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Wykaz skrotow
ACC — karboksylaza acetylo-koenzymu A

ADRB3 - Receptor beta-3 adrenergiczny (ang. - beta-3 adrenergic receptor)
AMPK - kinaza aktywowana 5’AMP (ang. 5'AMP-activated protein kinase)
AS — Zespo6t Alstroma (ang. Alstrom syndrome)

ATGL - lipaza triglicerydowa tluszczowa (ang. adipose triglyceride lipase)
ATP - adenozyno-5'-trifosforan (ang, - adenosine triphosphate)

BAT — bragzowa tkanka tluszczowa (ang. brown adipose tissue)

BBS — Zesp6t Bardet-Biedl (ang. Bardet-Biedl syndrome

BDNF36 — gen neurotroficzny czynnika pochodzenia mézgowego (ang. brain-derived
neurotrophic factor)

BMAT - tkanka ttuszczowa szpiku kostnego (ang. bone marrow adipose tissue)
BMI — wskaznik masy ciata (ang. Body Mass Index)
BMR — tempo metabolizmu podstawowego (ang. basal metabolic rate)

CDC - Amerykanskie Centrum Kontroli i Prewencji Chorob (ang. Centers for Disease
Control and Prevention)

CHREBP - biatko wigzace elementy reagujace na weglowodany (ang. Carbohydrate response
element binding protein)

CNR1 - receptor kannabinoidowy typu 1 (ang. - cannabinoid receptor 1)
CNV - ang. copy number variation, zmienno$¢ liczby kopii DNA

CoA - acetylo-koenzym A

CS - Zespot Cohen (ang. Cohen syndrome)

CytB — mitochondrialny cytochrom b

DXA - Absorpcjometria promieniowania rentgenowskiego o podwojnej energii
ER - retikulum endoplazmatyczne

FA - kwasy tluszczowe (ang. — fatty acids)

FFA - wolne kwasy tluszczowe (ang. free fatty acids)

FOFI - otyty na zewnatrz, otyty w srodku (ang. - fat outside, fat inside)
FOTI - ang. fat outside thin inside,

FTO — ang. fat mass and obesity-associated protein, m asa thuszczowa i biatko zwigzane z
otytoscia



GLUTL - transporter glukozy 1 (ang. glucose transporter 1)
GLUT2 — transporter glukozy 2 (ang. glucose transporter 2)
GLUT4 — transporter glukozy 4 (ang. glucose transporter 4)

GPRC5B70 - Receptor sprzezony z biatkiem G Klasa C Grupa 5 Cztonek B (ang. - G protein-
coupled receptor class ¢ group 5 member B)

GWAS - badania asocjacyjne catego genomu (ang. genome-wide association study)
HCD — dieta wysokoweglowodanowa (ang. high carbohydrate diet)
HDL - liporoteina o wysokiej gestosci (ang. — high-density lipoprotein)
He - heterozygotyczno$¢ spodziewana (heterosigosity expected)

HFD — dieta bogatottuszczowa (ang. high fat diet)

Ho - heterozygotycznos¢ obserwowana (ang.- heterosigosity observed)
HOMA-IR — wskaznik insulinoopornosci

HSL — lipaza hormonowrazliwa (ang. hormone-sensitive lipase)

IL-1B - interleukina-13

IL-6 - interleukina 6

LD - dysekwilibrium tacznos$c (ang. linkage disequilibrum)

LDL - lipoproteina o niskiej gestosci (ang. low-density lipoprotein)
LEPR — gen kodujacy leptyng (ang. leptin receptor)

LXR - receptor watroby X

MC4R - receptor melanokortyny 4 (ang. — melanocortin 4 receptor)
MITOMAP - baza danych ludzkiego genomu mitochondrialnego

MONW - zesp6t metabolicznej otytosci z normalng masg ciata (ang. metabolically obese,
normal weight)

MRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy

MT-ATPG6 - mitochondrialnie kodowana podjednostka 6 blony syntazy ATP
mtDNA — mitochondrialny kwas deoksyrybonukleinowy

MUFA - jednonienasycone kwasy thuszczowe (ang. - monounsaturated fatty acids)

NAD(P)H - Dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate)

NEGRL1 - neuronowy regulator wzrostu 1 (ang. - neuronal growth regulator 1)
ob — gen zwigzany z otyto$cig (ang. human obese gene)

ob/ob — myszy z otyloscig (ang. mouse with obesity)



OUN - os$rodkowy uktad nerwowy
PCR - fancuchowa reakcja polimerazy (ang. — polymerase chain reaction)
PCSK1 - konwertaza proproteinowa 1 (ang. - proprotein convertase 1)

PPARGA40 - Receptor gamma aktywowany przez proliferatory peroksysoméw (ang. -
peroxisome proliferator-activated receptor gamma)

PPARY2 - gen receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysoméw gamma 2 (ang.
peroxisome proliferator-activated receptor gamma 2)

PPYRL1 — gen receptora 1 polipeptydu trzustki (ang. pancreatic polypeptide receptor 1)

PTP1B - niereceptorowa fosfataza tyrozynowo-biatkowa typu 1 (ang. - protein tyrosine
phosphatase 1B)

PUFA — wielonasycone kwasy tluszczowe (ang. polyunsaturated fatty acids)

PWS - zespot Pradera-Labharta-Williego (ang. Prader-Willi syndrome)

pz — par zasad

SAT —podskodrna tkanka tluszczowa (ang. subcutaneous adipose tissue)

SCD - desaturaza stearoilo-CoA (ang. stearoyl-CoA desaturase)

SFA - nasycone kwasy tluszczowe (ang. saturated fatty acids)

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism)

SREBP-1c - biatko wigzace element regulujacy sterol-1c (ang. sterol regulatory element-
binding protein 1)

T2D — cukrzyca typu Il

TG — triglicerydy (ang. triglicerides)

TNFa - czynnik martwicy nowotwordéw a

TOFI — ang. thin outside fat inside,

TOTI - chudy na zewnatrz, chudy wewnatrz (ang. - thin outside, thin inside)

UCP1 - biatko rozprzggajace w mitochondriach brazowych adipocytow (ang. uncouple
protein)

VAT — trzewna tkanka tluszczowa (ang. visceral adipose tissue)

VLDL - lipoproteina o bardzo niskiej gestosci (ang. very low-density lipoprotein)
WAT - biala tkanka tluszczowa (ang. white adipose tissue)

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

ZM — zespot metaboliczny



.  Wstep

1.1. Otytos¢ (epidemiologia, patogeneza)

Otytos¢ bardzo czgsto jest pigtnowana i niesie ze sobg falszywe przekonanie, ze wynika
jedynie z niewlasciwych zachowan i nawykow zywieniowych oraz niedostatecznej aktywnosci
fizycznej. Istnieje jednak bogata literatura oparta na dowodach, ktora przedstawia otytos¢ jako
skomplikowany, przewlekly stan chorobowy spowodowany wzajemnym oddzialywaniem
wielu czynnikow: genetycznych, sSrodowiskowych, metabolicznych i behawioralnych. W 2008
roku panel ekspertow z Obesity Society stwierdzit, ze ,,otytos$¢ jest ztozonym schorzeniem, na
ktore sktada si¢ wiele przyczyn, w tym czynniki, ktore sa w duzej mierze poza kontrolg
poszczegdlnych 0sob oraz ze otytos¢ powoduje wiele cierpienia i przyczynia si¢ do ztego stanu
zdrowia, uposledzenia czynno$ciowego, obnizonej jakos$ci zycia, powaznych chorob 1 wigkszej
$miertelnosci, a skuteczne leczenie, cho¢ trudne do osiagnigcia, przynosi wiele korzysci” (1).
Konsekwencja wystepowania otytosci jest zwigkszone ryzyko rozwoju wielu powiktan, takich
jak m.in.: cukrzyca typu 2, zaburzenia lipidowe i1 miazdzyca, nadci$nienie t¢tnicze, choroba
wiencowa, zastoinowa niewydolno$c serca, kamica pegcherzyka zdlciowego, niektore
nowotwory (piersi, endometrium, prostaty, okreznicy), bezdech senny oraz choroba
zwyrodnieniowa stawow (2).

Ewolucyjnie ludzie i ich poprzednicy musieli przetrwaé¢ okresy niedozywienia;
w zwigzku z tym presja selekcyjna najprawdopodobniej przyczynita si¢ do powstania genotypu
sprzyjajacego przejadaniu sig, niskim wydatkom energetycznym i niskiej aktywnosci fizycznej.
Ludzie, ktorzy mogliby wytrzyma¢ dluzsze okresy glodu i1 wydajniej magazynowac oraz
mobilizowa¢ energig, zostali zdominowani przez ludzi bez tych adaptacji, co w konsekwencji
doprowadzilo do nadreprezentacji wariantdéw genetycznych, ktore sprzyjaja zdolnosci do
spozywania wiekszych ilosci pokarmu, zbyt wysokiej wartosci energetycznej diety oraz
wickszej rozbudowy tkanki tluszczowej (3). Dopiero na przestrzeni ostatnich kilku lat
przekarmienie stato si¢ wieckszym zagrozeniem dla zdrowia niz skutki niedozywienia (wigcej
0sOb umiera z powodu nadwagi i otytosci niz niedowagi) (4).

Biomedycy caly czas badaja mechanizmy biologiczne powodujace otytos¢ w celu
zaprojektowania interwencji majacych na celu osiggniecie 1 utrzymanie prawidtowej masy
ciala. Te wysitki badawcze w coraz wigkszym stopniu poprawiaja nasze zrozumienie, w jaki
sposob odczucie glodu jest zaburzone u 0sob z otyloScig, a takze jak tkanka tluszczowa,
hormony jelitowe czy watrobowe regulujg apetyt i uczucie sytosci w podwzgdrzu oraz jak

dysfunkcja tkanki tluszczowej powoduje wtorne problemy zdrowotne(5, 6). Kluczowa rola



pewnych regionow moézgu w regulacji masy ciata stata si¢ oczywista dzigki obserwacjom,
Z ktorych wynika, ze u zwierzat ze zmianami chorobowymi i u ludzi z guzami atakujacymi
podwzgorze rozwijaja si¢ nieprawidlowe zachowania zwigzane z poszukiwaniem pokarmu
i otytos¢ (7, 8). Wraz z odkryciem, ze mutacja w genie kodujacym leptyne (ob - ang. human
obese gene) (ktory koduje leptyng, hormon tkanki thuszczowej) (9) powoduje powazng otytos¢
u myszy z otytoscia (ob/ob — ang. mouse with obesity) (10), stalo si¢ jasne, ze osrodkowy uktad
nerwowy kontrolujagcy homeostaze¢ energii, integruje sygnaty z tkanek obwodowych, takich jak
tkanka thuszczowa (7).

Ponadto obserwacje z badan nad blizniakami (11) sugerowaty, ze otyto§¢ moze by¢
dziedzicznym zaburzeniem homeostazy energetycznej. Dziedziczno$¢ wskaznika masy ciala
(BMI — ang. Body Mass Index) oszacowano na 40-70% (11, 12). Rzeczywiscie, odkrycie, ze
mutacje w genach kodujacych leptyne (13, 14), receptor leptyny (15), receptor melanokortyny
(16), proopiomelanokortyng (17) i inne moga powodowac cigzka otytos¢ u ludzi, podkreslito
znaczenie czynnikow biologicznych w patogenezie otylosci. Z drugiej strony, monogeniczne
przyczyny otylosci sa rzadkie i nie moga wyjasni¢ rozmiaréw pandemii otytosci. Ponadto
badania asocjacyjne catego genomu (GWAS —ang. Genome-wide association study) wykazaty,
ze tylko okoto 2% zmiennosci BMI mozna wytlumaczy¢ wspolnymi polimorfizmami
pojedynczych nukleotydow (18, 19). Oczywiscie zmiany w genetyce populacji nie moga
wyjasni¢ wzrostu czgstosci wystgpowania otytosci w ciggu zaledwie 40 lat.

1.2. Epidemiologia otylosci

Szacuje si¢, ze W 2015 roku na $wiecie u 1,9 miliarda osob dorostych wystgpowata
nadwaga, a 609 milionéw chorowato na otytos¢. Stanowito to okoto 39% swiatowej populacji
(20). W 2015 roku rozpowszechnienie nadwagi byto nieco nizsze u kobiet niz u mezczyzn
wsrdéd mtodych dorostych (w wieku od 20 do 44 lat), ale tendencja ta ulegla odwroceniu w
wieku 45-49 lat (by¢ moze zbiegajac si¢ z menopauzg u kobiet). Czgsto$¢é wystepowania
otylo$ci byta na ogdt wyzsza u kobiet niz u mezczyzn we wszystkich grupach wiekowych, przy
czym réznice migdzy piciami byly maksymalne migdzy 50 a 65 rokiem zycia. Wskazniki
zaro6wno nadwagi, jak i otylo$ci wzrastaly wraz z wiekiem od 20 roku zycia, osiggajac szczyt
w wieku od 50 do 65 lat, a nastgpnie nieznacznie zmniejszaty si¢ (20).

Rozpowszechnienie nadwagi zwigkszylto si¢ z 26,5% w 1980 r. do 39% w 2015 r., co
stanowi wzrost o prawie 50% w ciagu ostatnich 35 lat. Czesto$¢ wystgpowania otytosci rowniez
zwiekszyta sie z 7% w 1980 r. do 12,5% w 2015 r., co stanowi wzrost o prawie 80% (20).

Wskazniki rozpowszechnienia nadwagi 1 otylosci byly zawsze wyzsze u kobiet niz u mezczyzn



w tym okresie. Wzorzec zmniejszania si¢ réznic migdzy plciami w ostatnich latach byt
widoczny w przypadku nadwagi, ale roznice migedzy ptciami w otylosci pozostaty zadziwiajaco
state.

W regionie Morza Srodziemnego czestos¢ wystepowania nadwagi wzrosta z 37,9% w
1980 r. do 49,6% w 2015 r., a otytosci z 11,8% w 1980 r. do 19,6% w 2015 r. W regionie
afrykanskim odsetek oso6b z nadwagg, w latach 1980-2015, zwigkszyt si¢ z 18,5% do 34,5%,
a odsetek osob chorych na otyto$¢ wzrost z 6,2% do 12,7%. Zaobserwowano duzg zmiennos¢
miedzy krajami we wskaznikach rozpowszechnienia nadwagi 1 otylosci we wschodnich
regionach $rodziemnomorskich i afrykanskich np. rozpowszechnienie nadwagi w Iraku
utrzymywato si¢ raczej na statym, ale do$¢ wysokim poziomie (od 62,6% w 1980 r. do 65,6%
w 2015 r.). Podobnie czgsto$¢ wystgpowania nadwagi w Afryce Potudniowej wzrosta z 49,4%
w 1980 1. do 57,8% w 2015 r., podczas gdy w Etiopii zwigkszyta sie z 7,1% w 1980 r. do 15,9%
w 2015 roku. Podobne tendencje zaobserwowano w Azji, gdzie czesto$¢ wystepowania
nadwagi wzrosta z 10,9% w 1980 r. do 24,3% w 2015 r., a czgstos¢ wystepowania otytosci —
z1,7% w 1980 r. do 6,2% w 2015 r (4, 20).

Ameryka Potnocna oraz Potudniowa 1 Europa to kontynenty o najwigkszych odsetkach
0sOb z nadwagg 1 otytoscig. W obu Amerykach wystepowanie nadwagi zwiekszyto si¢ z 45,3%
w 1980 r. do 64,2% w 2015 1., a czgsto$¢ wystepowania otytosci wzrosta z 12,9% w 1980 r. do
28,3% w 2015 r. Stany Zjednoczone i Meksyk miaty najwyzsze wskazniki rozpowszechnienia
zardwno nadwagi, jak i otytosci. W regionie europejskim odsetek osob z nadwaga wzrost z 48%
w 1980 r. do 59,6% w 2015 r., a odsetek 0sob chorych na otytos¢ —z 14,5% w 1980 r. do 22,9%
w 2015 r. Turcja 1 Stany Zjednoczone mialy najwyzsze wskazniki rozpowszechnienia nadwagi
1 otylosci w 2015 r. odpowiednio w regionach europejskich i amerykanskich, podczas gdy
Francja i Kolumbia - najnizsze (20). W Polsce wystepowanie nadwagi w latach 1996-2019
zwigkszyto sie z 37,6% do 46,8% u mezczyzn oraz z 26,5% do 32,2% - u Kobiet,
a rozpowszechnienie otytosci wzrosto z 10,3% do 20,1% u mezczyzn oraz z 12,4% do 18,1% -
u kobiet (21).

Duze zroznicowanie w rozpowszechnieniu otylo$ci migdzy krajami i wewnatrz nich
odzwierciedla nie tylko roznice ekonomiczne, ale takze etniczne i inne. Czesto$¢ wystgpowania
otytosci waha si¢ od <5% w krajach takich jak Wietnam, Bangladesz, Laos i Japonia do >50%
na wyspach Polinezji i Mikronezji (takich jak Nauru, Tonga i Samoa) (22) co sugeruje silne
interakcje miedzy czynnikami indywidualnymi (w tym genetycznymi) i $rodowiskowymi.
Roéznice w rozpowszechnieniu otytosci migdzy sgsiednimi krajami mozna wytlumaczy¢

zroznicowaniem spoteczno-ekonomicznym i duzym spozyciem wysokoenergetycznej
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zywnosci (na przyklad w Jemenie (niskie dochody) czgstos¢ wystgpowania otytosci wynosi
17,1% w poréwnaniu z 35,4% w Arabii Saudyjskiej (wysokie dochody) (4).

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO — ang. World Health Organization) definiuje
nadwage 1 otytos¢ jako nieprawidtowe lub nadmierne nagromadzenie tkanki ttuszczowej, ktore
stanowi zagrozenie dla zdrowia (20, 23, 24). Wskaznik masy ciala BMI, ktéry obliczany
poprzez podzieleniec masy ciala w kilogramach przez wzrost w metrach podniesiony do
kwadratu, jest prostym narzedziem do rozpoznawania otylosci (25). W przypadku dorostych
aktualne wytyczne Amerykanskiego Centrum Kontroli i Prewencji Choréb (CDC - ang.
Centers for Disease Control and Prevention) oraz WHO okres$laja prawidtowy zakres BMI od
18,5 do 24,9 kg/m?, podczas gdy BMI >25 kg/m? uwaza si¢ za nadwage, a BMI >30 kg /m?
klasyfikuje si¢ jako otyto$é (otyto$é patologiczna rozpoznawana jest przy BMI >40 kg/m?) (26).
Pomimo tej stosunkowo uproszczonej definicji, otylos$¢ jest chorobg wieloczynnikowa, ktéra
wynika z przewlektego dodatniego bilansu energetycznego, tj. gdy podaz energii w diecie
przekracza wydatek energetyczny. Nadmiar energii jest przeksztalcany w triglicerydy
(magazynowane w tkance tluszczowej), ktore powiekszaja sie, zwigkszajac w ten sposob
zawarto$¢ tkanki tluszczowej ipowodujac przyrost masy ciata. Globalizacja systemow
zywnosciowych, ktore produkuja bardziej przetworzong i przystepng cenowo zywno$¢ oraz
promuja bierng nadmierng konsumpcje wysokoenergetycznej zywnosci, ubogiej w sktadniki
odzywcze zywnos$ci 1 napojow, zostata zidentyfikowana jako gtowny czynnik napgdzajacy
epidemig¢ otytosci (27, 28).

1.3. Typy otylosci

W populacji oséb dorostych jak 1 dzieci poza wieloma czynnikami bedacymi
przyczynami rozwoju otytosci mozemy wyrdzni¢ rdzne jej rodzaje. Ze wzgledu na zwigzek
otylosci z innymi chorobami rozrézniamy otyto$¢ pierwotng i wtdrng (29).

Otylo$¢ samoistna (pierwotna, jednoobjawowa, prosta) jest rozpoznawana w ponad
90% przypadkow, zarowno wsrdd dzieci jak 1 osob dorostych. Charakteryzuje ja brak innych
objawow chorobowych. Ten typ otylosci jest spowodowany przez zaburzenie réwnowagi
miedzy iloScig energii dostarczonej wraz z pozywieniem, a wydatkowanej przez organizm
(dodatni bilans energetyczny). Moze to wynika¢ z uwarunkowan genetycznych, jednak
najwazniejsza role odgrywaja tutaj czynniki Srodowiskowe. Otylo$¢ samoistna w wieku
mtodzienczym bardzo czgsto wynika ze zwolnienia szybko$ci wzrastania, a tym samym
zmniejszenia zapotrzebowania energetycznego. W tym samym czasie apetyt dzieci jest nadal

znaczny, co skutkuje u nich gromadzeniem nadmiernej ilosci tkanki thuszczowej (29).
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Otytos¢ wtorna, inaczej patologiczna, wynika ze schorzen endokrynologicznych,
chorob ukladu nerwowego (moézgowe porazenie dziecigce, rdzeniowy zanik migéni, guzy
osrodkowego uktadu nerwowego, stan po zapaleniu opon mézgowych 1 mozgu), rzadkich
zespotow uwarunkowanych genetycznie, jak réwniez moze by¢ skutkiem przewleklego
leczenia (29). Do najczestszych przyczyn tego typu otytosci nalezy niedoczynno$é tarczycy.
Powodow nieprawidtowego jej dziatania jest kilka:

* uszkodzenie przysadki,

* proces autoimmunologiczny (choroba Hashimoto),
* usuniecie operacyjne,

* zniszczenie radioaktywnym jodem,

* stosowanie lekéw (np. amidoran) (29).

Podzial patogenetyczny wyodrebnia otyto$¢ regulacyjng i metaboliczng. W tym
pierwszym rodzaju otytosci pierwotnym zaburzeniem jest nadmierne laknienie, a dopiero
wtornie wystepujg zaburzenia dotyczace ilosci 1 wielkosci adipocytow, gromadzacych nadmiar
tkanki tluszczowej. Powstaje ona pod wplywem réznych czynnikow, np. psychicznych,
hormonalnych, ekonomicznych, gdzie nast¢puje zaburzenie prawidtowych mechanizmow
zwigzanych z glodem i sytoScig, w konsekwencji czego zaburzona zostaje rownowaga energii
przyjmowanej i wykorzystywanej przez organizm (30). W otylosci metabolicznej pierwotne
zaburzenie zwigzane jest z genetycznym lub nabytym defektem W przemianie wegglowodandéw
lub triglicerydow w tkance ttuszczowej, co wtornie prowadzi do zwigkszonego taknienia (30).

Biorgc pod uwage rozmieszczenie tkanki thuszczowej wymieni¢ mozna otylo$¢ typu
androidalnego oraz gynoidalnego, ktore roznig si¢ znacznie rowniez pod wzgledem
metabolicznym. Otylo$¢ androidalna, inaczej trzewna, charakterystyczna jest dla ptci meskie;.
W tym typie otylosci nadmierna zawarto$¢ tkanki tluszczowej zlokalizowana jest w
okolicy jamy brzusznej. Osoby z otytoscig androidalng sg szczeg6lnie narazone na zwigkszone
stezenie triglicerydow oraz cholesterolu LDL (ang. low-density lipoprotein) wraz ze
zmniejszeniem frakcji HDL (ang. — high-density lipoprotein) cholesterolu w surowicy krwi. U
0s6Ob z tym typem otyltosci stwierdza si¢ nadci$nienie, cukrzyce typu 2 oraz chorobe wienicowa,
udary, niedokrwienie konczyn. Wzrasta u nich rowniez ryzyko choroby zakrzeopowo-
zatorowej. Gynoidalny (posladkowo-udowy) typ otylosci, wystepuje gtownie u kobiet, u
ktorych tkanka tluszczowa rozktada si¢ przede wszystkim na biodrach, posladkach i1 udach.
Ryzyko rozwoju powiklan metabolicznych w tym rodzaju otylodci jest znacznie nizsze niz W

przypadku otylosci brzusznej (31).
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Biorgc pod uwage inne kryteria, wedlug ktérych mozemy sklasyfikowaé otylos¢
wyrozniamy otyto$¢ wczesng (wystgpujaca w okresie dziecinstwa i adolescencji) i otyto$§¢
p6zna (rozwijajaca si¢ w okresie dorostosci). Ze wzgledu na etiologi¢ rozrézniamy otytos¢
endogenng (wywotang czynnikami genetycznymi, metabolicznymi, chorobami o$rodkowego
uktadu nerwowego, urazami) oraz otylo$¢ egzogenng (spowodowang czynnikami
srodowiskowymi i psychologicznymi). Biorac pod uwage liczbe i wielko§¢ adipocytow
mozemy rozroézni¢ otylo§¢ hipertroficzng (przerost adipocytéw), otylo$¢ hiperplastyczng
(wzrost liczby adipocytow) oraz otyto$¢ mieszang (wzrost ilosci i wielko$ci adipocytow) (32).

1.4. Genetyczne podstawy otytosci

Zmiany S$rodowiskowe niewatpliwie przyczynity si¢ do szybkiego wzrostu
rozpowszechnienia otylo$ci. Rozwoj tej choroby spowodowany jest wzajemna interakcja
czynnikow $rodowiskowych i wrodzonych czynnikow biologicznych. Co najwazniejsze,
istnieje silny czynnik genetyczny lezacy u podstaw migdzyosobniczej zmiennosci masy ciata,
Kktora determinuje reakcje ludzi na sSrodowisko. Badania oszacowaty, ze dziedzicznos$¢ otytosci
wynosi od 40% do 70% (33-35). W rezultacie, badania genetyczne mozna wykorzysta¢ do
scharakteryzowania lezacych u podstaw mechanizméw fizjologicznych i molekularnych
kontrolujacych mase ciata.

Klasycznie, rozwazano otyto$¢ w dwoch szerokich kategoriach. Pierwsza z nich jest tak
zwana otylo§¢ monogenowa, ktora jest dziedziczona wedlug wzorca mendlowskiego.
Zazwyczaj jest ona rzadka, o wczesnym poczatku oraz cigzka, obejmujgca male lub duze
delecje chromosomalne albo pojedyncze mutacje. Drugim typem jest otyto$¢ wielogenowa
(znana rowniez jako otylos¢ powszechna), bedaca wynikiem setek polimorfizméw, z ktorych
kazdy ma niewielki wplyw. Otyto$¢ wielogenowa podlega wzorcowi dziedziczenia, ktory jest
podobny do innych ztozonych cech i chordb. Chociaz czgsto uwaza sie, ze sg to dwie odrebne
formy, badania genow nad otyloscig monogenows i poligenowa zbiegly sie¢ w tym, co wydaje
si¢ by¢ zasadniczo podobng podstawowa biologia. W szczegdlnosci osrodkowy uktad nerwowy
(OUN) i szlaki neuronalne, ktére kontroluja przyjmowanie pokarmu, okazaty si¢ gtownymi
czynnikami wplywajacymi na mas¢ ciata zarowno w przypadku otytosci monogenowej, jak
i wielogenowej.

Wigkszo§¢ monogenowych mutacji otylosci  zidentyfikowano w badaniach
kohortowych pacjentow z otytoscia ciezka i 0 wezesnym poczatku (<10 lat). Ponadto, poniewaz
monogeniczna otylo$¢ czegsto wykazuje recesywny wzor dziedziczenia (7), pokrewienstwo

W populacjach jeszcze bardziej zwigkszylo szanse na zidentyfikowanie mutacji, ze wzgledu na
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wigksze szanse na homozygotyczno$¢ szkodliwych mutacji (36). Na przyktad badania
wykazaly, ze mutacje w genach kodujacych leptyng (LEPR - ang. leptin receptor) i MC4R (ang.
— melanocortin 4 receptor) wyjasniaja 30% przypadkow cigzkiej otylosci u dzieci ze
spokrewnionej populacji pakistanskiej (36), a defekty pojedynczego genu szerzej stanowig
prawie 50% (36). Ponadto wczesne dowody wskazuja, ze na ekspresje mutacji powodujacych
otytlo§¢ monogenowg moze (przynajmniej czgsciowo) wpltywac na poligeniczng podatno$é
danej osoby na otyto$¢ (37).

Odkrycie genow wptywajacych na otylos¢ wielogenowsg, ktéra jest powszechna
W populacji ogoélnej, rozpoczeto sie¢ powoli od badan genéw kandydujacych i badan powigzan
w calym genomie. PodejScie oparte na genach kandydujacych zostalo po raz pierwszy
zastosowane W potowie lat 90. XX wieku 1 miato na celu walidacje¢ genow zidentyfikowanych
za pomocg ludzkich i zwierzecych modeli skrajnej otylosci pod katem roli w powszechne;j
otytosci. Typowe warianty takich genéow kandydujacych przetestowano pod katem zwigzku
Z ryzykiem otyto$ci, BMI lub innymi cechami sktadu ciata. W ciagu kolejnych 15 lat badano
setki genow jako kandydatéw, ale warianty tylko w szesciu (ADRB3, BDNF36, CNR1,
MC4R38, PCSK1 i PPARG40) wykazaly powtarzalne powigzanie ze skutkami otytosci (35,
38). Podejscie polegajace na powigzaniu calego genomu pojawito si¢ w tej dziedzinie pod
koniec lat 90. Badania powigzan calego genomu opieraja si¢ na pokrewienstwie osobnikoéw i
sprawdzaja, czy okre$lone regiony chromosoméw koreluja z choroba lub cechg przez
pokolenia. Mimo, Zze w ponad 80 badaniach powigzah obejmujacych caly genom
zidentyfikowano >300 loci chromosomalnych z sugestywnymi dowodami powigzania
z cechami otylosci, niewiele loci zostato zreplikowanych 1 Zadne nie zostato z powodzeniem
zmapowane w celu wskazania genu lub genow przyczynowych (39). Ostatecznie badania
powigzan gendw kandydujacych i catego genomu, ograniczone przez mate rozmiary probek,
rzadkie pokrycie zmienno$ci genetycznej w catym genomie i brak replikacji, miaty jedynie
marginalny wptyw na postep w odkrywaniu gendw powodujacych powszechne skutki otytosci.
Podejscia stosowane do identyfikacji genow powigzanych z otyloscig zalezg od formy otytosci
I technologii genotypowania dostgpnej w danym czasie. Wczesne badania odkrywania genow
dla monogenicznych postaci otylosci miaty projekt skoncentrowany na przypadku: pacjentow
z cigzka otyloscig wraz z cztonkami ich rodzin dotknig¢tych chorobg. Natomiast zdrowych
pacjentow zbadano pod katem potencjalnych mutacji przyczynowych powodujacych
zaburzenia gendw za pomocg sekwencjonowania Sangera. Natomiast zmienno$¢ genetyczna
zwigzana z powszechnymi formami otylosci zostala zidentyfikowana w badaniach

populacyjnych na duzg skale albo przy uzyciu projektu kontroli przypadku lub ciaggtych cech,
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takich jak BMI. Odkrycie genow dla obu form otytosci byto poczatkowo oparte na hipotezach;
to znaczy ograniczone do zestawu gendéw kandydujacych, ktoére, jak sugeruja dowody,
odgrywaja role w regulacji masy ciata. Jednak w ciggu ostatnich dwoch dekad postep
w wysokowydajnych technologiach genotypowania i sekwencjonowania calego genomu,
W potaczeniu ze szczegdblowa wiedzg na temat architektury genetycznej cztowieka, umozliwit
badanie wariantow genetycznych w calym genomie pod katem ich roli w masie ciata regulacji
przy uzyciu podejs$cia generujgcego hipotezy.

Tempo odkrywania genow dla otyloSci przyspieszylo wraz z pojawieniem si¢
genomowych badan asocjacyjnych (35). Pierwsze GWAS dla cech otylosci zostaty
opublikowane w 2007 roku i zidentyfikowaly klaster powszechnych wariantow w pierwszym
intronie locus genu FTO, ktory byt powigzany z BMI (40). Nastepnie badania przyspieszyty
i do tej pory, dzigki GWAS, zidentyfikowato ponad 1100 niezaleznych loci zwigzanych
z szeregiem cech otylosci (41). Badania GWAS zwykle koncentrowaty si¢ na biallelicznej,
wspolnej zmienno$ci genetycznej, ale byty rowniez wykorzystywane do badan przesiewowych
pod katem roli wariantow liczby kopii DNA (CNV - ang. copy number variation) w otytosci.
Jak dotad zidentyfikowano tylko kilka CNV, ktore maja istotny zwiazek z BMI, takie jak
delecja 1p31.1 45 kb w poblizu genu NEGRL1 (ang. - neuronal growth regulator 1) (42), ktora
koduje czasteczke adhezji komorkowej wyrazang w mozgu (43); delecja 16p12.3 21-kb przed
genem GPRC5B70 (ang. - G protein-coupled receptor class ¢ group 5 member B), ktora moze
modulowa¢ wydzielanie insuliny (44); 10911.22 CNV w genie receptora 1 polipeptydu trzustki
(PPYRL1 — ang. pancreatic polypeptide receptor 1; znany rowniez jako NPY4R) (45), kodujacy
silng substancj¢ zmniejszajacg ryzyko wystgpienia otytosci, o ktorym wiadomo, ze hamuje
przyjmowanie pokarmu (46) oraz wieloallelowy CNV 1p21.1 obejmujacy gen kodujacy alfa-
amylaze 1 (47), ktory wytwarza a-amylaze $§linowg, kluczowy enzym w trawieniu skrobi (48).
Oprocz otytosci monogenowej oraz poligenowej, wérdd podstaw genetycznych wyroznia si¢
rowniez otytos¢ bedaca elementem zespotu. Otylo$¢ bedaca elementem zespotu jest to otytos¢
wystepujaca w skojarzeniu z innymi zaburzeniami metabolicznymi o podtozu genetycznym
w obrebie jednego fenotypu. Zaburzenia te moga mie¢ tlo genetyczne, jak réwniez moga
wynika¢ z uszkodzenia wigcej niz jednego genu. Zespoly genetyczne, ktérym towarzyszy
otylo$¢ wystepuja rzadko. Nie mozna jednak o nich zapomnie¢, gdyz prawidlowo postawiona
diagnoza moze w duzym stopniu ulatwi¢ prowadzenie kompleksowej terapii. Przyktadem
takiego zespotu jest Zespot Prader-Willi (PWS — ang. Prader-Willi syndrome). ktory jest
najczestszym genetycznym zaburzeniem zwigzanym z otytoscig. Choroba ta wystepuje

zarOwno u mezczyzn, jak i kobiet, niezaleznie od rasy, a jej cze¢stos¢ wystepowania wynosi
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przyblizenie 1 na 25 000 urodzen. Objawy kliniczne zespotu Prader-Willi sa dos¢
niespecyficzne, a cechy dysmorfii twarzy moga by¢ subtelne, co czgsto utrudnia wezesniejsze
rozpoznanie tej choroby. To z kolei moze prowadzi¢ do niedoszacowania faktycznej czgstosci
jej wystepowania U os6b z zespotem Prader-Willi otylo$¢ wynika z obnizonego o okoto 14%
catkowitego zapotrzebowania energetycznego, mimo ze maja one duzy apetyt, podobnie jak
osoby z niedoborem leptyny. Oprocz otytosci, w tym zespole wystepuje rodwniez
niepetnosprawnos¢ intelektualna, zachowania kompulsywne oraz problemy ze snem. Chorzy
na zespot Prader-Willi czesto rozwijajg rowniez cukrzyce typu 2 oraz majg zaburzenia
w gospodarce lipidowej (49). W przypadku tego zespolu wystepuje réwniez uposledzenie
intelektualne, zachowania kompulsywne oraz problemy ze snem. Dodatkowo, u pacjentow
z tym zespotem czgsto wystepuje szybko rozwijajaca si¢ cukrzyca typu 2 oraz zaburzenia
w gospodarce lipidowej. (50). Kolejnym przyktadem takiego zespotu jest Zespot Bardet-Biedl
(BBS — ang. Bardet-Biedl syndrome). Wystepowanie tego zespotu szacuje si¢ na okoto 1 na
175 000 oséb w krajach Europy Zachodniej, a w niektoérych populacjach, takich jak izraelscy
Beduini i mieszkancy Puerto Rico, nawet na 1 na 100 000 0sob (51). Otytos¢ jest powszechnym
1 trudnym do leczenia objawem wystepujacym juz we wczesnym dziecinstwie w przypadku
zespolu BBS. Wielokrotnie okazuje si¢, ze terapia dietetyczna ma niewielkg skutecznos¢ w tym
przypadku (51). Jeszcze innym jest Zespot Alstroma (AS — ang. Alstrdm syndrome). Syndrom
ten zostat opisany u ponad 300 pacjentdw. Rozpoznanie zespotu AS moze by¢ trudne ze
wzgledu na znaczng zrdéznicowanie objawow klinicznych oraz podobienstwo do innych
genetycznych zespotow charakteryzujacych si¢ otyloscig. Otylo$¢ czesto wystepuje juz
W dziecinstwie u osob z tym zespotem. Jednym z mozliwych czynnikow przyczyniajacych si¢
do otylosci jest wzmozony apetyt. Jednak u pacjentow z AS nadmierna masa ciata ma tendencje
do ustepowania po osiggnieciu 20 roku zycia (52). W przypadku chorych na AS pacjentow,
oprocz otytosci, wystepuje degeneracja siatkdwki oraz ghuchota. Czesto obserwuje si¢ roéwniez
problemy z ptodnoscia - u mezczyzn moze wystepowac astenozoospermia, a u kobiet
zaobserwowac¢ przedwczesne adrenarche, obecnos¢ policystycznych jajnikow oraz zaburzenia
owulacji. (53). Bardzo rzadko wystepujacym zespotem genetycznym jest Zespot Cohen (CS —
ang. Cohen syndrome). Dotychczas nie udato oszacowac si¢ czestosci jego wystepowania,
a Pierwszy opis CS dokonany zostatl przez Cohen’a et al. w 1973 r (54). Dotyczyt on trojki
dzieci z czego dwojka stanowita rodzenstwo. U tych dzieci obserwowano rdzne objawy, w tym
charakterystyczne cechy dysmorficzne twarzy, opdzniony rozwoj psychiczny, hipotoni¢
w okresie niemowlgcym, nadmierng elastyczno$¢ stawdéw oraz otylos¢ wystepujaca we

wczesnym dziecinstwie.(54). Wigkszos$¢ 0sob z zespotem Cohen'a urodzona jest z niskg masg
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ciata, nawet jesli przebieg cigzy byl prawidtowy. Dodatkowo, w okresie noworodkowym czesto
wystepuja trudnosci z karmieniem u tych pacjentow. Otylo$¢ u oséb z zespotem Cohen'a
pojawia si¢ zazwyczaj w wieku okoto 8-10 lat. W przeciwienstwie do wczesniejszych
przekonan, otylo§¢ nie zawsze towarzyszy tej chorobie. Jesli jednak wystepuje, najwicksze
nagromadzenie tkanki tluszczowej mozna zaobserwowa¢ w okolicy tutowia, brzucha oraz
twarzy (55).
1.4.1. MT-ATP6 — gen mitochondrialny faczony z otyloscia

Okragly mitochondrialny DNA (mtDNA) zawiera 16 569 par zasad (pz). Komorki
somatyczne zwykle zawierajg okoto 1000 do 10 000 czgsteczek mtDNA (Falkenberg et al. 2007
D2). mtDNA koduje 37 gendéw, z ktéorych 13 to podjednostki kodujace biatka systemu
fosforylacji oksydacyjnej (56). Ponadto mtDNA sktada si¢ z niekodujacego regionu
kontrolnego o dtugosci 1100 pz, znanego jako petla przemieszczenia mitochondrialnego D.
Petla D sktada si¢ z dwoch do trzech hiperzmiennych czes$ci. Zarowno transkrypcja, jak
i replikacja sg koordynowane w petli D (57).

W literaturze zdecydowana wiekszo$¢ badan koncentruje si¢ na genomie jadrowym
w celu oceny molekularnych genetycznych podstaw otytosci. Do tej pory stwierdzono, ze kilka
gendw jest powigzanych z otytos$cig, w tym gen leptyny na chromosomie 7 ¢, gen receptora
leptyny na 1 p, gen proopiomelanokortyny na 2 p, receptor melanokortyny 4 gen na 18 g, gen
receptora melanokortyny 3 na 20 q, gen konwertazy prohormonu 1 na 5 g, gen receptora
aktywowanego przez proliferatory peroksysomow gamma 2 (PPARy2 — ang. peroxisome
proliferator-activated receptor gamma 2) na chromosomie 3 p, gen FTO zwigzany z otyloscia
na chromosomie 16 g 12.2 i gen Niemanna-Picka C1 na chromosomie 18 q 11.2 (39). Oprocz
genoéw jadrowych, zmiany genomu mitochondrialnego zostaty rowniez ocenione w przypadku
otytosci, poniewaz mitochondria odgrywaja wazng role w przemianach energetycznych.

Wsrod wielu czynnikdw, ktére sie przyczyniaja do rozwoju otytosci, uwaza sig, ze
zmieniona funkcja 1 zawarto§¢ mitochondriow odgrywa przyczynowa role w zespole
metabolicznym, poniewaz zarowno wadliwa fosforylacja oksydacyjna, jak i zmieniona
biogeneza mitochondriow moga by¢ zaangazowane w gromadzenie si¢ trzewnej tkanki
thuszczowej i rozwoj insulinoopornosci (58). Badania wykazaty role zaleznych od wieku zmian
w poziomach mitochondrialnego DNA i ogo6lnej integralno$ci oraz zwigkszonych pozioméw
stresu oksydacyjnego i peroksydacji lipidow w procesie starzenia si¢ czlowieka (59).
Wykorzystujac zarowno ludzkie komorki, jak i tkanki, wyniki badan Lee i in. (60) wykazaty
rowniez, ze endogenny 1 egzogenny stres oksydacyjny moze indukowac uszkodzenie

mitochondrialnego DNA (zwickszone delecje na duzg skale), jak rowniez skutkowaé zarowno
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zwigkszong zawarto$ciag mtDNA, jak 1 ogdlng masa mitochondriow. Ponadto kilka badan
udokumentowalo rolg zwigkszonego mitochondrialnego DNA w otylosci u ludzi i lipogenezie
w tkance ttuszczowej (61). Co wiecej, modele zwierzece zostaly roéwniez wykorzystane do
wykazania, ze dieta moze prowadzi¢ do uderzajacych zmian w zawarto$ci mitochondriow
w roznych tkankach (62, 63).

Zwiazek miedzy mtDNA, otylo$cia, zaburzeniami i chorobami wspotistniejacymi
u ludzi wydaje si¢ mniej jasny. Stwierdzono, ze obnizony poziom mtDNA w komorkach krwi
obwodowej jest zwigzany z zespolem metabolicznym 1 insulinoopornosci u dorostych
I sugeruje si¢, ze poprzedza rozwdj cukrzycy typu 2 (64). Natomiast zwigkszone stezenie
mtDNA we krwi obwodowej odnotowano u pacjentow z cukrzycg typu 2 (65) oraz u pacjentow
z nefropatig cukrzycowg (66).

Ponadto dysfunkcje mitochondriéw, skutkuja akumulacjg lipidoéw oraz rozwinigciem
insulinoopornosci (67). Zbadano kilka wariantow mtDNA w réznych populacjach ze zmianami
zwigzanymi z otytoscig i metabolizmem lipidow (68) i zasugerowano, ze poszczegodlne
haplogrupy mtDNA moga by¢ zwigzane z nieefektywnym wydatkiem energetycznym (69).
Biatko mitochondrialnej ATPazy 6 (MT-ATP6 — ang. mitochondrially encoded ATP synthase
membrane subunit 6) kodowane przez genom mitochondrialny jest sktadnikiem duzego
enzymu zwanego syntaza ATP, ktory katalizuje koncowy etap fosforylacji oksydacyjnej (70).
Poniewaz gen mt-ATP6 wptywa na produkcj¢ adezynotrifosforanow (ATP — ang. adenosine
triphosphate) w komorce, moze to by¢ zwigzane z otyloscia. Z drugiej strony mitochondrialny
fancuch przenoszenia elektronow sktada si¢ z 4 komplekséw enzymatycznych (I, II, 111 1 IV).
Trzy z tych kompleksow (I, 111 i IV) zawieraja podjednostki kodowane przez mitochondrialne
DNA (71).

Do tej pory wykryto kilka polimorfizmow pojedynczego nukleotydu (SNP — ang. single
nucleotide polymorphism) zarowno w genach MT-ATP6, jak i cytochromu B (CytB — ang.
cytochrome B) i wszystkie zostaty zgtoszone w bazie danych ludzkiego mtDNA (MITOMAP).
Wiadomo, ze substytucje synonimiczne to ciche zmiany w genomie, ktére nie powoduja
zadnych istotnych zmian w biatku. Jednak te substytucje moga mie¢ negatywny wpltyw na
doktadno$¢, wydajnos¢ i szybkos¢ ekspresji genow. Kodony powstale w wyniku podstawienia
nukleotydow moga rowniez powodowac niedobor biatka. Z drugiej strony uwaza si¢, ze
niesynonimiczne SNP, ktore powoduja zmiany kodowanych aminokwasow, maja duzy wptyw

na funkcje biatek (72).
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1.4.2. Gen SCD i jego rola w otytos$ci

Nadmiar weglowodanow w diecie jest przeksztatlcany w thuszcz gldownie w watrobie
i tkance tluszczowej. Nadmiar glukozy lub fruktozy jest metabolizowany do pirogronianu
poprzez glikolize, a nast¢pnie do acetylo-koenzymu A (CoA — ang. coenzyme A), ktory stuzy
jako substrat do reakcji karboksylacji katalizowanej przez karboksylaze acetylo-CoA (ACC —
coenzyme A carboxylase) (73). Karboksylacja acetylo-CoA jest scisle regulowang reakcja
syntetyzujgcg malonylo-CoA, ktory hamuje utlenianie kwasow tluszczowych (FA — ang. fatty
acids) i stuzy jako substrat do biosyntezy FA (55). Octany i aminokwasy rowniez sg
wykorzystywane jako substraty do lipogenezy. Zsyntetyzowane nasycone kwasy tluszczowe
(SFA — ang. saturated fatty acids) i jednonienasycone kwasy tluszczowe (MUFA — ang.
monounsaturated fatty acid) sa wiaczane do réznych rodzajow lipidow, w tym triglicerydow
(TG —ang. triglicerides) i fosfolipidow. Lipidy syntetyzowane w watrobie sg kumulowane jako
lipoproteiny o bardzo matej gestosci i dostarczane do tkanki thuszczowej w celu ich
przechowywania (55). Proces lipogenezy jest modulowany przez kilka czynnikéw, w tym
czynniki dietetyczne i hormonalne, ktére kontroluja ekspresje enzymoéw lipogenicznych
i dostarczajg substraty do biosyntezy FA. Lipogeneza jest regulowana przez kluczowe czynniki
transkrypcyjne, w tym receptor watroby X (LXR — ang. liver X receptor), biatko wigzace
element regulujacy sterol-1¢ (SREBP-1c — ang. sterol regulatory element-binding protein 1)
i biatko wigzace element odpowiedzi na weglowodany (CHREBP — ang. Carbohydrate
response element binding protein). LXR i SREBP-1c¢ odgrywaja wazng role w regulacji
lipogenezy w odpowiedzi na insuling, podczas gdy CHREBP posredniczy w lipogenezie
indukowanej glukoza (74, 75). Oprocz regulacji transkrypcji, niektore enzymy lipogeniczne
i czynniki transkrypcyjne sa rowniez modulowane przez modyfikacje kowalencyjne
| hamowanie sprzezenia zwrotnego. Na przykiad fosforylacja ACC przez kinazg biatkowsa
aktywowang przez AMP (AMPK — ang. 5’ AMP-activated protein kinase) hamuje aktywnos¢
ACC i prowadzi do wigkszego utleniania FA (76). AMPK fosforyluje réwniez SREBP-1c,
ograniczajac jego translokacje jadrowa (77). Palmitynian i oleinian zmniejszajg aktywno$¢
ACC (78).

Desaturaza stearoilo-CoA (SCD - ang. stearoyl-CoA desaturase) jest centralnym
enzymem lipogennym, ktory stanowi potencjalny cel kontroli lipogenezy. Jest integralnym
biatkiem zakotwiczonym w blonie retikulum endoplazmatycznego (ER — ang. endoplasmic
reticulum) i katalizuje syntez¢ MUFA, gltownie oleinianu i palmitoleinianu, odpowiednio
z SFA, palmitynianu i stearynianu. Osigga si¢ to przez wprowadzenie podwojnego wigzania cis

miedzy atomami wegla 9 1 10 substratu acylo-CoA. Oprocz tlenu czasteczkowego reakcja
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SCD1 wymaga nikotynamidoadeninodinukleotydu fosforanowego (NAD(P)H - ang.
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate), reduktazy cytochromu b5, przez ktore elektrony
przeptywaja do SCD, a nastepnie do czasteczkowego tlenu, ktory jest redukowany do wody.
Biatko SCD1 powoduje przeksztalcenie SFA do MUFA, ktére sg preferencyjnie
wlaczane do glownych rodzajow lipidow, takich jak TG, estry cholesterolu i fosfolipidy
w tkance tluszczowej oraz w watrobie (79). Oleinian jest gldownym produktem SCDI1 i zawiera
prawie 45% wolnych kwasow ttuszczowych (FFA — ang. free fatty acids) w ludzkiej tkance
thuszczowej (80). Oprocz funkcji strukturalnych MUFA pelnig funkcje sygnalizacyjne i moga
regulowaé¢ metabolizm ogdlnoustrojowy oraz modulowaé rozwoj choréob metabolicznych.
Podwyzszone stezeniec MUFA w modelach zwierzgcych, jak rowniez w przypadku ludzi,
wskazuje na znaczacg role¢ SCD1 w rozwoju zaburzen metabolicznych, tj. insulinoopornosci
i hiperlipidemii oraz przewleklych choréb metabolicznych, zwigzanych z otyto$cig
np. niealkoholowej sttuszczeniowej choroby watroby (81). Ponadto badania na modelach
myszy transgenicznych wykazaty istotng role SCD1 w regulacji procesow komoérkowych,
w tym syntezy i utleniania lipidow, termogenezy, sygnalizacji hormonalnej i stanu zapalnego
(79).
1.4.3. SCD1 w metabolizmie watroby
Chociaz izoformy SCD wykazuja wzgledne podobienstwa w sekwencjach
aminokwasowych 1 zsyntetyzowanych produktach, ulegaja one roznej ekspresji w tkankach
ciata, a usunigcie poszczegolnych izoform z okreslonych tkanek wykazuje rézne fenotypy. Na
przyktad myszy SCD1 LKO wykazuja rézne fenotypy w poréwnaniu z myszami SCD1 SKO,
co sugeruje, ze produkty SCD1, czyli MUFA, petnig roézne funkcje w tkankach. Alternatywnie,
niedobor MUFA w roznych tkankach moze prowadzi¢ do mechanizméw kompensacyjnych,
ktoére mogg pomoc wyjasni¢ fenotypy obserwowane u tych myszy. Niedobor SCD1 jest
zwigzany ze zmniejszonym ryzykiem rozwoju zaburzen metabolicznych, indukowanych przez
SFA. Dodatkowo zapobiega wystapieniu stluszczenia watroby, co sugeruje, ze MUFA
przyczyniaja si¢ do przyrostu masy ciata a obnizone st¢zenia MUFA ograniczaja gromadzenie
si¢ thuszczu w watrobie (75). Myszy SCD1 GKO wykazywaly roéwniez zwiekszenie
wykorzystania glukozy w mig$niach szkieletowych 1 sercu, ktore wystapito wraz ze zwigkszong
sygnalizacja insuliny w tych tkankach (82, 83). Niedobér SCD1 w watrobie spowodowat
znaczne zmniejszenie ekspresji genow lipogenicznych oraz spowolnienie procesu lipogenezy
de novo, zwigzanej ze zmniejszonym wydzielaniem TG w watrobie. Aby dodatkowo okreslic,
czy redukcja MUFA lub akumulacja SFA wptywa na zmniejszenie masy ciata i lipogeneze
w watrobie, myszy LKO karmiono dietg wysokoweglowodanowa (HCD — ang. high
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carbohydrate diet) z dodatkiem trioleiny lub tristearyny. HCD uzupetiony trioleina, ale nie
tristearyna, przywrocit zmniejszong ekspresje watrobowych gendéw lipogenicznych oraz
wptynal na wzrost masy ciata U myszy LKO. Egzogenny oleinian normalizowal réwniez
akumulacje 1 wydzielanie TG w watrobie, ktére pozostawaly znacznie zmniejszone u myszy
LKO karmionych tristearyng. Co wigcej, myszy LKO sg bardziej wrazliwe na insuling
I wykazywaty obnizone st¢zenie glukozy we krwi po 4-godzinnym gtodzeniu w poréwnaniu z
myszami kontrolnymi (84, 85). Ta zmiana st¢zenia glukozy we krwi jest prawdopodobnie
zwigzana ze zmniejszong syntezg glikogenu w watrobie 1 glukoneogeneza u myszy LKO, co
zostalo skorygowane po karmieniu HCD z dodatkiem trioleiny, ale bez dodatku tristearyny.
Niepowodzenie niedoboru watrobowego SCDI1 w zmniejszaniu masy ciata u myszy
karmionych dieta bogatottuszczowa (HFD — ang. high fat diet), doprowadzito do zatozenia, ze
ochrona przed rozwojem otytosci indukowanej przez HFD wymaga inaktywacji SCD1 zar6wno
w watrobie, jak i W bialej tkance tluszczowej (WAT — ang. white adipose tissue). Kolejne
badanie wykazato, Ze polaczona delecja SCD1 z obu tkanek nie chronita myszy przed otytoscia
wywotang przez HFD (86). Przypuszczano, ze zmniejszona aktywnos¢ SCD1 w obu tkankach
nie byla wystarczajaca do wywotania fenotypow hipermetabolizmu i zwigkszonego wydatku
energetycznego, istotnych dla ochrony przed nadmierng masg ciata wywotang HFD, dlatego
oporno$¢ na przyrost masy ciata wywolany dieta HFD 1 stluszczenie watroby wymaga
niedoboru SCD1 w tkance pozawatrobowej (75).

Zgodnie z ta ideg myszy SKO wykazywaty ochrong¢ przed otytoscia wywotang HFD
wraz ze zwigkszonym wydatkiem energetycznym, ktory powinien by¢ wystarczajacy do
przeciwdziatania zwigkszonej podazy kilokalorii zwigzanej z karmieniem HFD (87). Ponadto,
podobnie jak myszy SCD1 GKO, myszy SKO utrzymywaty szczupty fenotyp, ktdéremu
towarzyszyta ochrona przed przedluzong opornoscia na insuling wywotang karmieniem HFD.
Myszy SKO wykazywaly zwigkszong wrazliwo$¢ na zimno i umieraly w ciaggu 3 godzin od
ekspozycji na zimno z powodu hipoglikemii. Wrazliwo§¢ na zimno 1 wynikajaca z tego
niezdolno$¢ do utrzymania prawidtowego stezenia glukozy we krwi ulegly znacznej poprawie
po karmieniu HFD w poréwnaniu z karmg normalng.

Wptyw SCD1 na FA i modulacje¢ transportu glukozy podczas ¢wiczen badano na
modelach zwierzecych i ludziach. Wykazano, ze zwigkszenie aktywnos$ci SCD1 poprzez
czynniki dietetyczne lub ¢wiczenia moze chroni¢ przed nadmiernym przyrostem masy ciata
I cukrzyca typu 2 (88). Wczesniej zaobserwowano, ze nadekspresja SCD1 hamowata stan
zapalny 1 odpowiedz na stres retikulum endoplazmatycznego po ekspozycji na palmitynian

(88). Dobrzyn i in. (89) zaobserwowali, ze trening wytrzymalosciowy przez 6 tygodni
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skutkowal zwigkszong ekspresja SCD1 przy jednoczesnym podwyzszonym  stezeniu
diacylogliceroli i TG szczurow szczepu Wistar (89). Wywnioskowano, ze podwyzszony SCD1
jest wazny dla syntezy TG i odpowiedzi adaptacyjnej migsni oksydacyjnych narazonych na
dhugotrwaty wysitek fizyczny(89). Wykazano wczesniej, ze zwigkszona aktywno$¢ SCDI1
poprawita metabolizm i zwigkszyla wydolno§¢ wysitkowa u myszy z nadekspresja SCD1
specyficznych dla migéni (88). Podwyzszona zawarto$¢ wielonienasyconych kwasow
thuszczowych u tych zwierzat byta zwigzana ze zwigkszonym utlenianiem FA i iloscig mMRNA
transportera glukozy 1 (GLUT1 — ang. glucose transporter 1) oraz obnizonym st¢zeniem
glukozy w osoczu na czczo (88). Biorac pod uwage fakt, ze w tych badaniach zaobserwowano
wzrosty pozioméw PPARJ, nie jest wykluczone, ze zwigkszona dostgpno$¢ potencjalnych
ligandow dla receptora i jego pdzniejsza aktywacja moze by¢ gtownym mechanizmem poprawy
funkcji metabolicznych u tych zwierzat (88).

W przeciwienstwie do zwickszonego utleniania FA obserwowanego w migsniach
szkieletowych 1 watrobie myszy SCD1 GKO, niedobor SCD1 zwigksza transport glukozy przy
zmniejszonym wychwycie FA i utlenianiu w sercu. Przejscie z wykorzystywania FA na substrat
glukozowy bylo zwigzane z podwyzszona sygnalizacjg insuliny, zmniejszonym transportem i
dostepnoscig FA oraz sttumiong ekspresjg genow utleniania FA u myszy SCD1 GKO (83).
Uzywajac mysiego modelu SCD1 KO (ob/ob; SCD1KO) z niedoborem leptyny, wykazano, ze
brak SCD1 poprawia czynno$¢ serca poprzez poprawe dysfunkcji skurczowej i rozkurczowe;.
Spadek akumulacji lipidow 1 zahamowanie apoptozy zostaty wymienione jako gtowne czynniki
zwigzane z obserwowang poprawg funkcji serca u tych zwierzat (89). Bednarski i in. (90)
wykazali, ze niedobor SCD1 byl zwigzany ze zmniejszong zawartoscig lipidow w sercu 1
aktywacja lipolizy, niezaleznie od receptora a aktywowanego przez proliferatory
peroksysomow, waznego regulatora utleniania FA w mig$niach.

Pomimo dowodow sugerujacych, ze brak ekspresji SCD1 moze wywiera¢ efekt
ochronny poprzez zmniejszenie gromadzenia si¢ tkanki tluszczowej, niektore badania
wskazuja, ze indukcja SCD1 moze by¢ korzystna dla metabolizmu energetycznego migsnia
sercowego (91). Serce szczurow z otyloscig utrzymywanych na diecie bogatej w sacharoze
przez 3 miesigce wykazywalo silny wzrost SCD1 bez jakichkolwiek zmian w lipogenezie.
Badania in vitro wykazaty, ze SCD1 zwigksza akumulacj¢ lipidow indukowang palmitynianem,
ale hamuje utlenianie FA, synteze ceramidu, aktywacj¢ kaspazy 3 1 wytwarzanie reaktywnych
form tlenu. Ponadto SCD1 hamuje utlenianie FA i chroni przed apoptoza poprzez represje
aktywnosci AMPK. Jednak w obecnosci nadmiernych bodzcow odzywczych i uporczywego

stresu oksydacyjnego, SCD1 jest inhibowany wraz z p6zniejszym wzrostem utleniania FA,
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indukcja apoptozy i kardiomiopatig (91). Lacznie badania te wskazujg, ze SCD1 ma kluczowe
znaczenie w regulacji metabolizmu w sercu i migsniach szkieletowych, a zmniejszenie

aktywnos$ci SCD1 w tych tkankach moze prowadzi¢ do roznych fenotypow.
1.5. Rodzaje tkanki thuszczowe;j

1.5.1. Biala tkanka tluszczowa (WAT)

Biata tkanka tluszczowa (WAT — ang. white adipose tissue) nazwe zawdzigcza SWojej
barwie, ktora jest widoczna podczas ogladania bez powigkszenia. Zbudowana jest z adipocytow
Z pojedyncza kropla tluszczu w cytoplazmie. Adipocyty te charakteryzuja si¢ duza wakuolg
lipidowa, ktora wypetia wigkszos¢ komorki. Jadro jest zepchnig¢te do boku, blisko blony
komorkowej, a cytoplazma tworzy niewielki pierscien wokot wakuoli (92).

Tkanka wydzielnicza WAT ma kilka niezwyktych cech. W przeciwienstwie do innych
narzadéw wydzielniczych charakteryzuje sie okreslong lokalizacjg. Nie tworzy jednolitej
struktury 1 specyficznej lokalizacji, mimo ze wyroznia si¢ dwa gltowne rodzaje tkanki
thuszczowej: podskérng (SAT — ang. subcutaneous adipose tissue) i trzewna (VAT — ang.
visceral adipose tissue). R6znig si¢ one aktywnoscig metaboliczng i zdolnoscig do wydzielania
adipokin, jak i rdwniez wykazuja zréznicowanie strukturalne. Podskérne adipocyty sa duze
i mniej aktywne metabolicznie, a trzewne sa male i bardziej aktywne. SAT to najwigkszy
rezerwuar thuszczu w organizmie (okoto 65-70%). U kobiet przewaza tkanka podskorna
zlokalizowana gléwnie w okolicy posladkowo-udowej, a nie w okolicy brzucha, jak
U me¢zczyzn. Najnizsza aktywno$cia charakteryzuje si¢ tkanka thuszczowa podskorna w okolicy
posladkowo-udowej (93). Tkanka tluszczowa w jamie brzusznej, zlokalizowana pod
brzusznymi obszarami tkanki trzewnej, jest najbardziej aktywna lipolitycznie zaréwno
U mezczyzn, jak u kobiet. Wérod kilkudziesigeiu substancji czynnych wytwarzanych przez
adipocyty znajduja si¢ zwiazki o roznych rolach biologicznych. Nadmierna zawarto$¢ tkanki
thuszczowej negatywnie wplywa na ich wydzielanie, powodujac rozwo6j wielu zaburzen,
przyczyniajacych si¢ do pojawienia lub nasilenia objawoéw chorobowych (94). Duzo bardziej
negatywny wptyw tkanki trzewnej na zdrowie wynika z jej wysokiej aktywnosci lipolityczne;j
1 uwalniania duzych ilo$ci kwasow ttuszczowych, zwigkszonego uwalniania substratow do
glukoneogenezy w watrobie, glicerolu, adipokin oraz pobudzenia produkcji lipoprotein o
bardzo niskiej gestosci (VLDL - ang. very low-density lipoprotein), TG i apolipoproteiny B.
Nadmierne wydzielanie kwasow tluszczowych powoduje wzrost ich stezenia we krwi
I odktadanie si¢ m.in. W mig$niach, gdzie zaburzajg transmisj¢ wewnatrzkomorkowa, zaklocaja

sygnaty insuliny powodujac rozwdj lipotoksycznosci 1 insulinoopornosci (95).
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Tkanka tluszczowa ludzi z otyloscig charakteryzuje si¢ stanem zapalnym
Z postgpujacym naciekiem komorek odpornosciowych. Komorki uktadu odpornosciowego sa
stymulowane przez FA do uwalniania cytokin prozapalnych, takich jak czynnik martwicy
nowotworow o (TNFa — ang. tumor necrosis factor) i interleukina-1p (IL-1p — ang. interleukin
1), ktore z kolei aktywuja lipolize w adipocytach (96). Nadmierna lipoliza w tkance tluszczowej
zwigksza ogdlnoustrojowa dostepnos¢ lipidéw, ktére powoduja insulinoopornos¢ w odlegtych
tkankach (97). U ludzi z insulinooporno$cig nadmierna lipoliza w tkance tluszczowej nie tylko
stymuluje uwalnianie glicerolu 1 FA, ale takze modyfikuje wydzielanie cytokin. Sygnaty te
sprzyjaja ektopowej akumulacji lipidow i stanom zapalnym o niskim stopniu nasilenia, co
prowadzi do opornosci na insuling w watrobie i mi¢$niach szkieletowych. Mimo, ze liczne
modele zwierzgce pokazujg poprawe wrazliwosci na insuling w stanach niedoboru lipazy
hormonowrazliwej (HSL — ang. ang. hormone-sensitive lipase) i lipazy triglicerydowej
thuszczowej (ATGL — ang. adipose triglyceride lipase) (97, 98), ktore zmniejszaja lipolizg, to
jednak ostatnie dowody u ludzi kwestionujg zwigzek mig¢dzy insulinooporno$cig catego

organizmu a zwigkszong lipolizg w tkance thuszczowej (98).

1.5.2. Brazowa tkanka tluszczowa

Wielokomoérkowe adipocyty tworzg tkanke thuszczowg o bragzowej barwie — bragzowsg
tkanke thuszczowg (BAT — ang. brown adipose tissue). Anatomiczne réznice miedzy biatymi i
energie, aby umozliwi¢ przerwe miedzy positkami. Jeszcze okoto 100 lat temu poszukiwanie
pozywienia wymagato tygodniowych odstepow miedzy positkami, a w tym okresie WAT
warunkowata przezycie, a wigc gldéwna funkcja bialej tkanki tluszczowej byta dystrybucja
sktadnikow odzywczych do organizmu w celu przezycia jednostki (92). Warto zauwazyé, ze
biate adipocyty wytwarzajg leptyne i asprozyne (99), hormony dziatajace na osrodek sytosci
I gtodu w OUN i sg zdolne do wplywania na zachowanie ssakow w zakresie poszukiwania
i przyjmowania pokarmu.

Brazowe adipocyty rozktadaja lipidy, aby wytworzy¢ ciepto. Rozmieszczenie lipidow
zwigksza wyktadniczo liczbe kwasow tluszczowych, ktore mogg wejs¢ do beta-oksydacji.
Unikalna obecno$¢ biatka rozprzegajacego (UCP1 — ang. uncouple protein) w mitochondriach
brazowych adipocytéw wyjasnia produkcje ciepta (100). W rzeczywistosci ciepto jest
nieuniknionym produktem ubocznym niezwigzanej fosforylacji oksydacyjnej, poniewaz
substrat zawiera tancuchy oddechowe w mitochondriach bragzowych adipocytow. Zatem,
produkcja ciepla jest istotna 1 umozliwia ssakom przetrwanie w zimnym $rodowisku. Brazowe
adipocyty sg aktywowane przez wystawienie na zimno i przyjmowanie pokarmu. Za aktywacje
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czynno$ciowg odpowiedzialny jest wspotczulny uktad nerwowy poprzez migzszowe witokna
nerwowe zakonczone wielokrotnymi ekspansjami bezposrednio na btonie brazowych
adipocytow. Noradrenalina aktywuje brazowe adipocyty dzialajac na dos¢ specyficzne
receptory B3 adrenergiczne. Rozszerzona sie¢ naczyn wlosowatych (okoto szes¢ razy wigcej
niz w WAT) moze zaspokoi¢ podwdjna potrzebg tlenu do wysokich proceséw oksydacyjnych
brazowych adipocytow oraz szybkiego usuwania i dystrybucji ciepla do reszty ciata. Zatem
WAT 1 BAT r6znig si¢ réowniez pod wzgledem dystrybucji nerwow naczyniowych
I migzszowych, ktora jest znacznie wyzsza w BAT. Ponadto bragzowe adipocyty wykazuja si¢
réwniez dzialaniem endokrynnym, parakrynnym i autokrynnym (95).
1.5.3. Bezowa tkanka tluszczowa

WAT 1 BAT s3 zorganizowane w celu utworzenia duzej struktury, ztozonej
z rezerwuaroOw zlokalizowanych w magazynach podskornych i trzewnych. Szczegdtowe
analizy histologiczne wykazaty, ze zarowno magazyny podskorne, jak i trzewne zawierajg
obszary WAT i BAT z kilkoma regionami, w ktorych mieszajg si¢ biate i brazowe adipocyty
(101). Wigkszos¢ BAT znajduje si¢ w przedniej/gornej czgsci ciata, w podskornej tkance
thuszczowej (zar6wno w klatce piersiowej, jak i brzuchu) w tkance tluszczowej trzewne;.
Wzgledna ilos¢ WAT i BAT zalezy od kilku czynnikow: wieku (zawarto$¢ BAT zmniejsza si¢
wraz z wiekiem), podtoza genetycznego (myszy podatne na otyto$¢ majg mniej BAT), stosunku
objetosci ciala do powierzchni (v / s) (myszy maja wyzszy stosunek v / s niz ludzie, stad wyzsza
termodyspersja i wigksze zapotrzebowanie na BAT), warunkow $rodowiskowych (zwierzgta
narazone na zimno majg wigkszg zawarto$¢ BAT), warunkow zywieniowych (chude myszy
maja wiecej BAT niz te z otylo$cia) oraz plci (samice majg wiecej BAT niz dominujace samce)
(102). Badania wyjasniaja sktad tkanki tluszczowej oraz to, ze WAT i BAT wspotdziataja
w celu uzyskania tej samej roli. Badania pokazaty, ze glowng funkcjg tkanki thuszczowe;j
wydaje si¢ podziat energii pochodzacej ze sktadnikéw odzywczych na dwa rozne szlaki: WAT
do metabolizmu i BAT do termogenezy, ale dane ukazuja, Ze obie tkanki s3 w stanie
odwracalnie przeksztatci¢ si¢ w druga, dzieki czemu, podczas chronicznego narazenia na
zimno WAT transréznicuje si¢ do BAT, a podczas przewlektego dodatniego bilansu
energetycznego BAT transroznicuje sie¢ do WAT (92, 101). Tak wigc w tych warunkach
fizjologicznych kilka adipocytdow o posredniej morfologii migedzy bialymi i bragzowymi
adipocytami pojawia si¢ w kilku obszarach tkanki tluszczowej. Intensywno$¢ barwienia
immunologicznego jest czesto stabsza niz w petni zréznicowanych brazowych adipocytach
(102). Zaproponowano zatem uzywanie terminu bezowy dla tych komorek (catkiem whasciwe,
aby wskaza¢ etap roznicowania posredni migdzy bielg a brazem, a takze odpowiadajacy
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rzeczywistemu kolorowi tych komorek za pomoca powszechnych technik barwienia
immunologicznego) (102). Pierwotne oznaczenie bezu zaproponowano dla wszystkich
immunoreaktywnych adipocytow UCP1 pojawiajacych si¢ w WAT po ekspozycji na zimno
(102). Ponadto znaczenie aktywno$ci BAT w zapobieganiu otylosci, cukrzycy typu 2
I miazdzycy tetnic zdecydowanie sugeruje, ze konwersja WAT do BAT (brazowienie) moze
by¢ pehi¢ istotng rolg W zmniejszaniu masy ciata 1 zmniejszaniu ryzyka rozwoju
wspotistniejacych chordb. Leczenie myszy z otylos$cig lekami zdolnymi do wywotywania
brazowienia, eksplantami BAT 1 transgeniczng indukcja brazowienia okazaty si¢ mieé
korzystny wplyw na myszy, a ostatnie dane sugeruja pozytywne skutki narazenia na zimno
réwniez u ludzi. Cwiczenia fizyczne i wptyw na mikrobiote jelitows to inne strategie, ktore, jak
wykazano, powoduja brazowienie i tagodzenie otytosci. Wydaje si¢, ze mechanizmy, przez
ktore wysitek fizyczny wywoluje bragzowienie, obejmuja produkcje miokin o wtasciwosciach
brazowienia (takich jak: iryzyna) (103).
1.5.4. Rozowa tkanka thuszczowa

Kolejnym przyktadem bezposredniej konwersji dorostej komorki do komorki innego
typu, jest cykl gruczotéw sutkowych. U dziewiczych myszy anatomia gruczolow mlecznych
jest bardzo prosta, poniewaz pie¢ symetrycznych gruczoldw odpowiada doktadnie catej
podskornej tkance thuszczowej. U samcow, roznica polega na tym, ze u samic SAT w catosci
przenika przez rozgale¢zione przewody zakonczone sutkami. Zatem granica opisujaca kazdy
pojedynczy gruczot sutkowy u myszy odpowiada obszarowi rozszerzania si¢ przewodow
rozgatezionych konczacych si¢ w konkretnym sutku (103). W okresie laktacji adipocyty prawie
catkowicie zanikaja, a ponad 90% obje¢tosci piersi zajmuja pecherzyki i przewody. Pod koniec
laktacji adipocyty stopniowo pojawiaja si¢ ponownie, a 10 dni po zakonczeniu laktacji prawie
wszystkie pecherzyki zanikajg, natomiast anatomia piersi wraca do stanu pierwotnego (104).
Kilka eksperymentow, w tym dane ze $ledzenia linii i eksplanty znakowanej tkanki
tluszczowej, sugeruja, ze w czasie cigzy pecherzyki pochodza z bezposredniej konwersji
adipocytow do komorek produkujacych mleko (102). Podczas intensywnego etapu tworzenia
pecherzykéw u myszy (17-18 dzien cigzy) morfologia pecherzykow jest w duzej mierze
osobliwa, poniewaz wtlasnie powstate pecherzyki sg wysScietane komodrkami nabtonka
0 morfologii scisle podobnej do morfologii jednokomoérkowych adipocytow. Zatem pecherzyki
te sa tworzone przez komorki bogate w lipidy nalezace do tkanki thuszczowej i tym samym
spelniajgce warunek, aby nazywac si¢ adipocytami. Poniewaz tkanka thuszczowa u ciezarnych
kobiet ma barwe r6zowa, komorki nablonkowe tworzace pecherzyki mlekowe zostaly nazwane

rézowymi adipocytami (102). Mechanizmy molekularne wspierajace te zjawiska
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transdyferencjacji nie sg szczegétowo poznane, ale wydaje si¢, ze w gre wchodzi wspdlpraca
migdzy hormonami cigzowymi i parakrynng aktywnoscig komoérek przewodowych. Badanie
ekspresji genéw miedzy oczyszczong wyscidtkg tluszczowg a prawidtowymi gruczotami
w roznych trymestrach cigzy wskazalo na ostepontyn¢ jako mozliwy czynnik parakrynowy

odpowiedzialny za transdyferencjacj¢ tkanki thuszczowo-nabtonkowej (102).

1.5.5. Tkanka ttuszczowa szpiku kostnego

Tkanka tluszczowa szpiku kostnego (BMAT — ang. bone marrow adipose tissue)
wylania si¢ jako odrebna tkanka. Rzeczywiscie, dobrze wiadomo, ze adipokiny i wolne kwasy
thuszczowe uwalniane przez adipocyty moga bezposrednio lub posrednio wptywaé na komorki
przebudowy kosci lub hematopoezy. W stanach patologicznych, takich jak osteoporoza, kazda
z tkanek tluszczowych - podskorna biata WAT, trzewna WAT, BAT i BMAT - jest inaczej
zwigzana ze zmianami gestosci mineralnej kosci (105). W poréwnaniu z podskorng lub trzewng
tkankg thuszczowa, sktadajaca si¢ z ~ 80% dobrze upakowanych adipocytéw, adipocyty BMAT
powstaja luzno polaczone ze sobg w komorkach krwiotwdrczych. Pod tym wzgledem taka

dystrybucja adipocytow nie moze by¢ okreslana jako tkanka ttuszczowa (105).

1.6. Fenotypy rozmieszczenia tkanki thuszczowej
Réznice w rozmieszcezeniu tkanki ttuszczowej wpltywaja na fenotyp reprezentowany

przez cztowieka — TOFI (ang. thin outside fat inside; chudy na zewnatrz, otyty w $rodku), FOTI
(ang. fat outside thin inside; otyly na zewnatrz, chudy w $rodku) oraz taki, kiedy zawarto$¢
w ustroju VAT 1 SAT moze by¢ podobna.

Fenotyp TOFI charakteryzuje si¢ podwyzszong zawartoscig trzewnej tkanki thuszczowej
oraz zmniejszong — podskornej. Wystepowanie tego fenotypu otytosci wigze si¢ ze zmniejszona
wydolnoscig fizyczna 1 nizszg wrazliwoscig na insuling oraz zwigkszong aterogennoscia profilu
lipidowego oraz wyzszym ryzykiem wystapienia niealkoholowej stluszczeniowej choroby
watroby. Powyzsze czynniki predysponuja do rozwoju zespotu metabolicznego (ZM) oraz
zespohu metabolicznej otytosci z prawidtowa masg ciata (MONW — ang. metabolically obese,
normal weight) (56, 106). Masa ciata pacjentow z zespolem MONW zawiera si¢ w zakresie
normy, ale obserwowany jest u nich zwigkszony obwod talii. Jest to zwigzane
z nieprawidtowym skladem ciata, ktorego dysproporcja polega na znacznie zwigkszone]
zawarto$ci tkanki thuszczowej trzewnej i niskiej beztluszczowej masie ciata. Prowadzi to do
rozwoju zaburzen metabolicznych, typowych dla otylosci, takich jak: insulinoopornos¢,
wysokie stezenie triglicerydow 1 niskie stezenie frakcji HDL cholesterolu oraz podwyzszonego
poziomu biomarkerdéw zapalnych, a takze do wystapienia chordb, rozwijajacych si¢ na podiozu

tych zaburzen (107). Jednym ze sposobow okreslenia fenotypu TOFI jest wyznaczenie
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stosunku VAT/SAT, ktory dla mgzczyzn wynosi powyzej 1 (56, 106), a dla kobiet powyzej 0,9
(108).
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Il. Cele pracy

W ostatnich latach narzedzia biologii molekularnej pomogly wyjasni¢ w organizmach
wiele procesow biochemicznych oraz szlakéw metabolicznych, ktore sa zwigzane z otytoscia.
Szeroko pojeta proteomika, ktora obejmuje biatka wewnatrzkomorkowe jak i te wydzielane na
zewnatrz komorki, pomaga w zrozumieniu sygnalizacji hormonalnej i neuroprzekaznikowe;j
U osob z otytoscig. Jednakze, biatka sg kodowane przez kwasy nukleinowe DNA, ktore
zawieraja podstawowa informacj¢ genetyczng. Nowe metody takie jak sekwencjonowanie,
genotypowanie pomagaja znalez¢ miejsca polimorficznie zmienne w genomie oraz okresli¢ ich
wptyw na homeostaze energetyczng organizmu. Mimo wszystko, wcigz pozostaje niejasne, czy
mechanizmy populacji takie jak dryf genetyczny i dobor faworyzujacy u ludzi dziataja tak jak
w przypadku §wiata zwierzat i znajduja odzwierciedlenie w réznorodno$ci genetycznej. Sa tez
prowadzone badania opierajace si¢ roznych populacji ludzi opierajace si¢ o filogenetyke, jak
rowniez bada si¢ wptyw mutacji na homeostaze energetyczng oraz inny nurt badan nakierowany
na roéznice genotypowe. Przyktadem jest genotypowanie miejsc polimorficznie zmiennych
(SNP). Na przestrzeni lat wytypowano i zbadano kilkanascie SNP w celu wyjasnienia zaburzen
metabolicznych w otytosci.

Celem pracy byto:

1. Oszacowanie zmiennosci genu MT-ATP6 mtDNA oraz stopnia spokrewnienia u pacjentow
z r0Zznym stanem odzywienia.

2. Znalezienie zalezno$ci genetycznych w genie MT-ATP6 mtDNA a fenotypami
rozmieszczenia brzusznej tkanki ttuszczowej (TOFI; FOTI).

3. Okreslenie wystepowania alleli w SNP rs7849 u 0s6b z réoznym stanem odzywienia oraz
fenotypem rozmieszczenia brzusznej tkanki ttuszczowej (TOFI; FOTI).

4. Analiza wptywu obecnosci allelu C w SNP rs7849 na gospodarke weglowodanowsa
I lipidowa.
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I11. Material 1 metody

W badaniu obserwacyjnym wzigto udziat 116 os6b (77 kobiet i 39 mezczyzn). Protokét
badania zostal zatwierdzony przez Komisj¢ Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku (nr APK.002.407.2020.). Wszyscy uczestnicy wyrazili pisemng, §wiadomag
zgode¢ na udziat w badaniu przed jego rozpoczeciem.

Do badania zakwalifikowano kobiety i mezczyzn w wieku 20-55 lat z otylo$ciag
pierwotng i prawidlowa masg ciala. Kryteriami wylaczenia byly: otylo§¢ wtorna, cukrzyca typu
I 1 II, zaostrzenie choroby wiencowej, zaburzenia endokrynologiczne, zaburzenia taknienia,
cigza 1 laktacja, stosowanie antykoncepcji hormonalnej lub hormonalnej terapii zastepcze;,
steroidoterapii, terapii antyretrowirusowej, wczesniejsze chirurgiczne lub farmakologiczne

leczenie otytosci oraz obecnos¢ rozrusznika serca.

3.1. Analiza parametréw antropometrycznych i sktadu ciala

Analize przeprowadzono w godzinach porannych, na czczo, bez intensywnej
aktywnosci fizycznej. Mase ciala i wzrost oceniano za pomoca wagi medycznej i1 stadiometru
RADWAG WPT 100/200 OW (RADWAG, Polska, Radom) z doktadnos$cia do 0,01 kg dla
masy ciata 1 0,5 cm dla wzrostu. Nastepnie na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono
wskaznik masy ciata (BMI, body mass index; kg/m?).

Badanie sktadu ciata wykonano metoda bioimpedancji elektrycznej przy uzyciu aparatu
BioScan 920-2 (Maltron, Wielka Brytania, Essex). Analiza zostata przeprowadzona w pozycji
lezacej z wykorzystaniem 4 elektrod, ktore zostaly naklejone na prawej rece (na poziomie
trzeciego stawu srodreczno-paliczkowego oraz na zewnetrznej cze$ci dloni na wysokosci
nadgarstka), a takze na prawej nodze (na poziomie trzeciego stawu $rodstopno-paliczkowego
oraz na zewnetrznej czgsci stopy na wysokosci stawu skokowo-goleniowego). Badanie to
umozliwilo ocene nastepujacych parametrow: catkowitej zawartosSci tkanki thuszczowej (Kg, %)
oraz zawartno$ci tkanki pozattuszczowej (kg) (109).

Przeprowadzono oceng pola tkanki thuszczowej podskornej oraz pola tkanki ttuszczowej
trzewnej z wykorzystaniem aparatu BioScan 920-2. Analizy te wykonano w pozycji stojace;j
z uzyciem 4 elektrod. W celu oceny powierzchni tkanki thuszczowej podskornej w przekroju
poprzecznym brzucha elektrody zostaty naklejone na poziomie pgpka (po 2 elektrody po obu
jego stronach w jednej linii). Nastepnie, aby oceni¢ powierzchnig tkanki thtuszczowej trzewne;
naklejono elektrody w nastepujacy sposob: 1 elektrode nad pepkiem, 1 elektrod¢ na kregostupie
na wysokosci pepka oraz 2 elektrody po lewej stronie ciala w réwnych odleglo$ciach).

Otrzymano informacj¢ 0 oporze tkankowym. Uzyskane wyniki zostaly opracowane
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z wykorzystaniem oprogramowania Maltron BioScan 920 v1.1. Na podstawie
przeprowadzonego badania oszacowano pole tkanki ttuszczowej podskornej (cm?) i trzewnej
(cm?) na wysokoéci pepka oraz ustalono stosunek VAT/SAT (109).

Celem okreslenia fenotypu TOFI (thin outside fat inside; chudy na zewnatrz, otyly
w srodku) rozktadu tkanki thuszczowej w jamie brzusznej wykorzystano wskaznik VAT/SAT
— powyzej 1 dla mg¢zezyzn i powyzej 0,9 dla kobiet (56, 106). Jesli wskaznik byt ponizej badz
rowny tych wartosci wskaznika, pacjentow zaliczono do fenotypu FOTI (fat outside thin inside;
otyty na zewnatrz chudy w $rodku).

Na podstawie uzyskanych wynikéw BMI, uczestnikow podzielono na grupg badang
(n=75) i kontrolng (n=41). Grupe badang stanowito 46 kobiet i 29 me¢zczyzn z otyloScia
pierwotng (BMI=30,0-39,9 kg/m?). Grupe kontrolng stanowito 31 kobiet i 10 mezczyzn
0 prawidlowej masie ciata (BMI=18,5-24,9 kg/m?).

3.2. Badania biochemiczne krwi

Nastepnego dnia pacjentow skierowano do Zakladu Diagnostyki Laboratoryjnej
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku celem oznaczenia stezenia wybranych parametrow
biochemicznych krwi (stezenie glukozy, insuliny, cholesterolu catkowitego, cholesterolu LDL
i HDL, triglicerydow). Wszyscy pacjenci byli na czczo (co najmniej po 8 godzinnej przerwie
od ostatniego positku). Na podstawie wynikow stgzenia insuliny i1 glukozy na czczo, obliczono

wskaznik HOMA-IR zgodnie z nast¢pujagcym wzorem:

glukoza na czczo (mg/dl) X insulina na czczo (%LII)

HOMA — IR =
405

Na te badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

(nr R-1-002/647/2019 oraz APK.002.39.2021).
3.3. Izolacja DNA

W celu zbadania sekwencji genu SCD oraz MT-ATP6 pobrano wymaz z jamy ustnej
(policzki i podniebienie) sterylnym zestawem wymazowym (SARSTEDT AG & Co. KG,
Niimbrecht, Niemcy).

Do izolacji DNA z wymazdéw z jamy ustnej uzyto odczynnikow z zestawu Swab DNA
Isolation Kit firmy A&A Biotechnology (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska). Dolng cze$¢
paleczek z pobranym nabtonkiem odcinano i umieszczano w 2 ml proboéwce (Eppendorf,
Hamburg, Niemcy). Dodano 700 pl roztworu do lizy RL 1 20 pl proteinazy K. Cato$¢ mieszano

1 inkubowano przez 24h w temperaturze 50°C. Nastepnie roztwor pobrano z probowek
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I naniesiono na kolumny do oczyszczania DNA i wirowano przez 1 minutg¢ przy 13 200 RPM
(Revolutions Per Minute) w wirowce Eppendorf 5810R Centrifuge (Eppendorf, Hamburg,
Niemcy). Kolumny przeniesiono do 2 ml probowek (Eppendorf, Hamburg, Niemcy) i dodano
500 pl roztworu phluczgcego Al (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska). Probki ponownie
odwirowano, przeniesiono do nowych 2 ml probowek (Eppendorf, Hamburg, Niemcy) i dodano
roztwor pluczacy. Probki wirowano przez 2 minuty przy 13 200 RPM. Wysuszone
minikolumny umieszczono w nowych 1,5 ml probowkach (Eppendorf, Hamburg, Niemcy)
i dodano 80 pl buforu do elucji ogrzanego do 75°C (10 mM TRIS-HCI, pH 8,5). Wszystkie
odczynniki otrzymano w zestawie firmy A&A Biotechnology (A&A Biotechnology, Gdansk,
Polska).

3.4. Gen MT-ATPG6 — reakcja tancuchowa polimerazy PCR

Przeprowadzono replikacj¢ fragmentu DNA zawierajacego gen MT-ATP6 o dlugosci
791 par zasad. Przygotowano mieszaning reakcyjng sktadajaca sie¢ z: 1,7 pL A&A
Biotechnology PCR Mix (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska) (1x), 0,3 puL mieszanki
starterow firmy Genomed (Genomed, Warszawa, Polska), 1 uL wody i 2 pul DNA. Do
amplifikacji odcinka MT-ATP6 F 5-CTC ACC AAA GCC CAT AAA -3'i R uzyto
nastepujacych starterow: 5'-AGG CGA CAG CGA TTT CTA -3' (110). Profil reakcji
fancuchowej polimerazy sktadat si¢ z nastgpujacych etapow: poczatkowa denaturacja w 95°C
przez 10 minut, 40 cykli denaturacji w 94°C przez 45 sekund, 40 cykli elongacji w 72°C przez
45 sekund. 1 koncowy cykl wydtuzania w 60°C przez 10 min. Do oczyszczania produktow
reakcji PCR mieszaning reakcyjng sktadajacg sie z: 0,5 pl Exo-I (20 u/pl), 1 pl FastAP (1 u/pl)
15 pl produktu PCR. Profil oczyszczania w reakcji PRC byl nastgpujacy: aktywacja enzymow
w 37°C przez 15 min i inaktywacja enzymow w 85°C przez 15 min. W reakcji PCR
zastosowano termocykler GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Waltham, USA).
Catos¢ prac laboratoryjnych wykonywano w Zaktadzie Higieny, Epidemiologii i Ergonomii.
Nastepnie probki wystano do firmy Macrogen Europe w Holandii w celu sekwencjonowania
metoda Sangera.
3.5. Gen SCD - reakcja tancuchowa polimerazy PCR

Do reakcji PCR, przygotowano mieszaning reakcyjng skladajaca sie z: 1,7 uL A&A
Biotechnology PCR Mix (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska) (1x), 0,3 puL mieszanki
starterow firmy Genomed (Genomed, Warszawa, Polska), 1 pL wody 1 2 pl DNA. Do
amplifikacji odcinka genu SCD uzyto nastgpujacych starterow: F —GCA GTG TCT CCA
CCT ACA CC-3'oraz R: 5'-TCA GCA GGG TTT GTG GTA TC-3’. Profil reakcji
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fancuchowej polimerazy skladal si¢ z nastepujacych etapéw: poczatkowa denaturacja w 95°C
przez 10 minut, 40 cykli denaturacji w 94°C przez 45 sekund, 40 cykli elongacji w 72°C przez
45 sekund. 1 koncowy cykl wydhuzania w 60°C przez 10 min. Do oczyszczania produktow
reakcji PCR mieszaning reakcyjng sktadajaca si¢ z: 0,5 ul Exo-1 (20 u/ul), 1 ul FastAP (1 u/ul)
15 ul produktu PCR. Profil oczyszczania w reakcji PRC byt nastgpujacy: aktywacja enzymow
w 37°C przez 15 min i inaktywacja enzymow w 85°C przez 15 min. W reakcji PCR
zastosowano termocykler GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Waltham, USA).
Catos¢ prac laboratoryjnych wykonywano w Zaktadzie Higieny, Epidemiologii i Ergonomii.
Nastepnie probki wystano do firmy Macrogen Europe w Niderlandach w celu

sekwencjonowania metoda Sangera.

3.6. Analizy statystyczne oraz bioinformatyczne

W celu obliczenia r6znic antropometrycznych z uwzglednieniem plci miedzy grupami
oraz wewnatrz grup pacjentow zastosowano nieparametryczny Test U Manna-Whitneya, ktory
zostat przeprowadzony przy pomocy programu STATISTICA 13.3 (StatSoft, Krakow, Polska).
Przyjeto poziom istotnosci p < 0,05. Wyznaczono wartosci mediany oraz dolnego i gérnego
kwartyla .

Celem dopasowania sekwencji i identyfikacji polimorfizméw w genach SCD i MT-
ATP6 uzyto programéw BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.1 (North Carolina, USA)
i Chromas Lite v.2.01 (Technelysium Pty Ltd, 2005, South Brisbane, Australia).

Program DnaSP6 (Barcelona, Hiszpania) wykorzystano do okreslenia liczby
haplotypow genu MT-ATP6 wystepujacych wsrdd pacjentow. Program Arlequin 3.5 (Berno,
Szwajcaria) postluzyt do obliczenia podstawowych parametréw opisujacych zmiennos¢
mMtDNA, takich jak: liczba haplotypow (Nh), réznorodno$¢ haplotypow (h), réznorodnosc
nukleotydow (m). Program MEGAI11 (Pensylwania, USA) zostal wykorzystany do
narysowania sieci haplotypéw, a drzewo filogenetyczne skonstruowano metoda taczenia
sgsiadow (NJ) w oparciu o oprogramowaniec MT-ATP6 mtDNA Genepop v4.0 (Montpelier,
Francja), ktore zostato uzyte do obliczenia wartosci FST miedzy haplotypami w oparciu
0 zmienno$¢ mtDNA MT-ATP6.

Aby sprawdzi¢ roznice pomigdzy pacjentami z réznymi wariantami SNP rs7849
w stezeniach na czczo: glukozy, insuliny, cholesterolu catkowitego, frakcji LDL cholesterolu,
frakcji HDL cholesterolu, triglicerydow oraz we wskazniku HOMA-IR uzyto
nieparametrycznego Testu U Manna-Whitneya. Celem sprawdzenia czy obecnos¢ wybranego

allelu jest czynnikiem wptywajacym na gospodarke weglowodanowsg i lipidows, wykonano
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jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA. W obu przypadkach poziom istotnosci
statystycznej przyjeto dla p<0,05. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy pomocy
programu STATISTICA 13.3 (StatSoft, Krakow, Polska). Obliczona zostala rowniez
heterozygotycznos¢ obserwowana (Ho) oraz heterozygotyczno$¢ spodziewana (He), a przy

pomocy testu chi-kwadrat oceniono czy badani pacjenci sa w rownowadze Hardy’ego-
Weinberg’a.
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V. Wyniki

4.1. Charakterystyka badanych grup pod wzglgdem parametréw antropometrycznych
Badaniami objeto 116 0sob (77 kobiet 1 39 mezczyzn). Grupg badang stanowito 75 0sob

(46 kobiet i 29 me¢zczyzn) z otytoscig. Natomiast grupa kontrolna obejmowata 41 oséb (31

kobiet i 10 m¢zczyzn) z prawidlowg masag ciata. Charakterystyke badanych grup pod wzgledem

parametréw antropometrycznych przedstawiono w Tabeli 1. (kobiety) oraz w Tabeli II.
(mezczyzni).
Tabela I. Podstawowe parametry antropometryczne kobiet obu badanych grup.
Grupa badana Grupa kontrolna
Zmienna . Dolny Gorny . Dolny Gorny
Mediana Kwartyl. Kwartyl. Mediana Kwartyl. Kwartyl. P
WIEK (lata) 46,50 41,00 52,00 36,00 30,00 45,00 0,000232
Wffn%ST 164,25 159,00 169,00 163,00 160,00 170,00 0,848540
MASA
CIALA (kg) 93,00 87,00 99,00 63,00 58,00 66,00 0,000000
OBWOD 107,00 104,00 112,00 81,00 78,00 85,00 0,000000
TALII (cm)
OBWOD
BIODER 118,50 115,00 123,00 97,00 94,00 101,00 0,000000
(cm)
BMI
34,70 32,60 36,40 23,00 21,90 24,50 0,000000
(kg/m?)

p — istotno$¢ statystyczna roznicy zmiennej pomi¢dzy grupami.

Wsrod kobiet roznice istotne statystycznie dotyczyty wieku (p=0,000232), masy ciata
(p=0,000000), obwodu talii (p=0,000000), obwodu bioder (p=0,000000) oraz BMI
(p=0,000000).
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Tabela I1. Podstawowe parametry antropometryczne me¢zczyzn obu badanych grup.

Grupa badana Grupa kontrolna
Zmienna 5 5
Mediana Dolny Gorny Mediana Dolny Gorny P
Kwartyl. Kwartyl. Kwartyl. Kwartyl.
WIEK (lata) 44,00 37,00 50,00 37,00 29,00 40,0 0,039710
Wf;:))ST 181,00 175,00 186,00 181,50 174,00 184,000 0,646094
MASA
CIALA (kg) 110,50 101,00 118,50 80,50 76,00 83,00 0,000000
OBWOD 113,00 109,00 117,00 87,00 85,00 94,00 0,000000
TALII (cm)
OBWOD
BIODER 116,00 113,50 118,00 103,00 101,00 107,00 0,000000
(cm)
BMI
) 33,70 31,80 35,70 24,73 24,30 24,92 0,000000
(kg/m?)

p — istotno$¢ statystyczna roznicy zmiennej pomigdzy grupami
Podobnie wsrod mezczyzn rdznice istotne statystycznie dotyczyty wieku (p=0,039710), masy
ciata (p=0,000000), obwodu talii (p=0,000000), obwodu bioder (p=0,000000) oraz BMI
(p=0,000000).

Charakterystyke badanych grup pod wzgledem parametrow sktadu ciata przedstawiono

w Tabeli I1l. wsrod kobiet oraz w Tabeli 4. wérod mezezyzn.
Tabela I11. Podstawowe parametry sktadu ciata wsrod kobiet w obu badanych grupach.
Grupa badana Grupa kontrolna
amienne Mediana KSvc:rgl. K(\f\grrrtlilll. Mediana KSvc:rrgl. K(\j\;Sarrrtly}/ll. P

Tkanka thiszczowa (kg) 42,15 36,22 45,01 16,97 13,85 2041 0,000000
Tkanka thuszczowa (%) 45,26 41,09 47,38 28,37 24,45 30,39 0,000000
Tkanka pozattuszczowa [kg] 52,13 48,94 55,64 43,78 41,86 4861  0,000000
VAT [cm?] 257,50 173,00 350,00 93,00 65,00 124,00 0,000000
SAT [cm?] 130,00 105,00 147,00 72,00 54,00 93,00 0,000000
VAT/SAT ratio 2,11 1,52 2,86 1,270 0,94 1,65 0,000035

VAT — trzewna tkanka thuszczowa; SAT — podskdrna tkanka thuszczowa; p — istotnos$¢ statystyczna roznicy zmiennej pomiedzy
grupami; VAT/SAT ratio (stosunek VAT do SAT)

Wsrod kobiet wszystkie parametry sktadu ciata byty istotne statystycznie: zawarto$¢ tkanki
thuszczowej (kg) (p=0,000000); procentowa zawarto$¢ tkanki thuszczowej (p=0,000000),
tkanka pozattuszczowa (kg) (p=0,000000), pole powierzchni VAT (cm?) (p=0,000000), pole
powierzchni SAT (cm?) (p=0,000000) oraz stosunek VAT do SAT (p=0,000035).
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Tabela IV. Podstawowe parametry sktadu ciata wsrod mezczyzn w obu badanych grupach.

Grupa badana Grupa kontrolna

amienne Mediana KSV(;I%I. K(;m._ Mediana stjgu. K?vzrgzl P
Tkanka ttuszczowa (kg) 36,78 32,13 41,14 15,47 13,62 18,02 0,000000
Tkanka tluszczowa (%) 33,44 30,50 36,15 19,39 16,91 21,24 0,000000
Tkanka pozattuszczowa [kg] 70,65 67,71 78,08 43,78 41,86 48,61 0,023491
VAT [cm?] 296,00 238,50 350,00 120,00 83,00 214,00 0,003391
SAT [cm-?] 128,50 109,50 149,00 69,50 63,00 74,00 0,000000
VATI/SAT ratio 2,27 2,08 2,98 1,545 1,39 3,31 0,151480

VAT — trzewna tkanka thuszczowa; SAT — podskorna tkanka thuszczowaP — istotno$¢ statystyczna réznicy zmiennej pomigdzy

grupami; VAT/SAT ratio — stosunek VAT do SAT

Roéwniez wéréd mezezyzn parametry sktadu ciata byty istotne statystycznie: zawartosé
tkanki thuszczowej (kg) (p=0,000000); procentowa zawarto$¢ tkanki ttuszczowej (p=0,000000),
tkanka pozattuszczowa (kg) (p=0,000000), pole powierzchni VAT (cm?) (p=0,000000), pole
powierzchni SAT (cm?) (p=0,000000). Nie stwierdzono wystepowania istotnosci statystycznej
w stosunku VAT do SAT (p=0,151480).

4.2. Ocena zroéznicowania genetycznego w genie MT-ATP6 u 0s6b z r6znym stopniem
odzywienia.

Po odczytaniu sekwencji genu mtDNA MT-ATP6 ze wszystkich probek wyrdzniono 52
haplotypy. Najczestszym byt haplotyp HI1, ktéry byl reprezentowany u 36,2% uczestnikow
(n=42; 29 0s6b z otyloscig i 13 z prawidlowg masg ciala). Drugim najczestszym haplotypem
byt H6, reprezentowany u 11,2% uczestnikoéw (n=13; 8 z otytoscig i 5 z prawidtowa masg ciata).
Liczba haplotypow mtDNA MT-ATP6 w badanych grupach byta zréznicowana, a kazda grupa
posiadala haplotypy charakterystyczne tylko dla niej. W grupie badanej (z otytoscig) byly to
haplotypy H3-H5, H7-H13 i H15-H31, a w grupie kontrolnej byty to haplotypy H33-H52.
Warto$ci wariancji genetycznej Fst obliczone z obserwowanej zmiennosci MT-ATP6 nie byty
wysokie (0,0046), co w skali Wrighta wskazuje na bardzo niska zmienno$¢ genetyczng migdzy

grupami. Wyniki przedstawiono w tabeli V.
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Tabela V. Liczba haplotypow wyodrebnionych w badanych grupach.
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Oceniono rowniez podstawowe parametry opisujgce zmiennos¢, takie jak roznorodnosé
haplotypowa i réznorodno$¢ nukleotydowa. Pod wzgledem liczby haplotypéw grupa badana
byta bardziej zréznicowana i liczyta 32 haplotypy (Nh = 32). U pacjentow z grupy kontrolnej
liczba haplotypoéw wynosita 25 (Nh = 25). Zréznicowanie haplotypow (h) bylo wyzsze u oséb
z otyloscig (h=0,86189) niz u 0s6b z prawidtowa masg ciata (h=0,83846). Jednak r6znorodnos¢
nukleotydowa (m) byta bardziej zroznicowana u uczestnikow z grupy kontrolnej (7=0,0519)
W porownaniu z grupg badang (1=0,0242). Wyniki przedstawiono w Tabeli VI.

Tabela V1. Podstawowe parametry opisujace zmienno$¢ w MT-ATP6.

Grupa N Nh h n
Grupa
75 32 0.86189 0.0242
badana
Grupa
41 25 0.83846 0.0519
kontrolna

N — wielko$¢ proby; Nh — liczba haplotypow; h — zmienno$¢ haplotypowa; © — zmienno$¢ nukleotydowa
Nastepnie narysowano sie¢ haplotypow genu mtDNA MT-ATP6, ktora zostala
przedstawiona na Rycinie 1.

H7

H3

H1i1

H20

Rycina 1. Sie¢ haplotypow genu MT-ATP6.
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Wykazano, ze gtéwnymi haplotypami byty H1 i H6, natomiast od nich odchodza
kolejne haplotypy réznigce si¢ od 1 do 102 mutacji.

Celem potwierdzenia rdéznic genetycznych wyrysowano drzewo filogenetyczny

typu N-J genu MT-ATPG6, co zilustrowano na Rycinie 2.

Hap 12
Hap 51
Hap 30
Hap 4

Hap 16

Rycina 2. Drzewo filogenetyczne maksymalnej parsymonii dla haplotypow MT-ATP6
mtDNA.
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Drzewo filogenetyczne maksymalnej parsymonii dla haplotypéw nie wykazalo
znaczacych roznic genetycznych. Zakres rozwidlen galezi wynosit od 0 do 5. Drzewo
filogenetyczne przedstawiajgce zalezno$ci miedzy haplotypami mtDNA wykazato, ze
wiekszos$¢ haplotypow skupia si¢ razem. Przy tworzeniu drzewa filogenetycznego stosuje si¢
tzw. ,outgroup’¢”. Jednakze ze wzgledu na fakt, ze mtDNA naczelnych jest zbyt blisko
spokrewnione z ludzkim, nie zastosowano w tej analizie ,,outgrup’y”.

4.3. Ocena fenotypoéw rozmieszczenia tkanki thuszczowej brzusznej (TOFI i FOTI)

Na podstawie oceny sktadu ciata i rozmieszczenia tkanki thuszczowej podskornej

| trzewnej, oceniono wystgpowanie dwoch fenotypow TOFI (thin outside fat inside) oraz FOTI

(fat outsie thin inside) co przedstawiono na Rycinie 3.

TOFI FOTI [ Grupa badana
3 50 44 3 7 6 I Grupa kontrolna
© 40 9 6

= 29 c 5

9 30 25 KT

3 g,

8 20 83 2

2 10 ° 37 1
s B B
2, I g! L

Q d Q d

Rycina 3. Liczba fenotypow TOFI i FOTI w zaleznosci od plci i stanu odzywienia.
Stwierdzono, ze fenotyp tkanki ttuszczowej brzusznej TOFI wystgpowat u 96% (n=44)
kobiet z otytoscig 1 u 81% (n=25) kobiet z prawidtowg masg ciala. Fenotyp FOTI stwierdzono
u 4% (n=2) kobiet z otyloscig i u 19% (n=6) kobiet z prawidlowa masg ciata. Wsr6d mezczyzn
100% (n=29) uczestnikow z grupy badanej i 90% (n=9) pacjentdéw z grupy kontrolnej
reprezentowato fenotyp TOFI, podczas gdy tylko jeden me¢zczyzna (10% grupy z prawidlowa

masg ciala) reprezentowat fenotyp FOTIL.

4.4. Analiza przynaleznos$ci fenotypoéw FOTI 1 TOFI do haplotypow genu MT-ATP6
Oceniono réwniez przynalezno$¢ pacjentéw reprezentujacych fenotypy TOFI i FOTI

do poszczegdlnych haplotypow, co zostato przedstawione w Tabeli VII.
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Tabela VII. Liczba haplotypéw genu MT-ATP6 wsrod fenotypow TOFI i FOTI.

Calkowita liczba
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Wsrod fenotypow TOFI najliczniejszymi haplotypami byty: H1, ktory stanowit 36,2%
badanych o0sob (n=42) i H6, stanowigcy 11,2% badanych osob (n=13). Wykazano, ze haplotyp
H6 byl reprezentowany tylko przez fenotyp TOFIL. Wsréd fenotypow FOTI
charakterystycznymi haplotypami byty H24, H33, H35, H40, H42, H49 i H50.

4.5. Ocena wybranych parametrow biochemicznych w surowicy (na czczo) wsrod
0s6b obu badanych grup

Na podstawie uzyskanych wynikéw biochemicznych (na czczo) w surowicy obu
badanych grup (Tabela VIII. — kobiety; Tabela IX. — mezczyzni) stwierdzono, ze osoby
Z otyloscig roznity sie istotnie statystycznie wzgledem osob z prawidtowg masg ciata pod
wzgledem parametréow gospodarki weglowodanowe;j i lipidowe;.

Tabela VI111. Wybrane parametry biochemiczne krwi na czczo wérod kobiet obu badanych grup.

Grupa badana Grupa kontrolna
Zmienna Doln Gomn Doln Gormn
Mediana Y Y Mediana Y Y P
Kwartyl.  Kwartyl. Kwartyl.  Kwartyl.

Cholesterol catkowity (mg/dl) 194,00 180,00 224,00 196,00 179,00 217,00 0,752836

HDL (mg/dl) 55,00 48,00 61,00 63,00 59,00 8300  0,000084
LDL (mg/dI) 117,00 99,00 141,00 94,00 71,00 112,00  0,000344
TG (mg/dl) 101,50 74,00 134,00 61,00 49,00 8300  0,000001
Glukoza (mg/dl) 95,00 89,00 104,00 90,00 85,00 9400  0,012628
Insulina (WU/ml) 9,70 7,80 13,70 5,80 4,50 790  0,000000
Wskaznik HOMA-IR 2,25 1,85 3,380 1,25 1,01 1,78 0,000001

p — istotno$¢ statystyczna roznicy zmienne;j

Wisrod kobiet obu grup, z parametréw biochemicznych krwi, jedynie st¢zenie cholesterolu
calkowitego okazalo si¢ nieistotnie statystycznie (p=0,752836). Roznice pozostatych
zmiennych byty istotne statystycznie dla stezenia glukozy (p=0,012628) oraz wysoko istotne

statystycznie dla pozostatych badanych parametrow.
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Tabela IX. Wybrane parametry biochemiczne krwi na czczo wéréd mezczyzn obu badanych grup.

Grupa badana Grupa kontrolna
Zmienna . Dolny Gorny . Dolny Gorny
Med Med
ediana Kwartyl. Kwartyl. ediana Kwartyl. Kwartyl. P

Cholesterol catkowity (mg/dl) 216,00 189,00 236,00 187,00 170,00 214,00 0,085374

HDL (mg/dI) 43,00 38,00 47,00 46,50 42,00 51,00  0,145341
LDL (mg/dI) 142,00 119,00 156,00 104,50 98,00 124,00  0,014799

TG (mg/dl) 153,00 109,00 216,00 98,50 78,00 108,00  0,012145
Glukoza (mg/dl) 102,00 90,00 110,00 94,00 90,00 97,00  0,164307
Insulina (wU/ml) 14,40 9,30 16,90 7,50 6,30 850  0,000571
Wskaznik HOMA-IR 3,65 2,22 4,55 1,75 1,42 1,90  0,000571

P — istotnos¢ statystyczna roznicy zmiennej

U mezczyzn istotne roéznice w parametrach biochemicznych krwi wykazano
W stezeniach na czczo: cholesterolu frakcji LDL (p=0,014799), triglicerydow (p=0,012145),
insuliny (p=0,000571) oraz wskaznika HOMA-IR (p=0,000571). Nieistotne statystycznie
okazalo si¢ stezenie na czczo cholesterolu catkowitego (p=0,085374), cholesterolu HDL
(p=0,145341) oraz glukozy (p=0,164307).

4.6. Analiza obecnosci alleli SNP rs7849

Podczas sekwencjonowania fragmentu genu SCD zawierajacego SNP rs7849
stwierdzono wsrod pacjentow obecno$¢ homozygot TT, ktorych w grupie badanej byto 81,3%
(n=61), a w grupie kontrolnej — 44% (n=18). Natomiast heterozygoty w grupie badanej
stanowity 18,7% (n=14), a w grupie kontrolnej 49% (n=20). Nie zaobserwowano homozygot
CC w grupie badanej, a w grupie kontrolnej stanowity one 7% obserwacji (n=3). Wyniki
przedstawiono w Tabeli X.

Tabela X. Liczebnos¢ wariantow alleli wsrod pacjentow obu badanych grup (kobiet i mezczyzn).

Allel Grupa badana Grupa kontrolna
TT 81,3%(n=61) 44%(n=18)
TC 18,7% (n=14) 49%(n=20)
cc - 7%(n=3)

Zostata sprawdzona liczebno§¢ wariantéw alleli wsrod fenotypoéw TOFI oraz FOTI
Z podziatem na pacjentdw z otyloscig oraz z prawidlowa masg ciala. Wyniki przedstawiono

w Tabeli XI.
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Tabela XI. Liczebno$¢ wariantow alleli wsrod fenotypow TOFI i FOTI z podziatem na grupe badana i
kontrolng (kobiet i m¢zczyzn).

TOFI FOTI
Allel Grupa badana  Grupa kontrolna  Grupa badana  Grupa kontrolna
TT 80% (n=60) 40% (n=16) 1,3% (n=1) 4,9% (n=2)
TC 17,4% (n=13)  35,6% (n=15) 1,3% (n=1) 12,2% (n=5)
cc - 7,3% (n=3)

Homozygoty TT reprezentujace fenotyp TOFI stanowity 80% (n=60) grupy badanej,
a homozygoty TT reprezentujace fenotyp FOTI stanowity 1,3% (n=1) grupy badanej. Odsetek
heterozygot TC z fenotypem TOFI w grupie badanej wynosit 17,4% (n=13), a FOTI 1,3%
(n=1). W grupie kontrolnej odsetek os6b homozygotycznych TT z fenotypem TOFI stanowito
40% (n=16) grupy, a reprezentujace fenotyp FOTI 4,9% (n=2). Heterozygoty TC z fenotypem
TOFI stanowity 35,6% (n=15), a z fenotypem FOTI 12,2% (n=5). Homozygoty CC
zaobserwowano tylko w grupie kontrolnej i tylko wsrod osob z fenotypem TOFI —7,3% (n=3).

Na podstawie liczebnosci genotypdw, obliczona zostata warto$¢ heterozygotycznos$ci
obserwowanej (Ho) oraz heterozygotycznosci spodziewanej (He). W Tabeli XII. zostaty
przedstawione wyniki powyzszych analiz.
Tabela XI1. Heterozygotyczno$¢ obserwowana (Ho) oraz heterozygotyczno$¢ spodziewana (He) wsrod

badanych pacjentéw z podziatem na wariant allelu.

Liczba stopni

Allel Ho He P
swobody
TT 0,681034483 0,68489893 2 1,000000
TC 0,293103448 0,299643282 2 1,000000
CcC 0,034482759 0,032773484 2 1,000000

p — istotno$¢ statystyczna

Stwierdzono, ze heterozygotyczno$¢ obserwowana dla homozygot TT wyniosta
0,681034483, a spodziewana 0,68489893, dla heterozygot TC heterozygotycznosé¢
obserwowana wyniosta 0,293103448, a spodziewana 0,299643282, natomiast dla homozygot
CC heterozygotyczno$¢ obserwowana wyniosta 0,034482759 a spodziewana 0,032773484.
Liczba stopni swobody wyniosta 2. We wszystkich przypadkach rdéznice nie byty istotne
statystycznie, zatem cata badana grupa pacjentéw (z otytoscig oraz prawidlowa masa ciata) byta

w rownowadze Hardy’ego-Winberg’a.
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4.7. Analiza wptywu alleli SNP rs7849 na paramtery biochemiczne krwi.

Sprawdzono czy wariant allelu moze mie¢ wplyw na parametry biochemiczne krwi.
W tym celu oceniono czy stezenia badanych parametrow w surowicy krwi na czczo rdznig si¢
istotnie statystycznie w grupie pacjentow, u ktorych nie obserwowano allelu C wzgledem
pacjentow, u ktorych ten allel obserwowano. Wyniki przedstawiono w Tabeli XIII.
Tabela XI11. Réznice statystyczne pomiedzy allelami T i C a parametrami biochemicznymi w Krwi w

calej grupie (0sob obu pici z otyloscig 1 prawidtowg masg ciata).

Pacjenci bez Pacjenci z allelem C (TC,
Zmienna allelu C (TT; n=79) CC; n=37) P

Mediana Q1-Q3 Mediana Q1-Q3
Cholesterol catkowity (mg/dl) 197,00 179,00 - 232,00 199,0000 181,00 - 219,00 0,822711
HDL (mg/dI) 48,00 43,00 - 60,00 60,0000 53,00 - 71,00 0,000210
LDL (mg/dl) 119,00 97,00 - 149,00 104,0000 82,00 - 130,00 0,048229
TG (mg/dl) 108,00 74,00 - 153,00 78,0000 57,00- 101,00 0,001013
Glukoza (mg/dl) 97,00 90,00 - 106,00 90,0000 83,00 - 94,00 0,000016
Insulina (WU/ml) 11,10 8,60 - 15,10 5,8000 4,80 - 6,30 0,000000
Wskaznik HOMA-IR 2,59 2,01 -3,89 1,2200 1,04 -1,45 0,000000

P — istotnos¢ statystyczna

Zaobserwowano, ze pacjenci, ktorzy posiadajg allel C r6znig si¢ istotnie od pacjentéw,
ktorzy tego allelu nie posiadaja pod wzgledem stgzenia w surowicy Krwi na czczo: cholesterolu
HDL (p=0,000210), cholesterolu LDL (p=0,048229), triglicerydow (p=0,001013), glukozy
(0,000016), zawartosci insuliny (p=0,000000) oraz wskaznika HOMA-IR (p=0,000000).
Pacjenci posiadajacy allel C charakteryzowali si¢ nizszymi stezeniami: cholesterolu LDL,
triglicerydoéw, glukozy, insuliny oraz nizszym wskaznikiem HOMA-IR. Mieli oni natomiast,
wyzsze stezenie frakcji HDL cholesterolu w poréwnaniu do pacjentéw bez allelu C (TT).
Nastepnie sprawdzono, czy posiadanie wariantu allelu C w SNP rs7849 jest istotnym
statystycznie czynnikiem roznicujacym stezenia wybranych parametréw biochemicznych

w surowicy krwi. Wyniki przedstawiono w Tabeli XIV.
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Tabela XIV. Analiza posiadania allelu C jako czynnika wptywajacego na stgzenia wybranych

parametrow biochemiczny krwi w calej grupie (0sob z otytoscig i prawidlowa masg ciata, kobiet i

mezZczyzn).
Stopnie
Zmienna swobody F p
Cholesterol catkowity (mg/dl) 1 0,038 0,846200
HDL (mg/dI) 1 10,600 0,001490
LDL (mg/dl) 1 4,273 0,040992
TG (mg/dl) 1 6,2259 0,014022
Glukoza (mg/dI) 1 11,666 0,000883
Insulina (pU/ml) 1 33,9754 0,000000
Wskaznik HOMA-IR 1 27,4984 0,000001

p — istotno$¢ statystyczna

Jednoczynnikowa analiza wariancji potwierdzita istotno$¢ statystyczng posiadania
allelu C jako czynnika wplywajacego na st¢zenia: cholesterolu HDL (p=0,001490),
cholesterolu LDL (p=0,040992), triglicerydow (p=0,014022), glukozy (p=0,000883), insuliny
(p=0,000000) oraz wskaznika HOMA-IR (p=0,000001). Nieistotny statystycznie okazat si¢
jedynie wptyw na stezenie cholesterolu catkowitego (p=0,846200). Potwierdzono tym samym,
ze osoby posiadajace allel C (CT oraz CC), charakteryzowaty si¢ nizszymi stgzeniami badanych
parametroOw w surowicy krwi.

Aby sprawdzié, czy tylko wariant allelu C (TC, CC) wplywa na gospodarke lipidowa
i weglowodanowa, sprawdzono czy stezenie badanych parametrow w surowicy na czczo réznig
si¢ istotnie wewnatrz grupy pacjentow z otyloscig (Tabela XV) oraz wsrdd pacjentow
z prawidlowa masg ciala (Tabela XVI) z podzialem na obecnos$¢ allelu C.

Tabela XV. Réznice statystyczne pomigdzy allelami T i C a parametrami biochemicznymi w krwi

Wewnatrz grupy pacjentow z otytoscig (osob obu pici).

Pacjenci bez Pacjenci z allelem C (TC, CC;
Zmienna allelu C (TT; n=61) n=14) P
Mediana Q1-Q3 Mediana Q1-Q3

Cholesterol catkowity (mg/dl) 203,00 181,00-23200 216,00 1283?1'080' 0,4285

HDL (mg/dl) 47,00 42,00 - 56,00 54,00 50,00 - 60,00 0,0421

LDL (mg/dI) 123,00 10400-15400 130,50 110(;‘1'080' 0,6939

TG (mg/dI) 118,00 83,00 - 158,00 101,00 78,00 - 151,00 0,2876

Glukoza (mg/dl) 99,00 90,00 - 106,00 90,50 82,00 - 94,00 0,0128
Insulina (nU/ml) 13,10 9,40 - 16,70 6,10 5,00 - 6,30 0,000000
Wskaznik HOMA-IR 3,09 2,23-4,32 1,30 1,09 - 1,48 0,000000

p — istotno$¢ statystyczna
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Tabela XVI. Réznice statystyczne pomiedzy allelami T i C a parametrami biochemicznymi w krwi

wewnatrz grupy pacjentéw z prawidtowa masg ciata (osob obu pici).

Pacjenci bez

Zmienna allelu C (TT: n=18) Pacjenci z allelem C (TC, CC; n=23) p
Mediana Q1-Q3 Mediana Q1-Q3

Cholesterol catkowity (mg/dl) 186,50 180,00 - 209,00 196,00 172,00 - 232,00 0,8201

HDL (mg/dl) 55,00 55,00 - 74,00 62,00 47,00 - 82,00 0,2642

LDL (mg/dl) 103,00 71,00 - 115,00 97,00 86,00 - 116,00 0,4231

TG (mg/dl) 71,500 52,00 - 84,00 65,00 54,00 - 99,00 0,5027

Glukoza (mg/dl) 92,50 83,00 - 94,00 88,50 90,00 - 98,00 0,0197
Insulina (pU/ml) 8,20 4,30-6,20 5,600 7,30-9,00 0,000000
Wskaznik HOMA-IR 1,96 1,01-1,39 1,130 1,50 - 2,22 0,000000

p — istotno$¢ statystyczna

W grupie pacjentéw z otyto$cig (pomiedzy pacjentami z obserwowanym allelem C i bez
obserwacji allelu C) odnotowano istotne statystycznie réznice w st¢zeniach cholesterolu HDL
(p=0,0421), glukozy (p=0,0128), insuliny (p=0,00000) oraz wskaznika HOMA-IR
(p=0,00000). Natomiast nieistotne okazaty si¢ stezenia cholesterolu catkowitego, cholesterolu
LDL oraz triglicerydow. Wérod pacjentow z prawidlowa masa ciata (pomigdzy pacjentami
z obserwowanym allelem C i bez obserwacji allelu C) istotnie roznity si¢ st¢zenia glukozy
(p=0,0197), insuliny (p=0,00000) oraz wskaznik HOMA-IR (p=0,00000). W tej grupie,
stwierdzono brak istotnosci statystycznej w st¢zeniach cholesterolu catkowitego, cholesterolu

HDL, cholesterolu LDL oraz triglicerydow.
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V. Dyskusja

Do pierwszych dziesigcioleci ubiegltego stulecia otylo$¢ byla uwazana za symbol
pigkna, zdrowia i bogactwa. W okresach gtodu, kiedy wielu ludzi umierato z tego powodu,
nadwaga byta wrecz czynnikiem ochronnym. W niektorych kulturach zwigkszanie masy ciata
bylo 1 nadal jest celowo wykorzystywane w celu uczynienia cztowieka atrakcyjnym do
matzenstwa (111). Dla kazdego czlowieka, tzw. ,,normy” ciala lub preferencje dotyczace
rozmiaru ciata mogg ksztattowa¢ indywidualne wybory. W spoteczenstwach, w ktorych duzy
rozmiar ciata jest uwazany za pickny (jak np. na niektorych wyspach Pacyfiku)(112), otytos¢
moze rozwijac si¢ szybciej niz w krajach takich jak Japonia, gdzie norma spoteczna faworyzuje
,mate ciato” (113). Z drugiej strony etnograficzne badania terenowe w dwoch krajach o
wysokim rozpowszechnieniu otyto$ci, Nauru i Samoa, sugeruja, ze interwencje dotyczace
otylosci niekoniecznie byty nieskuteczne, ale kolidowaty z lokalnymi normami ciata — wrecz
przeciwnie, wydawaly si¢ zawodzi¢, poniewaz na nowo definiowaty normy ciala w sposob,
ktory przeciwdziatat zamierzonemu celowi (114).

Pandemia otylo$ci rozpoczela si¢ w krajach o wysokich dochodach w latach 70. XX
wieku, a nastgpnie w wiekszosci krajow o $rednich dochodach, a ostatnio w niektorych krajach
o niskich dochodach (4). Ten wzorzec sugeruje, ze rosngcy poziom otylosci zbiega si¢
Zz poprawg gospodarki 1 bogactwa. Jak pokazujg przyktady z Brazylii 1 innych krajow
rozwijajacych sie, rozpowszechnienie otylosci zwykle wzrasta najpierw u 0sob o wyzszym
statusie spoteczno-ekonomicznym na obszarach miejskich, a nast¢pnie przesuwa si¢
w kierunku grup o nizszym statusie spoteczno-ekonomicznym, glownie na obszarach
wiejskich, rownolegle z poprawiajacg si¢ gospodarka danego kraju (115, 116).

Jak juz zostalo wspomniane, otylos¢ jest wynikiem wzajemnego oddziatywania
czynnikéw heterogenicznych, wynikajacych ze sposobu odzywiania si¢ danej osoby,
aktywnosci fizycznej oraz indywidualnych uwarunkowan wydatku energetycznego. Biorac pod
uwage rozpowszechnienie na catym §wiecie diety zawierajacej wysoki poziom weglowodanow
1 thuszczu, o duzej gestosci energetycznej 1 niskiej zawartosci btonnika, mozna by oczekiwac,
ze u kazdego rozwinie si¢ otyto$¢ w tych warunkach. Te zmiany w systemie Zywnosciowym sg
niewatpliwie waznym motorem pandemii otytosci. Jednak w danym srodowisku — od kraju do
miasta, dzielnicy, a nawet rodziny — masa ciata znacznie si¢ ro6zni (4). Podejrzewa sie, ze
efekty genetyczne i/lub epigenetyczne, a takze czynniki behawioralne sg waznymi
modulatorami lub moderatorami rownowagi energetycznej. Niektore cechy lezace u podstaw

heterogenicznej odpowiedzi biologicznej na wspolne srodowiska nie wystepuja tylko u ludzi.
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Na przyktad szczep myszy C57BL/6 (ktory jest czesto uzywany jako mysz kontrolna) jest
odporny na otylo§¢ wywotang dietg wysokottuszczowg (117). Zmienno$¢ genetyczna tylko w
Kilku loci genetycznych moze wyjasnia¢ t¢ inng odpowiedz na ,,wyzwalacze pokarmowe”
wywotujace otyto$¢ w tym modelu mysim (117). Oczywiscie u ludzi ich nawyki zywieniowe
moga réwniez obejmowaé wyuczone lub nabyte zachowania, w tym rytmy positkow,
podjadanie, wzorce zywieniowe (takie jak nagradzanie si¢ slodyczami), jak rowniez
preferowanie okreslonych ¢wiczen fizycznych lub odpoczynku biernego. Oprocz takich roéznic
behawioralnych, czynniki biologiczne (w tym brak Iub niska jako$¢ snu, czynniki
psychologiczne, stygmatyzacja masy ciala i dyskryminacja) moga mie¢ istotny wpltyw na
przyrost masy ciata (118, 119). Czynniki spoteczno-kulturowe moga rowniez prowadzi¢ do
modyfikacji epigenetycznych w patogenezie otylosci, w tym starszy wiek kobiet w momencie
pierwszego porodu, dtuzsze narazenie kobiet w wieku rozrodczym na $rodowisko powodujace
otylo$¢ i stresory spoteczne, ktore moga prowadzi¢ do znacznych zmian epigenetycznych

W podatnosci na otyto$¢ oraz mogg mie¢ wplyw na potomstwo (efekt matczyny).

5.1. Zmiennos$¢ genu MT-ATP6

Wspotczesne badania podkreslaja znaczenie masy mitochondrialnej w bialej tkance
thuszczowej (WAT)(120). Komoérki thuszczowe myszy ob/ob wykazuja zmniejszong masg
mitochondrialng i zmieniong struktur¢ mitochondrialng. Zmniejszong mas¢ mitochondrialng
normalizuje si¢ (czyli si¢ zwigksza) przy leczeniu rozyglitazonem lub tiazolidynodionem.
Tiazolidynodiony promujg roznicowanie komorek ttuszczowych poprzez aktywacje PPAR-y.
Zmniejszaja ekspresje leptyny 1 czynnika martwicy nowotworéw o (TNFa), jednoczes$nie
zwigkszajac ekspresje lipazy lipoproteinowej, biatka wigzacego lipidy adipocytow (aP2)
i receptora GLUT- 4 (ktory odgrywa kluczowag role w ulatwianiu transportu glukozy do
adipocytow 1 migséni szkieletowych) (121). Leczenie zwigksza wrazliwo$é na insuling (122),
czemu towarzyszy zwigkszone utlenianie kwasow ttuszczowych w adipocytach. Mitochondria,
ze wzgledu na swoja role w produkcji energii, w ludzkich biatych komorkach ttuszczowych
maja rowniez znaczenie dla wydatkowania energii catego organizmu. Produkcja ciepta
w adipocytach os6b z otyloScig wzrasta po redukcji masy ciata, co wskazuje na role
mitochondriow w ludzkich biatych komorkach ttuszczowych w wymianie energii i oksydacji
kwasow tluszczowych (123). Traktowanie ludzkich komorek thuszczowych forskoling
(czynnikiem indukujacym cAMP) zwieksza liczbe kopii mtDNA i utlenianie kwasow
thuszczowych w komorkach (124). Stwierdzono, ze ekspresja gendw kontrolujacych

fosforylacje oksydacyjng w mitochondriach jest obnizona w trzewnej tkance tluszczowe;j
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pacjentdw z cukrzycg typu 2 (125). Natomiast w innych badaniach wykazano, ze glitazony
indukujg biogenez¢ mitochondrialng w ludzkim WAT in vivo u pacjentéw z cukrzyca typu 2
(124, 126). Ponadto wiclonienasycone kwasy tluszczowe n-3, o ktéorych wiadomo, ze
zapobiegajg otytosci 1 insulinoopornos$ci, zwigkszajg biogeneze mitochondriow w bialej tkance
thuszczowej poprzez biogeneze mitochondrialng, wzrost ekspresji genow tkanki tluszczowej
(wtym kilku genéw zaangazowanych w utlenianie kwasow tluszczowych) oraz réwniez
wplywa na poprawe ogdlnego wychwytu glukozy stymulowanej insuling (124, 126, 127).

W niniejszej pracy analizowano gen MT-ATP6 mtDNA, w celu oszacowania jego
zmiennosci oraz stopnia spokrewnienia u pacjentdw z roznym stanem odzywienia (otytos¢ vs.
prawidlowa masa ciata). Wiadomym jest, ze haplotypy odnosza si¢ do kombinacji alleli
markerowych, ktoére sg zlokalizowane blisko siebie lub na tym samym chromosomie i1 ktére
maja tendencj¢ do wspolnego dziedziczenia. Dzigki dostgpnos$ci markeréw polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu o wysokiej gestosci, haplotypy odgrywaja wazng role w badaniach
asocjacyjnych (128). Haplotypy maja kluczowe znaczenie dla zrozumienia wzorca
disekwilibrum !gcznosci (LD — ang. linkage disequilibrum) w ludzkim genomie, co jest
niezbedne do badan asocjacyjnych (129, 130). LD odnosi si¢ do nielosowych asocjacji alleli w
haplotypach (131). Haplotypy méwig nam bezposrednio, w jaki sposob allele sa zorganizowane
wzdtuz nici DNA 1 odzwierciedlajg wzor dziedziczenia w trakcie ewolucji. Metody oparte na
haplotypach moga by¢ silniejsze niz te oparte na pojedynczych markerach w badaniach
asocjacyjnych mapowania ztozonych genow chorobowych (128).

Taka zalezno$§¢ mamy widoczng w niniejszych badaniach, gdzie wspotczynnik
odlegtosci genetycznej Fst wyniost 0,0046, co w skali Wrighta oznacza, ze brak jest roznic
genetycznych. Dodatkowo nie wykazano zadnych rdéznic przy tworzeniu drzewa
filogenetycznego pomiedzy wyodrebnionymi haplotypami w badanych grupach, jak réwniez
nie byto indywidualnych réznic genetycznych u badanych osob. Natomiast, sie¢ haplotypowa
ukazuje duze zroznicowanie miedzy kilkoma hapolotypami gdzie liczba mutacji od glownych
haplotypow wynosi kilkadziesigt. Dwa gtoéwne wezly haplotypowe — H1 i H6 — sg
charakterystyczne zarowno dla pacjentow z prawidtowa masg ciata jak i z otytoscia. Jednak,
w obu grupach widoczne sa haplotypy charakterystyczne, ktore nie grupuja si¢ w dwa rdzne
wezty. Haplotypy charakterystyczne odchodzg od gtownego wezta H1 oraz H6. Haplotypami
charakterystycznymi dla osob z prawidtowg masg ciata sg: H33, H38, H42, H49, H50 i H52
I posiadajg one co najmniej 40 mutacji, co sugerowatoby duza odlegto$¢ genetyczng. Lecz tak
jak wczesniej wspomniano, drzewo filogenetyczne tego nie potwierdza. Tak duze odlegtosci

genetyczne w sieci haplotypowej wskazuja, ze na przestrzeni lat moglo dochodzi¢ do
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rozdzielenia si¢ linii mitochondrialnych w populacji ludzkiej. Faworyzowanie konkretnych
cech, w tym przypadku zmniejszone wydatkowanie energetyczne, doprowadzito do utworzenia
nowej linii, w ktorej dobor faworyzujacy mogt ta ceche uwydatni¢. Pomimo dziatania doboru
faworyzujacego, silny charakter konserwatywny mtDNA doprowadzit do pozostania innych
historycznych linii, ktore sa widoczne w sieci. Niestety, ze wzgledu na zbyt duzy stopien
spokrewnienia ludzi, w drzewach filogenetycznych, tak jak we wskazniku Fst, nie ma zadnego
istotnego zroznicowania genetycznego. Rowniez proby stworzenia outgrup’y wykazatly, ze
pomimo dwoéch odrgbnych gatunkow — naczelne grupuja si¢ w mtDNA razem z czlowiekiem.
W niniejszym badaniu nad genem MT-ATP6, w grupie pacjentow z otytoscig stwierdzono
wyzszg ilo§¢ haplotypow (wigksze zroznicowanie haplotypowe), co sugeruje, ze populacja
ludzka jest bardziej podatna na otytos¢. Jednoczesnie, mniejsza ilos¢ haplotypow w grupie
kontrolnej potwierdza, ze osoby z prawidlowa masa ciata, genetycznie stanowig mniej
zrdznicowang grupg. Jednakze trzeba pamigtaé, ze mtDNA jest dziedziczone w linii matczynej,
a na ilo$¢ tkanki thuszczowej wptywaja geny jadrowe (ktore sg dziedziczone po obu rodzicach)
oraz czynniki epigenetyczne. Populacja ludzka, jak kazda populacja zwierzat, poddaje si¢
doborowi naturalnemu, a populacja ludzka dodatkowo doborowi faworyzujacemu konkretne
cechy fenotypowe (m.in. ilo$¢ 1 lokalizacje tkanki thuszczowej). W historii ludzko$ci mamy
rézne okresy, w ktoérych faworyzowane byty osoby z otyloscia, co sugerowato zamoznos¢é.
Bardzo mozliwe, ze te okresy wptynety na wytworzenie tzw. linii ewolucyjnej mtDNA, ktora
spowodowata duze zrdznicowanie genetyczne wsrod osob z otylo$cig, a mniejsze u osob
Z prawidlowg masg ciala.

Nastepnym celem niniejszej pracy, byto poszukiwanie zalezno$ci genetycznych genu
MT-ATP6 mtDNA a fenotypami rozmieszczenia tkanki ttuszczowej brzusznej (TOFI; FOTI).
Fenotyp TOFI charakteryzuje si¢ podwyzszong zawarto$cig trzewnej tkanki tluszczowej oraz
zmniejszeniem - podskornej. Wystgpowanie tego fenotypu tkanki thuszczowej w otytosci wiaze
si¢ ze zmniejszong wydolnoscig fizyczng 1 nizsza wrazliwo$cig na insuling oraz zwigkszong
aterogenno$cig profilu lipidowego 1 wyzszym ryzykiem wystgpienia niealkoholowego
stluszczenia watroby. Fenotyp TOFI moze réwniez wystepowac u osob z prawidtowg masag
ciata i wowczas predysponuje do rozwoju zespotu metabolicznej otytosci z prawidtowa masa
ciata (MONW) (106). Masa ciala pacjentow z zespotem MONW miesci si¢ w zakresie normy,
ale zaobserwowano u nich zwigkszony obwodd talii. Jest to zwigzane z nieprawidtowym
sktadem ciata, ktorego dysproporcja polega na znacznie zwickszonej zawartosci tkanki
thuszczowej trzewnej i niskiej bezthuszczowej masie ciala. Prowadzi to do rozwoju zaburzen

metabolicznych, typowych dla otytosci, takich jak: insulinoopornos¢, wysokie stezenie
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triglicerydow i niskie — frakcji HDL cholesterolu oraz podwyzszonego poziomu biomarkerow
zapalnych, a takze do wystgpienia chordb, rozwijajacych si¢ na podtozu tych zaburzen (132).
Drugi fenotyp otylosci FOTI cechuje si¢ duzym nagromadzeniem tkanki podskorne;,
a niewielkim — trzewnej. Wigze si¢ on z nadmierng masg ciala u pacjenta, pomimo ktorej nie
wystepuja zaburzenia metaboliczne (106).

Zaburzenia i choroby metaboliczne u oséb z TOFI nie sa uwarunkowane jedynie przez
czynniki zwigzane z tym fenotypem otytosci, ale sg takze nastepstwem nieprawidlowego
sposobu zywienia oraz niewtasciwego stylu zycia. Przyktadem jest zmniejszona wrazliwos¢ na
insuling, do ktorej predysponuje fenotyp TOFI, ale rowniez siedzacy tryb zycia. Natomiast
odpowiednie zywienie i odpowiednia aktywnos¢ fizyczna, moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia
wrazliwosci na insuling. Rola diety u 0s6b z fenotypem TOFI jest szczeg6lnie istotna, poniewaz
te osoby sg grupa zwigkszonego ryzyka rozwoju chorob metabolicznych (106).

Jest kilka metod okreslania fenotypu TOFI, ale jedna z najdoktadniejszych jest
tomografia komputerowa, poniewaz umozliwia oszacowanie wystgpowania tkanki thuszczowe;j
podskornej i trzewnej w catym ludzkim organizmie (106). Innymi uznanymi metodami jest
metoda DXA oraz rezonans magnetyczny, jednak sg to metody drogie i wcigz wykorzystywane
jedynie w celach naukowych. Dlatego w niniejszej pracy do wyznaczenia oséb z brzusznym
rozmieszczeniem tkanki thuszczowej typu TOFI oraz FOTI uzyto metody bioimpedancji,
skanujac tkanke ttuszczowa na wysokosci pasa. Nastepnie okreslano wskaznik oszacowanego
pola tkanki tluszczowej trzewnej wzgledem pola tkanki thuszczowej podskornej (VAT/SAT
ratio).

W niniejszym badaniu wigkszo$¢ pacjentow reprezentowata fenotyp TOFI (wystgpowat
on u 96% kobiet z otytoscig i 100% mezczyzn oraz az u 81% kobiet z prawidtowa masg ciata i
90% mezczyzn z grupy kontrolnej), co wskazywalo na duzg zawarto§¢ w ich ustroju tkanki
thuszczowej trzewnej. Nieprawidtowo$ci zwigzane z dystrybucja tkanki tluszczowej sa
Kluczowym elementem diagnostycznym, a rozwdj zaburzen metabolicznych wzrasta przy
nadmiernej zawarto$ci wisceralnej tkanki tluszczowej. Kiedy SAT wyczerpuje swoje
mozliwos$ci magazynujace, tj. rozrasta si¢ do maksymalnych rozmiarow (zawarto$¢ podskorne;
tkanki thuszczowej przekracza warto$¢ 120 c¢cm?)(108), TG s magazynowane W VAT, co
powoduje jej dalszy rozrost (85). W literaturze podawane sg rowniez inne fenotypy
rozmieszczenia tkanki tluszczowej w ustroju i oprécz fenotypow TOFI 1 FOTI wystepuja
fenotypy FOFI (fat outside, fat inside; otyly na zewnatrz, otylty w $rodku) oraz TOTI (thin
outside, thin inside; chudy na zewnatrz, chudy wewnatrz) (94). Jednak, na obecng chwile, nie

podano standardéw wyrdzniania tych fenotypow. W niniejszym badaniu, u czesci pacjentow
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VATI/SAT ratio bylto bliskie jednosci, co utrudniato sklasyfikowanie ich do fenotypu TOFI lub
FOTI.. Tacy pacjenci wystepowali w obu grupach 1 mogli by¢ fenotypem FOFI albo TOTI.
Przyjeto jednak klasyfikacje fenotypu TOFI, gdy VAT/SAT ratio byt wigkszy niz 1, natomiast
gdy wskaznik VAT/SAT ratio byt mniejszy badz réwny 1, klasyfikowano do fenotypu FOTI.

Stwierdzono, ze wsérdd fenotypow TOFI najliczniejszymi haplotypami byt HI1
wystepujacy u 36,2% 0sob z tym fenotypem oraz haplotyp H6 wystepujacy u 11,2% osob (byt
reprezentowany tylko ws$rod fenotypu TOFI). Zaobserwowano, ze haplotypami
reprezentatywnymi dla fenotypu FOTI byly H24, H33, H35, H40, H42, H49 i H50.
Charakterystyczne haplotypy dla osob z TOFI oraz FOTI, ktére zostaly przedstawione, moga
rowniez potwierdza¢ wczesniejsza teori¢ o linii ewolucyjnej i doborze faworyzujacym.
Pomimo stopniowego usuwania cech takich jak lepsze wydatkowanie energetyczne z populacji
ludzkiej, zachowaly si¢ linie w mtDNA, ktore historycznie charakteryzowaly si¢ lepsza
przemiang metaboliczng. Jednak ze wzgledu na malg ilo$¢ pacjentdw z fenotypem FOTI, nie
ma mozliwosci szczegotowo sprecyzowac czy genetycznie jest to istotne.

Podsumowujac, gen MT-ATP6 kodujacy syntaze ATP posiada kilka haplotypow/wersji
nawet w tak matej populacji jak populacja regionalna. Pomimo braku zréznicowania gatezi
w drzewie filogenetycznym i braku zréznicowania w statystyce F, sie¢ haplotypow wykazata
istotne roznice w kodzie genetycznym MT-ATP6. Historyczny zarys zrdznicowania
genetycznego w mtDNA nie wykazat znaczacych réznic pomigdzy pacjentami oraz pomigdzy
grupa badang i kontrolng. Historyczny dobdr faworyzujacy i adaptacje do nowych warunkéw
zywieniowych prawdopodobnie wyparty osoby bez predyspozycji do otytosci. Praktyczny brak
roznic genetycznych w mtDNA, sugeruje, ze populacja ludzka jest podatna na otytos¢. Mimo
tego, sie¢ haplotypow ukazuje linie, ktore si¢ r6znig od gtdéwnych weztow, co moze pokazywac,
ze w populacji sg jeszcze osoby nalezace do linii z lepszym wydatkowaniem energii. Fakt ten
moze potwierdzi¢ bardzo maty procentowy udziat oso6b z fenotypem FOTI wsrdd pacjentow
zaro6wno w grupie badanej jak 1 kontrolnej. Aby sprawdzi¢, jak mutacje wptywaja na kodowane
biatka i ich funkcje, potrzebne sg rowniez badania oksygraficzne, badania tempa metabolizmu
podstawowego (BMR —ang. basal metabolic rate) czy zbadanie ekspresji genu w odpowiednich
tkankach tluszczowych, oczywiscie zachowujac podziat na haplotypy. Wprowadzenie
haplotypéw czy przynaleznosci do linii ewolucyjnej jako markeréw predyspozycji do
wystepowania otytosci (gdzie obecnie koszt badania sekwencji jest bardzo przystepny dla
pacjentow) oraz okreslenie fenotypow TOFI lub FOTI, pozwolitoby na wprowadzenie

odpowiedniej profilaktyki otytosci.
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5.2. Polimorfizmy genu SCD a gospodarka weglowodanowa i lipidowa badanych osob

SCD koduje desaturaz¢ zlokalizowang w btonie retikulum endoplazmatycznego, ktora
przede wszystkim przeprowadza desaturacj¢ kwasu palmitynowego do kwasu
palmitoleinowego, kwasu stearynowego do kwasu oleinowego, zwigkszajac w ten sposob
stosunek jednonienasyconych kwaséw thuszczowych do nasyconych kwasow ttuszczowych. U
bydta, badania wykazaty powigzania migdzy tym genem, a sktadem kwasow ttuszczowych
zarowno w miesie, jak i w mleku (133, 134). Badania wykazaty, ze ekspresja genu SCD jest
regulowana dieta, zwlaszcza wielonienasyconymi kwasami thuszczowymi z rodziny n-6 i n-3,
ale takze hormonami i czynnikami srodowiskowymi (65).

Do tej pory zidentyfikowano cztery izoformy SCD myszy (1-4) i dwie izoformy ludzkie
(115). Umyszy SCD1 ulega wszechobecnej ekspresji i wykazuje wyzsza ekspresj¢ w tkankach
metabolicznych. Podobnie jak SCD1, SCD2 jest wszechobecny w wigkszosci tkanek
z wyjatkiem watroby dorostych myszy. Mysi SCD3 ulega ekspresji gléwnie w gruczole
Hardera, gruczole napletkowym oraz w dojrzatych gruczotach tojowych skory (135), podczas
gdy izoforma SCD4 ulega ekspresji glownie w sercu (65). Podobnie jak mysi SCD1, ludzki
SCD1 jest poddawany ekspresji w tkankach lipogenicznych, podczas gdy ludzki SCD5 ma
ekspresje w mozgu i trzustce (136). Gen SCD ulega silnej ekspresji w watrobie i tkance
thuszczowej 1 koduje enzym retikulum endoplazmatycznego, SCD1 (137). SCD1 jest enzymem
ograniczajacym szybkos$¢, ktory katalizuje biosynteze nasyconych kwasow ttuszczowych
palmitynowego i stearynowego do jednonienasyconych kwasoéw tluszczowych, odpowiednio
palmitoleinowego i oleinowego (138). MUFA sa sktadnikami triglicerydéw, poniewaz
prawdopodobnie sg wytwarzane w poblizu enzymu acylotransferazy diacyloglicerolu (139).
W zwigzku z tym sugeruje si¢, ze podwyzszona aktywnos$¢ genu SCD1 w watrobie moze
powodowa¢ nadmierne odktadanie si¢ triglicerydow, co nastgpnie wywotatoby u czgsci ludzi
rozwdj sttluszczenia watroby (77). Ponadto dodatkowe triglicerydy moga by¢ wchtaniane przez
czasteczki lipoprotein 0 bardzo matej gestosci i przenoszone do tkanki thuszczowej i innych
miejsc, co moze przyczyni¢ si¢ do wystapienia otylosci (137). Te dwa mechanizmy zostaty
powigzane z opornoscig na insuling (140). Dodatkowo zmniejszong aktywnos¢ SCD1
przypisywano zwickszone] ekspresji genow zaangazowanych w [-oksydacje kwasow
thuszczowych 1 zmniejszonej ekspresji gendw zaangazowanych w synteze kwasow
thuszczowych (141). Rzeczywiscie, badania wykazaty, ze myszy ze spontaniczng lub celowang
delecja genu SCD1 sg chronione przed hipertriglicerydemig (65), sttuszczeniem watroby (65,
84), otytoscig (79, 141) i opornoscig na insuling (86). Z drugiej strony istniejg dowody na to,
ze podwyzszona aktywnos¢ SCDI1 moze zapewnia¢é obrone przed lipoapoptoza,
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stluszczeniowym zapaleniem watroby i ogdlnoustrojowym stanem zapalnym (77, 85). Dlatego
wydaje si¢, ze SCD1 odgrywa podstawowa aktywnos$¢ funkcjonalng w pojawianiu si¢
metabolicznych czynnikéw ryzyka dla cukrzycy typu 2, takich jak otylo$¢, stluszczenie
watroby, czy wysokie stezenie wolnych kwasow tluszczowych w surowicy (137). Mimo ze
SCD1 jest obiektem zainteresowania naukowcow, to dotychczas pozwolilo to na poznanie
mechanizméw jego funkcjonowania na modelach mysich (137). Jednak, niektore badania na
ludziach dostarczyty danych o jego funkcji i zasugerowaty, ze podwyzszeniec SCD1 moze by¢
zwigzane z negatywnymi konsekwencjami, w tym zwickszonymi stezeniami triglicerydow w
osoczu, stluszczeniem niealkoholowym watroby (142, 143), otytoscia i cukrzyca typu 2 (144,
145). Jednak wczeéniejsze badania nad zmienno$cia genu SCD1 pochodzity z réznych
populacji, w tym z Wielkiej Brytanii, Szwecji, Hiszpanii, Niemiec, Bangladeszu i Kostaryki.
Chociaz badania te wykazaly, ze indywidualna podatnos¢ na cukrzyce typu 2 byla zwigzana
z polimorfizmami w ludzkim genie SCD1, to ich wyniki byly niespojne (146). To badania
mysich modeli SCDI1 lub preadipocytow 3T3-L1 ujawnily, ze SCDI1 jest kluczowym
regulatorem metabolizmu glukozy i lipidéw w tkance tluszczowej. Tkanka thuszczowa moze
przyczynia¢ si¢ do powstawania zaburzen metabolicznych. Natomiast ekspresja genu SCDI1
obnizata stezenie FFA w osoczu i uwrazliwiata tkanki na insuling, przez co umozliwiata
zmniejszenie masy ciata. Zmniejszenie ekspresji SCD1 powodowalo znaczne zmiany
w produkowanych biatkach sekrecyjnych pochodzacych z tkanki tluszczowej, m.in.
adiponektyny (147). Delecja SCD1 w tkankach zwiekszata ekspresje adiponektyny w WAT
i jej stezenia w o0soczu (147). Natomiast u myszy wykazano, ze adiponektyna zmniejsza
lipogeneze w watrobie i tagodzi hiperlipidemie (75, 148). Fakt, ze receptory adiponektyny 11 2
ulegaja ekspresji w watrobie sugeruje, ze adiponektyna moze przyczynia¢ si¢ do negatywnego
wptywu niedoboru SCD1 na lipogenezg watrobowa u myszy SCD1 GKO (147). Jednak
wymagane s3 dalsze badania, aby zrozumie¢ udziat adiponektyny w osoczu w zmniejszeniu
lipogenezy watrobowej u tych myszy.Zgodnie ze znaczaca rolg nienasyconych kwasow
thuszczowych w regulacji metabolizmu glukozy, dotychczas opisano, ze oleinian moze
przyczynia¢ si¢ do opornosci na insuling poprzez hamowanie ekspresji biatka transportera
glukozy 4 (GLUT4) i transportera glukozy 2 (GLUT2) odpowiednio w komdrkach migéni
szkieletowych i watrobie. Osoby z wyzszym wskaznikiem desaturacji biatka SCD oraz
stosunkiem MUFA do SFA w tkance tluszczowej, sg bardziej narazone na r1ozwoj
insulinoopornosci (147). Wykazano, ze obnizone st¢zenie MUFA w odpowiedzi na delecje
SCD1 w tkankach zwigksza wrazliwos¢ na insuling i wykazuje zwickszone wykorzystanie

glukozy. Podobnie do fenotypu obserwowanego w mig$niach szkieletowych, myszy z
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niedoborem SCD1 wykazywaty zwigkszony wychwyt glukozy i sygnalizacj¢ insulinowa w
brazowej tkance tluszczowej (BAT) wraz ze wzrostem ekspresji GLUT4 (82). Zwigkszone
wykorzystanie glukozy zwigkszyto akumulacj¢ glikogenu w BAT myszy SCD1 GKO. Ponadto
zwigkszong ekspresj¢ GLUT4 odnotowano rowniez w WAT myszy SCD1 GKO (147). Na
podstawie tych badan stwierdzono, ze obnizone stezenia MUFA i zwigkszona sygnalizacja
insuliny w tkankach obwodowych myszy GKO sg posredniczone przez regulacje w dot PTP1B
(biatkowa fosfataza tyrozynowa 1B). Nastepnie aktywowana sygnalizacja insuliny prowadzi
do zwigkszonego wychwytu glukozy za posrednictwem GLUT4 w tkankach obwodowych.
Chociaz te odkrycia pokazuja wplyw braku knockout’n SCD1 na metabolizm glukozy w
tkankach obwodowych, badania te przeprowadzono na modelu mysim, w ktérym SCD1 zostat
usunigty ze wszystkich tkanek, a wzgledny udziat SCD1 z poszczegdlnych tkanek w tych
fenotypach nie jest w petni zrozumiaty (ze wzgledu na zréznicowang ekspresj¢ i dziatania w
réznych tkankach). Ponadto, do wyjasnienia pozostato, czy te fenotypy byly spowodowane
delecja SCD1 w tej samej tkance, czy w odlegtych tkankach (75). Wydaje si¢ jednak, ze
hamowanie SCD1 zwigksza lokalny wychwyt glukozy przez GLUT1. W preadipocytach 3T3-
L1 hamowanie aktywnosci SCD1 zwicksza ekspresje¢ GLUT1 i wychwyt glukozy (147).
Lokalny wptyw zmniejszonej aktywnos$ci SCD1 na ekspresje GLUT1 jest dodatkowo
potwierdzony w tkance thuszczowej myszy SCD1 KO (AKO), ktore wykazaty zwickszong
ekspresje GLUTL, ale nie GLUT4. Nalezatoby podkresli¢, ze leczenie inhibitorem SCD nie
wykazalo wplywu na sygnalizacj¢ insulinowa w komoérkach 3T3-L1, co sugeruje, Ze
hamowanie aktywno$ci SCDI indukuje ekspresj¢ GLUT1 1 wychwyt glukozy w
preadipocytach 3T3-L1 niezaleznie od sygnalizacji insulinowej (147). W przeciwienstwie do
myszy SCD1 GKO, ktore wykazywaly zwigkszong ekspresje adiponektyny w WAT 1
zwigkszone stezenia adiponektyny w osoczu, myszy AKO wykazywaty znaczng redukcje
adiponektyny w osoczu. Podobnie komorki 3T3-L1 traktowane inhibitorem SCD wykazywaty
zmniejszong ekspresje adiponektyny. Delecja w tkance tluszczowej genu SCD1 zwigkszata
ekspresje GLUT1I w WAT myszy SCD1 AKO. Jednak zwigkszony GLUT4 w WAT myszy
SCD1 GKO sugeruje, ze niedobor SCD1 w odlegtych tkankach moze wptywaé¢ na WAT w
sposob, ktory przeciwstawia si¢ lokalnemu efektowi niedoboru SCD1 (147).

W mysich modelach otyto$ci udzial nienasyconych kwasoéw tluszczowych w tkance
thuszczowej koreluje z wigkszg masg thuszczowa (80). Natomiast obnizenie stezenia MUFA
Umyszy z niedoborem SCDI1 uposledzaly watrobowa biosynteze TG i cholesterolu (84).
Konsekwentnie, badania komoérek 3T3-L1 traktowanych inhibitorem SCD dodatkowo

potwierdzity wazng role SCD1 w regulacji tkanki tlusczowej. Podczas rdznicowania
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preadipocytow zwicksza si¢ calkowita zawarto$¢ lipidow komorkowych, a takze
poszczegolnych frakcji lipidow, w tym TG, fosfolipidow i cholesterolu (149). Wykazano, ze
akumulacja lipidow komorkowych podczas procesu roznicowania jest zmniejszona
w preadipocytach 3T3-L1 traktowanych inhibitorem SCD. Zmniejszenie to przypisuje si¢
gtownie zmniejszonej zawartosci TG (149). W innych badaniach stwierdzono, ze hamowanie
aktywnosci SCD1 w réznicowaniu preadipocytow 3T3-L1 obnizalo ekspresje genow
zaangazowanych w biosynteze TG. Ponadto hamowanie SCDI1 skutkowalo zwigkszeniem
stezen SFA, palmitynianu i stearynianu, w ro6znych rodzajach lipidow w dojrzatych adipocytach
3T3-L1(149). Wiadomym jest, ze SFA wolniej poddaja si¢ estryfikacji w porownaniu z MUFA
(139). Natomiast, wptyw zmniejszonej ekspresji genu SCD1 w modelach in vivo na myszy
SCD1 GKO wykazywat indukcj¢ lipogenezy de novo w tkance thuszczowej bez znaczacej
zmiany w ekspresji genow lipogenicznych (150). Mozna wnioskowaé, ze tkankowy efekt
niedoboru SCD1 prowadzi do zmniejszenia lipogenezy, co zaobserwowano w watrobie myszy
LKO (bez knockoutu) i komorkach preadipocytow 3T3-L1 (84). Jednak indukowana
lipogeneza w WAT myszy SCD1 GKO i jej supresja przez oleinian u myszy GLS5 sugeruje,
ze lipogeneza de novo w WAT jest regulowana gtownie przez oleinian pochodzacy z watroby
(150). Jest to widoczne u myszy LKO, u ktérych niedobor SCD1 w watrobie zmniejszat masg
tkanki thuszczowej, pomimo nienaruszonej ekspresji SCD1 w tkance thuszczowe;.
Polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP) to jednozasadowa zmienno$¢ DNA, ktora
wystepuje w okreslonej pozycji w genomie (151). W poréwnaniu z prostymi powtorzeniami
sekwencji (mikrosatelity), SNP sg najbardziej rozpowszechniong i stabilng odmiang genetyczng
w genomach (152). Szerokie wystepowanie SNP w genie lub w regionie regulatorowym
ogo6lnie dziala jako biologiczne markery dla zidentyfikowanych genéw zwigzanych z waznymi
cechami (152). W jednym z pierwszych badan wariantow genu SCD u ludzi zidentyfikowano
zwigzek migdzy SNP rs1502593 a wystepowaniem zespotu metabolicznego w populacji
dorostych Kostaryki (145), gdzie osoby bedace nosicielami mniejszego allelu (CT lub TT)
miaty wieksza czestos¢ wystepowania ZM niz osoby z bardziej powszechnym genotypem CC.
W tym samym badaniu u kobiet zaobserwowano rowniez staby, specyficzny dla plci zwigzek
miedzy rs1502593, a stezeniami glukozy we Krwi na czczo. Osobno Warensjo i in. (153)
odkryli, ze allel innego SNP SCD (rs7849) byl zwiazany z 23% wyzsza wrazliwo$cig na
insuling w pordwnaniu z cz¢scie] wystepujagcym allelem w badaniach wsrdd populacji
Szwedzkiej. Martin-Nunez 1 in. (146) zmierzyli sktad fosfolipidow oraz stgzenia FA
w surowicy i genotypowali dziewie¢ SNP w SCD u ponad 800 dorostych me¢zczyzn i kobiet
w Hiszpanii. Kilka SNP (rs508384, rs2167444 i rs7849) w SCD byto powigzanych ze
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wskaznikami desaturacji kwaséw tluszczowych, co sugeruje, ze polimorfizmy moga wplywaé
na aktywno$¢ SCD.

W niniejszym badaniu kolejnym celem bylo okreslenie wystepowania alleli w SNP
rs7849 u 0s6b z réznym stanem odzywienia (okreslanym na podstawie BMI), gdzie 75 osob
stanowito grupe badang (w tym 46 kobiet oraz 29 m¢zczyzn z otytoscia), a grupe kontrolng
stanowily osoby z prawidlowa masg ciata w ilosci 41 0sob w tym (31 kobiet i 10 mezczyzn).

Stwierdzono, ze we fragmencie genu SCD zawierajacego SNP rs7849, najwiecej byto
homozygot TT (u 81,3% 0s6b z otyloscia i u 44% o0sob z prawidtows masg ciata). Natomiast
homozygoty CC wystepowaly jedynie u 7% oséb grupy kontrolnej. Heterozygoty TC
stwierdzono u 18,7% 0s6b z otylosciag 1 49% z prawidtowa masa ciala.

Czgsciej obserwowano osoby z allelem C (heterozygoty TC) wsrdd pacjentéw z
prawidlowa masa ciata. Natomiast homozygoty CC zostaty znalezione tylko 1 wytacznie wsrod
pacjentdw z prawidtowa masg ciata. W niniejszych badaniach, podczas analizy wystepowania
wariantow alleli SNP rs7849 wsrod fenotypoéw TOFI 1 FOTI, stwierdzono ze wigkszy odsetek
0sob z allelem C obserwowany jest wérdd osob z prawidtowa masg ciata (heterozygoty TC
35,6%, n=15 vs. 17,4%, n=13 u osbéb z otyloscia), ale prezentujacych fenotyp TOFIL. Rowniez
wszystkie homozygoty CC (7,3%, n=3 0s6b z prawidlowa masg ciata) reprezentowaty fenotyp
TOFI, gdzie mozna byloby si¢ spodziewaé wigkszego efektu dziatania allelu C. Wsrod
fenotypoéw FOTI zaobserwowano 1,3% oséb heterozygotycznych z otytoscia (n=1) oraz 12,2%
0sOb z prawidlowa masg ciala (n=5).

W badaniach Martinez-Nunez (146) wykazano zwigzek pomiedzy SNP rs7849 a
wystepowaniem otylosci. Osoby u ktorych wystepowato podstawienie nukleotydowe T>C
wykazywaly si¢ mniejszym ryzykiem wystapienia otytosci (146). W badaniach Martinez-
Nunez i in. stwierdzono czgstsze wystgpowanie mutacji rs7849 wsrdd osob z prawidlowg masg
ciata, cho¢ mutacja ta wystepowata réwniez wsrdd osob z otytoscig. Natomiast, homozygoty
CC wystepowato tylko i wylacznie wsérdd osob z prawidtowa masa ciata (146). Podobne wyniki
zatem uzyskano w przeprowadzonych tutaj badaniach.

W niniejszych badaniach wykazano, ze osoby posiadajace allel C (TC, CC)
charakteryzowaty si¢ niezaleznie od stopnia odzywienia istotnie nizszymi parametrami st¢Zenia
glukozy, insuliny oraz istotnie nizszym wskaznikiem HOMA-IR (mediana 1,20 vs. 2,59 — u
homozygot TT). Nastepnie sprawdzono czy posiadanie wariantu allelu C (TC, CC) wptywa na
gospodarke weglowodanowa w zalezno$ci od stopnia odzywienia i stwierdzono, ze u 0sob z
otylo$cig 1 wariantem allelu C sg istotnie nizsze warto$ci badanych parametrow gospodarki

weglowodanowej, a wskaznik HOMA-IR byt istotnie wyzszy u 0s6b homozygotycznych TT i
59



wynosit 3,09 vs. 1,30. Dodatkowo zaobserwowano nizsze mediany st¢zenia glukozy (88,50 vs.
92,50 mg/dl) i insuliny na czczo (5,60 vs. 8,20 pU/ml) u 0s6b z prawidtowa masg ciala i allelem
C (TC,CC) niz homozygot TT. Sugeruje to, ze osoby z mutacja w SNP rs7849 posiadajg lepsze
parametry gospodarki weglowodanowej, a Co za tym idzie, moze to u nich zmniejszac
potencjalne zagrozenie powiktaniami w postaci cukrzycy typu 2 czy wystepowaniem zespotu
metabolicznego. Badania, pod katem wrazliwosci na insuling pokrywaja si¢ z badaniami
Warensjo i Martin-Nunez (146, 153), jak i rOwniez rzucajg nowe $wiatto na inne parametry
takie jak gospodarka lipidowa, ktdéra jest zwigzana z otylos$cig i wspottowarzyszacymi jej
schorzeniami.

W niniejszych badaniach sprawdzono rowniez wplyw wystepowania allelu C (TC, CC)
na gospodarke lipidowa 1 wykazano, ze posiadajacy ten allel mieli istotnie nizsze st¢zenia
cholesterolu LDL (104,00 vs. 119,00 mg/dl) niz homozygoty TT, podobnie obserwowano
nizsze stezenia triglicerydow (78,00 vs. 108,0 mg/dl), natomiast wyzsze stezenia cholesterolu
HDL (60,0 vs. 48,0 mg/dl). Analizujac wptyw obecnosci allelu C na gospodarke lipidowa w
zalezno$ci od stopnia odzywienia badanych, stwierdzono Ze u 0sob z otytoscig nie bylo rdznic
istotnych statystycznie w stezeniach cholesterolu catkowitego, cholesterolu LDL i
triglicerydow wzgledem os6b posiadajacych allel TT, natomiast réznili si¢ oni istotnie
statystycznie wyzsza mediang cholesterolu HDL (54,0 vs. 47,0 mg/dl; p=0,0421). Natomiast w
grupie pacjentow z prawidtowa masa ciata posiadacze allelu C nie rdéznili si¢ istotnie od
pacjentow z allelem TT pod wzgledem badanych parametrow gospodarki lipidowe;.

W badaniach Bhomwik i in. (137) stwierdzono wyzsze stezenie glukozy we krwi na
czczo jak i rowniez po positku w catej badanej grupie (137). W badaniach Warens;jo6 i in. (153)
badano tylko i wytacznie homozygoty. Bhomwik i in. powotuja sig, Ze zostaly przebadane tylko
1 wylacznie heterozygoty TC, przez co uzyskali inne wyniki niz Warensjo 1 in.
Przeprowadzone tutaj badania ukazujg, ze niezaleznie czy homozygota CC czy heterozygota
TC, wystgpienie allelu w SNP rs7849 sprzyja zmianom w parametrach takich jak stezenie
glukozy, insuliny, cholesterolu HDL, cholesterolu LDL oraz cholesterolu catkowitego.
Dodatkowo rowniez insulinowrazliwos$¢ na podstawie wyliczonego wskaznika HOMA-IR jest
wyzsza u 0sob z wystepujacym allelem C w SNP rs7849, w poréwnaniu do os6b u ktérych ten
allel nie wystepuje. Nie jest wiadome, czy brak allelu C wptywa negatywnie na gospodarke
lipidowa 1 weglowodanowa, czy to jego obecnos¢ wptywa pozytywnie. Jak wspomniano
wczesniej, delecja SCD u myszy skutkuje poprawa gospodarki weglowodanowej przy diecie
HFD. Istnieje mozliwo$¢, ze podstawienie T>C nie jest do konca synonimiczne, przez co

wplywa na gorszg syntez¢ SFA do MUFA 1 odktadaniu si¢ TG w tkankach obwodowych.
60



Dzigki temu jest lepszy przede wszystkim wychwyt glukozy, a gospodarka weglowodanowa
nie pogarsza si¢. W momencie rozpatrywania oddzielnie grup (badana i kontrolna), okazato sig,
ze brak obecnosci allelu C w SNP rs7849 pogarsza przede wszystkim gospodarke
weglowodanowg, co potwierdzatoby teorie, ze w obecnosci allelu C gospodarka
weglowodanowa nie ulega pogorszeniu. Zaréwno w grupie badanej jak i kontrolnej ré6znice w
stezeniach glukozy, insuliny oraz we wskazniku HOMA-IR byly istotne statystycznie, na
niekorzys¢ osob bez allelu C (TT). W grupie badanej (osoby z otyloscia), stezenie frakcji
cholesterolu HDL byto wyzsze, co sugeruje, ze osoby bez allelu C sg bardziej narazone na
konsekwencje metaboliczne zwigzane z gospodarka lipidowa. Jak wspomniano, wyniki z
niniejszych badan sa rozne od badan Bhomwik i in. (137). Badania Bhomwik i in. zostaty
przeprowadzone w Bangladeszu. Bardzo mozliwe, ze allele SNP rs7849 sg regulowane przez
inne geny, ktore moga by¢ aktywne badz nie w r6znych populacjach, co by ttumaczyto pokrycie
si¢ wynikow z wynikami Warensjo i in., ktorego zesp6t prowadzit badania w Szwecji, czyli
Europie. Niewiadomym jest, ktore warianty w SNP rs7849 sg dominujgce badz recesywne.
Biorgc pod uwage czesto$¢ wystepowania heterozygot, a przede wszystkim frekwencje
homozygot recesywnych, wariant C jest prawdopodobnie recesywny.

Wykryty SNP rs7849 w genie SCD, podobnie jak w badaniach innych populacji, ma
swoje konsekwencje metaboliczne. Zarowno heterozygotyczni pacjenci TC jak
I homozygotyczni CC charakteryzuja si¢ wyzsza insulinowrazliwo$cia, nawet pomimo
otytosci. Brak obecnosci allelu C w SNP rs7849 genu SCD charakteryzuje si¢ wyzszymi
medianami parametrow gospodarki weglowodanowej. Homozygoty CC wystepujace tylko i
wylacznie wsrdd grupy kontrolnej, moga by¢ niezwykle rzadkie, dlatego nie zostaly znalezione
w grupie badanej, lub homozygotyczno$¢ moze potegowaé efekt i wystgpowanie ich jest

ograniczone do os6b z prawidlowg masg ciata.
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V1. Whnioski

1.

Stwierdzono, ze mimo matej zmienno$ci genu MT-ATP6 u ludzi w zaleznos$ci od
stanu odzywienia (BMI), to jednak wicksza rdéznorodnos¢ haplotypow
obserwowano u 0sob z otyloscia

W badanej populacji pacjentdéw nie znaleziono zalezno$ci genetycznych w genie
MT-ATP6 mtDNA charakterystycznych dla fenotypu rozmieszczenia brzusznej
tkanki thuszczowej TOFI oraz FOTI

Stwierdzono, ze wsrod badanych oséb najczgsciej obserwowano homozygoty TT
SNP rs7849 genu SCD (81,3% 0s6b z otyloscig oraz 44% o0sob z prawidlowa masg
ciala), najmniejszy odsetek stanowily osoby homozygotyczne CC (7%), natomiast
wariant heterozygotyczny reprezentowany byt u 18,7% o0so6b z otyloscig oraz 49%
0s0b z prawidlowa masg ciala.

Zaobserwowano, ze u osob z fenotypem rozmieszczenia tkanki tluszczowej
brzusznej TOFI, homozygoty TT w SNP rs7849 genu SCD stanowity 80% 0sob z
otytoscig 1 40% osoéb z prawidlowg masg ciata, homozygoty CC obserwowane byty
tylko u 7,3% 0s6b z grupy z prawidtowa masa ciala, a heterozygoty u 17,4% o0sob z
otytoscig 1 35,6% osob z prawidlowa masg ciata

Wsrod badanych oséb z otyloscia, u ktorych obserwowano brak obecnosci allelu C
w SNP rs7849 genu SCD (homozygoty TT) stwierdzono istotnie wyzsze mediany
stezenia parametrow gospodarki weglowodanowej oraz istotnie nizsza mediang
stezenia cholesterolu HDL, natomiast wsrdd pacjentow z prawidtowa masg ciala

zaobserwowano istotnie wyzsze mediany st¢zenia glukozy 1 insuliny na czczo.
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VII. Streszczenie w jezyku polskim

Wstep

Badania epidemiologiczne dotyczace otylosci i nadwagi pokazuja, iz jest to znaczacy
| wcigz rosngcy problem osiggajacy status globalnej pandemii. Przyczynami wzrastajgcej liczby
0s0b z otytoscig sg czynniki sSrodowiskowe (nabyte), genetyczne (wrodzone), psychologiczne,
endokrynologiczne i metaboliczne. Obecnie uwaza si¢, ze rola dziedziczenia predyspozycji do
wystepowania nadmiernej masy ciala ma charakter wielogenowy. Szacuje si¢, ze czynniki
genetyczne odpowiadaja za okoto 30—40% ryzyka wystgpienia otylosci. Pomimo szeroko
zakrojonych badan nad genetycznymi podstawami otytosci dotychczas nie zidentyfikowano
gléwnego genu/mutacji, ktory stanowityby bezposrednig przyczyng rozwoju tej choroby. Jako
jeden z czynnikéw wymienia si¢ migdzy innymi polimorfizm genu desaturazy steraoilo-CoA
(SCD). Jednakze zaréwno funkcja tego genu, jak i zwigzany z nim mechanizm indukcji otytosci
jest obecnie nieznany. Podkres$la si¢ tez role pojedynczych polimorfizméw nukleotydowych
DNA (SNP) w tym wplyw SNP’6w genu SCD. Dlatego tez celem pracy bylo oszacowanie
zmiennosci genu MT-ATP6 mtDNA oraz stopnia spokrewnienia u pacjentow z roznym stanem
odzywienia (okre$lanym na podstawie BMI) oraz fenotypami rozmieszczenia brzusznej tkanki
thuszczowej (TOFI, FOTI). Kolejnym celem bylo okreslenie wystgpowania rdéznych alleli
w SNP rs7849 genu SCD u 0s6b z otytoscig 1 prawidtowa masg ciata oraz wptywu obecnosci
allelu C na parametry gospodarki we¢glowodanowej i lipidowej w ustroju badanych osob.
Material i metody

Badanie obserwacyjne przeprowadzono wsrdd 116 osob (77 kobiet 1 39 mezczyzn).
Protokot badania zostat zatwierdzony przez Komisje Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego (nr
APK.002.407.2020, R-1-002/647/2019 oraz APK.002.39.2021). Wszyscy uczestnicy wyrazili
swiadomg, pisemng zgode na udzial w badaniu przed jego rozpoczeciem. Uczestnikom
wykonano badania antropometryczne (masa ciala, wzrost, oznaczono BMI kg/m?). Pacjentow
podzielono na grupe badang (46 kobiet i 29 mezczyzn z BMI=30.0-39.9 kg/m?) i kontrolng (31
kobiet i 10 mezczyzn z BMI=18.5-24.9 kg/m?). Wszystkim osobom, bioragcym udziat
W badaniu przeprowadzono analize¢ sktadu ciata metodg bioimpedancji elektrycznej oraz oceng
pola tkanki tluszczowej podskornej i trzewnej przy uzyciu aparatu BioScan 920-2. Na tej
podstawie otrzymano nast¢pujace parametry: calkowita zawartos¢ tkanki ttuszczowej (kg, %)
oraz zawarto$¢ tkanki pozatluszczowej (kg). Ponadto oszacowano pole tkanki tluszczowe;j
podskornej (cm?) i trzewnej (cm?) na wysokosci pepka oraz ustalono stosunek VAT/SAT.

Celem oznaczenia fenotypu rozmieszczenia brzusznej tkanki thuszczowej (podskornej oraz
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trzewnej) TOFI (ang. thin outside fat inside) oraz FOTI (ang. fat inside thin outside) zostat
wykorzystany wskaznik VAT/SAT Ratio (ang. visceral adipose tissue/subcutaneous adipose
tissue). Aby zbada¢ sekwencje genow zostat pobrany wymaz z jamy ustnej — z policzkéw oraz
podniebienia — przy pomocy sterylnych zestawow wymazowych. Wyizolowane DNA uzyto do
reakcji PCR, a nastgpnie powielone fragmenty zostaly zsekwencjonowane metoda Sangera.
Sekwencje przyrownano do siebie oraz poddano analizom bioinformatycznym. Nast¢pnie
wykonano badania biochemiczne z krwi na czczo (stezenia glukozy, insuliny, cholesterolu
catkowitego, frakcji LDL i HDL cholesterolu oraz triglicerydow) w Zaktadzie Diagnostyki
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Wyniki dotyczace sktadu ciata,
oznaczen biochemicznych krwi wykonano z uzyciem programu Statistica 13.3..

Wyniki

Badana grupa liczyta 75 0sob (46 kobiet 1 29 mezczyzn) z otyloScia, natomiast grupa
kontrolna stanowita 41 oséb (31 kobiet i 10 m¢zczyzn) z prawidtowa masg ciata. Po odczytaniu
sekwencji genu MtDNA MT-ATP6 ze wszystkich probek wyrdzniono 52 haplotypy.
Najczestszym byt haplotyp H1, ktory byt reprezentowany u 42 uczestnikow (29 z otytoscig i 13
z prawidlowa masg ciata). Drugim najczestszym haplotypem byl H6, reprezentowany u 13
uczestnikow (8 z otyloscia 1 5 z prawidlowa masg ciala). Liczba haplotypow mtDNA MT-ATP6
w obu grupach byta zréznicowana, a kazda grupa posiadata haplotypy charakterystyczne tylko
dla niej. W grupie badanej byty to haplotypy H3-H5, H7-H13 i H15-H31. W grupie kontrolnej
byty to haplotypy H33-H52. Warto$ci wariancji genetycznej Fst obliczone z obserwowanej
zmienno$ci MT-ATP6 nie byly wysokie (0,0046), co w skali Wrighta wskazuje na bardzo niska
zmienno$¢ genetyczng miedzy grupami. Pomimo niskich wartosci Fst, w sieci haplotypowe;j
obserwowano nawet do 102 mutacji, a gtbwnymi haplotypami byly wczesniej wspomniane H1
1 H6. W obu grupach wigkszo$¢ pacjentéw reprezentowalo fenotyp TOFI, zdecydowanie mniej
reprezentowato fenotyp FOTI.

Wsrod pacjentow  wykryto SNP 157849 w genie SCD. Heterozygotycznos¢
obserwowana dla homozygot TT wyniosta 0,681034483, a spodziewana 0,68489893, dla
heterozygot TC heterozygotyczno$¢ obserwowana wyniosta 0,293103448, a spodziewana
0,299643282, natomiast dla homozygot CC heterozygotycznos¢ obserwowana wyniosta
0,034482759 a spodziewana 0,032773484. We wszystkich przypadkach rdznice nie byly istotne
statystycznie, zatem badana grupa pacjentéw byla w rownowadze Hardy’ego-Winberg’a.
Pacjentow heterozygotycznych — TC — zaobserwowano w obu grupach, natomiast pacjenci
homozygotyczni CC wystgpowali tylko w grupie kontrolnej (z prawidlowa masg ciata).

Zarowno wsrdd heterozygot jak 1 homozygot CC stwierdzono nizsze mediany wskaznika

64



HOMA-IR oraz nizsze mediany stezen: glukozy, insuliny, cholesterolu catkowitego, frakcji
LDL cholesterolu i triglicerydow, a mediana st¢zen frakcji HDL cholesterolu byla istotnie
wWyzZsza.
Whioski

Stwierdzono, ze mimo matej zmiennos$ci genu MT-ATP6 u ludzi w zalezno$ci od stanu
odzywienia (BMI), grupa badana charakteryzowata si¢ wigksza réznorodnos$cia haplotypowa.
Wsrod wszystkich uczestnikow badania nie znaleziono zalezno$ci genetycznych w genie
MT- ATP6 dla fenotypéw TOFI 1 FOTI. Wérod badanych pacjentéw obserwowano najczesciej
homozygoty TT SNP rs7849 genu SCD (81,3% 0s6b z otytoscig oraz 44% o0sob z prawidlowa
masg ciata), najmniejszy odsetek stanowily osoby homozygotyczne CC (7% 0s6b z prawidiowa
masg ciata), a wariant heterozygotyczny obserwowany byl u 18,7% 0s6b z otyloscig oraz 49%
0s0b z prawidlowa masg ciata. Wsrod fenotypéw TOFI 1 FOTI homozygoty TT stanowity 80%
0s0b z otyloscig 1 40% o0sob z prawidtowa masg ciata, homozygoty CC obserwowane byty tylko
u 7,3% o0s6b z prawidtowa masg ciata, a heterozygoty u 17,4% o0so6b z otyloscia 1 35,6% 0s6b
z prawidlowa masg ciata. Pacjenci bez allelu C charakteryzowali si¢ wyzszymi medianami
stezen parametréw gospodarki weglowodanowej 1 nizsza mediang stezen cholesterolu HDL.
Wsroéd pacjentéw z  grupy kontrolnej istotnie wyzsze byly parametry gospodarki

weglowodanowe;.

VIII. Streszczenie w jezyku angielskim

Introduction

Epidemiological studies on obesity and overweight indicate that it is a significant and
continuously growing problem, reaching the status of a global pandemic. Environmental
(acquired), genetic (inherited), psychological, endocrinological, and metabolic factors
contribute to the increasing number of individuals with obesity. Currently, the inheritance of
predisposition to excessive body weight is considered to have a polygenic nature. It is estimated
that genetic factors account for about 30-40% of the risk of obesity. Despite extensive research
on the genetic basis of obesity, the main gene/mutation that would directly cause the
development of this disease has not been identified yet. One of the factors mentioned is the
polymorphism of the stearoyl-CoA desaturase gene (SCD). However, both the function of this
gene and the associated mechanism of obesity induction are currently unknown. The role of
single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the SCD gene, including the impact of SNP alleles,
is also emphasized. Therefore, the aim of the study was to estimate the variability of the MT-

ATP6 mtDNA gene and the degree of relatedness among patients with different nutritional
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states (based on BMI) and phenotypes of abdominal fat distribution (TOFI, FOTI). Another
objective was to determine the occurrence of different alleles in the SNP rs7849 of the SCD
gene in individuals with obesity and normal body weight, as well as the influence of the
presence of the C allele on carbohydrate and lipid metabolism parameters in the studied
individuals.

Material and methods

The observational study was conducted among 116 individuals (77 females and 39
males). The research protocol was approved by the Bioethics Committee of the Medical
University (Approval No. APK.002.407.2020, R-1-002/647/2019, and APK.002.39.2021). All
participants provided informed, written consent to participate in the study prior to its
commencement. Anthropometric measurements (body weight, height, and BMI in kg/m2) were
performed on all participants. Patients were divided into the study group (46 females and 29
males with BMI = 30.0-39.9 kg/m2) and the control group (31 females and 10 males with BMI
= 18.5-24.9 kg/m2). Body composition analysis using the bioelectrical impedance method and
assessment of subcutaneous and visceral fat were conducted using the BioScan 920-2 device.
The following parameters were obtained: total fat mass (kg, %) and non-fat tissue mass (kg).
Additionally, subcutaneous (cm2) and visceral (cm2) fat areas at the level of the umbilicus were
estimated, and the VAT/SAT ratio was determined. The VAT/SAT ratio (visceral adipose
tissue/subcutaneous adipose tissue) was used to determine the phenotype of abdominal fat
distribution (subcutaneous and visceral) as TOFI (thin outside fat inside) or FOTI (fat inside
thin outside). To examine gene sequences, oral swabs were collected from the cheeks and palate
using sterile swab Kkits. Isolated DNA was used for PCR reactions, and amplified fragments
were subsequently sequenced using the Sanger method. The sequences were aligned and
subjected to bioinformatic analyses. Biochemical blood tests (fasting glucose, insulin, total
cholesterol, LDL and HDL cholesterol fractions, and triglycerides) were performed at the
Laboratory Diagnostic Department of the Medical University in Bialystok. Results regarding
body composition and biochemical blood markers were analyzed using the Statistica 13.3
software program.
Results

The study group consisted of 75 individuals (46 females and 29 males) with obesity,
while the control group comprised 41 individuals (31 females and 10 males) with normal body
weight. After sequencing the MT-ATP6 gene mtDNA from all samples, 52 haplotypes were
identified. The most common haplotype was H1, represented by 42 participants (29 with obesity
and 13 with normal body weight). The second most common haplotype was H6, represented by
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13 participants (8 with obesity and 5 with normal body weight). The number of haplotypes in
the MT-ATP6 gene in both groups was diverse, and each group had haplotypes unique to them.
In the study group, these were haplotypes H3-H5, H7-H13, and H15-H31. In the control group,
these were haplotypes H33-H52. The genetic variance values (Fst) calculated from the observed
variability of MT-ATP6 were not high (0.0046), indicating very low genetic variability between
the groups according to Wright's scale. Despite the low Fst values, the haplotype network
revealed up to 102 mutations, with the main haplotypes being the aforementioned H1 and H6.
In both groups, the majority of patients represented the TOFI phenotype, while the FOTI
phenotype was less represented.

Among the patients, the SNP rs7849 in the SCD gene was detected. The observed
heterozygosity for homozygous TT was 0.681034483, and the expected heterozygosity was
0.68489893. For heterozygous TC, the observed heterozygosity was 0.293103448, and the
expected heterozygosity was 0.299643282. For homozygous CC, the observed heterozygosity
was 0.034482759, and the expected heterozygosity was 0.032773484. In all cases, the
differences were not statistically significant, indicating that the examined group of patients was
in Hardy-Weinberg equilibrium. Heterozygous patients (TC) were observed in both groups,
while homozygous CC patients were only present in the control group (with normal body
weight). Both heterozygotes and homozygous CC individuals had lower median values of the
HOMA-IR index, as well as lower median concentrations of glucose, insulin, total cholesterol,
LDL cholesterol fractions, and triglycerides, while the median concentration of HDL
cholesterol fractions was significantly higher.

Conclusions

It was found that despite the low variability of the MT-ATP6 gene in humans based on
nutritional status (BMI), the study group exhibited greater haplotype diversity. Among all study
participants, no genetic associations in the MT-ATP6 gene were found for the TOFI and FOTI
phenotypes. Among the examined patients, homozygous TT for the rs7849 SNP in the SCD
gene were most frequently observed (81.3% of individuals with obesity and 44% of individuals
with normal body weight), while the smallest percentage consisted of homozygous CC
individuals (7% of individuals with normal body weight), and the heterozygous variant was
observed in 18.7% of individuals with obesity and 49% of individuals with normal body weight.
Among the TOFI and FOTI phenotypes, homozygous TT individuals accounted for 80% of
individuals with obesity and 40% of individuals with normal body weight, homozygous CC
individuals were observed in only 7.3% of individuals with normal body weight, and

heterozygotes in 17.4% of individuals with obesity and 35.6% of individuals with normal body
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weight. Patients without the C allele had higher median concentrations of carbohydrate
metabolism parameters and lower median concentrations of HDL cholesterol. Among patients

in the control group, carbohydrate metabolism parameters were significantly higher.
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XIl. Zgody Komisji Bioetycznej

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY
UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM W BIALYMSTOKU
ul. Jana Kilinskiego 1
15-089 Biatystok
tel. 85 748 54 07, fax 85 748 55 08
komisjabioetyczna@umb.edu.pl

Biatystok, 17.12.2020 r.

Uchwata nr: APK.002.407.2020

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku, po
zapoznaniu si¢ z projektem badania zgodnie z zasadami GCP/ Guidelines for
Good Clinical Practice /- wyraza zgode naprowadzenie tematu
badawczego: ,,Ocena wptywu zmiennoséci SNP genu desaturazy stearoilo-CoA
(SCD) jadrowego DNA i genu MT-ATP6 mitochondrialnego DNA oraz
czynnikéw srodowiskowych na zmienno$¢ fenotypowa tkanki tluszczowej
trzewnej oraz podskérnej” przez mgr Damiana Pogodzinskiego wraz
z zespolem badawczym z UMB.

Przewodniczaca

prof. dr hab. O
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KOMISJA BIOETYCZNA
UNIWERSYTETU MEDYCZNEGO w BIALYMSTOKU
ul. Jana Kilinskiego 1
15-089 Biatlystok
tel. (085) 748 54 07, fax. (085) 748 55 08
prorektorkl@umb.edu.pl

Bialystok, 19-12-2019

Uchwata nr: R-1-002/647/2019

Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, po
zapoznaniu si¢ z projektem badania zgodnie z zasadami GCP/ Guidelines for
Good Clinical Practice /- wyraza zgod e naprowadzenie tematu
badawczego: ,,Poszukiwanie markerow otylosci” przez prof. dr hab. Lucyne
Ostrowskg wraz z zespo}jgm badawczym z UMB.

81



KOMISJA BIOETYCZNA
PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM W BIALYMSTOKU
ul. Jana Kilinskiego 1
15-089 Biatystok
tel. 85 748 54 07, fax 85 748 55 08
komisjabioetyczna@umb.edu.pl

Biatystok, 28.01.2021 r.
Uchwata nr: APK.002.39.2021

Na podstawie art. 29 ust. 2 i 14 ustawy dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodach
lekarza i lekarza dentysty (t.j. Dz. U z 2020, poz. 514 ze zm.), Komisja
Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym w Bialymstoku, po zapoznaniu si¢
z projektem badania zgodnie z zasadami GCP/ Guidelines for Good Clinical
Practice /- wyraza zgode naprowadzenie tematu badawczego:
.»Poszukiwanie markeréw otylosci metabolicznej” przez prof. dr hab. Lucyne
Ostrowskg wraz z zespotem badawczym z UMB.

Planowany okres reali?ji 0d 28.01.2021 r. do grudnia 2023 r.

Pz

zngj przy UMB

Pouczenie: /
1. Odwolanie od uchwaly komisji bioetycznej wyrazajgcej opinig moze wniesé:
1) wnioskodawca;
2) kierownik podmiotu, w ktérym eksperyment medyczny ma by¢ przeprowad-ony;
3) komisja bioetyczna wiasciwa dla osrodka, kiory ma uczestniczyé w wieloosrodkowym eksperymencie
medycznym.
2. Odwolanie, o kiérym mowa w ust. 1, wnosi sig za posrednictwem komisji bioetycznej, ktéra podjeta uchwale,
do Odwolawczej Komisji Bioetycznej w terminie 14 dni od dnia doreczenia uchwaly wyrazajgeej opinie.
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