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3. Wstęp 

 Nadwaga i otyłość, są uważane za globalne epidemie i należą do głównych przyczyn 

zgonów (ok. 2,8 miliona ludzi co roku umiera z powodu tych schorzeń) [1]. Wcześniejsze 

badania wykazały, że otyłość jest ściśle powiązana z zaburzeniami metabolicznymi, do których 

możemy zaliczyć insulinooporność czy cukrzycę typu 2 [2]. Otyłość jest głównym czynnikiem 

predysponującym do rozwoju powikłań sercowo-naczyniowych, oddechowych, 

neurologicznych, żołądkowo-jelitowych, wątrobowych, endokrynnych, kostnych i nerkowych, 

a także do znacznego obciążenia psychospołecznego i zwiększonej zachorowalności na 

nowotwory [3,4]. Ryzyko powikłań wynikających z otyłości jest związane z ilością tkanki 

tłuszczowej, jej lokalizacją (otyłość brzuszna lub otyłość pośladkowo-udowa) oraz czasem 

trwania choroby podstawowej [4].  

 Tkanka tłuszczowa zawiera w swoim składzie adipocyty, preadipocyty, tkankę 

nerwową, fibroblasty, komórki śródbłonka oraz komórki układu immunologicznego otoczone 

przez naczynia włosowate oraz sieci unerwienia, które funkcjonują jako zintegrowana 

jednostka[5]. Aktualnie tkanka tłuszczowa nie jest już postrzegana jedynie jako bierny 

magazyn lipidów oraz izolator termiczny, ale jako wielofunkcyjny, złożony i wysoce aktywny 

metabolicznie narząd, pełniący również funkcje odpornościowe i hormonalne. Narząd ten 

bezpośrednio moduluje bilans energetyczny i metabolizm całego organizmu [5]. Białą tkankę 

tłuszczową stanowi tkanka trzewna (VAT) i podskórna (SAT), które różnią się pod względem 

anatomicznym, ale i fizjologicznym. Wraz z rozwojem otyłości dochodzi do rozrostu tkanki 

tłuszczowej wskutek hipertrofii (wzrost wielkości adipocytów) i/lub hiperplazji (wzrost liczby 

adipocytów w wyniku rekrutacji nowych adipocytów). Dysfunkcji tkanki tłuszczowej, która 

jest wynikiem otyłości, początkowo towarzyszy przerost adipocytów i wydzielanie adipokin, 

które stymulują rektrutację komórek macierzystych tkanki tłuszczowej (preadipocytów), 

różnicujących się w dojrzałe adipocyty, działające jako „kompensacyjna ochrona” przez 

metabolicznymi konsekwencjami nadmiaru osoczowych kwasów tłuszczowych (FA). 

Podskórna tkanka tłuszczowa stanowi największy depozyt tkanki tłuszczowej, jednak 

przekroczenie jej możliwości magazynowania substratów energetycznych może  wynikać z 

braku zdolności do wytwarzania wystarczającej ilości nowych adipocytów, poprzez 

ograniczoną hiperplazję, albo z braku zdolności do dalszej ekspansji istniejących już 

adipocytów, przez ograniczoną hipertofię [6,7]. Przedłużająca się nadmierna podaż 

energetyczna, głównie kwasów tłuszczowych, prowadzi do akumulacji triacylogliceroli w 

tkankach ektopowych, do których zaliczamy trzewną tkankę tłuszczową, ale również wątrobę, 
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mięśnie szkieletowe, czy serce. W konsekwencji nadmiernej wewnątrzkomórkowej akumulacji 

lipidów, będącej wynikiem nadmiernego napływu FA, dochodzi do rozwoju miejscowego stanu 

zapalnego oraz insulinooporności [6]. Tkanka tłuszczowa, magazynując nadmiar wolnych 

kwasów tłuszczowych (FFA) i glicerolu głównie w postaci triacylogliceroli (TAG), ale 

powstają w nadmiarze także inne frakcje lipidowe, takie jak diacyloglicerole (DAG). Drenaż 

wrotny kwasów tłuszczowych, odbywa się z trzewnej tkanki tłuszczowej, poprzez żyłę wrtoną, 

do wątroby, przez co zapewnia bezpośredni dostęp wątrobie do wolnych kwasów tłuszczowych 

i adipokin, wydzielanych przez adipocyty trzewnej tkanki tłuszczowej[5]. To z koleji aktywuje 

mechanizmy odpornościowe wątroby i wpływa na wytwarzanie mediatorów zapalnych, do 

których możemy zaliczyć białko C-reaktywne.  

 Otyłości towarzyszy szereg zmian strukturalnych i molekularnych w tkance 

tłuszczowej, co obejmuje również zmianę ekspresji białek transportujących kwasy tłuszczowe, 

a tym samym dokomórkowy transport FA i równowagę lipidową organizmu. Transport 

transbłonowy FA jest wspomagany głównie przez translokazę kwasów tłuszczowych 

(FAT/CD36), błonowe białko wiążące kwasy tłuszczowe (FABPpm) oraz białka transportujące 

kwasy tłuszczowe (FATP1 i FATP4). Powyższe białkowe transportery ułatwiają wychwyt 

długołańcuchowych kwasów tłuszczowych (LCFA) przez adipocyty i przyczyniają się – przy 

nadmiernej osoczowej dostępności FA – do akumulacji lipidów i dysfunkcji komórek [8]. 

 Tkanka tłuszczowa odpowiada również za produkcję hormonów, do których możemy 

zaliczyć adipokiny, czynnik wzrostu, cytokiny i chemokiny. Wydzielanie adipokin jest 

uzależnione od stanu energetycznego tkanki tłuszczowej. Adipokiny pełnią bardzo ważną rolę 

w naszym organizmie, jako mediatory procesów metabolicznych, do których możemy zaliczyć 

utlenianie kwasów tłuszczowych, lipogenezę de novo, glukoneogenezę, wychwyt glukozy, 

sygnalizację insulinową [9]. Nadmierna akumulacja lipidów wewnątrz adipocytów zwiększa 

produkcję cytokin prozapalnych (rezystyna, TNFα, IL-6 i IL-1β), które są uwalniane w dużej 

ilości do osocza. To z kolei indukuje aktywację szlaków kompleksu kinaz białkowych IκB 

(IKKβ), czynnika jądrowego κB (NFκB) i kinazy białka c-Jun (JNK), prowadząc do rozwoju 

insulinooporności w samych adipocytach[5,9]. W wyniku tych procesów, reakcje zapalne 

zachodzące w tkance tłuszczowej nasilają się i mogą odgrywać kluczową rolę w rozwoju 

insulinooporności w całym organizmie. Nadmierna masa tkanki tłuszczowej prowadzi również 

do rozwoju insulinooporności poprzez nadmierną produkcję hormonów antagonistycznych 

wobec insuliny (hormonu wzrostu, glukagonu, kortyzolu i katecholaminy) oraz poprzez 

bezpośrednie wydzielanie zwiększonej ilości FFA do krwi. W przypadku podwyższonego 

poziomu FFA organizm zaczyna wykorzystywać je jako główne źródło energii zamiast 
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glukozy. W konsekwencji wzrasta poziom glukozy we krwi, a następnie zwiększa się 

wydzielanie insuliny w celu utrzymania prawidłowego poziomu glukozy we krwi. Ponadto 

przewlekle podwyższony poziom FFA we krwi może prowadzić do ich akumulacji w tkankach 

obwodowych, gdzie mogą zakłócać transdukcję sygnału insuliny [10]. Nadmierne 

nagromadzenie wewnątrzkomórkowych lipidów, zwłaszcza w bioaktywnych frakcjach, takich 

jak DAG, zaburza ścieżkę przewodnictwa sygnału insulinowego oraz homeostazę glukozy u 

osób z otyłością i insulinoopornością, poprzez inaktywację substratu receptora insulinowego 1 

oraz obniżenie aktywacji 3-kinaza fosfatydyloinozytolu. Należy podkreślić, że trzewna tkanka 

tłuszczowa zawiera mniejszą liczbę receptorów insuliny, charakteryzuje się wyższą 

aktywnością lipolityczną i immunologiczną w stosunku do podskórnej tkanki tłuszczowej [9].  

 Ważnym składnikiem strukturalnym i funkcjonalnym tkanki tłuszczowej są cząsteczki 

macierzy zewnątrzkomórkowej (ECM), w tym proteoglikany i kolagen, które są wytwarzane w 

dużych ilościach podczas aktywnej przebudowy tkanki tłuszczowej, jaka ma miejsce w wyniku 

rozwoju otyłości [9]. W konsekwencji może to prowadzić do zwłóknienia tkanki tłuszczowej. 

Dotychczasowe badania funkcji ECM VAT były skoncentrowane na kolagenie, który tworzy 

swoiste rusztowanie, ograniczające rozrost adipocytów wywołany nadmierną akumulacją 

lipidów w komórkach tłuszczowych. Zwłóknienie tkanki tłuszczowej, prowadzi do 

potencjalnego złagodzenia ektopowej akumulacji lipidów, przyczyniającej się do rozwoju 

stresu oksydacyjnego, zaburzeń tolerancji glukozy i insulinooporności [11]. Ważną rolę 

odgrywają również makrofagi, które także regulują funkcję tkanki tłuszczowej oraz jej 

przebudowę, poprzez produkcję  metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej (MMP), takich 

jak MMP2 i MMP9, które biorą udział w adipogenezie i angiogenezie [12]. Komórki 

odpornościowe, takie jak makrofagi, które są źródłem prozapalnych cytokin, migrują do tkanki 

tłuszczowej. Prowadzić to może do dalszego rozwoju stanu zapalnego, powiększenia 

rozmiarów adipocytów, a także powstawania kolejnych związków prozapalnych, takich jak 

interleukina-6, białko C-reaktywne, oraz inhibitor 1 aktywatora plazminogenu [13,14]. 

Źródłem metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej są bowiem także adipocyty, 

preadipocyty, fibroblasty oraz komórki śródbłonka [15]. Główną funkcją metaloproteinaz 

macierzy pozakomórkowej jest degradacja kolagenu typu IV, który jest głównym składnikiem 

błony podstawnej naczyń. Uszkodzenie tej bariery ułatwia migrację leukocytów do tkanki 

tłuszczowej, nasilając tym samym jej stan zapalny. Aktywacja leukocytów powoduje 

uwolnienie prozapalnych cytokin i metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej, co prowadzi 

do nasilenia procesów zapalnych [16]. Przebudowa macierzy zewnątrzkomórkowej, w tym 

degradacja tkanki łącznej i białek błony podstawnej, jest konieczna na wczesnym etapie 
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angiogenezy. Makrofagi więc przyczyniają się do angiogenetycznej przebudowy tkanki 

tłuszczowej poprzez modulację ECM. Przebudowa ECM jest również związana z regulacją 

adipogenezy, podczas rozrostu tkanki tłuszczowej, kiedy to różnicowanie adipocytów jest 

regulowane przez odkładanie się kolagenu [12]. Podczas nadmiernej akumulacji lipidów 

wewnątrz adipocytów, a co za tym idzie wzrostu liczby lub wielkości adipocytów, dochodzi do 

zwiększonego unaczynienia tkanki tłuszczowej [5]. Nieprawidłowa przebudowa ECM, 

wynikająca z nadmiernej i szybkiej akumulacji lipidów wewnątrz adipocytów, prowadzi do 

obniżenia liczby naczyń włosowatych obecnych w tkance tłuszczowej osób z otyłością i 

insulinoopornością. Poprzez proteolizę elementów strukturalnych ECM, MMP9 wpływa na 

degradację jednego z łańcuchów kolagenu typu IV, co powoduje powstanie peptydu 

działającego hamująco na unaczynienie tkanki [12].  

 Dieta bogatotłuszczowa, przy zachowanym dodatnim bilansie energetycznym, 

prowadzi do rozwoju otyłości oraz powstawania stresu oksydacyjnego (OS) w komórkach, 

wzrost produkcji reaktywnych form tlenu (ROS) oraz postępu stanu zapalnego [17,18]. Wzrost 

ilości ROS w tkance tłuszczowej prowadzi do upośledzenia adipogenezy, rekrutacji i aktywacji 

makrofagów, wydzielania adipokin zapalnych czy uszkodzenia biologicznych struktur tkanki 

tłuszczowej. Stres oksydacyjny bezpośrednio zaburza również sygnalizację insuliny. 

Reaktywne formy tlenu mogą bowiem indukować substrat receptora insuliny fosforylacji 

seryny/treoniny, upośledzać redystrybucję komórkową komponentów sygnałowych insuliny 

oraz zmniejszać transkrypcję genu transportera glukozy typu 4 (GLUT4) [19]. Stres 

oksydacyjny, w powiązaniu z hiperglikemią, lipotoksycznością, i glukotoksycznością, jest więc 

również odpowiedzialny za rozwój insulinooporności. Dodatkowo, stres oksydacyjny 

powoduje wzrost produkcji cytokin prozapalnych, a tym samym indukcję stanu zapalnego, co 

prowadzi do dalszego rozwoju otyłości [20]. Wykazano, że stosowanie antyoksydantów, do 

których należą N-acetylocysteina (NAC) i kwas alfa-liponowy (ALA) mają korzystny wpływ 

na metaboliczne powikłania otyłości [21–25]. Oba te antyoksydanty mogą zmniejszać stres 

oksydacyjny, ilość wydzielanych cytokin prozapalnych, nacieki makrofagów i inne powikłania 

otyłości [26,27]. N-acetylocysteina jest pochodną cysteiny, która służy jako prekursor do 

syntezy zredukowanego glutationu, natomiast kwas alfa-liponowy jest niezbędnym 

endogennym kofaktorem kompleksu enzymatycznego biorącego udział w wytwarzaniu energii 

oraz inaktywacji wolnych rodników, a poprzez swoją zredukowaną formę także oddziałuje z 

reaktywnymi formami tlenu [22]. Wcześniejsze badania wykazały, że podawanie N-

acetylocysteiny lub kwasu alfa-liponowego szczurom karmionym dietą bogatotłuszczową 

obniżyło poziom triacylogliceroli w osoczu i całkowitego cholesterolu, przywracając tym 
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samym, zaburzony przez otyłość, metabolizm lipidów osoczowych [28,29]. Niemniej jednak 

mechanizm działania NAC i ALA na metabolizm lipidów w tkance tłuszczowej (VAT i SAT) 

jest nadal nieznany. Ponieważ akumulacja lipidów często wynika ze zwiększonego transportu 

przezbłonowego LCFA, prawdopodobne jest, że NAC i ALA mogą wpływać na ten proces.  
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4. Cele pracy  

Zmiany strukturalne tkanki tłuszczowej, towarzyszące otyłości, wpływają na ekspresję 

metaloproteinaz (MMP), jak i białek transportujących lipidy, a tym samym na wielkość 

transportu długołańcuchowych kwasów tłuszczowych (LCFA). Transport transbłonowy LCFA 

w tkance tłuszczowej jest wspomagany głównie przez translokazę kwasów tłuszczowych 

(FAT/CD36), błonowe białko wiążące kwasy tłuszczowe (FABPpm) oraz białka transportujące 

kwasy tłuszczowe (FATP1 i FATP4). Ostatnie badania wykazały także, że szczególnie 

metaloproteinazy 2 (MMP2) i 9 (MMP9) biorą udział w degradacji i przebudowie macierzy 

pozakomórkowej, zmieniając strukturę tkanki tłuszczowej, co może wpływać na transport 

LCFA. 

Dieta bogatotłuszczowa skutkuje rozwojem licznych nieprawidłowości metabolicznych, 

także w obrębie tkanki tłuszczowej, co może przyczyniać się do zwiększonej produkcji 

reaktywnych form tlenu oraz zwiększonego stresu oksydacyjnego/nitrozacyjnego, natomiast 

związki przywracające homeostazę redoks takie jak N-acetylocysteina (NAC) i kwas alfa-

liponowy (ALA) mogą poprawiać metabolizm lipidów. Wewnątrzkomórkowa akumulacja 

lipidów wynika głównie ze zwiększonego transportu transbłonowego LCFA, prawdopodobne 

jest więc, że NAC i ALA mogą wpływać na ten proces.  

Mając na uwadze powyższe, celem zrealizowanych badań była: 

1. Ocena wpływu N-acetylocysteiny lub kwasu alfa-liponowego podczas stosowania diety 

bogatotłuszczowej na wybrane parametry osocza (insulina, glukoza, FFA, DAG, TAG). 

2. Ocena wpływu N-acetylocysteiny lub kwasu alfa-liponowego podczas stosowania diety 

bogatotłuszczowej na histologię trzewnej i podskórnej tkanki tłuszczowej. 

3. Ocena wpływu N-acetylocysteiny lub kwasu alfa-liponowego podczas stosowania diety 

bogatotłuszczowej na ekspresję (zarówno na poziomie mRNA, jak i białka) transporterów 

kwasów tłuszczowych (FAT/CD36, FABPpm, FATP1, FATP4) oraz na następczą 

akumulację kwasów tłuszczowych w wybranych frakcjach lipidowych (FFA, DAG, TAG) 

w trzewnej i podskórnej tkance tłuszczowej. 

4. Ocena wpływu N-acetylocysteiny lub kwasu alfa-liponowego podczas stosowania diety 

bogatotłuszczowej na ekspresję (zarówno na poziomie mRNA, jak i białka) 

metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej (MMP2 i MMP9) w trzewnej i podskórnej 

tkance tłuszczowej. 
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5. Materiały i metody 

Szczegółowe informacje dotyczące zastosowanego modelu doświadczalnego i metodyki 

badań znajdują się w niżej wymienionych pracach włączonych do rozprawy:  

a) Publikacja nr 2 – Wołosowicz M., Dajnowicz-Brzezik P., Łukaszuk B., Żebrowska E., 

Maciejczyk M., Zalewska A., Kasacka I., Chabowski A.: Diverse Impact of  

N-Acetylcysteine or Alpha-Lipoic Acid Supplementation During High-Fat Diet Regime on 

Fatty Acid Transporters in Visceral and Subcutaneous Adipose Tissue. Advances in 

Medical Sciences; 2022; 67(2), 216–228. 

b) Publikacja nr 3 – Wołosowicz M., Łukaszuk B., Kasacka I., Chabowski A.: Diverse Impact 

of N-Acetylcysteine or Alpha-Lipoic Acid Supplementation during High-Fat Diet Regime 

on Matrix Metalloproteinase-2 and Matrix Metalloproteinase-9 in Visceral and 

Subcutaneous Adipose Tissue. Cellular Physiology and Biochemistry, 2022; 56, 166–179. 

5.1. Model doświadczalny  

 Badania z wykorzystaniem modelu zwierzęcego zostały przeprowadzone na samcach 

szczurów rasy Wistar (masa początkowa=50-72g). Zgoda na przeprowadzenie badań na 

zwierzętach została udzielona przez Komisję Bioetyczną w Olsztynie (nr 21/2017). Po sześciu 

dniach aklimatyzacji zwierzęta zostały losowo podzielone na cztery grupy: 

1) grupa kontrolna (CTRL) (n=10) – szczury były karmione dietą standardową przez  

10 tygodni. Po 6 tygodniach doświadczenia zwierzęta otrzymywały dodatkowo przez 

kolejne 4 tygodnie roztwór soli fizjologicznej; 

2) grupa z dietą bogatotłuszczową (HFD) (n=10) – szczury były karmione dietą 

bogatotłuszczową przez 10 tygodni. Po 6 tygodniach doświadczenia zwierzęta 

otrzymywały dodatkowo przez kolejne 4 tygodnie roztwór soli fizjologicznej; 

3) grupa z dietą bogatotłuszczową i N-acetylocysteiną (HFD+NAC) (n=10) – szczury były 

karmione dietą bogatotłuszczową przez 10 tygodni. Po 6 tygodniach doświadczenia 

zwierzęta otrzymywały dodatkowo roztwór NAC przez 4 tygodnie; 

4) grupa z dietą bogatotłuszczową i kwasem alfa-liponowym (HFD+ALA) (n=10) – szczury 

były karmione dietą bogatotłuszczową przez 10 tygodni. Po 6 tygodniach doświadczenia 

zwierzęta otrzymywały dodatkowo roztwór ALA przez kolejne 4 tygodnie.  

 Roztwory NAC i ALA były podawane przez zgłębnik żołądkowy szczurom z 

odpowiednich grup. Zostały podane dawki 500 mg/kg masy ciała NAC i 30 mg/kg masy ciała 

ALA, ponieważ są to najczęściej stosowane, nietoksyczne dawki o udowodnionym działaniu 
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antyoksydacyjnym. W podobny sposób podaliśmy sól fizjologiczną (2 ml/kg masy ciała) 

szczurom kontrolnym i na diecie bogatotłuszczowej. Masę ciała szczurów oraz spożycie 

pokarmu codziennie monitorowaliśmy. 

 Po 10 tygodniach eksperymentu szczury zostały znieczulone dootrzewnowym 

wstrzyknięciem fenobarbitalu (80 mg/kg masy ciała). Następnie z okolic brzucha pobraliśmy 

próbki VAT i SAT, natomiast osocze z żyły głównej brzusznej. Tkanki oraz osocze natychmiast 

zamroziliśmy w ciekłym azocie, a następnie umieściliśmy w zamrażarkach, w temperaturze -

80oC do czasu dalszych analiz biochemicznych. 

Szczegółowe badania w eksperymencie na modelu zwierzęcym objęły ocenę: 

a) zawartości insuliny i glukozy w osoczu przy użyciu metod kolorymetrycznych oraz ELISA, 

b) zawartości wolnych kwasów tłuszczowych (FFA), diacylogliceroli (DAG) i triacylogliceroli 

(TAG) w osoczu za pomocą metody chromatografii gazowo-cieczowej (GLC), 

c) stopnia akumulacji makrofagów i zmian morfologii adipocytów w trzewnej i podskórnej 

tkance tłuszczowej za pomocą barwienia hematoksyliną + eozyną (H&E), przeciwciałem 

CD68 oraz zestawem Toluidine Blue Stain w preparatach histologicznych, 

d) całkowitej ekspresji mRNA transporterów kwasów tłuszczowych, takich jak: translokaza 

kwasów tłuszczowych (FAT/CD36), białko wiążące kwasy tłuszczowe (FABPpm) oraz 

białka transportujące kwasy tłuszczowe w błonie komórkowej (FATP1 i FATP4) w trzewnej 

i podskórnej tkance tłuszczowej metodą real-time PCR, 

e) całkowitej ekspresji białek transporterów kwasów tłuszczowych, takich jak: translokaza 

kwasów tłuszczowych (FAT/CD36), białko wiążące kwasy tłuszczowe (FABPpm) oraz 

białka transportujące kwasy tłuszczowe w błonie komórkowej (FATP1 i FATP4) w trzewnej 

i podskórnej tkance tłuszczowej za pomocą metody Western blot, 

f) akumulacji kwasów tłuszczowych w wybranych frakcjach lipidowych, takich jak: wolne 

kwasy tłuszczowe (FFA), diacylogliceroli (DAG) oraz triacylogliceroli (TAG) w trzewnej i 

podskórnej tkance tłuszczowej z użyciem metody chromatografii gazowo-cieczowej (GLC), 

g) całkowitej ekspresji mRNA metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej, takich jak: 

metaloproteinazy 2 (MMP2) i 9 (MMP9) w trzewnej i podskórnej tkance tłuszczowej 

metodą real-time PCR, 

h) całkowitej ekspresji białek metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej, takich jak: 

metaloproteinazy 2 (MMP2) i 9 (MMP9) w trzewnej i podskórnej tkance tłuszczowej za 

pomocą metody Western blot. 
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5.2. Analiza wybranych parametrów osocza  

 Zawartość glukozy i insuliny w osoczu oznaczono przy użyciu zestawu 

kolorymetrycznego (Glucose Colorimetric Assay Kit II; BioVision Inc., Milpitas, CA, USA) 

oraz ELISA (Rat Insulin ELISA Kit; Mercodia, Uppsala, Szwecja), odpowiednio, zgodnie z 

protokołami producenta. Absorbancję zmierzono spektrofotometrycznie przy 450 nm za 

pomocą czytnika mikropłytek (Synergy H1TM, BioTek Instruments, Winooski, USA). 

Następnie, z uzyskanych krzywych wzorcowych, obliczono wartości parametrów. 

Homeostatyczny model oceny insulinooporności (HOMA-IR) obliczono na podstawie wartości 

glukozy (FPG) i insuliny (FPI) – HOMA-IR = (FPG × FPI/22,5).  

5.3. Analiza histologiczna  

 W celu określenia zmian morfologicznych adipocytów pobrano próbki VAT i SAT od 

każdego szczura z każdej badanej grupy (CTRL, HFD, HFD+NAC, HFD+ALA). Fragmenty 

tkanek natychmiast utrwalono w 10% buforowanej formalinie i poddano rutynowej obróbce w 

celu zatopienia w parafinie. Bloki parafiny pocięto na skrawki 4 µm, przymocowano do 

dodatnio naładowanych szkiełek (Superfrost Plus; Menzel Gläser, Braunschweig, Niemcy)  

i wybarwiono hematoksyliną i eozyną (H&E). 

 Zatopione w parafinie próbki tkanki tłuszczowej odparowano i uwodniono w czystych 

alkoholach. Do barwienia makrofagów zastosowano zestaw Toluidine Blue Stain  

(nr kat.: SS057 BioGenex; 49026 Milmont Drive, Fremont, CA, USA). W skład zestawu 

wchodziły: nadmanganian potasu, pirosiarczyn potasu, roztwór Scotta, roztwór błękitu 

toluidynowego. Barwienie przeprowadzono zgodnie z instrukcjami producenta. 

 Barwienie immunohistologiczne przeprowadzono przy użyciu następującego protokołu: 

w celu odzyskania antygenu próbki poddano wstępnej obróbce w komorze ciśnieniowej  

i ogrzewano stosując roztwór Target Retrieval Solution (S 1699 Agilent Technologies, Inc. 

5301 Stevens Creek Blvd Santa Clara, CA, USA). Po schłodzeniu do temperatury pokojowej 

próbki inkubowano z roztworem blokującym peroksydazę przez 10 minut w celu zablokowania 

aktywności endogennej peroksydazy. Próbki tkanek tłuszczowych inkubowano przez 1 godzinę 

w temperaturze pokojowej, z monoklonalnym przeciwciałem pierwszorzędowym CD68 

(M0876, Agilent Technologies). Surowicę odpornościową uprzednio rozcieńczono w Antibody 

Diluent Background Reducing (S 3022 Agilent Technologies) w stosunku 1:50 dla CD68. 

Następnie, przez 30 minut, próbki były inkubowane z przeciwciałem drugorzędowym 

(EnVision FLEX, High pH (Link), HRP, Królik/Mysz (K800021-2 Agilent Technologies). 
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Kolejno inkubowano próbki przez 1 minutę z chromogenem DAB Flex, w celu uwidocznienia 

związanych przeciwciał. Próbki ostatecznie wybarwiono kontrastowo hematoksyliną QS  

(H-3404, Vector Laboratories; Burlingame, USA), osadzono i oceniono pod mikroskopem 

świetlnym. Swoistość przeciwciał potwierdzono przy użyciu kontroli negatywnej, co 

obejmowało zastąpienie przeciwciał rozcieńczalnikiem przeciwciał (bez barwienia) i kontrolę 

pozytywną, która obejmowała barwienie CD68 ludzkiego migdałka. 

 Ocena wielkości komórek i liczby makrofagów została przeprowadzona przez dwóch 

doświadczonych histologów (niezależnych od siebie) i przeanalizowana za pomocą 

oprogramowania ImageJ (The National Institutes of Health, USA). Obrazy zostały 

przekonwertowane do 8-bitowej skali szarości, a tło zostało odjęte. Następnie ustawiono 

binarną funkcję progową, aby oddzielić komórki od barwienia tła. Całkowitą powierzchnię 

komórek obliczono jako całkowitą liczbę pikseli na obrazach z ustalonym progiem. Wyniki 

wykreślono w GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, La Jolla, USA). Wyniki przedstawiono 

jako średnią ± odchylenia standardowe. Poziom istotności statystycznej ustalono na p<0,05. 

5.4. Analiza metodą real-time PCR  

 Całkowity kwas rybonukleinowy (RNA) wyizolowano z VAT i SAT przy użyciu 

TriReagent RNA Isolation Reagent zgodnie z protokołem producenta (Sigma-Aldrich, 

Darmstadt, Niemcy). Całkowita ilość i jakość RNA została zbadana spektrofotometrycznie 

przez pomiar współczynników absorbancji próbki (260/280 nm i 260/230 nm). Syntezę 

komplementarnego kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNA) przeprowadzono z użyciem 

uniwersalnego zestawu Master cDNA EvoScript (Roche Molecular Systems, Boston, USA). 

Specyficzne startery użyte w badaniu przedstawiono w Tabeli 1. Analizę real-time PCR 

przeprowadzono przy użyciu termocyklera LightCycler 96 System Real-Time Thermal z 

cyklerem z FastStart Essential DNA Green Master (Roche Diagnostics, Mannheim, Niemcy). 

Warunki cykli były następujące: 15s denaturacji w 95°C; wygrzewanie 15s w 58°C dla  

β-aktyny, FATP1, FATP4 i MMP2, 59°C dla MMP9, 61°C dla FABPpm, 62°C dla FAT/CD36, 

następnie 15 s wydłużanie w 72°C przez 45 cykli. Analizę krzywych topnienia przeprowadzono 

przed każdą reakcją, aby zweryfikować specyficzność produktu PCR. Poziomy matrycowego 

kwasu rybonukleinowego (mRNA) genów docelowych znormalizowano do poziomu β-aktyny 

szczurów i obliczono zgodnie z metodą Pfaffla. 
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Tabela 1. Sekwencje starterów do analizy real-time PCR 

Gene 
Primer Sequence Annealing 

temperature Forward Reverse 

β-actin 5’-ACGGTCAGGTCATCACTATCG-3’ 5’-GGCATAGAGGTCTTTACGGATG-3’ 58oC 

FAT/CD36 5’-GCCTCCTTTCCACCTTTTGT-3’ 5’-GATTCAAACACAGCATAGATGGAC-3’ 62oC 

FABPpm 5’-TCATCCTTTGTCTCCAGCTTTT-3’ 5’-CCTATGCCATGCTGACAGGT-3’ 61oC 

FATP1 5’-GGGTTTGCAAGCCAGAGA-3’ 5’-CAAAGCAGCCCCAATGAG-3’ 58oC 

FATP4 5’-TTGCCTGAGCTGCACAAAAC-3’ 5’-AGTGCAACATAGCAGCCTGT-3’ 58oC 

MMP2 5’-AAAGGAGGGCTGCATTGTGAA-3’ 5’-CTGGGGAAGGACGTGAAGAGG-3’ 58oC 

MMP9 5’-AGGTGCCTCGGATGGTTATCG-3’ 5’-TGCTTGCCCAGGAAGACGAA-3’ 59oC 

 

5.5. Analiza metodą Western Blot 

  W celu zbadania ekspresji białek zastosowano rutynową procedurę Western blot  

(tj. FAT/CD36, FABPpm, FATP1, FATP4, MMP2, MMP9 i β-aktyna). VAT i SAT 

zhomogenizowano (przy uzyciu homogenizatora eletrycznego) w lodowatym buforze 

radioimmunoprecypitacyjnym (RIPA) zawierającym koktajl inhibitorów proteazy i fosfatazy 

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Niemcy). Całkowite stężenie białka oznaczono za 

pomocą kwasu bicynchoninowego (BCA) z albuminą surowicy bydlęcej (BSA), jako 

standardem. W oparciu o odczytaną ilość białka, do próbek dodano odpowiednią ilość 

merkaptoetanolu w buforze, a następnie powstały roztwór inkubowano w temperaturze 90°C. 

 Homogenat tkankowy zawierający 20 µg białka poddano elektroforezie w żelu 

poliakrylamidowym (SDS-PAGE) (200 V przez 60 minut), a następnie transferowi na 

membrany nitrocelulozowe (100 V przez 30 minut). W kolejnym etapie membrany 

nitrocelulozowe były inkubowane w temperaturze pokojowej przez 60 minut w 5% roztworze 

odtłuszczonego mleka w proszku w soli fizjologicznej buforowanej tris z tween 20. Następnie 

membrany były inkubowane przez noc z pierwszorzędowymi przeciwciałami przeciwko 

FAT/CD36 (1:1000, nr kat. ab252922, Abcam, Cambridge, Wielka Brytania), FABPpm 

(1:5000, nr kat. ab171739, Abcam, Cambridge, Wielka Brytania), FATP1 (1:1000, nr kat. LS-

C373484-100, LSBio, Seattle, USA), FATP4 (1:1000, nr kat. ab200353, Abcam, Cambridge, 

Wielka Brytania), MMP2 (1:2500, nr kat. ab92536, Abcam, Cambridge, UK) i MMP9 

(1:10000, nr kat. ab76003, Abcam, Cambridge, UK). Następnie membrany były inkubowane z 

przeciwciałem drugorzędowym anti-rabbit IgG sprzężonym z peroksydazą chrzanową (Santa 

Cruz Biotechnology, Heidelberg, Niemcy). Następnie prążki białka uwidoczniono za pomocą 
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substratu chemiluminescencji (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) i oznaczono ilościowo 

za pomocą densytometrii (Bio-Rad Systems, Hercules, USA). Ekspresje białek 

znormalizowano do ekspresji β-aktyny (1:200, nr kat. ab115777, Abcam, Cambridge, UK). 

5.6. Analiza metodą chromatografii gazowo-cieczowej (GLC)  

 Poziom frakcji wolnych kwasów tłuszczowych (FFA), diacylogliceroli (DAG)  

i triacylogliceroli (TAG) zmierzono za pomocą chromatografii gazowo-cieczowej. W 

pierwszym etapie, wybrane frakcje lipidowe wyekstrahowano metodą Bligha i Dyera. 

Następnie, lipidy rozdzielono metodą chromatografii cienkowarstwowej (TLC).  

 Poszczególne estry metylowe kwasów tłuszczowych (FAME), obecne w każdej frakcji, 

zidentyfikowano i oznaczono ilościowo, zgodnie z czasami retencji wzorców metodą GLC 

(chromatograf cieczowy Hewlett-Packard5890 Series II, kolumna kapilarna HP-INNOWax; 

Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA). Całkowite ilości FFA, DAG i TAG 

oszacowano jako sumę poszczególnych rodzajów FA w ocenianej frakcji i wyrażono w 

nanomolach na mg białka. 

5.7. Analiza statystyczna  

 

 Analizy przeprowadzono przy użyciu oprogramowania GraphPad Prism 8 (GraphPad 

Software, La Jolla, CA, USA). Normalność rozkładu wyników sprawdzono za pomocą testu 

Shapiro–Wilka. Przeprowadzono test analizy wariancji (ANOVA) w celu porównania średnich 

między wszystkimi 4 grupami oraz test t-Studenta w celu porównania średnich między tylko 2 

testowanymi grupami (CTRL i HFD; CTRL i HFD+NAC; CTRL i HFD+ALA; HFD i 

HFD+NAC; HFD i HFD+ALA; HFD+NAC i HFD+ALA). Jeżeli założenia powyższych testów 

nie zostały spełnione, zastosowano test Kruskala–Wallisa z testem post hoc U Manna–

Whitneya w parach. Dodatkowo, ze względu na wielokrotne porównania, dla uzyskanych 

wartości p zastosowano poprawkę Benjaminiego-Hochberga. Wyniki przedstawiono jako 

średnie ± odchylenie standardowe (SD). Poziom istotności statystycznej ustalono na p<0,05. 
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6. Wyniki 

Szczegółowe informacje dotyczące uzyskanych wyników badań znajdują się w niżej 

wymienionych pracach włączonych do rozprawy:  

a) Publikacja nr 2 – Wołosowicz M., Dajnowicz-Brzezik P., Łukaszuk B., Żebrowska E., 

Maciejczyk M., Zalewska A., Kasacka I., Chabowski A.: Diverse Impact of  

N-Acetylcysteine or Alpha-Lipoic Acid Supplementation During High-Fat Diet Regime on 

Fatty Acid Transporters in Visceral and Subcutaneous Adipose Tissue. Advances in 

Medical Sciences; 2022; 67(2), 216–228. 

b) Publikacja nr 3 – Wołosowicz M., Łukaszuk B., Kasacka I., Chabowski A.: Diverse Impact 

of N-Acetylcysteine or Alpha-Lipoic Acid Supplementation during High-Fat Diet Regime 

on Matrix Metalloproteinase-2 and Matrix Metalloproteinase-9 in Visceral and 

Subcutaneous Adipose Tissue. Cellular Physiology and Biochemistry, 2022; 56, 166–179. 

 

W opisie wyników wykorzystano odniesienia do figur zamieszczonych w wyżej 

wymienionych publikacjach włączonych do rozprawy. 

6.1. Ogólna charakterystyka modelu badawczego i zmian wybranych parametrów 

osoczowych 

 Zastosowanie diety bogatotłuszczowej spowodowało istotny wzrost masy ciała 

szczurów z grupy HFD (+22%, p<0,0001, HFD vs. CTRL, Fig. 1a, b), jak również w grupach 

HFD+NAC (+24%, p<0,0001, HFD+NAC vs. CTRL, Fig. 1a, b) i HFD+ALA (+18%, 

p<0,0001, HFD+ALA vs. CTRL, Fig. 1a, b) w stosunku do grupy kontrolnej (Publikacja nr 3). 

Zwierzęta w grupach HFD+NAC (-30%, p<0,0001) i HFD+ALA (-14%, p=0,0220) ważyły 

mniej niż szczury z grypy na diecie bogatotłuszczowej (Tabela 2, Publikacja nr 2). 

Przeprowadzone badania wykazały, że stężenie glukozy i insuliny oraz wartości HOMA-IR 

były istotnie podwyższone we wszystkich grupach z zastosowaną dietą bogatotłuszczową w 

stosunku do grupy CTRL (HOMA-IR: +26%, p=0,014, HFD vs. CTRL; +123%, p=0,0010, 

HFD+NAC vs. CTRL; +8-krotnie, p=0,0021, HFD+ALA vs. CTRL; Publikacja nr 3). Stężenia 

glukozy i insuliny oraz HOMA-IR były istotnie niższe w grupie HFD+NAC (-28%, p=0,0016; 

-51%, p=0,0042; -87%, p=0,0023; odpowiednio; HFD+NAC vs. HFD) oraz w grupie 

HFD+ALA (-19%, p=0,0210; -48%, p=0,0024; -88%, p=0,0022; odpowiednio; HFD+ALA vs. 

HFD), kiedy porównano je z grupą z dietą bogatotłuszczową (Publikacja nr 3). Co ciekawe, 

zaobserwowano również istotne różnice w poziomie glukozy pomiędzy grupami, w których 
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zastosowano antyoksydanty (+12%, p=0,0172, HFD+ALA vs. HFD+NAC; Publikacja nr 3). 

Stosowanie NAC podczas utrzymanej diety bogatotłuszczowej spowodowało istotne obniżenie 

zawartości DAG (-50%, p<0,0001, Fig. 1e) i TAG (-45%, p=0,009, Fig. 1f) w osoczu w 

porównaniu z grupą CTRL (HFD+NAC vs. CTRL; Publikacja nr 3). Ponadto badanie wykazało 

istotne obniżenie zawartości DAG (-37%, p=0,0045, Fig. 1e) i TAG (-53%, p=0,0080, Fig. 1f) 

w osoczu, kiedy porównaliśmy grupy HFD+NAC vs. HFD (Publikacja nr 3). Zaobserwowano 

również istotne zmiany w zawartości DAG w osoczu szczurów z grupy HFD+ALA w stosunku 

do szczurów na diecie bogatotłuszczowej (+35%, p=0,0491, HFD+ALA vs. HFD, Fig. 1e) oraz 

pomiędzy dwiema grupami z podawanymi antyoksydantami (+115%, p<0,0001, HFD+ALA 

vs. HFD+NAC, Fig. 1e) (Publikacja nr 3). 

6.2. Zmiany histologiczne trzewnej i podskórnej tkanki tłuszczowej 

 Badanie histologiczne wycinków tkanki tłuszczowej w grupie HFD ujawniło istotnie 

większe rozmiary adipocytów, w odniesieniu do grup kontrolnych (p<0,0001, HFD VAT vs. 

CTRL VAT, Fig. 2a, 4a; p=0,0165, HFD SAT vs. CTRL SAT, Fig. 2b, 4b; Publikacja nr 3). 

Analizy immunohistochemiczne w tej grupie wykazały również wzrost liczby komórek CD68 

immunopozytywnych (p=0,0061, HFD SAT vs. CTRL SAT, Fig. 3b, 4d; Publikacja nr 3). 

Najwięcej jednak makrofagów infiltrujących stwierdzono w VAT, gdzie tworzyły duże 

skupiska w grupach CTRL, HFD, HFD+NAC oraz HFD+ALA (Fig. 3a; Publikacja nr 3). 

Adipocyty VAT i SAT w grupach HFD+NAC były nieco mniejsze niż komórki tłuszczowe w 

grupach z zastosowaną dietą bogatotłuszczową (Fig. 2a i b, 4a i b; Publikacja 3). W obu grupach 

HFD+NAC zaobserwowano mniejszą liczbę makrofagów (Fig. 3a i b), z większą liczbą 

komórek CD68 immunopozytywnych w VAT (p=0,0358, HFD+NAC VAT vs. HFD VAT, Fig. 

3a, 4c) w porównaniu z grupami na diecie bogatotłuszczowej (Publikacja 3). Wielkość 

adipocytów w grupach HFD+ALA była mniejsza w stosunku do tych w grupach z dietą 

bogatotłuszczową (p=0,0003, HFD+ALA VAT vs. HFD VAT, Fig. 2a, 4a; p=0,0209, 

HFD+ALA SAT vs. HFD SAT, Fig. 2b, 4b; Publikacja nr 3). Liczba komórek CD68 

immunopozytywnych była wyższa zarówno w VAT, jak i SAT, w odniesieniu do grup z 

zastosowaną dietą bogatotłuszczową (p=0,0088, HFD+ALA VAT vs. HFD VAT, Fig. 3a, 4c; 

Publikacja nr 3). Podaż ALA (HFD+ALA) skutkowało większą liczbą makrofagów, w VAT i 

SAT, w porównaniu z grupami na diecie bogatotłuszczowej (Fig. 2a i b; Publikacja 3). Co 

ciekawe, wielkość adipocytów w obu tkankach tłuszczowych, była nieco mniejsza w grupach 

HFD+ALA, niż w grupach HFD+NAC (p=0,0010, HFD+ALA VAT vs. HFD+NAC VAT, Fig. 

2a, 4a; Publikacja nr 3). Z drugiej jednak strony, liczba komórek CD68 immunopozytywnych 
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w grupie HFD+ALA była wyższa w obu depozytach tkanki tłuszczowej w porównaniu z 

HFD+NAC (p=0,0358, HFD+ALA VAT vs. HFD+NAC VAT, Fig. 3a, 4c; Publikacja nr 3).  

6.3. Zmiany ekspresji białkowych transporterów kwasów tłuszczowych w trzewnej i podskórnej 

tkanki tłuszczowej (mRNA i białek) 

 Szczury karmione dietą bogatotłuszczową charakteryzowały się istotnie niższymi 

poziomami ekspresji FAT/CD36 (-43%, p=0,0130, Fig. 3a) i FABPpm (-45%, p=0,0030,  

Fig. 3c) na poziomie mRNA w VAT w stosunku do szczurów kontrolnych (HFD VAT vs. 

CTRL VAT; Publikacja nr 2). Czterotygodniowa podaż NAC, z utrzymanym reżimem diety 

bogatotłuszczowej, spowodowała dalsze istotne obniżenie poziomu ekspresji FAT/CD36 

mRNA w VAT (-56%, p=0,0007, HFD+NAC VAT vs. HFD VAT, Fig. 3a) i SAT (-50%, 

p=0,009, HFD+NAC SAT vs. HFD SAT, Fig. 3b), w porównaniu z grupami na diecie 

bogatotłuszczowej (Publikacja nr 2). Podobną redukcję zaobserwowano w poziomie ekspresji 

FATP1 mRNA w SAT (-80%, p=0,0001, HFD+NAC SAT vs. HFD SAT, Fig. 3f; Publikacja 

nr 2). Zastosowanie ALA poskutkowało wzrostem poziomu ekspresji FABPpm mRNA w VAT 

(+61%, p=0,0389, HFD+ALA VAT vs. HFD VAT, Fig. 3c) oraz FATP1 mRNA w SAT 

(+146%, p=0,0223, HFD+ALA SAT vs. HFD SAT, Fig. 3f) w porównaniu z odpowiednimi 

grupami na diecie bogatotłuszczowej (Publikacja nr 2). Przeprowadzone badania wykazały 

istotne zmniejszenie poziomu ekspresji FATP1 mRNA w VAT, w stosunku do tej uzyskanej w 

grupie z dietą bogatotłuszczową (-62%, p=0,0061, HFD+ALA VAT vs. HFD VAT, Fig. 3e; 

Publikacja nr 2). Porównanie grup z zastosowanymi antyoksydantami, wykazało istotnie 

wyższy poziom eskpresji FAT/CD36 (+133%, p=0,0066, Fig. 3a) i FABPpm (+130%, 

p=0,0031, Fig. 3c) mRNA w VAT szczurów z podażą ALA (HFD+ALA VAT vs. HFD+NAC 

VAT; Publikacja nr 2). Podobne zmiany wystąpiły również dla obu grup w SAT w przypadku 

poziomu ekspresji FAT/CD36 (+101%, p=0,0072, Fig. 3b) i FATP1 (+11-krotnie, p=0,0062, 

Fig. 3f) mRNA (HFD+ALA SAT vs. HFD+NAC SAT; Publikacja nr 2). Wykazano również 

zmiany pomiędzy działaniem antyoksydantów, w postaci różnicy poziomów ekspresji FATP1 

mRNA w VAT (-46%, p=0,0451, HFD + ALA VAT vs. HFD + NAC VAT, Fig. 3e; Publikacja 

nr 2). Dziesięciotygodniowe stosowanie diety bogatotłuszczowej spowodowało wzrost 

ekspresji białek FAT/CD36 (+113%, p=0,0268, Fig. 4a), FABPpm (+113%, p=0,027, Fig. 4c), 

FATP1 (+11-krotny, p=0,0027, Fig. 4e) oraz FATP4 (+152%, p=0,0005, Fig. 4g) w VAT w 

odniesieniu do grupy kontrolnej (HFD VAT vs. CTRL VAT; Publikacja 2). Natomiast w SAT 

nastąpił jedynie wzrost ekspresji białka FAT/CD36, porównując do grupy kontrolnej (+110%, 

p=0,0036, HFD SAT vs. CTRL SAT, Fig. 4b; Publikacja nr 2). Stosowanie NAC doprowadziło 
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do istotnych zmian ekspresji białek FAT/CD36 (-74%, p=0,0008, Fig. 4b) i FATP4  

(+10-krotnie, p=0,05, Fig. 4h) w SAT (HFD+NAC SAT vs. HFD SAT, Fig. 4b) oraz wzrostu 

ekspresji białka FATP4 (+15-krotnie, p=0,0157, HFD+NAC VAT vs. HFD VAT; Fig. 4g)  

w VAT w stosunku do odpowiednich grup z zastosowaną dietą bogatotłuszczową (Publikacja 

nr 2). Podobnie w grupie HFD+ALA zaobserwowano obniżenie ekspresji białka FAT/CD36  

w SAT (-44%, p=0,0112, HFD+ALA SAT vs. HFD SAT, Fig. 4b; Publikacja nr 2). Porównanie 

grup z zastosowanymi różnymi antyoksydantami wykazało niższą ekspresję białka FATP4  

w HFD+ALA, w VAT (-95%, p=0,030, HFD+NAC VAT vs. HFD+ALA VAT, Fig. 4g) i SAT 

(-91%, p=0,0279, HFD+NAC SAT vs. HFD+ALA SAT, Fig. 4h), zaś wzrost ekspresji białka 

FAT/CD36 (+118%, p=0,0252, HFD+NAC SAT vs. HFD+ALA SAT, Fig. 4b) w SAT 

(Publikacja nr 2). 

6.4. Zmiany akumulacji kwasów tłuszczowych w wybranych frakcjach lipidowych w 

trzewnej i podskórnej tkanki tłuszczowej 

 Zbadano również całkowitą zawartość wybranych frakcji lipidowych (FFA, DAG i 

TAG) w pobranych próbkach tkanki tłuszczowej trzewnej i podskórnej. Zastosowanie diety 

bogatotłuszczowej wpłynęło na wzrost poziomu FFA (+77%, p<0,05, HFD VAT vs. CTRL 

VAT, Fig. 5a), DAG (+52%, p<0,05, HFD VAT vs. CTRL VAT, Fig. 5c) i TAG (+52%, 

p<0,05, HFD VAT vs. CTRL VAT, Fig. 5e) w VAT oraz FFA (+39%, p<0,05, HFD SAT vs. 

CTRL SAT, Fig. 5e) w SAT w porównaniu z odpowiednimi grupami kontrolnymi (CTRL 

VAT, CTRL SAT, Publikacja nr 3). Całkowity poziom FFA był istotnie mniejszy w grupie z 

zastosowaną NAC w VAT (-28%, p<0,05, HFD+NAC VAT vs. HFD VAT, Tabela 3, Fig. 5a) 

i SAT (-20%, p<0,05, HFD+NAC SAT vs. HFD SAT, Tabela 4, Fig. 5b) w porównaniu do 

grup na diecie bogatotłuszczowej (Publikacja nr 2). Szczury, którym podawano ALA miały 

niższy całkowity poziom FFA, jedynie w VAT w stosunku do grupy z reżimem diety 

bogatotłuszczowej (-44%, p<0,05, HFD+NAC VAT vs. HFD VAT, Tabela 3, Fig. 5a; 

Publikacja nr 2). Co ciekawe, kiedy porównano między sobą grupy z zastosowanymi 

antyoksydantami, zauważono istotne różnice między całkowitą zawartość FFA w VAT (-22%, 

p<0,05, HFD+ALA VAT vs. HFD+NAC VAT, Tabela 3, Fig. 5a) i SAT (+47%, p<0,05, 

HFD+ALA SAT vs. HFD+NAC SAT, Tabela 4, Fig. 5b) (Publikacja nr 2). Przeprowadzone 

badania dowiodły, że NAC wpływa na całkowity poziom DAG w VAT (-26%, p<0,05, 

HFD+NAC VAT vs. HFD+NAC VAT, Tabela 5, Fig. 5d) i SAT (-35%, p<0,05, HFD+NAC 

SAT vs. HFD+NAC SAT, Tabela 6, Fig. 5e) (Publikacja nr 2). Porównanie wyników z grup 

HFD+ALA i HFD+NAC wykazało pewne statystycznie istotne różnice w ilości DAG w SAT 
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(+45%, p<0,05, HFD+ALA SAT vs. HFD+NAC SAT, Tabela 6, Fig. 5e; Publikacja nr 2). 

Zastosowanie NAC (-16%, p<0,05, HFD+NAC VAT vs. HFD VAT) i ALA (-37%, p<0,05, 

HFD+ALA VAT vs. HFD VAT) wywołało również istotne zmiany w całkowite ilości TAG  

w VAT, kiedy porównano je ze zmianami uzyskanymi u szczurów na diecie bogatotłuszczowej 

(Tabela 7, Fig. 5g; Publikacja nr 2). 

6.5. Zmiany ekspresji metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej w trzewnej i 

podskórnej tkanki tłuszczowej (mRNA i białek) 

 W przeprowadzonych badaniach oceniono również ekspresję MMP2 i MMP9 mRNA 

w obu depozytach tkanki tłuszczowej badanych szczurów. Podaż diety bogatotłuszczowej 

wpłynęła na wzrot ekspresji MMP2 w VAT (+2-krotny, p<0.0001, HFD VAT vs. CTRL VAT, 

Fig. 6a) i MMP9 w VAT (+3-krotny, p=0.0018, HFD VAT vs. CTRL VAT, Fig. 6c) i SAT  

(+2-krotny, p=0.0052, HFD SAT vs. CTRL SAT, Fig. 6d) w stosunku do odpowiednich grup 

kontrolnych (Publikacja nr 3). Co ciekawe, czterotygodniowe podaż NAC z utrzymaną dietą 

bogatotłuszczową spowodowało znaczne obniżenie poziomu ekspresji MMP9 mRNA w VAT 

(-70%, p=0,009, HFD+NAC VAT vs. HFD VAT, Fig. 5d) i SAT (-92%, p=0,0150, HFD+NAC 

SAT vs. HFD SAT, Fig. 5e) w odniesieniu do odpowiednich grup na diecie bogatotłuszczowej 

(Publikacja nr 3). Porównanie grup z zastosowanymi antyoksydantami wykazało wielokrotnie 

wyższy poziom ekspresji MMP9 mRNA w SAT, w grupie z zastosowaną ALA niż NAC  

(+6-krotny, p=0,0162, HFD+ALA SAT vs. HFD+NAC SAT, Fig. 5e; Publikacja nr 3). 

Stwierdzono istotne różnice w poziomach ekspresji MMP2 (+97%, p<0,0001, HFD SAT vs. 

HFD VAT, Fig. 5c) i MMP9 (+2-krotnie, p=0,0089, HFD SAT vs. HFD VAT, Fig. 5f) mRNA 

pomiędzy tkankami, na korzyść SAT, porównując do wyników uzyskanych w grupach z dietą 

bogatotłuszczową (Publikacja nr 3). Wystąpiła również istotna różnica poziomów ekspresji 

MMP9 mRNA w grupach HFD+ALA pomiędzy badanymi tkankami (+1,5-krotny, p=0,0349, 

HFD+ALA SAT vs. HFD+ALA VAT, Fig. 5f; Publikacja nr 3). W toku prowadzonych badań 

została również dokonana ocena ekspresja białek MMP2 i MMP9 w tkance tłuszczowej, we 

wszystkich badanych grupach. W porównaniu z grupami kontrolnymi, stosowanie diety 

bogatotłuszczowej skutkowało wzrostem ekspresji białka MMP2 (+2-krotny, p<0,0001, HFD 

VAT vs. CTRL VAT, Fig. 5a) w VAT oraz MMP9 w VAT (+3-krotny, p=0,0018, HFD VAT 

vs. CTRL VAT, Fig. 5c) i SAT (+2-krotnie, p=0,0052, HFD SAT vs. CTRL SAT, Fig. 5d) 

(Publikacja nr 3). Czterotygodniowe stosowanie NAC podczas kontynuowania diety 

bogatotłuszczowej wpłynęło na istotny wzrost ekspresji białek MMP9 w VAT w porównaniu 

do grupy z samą dietą bogatotłuszczową (+3-krotny, p=0,0004, HFD+NAC VAT vs. HFD 
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VAT, Fig. 5c; Publikacja nr 3). Zastsowanie HFD+ALA istotnie wpłynęło na ekspresję białkek 

MMP2 i MMP9 w VAT (MMP2: -50%, p=0,0059, Fig. 5a; MMP9: -76%, p=0,0061, Fig. 5c; 

HFD+ALA VAT vs. HFD VAT) i SAT (MMP2: +4-krotnie, p=0,0071, Fig. 5b; MMP9: -66%, 

p=0,0126, Fig. 5d; HFD+ALA SAT vs. HFD SAT) porównując do grup z dietą 

bogatotłuszczową (Publikacja nr 3). Porównanie pomiędzy grupami z zastosowanymi 

antyoksydantami wykazało wyższą ekspresję białka MMP2 w SAT (+7-krotnie, p=0,011, 

HFD+ALA SAT vs. HFD+NAC SAT, Fig. 5b) i niższą ekspresję białka MMP9 w VAT (-94%, 

p=0,0003, HFD+ALA VAT vs. HFD+NAC VAT, Fig. 5c), w grupie HFD+ALA (Publikacja 

nr 3).  
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7. Wnioski 

1. N-acetylocysteina i kwas alfa-liponowy obniżają poziom osoczowej insuliny oraz glukozy 

i wpływają na redukcję masy ciała.  

2. Podaż N-acetylocysteiny podczas stosowania diety bogatotłuszczowej wpływa na 

obniżenie zawartości diacylogliceroli i triacylogliceroli w osoczu, natomiast kwas alfa-

liponowy w połączeniu z reżimem diety bogatotłuszczowej nie wywołuje takiego efektu.  

3. Stosowanie diety bogatotłuszczowej prowadzi do zwiększenia wielkości adipocytów oraz 

liczby komórek CD68 immunopozytywnych w obu depozytach tkanki tłuszczowej. 

4. Zastosowanie N-acetylocysteiny lub kwasu alfa-liponowego, podczas utrzymanej diety 

bogatotłuszczowej, zmniejszyło wielkość adipocytów, jednocześnie zwiększając liczbę 

komórek CD68 immunopozytywnych w trzewnej i podskórnej tkance tłuszczowej.  

5. Dieta bogatotłuszczowa prowadzi do wzrostu ekspresji białek FAT/CD36, FABPpm, 

FATP1, FATP4 w trzewnej tkance tłuszczowej, ale tylko FAT/CD36 również w 

podskórnej tkance tłuszczowej.  

6. Stosowanie N-acetylocysteiny w trakcie reżimu diety bogatotłuszczowej prowadzi do 

obniżenia ekspresji FAT/CD36, FABPpm, FATP1 i FATP4 na poziomie mRNA, w obu 

depozytach tkanki tłuszczowej, oraz obniżenia ekspresji białka FAT/CD36 w podskórnej 

tkance tłuszczowej i białka FATP4 w trzewnej i podskórnej tkance tłuszczowej.  

7. Stosowanie diety bogatotłuszczowej wpływa na wzrost zawartości wolnych kwasów 

tłuszczowych, diacylogliceroli i triacylogliceroli w trzewnej tkance tłuszczowej oraz 

wzrost poziomu wolnych kwasów tłuszczowych w podskórnej tkance tłuszczowej.   

8. Podaż zarówno N-acetylocysteiny, jak i kwasu alfa-liponowego, w czasie stosowania diety 

bogatotłuszczowej, prowadzi do obniżenia akumulacji kwasów tłuszczowych (wolnych 

kwasów tłuszczowych, diacylogliceroli i triacylogliceroli) w obu depozytach tkanki 

tłuszczowej.  

9. Ekspresja białka MMP2 jest obniżona pod wpływem stosowania N-acetylocysteiny, 

podczas gdy kwas alfa-liponowy nie wpływa na zmianę ekspresji białka MMP2. Natomiast 

ekspresja białka MMP9 jest zredukowana tylko przez podaż kwasu alfa-liponowego. 

Zmiany te zachodzą podczas podaży diety bogatotłuszczowej.  
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11. Streszczenie w języku polskim 

 Otyłość jest głównym czynnikiem predysponującym do rozwoju wielu powikłań,  

m.in. sercowo-naczyniowych, oddechowych, neurologicznych i endokrynnych. Ryzyko 

wystąpienia tych powikłań jest związane z ilością tkanki tłuszczowej, jej lokalizacją oraz 

czasem trwania choroby podstawowej. Towarzyszące otyłości zmiany strukturalne tkanki 

tłuszczowej, prowadzą do zmian ekspresji białek transportujących kwasy tłuszczowe i 

równowagi lipidowej organizmu. Transport transbłonowy kwasów tłuszczowych w tkance 

tłuszczowej jest wspomagany głównie przez translokazę kwasów tłuszczowych (FAT/CD36), 

błonowe białko wiążące kwasy tłuszczowe (FABPpm) oraz białka transportujące kwasy 

tłuszczowe (FATP1 i FATP4). Nadmierna masa tkanki tłuszczowej prowadzi również do 

rozwoju insulinooporności, poprzez nadprodukcję hormonów antagonistycznych wobec 

insuliny oraz bezpośrednie wydzielanie zwiększonej ilości wolnych kwasów tłuszczowych do 

krwi.  

 Metaloproteinazy macierzy pozakomórkowej, biorą między innymi udział w 

adipogenezie i angiogenezie. Enzymy te uczestniczą w rozwoju powikłań otyłości poprzez 

degradację i przebudowę cząsteczek macierzy zewnątrzkomórkowej tkanki tłuszczowej.  

  Długotrwały dodatni bilans energetyczny prowadzi do rozwoju otyłości oraz 

powstawania stresu oksydacyjnego w komórkach, nadmiernej produkcji reaktywnych form 

tlenu oraz nasilenia stanu zapalnego. Wykazano, że stosowanie antyoksydantów, takich jak  

N-acetylocysteina i kwas alfa-liponowy mają korzystny wpływ na metaboliczne powikłania 

otyłości. N-acetylocysteina jest pochodną cysteiny, która służy jako prekursor do syntezy 

zredukowanego glutationu, natomiast kwas alfa-liponowy jest niezbędnym endogennym 

kofaktorem kompleksu enzymatycznego biorącego udział w wytwarzaniu energii oraz 

inaktywacji wolnych rodników, a poprzez swoją zredukowaną formę także oddziałuje  

z reaktywnymi formami tlenu.  

 Celem pracy była ocena wpływu N-acetylocysteiny lub kwasu alfa-liponowego podczas 

stosowania diety bogatotłuszczowej na: wybrane parametry osocza (insulina, glukoza, FFA, 

DAG, TAG); histologię trzewnej i podskórnej tkanki tłuszczowej; ekspresję (na poziomie 

mRNA, jak i białka) transporterów kwasów tłuszczowych (FAT/CD36, FABPpm, FATP1, 

FATP4) oraz na następczą akumulację kwasów tłuszczowych w wybranych frakcjach 

lipidowych (FFA, DAG, TAG) w trzewnej i podskórnej tkance tłuszczowej; oraz ekspresję  

(na poziomie mRNA, jak i białka) metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej (MMP2 i 

MMP9) w trzewnej i podskórnej tkance tłuszczowej. 
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 Samce szczurów rasy Wistar podzielono losowo na cztery grupy (10 szczurów w każdej 

grupie): grupa kontrolna (CTRL), grupa z dietą bogatotłuszczową (HFD), grupa z dietą 

bogatotłuszczową i N-acetylocysteiną (HFD+NAC), grupa z dietą bogatotłuszczową i kwasem 

alfa-liponowym (HFD+ALA). Przy pomocy metod kolorymetrycznych i ELISA oznaczono 

stężenie insuliny i glukozy w osoczu. Pobrane próbki tkanki tłuszczowej poddano ocenom 

immunohistologicznym. Poziomu ekspresji mRNA i białek, FAT/CD36, FABPpm, FATP1, 

FATP4, MMP2 i MMP9, oceniono odpowiednio za pomocą metod real-time PCR i Western 

blot. Poziom zawartości lipidów (FFA, DAG i TAG) w osoczu i tkance tłuszczowej 

oszacowano przy użyciu metody chromatografii gazowo-cieczowej.  

 Z przeprowadzonych badań wynika, że podaż antyoksydantów podczas stosowania 

diety bogatotłuszczowej prowadzi do obniżenia masy ciała, poziomów glukozy, insuliny oraz 

lipidów w osoczu badanych szczurów. Zastosowanie antyoksydantów wpłynęło również na 

zmniejszenie wielkości adipocytów i ilości makrofagów oraz wzrost ilości komórek CD68 

immunopozytywnych, w trzewnej i podskórnej tkance tłuszczowej. Ponadto, stosowanie 

antyoksydantów istotnie wpłynęło na wystąpienie zmian w ekspresji mRNA i białek 

białkowych transporterów kwasów tłuszczowych w obu depozytach tkanki tłuszczowej. 

Czterotygodniowa podaż antyoksydantów istotnie obniżyła zawartość lipidów w badanych 

tkankach tłuszczowych. Wykazano również, że stosowanie antyoksydantów podczas reżimu 

diety bogatotłuszczowej, istotnie wpłynęło na ekspresję metaloproteinaz macierzy 

pozakomórkowej na poziomie mRNA i białka. 

 Biorąc pod uwagę przedstawione wyniki można stwierdzić, że dieta bogatotłuszczowa 

prowadzi do istotnych zmian w obrazie histologicznym adipocytów, na co się również 

przekładają zmiany ekspresji białkowych transporterów kwasów tłuszczowych, lipidów oraz 

metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej. N-acetylocysteina i kwas alfa-liponowy mają 

różny wpływ na trrzewną i podskórną tkankę tłuszczową. Stosowanie antyoksydantów może 

pomóc w ochronie tkanki tłuszczowej przed szkodliwym wpływem stresu oksydacyjnego, 

poprzez regulację ekspresji, zarówno transporterów kwasów tłuszczowych, jak i 

metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej.  
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12. Streszczenie w języku angielskim  

 Obesity is the main factor predisposing to the development of many complications, 

including cardiovascular, respiratory, neurological, and endocrine. The risk of these 

complications is related to the amount of adipose tissue, its location, and the duration of the 

underlying disease. The structural changes in adipose tissue accompanying obesity lead to 

changes in the expression of fatty acid transport proteins, fatty acids transport, and lipids 

balance. The transmembrane transport of fatty acids in adipose tissue is promoted mainly by 

the fatty acid translocase (FAT/CD36), the plasma membrane fatty acid-binding protein 

(FABPpm), and the fatty acid transport proteins (FATP1 and FATP4). Excessive adipose tissue 

mass also leads to the development of insulin resistance through the overproduction of insulin 

antagonists and the direct secretion of increased levels of free fatty acids into the blood. 

 Matrix metalloproteinases are involved in adipogenesis and angiogenesis. These 

enzymes participate in the development of obesity complications through the degradation and 

remodeling of adipose tissue extracellular matrix molecules. 

 Long-term positive energy balance leads to the development of obesity and the 

formation of oxidative stress in cells, excessive production of reactive oxygen species, and 

intensification of inflammation. N-acetylcysteine and alpha-lipoic acid are antioxidants with 

well-documented beneficial effects on the metabolic complications of obesity. N-acetylcysteine 

is a cysteine derivative that serves as a precursor to reduced glutathione synthesis, whereas 

alpha-lipoic acid is an essential endogenous co-factor of an enzymatic complex involved in 

energy generation, as well as the inactivation of free radicals, and by its reduced form, also 

interacts with reactive oxygen species. 

 The aim of the study was to evaluate the effect of N-acetylcysteine or alpha-lipoic acid 

on a high-fat diet on selected plasma parameters (insulin, glucose, FFA, DAG, TAG); histology 

of visceral and subcutaneous adipose tissue; expression (at the mRNA and protein level) of 

fatty acid transporters (FAT/CD36, FABPpm, FATP1, FATP4) and the subsequent 

accumulation of fatty acids in selected lipid fractions (FFA, DAG, TAG) in visceral and 

subcutaneous adipose tissue; and expression (at the mRNA and protein level) of extracellular 

matrix metalloproteinases (MMP2 and MMP9) in visceral and subcutaneous adipose tissue. 

 Male Wistar rats were divided into four groups (10 rats per group): control group 

(CTRL), high-fat diet group (HFD), high-fat diet with N-acetylcysteine group (HFD + NAC), 

high-fat diet group with alpha-lipoic acid (HFD + ALA). Plasma insulin and glucose were 

determined by colorimetric and ELISA methods. The collected adipose tissue samples were 



81 

 

subjected to immunohistological evaluation. MRNA and protein expression levels, FAT/CD36, 

FABPpm, FATP1, FATP4, MMP2, and MMP9, were assessed by real-time PCR and Western 

blot methods, respectively. The level of lipids (FFA, DAG, and TAG) in plasma and adipose 

tissue was estimated using the gas-liquid chromatography method. 

 The conducted research shows that the supply of antioxidants during the use of a high-

fat diet leads to a reduction in body weight, glucose, insulin, and lipid levels in the plasma of 

the tested rats. The use of antioxidants also reduced the size of adipocytes and the number of 

macrophages, as well as increased the number of immunopositive CD68 cells in visceral and 

subcutaneous adipose tissue. Moreover, the use of antioxidants significantly influenced the 

occurrence of changes in the expression of mRNA and protein proteins of fatty acid transporters 

in both adipose tissue deposits. The four-weeks long use of antioxidants significantly lowered 

the lipid level in the adipose tissues. It was also shown that the use of antioxidants during the 

high-fat diet regimen significantly influenced the expression of mRNA and proteins of matrix 

metalloproteinases. 

 In summary, we can conclude that a high-fat diet leads to significant changes in the 

histological images of adipocytes, which is also reflected in changes in the expression of fatty 

acid transporter proteins, lipids and matrix metalloproteinases. N-acetylcysteine and alpha-

lipoic acid have different effects on visceral and subcutaneous adipose tissue. Using 

antioxidants can help protect adipose tissue from the harmful effects of oxidative stress by 

regulating the expression of fatty acid transporter proteins and matrix metalloproteinases. 
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Zebranie danych, analiza statystyczna, 

interpretacja wyników, ocena 

merytoryczna i korekta manuskryptu. 

5% 

dr n. biol. Ewa 

Żebrowska 

Zebranie danych, ocena merytoryczna i 

korekta manuskryptu. 
4% 

dr n. med. Mateusz 

Maciejczyk 

Stworzenie koncepcji badań i zebranie 

danych. 
3% 
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mgr Patrycja 

Dajnowicz-Brzezik 
Zebranie danych oraz piśmiennictwa i 

napisanie manuskryptu. 
4% 

 

Diverse Impact of N-Acetylcysteine or Alpha-Lipoic Acid Supplementation during High-Fat 

Diet Regime on Matrix Metalloproteinase-2 and Matrix Metalloproteinase-9  

in Visceral and Subcutaneous Adipose Tissue 

Autorzy Udział w przygotowaniu publikacji Procentowy udział 

doktorantka – mgr 

Marta Wołosowicz 

Stworzenie koncepcji badań, integracja 

danych, zebranie materiału, metodologia, 

wykonywanie oznaczeń, analiza i 

interpretacja wyników, przygotowanie 

rycin, pozyskanie finansowania, zebranie 

piśmiennictwa i napisanie manuskryptu.  

70% 

prof. dr hab. Adrian 

Chabowski 

Stworzenie koncepcji badań, integracja 

danych, analiza wyników, metodologia, 

ocena merytoryczna i korekta manuskryptu. 

15% 

prof. dr hab. Irena 

Kasacka 

Integracja danych, wykonywanie 

oznaczeń, analiza i interpretacja wyników. 
5% 

dr n. med. Bartłomiej 

Łukaszuk 

Integracja danych, ocena merytoryczna i 

korekta manuskryptu. 
10% 
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