner i wsp., zmiana stylu zycia w wiekszym stopniu
modyfikuje parametry antropometryczne, niz stosowanie samej metforminy
w dtugofalowym okresie 6 i 12 miesiecy u pacjentéw otytych z nietolerancjg glukozy
(Haffner i wsp., 2005).

Niezmiernie istotnym aspektem zastosowanej restrykcji, byto zredukowanie
odsetka osob z BMI zagrazajagcym zyciu z 43% do 20%, w grupie pacjentek, ktére
stracity wiecej na wadze. Nalezy wspomnie¢, ze obydwie grupy charakteryzowaty sie
podobnym udziatem procentowy osob z Il i lll stopniem otytosci. Grupa pacjentek, dla
ktérych RK okazata sie bardziej skuteczna, dodatkowo zwiekszyty wrazliwos¢ tkanek
na insuline (zmniejszenie wskaznika HOMA-IR), zredukowaty stezenie cholesterolu,
trojglicerydow oraz iloS¢ tkanki miesniowej. Badania Brook’a i wsp. pokazujg
podobny wptyw, nieco diuzszej umiarkowanej restrykcji kalorycznej, na otytych
pacjentach z zespotem metabolicznym. Zaobserwowano u nich poprawe parametréw
antropometrycznych, lipidowych, zwiekszenie wrazliwo$ci na insuline oraz
zmniejszenie stezenia leptyny. Konsekwencjg otytosci jest spadek masy miesniowe;,
zaobserwowany rowniez u naszych pacjentek. Utracie masy ciata u oséb otytych na
skutek diety niskokalorycznej towarzyszy spadek beztluszczowej masy ciata. Spadek
ten moze stanowic, az 25% catkowitej utraty masy ciata. Obecnie podczas leczenia
otytoSci dazy sie do utrzymania bezttuszczowej masy ciata w mozliwie niezmienionej
ilosci np. zalecajgc aktywnos$¢ fizyczng. Stosowanie diety, bez wprowadzenia
aktywnosci fizycznej, skutkuje utratg masy miesniowej, poniewaz dieta,
w szczegolnosci niskokaloryczna, stanowi dla organizmu stan niedozywienia
spowodowany niedoborem energetycznym oraz zmniejszong podazg podstawowych
sktadnikéw odzywczych (Biernat i wsp., 2011). Utrata masy miesniowej u oséb
otytych zwana otytoscig sarkopeniczng to problem ztozony, na ktory sktadajg sie

nastepujgce zaburzenia towarzyszace otytosci: (i) subkliniczny stan zapalny, (i) stres
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oksydacyjny, (iii) zmiana stezen czynnikow mitogennych jak np. insulina, IGF-1,
testosteron i hormon wzrostu, (iii) zbyt mate dostarczanie wapnia zjonizowanego do
komoérki w zwigzku z uszkodzeniem kanatéw wapniowych przez wolne rodniki, (iv)
niedobory witaminy D, (v) stosowanie statyn (inhibitory reduktazy HMG-CoA) przy
leczeniu dyslipidemii, (vi) stosowanie niskokalorycznej diety bez aktywnosci fizycznej
(wiecej informacji w Stenholm S. i wsp., 2008). Stosowanie metforminy u osob
otytych moze zapobiegac sarkopenii. Metformina redukuje odkfadanie sie tluszczu
w miesniach i zwieksza wykorzystanie glukozy, a tym samym uwrazliwia komorki
miesniowe na insuling zapewniajgc im dowo6z substratow energetycznych i lepsze
funkcjonowanie (Violett i wsp., 2012).

Pacjentki, ktore stracity wiekszg ilos¢ masy ciata charakteryzowaty sie réwniez
spadkiem wartosci cisnienia skurczowego krwi, co z pewnoscig wynikato z faktu
tacznego dziatania RK i lekdéw korygujacych cisnienie krwi. Tylko w tej grupie
znajdowaty sie osoby z leczonym nadcisnieniem (24%).

Otytos¢ predysponuje do wystepowania insulinoopornosci (Kolterman i wsp.,
1980), jednakze nie u wszystkich pacjentéw otytych stwierdza sie to zaburzenie
(Ferrannini i wsp., 1997). Poczatkowo wskaznikiem, ktéry wykazywat powigzanie
pomiedzy otytoscig, hiperglikemig, a insulinoopornoscig byt wskaznik WHR, ktérym
mozna byto klasyfikowac otytos¢ typu zenskiego i meskiego (Kissebah i wsp., 1982).
Obecnie do oceny insulinoopornosci wykorzystuje sie wskaznik HOMA-IR (Wallace
i wsp., 2004). To uwalniane z tkanki ttuszczowej adipokiny oraz wolne krwasy
ttuszczowe upo$ledzajg  wykorzystanie glukozy i przyczyniajg sie do
insulinoopornosci (Boden, 1997). Adipokiny prozapalne: TNF-a, [I-6, MCP-1 jak
réwniez rezystyna i waspina odpowiadajg za insulinoopornos¢. Przeciwwage dla nich
stanowig leptyna, adiponektyna i wisfatyna (Faraj i wsp., 2004). Zredukowanie tkanki
ttuszczowej w istotny sposob redukuje produkcje prozapalnych adipokin i poprawia
wrazliwosc na insuline (Porreca i wsp., 2004; Raitakari i wsp., 2004; Vazquez i wsp.,
2005). W naszym przypadku zaskakujgcym faktem byto to, ze pomimo istotnych
réznic w utraconej masie ciata i tkanki ttuszczowej, obydwie grupy, charakteryzowat
podobny spadek stezenia prozapalnych adipokin 1I-6 i TNF- a, a zmiana stezenia
leptyny pomimo duzej roznicy miedzy grupami nie zostata potwierdzona

statystycznie.
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Warto réwniez wspomnieC o fakcie, ze restrykcja kaloryczna opdznia proces
starzenia i chroni nas przed rozwojem choréb nowotworowych. Wiele badan
potwierdzito pozytywny efekt restrykcji kalorycznej na wydtuzenie czasu zycia oraz
poprawe jego jakosci (Austad i wsp., 1989; Colman i wsp., 2009). Jedna z teorii
starzenia, zaktada przyspieszone starzenie w zwigzku ze zwiekszong produkcjg
wolnych rodnikdw i postepowg akumulacjg oksydacyjnych uszkodzen (Ksigzek
i wsp., 2008; Fontana i wsp., 2007; Hursting i wsp., 2013; Ruetenik i wsp., 2015).
Poprzez zmniejszenie kalorycznosci positkdw zmniejsza sie (i) stan zapalny, (ii) stres
oksydacyjny, (iii) dostepnosci czynnikdw mitogennych jak np. insulina czy IGF-1.
Prowadzi to do zmian w mikrosrodowisku komorkowym chronigc przed inwazjg
komérek nowotworowych (Fontana i wsp., 2007; Ksigzek i wsp., 2008; Hursting
i wsp., 2013). W ostatnich latach pojawiajg sie prace sugerujgce, ze jednym
z mechanizméw dziatania przeciwstarzeniowego i przeciwnowotworowego restrykciji
kalorycznej jest modyfikacja proces angiogenezy (Csiszar i wsp., 2009; Ungvari
i wsp., 2009).

Krotkotrwata tagodna restrykcja kaloryczna okazata sie skuteczna dla otytych
pacjentek. Zmniejszyta wartosci parametréw antropometrycznych oraz stezenia
adipokin. U otytych pacjentek, ktére w wyniku RK utracity wiekszg mase ciata
zaobserwowano rowniez wzrost wrazliwosci na insuling, spadek stezenia
cholesterolu, tréjgliceryddéw, cisnienia skurczowego krwi, ale rowniez niekorzystny

spadek masy miesniowe;j.

5.2 Wplyw restrykcji kalorycznej na profili ekspresji genéw komoérek
srédbtonka.

W naszych badaniach chcielismy zidentyfikowa¢ geny, ktérych ekspresja
moze ulec zmianie po zastosowaniu tagodnej restrykcji kalorycznej. W tym celu
eksponowalismy srodbtonek na medium z dodatkiem surowicy pieciu pacjentek, ktére
w wyniku restrykcji w najwiekszym stopniu zredukowaty mase swojego ciata.
Stosujac ocene profilu ekspresji gendw, z wykorzystaniem metody mikromacierzy,
nie udato sie nam zidentyfikowa¢ zmian pojedynczych gendéw. Zastosowanie techniki
gene set enrichment analysis pozwolito na ocene genow w catych szlakach
metabolicznych. Grupg genodw, ktorej ekspresja zmienita sie w najwiekszym stopniu
po RK byly geny istotne dla cyklu komérkowego. W tym celu jednym z badan
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oceniajgcym funkcje srodbtonka po tagodnej RK byta proliferacja komdrkowa. Aby
zweryfikowa¢ czy jest to cecha tylko charakterystyczna dla srédbtonka, wykonano
eksperyment sprawdzajacy jak inne linie komérkowe reagujg na medium z dodatkiem
surowicy pacjentek pobranej przed i po RK. Przebadano dwie linie komoérek
nowotworowych raka jajnika (SCOV-3, OVCAR-3), komorki miesni szkieletowych,
komorki ludzkiego mezotelium otrzewnowego, pierwotne komorki srodbtonka zyty
pepowinowej (HUVEC) oraz komorki srédbtonka HUVEC linii EAhy926. Wzrost
proliferacji zaobserwowano tylko w przypadku komorek srédbtonka naczyniowego,
zarowno linii pierwotnej (HUVEC) jak i stransformowanej (EAhy926) (Korybalska
i wsp., 2016). Wynik ten jest szczegolnie istotny, poniewaz wczesniejsze doniesienia
sugerowaty, ze komorki EA.hy926 mogq nie by¢ optymalnym modelem do badania
proliferacji komorek srédbtonka naczyniowego (Boerma i wsp., 2006).
Zaobserwowany wzrost proliferacji komoérek srédbtonka, indukowany surowica,
odzwierciedlat pewne fenotypowe cechy pacjenta, szczegdlnie procentowg utrate
masy ciata. Nasze wczesniejsze badania obejmowaty wiekszg grupe osob otytych,
skladajagca sie zarébwno z kobiet (wiekszg) jak i mezczyzn (mniejsza).
Zaobserwowany efekt powigzania proliferacji z utratg masy ciata pojawit sie tylko
u mezczyzn, a w zdecydowanie mniejszym stopniu byt obserwowany u kobiet.
Wieksza redukcja masy ciata u mezczyzn sprawiata, ze ich surowica raczej
zmniejszata niz zwiekszata wzrost komorek srédbtonka. Efekt ten nie zalezat od
typowych czynnikédw angiogennych takich jak VEGF, MCP-1, TSP-1, MMP-9, Ang-2,
ale korelowat ze zmianami Ang-1, bFGF, leptyny i adiponektyny (Korybalska i wsp.,
2016). Wydawato sie, ze istotnym czynnikiem procesu angiogenezy, od ktorego
moze zaleze¢ proliferacja jest VEGF, ktérego stezenie u os6b otylych wzrasta
(Doupis i wsp., 2011). Jednak fagodna RK nie zmienia jego stezenia. Podobny efekt
w surowicy i tkance ttuszczowej obserwowat Cullberg i wsp.(Cullberg i wsp., 2013).
Ellsworth i wsp. zaobserwowat istotne zmiany ekspresji gendw, rowniez tych
zaangazowanych w proliferacje, u osob, ktére przez rok stosowaty modyfikacje
dietetyczng. Zmiany byty widoczne tylko u pacjentéw, ktorzy zmniejszyli mase
swojego ciata o wiecej niz 10%, a nie byty zauwazalne u oséb, ktére w minimalnym
stopniu stracity na wadze (Ellsworth i wsp., 2015).

Réznorodng odpowiedz proliferacji srodbtonka na zmiany masy ciata w wyniku

restrykcji u kobiet i mezczyzn mozna ttumaczyé wptywem hormondw ptciowych.
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Znany jest stymulujgcy wptyw estrogendw na proliferacje, migracje oraz formowanie
zalgzkéw naczyn (Morales i wsp., 1995). Podobne doniesienia sg na temat dziatania
androgenow (Cai i wsp., 2011). Ostatnie doniesienia Jing-Jing Cai i wsp.
podsumowujg korzystny, jak i niekorzystny wptyw estrogenéw i androgendéw na uktad
krgzenia (Cai i wsp., 2016). Od lat wiadomo, ze leptyna i adiponektyna wywierajg
przeciwstawne efekty na proliferacje srodbtonka (Vansaun i wsp., 2013; Adya i wsp.,
2015). Leptyna promuje angiogeneze, natomiast adiponektyna jg hamuje (Vansaun
i wsp., 2013; Adya i wsp., 2015). Istotne sg roéwniez rdéznice w wydzielaniu tych
adipokin u kobiet i mezczyzn, szczegdlnie obserwowane prawie trzykrotnie wyzsze
stezenia leptyny u kobiet (Ostlund i wsp., 1996; Hellstrom i wsp., 2000) i nizsze
stezenia adiponektyny u mezczyzn (Bottner i wsp., 2004.) Niezwykle cenne uwagi
dotyczace zaleznosci pomiedzy proliferacjg srédbtonka, a restrykcjg kaloryczng
zawiera praca Reinharda i wsp. Wysuwa on hipoteze mowigca o zaleznosci
pomiedzy energochtonng proliferacjg $rodbtonka, a stratg masy ciata uzyskang
podczas stosowanej diety. Osoby z tzw. "oszczednym" fenotypem mogtyby
przeznaczy¢ wiecej energii na proliferacje komérek srédbtonka, tracac mniej masy
ciata, podczas gdy osoby o tzw. fenotypie "rozrzutnym" przeznaczg na ten sam cel
mniej energii, ale uzyskujg wiekszg strate masy ciata. Autorzy stwierdzili, Ze osoby,
ktére stracity na wadze wiecej wykazywaty spadek proliferacji komorek (Reinhardt
i wsp., 2015), co zostato potwierdzone réwniez w naszych badaniach, ale tylko
w grupie mezczyzn (Korybalska i wsp., 2016).

Wykorzystanie komorek srodbtonka in vitro do oceny warunkéw in vivo jest
praktykowane w pracach eksperymentalnych. Badania pokazatly, ze zmiany funkc;ji
komoérek Srodbtonka obserwowane in vitro pod wptywem badanych surowic, maja
istotng warto$¢ prognostyczng np. u pacjentéw z chorobg Lesniowskiego-Crohna,
wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego i raka okreznicy (Palatka i wsp., 2006;
Gonzalez i wsp., 2007). Wczesniejsze nasze badania z wykorzystaniem komorek
HUVEC linii EA.hy926 wykazaty, ze proliferacja komérek pod wptywem surowic
pobranych od chorych z zawatem serca jest istotnie wieksza, niz pod wpltywem
surowicy oséb zdrowych (Pyda, 2007). Ponad to zaobserwowaliSmy, ze wzrost
proliferacji $rodbtonka pod wptywem surowicy o0sOb zzawatem serca jest
proporcjonalny do dtugosci wszczepionego stentu podczas zabiegu angioplastyki
wiencowej, czyli odzwierciedla wielkos¢ uszkodzenia naczynia (Pyda i wsp., 2012).
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Model do badania restrykcji kalorycznej w warunkach in vitro prezentujg miedzy
innymi Rafaela de Cabo (de Cabo i wsp., 2003) oraz Anne Csiszar (Csiszar i wsp.,
2009; Csiszar i wsp., 2013). Eksponowanie srédbtonka na medium z dodatkiem
surowic zwierzat po restrykcji kalorycznej imituje wiele istotnych proceséw
zachodzacych w naczyniu krwionosnym obserwowanych podczas diety w warunkach
in vivo (Csiszar i wsp., 2009; Csiszar i wsp., 2013). Stres oksydacyjny, nadmiar
czynnikbw o dziataniu prozapalnym, lokalne niedotlenienie tkanki ttuszczowej to
czynniki prowadzace do pogorszenia funkcji naczyn krwionosnych w otytoSci.
Ograniczenia dietetyczne poprawiajg funkcje naczyn krwionosnych poprzez
zmniejszenie czynnikbw ryzyka zmian miazdzycowych (Hamdy i wsp., 2003).
Badania Hanzu iwsp. przedstawiajg doswiadczenia ekspozycji srédbtonka
w warunkach in vitro na medium uzyskane z hodowli tkanki ttuszczowej trzewnej
i podskoérnej osob otytych i z prawidtowg masg ciata. Badania pokazaty, ze cytokiny
wydzielane przez adipocyty dziatajg niekorzystnie na srodbtonek zwiekszajac
ekspresje molekut adhezyjnych, czynnika von Willebranda oraz zmieniajg jego
morfologie. Proliferacja srodbtonka wzrastata tylko w przypadku ekspozycji na
medium kondycjonowane adipocytow oséb otytych w poréwnaniu do komérek, ktore
eksponowane byly na medium 2z hodowli adipocytdw pobranych od oséb
z prawidtowg masqg ciata. Jak podkreslajg autorzy pracy, niekorzystny wptyw na
srodbtonek wynika z aktywacji szlakow sygnatowych czynnika transkrypcyjnego
NFkB (Hanzu i wsp., 2011).

Mechanizm, w jakim restrykcja kaloryczna chroni funkcje naczyn krwionosnych
pozostaje stale niewyjasniony. Z pewnoscig usprawnia wiele funkcji srédbtonka
istotnych dla angiogenezy, takich jak zapobieganie starzeniu i apoptozie, ale réwniez
usprawnia proliferacje i formowanie zalgzkéw naczyn (Csiszar i wsp., 2012; Csiszar
i wsp., 2013). Wydaje sie jednak, ze to wlasnie zmniejszenie stresu oksydacyjnego
i stanu zapalnego, po zastosowaniu diety powadzi w gtdwnej mierze do usprawnienia
funkcji srodbtonka (Csiszar i wsp., 2009). Csiszar i wsp. po eksperymentach
z zastosowaniem ograniczen dietetycznych u zwierzat (szczury, matpy
cztekoksztattne) uwaza, ze zmiany pojawiajgce sie w srodbtonku bedg na tyle silne,
ze efekt ich dziatania bedzie réwniez widoczny po zaprzestaniu restrykcji (Csiszar
i wsp., 2012). Zmniejszenie kalorycznosci diety wigze sie ze zmiang stezenia wielu
czynnikdw neuroendokrynnych, ktére docierajac z pradem krwi do komorek
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Srodbtonka  naczyn  wlosowatych  zapoczatkowujg  roznorodne  procesy
cytoprotekcyjne (de Cabo i wsp., 2003; Ungvari i wsp., 2008). Czas RK zastosowany
przez Csiszar i wsp. na matpach cztekoksztattnych Macaca Mulatta to okres 10 lat,
bardzo trudny do osiggniecia w przypadku badan klinicznych. Zwierzetom
zmniejszono kaloryczno$¢ diety o 30% w stosunku do zwierzat karmionych ad
libitum, stanowigcych grupe kontrolng. Stwierdzono, ze surowice matp pozostajgcych
na restrykcji stymulujg proliferacie komoérek s$rodbtonka naczyniowego oraz
zwiekszajg zdolno$¢ formowania zalgzkéw naczyh (Csiszar i wsp., 2012). Chociaz
nasz okres restrykcji byt krotki, stwierdzilismy podobny efekt wzrostu proliferacji tylko
w grupie kobiet, ktéra w wiekszym stopniu zredukowata mase swojego ciata. W sekcji
wyniki w Tab. 20 przedstawiono zaleznos¢ pomiedzy proliferacjg $Srodbtonka,
a spadkiem masy ciata po RK dla wszystkich 41 badanych pacjentek.

Mechanizmy lezace u podstaw zmian w proliferacji komérek srodbtonka
w odpowiedzi na restrykcje kaloryczng sg prawdopodobnie wieloptaszczyznowe.
Zalezg od wielu czynnikow jak hormony, adipokiny, mediatory stanu zapalnego,
czynniki angiogenne i angiostatyczne. Liczne doniesienia wskazuje, ze otytos¢
wptywa bezposrednio na zmiany zachodzace w procesie angiogenezy (Renehan
i wsp., 2015; Vandekeere i wsp., 2015). Badajac ten proces u otytych, nalezy rowniez
zwroci¢ uwage na powszechne stosowanie u nich metforminy, z powodu pojawiajgcej
sie nietolerancji glukozy i cukrzycy. Z jednej strony jest to lek usprawniajgcym funkcje
Srodbtonka w otytosci (Caballero i wsp., 2004), a z drugiej strony znane jest jej
dziatanie antyangiogenne (Tan i wsp., 2009; Dallaglio i wsp., 2014). Eksponujac
Srodbtonek w hodowli in vitro na medium z dodatkiem surowic otytych kobiet
leczonych restrykcjg kaloryczng jestesmy w stanie zaobserwowac zmiany proliferacji
komérek w zalezno$¢ od straty masy ciata. Analizujgc te dane nie stwierdza sie
pomiedzy nimi Scistej proporcjonalnej zaleznosci. Generalnie spadek wagi,
u wiekszosci analizowanych otytych kobiet powoduje wzrost proliferacji komorek.
Efekt jest bardziej nasilony w grupie kobiet, ktére w wiekszym stopniu zredukowaty

mase swojego ciata po RK.
5.3 Wplyw restrykcji na ocene funkciji sréodbtonka
Obecnie zwraca sie uwage na tzw. zdrowe osoby otyte, u ktérych nie stwierdza

sie zaburzen metabolicznych. Ich liczbe szacuje sie w szerokich granicach od 10 do
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51% wsrod ludzi otytych (Rey-Lopez i wsp., 2014). Sprawg kontrowersyjng pozostaje
pytanie, czy te zdrowe metabolicznie osoby pozostajg réwniez zdrowe w sensie
ryzyka rozwoju chordb sercowo-naczyniowych (Kip i wsp., 2004; Ogorodnikova
i wsp., 2012). Zaburzenie funkcji matych naczyn witosowatych jest nieodtgcznym
elementem otytoSci zapowiadajgcym zdarzenia sercowo-naczyniowe. Luisa Brant
i wsp. wykazali, ze taka dysfunkcja pojawia sie zarowno u otytych metabolicznie
zdrowych, jak i metabolicznie nieprawidtowych. Uszkodzenie funkcji naczyn
wilosowatych jest jednak mniej nasilone u otylych metabolicznie zdrowych (Brant
i wsp., 2017). Niezmiernie istotnym elementem sprawnosci naczyn sg komorki
Srodbtonka naczyniowego, ktérych dysfunkcja w otytoSci jest powszechnie
udowodniona (Widlansky i wsp., 2003; Brevetti i wsp., 2008). Charakteryzuje sie to
zmniejszeniem produkcji tlenku azotu, skurczem naczyn, aktywacjg zapalna,
zakrzepicg, co sprawia, ze otyli pacjenci stajg sie bardziej podatni na rozwdéj chorob
sercowo- naczyniowych (Alexopoulos i wsp., 2014; Cao i wsp., 2014). Dlatego tak
istotnym elementem usprawnienia ich funkcji wydaje sie rezim dietetyczny
dtugotrwaty i umiarkowany, ktéry w jak najwiekszym stopniu imituje codzienne
zdrowe odzywianie.

Adiponektyna, leptyna, II-6 | TNF-a sa najlepiej scharakteryzowanymi
adipokinami, ktore odgrywajg istotng role w opornosci na insuline i wptywajg na
czynnosc¢ srodbtonka (Ritchie i wsp., 2004). Osmiotygodniowa restrykcja czesciowo
usprawnita funkcje komorek Srodbtonka zaréwno u o0sob, ktoére stracity matg jak
i duzg ilo§¢ masy ciata. Podobne efekty uzyskat Egert i wsp., ale zalezat on bardziej
od dtugosci stosowania rezimu dietetycznego, niz od zastosowanych suplementéw
(Egert i wsp., 2014). Zauwazono rowniez, ze wydtuzenie RK nie zawsze prowadzi do
realizacji celu jakim jest poprawa funkcji srodbtonka naczyniowego (Ziccardi i wsp.,
2002; Thomson i wsp., 2012). Najczesciej stezenie TNF-a spada w wyniku RK, co
sprzyja poprawia funkcjonowania srédbtonka, ocenianej spadkiem stezenia sICAM-1,
sVCAM-1 oraz sE-selektyny (Ziccardi i wsp., 2002). Jakkolwiek zaobserwowany
przez nas, podobny spadek stezenia prozapalnych adipokin (II-6 i TNF-a) w obydwu
analizowanych grupach nie odzwierciedlat do konca poprawy funkcji srédbtonka,
ktéra byta zdecydowanie lepsza u pan, ktére stracity wiecej na wadze, w poréwnaniu
do grupy, w ktorej efektywnos¢ diety byta mniejsza, pomimo podobnej redukciji

prozapalnych adipokin.
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Rezim dietetyczny nie zmienit w sposéb istotny parametréw procesu hemostazy
produkowanych przez sroédbtonek, co potwierdzajg tez inni autorzy (Hankey i wsp.,
2002; Hamdy i wsp., 2003). Niemniej jednak PAI-1, sposréd innych parametrow
procesu hemostazy, wydaje sie najbardziej podatnym na modyfikacje po RK (Hamdy
i wsp., 2003, Thomson i wsp., 2012, Torres i wsp., 2013).

Miedzykomorkowa czasteczka adhezyjna-1 (ICAM-1) odgrywa istotng role
w przebiegu procesu zapalnego oraz rozwoju miazdzycy tetnic (Cines i wsp., 1998;
Alexopoulos i wsp., 2014). Jest tez najczesciej oceniana sposréd markeréw aktywaciji
zapalnej srodbtonka. Jej stezenie, jak pokazujg dane literaturowe, ulega dos¢ tatwo
modyfikacji pod wptywem rezimu dietetycznego (Ziccardi i wsp., 2002; Hamdy i wsp.,
2003; Thomson i wsp., 2012; Torres i wsp., 2013; Egert i wsp., 2014). Zmiany
stezenia innych czgsteczek adhezyjnych, takich jak E-selektyna oraz VCAM-1, sg
mniej przewidywalne i prawdopodobnie bardziej zalezg od rodzaju i czasu trwania
RK (Hamdy i wsp., 2003; Thomson i wsp., 2012; Torres i wsp., 2013; Egert i wsp.,
2014). Badacze probujg znalez¢ powigzanie pomiedzy markerami funkcji srédbtonka,
a markerami intensywnosci otytosci. Do tej pory stwierdzono korelacje pomiedzy
stezeniami molekut adhezyjnych, a stezeniem leptyny (Porreca i wsp., 2004; Park
i wsp., 2007), BMI i WHR (Ziccardi i wsp., 2002), HDL (Davis i wsp., 2011) oraz
stezeniem receptora typu 2 dla TNF oraz IL-6 (Davis i wsp., 2011). Leptyna
i adiponektyna wywierajg przeciwstawny wptyw na ekspresje ICAM-1 (Porreca i wsp.,
2004; Park i wsp., 2007) i sg zaangazowane w dysfunkcje srodbtonka w otytosci
(Avogaro i wsp., 2005). Wielkos¢ zmian prozapalnych markeréw dysfunkcji
srodbtonka jest spowodowana wielkoscig redukcji stezenia leptyny (Porreca i wsp.,
2004; Park i wsp., 2007). Wysokie stezenie leptyny u oséb otytych (Ostlund i wsp.,
1996; Porreca i wsp., 2004), obniza sie w momencie zmniejszania masy ciata (Torres
i wsp., 2013; Korybalska i wsp., 2016). W naszym projekcie osoby, ktoére stracity
wiecej na wadze charakteryzowat duzy spadek ilosci tkanki ttuszczowej i leptyny, co
byto prawdopodobng przyczyng redukcji prozapalnych sE-selektyny i sSICAM-1 oraz
prowadzito do bardzo wysokiego wzrostu produkcji tlenku azotu. Wydaje nam sie, ze
ten efekt jest odpowiedzialny w wiekszym stopniu za poprawe funkcji sSrodbtonka niz,
poréwnywalny w obydwu grupach, spadek stezenia prozapalnych adipokin — 1I-6 oraz
TNF-a. Czesciowa poprawa funkcji $rodbtonka pojawia sie niezaleznie od ilosci

straconej masy ciata, w zwigzku ze spadkiem masy tkanki ttuszczowej,
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zmniejszeniem stanu zapalnego i prawdopodobnie poprawg nawykow zywieniowych.
Mediatorami, ktérych stezenie ulega redukcji sg sE-selektyna i ADMA. U os6b
otytych dieta wysokottuszczowa i bogata w sol prowadzi do wzrostu stezenia ADMA
(Fard i wsp., 2000; Fujiwara N., 2000). Niesie to ze sobg ryzyko, choréb sercowo-
naczyniowych, hamuje produkcje NO poprzez konkurowanie z L-argining, substratem
eNOS (Vallance i wsp., 2004). Ponadto ADMA dziata niekorzystnie na proliferacje
komérkowa, generuje produkcje ROS, zwieksza przepuszczalnosé srédbtonka,
i ekspresje ICAM-1. Stosowanie antyoksydantow jest skuteczng metoda redukujaca
niekorzystne dziatanie ADMA (Chen i wsp., 2011). Restrykcja kaloryczna,
ograniczajgca produkty wysokottuszczowe, obniza stezenia ADMA w otylosci (Fard
i wsp., 2000; Fujiwara N., 2000). Jednakze nie do konca jest wyjasnione, czy na
zmiany stezenia ADMA wptyw ma wprowadzona restrykcja kaloryczna, czy istotny
jest ubytek masy tkanki ttuszczowej. Wyniki badan wydajg sie wskazywaé, ze na
obnizenie stezenia ADMA u osob otytych leczonych restrykcjg wptywa w wiekszym
stopniu rodzaj stosowanej diety (Egert i wsp., 2014, (Krzyzanowaka i wsp., 2004), niz
wptyw zastosowanych fgcznie z nig ¢wiczen fizycznych (Thomson i wsp., 2012).
Przyjmowanie nadmiaru pozywienia prowadzi do hiperglikemii, hiperinsulinemii,
stresu oksydacyjnego i wzrostu stezenia TNF-a i ADMA. Wymienione czynniki sg
odpowiedzialne za spadek aktywnosci eNOS, kluczowego enzymu odpowiedzialnego
za produkcje NO w srédbtonku (Ding i wsp., 2000; Avogaro i wsp., 2005; Sansbury
i wsp., 2014). Insulina wzmaga rozkurcz naczynia uzalezniony od Srodbtonkowe;j
produkcji tlenku azotu. W sytuacji nadmiaru tkanki ttuszczowej, hiperinsulinemia jest
przyczyng stresu oksydacyjnego i uposledza wazodylatacyjng funkcje srédbtonka.
Steinberg i wsp. udokumentowali, ze opornosci na insuline zmniejsza rozkurcz
naczynia uzalezniony od $rodbtonka, ale nie zmienia odpowiedzi naczyn na inne
czynniki wazodylatacyjne (Steinberg i wsp., 1996). Leptyna to réwniez jeden
z czynnikdw o dziataniu rozszerzajacym naczynia, ze zréznicowanym mechanizmem
dziatania (Fruhbeck i wsp., 1999; Lembo i wsp., 2000; Vecchione i wsp., 2002).
Zaobserwowano zwigzek pomiedzy stezeniem leptyny, a wartoscig FMD (ang. flow
mediated dillatation) (Brook i wsp., 2004). Przypuszcza sie, ze leptyna wptywa na
rozkurcz naczynia poprzez stymulacje srédbtonka do produkcji NO (Fruhbeck i wsp.,
1999; Lembo i wsp., 2000), ale ta reakcja moze ulega¢ zmianie (Vecchione i wsp.,
2002). Obserwuje sie rowniez brak odpowiedzi srédbtonka naczyniowego na leptyne
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(Brook i wsp., 2004). Inne doniesienia sugeruja, ze w rozszerzajgcym naczynia
efekcie leptyny posredniczy hiperpolaryzujacy czynnik pochodzenia srédbtonkowego
- EDHF (Lembo i wsp., 2000). Nasze badania nie pokazujg bezposredniej korelaciji
pomiedzy leptyng i tlenkiem azotu, ale wykazaliSmy silng zaleznos¢ pomiedzy
wzrostem stezenia NO i spadkiem ilosci tkanki ttuszczowej, ktora jest gtownym
zrodtem leptyny. Ponadto wykazalismy, ze znaczna poprawa produkcji tlenku azotu,
wymaga znacznego zmniejszenia masy ciata. Joris i wsp. w meta-analizie wykazali,
ze spadek wagi ciata pocigga za sobg maty, ale istotny wzrostem wartosci FMD,
ktory jest uwazany za istotny kliniczny parametr dobrego funkcjonowania srodbtonka
uzalezniony od produkgcji tlenku azotu. Oszacowano, ze na kazde 10 kg spadku masy
ciata wartos¢ FMD wzrasta o ok. 1%. Analiza przeprowadzona przez Joris’a i wsp.
pokazata rowniez bardzo duzg niejednorodnos¢ odpowiedzi FMD na spadek masy
ciata. Autorzy uwazaja, ze jest to spowodowane rézng utratg masy ciata, rodzajem
stosowanej diety, wystepowaniem wspétistniejgcych chorob i stosowang terapig jak
réwniez stosowaniem ¢wiczen fizycznych (Joris i wsp., 2014).

Wielkoscig stezenia NO we krwi oséb otytych jest reakcja adaptacyjna na wysokie
stezenie leptyny (Konukoglu i wsp., 2006). Zmienia ona dostepno$¢ NO, poprzez
wptyw na jego uwalnianie, ale rowniez wynika z generowanego przez leptyne stresu
oksydacyjnego, ktory obniza jego dostepnos$¢ (Beltowski i wsp., 2004; Konukoglu
i wsp., 2006). Badania pokazujg, ze leptyna jest przyczyng stresu oksydacyjnego
u otytych kobiet (Konukoglu i wsp., 2006) i generuje powstawanie ROS w komdérkach
srodbtonka naczyniowego in vitro (Yamagishi i wsp., 2003). Ponadto stres
oksydacyjny, u os6b otytych, nie wynika tylko z obecnosci wysokich stezen leptyny,
to réwniez wynik wspdtistniejacego stanu zapalnego (NF-kB - ekspresja genow
zapalnych), hiperglikemii, hiperinsulinemii, wysokiego stezenia ADMA i obecnosci
rozprzezonej syntazy eNOS, enzymu charakterystycznego dla dysfunkcyjnego
srodbtonka (Avogaro i wsp., 2005; Chen i wsp., 2011; Sansbury i wsp., 2014).
Jonorodnik ponadtlenkowy oraz nadtlenek wodoru zmniejszajg biodostepnos¢ NO,
prowadzac do wytworzenia jonu nadazotynowego (ONOQO) (Beltowski i wsp., 2004;
Konukoglu i wsp., 2006). Dodatkowo podwyzszone stezenie rozprzezonej syntazy
eNOS stwierdza sie u otyltych kobiet (Engeli i wsp., 2004). Jest to miedzy innymi
spowodowane tym, ze ROS sg czynnikami stymulujacymi jej produkcje (Ding i wsp.,
2000). ROS to réowniez czynniki regulujgce ekspresje kilku klas prozapalnych gendw,
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wilaczajagc w to geny kodujace molekuty adhezyjne, czynniki chemotaktyczne,
antyoksydanty oraz czynniki wazoaktywne (Cooper i wsp., 2002). Aby wyttumaczy¢
tak spektakularny wzrost tlenku azotu po RK ocenilismy u pacjentéw catkowity status
antyoksydacyjny (TAS), aktywnos¢ katalazy, SOD oraz generacje wolnych rodnikow
przez Srodbtonek eksponowany na medium z dodatkiem surowicy pacjentek. Nie
zaobserwowalismy istotnej statystycznie réznicy w badanych parametrach w obydwu
grupach, za wyjatkiem wzrostu aktywnosci katalazy w grupie, ktéra w wiekszym
stopniu zmniejszyta mase ciata. Rzeczywiscie badania wskazujg, ze wzrost produkcji
NO jest efektem zmniejszenie stresu oksydacyjnego (Roberts i wsp., 2006). Nasze
badania jednak tego nie potwierdzajg. Przypuszczamy, ze dtuzsza niz 8 tygodni
interwencja spowodowataby bardziej zauwazalny efekt redukcji stresu
oksydacyjnego. Okresowe zmniejszenie przyjmowania kalorii dziata korzystnie
poprzez przynajmniej dwa istotne mechanizmy: (i) zmniejsza uszkodzenia
powodowane wolnymi rodnikami oraz (ii) wzmacnia komodrkowe mechanizmy
antyoksydacyjne. To w konsekwencji wydiuza czas zycia, zwieksza odpornos¢ na
choroby zwigzane z wiekiem oraz ogodlnie poprawia zdrowie ludzi z nadwagq (wiecej
informacji w Mattson i wsp., 2005). Korzystny wptyw restrykcji kalorycznej redukuje
stres oksydacyjny w zaleznosci od modyfikacji dietetycznej, czasu jej trwania
i towarzyszgcej aktywnosci fizycznej. Wycherley i wsp. przeprowadzit badania
w trakcie, ktérych grupa otytych pacjentow zostata poddana 12 tygodniowej, tagodnej
RK. Wykazat on zmniejszenie stresu oksydacyjnego, mierzonego stezeniem
malonylodialdechydu, ale niepotwierdzonego zmiang wartosci TAS, zaréwno
w grupie, ktora stosowata jedynie diete, jak i diete potaczong z aktywnoscig fizyczna.
Niestety nie zaobserwowano poprawy wartosci FMD (Wycherley i wsp., 2008).
Przypuszczamy, ze stezenie NO u osob otytych to rezultat odpowiedzi na stres
oksydacyjny, spowodowany wspotistniejgcym w otytosci stanem zapalnym,
hiperglikemie, hiperinsulinemie, hiperleptynemie oraz podwyzszonym stezenie
ADMA. Tak bardzo duzy wzrost NO u kobiet, ktére w wiekszym stopniu zredukowaty
mase swojego ciata jest gtownie wynikiem zmniejszenia tkanki tluszczowej
i zmniejszenia stanu zapalnego, stezenia leptyny, insuliny oraz ADMA.
Ta wspotzaleznosé pomiedzy NO, a tkankg ttuszczowg zostata przez nas
potwierdzona metodami statystycznymi i nie dotyczyta innego parametru funkc;ji
Srodbtonka.
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Poprawa funkcji srédbtonka pojawia sie zarobwno u osob, ktére w znaczacy
SposOb zmniejszyly mase swojego ciata, jak i u tych, ktdre zmniejszyty ja w sposob
niewielki. Znaczaca poprawa stezenia tlenku azotu, kluczowego mediatora funkciji
srodbtonka naczyniowego, jest jednak mozliwa tylko u oséb ze znaczng redukcjg
masy ciata (>5,8 kg; >5%). Nasze obserwacje mogg przyczyni¢ sie do lepszego
doboru metod interwencji dietetycznych usprawniajgcych czynnos¢ s$rodbtonka

u 0sob otytych.

5.4.Podsumowanie

Przedstawione wyniki pokazujg, ze nawet krotkotrwata umiarkowana restrykcja
kaloryczna doprowadza do zmniejszenia wartosci parametrow antropometrycznych,
spadku stezenia prozapalnych adipokin, obnizenia insulinoopornosci, poprawy
gospodarki lipidowej oraz poprawy cisnienie skurczowe krwi. Usprawnia réwniez
niektore aspekty dysfunkcji srédbtonka naczyniowego u otytych. Poprawa funkcji
srodbtonka pojawia sie zarowno u pacjentek, u ktérych efektem RK byta strata matej
jak i duzej ilosci masy ciata. Efekt ten byt bardziej widoczny u kobiet, ktére
w wiekszym stopniu zredukowaty mase swojego ciata. Niezaleznie od wielkos$ci straty
masy ciata dwa parametry: sE-selektyna oraz asymetryczna dimetyloarginina
(ADMA) zmniejszajg sie w podobny sposob. Strata wiekszej ilosci masy ciata
zmniejsza aktywacje zapalng s$rodbtonka (spadek stezenia: sICAM-1 oraz E-
selektyny), prowadzi do spektakularnego wzrostu produkcji tlenku azotu (NO)
i spadku stezenia ADMA. Ciekawg obserwacjg byto rowniez to, ze wielko$¢ zmian
sE-selektyny, sSICAM-1, ADMA i NO nie odzwierciedlata zmian stezenia prozapalnych
adipokin takich jak TNF-a i 1l-6, ktérych spadek wartosci byt podobny niezaleznie, jak
duzg ilos¢ masy ciata stracity badane pacjentki. Zaobserwowane procentowe zmiany
sE-selektyny i NO korelowaty z procentowg zmiang masy ciata po restrykcji. Tylko
wielkos¢ zmian tlenku azotu, a nie innych markerdéw funkcji srodbtonka, korelowata
dodatnio ze zmianami wielkosci spadku tkanki ttuszczowej. Niestety tak krotki okres
leczenia dietetycznego nie spowodowat istotnych zmian ekspresji genéw komérek
Srodbtonka u otytych pacjentek. Jedyng zaobserwowang zmiang byta poprawa
aktywnosci genéw zaangazowanych w cykl komoérkowy. Ekspozycja srodbtonka na
medium z dodatkiem surowicy pacjentek pobranej przed i po skutkowata wzrostem
proliferacji tylko w grupie kobiet, ktore stracity wiekszg ilos¢ masy ciata.
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Poprawa funkcji srodbtonka pojawia sie zarbwno u osob, ktore w wyniku RK
w mniejszym lub wiekszym stopniu zmniejszyty mase swojego ciata. Proces ten jest
wypadkowg zmniejszenia tkanki ttuszczowej, stanu zapalnego i zmiany nawykow
zywieniowych. Tlenek azotu jest jedynym parametrem funkcji srédbtonka, ktérego
wzrost stezenia koreluje ze zmianami wielkosci spadku tkanki ttuszczowej po RK.
Jednak znaczna poprawa produkcji tlenku azotu, kluczowego markera sprawnosci

srodbtonka, wymaga znacznego zmniejszenia masy ciata.
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6. Wnioski

1. tagodna restrykcja kaloryczna, proporcjonalnie do ubytku masy ciata, redukuje
wartosci parametréw antropometrycznych, stezenia adipokin, normalizuje
gospodarke lipidowa, cisnienia krwi oraz zwieksza wrazliwosci na insuling.

2. tagodna restrykcja kaloryczna nie zmienia profilu ekspresji pojedynczych genow
komorek srodbtonka naczyniowego, ale u otyltych pacjentek, ktdére w wiekszym
stopniu stracity na wadze, poprawia funkcjonowanie szlaku genow
zaangazowanych w cykl komorkowy.

3. Usprawnienie niektérych funkcji srédbtonka u otytych kobiet po restrykcji
kalorycznej, obserwuje sie niezaleznie od ilosci zredukowanej masy ciata.

4. Utrata wiekszej ilosci masy ciata zmniejsza aktywacje zapalng $rodbtonka
naczyniowego i prowadzi do spektakularnego wzrostu stezenia tlenku azotu.

5. Tlenek azotu jest jedynym parametrem funkcji srédbtonka, ktérego procentowy

wzrost stezenia koreluje dodatnio z procentowym spadkiem tkanki ttuszczowej.
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7. Streszczenie w jezyku polskim

Wstep Nadmierny rozrost tkanki ttuszczowej prowadzi do wielu powikian
zdrowotnych. Tkanka ttuszczowa jest aktywna metabolicznie i produkuje szereg
prozapalnych adipokin. Ich obecnos¢ w krgzeniu systemowym prowadzi do
pogorszenia funkcji $rodbtonka naczyniowego odpowiedzialnego za homeostaze
naczyniowg. Uwaza sie, ze zaburzenie czynnosci komorek srodbtonka, u osob
otytych mozna zmniejszyC stosujgc ograniczenia dietetyczne. Nie jest jednak jasne,
czy korzy$¢ ta wymaga jednoczesnej utraty masy ciata, czy jest to tylko efekt
zwigzany ze zmniejszonym spozyciem kalorii.

Cel badania Celem przedstawionej pracy byta ocena funkcji $rodbtonka
naczyniowego, u otytych kobiet po umiarkowanej restrykcji kalorycznej (RK)
w odniesieniu do uzyskanych zmian masy ciata.

Metodyka Do badan zrekrutowano 41 otylych kobiet (wiek: 34+10 lat, BMI:
38,246,5 kg/m?, BMI>40 - 41%), celem oceny funkcji komérek $rodbtonka po 8
tygodniowej tagodnej RK (deficyt energetyczny 300-500 kcal/dzien). W pobranej
przed i po RK surowicy, oceniono czynniki warunkujace efektywnos¢ zastosowanego
leczenia dietetycznego (adipokiny, stres oksydacyjny, gospodarke weglowodanowag
i lipidowg), oraz mediatory funkcji srodbtonka naczyniowego. U pieciu pacjentek,
ktére w wyniku RK utracity najwiecej masy ciata, oceniono zmiane profilu ekspresiji
gendw, metodg mikromacierzy, eksponujgc srdédbtonek na medium z dodatkiem
surowicy otytych pacjentek w warunkach hodowli in vitro. Wykonano réwniez pomiar
skladu masy ciata metodg bioimpedanciji. Grupe badang podzielono na dwie
podgrupy w zaleznosci od efektywnosci RK, mierzonej iloscig straconej masy ciata.
Kryterium podziatu stanowita wielkos¢ mediany: -5,8 kg. Analizowano grupe
Z mniejszg stratg masy ciata (wartos¢ ponizej mediany; s$rednia: -1,9+2,5 kg) oraz
grupe z wiekszg stratg masy ciata (wartos¢ powyzej mediany; srednia: -8,31£1,9 kg).

Wyniki Umiarkowana restrykcja kaloryczna okazata sie skuteczna dla wszystkich
analizowanych pacjentek obnizajgc wartosci parametréw antropometrycznych (masa
ciata, BMI, obwdd pasa, ilosé tkanki ttuszczowej) oraz stezenia adipokin (II-6, TNF-q,
leptyna).Pacjentki z grupy, ktora stracita wiecej masy ciata w wyniku RK, dodatkowo
zmniejszyly odsetek osob z BMI zagrazajagcym zyciu z 43% do 20%, zwiekszyty
wrazliwos¢ na insuling, zredukowaty stezenie cholesterolu, trojglicerydow oraz ilos¢

tkanki miesniowej. Pacjentki tej grupy charakteryzowaty sie réwniez zmniejszeniem
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wartosci cisnienia skurczowego po RK, co z pewnoscig wynikato faktu tgcznego
dziatania diety i lekéw korygujacych cisnienie krwi. Tylko w tej grupie znajdowaty sie
osoby z leczonym nadcisnieniem (24%). Pomimo istotnych réznic w utraconej masie
ciatla, obydwie grupy, charakteryzowat podobny spadek stezenia prozapalnych
adipokin 1I-6 i TNF- a.

Niestety tak krotki okres leczenia dietetycznego nie spowodowat istotnych zmian
ekspresji gendw komorek srodbtonka u otytych pacjentek. Jedyng zaobserwowang
zmiang byta poprawa aktywnosci catego szlaku genow zaangazowanych w cykl
komorkowy. Ekspozycja srodbtonka na medium z dodatkiem surowicy pacjentek
pobranej przed i po RK skutkowata wzrostem proliferacji komorek, tylko w grupie
kobiet, ktére stracity wiekszg ilos¢ masy ciata.

Zaobserwowane usprawnienie funkcji srodbtonka jest widoczne zaréwno u oséb
z matg jak i duzg stratg masy ciata po zastosowanej diecie. Niezaleznie od wielkosci
straty masy ciata dwa parametry sEselektyna oraz asymetryczna dimetyloarginina
(ADMA) zmieniajg sie w podobny sposob. Strata wiekszej ilosci masy ciata prowadzi
do zmniejszenia aktywacji zapalnej s$rédbtonka (|SICAM-1, |sE-selektyna)
i spektakularnego wzrostu produkcji tlenku azotu (NO). Ciekawg obserwacjg byto
rowniez to, ze wielkoS¢ zmian sE-selektyny, sICAM-1, ADMA i NO nie
odzwierciedlata zmian stezenia prozapalnych adipokin takich jak TNF-a i ll-6, ktorych
spadek wartosci byt podobny niezaleznie jak duzg iloS¢ masy ciata stracity badane
pacjentki. Obserwowane zmiany sE-selektyny i NO, korelowaty ze zmianami masy
ciala po zastosowanej diecie. Tylko wielkos¢ zmian tlenku azotu, a nie innych
markerow funkcji srodbtonka, wykazata korelacje ze spadkiem ilosci tkanki
ttuszczowej po RK.

Whnioski Umiarkowana restrykcja kaloryczna usprawnienia niektore aspekty
dysfunkcji $rodbtonka naczyniowego u os6b otytych. Poprawa funkcji srédbtonka
pojawia sie zarowno u osob, ktore w wyniku RK stracity duzo, jak i mato na wadze.
Proces ten jest wypadkowg zmniejszenia tkanki ttuszczowej, stanu zapalnego
i zmiany nawykow zywieniowych. Tlenek azotu jest jedynym parametrem funkcji
Srodbtonka, ktérego wzrost stezenia koreluje ze zmianami wielkosci spadku tkanki
ttuszczowej po RK. Jednak znaczna poprawa produkcji tlenku azotu, kluczowego

markera sprawnosci srodbtonka, wymaga znacznego zmniejszenia masy ciata.
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8. Streszczenie w jezyku angielskim
Background Obesity is a serious health problem leading to obesity related disorders.
Adipose tissue is metabolically active. It produces a number of pro-inflammatory
mediators, known as adipokines. The presence of pro-inflammatory adipokines in
systemic circulation leads to deterioration in vascular endothelial cell function, cells
which are responsible for vascular homeostasis. It is believed that endothelial cell
dysfunction in obesity can be reduced by caloric restriction (CR). It is, however,
unclear whether this benefit requires a concomitant weight loss or is it simply related
to the reduced calorie intake per se.
Aim of thy study In this study we analyzed the changes in endothelial cell function
parameters in relation to the changes in body weight.
Methods We recruited 41 obese women (age: 34+10 years, BMI: 38.2+6.5 kg/m?,
BMI> 40 - 41%) to evaluate the function of endothelial cells after 8 weeks of mild CR
(300 energy deficit -500 kcal/day). In serum obtained before and after CR we
detected a number of factors determining the effectiveness of the dietary treatment
(adipokines, oxidative stress, carbohydrate and lipid profile), and mediators of
endothelial cell function. In five patients, who lost the largest amount of body mass
after CR, we evaluated the gene profile expression by microarray, exposing the
endothelial cells to the medium supplemented with patient serum in vitro. Using
bioimpedance method, we have also evaluated patients’ body composition. Our
group was divided into two groups depending on the amount of body mass loss after
CR. As a criterion for the division we use the median value: -5.8 kg. We analyzed
obese women with low body weight loss after CR (below the median value,
mean:-1.9 2.5 kg), and women with high body weight loss after CR (above the
median value, mean:-8.3+1.9 kg).

Results Moderate CR was effective for all analyzed patients reducing the value of
anthropometric parameters (body weight, BMI, waist circumference, body fat) and
adipokines level (l-6, TNF-a, leptin).Women who lost more body weight after CR also
reduced the rate of patients with life-threatening BMI from 43% to 20%, increased
insulin sensitivity, reduced cholesterol, triglycerides, and the amount of muscle
tissue. They were also characterized by a decrease in systolic blood pressure after
intervention. This effect might to be explaining by combined effects of diet and

antihypertensive drugs. Women who suffered from hypertension were only the part of
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the group who lost more body weight after CR (24%). Surprisingly, despite of
significant difference in body weight lost after CR, the two groups, were characterized
by a similar decrease in the concentration of pro-inflammatory adipokines, 1l-6 and
TNF-a.

Unfortunately, such a short period of dietary treatment did not change the
endothelial gene expression profile. We have only observed an improvement of
genes involved in the cell cycle. Exposure of endothelial cells to medium
supplemented with serum taken before and after RK resulted in an increase in cell
proliferation only in women who had lost more body mass after the treatment.

The observed improvement of endothelial cell function was noticeable in both
tested groups. Regardless of the amount of body weight loss after CR, the two
parameters — sE-selektin and asymmetric dimethylaginine (ADMA) were similarly
reduced. More body weight loss reduced proimflammatory activation of endothelial
cells (|sICAM-1, | sE-selectin), and resulted in the spectacular increase in nitric
oxide production. An interesting observation was that the magnitude of changes in
sE-selectin, sICAM-1, ADMA and NO did not parallel the changes in pro-
inflammatory TNF-a and Il-6. The observed changes in sE-selectin, and NO level
were significantly correlated with changes in body mass. Only the magnitude of
changes in NO serum, but not in other parameters of endothelial cell function,
corresponded to the magnitude of body fat reduction.

Conclusions Moderate calorie restriction can still improve several parameters of
endothelial cell function irrespective of whether it is accompanied by great changes in
body mass. This process is a result of the reduction of adipose tissue, inflammation,
and the changes in eating habits. Only the magnitude of changes in serum nitric
oxide, but not in other parameters of endothelial cell function, corresponded to the
magnitude of body fat reduction. However, a significant improvement in nitric oxide,
a key mediator of endothelial well-being, requires a substantial reduction in body

weight.
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