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STRESZCZENIE

Otylos¢ jest jednym z najpowazniejszych probleméw cywilizacyjnych XXI wieku,
dotykajagcym ludzi na calym $wiecie. Choroba ta rozwija si¢, gdy réwnowaga pomigdzy
spozywanymi kaloriami a wydatkiem energetycznym organizmu jest zachwiana, co prowadzi
do gromadzenia nadmiaru sktadnikow odzywczych i przyrostu masy ciata. Rozrost tkanki
thuszczowej wiaze si¢ z licznymi niekorzystnymi skutkami zdrowotnymi, wsréd ktorych mozna
wymieni¢ przewlekly stan zapalny, zaburzenie sygnalizacji insulinowej i homeostazy glukozy,
ekotopowg akumulacje lipidow 1 lipotoksycznos¢. Wraz z otyloscig nierzadko wystepuje zespot
metaboliczny, cukrzyca typu II, choroby uktadu krazenia, problemy z oddychaniem, zaburzenie
funkcji poznawczych oraz rézne typy nowotworow. Jezeli otylo$ci, w ktorej wskaznik masy ciata
(BMI, ang. body mass index) przekracza 35 kg/m?, towarzysza choroby wspoltistniejace, nazywa sie
ja otytoscig olbrzymig (MO, ang. morbid obesity) i nalezy ja leczy¢. Chirurgia bariatryczna jest
najskuteczniejsza forma leczenia otylo$ci, ktéra jednocze$nie niweluje niekorzystne skutki
zdrowotne otylo$ci np. prowadzac do remisji cukrzycy. Nieodlaczng cecha MO s3a zaburzenia
lipidowe, jednak mimo postgpéw w analityce, wiele badan wcigz ogranicza si¢ do zmian
w lipidogramie (podstawowym profilu lipidow we krwi), pomijajac biologicznie istotne zaburzenia
profili kwasow tluszczowych (FA, ang. fatty acid). Celem prezentowanej rozprawy doktorskiej jest
opisanie zmian w profilach FA, a w szczegdInosci bioaktywnych grup rozgat¢zionych FA (BCFA,
ang. branched chain fatty acids), nieparzystych FA (OCFA, ang. odd-chain fatty acids) oraz
wielonienasyconych FA (PUFA, ang. polyunsaturated fatty acids) jakie wywotuje leczenie MO
za pomocg laparoskopowej operacji petlowego wytaczenia zotadkowo-jelitowego (OAGB, ang. one

anastomosis gastric bypass).

Catkowite profile FA w surowicy i tkankach pacjentow bariatrycznych analizowano technikg
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GC-MS, ang. gas chromatography-mas
spectrometry). Pacjenci z MO charakteryzowali si¢ znacznie nizszg zawartoscig BCFA, ktora
wzrastala po OAGB. Wedlug najnowszych badan, w organizmie ludzkim zachodzi synteza BCFA
z rozgat¢zionych aminokwasow (BCAA, ang. branched chain amino acids), co sugeruje mozliwy
udzial tego procesu w obnizeniu zawartosci BCFA u pacjentow z MO. Wyniki przeprowadzonych
we wspotpracy z Gdanskim Uniwersytetem Medycznym oznaczen stezen BCAA 1 ekspresji

enzymow katalizujacych ich przemiany byly zgodne z ta wyj$ciowa hipoteza.
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znaczeniu klinicznym. Dwa tygodnie po OAGB poziom BCFA, OCFA i niezb¢dnych PUFA ulegat
znacznemu obnizeniu. Te grupy FA sa zwigzane z szeregiem efektow pozadanych w leczeniu MO
tj. ustgpieniem stanu zapalnego (PUFA), poprawag wrazliwosci na insuling (BCFA) czy nizszym
ryzykiem sercowo-naczyniowym (OCFA). Uzyskane wyniki sugerujg zatem, ze interwencje
zwigkszajace poziom tych FA w organizmie, suplementacja lub modyfikacje diety, moga by¢
korzystne dla pacjentéw leczonych OAGB. Stosujac analize gtéwnych sktadowych (PCA, ang.
principal component analysis) wykazano, ze po 6-9 miesigcach od OAGB profile FA,
w przeciwienstwie do profili aminokwasow, nie normalizujg si¢. Pomimo poprawy w zawartosci
OCFA i BCFA, nadal obserwowano obnizone poziomy PUFA. Niektore ze zidentyfikowanych

zmian mogg by¢ korzystne np. niska zawartos¢ silnie prozapalnego kwasu arachidonowego.

Zagadnienie udziatu PUFA w regulacj¢ stanu zapalnego po OAGB zostalo rozwinigte
0 analiz¢ ich metabolitow — oksylipin. W tym celu zoptymalizowano metode analityczng
tandemowej spektrometrii mas sprz¢zonej z chromatografia cieczowg i przygotowaniem probki
metodg ekstrakcji do fazy statej (SPE-LC-MS/MS, ang. solid phase extraction-liquid
chromatography-tandem mass spectrometry). W surowicy pacjentow z MO oznaczono ilo§ciowo

panel oksylipin i okreslono réznice w ich stezeniach przed i po operacji OAGB.

Ostatnim aspektem pracy byto zastosowanie mysiego modelu otytosci do uzyskania wgladu
w zmiany FA w tkance serca i mozgu. Badania umotywowane byty zwigzkiem MO z wigkszym
ryzykiem, odpowiednio, choréb sercowo naczyniowych i zaburzen funkcji kognitywnych.
Zastosowano technike SPE w celu uzyskania oddzielnych frakcji zwigzanych z blonami
komoérkowymi lipidow polarnych i obojetnych lipidow, ktérych gléwng funkcja jest magazynowanie
energii. W mozgu zidentyfikowano znacznie nizszy poziom, waznego w utrzymaniu jego
prawidlowej funkcji, kwasu eikozapentaenowego. Z kolei zaburzeniom funkcji serca towarzyszyla

akumulacja PUFA w lipidach blonowych.

Wyniki prezentowanych badan dostarczajg cennych informacji na temat zmian biologicznie
aktywnej grupy metabolitow — FA, zachodzacych w MO 1 po OAGB. Umozliwiajg zrozumienie
zmian fizjologicznych zachodzacych w wyniku niedostatecznie poznanego zabiegu bariatrycznego
jakim jest OAGB. Uzyskane wyniki moga mie¢ rowniez znaczenie kliniczne, bowiem
zidentyfikowane zmiany FA w duzej czg¢sci dotycza niezbgdnych, pochodzacych z diety grup,

ktorych uzupetnienie moze usprawnic leczenie bariatryczne.
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SUMMARY

Obesity is one of the most pressing issues the civilization faces in the 21st century, affecting
millions of people worldwide. The condition develops primarily due to imbalance of caloric intake
and energy spending, which results in accumulation of excess nutrients in tissues and subsequent
weight gain. This abnormal increase in body fat is associated with numerous adverse health effects,
among which are chronic low-grade inflammation, disturbances in insulin signalling and glucose
homeostasis or ectopic lipid accumulation and lipotoxicity. The conditions comorbid with obesity
include metabolic syndrome, type Il diabetes, cardiovascular disease, breathing issues, cognitive
impairments, and various types of cancer. When obesity of over 35 kg/m? BMI is accompanied by
comorbidities, it is termed morbid obesity (MO) and should be treated. Bariatric surgery is the most
effective method for sustained weight loss with a remarkable benefit of reversing the related adverse
health effects e.g., remission of diabetes. Disturbed lipid metabolism is an intrinsic quality of MO.
However, despite advances in analytical methods, many studies assessing the changes in lipidome
frequently analyse only serum lipid profiles, missing the biologically relevant fatty acid (FA)
disturbances. This dissertation intends to demonstrate how one anastomosis gastric bypass (OAGB),
a relatively frequently performed but understudied in terms of its effects at the lipidome level
bariatric surgery, affects the levels of FAs and in particular bioactive groups of FAs i.e., branched
chain FAs (BCFAs), odd-chain FAs (OCFAs) and polyunsaturated FAs (PUFAS).

Total FA profiles were analysed with gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
in serum and adipose tissue of bariatric patients. At baseline patients presented with significantly
lower levels of BCFA in serum and visceral adipose tissue and the OAGB treatment led to restoration
of appropriate BCFA levels. Recent evidence of BCFA synthesis from branched chain amino acids
(BCAA) precursors in human adipose tissue suggested possible involvement of this process in
attenuated BCFA content with MO subjects. In collaboration with the Medical University of Gdansk,
the analysis of serum BCAA concentrations and expression of enzymes catalysing their

transformation was performed and results were in line with the initial hypothesis.

Analysis of circulating FAs at two time points after the surgery revealed profound changes
that may be of clinical relevance. Two weeks after the surgery the levels of BCFAs, OCFAs and
essential PUFAs were significantly lower. These results suggest that MO patients undergoing OAGB

could benefit from interventions that improve levels of these FAs, be it in a form of supplementation
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i.e., resolution of inflammation (PUFAs) and improved insulin sensitivity (BCFASs), lower
cardiovascular risk (OCFAs). Principal component analysis (PCA) has shown that, unlike amino
acids concentrations, which normalize in serum at 6-9 months after OAGB, profiles of FA remain
altered at this point in time. Despite improvements in BCFA and OCFA content, reduced levels of
some PUFAs persisted, although some identified changes may be beneficial e.g. low level of potent
proinflammatory FA — arachidonic acid.

The subject of possible PUFA involvement in regulation of inflammation after OAGB was
expanded with analysis of their downstream metabolites — oxylipins. To this end, tandem mass
spectrometry coupled with liquid chromatography and sample preparation by solid phase extraction
(SPE-LC-MS/MS) method was developed. This allowed for successful quantification of the number
of oxylipins in serum and enabled the detection of differences in their concentrations before and after
OAGB surgery.

Finally, a mouse model of obesity was implemented to gain insight into FA alterations
in heart and brain tissue, in order to shed some light on the possible role that FAs have in MO-
associated cardiovascular risk and cognitive impairment respectively. SPE was employed during
sample preparation in order to obtain separate fractions of polar lipids which are components of
membranes and neutral lipids that mainly store energy. In the brain, eicosapentaenoic acid, FA
involved in maintaining healthy brain function, was depleted. In turn, the disturbances of heart
function were accompanied by PUFA accumulation in membrane lipids.

Results of presented studies provide valuable insight into changes in a biologically important
group of metabolites, FAs, occurring in MO and after OAGB procedure. This not only allows for
better understanding of physiological changes that come with understudied bariatric surgery but may
also be of clinical relevance since many of identified changes concern essential and diet-derived FAsS,

which could be supplemented in order to facilitate bariatric treatment.
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spektrometrig mas

glikosfingolipidy

acylglycerols

adjustable gastric band

analysis of variance

aortic valve area

brown adipose tissue
branched-chain amino acids
branched-chain aminotransferase

branched-chain fatty acids
branched-chain a-ketoacid
dehydrogenase (subunit a/p)

body mass index

biliopancreatic diversion with duodenal
switch

ceramide

cyclopropaneoctanoic acid 2-hexyl!
cardiac output

cyclooxygenase

C-reactive protein

cardiovascular disease

cytochrome P450

diacylglycerol

epididymal adipose tissue

even-chain fatty acids

electron ionization

elongation of very long chain fatty acids
protein

electrospray ionization

fatty acid desaturase 1 (A5-)

fatty acid desaturase 2 (A6-)

fatty acid methyl esters

fatty acid

fatty acid synthase

free fatty acids

1st follow up - patients 2 weeks after
OAGB

27 follow up - patients 6-9 months after
OAGB

gas chromatography-mass
spectrometry

glycosphingolipids
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Skroét

Rozwiniecie w jezyku polskim

Rozwiniecie w jezyku angielskim

HDL / HDL-C

HFD
HOMA-IR

IL
INI

LC
LC-MS/
LC-MS/MS

LDL/
LDL-C

LOX
(L)SG
LT
LVEDV

LVEF
LVESV

LX
MAG
Mar
MO
MRM

MUFA
NAFLD

NL
OAGB

PCA
PCR
PG
PHL
PPAR

PUFA

frakcja lipoprotein o wysokiej gestosci /
cholesterol zwigzany z frakcjg
lipoprotein o niskiej gestosci

dieta wysokottuszczowa

wskaznik oceny modelu homeostazy
opornosci na insuline

interleukina

grupa pacjentdw z otytoscig olbrzymia
przed rozpoczeciem diety redukcyjnej
kwalifikujgcej do zabiegu
bariatrycznego

grupa kontrolna

spektrometria mas sprzezona z
chromatografig cieczowa / tandemowa
spektrometria mas sprzezona z
chromatografia cieczowa

frakcja lipoprotein o niskiej gestosci /
cholesterol zwigzany z frakcjg
lipoprotein o niskiej gestosci
lipooksygenaza

(laparoskopowa) resekcja zotgdka
leukotrien

objetosé koncoworozkurczowa lewej
komory serca

frakcja wyrzutowa lewej komory serca
objetosé koncowoskurczowa lewej
komory serca

lipoksyna

monoacyloglicerole

marezyna

otyto$¢ olbrzymia

tryb monitorowania wielu reakgji
fragmentacji

jednonienasycone kwasy ttuszczowe
niealkoholowa sttuszczeniowa choroba
watroby

lipidy neutralne

petlowe wytgczenie zotgdkowo-
jelitowe/wytagczenie zotgdkowe z
zespoleniem petlowym

analiza gtéwnych sktadowych

reakcja tancuchowej polimerazy
prostaglandyna

fosfolipidy

receptor aktywowany przez
proliferatory peroksysoméw
wielonienasycone kwasy ttuszczowe

high density lipoprotein / high density
lipoprotein cholesterol

high-fat diet

homeostatic model assessment of
insulin resistance

interleukin

patients at baseline, before starting diet
that qualifies them for bariatric
treatment

lean control group

liquid chromatography-mass
spectrometry / liquid chromatography
tandem mass spectrometry

low density lipoprotein / low density
lipoprotein cholesterol

lipoxygenase

(laparoscopic) sleeve gastrectomy
leukotriene

left ventricular end-diastolic volume

left ventricular ejection fraction
left ventricular end-systolic volume

lipoxin

monoacylglycerol

maresin

morbid obesity

multiple reaction monitoring

monounsaturated fatty acids
non-alcoholic fatty liver disease

neutral lipids
one anastomosis gastric bypass

principal component analysis
polymerase chain reaction
prostaglandin

phospholipids

peroxisome proliferator-activated
receptor

polyunsaturated fatty acids
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Skroét

Rozwiniecie w jezyku polskim

Rozwiniecie w jezyku angielskim

RM-ANOVA

ROS
Rv
RYGB

SAT
SCD-1

SD
SFA
SM
SPE
SPM

sV
T2DM
TAG
TNF
X
VAT
VLCFA

VLDL
Vmax

WAT
ASD
A6D

analiza wariancji z powtarzanymi
pomiarami

reaktywne formy tlenu

rezolwina

laparoskopowe ominiecie zotgdkowo-
jelitowe na petli Roux-en-Y
podskodrna tkanka ttuszczowa
desaturaza stearoilokoenzymu A
izoforma 1

standardowa dieta

nasycone kwasy ttuszczowe
sfingomieliny

ekstrakcja do fazy statej
wyspecjalizowany mediator lipidowy
wygaszajacy stan zapalny

objetosé wyrzutowa

cukrzyca typu Il

triacyloglicerole

czynnik martwicy nowotworow
tromboksan

otrzewnowa tkanka ttuszczowa
bardzo dtugotancuchowe kwasy
ttuszczowe

lipoproteina bardzo niskiej gestosci
predkosé przeptywu przez zastawke
aorty

biata tkanka ttuszczowa
A5-desaturaza kwaséw ttuszczowych
Ab6-desaturaza kwaséw ttuszczowych

repeated measures analysis of variance

reactive oxygen species
resolvin
Roux-en-Y gastric bypass

subcutaneous adipose tissue
stearoyl-CoA desaturase 1

standard diet

saturated fatty acids
sphingomyelin

solid phase extraction

specialized pro-resolving mediator

stroke volume

type Il diabetes mellitus
triacylglycerols

tumour necrosis factor
thromboxane

visceral adipose tissue
very long-chain fatty acids

very low-density lipoprotein
aortic valve flow velocity

white adipose tissue
fatty acid A5-desaturase
fatty acid A6-desaturase
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Tabela 1.1 Stosowane skréty nazw wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych

Liczba atomoéw

wegla:liczba

Skrot Nazwa zwyczajowa

Nazwa systematyczna

wigzan
podwdéjnych

Kwasy wielonienasycone serii n-3

ALA 18:3 n-3 kwas a-linolenowy

EPA 20:5n-3 kwas eikozapentaenowy

ETA 20:4 n-3 kwas eikozatetraenowy n-3

DHA 22:6 n-3 kwas dokozaheksaenowy
n-3 DPA 22:5n-3 kwas dokozapentaenowy n-3

kwas (92,12Z,157)-
oktadekatrienowy

kwas (52,82,112,142,172)-
eikozapentaenowy

kwas (82,112,14Z,172)-
eikozatetraenowy

kwas (42,72,10Z,13Z,16Z,192)-
dokozaheksaenowy

kwas (72,10Z,13Z,16Z,19Z)-
dokozapentaenowy

Kwasy wielonienasycone serii n-6

LA 18:2 n-6 kwas linolowy
GLA 18:3 n-6 kwas y-linolenowy
ARA 20:4 n-6 kwas arachidonowy
DGLA 20:3 n-6 kwas dihomo-y-linolenowy
EDA 20:2 n-6 kwas eikozadienowy
n-6 DPA 22:5n-6 kwas dokozapentaenowy n-6
AdA 22:4 n-6 kwas adrenowy

kwas (9Z,127)-
oktadekadienowy

kwas (Z,2,2)-6,9,12-
oktadekatrienowy

kwas (5Z,82,112,14Z)-
eikozatetraenowy

kwas (8E,11E,14E)-
eikozatrienowy

kwas (11Z,142)-eikozadienowy

kwas (42,72,10Z2,13Z,162)-
dokozapentaenowy

kwas (7Z,10Z,13Z,162)-
dokozatetraenowy
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Tabela 1.2 Stosowane skréty nazw oksylipin

Skrét Synonim (ang. IUPAC name)
12-HETE kwas 12-hydroksyarachidonowy, (+)12-HETE (ang. (52,82, 10E, 12S,142)-
12-hydroxy-5,8,10, 14-icosatetraenoic acid )
12-HHT 12-HHTrE, 12(S)-HHT (ang. (52 8E, 10E, 12S)-12-hydroxy-5,8,10-
heptadecatrienoic acid )
13-HODE kwas 13-hydroksyoktadienowy, (+)13-HODE (ang. (9E, 11E)-13-hydroxy-
9,11-octadecadienoic acid)
15d-PGJ2 15-deoxy-A'?"-prostaglandyna J2 (ang. (5Z,12E, 14E)-11-oxoprosta-
5,9,12,14-tetraen-1-oic acid)
15-HETE kwas 15-hydroksyarachidonowy, (+)15-HETE (ang (52,82,11Z,13E)-15-
hydroxy-5,8,11,13-icosatetraenoic acid)
15-HETrE 15(S)-HETrE (ang. (82,112 13E,155)-15-hydroxy-8,11,13-icosatrienoic acid)
18-HEPE kwas 18-hydroksyeikozapentaenowy, (=)18-HEPE (ang.

2,3-dinor-8-izo-PGF2a

20-HETE
5-HETE
7S-Mar1
8-epi-PGF2a
9(10)-EpOME
9-HODE

LTB4

LXA4

LXB4
Mar1
Mar2

PDX

PGD2
PGD3
PGE2
PGF2a

RvD1

(52,82,112,142,16E)-18-hydroxy-5,8,11,14,16-icosapentaenoic acid)

2,3-dinor-iPFae-lll,  2,3-dinor-8-izo-prostaglandyna  Fza (ang. (32)-5-
{(1S,2R,3R,5S)-3,5-dihydroxy-2-[(1E,3R)-3-hydroxy-1-octen-1-
yljcyclopentyl}-3-pentenoic acid)

kwas 20-hydroksyarachidonowy, 20-HETE (ang. (52,82,112,142)-20-
hydroxy-5,8,11,14-icosatetraenoic acid)

kwas 5-hydroksyarachidonowy, (+)5-HETE (ang. (6E,82,112,142)-5-
hydroxy-6,8,11,14-icosatetraenoic acid)

7S-marezyna 1, 7-epi-Mar1 (ang. (4Z,7S,8E,10E,122,14S,16Z,19Z2)-7,14-
dihydroxy-4,8,10,12,16,19-docosahexaenoic acid)

8-epi-prostaglandyna F2q, 8-izo-PGF2«(ang. (52,86,9a,11a,13E,15S)-

?,11,15-trihydroxyprosta-5, 13-dien-1-oic acid)

leukotoksyna, (£)9(10)-EpOME (ang. 8-{3-[(22)-2-octen-1-yl]-2-
oxiranyl}octanoic acid)

kwas 9-hydroksyoktadienowy, (£)9-HODE (ang. (10E, 122)-9-hydroxy-
10, 12-octadecadienoic acid)

leukotrien B4 (ang. (55,6Z,8E,10E,12R, 142)-5,12-dihydroxy-6,8,10, 14-
icosatetraenoic acid)

5(S),6(R)-lipoksyna Aa, 5(S),6(R),15(S)-TriHETE (ang.
(5S,6R,7E,9E, 112,13E, 15S)-5,6,15-trihydroxy-7,9,11,13-icosatetraenoic
acid)

5(S),14(R)-lipoksyna B4 (ang. (5S,6E,82,10E,12E,14R, 155)-5,14,15-
trihydroxy-6,8,10, 12-icosatetraenoic acid)

marezyna 1, 7R-Mar1 (ang. (4Z,7R,8E, 10E,122,145,162,192)-7,14-
dihydroxy-4,8,10,12,16,19-docosahexaenoic acid)

marezyna 2, 13R,14S-diHDHA (ang. (42,7Z,9E,11E,13R,14S5,162,192)-
13,14-dihydroxy-4,7,9,11,16,19-docosahexaenoic acid)

protektyna DX, 10(S),17(S)-DiHDoHE, 10(S),17(S)-DiHDHA (ang.
(42,72,10S,11E,132,15E,175,192)-10,17-dihydroxy-4,7,11,13,15,19-
docosahexaenoic acid)

prostaglandyna Dz (ang. (52, 9a,13E,15S)-9, 15-dihydroxy-11-oxoprosta-
5,13-dien-1-oic acid)

prostaglandyna Ds (ang. 9a, 15S-dihydroxy-11-oxo-prosta-52,13E,17Z-
trien-1-oic acid)

prostaglandyna Ez (ang. (5Z,%9a, 13E,15S,172)-9,15-dihydroxy-11-
oxoprosta-5,13,17-trien-1-oic acid)

prostaglandyna Fa (ang. (52,86,96,116,12a,13E,15S5)-9,11,15-
trihydroxyprosta-5,13-dien-1-oic acid)

rezolwina D1 (ang. (4Z,7S,8R,9E,11E,132,15E,175,192)-7,8,17-trihydroxy-
4,9,11,13,15,19-docosahexaenoic acid)
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Tabela 1.2 (c.d.) Stosowane skréty nazw oksylipin

Skrét Synonim (ang. IUPAC name)

RvD2 rezolwina D2(ang.(4Z,7S,8E,10Z, 12E,14E,16R,17S5,192)-7,16,17-
trihydroxy-4,8,10,12,14,19-docosahexaenoic acid)

RvE1 rezolwina Ei1(ang. (55,6Z,8E,10E,12R,14Z,16E,18R)-5,12,18-trihydroxy-
6,8,10,14,16-icosapentaenoic acid)

TXB2 tromboksan B2 (ang. (52,96,13E,15S)-9,11,15-trihydroxythromboxa-5, 13-
dien-1-oic acid)

Deuterowane wzorce wewnetrzne oksylipin

12-HETE-d8 12(S)-HETE-ds(ang. (52,82, 10E,12S,142)-12-hydroxy-5,8,10,14-
icosatetraenoic-5,6,8,9,11,12,14,15-ds acid)
14(15)-DIiHET-d11  (£)14(15)-DiHET-d11 (ang(5Z,82,112)-14,15-dihydroxy-5,8,11-
icosatrienoic-16,16,17,17,18,18,19,19,20,20,20-d11 acid)
5-HETE-d8 5(S)-HETE-ds(ang. (62,82,112,142)-55-hydroxy-6,8,11, 14-icosatetraenoic-
5,6,8,9,11,12,14,15-ds acid)
8-iz0-PGF2a-d4 8-izo-prostaglandyna Fae-da (ang. (52,86,9a,11a,13E,155)-9,11,15-
trihydroxyprosta-5,13-dien-1-oic-3,3,4,4-d4 acid)
9-HODE-d4 9(S)-HODE-d4 (ang. (10E, 122)-9S-hydroxy-10, 12-octadecadienoic-
9.10,12,13-d4 acid)
LTB4-d4 leukotrien Bs-ds(ang. (55,6Z,8E,10E,12R, 142)-5,12-dihydroxy-6,8,10, 14-
icosatetraenoic-6,7,14,15-ds acid)
RvE1-d4 rezolwina E1-da(ang. (55,6Z,8E,10E,12R,142,16E,18R)-5,12,18-trihydroxy-
6,8,10,14,16-icosapentaenoic-6,7,14,15-ds acid)
IUPAC - Miedzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej (ang. International Union of
Pure and Applied Chemistry)
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2 WPROWADZENIE

2.1 OTYLOSC - PROBLEM XXI WIEKU

2.1.1 KLASYFIKACJA OTYLOSCI

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization) definiuje
otyto$¢ jako stan, w ktorym wskaznik masy ciata (BMI, ang. body mass index) przekracza
30 kg/m? [1]. BMI, stosunek masy ciata do wzrostu, jest najczesciej stosowanym wskaznikiem
oceny masy ciala w badaniach epidemiologicznych [2]. Warto jednak zaznaczy¢, ze nie
uwzglednia on typu budowy ciata, czyli np. zawarto$ci masy migSniowej lub tkanki
thuszczowej, wobec czego nie zawsze jest doktadnym odzwierciedleniem stanu zdrowia osoby
[1]. Funkcjonujg takze inne wskazniki, takie jak stosunek obwodu talii do obwodu bioder
(WHR, ang. waist-to-hip ratio) lub obwad talii (WC, ang. waist circumference), pozwalajace
na okresleniec wystepujacego typu otytosci: posladkowo-udowego (gynoidalnego) badz
brzusznego (centralnego) [2]. Przy otylosci dziecigcej wykorzystywane sa dodatkowo siatki
centylowe dla wzrostu i masy ciata [1,3]. Niemniej, wigkszo$¢ $wiatowych organizacji

zajmujacych si¢ zdrowiem klasyfikuje otytos¢ u dorostych zgodnie z definicja WHO [4,5].

Tabela 2.1 Klasyfikacja masy ciala dorostych oséb wedtug wskaznika BMI

Klasyfikacja BMI [kg/m?] Masa ciata [kg]* Ryzyko wystapienia
choréb wspétistniejacych

niedowaga <18,5 <56 niskie

waga prawidtowa 18,5-24,9 57-76 umiarkowane

nadwaga 25,0-29,9 77 - 91 drednie

| stopien otytosci 30,0-34,9 92-107 podwyzszone

Il stopien otytosci 35,0-39,9 108 - 122 wysokie

Il stopien otytosci =40 =123 ekstremalnie wysokie

* Masa ciata dla osoby o wzroscie 175 cm. Na podstawie raportu WHO [6].

Wyrdzniane sg takze podkategorie otytosci (Tabela 2.1), wprowadzone w celu
odzwierciedlenia niejednorodnego charakteru populacji oséb z otyloscia. W zaleznoSci
od stopnia otytosci pacjenci narazeni sg bowiem w réoznym stopniu na powiktania zdrowotne,
a ich leczenie prezentuje rozny poziom wyzwania dla systemu opieki zdrowotnej. Najbardziej
ekstremalne przypadki otyloéci, gdy wskaznik BMI przekracza 45 kg/m?, co odpowiada

W przyblizeniu 45 kg nadwagi, kategoryzowane sa jako tzw. ,super otylo$¢” (ang. super

7
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obesity), natomiast, gdy wskaznik BMI przekracza 40 kg/m? lub przekracza 35 kg/m?
| wystepuja choroby wspotistniejace z otytoscia, moéwi si¢ o otylosci olbrzymiej

(MO, ang. morbid obesity) [7].

2.1.2 EPIDEMIA OTY£OSCI W POLSCE | NA SWIECIE

Najnowsze oszacowania WHO za 2016 r. przewidywaty, ze prawie 40% dorostych
swiatowej populacji bedzie miato nadwagg, a liczba 0s6b otylych szacowana byta na 650 min

(13% dorostych), niemal trzykrotnie wigcej niz w potowie lat 70-tych [1].

Opublikowane w 2019 r. wyniki badania globalnego obcigzenia chorobami
(GBD, ang. Global Burden of Disease) 87 czynnikow ryzyka w ponad 200 krajach
jednoznacznie wykazaty, ze nadwaga 1 otylo§¢ stanowig obecnie jeden z najpowazniejszych,
rosngcych problemow zdrowotnych [8]. Do oceny stanu zdrowia spoteczefstwa stosuje si¢
wskaznik utraconej dtugos$ci zycia skorygowanej o niepetnosprawnosé (DALY, ang. disability
adjusted life years), ktory jest sumg liczby utraconych lat zycia (YLL, ang. years of life lost)
z powodu przedwczesnej $mierci oraz liczby lat przezytych z niepelnosprawnoscig (YLD,
ang. years of life with disability). Wysoki wskaznik BMI (> 25 kg/m?) w 2019 r. byt na piatym
miejscu czynnikow ryzyka odpowiadajacych za utrate zdrowia (6,3% catkowitych DALY)
we wszystkich grupach wiekowych, co stanowi alarmujacy wzrost w porownaniu z 1990 r.,
kiedy wysoki wskaznik BMI byt na 16 miejscu (2,6% catkowitych DALY [8]. Jest to rowniez
jeden z trzech czynnikow, obok podwyzszonego stezenia glukozy we krwi na czczo oraz
zanieczyszczenia powietrza czastkami statymi, ktorych ryzyko narazenia ro$nie o ponad
1% z roku na rok [8]. W kontekscie umieralnosci BMI powyzej 25 kg/m? bylo jednym
z gtownych czynnikow ryzyka zaréwno u kobiet (5 miejsce) jak 1 u mg¢zczyzn (6 miejsce).
Raport WHO podkreslit ponadto, ze 65% $wiatowej populacji zyje obecnie w krajach, gdzie
otyto$¢ i nadwaga odpowiadajg za wigkszy odsetek zgondéw na $§wiecie niz niedozywienie [9].
Warto podkresli¢, ze otytos¢, niedozywienie oraz globalne ocieplenie, ktore bedzie
si¢ przyczyniato do pogtebiania negatywnych skutkéw zdrowotnych, zostaty wskazane przez
komisje¢ powotana przez The Lancet jako najpowazniejsze czynniki ryzyka dla zdrowia
| przetrwania ludzkos$ci [10]. Nadajagc im miano globalnej ,,syndemii”, czyli epidemii
dziatajacych w sposob synergistyczny, wspotwystepujacych w czasie 1 miejscu,
I oddziatywujacych na siebie wzajemnie, komisja The Lancet zwrodcita szczegdlng uwage
natetrzy zjawiska w kontekscie socjoekonomicznym i podkreslita  problem

niewystarczajacych lub nieskutecznych rozwigzan systemowych [10].
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Najnowszych danych na temat rozpowszechnienia problemu nadmiernej masy ciata
w Polsce dostarczaja wyniki telefonicznego badania ankietowego prowadzonego przez
Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaktad Higieny (NIZP-PZH).
Na podstawie danych zebranych od losowej proby 2 tys. osob powyzej 20 lat, oszacowano
rozpowszechnienie otytosci na 10% (12% wsrod mezezyzn i 8% wsrod kobiet) [11]. W raporcie
NIZP-PZH, na podstawie danych GBD dla Polski, wysoka masa ciata (BMI > 25 kg/m?)
odpowiada za 14% zgonow (13% mezczyzn, 15% kobiet) [11]. Poglebiajacy sie problem zbyt
wysokie] masy ciala w spoteczenstwie polskim ilustruja réwniez dane uzyskane podczas
Europejskiego Ankietowego Badania Zdrowia (EHIS, ang. European Health Interview
Survey). W latach 2009-2019 odsetek o0sob z otyloscig wzrost zaréwno wsrdod kobiet
jak i mezczyzn (Rysunek 2.1), oraz w prawie wszystkich grupach wiekowych (Rysunek 2.2).

Odsetek osob z otyloscia

(BMI 2 30) w Polsce wedtug plci

25% - W2009 W2014 2019

20% A
15% A
10% -

5% A

0% -

mezczyzni kobiety
Rysunek 2.1 Odsetek oséb z otyloscia w Polsce wedtug pici
Na podstawie danych zebranych w trakcie EHIS udostepnianych przez GUS [5,12].

Odsetek osdb z otytoscia (BMI 2 30)

30% -W Polsce wedtug grup wiekowych W2009 W2014 2019

25% -

20% 1
15% -
10% -
e

15-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 =80 \\‘2’;k
\‘4\
Rysunek 2.2 Odsetek oséb z otyloscia w Polsce wedtug grup wiekowych
Na podstawie danych zebranych w trakcie EHIS udostepnianych przez GUS [5,12].
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W przyjetym na lata 2016-2020 Narodowym Programie Zdrowia (Dz. U. z 2016 r. poz.
1492 [13)]) istotnym celem byta poprawa sposobu i stanu odzywienia oraz aktywnosci fizycznej
spoleczenstwa. Brak widocznego zahamowania przyrostu liczby osob z otyloscig §wiadczy
0 skali 1 kompleksowosci problemu jakim jest otylo$¢ na poziomie rozwigzan systemowych.
Opierajac si¢ o prognozy $wiatowej sieci ekspertow NCD Risk Factor Collaboration,
Narodowy Fundusz Zdrowia prognozuje, ze W 2025 r. w Polsce na otytos$¢ cierpialo bedzie
6 — 12 mln dorostych, a problem ten dotyczyt bedzie ponad 30% mezczyzn i prawie 26% kobiet
[14]. Alarmujgca jest rowniez rosngca skala problemu otylosci wérdd dzieci i miodziezy.
Instytut Zywienia i Zywnosci podaje, ze polskie dzieci od kilku lat zaliczane s3 do najszybciej
tyjacych w Europie, a wedlug analizy przeprowadzonej przez Najwyzsza Izbe¢ Kontroli,

dziatania w zakresie profilaktyki i leczenia sg obecnie niewystarczajace [15].

2.1.3 PRZYCZYNY OTYLOSCI

Na poziomie osobniczym rozwini¢cie nadwagi, a poOzniej otylosci moze bycé
spowodowane wieloma przyczynami, ktorych przyktady zebrane zostaty w Tabeli 2.2. Warto
pamietaé, ze otyto$¢ moze by¢ wywotana czynnikami genetycznymi mono- i poligenowymi,
zmianami hormonalnymi wywolanymi endokrynopatiami, uszkodzeniem o$rodkéw w moézgu
odpowiedzialnych za kontrole apetytu lub moze pojawic¢ si¢ w efekcie przyjmowania lekow
sprzyjajacych przyrostowi masy ciata [16]. Spowodowana przez wymienione czynniki otytos¢
okreslana jest mianem otylosci wtornej [16,17]. Jednakze, przewazajaca czgs¢ przypadkow
otylosci przyczyniajacych si¢ do globalnej epidemii, to otyto$¢ pierwotna, u ktorej podstaw
lezy  dlugotrwale, nadmierne  spozycie  kalorii w  stosunku  do wydatkow

energetycznych [17,18].

Tabela 2.2 Przyktadowe czynniki powodujace wystapienie otylosci

Czynniki genetyczne Czynniki Zaburzenia czynnosci
i epigenetyczne endokrynologiczne podwzgérza
zespdt Pradera-Williego* menopauza guz okolicy podwzgdrza
zespot Bardeta-Biedla* hipogonadyzm radioterapia
mutacje MC4R, POMC** POCS uszkodzenie podwzgdrza
delecja 16p11.2* Zespot Cushinga
Skutki uboczne lekéw Zaburzenia psychiczne Styl zycia
leki antydepresyjne zespot z napadami objadania sie  nadmierne spozycie kalorii
leki neuroleptyczne bulimia niska aktywno$¢ fizyczna
kortykosteroidy, B-blokery depresja naduzywanie alkoholu

MC4R - receptor melanokortyny 4, POCS - zespdt policystycznych jajnikdw,
POMC - proopiomelanokortyna. * czynniki warunkujgce otyto$¢ monogenowo, ** otytosc
wchodzgca w sktad zespotu genetycznego. Na podstawie van der Valk i wsp. [16].
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Okazuje si¢, ze nawet niewielki nadmiar konsumowanej energii ponad optymalny bilans
energetyczny, moze spowodowac z biegiem czasu znaczacy przyrost masy ciata. W modelu
stworzonym przez Halla i wsp. [19] wzrost spozywanej energii o jedynie 30 kJ (7,17 kcal)
dziennie byl wystarczajacy, aby wyjasni¢ wzrastanie masy ciala populacji Stanow
Zjednoczonych obserwowane od 1975 r. Kluczowymi czynnikami, ktore wptywaja na bilans
energetyczny sg jako$¢ iilo$¢ spozywanych pokarméw oraz poziom aktywnosci fizycznej.
Natomiast rozmiary efektow, jakie wywoluja dieta i aktywnos$¢ sg z kolei modulowane poprzez
czynniki osobnicze (genetyczne predyspozycje, zmiany epigenetyczne, dzialanie mikrobioty
jelitowej) oraz $rodowiskowe (dostepnos$¢ i cena zdrowej zywnosci, nawyki wyksztatcone
w domu rodzinnym, ekspozycja na reklamy niezdrowych produktow etc.) [18,20]. Zmiany
w stylu zycia spoteczenstwa w ostatnich dekadach, szczegdlnie w krajach rozwinigtych,
przyczynity si¢ do powstania Srodowiska sprzyjajacego otylosci. Wazna rolg odegraty tutaj
przemiany technologiczne, przez ktére coraz powszechniejszy stal si¢ siedzacy tryb zycia
w pracy, w dojazdach do pracy i w czasie wolnym [19,20]. Najistotniejszym czynnikiem
jest jednak duza dostgpnos¢ wysokokalorycznej diety. We wspomnianym modelu Hall i wsp.
wskazuja, ze przecigtny Amerykanin spozywal w 2005 r. okoto 200 kcal dziennie wigcej
niz w latach 70-tych. [19]. Za wzrost ten odpowiada m.in. powszechniejszy dostep do jedzenia
typu ,.fast food” i powigkszenie porcji positkow [21], a takze ilo§¢ spozywanych napojow
stodzonych cukrem [14,18].

Dieta bogata w thuszcze i cukry, a uboga w blonnik, owoce i warzywa, zawierajgca duze
ilosci wysoko przetworzonych produktow, to tak zwana dieta zachodnia (ang. Western diet),
wywierajaca bardzo negatywny wplyw na zdrowie cztowieka [22,23]. Prowadzone w latach
2013-2014 1l Wieloosrodkowe Ogodlnopolskie Badanie Stanu Zdrowia Ludnosci
(WOBASZ 1) umozliwito oceng jakosci diety w Polsce. Jego wyniki wskazuja jednoznacznie
na nieprawidtowosci w diecie Polakow w poréwnaniu do norm zywienia opracowanych przez
NIZP-PZH [24]. Spozycie energii z thuszczow przekraczalo referencyjny poziom 20-35%
dla dorostych wsrod mezczyzn (37,5%) i kobiet (35,1%), wysoki byl tez odsetek energii
pochodzacej z nasyconych kwasow ttuszczowych (odpowiednio 14% 1 13%), natomiast zbyt

niskie spozycie dotyczylo migdzy innymi btonnika i niektérych mikroelementow [11].
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2.1.4 KONSEKWENCJE OTYLOSCI

Stale rosnaca liczba oséb cierpigcych na otylo$¢ stanowi powazne obcigzenie
dla systemu ochrony zdrowia z powodu wystepowania licznych chordb wspoétistniejacych,
wymagajacych dodatkowych interwencji zdrowotnych 1 pogarszajacych jakos¢ zycia
pacjentow. Juz w 2009 r. WHO alarmowalo, ze 44% globalnego obcigzenia cukrzyca, 23%
obcigzania niedokrwienng choroba serca i 7-41% obcigzenia niektorymi nowotworami,
glownie raka piersi, prostaty ijelita grubego, ma zwigzek z otyloscig i nadwaga [9].
Przeprowadzane w ostatnich latach meta-analizy wskazuja na podwyzszone ryzyko
wystgpienia wielu dodatkowych schorzen wsrdd osob cierpigeych na otytos¢ [25-28]. Wérod
chorob wspotistniejagcych w otylo$ci najpowszechniejszg jest cukrzyca typu II (T2DM,
ang. type Il diabetes mellitus) [26]. Klasycznym powiklaniem otytosci jest zaburzenie
gospodarki lipidowej — dyslipidemia, czyli nieprawidlowe stezenie lipidow i lipoprotein
we krwi. W surowicy pacjentdow z otyloscia wystepuje zazwyczaj hipercholesterolemia,
podwyzszony poziom triacylogliceroli (TAG, ang. triacylglycerols), wolnych kwasow
thuszczowych (FFA, ang. free fatty acids) i apolipoproteiny B, obnizone jest natomiast st¢zenie
tzw. ,,dobrego cholesterolu”, czyli cholesterolu frakcji lipoprotein o wysokiej gestosci
(HDL-C, ang. high density lipoprotein cholesterol) [29]. Wywotana otyloscia
insulinooporno$¢, w kombinacji z dyslipidemig, poczatkujg ,.kaskade etiologiczng” szeregu
dolegliwosci, jak nadci$nienie, zmiany miazdzycowe, ktore kumuluja si¢ W zespot

metaboliczny [30].

Warto réwniez zwrdci¢ uwage na fakt, ze otylos¢ zwieksza ryzyko wystepowania
(Tabela 2.3) lub jest zwigzana z wicksza agresywnoscig nowotworow z powodu dziatania
w podscielisku komoérek nowotworowych czynnikéw uwalnianych przez nadmiar tkanki
thuszczowej [31]. W Polsce wysoki jest odsetek nowotwordw zto§liwych, w ktorych otylosé
jest waznym czynnikiem ryzyka. Wérod kobiet rak piersi, jelita grubego, jajnika i endometrium
sktadaja si¢ na niemal potowe zachorowan, natomiast rak jelita grubego i prostaty to 36%
zachorowan wsrod mezczyzn w 2017 r. [11]. Przy ogdlnym trendzie zwigkszone]
zachorowalnos$ci na nowotwory [11] wyrazny staje si¢ problem otytosci w kontekScie wyzwan
systemu opieki zdrowia. Niepokojace sg takze wyniki badan nad zwigzkiem otytosci i ryzykiem
wystgpienia zaburzen poznawczych oraz otgpienia, szczegdlnie przy starzejacej si¢ Swiatowej

populacji [28,32].
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Tabela 2.3 Ryzyko wzgledne wystapienia choroby wspétistniejacej wsréod osob

z otyloscia

Choroba/schorzenie Mezczyzni Kobiety Zrédlo
Cukrzyca typul ll 6,47 (5,55-4,97) 12,41 (9,03-17,06) [26]
Zespo6t metaboliczny 3,70 (2,96-4,44)* [25]
Nowotwory
piersi - 1,13 (1,05-1,22) [26]
jelita grubego 1,95(1,59-2,39) 1,66 (1,52-1,81) [26]
endometrium - 3,22 (2,91-3,56) [26]
przetyku 1,21 (0,97-1,52) 1,2 (0,95-1,53) [26]
nerek 1,82(1,61-2,05) 2,64 (2,39-2,90) [26]
jajnikéw - 1,28 (1,20-1,36) [26]
trzustki 2,29 (1,65-3,19) 1,60(1,17-2,20) [26]
prostaty 1,05 (0,85-1,30) - [26]
Choroby uktadu krazenia
nadciénienie 1,84 (1,51-2,24) 2,42 (1,59-3,67) [26]
choroba niedokrwienna serca 1,72 (1,51-1,96) 3,10 (2,81-3,43) [26]
niewydolnosé serca 1,79 (1,24-2,59) 1,78 (1,07-2,95) [26]
zatorowos¢ ptucna 3,51(2,61-4,73) 3,51(2,61-4,73) [26]
zawat 1,51(1,33-1,72) 1,49 (1,27-1,74) [26]
Inne
astma 1,43 (1,14-1,79) 1,78 (1,36-2,32) [26]
zespdt bezdechu sennego 12,11 (4,35-19,85)** [27]
choroby pecherzyka zétciowego 1,43 (1,04-1,96) 2,32(1,17-4,57) [26]
choroba zwyrodnieniowa stawow 4,20(2,76-6,41) 1,96 (1,88-2,04) [26]
zespoly bdlowe kregostupa 2,81(2,27-3,48) 2,81(2,27-3,48) [26]
demencja 1,31 (1,02-1,68)*** [28]

Wartosci, jesli nie wskazano inaczej to wskaznik ryzyka wzglednego RR (95% przedziat
ufnosci) zapadalnosci. RR > 1 oznacza, ze prawdopodobienstwo zachorowania osoby
z otytoscig jest wyzsze niz w grupie kontrolnej. * RR chorobowosci wséréd dzieci
(95% przedziat ufnosci); ** réznica Srednich zapadalnosci (95% przedziat ufnosci), *** RR dla
wysokiego BMI w $rednim wieku (95% przedziat ufnosci). Opracowanie wilasne na
podstawie zrédet [25-28].

2.1.5 PODSTAWY PATOFIZJOLOGII OTYLOSCI

2.1.5.1 TKANKA TEUSZCZOWA

U podstaw otytosci lezy nadmierny przyrost tkanki thuszczowej wywolany zachwianym

bilansem energetycznym. Tkanka ttuszczowa jest luzng tkanka faczng stanowiaca, w zaleznos$ci
od budowy osobniczej, 5-60% masy ciata [33], przy czym kobiety majg $rednio 10% wiecej
tkanki thuszczowej niz mezczyzni [34]. W zaleznos$ci od umiejscowienia wyr6zniane sg dwa
glowne skupiska tkanki ttuszczowej. Podskorna tkanka tluszczowa (SAT, ang. subcutaneous

adipose tissue), zlokalizowana gtownie w okolicy udowo-posladkowej i na $cianie jamy
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brzusznej, gromadzi okoto 80% catkowitej tkanki tluszczowej organizmu [35]. Tkanka
thuszczowa akumulujaca si¢ wokoél narzadow w jamie brzusznej oraz w klatce piersiowe;j
nazywana jest natomiast trzewng/otrzewnowa tkanka ttuszczowa (VAT, ang. visceral adipose
tissue) [34].

Najwazniejszym sktadnikiem tkanki thuszczowej sa komorki thuszczowe — adipocyty,
ktorych gtdéwng rolg jest magazynowanie i synteza ttuszczow prostych. Wyrdzniane sg dwa
gtowne rodzaje adipocytow roznigce si¢ morfologicznie, budujace dwa typy tkanki thuszczowej
roznigce si¢ funkcja. Adipocyty biate, buduja bialg tkank¢ tluszczowa (WAT, ang. white
adipose tissue) i zawieraja jedng, duzg kroplg lipidowa, stanowiacg 60-85% masy komorki [33].
Przewazajaca wickszo$¢ tluszczu jest w nich magazynowana w postaci TAG (90-99%),
anapozostala czg$¢ skladaja si¢ mono- i diacyloglicerole (odpowiednio MAG,
ang. monoacylglycerols 1 DAG, ang. diacylglycerols), cholesterol oraz fosfolipidy
(PHL, ang. phospholipids)  [34]. W adipocytach  brunatnej  tkanki  tluszczowej
(BAT, ang. brown adipose tissue) lipidy gromadzone sg w wielu pecherzykach, a zamiast
produkcji ATP, oddychanie komérkowe prowadzi w tych komoérkach do uwalniania energii
W postaci ciepta [36]. Skupiska BAT u dorostych wystepuja w mocno ukrwionych okolicach -
przy tetnicach szyjnych, podobojczykowych, w dole pachowym, pomigdzy topatkami
I W $rodpiersiu, a takze w okolicy nadnerczy i wzdhuz rdzenia kregowego, a jej ilo$¢ zanika
z wiekiem [34]. Badania nad otytoscia skupiaja si¢ glownie na roli WAT [33,37]. Warto jednak
nadmieni¢, ze plastyczno$¢ tkanki tluszczowej, odkrycie wysepek brunatnych adipocytow
w WAT oraz zaobserwowanie, ze pacjenci z otytoscig i cukrzycg charakteryzujg si¢ mniejsza
iloscia BAT, przyczynit si¢ do wzrostu zainteresowania BAT w otylosci szczegdlnie
w kontekscie wykorzystania termogenicznego potencjatu BAT do stymulacji zmniejszania

masy ciata [36].

Poza adipocytami w sktfad tkanki ttuszczowej wchodza komorki nabtonka, budujace
$ciany naczyn krwiono$nych, ktdre przerastajg tkanke ttuszczowa i fibroblasty, zapewniajace
wsparcie strukturalne [38]. Adipocyty roznicujg si¢ z perycytow - mezenchymatycznych
komorek macierzystych posiadajacych potencjat do réznicowania w mioblasty, osteoblasty,
chondrocyty 1 adipocyty. Perycyty, ktére utracity zdolno$¢ réznicowania w pozostale typy
komorek nazywane sa preadipocytami [38]. Ponadto, w sktad tkanki tluszczowej wchodza
komorki uktadu odporno$ciowego (mastocyty, makrofagi, limfocyty T). Liczebno$¢, fenotyp
| rozmieszczenie w tkance thuszczowej poszczegdlnych komorek zalezy od rodzaju tkanki

thuszczowej oraz od nasilenia otytosci [39]. Przyktadowo, biopsje 0sob z otyloscig wykazaty,
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ze liczebno$¢ makrofagéw w VAT jest dwa razy wyzsza niz w SAT [40]. Z kolei u ludzi
0 prawidlowej masie ciata makrofagi charakteryzuja si¢ alternatywnym fenotypem M2

i wydzielajg przeciwzapalne interleukiny (IL, ang. interleukin) IL-4, IL-10 and 1L-13 [33].

Wraz z odkryciem leptyny, hormonu wydzielanego przez tkanke thuszczowa,
regulujacego poczucie sytosci, nastgpita zmiana paradygmatu w sposobie postrzegania tkanki
tluszczowej [40]. Historycznie uwazana byla ona za niecaktywny metabolicznie rezerwuar
energii, jednak odkrycia kolejnych wydzielanych przez adipocyty aktywnych biologicznie
substancji m.in. adiponektyny, rezystyny, wisfatyny, omentyny czy klasycznych cytokin
(np. czynnik martwicy nowotwordéw a, TNF-a, ang. tumour necrosis factor) lub interleukin,
facznie okreslanych mianem adipokin lub adipocytokin, sprawily, Zze obecnie tkanka
thuszczowa traktowana jest jako aktywny metabolicznie organ [30,31,33,39,41]. Szczegodlnie
dotyczy to VAT, ktory rozmieszczony jest w bezposrednim poblizu narzadéw wewnetrznych.
Syntezowane w tkance tluszczowej substancje dziatajg w sposob auto-, para- i endokrynny,
wplywajac na szereg procesOw w catym organizmie poprzez regulacje zapalenia, wrazliwosci

na insuling, hemostazy, ci$nienia tgtniczeg0 czy angiogenezy [41].

Wydzielnicza aktywno$¢ tkanki tluszczowej i wplyw jaki adipokiny wywieraja
na sasiadujace organy, stala si¢ obiektem =zainteresowania w badaniach nad otyloscia
| towarzyszacymi jej powiklaniami metabolicznymi [31,36,39,40]. Badania te skupiaja si¢
gtownie na WAT, ktorej metabolizm 1 funkcje wydzielnicze sg do tej pory lepiej
scharakteryzowane niz BAT [33]. Dodatkowo lokalizacja ma istotne znaczenie, gdyz

obserwuje si¢ roznice w aktywnosci wydzielniczej pomiedzy SAT i VAT [39].

2.1.5.2 ZMIANY W TKANCE TrUSZCZOWEJ ZWIAZANE Z OTYKOSCIA

U os6b z prawidtowg masg ciata tkanka tluszczowa skutecznie magazynuje FA pod
postacia TAG, chronigc organizm przez lipotoksycznymi efektami wywotywanymi przez
nadmierne st¢zenia FFA we krwi. Nadmierny rozrost tkanki thuszczowej w otytosci prowadzi
natomiast do przekroczenia mozliwos$ci magazynowania FA. Prowadzi to do uwalniania FA
z tkanki tlhuszczowej 1 ektopowego gromadzenia nadmiaru FA w innych tkankach 1 narzadach.
Hipertroficzny rozrost VAT, czyli zwiekszenie rozmiaru adipocytow, prowadzi
do zmniejszenia ich potencjatu do absorbcji FFA, a takze do zmniejszenia wrazliwo$ci na
insuling i intensywniejszej lipolizy [35]. FFA przyczyniaja si¢ do powstawania stresu
oksydacyjnego, powodujac uszkodzenia nie tylko lokalnie, ale rowniez w retikulum

endoplazmatycznym i mitochondriach innych organow. Lipotoksyczne dziatanie FA powoduje

15



OTYLOSC - PROBLEM XXI WIEKU

powazne zmiany w funkcjonowaniu komorek w sercu przyczyniajac si¢ m.in. do rozwoju
chorob sercowo-naczyniowych (CVD, ang. cardiovascular disease) [26,42]. Zwigkszona ilo$¢
lipidow we krwi dziata réwniez negatywnie na tkanki obwodowe, przyczyniajac si¢ do rozwoju
wrazliwosci na insuling oraz na zaburzenia stymulowanego przez glukoze wydzielania insuliny
z trzustki, czego efektem jest T2DM [43]. Nadmierna akumulacja FFA w watrobie przyczynia
si¢ z kolei do rozwoju niealkoholowej sttuszczeniowej choroby watroby (NAFLD, ang.
nonalcoholic fatty liver disease) [44]. Charakterystyczng cechg otyloSci jest rowniez
zwickszona lipoliza w tkance ttuszczowej, powodujgca naptyw FFA do watroby oraz
zaburzenia aktywno$ci i poziomu ekspresji lipazy lipoproteinowej (LPL, ang. lipoprotein
lipase), w efekcie czego uposledzona jest eliminacja TAG z surowicy, co skutkuje
hiperglicerydemig [29]. Osoby z otytoscia charakteryzuja si¢ takze podwyzszonymi poziomami
innych lipidow we krwi np. sfingomieliny (SM, ang. sphingomyelin), lizofosfatydylocholiny
(LysoPC, ang. lysophosphatidylcholine), ceramidéow (Cer, ang. ceramides) lub DAG, ktore
moga wywotywac lipotoksyczne efekty [45].

Istotna role w patogenezie zaburzen metabolicznych zwigzanych z otytoscig odgrywaja
procesy zapalne. W hipertroficznej tkance tluszczowej nastepuje naciek komorek
odpornosciowych 1 polaryzacja makrofagow do formy zaktywowanej M1, ktére produkujg
szereg prozapalnych substancji - TNF-a, IL-6, IL-1p and IL-12, mediatory lipidowe
(eikozanoidy, prostanoidy) czy endokannabinoidy [33]. Infiltracja komorek uktadu
immunologicznego wywotuje w tkance tluszczowej przewlekty stan zapalny, wplywajac
na poziom wydzielanych prozapalnych adipokin, co skutkuje zmianami metabolicznymi, ktore
Z biegiem czasu obejmujg coraz wigcej narzadow [41]. Skutki zwigzanego z otyloscia
wydzielania przez przero$nigta tkanke ttuszczowa lipotoksycznych i prozapalnych substancji

podsumowane zostaty na Rysunku 2.3.
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Rysunek 2.3 Wptyw nadmiaru tkanki ttuszczowej na ogélnoustrojowe zmiany
metaboliczne i ich konsekwencje zdrowotne
Na czerwono - przyktadowe czynniki produkowane przez otrzewnowg tkanke ttuszczows -
VAT oddziatujgce para- i endokrynnie na mozg, trzustke, miesnie szkieletowe, watrobe,
serce i naczynia krwionos$ne. * W mdzgu, pomimo podwyzszonego poziomu we krwi,
hamujace apetyt dziatanie leptyny jest mniej efektywne z powodu uposledzonego
przekraczania bariery krew-mézg oraz indukowania leptynoopornosci. IRS - substrat
receptora insuliny, FFA - wolne kwasy ttuszczowe, IRS - substrat receptora insuliny,
NAFLD - niealkoholowa sttuszczeniowa choroba watroby, PAI-1 - inhibitor aktywatora
plazminogenu 1, TAG - triacyloglicerole. Opracowano na podstawie zrédet [30,41].

2.1.6 METODY LECZENIA OTY+OSCI

W 2013 r. Amerykanskie Towarzystwo Medyczne (AMA, ang. American Medical
Association), motywowane postgpujacym kryzysem otylosci na $wiecie, przyjeto rezolucje,
w ktorej uznano otytos$¢ za chorobe [46]. AMA, a za nig kolejne stowarzyszenia i organizacje
zajmujace si¢ zdrowiem publicznym, uzasadnily t¢ decyzje miedzy innymi koniecznos$cig
zmiany sposobu postrzegania otytosci jako chronicznego schorzenia, ktére nalezy leczy¢, a nie

tylko problemu kosmetycznego; zardéwno w $wiadomosci pacjentow jak i lekarzy [47].
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Leczenie otytosci jest skomplikowanym wyzwaniem klinicznym. Zaré6wno rozwdj otytosci jak
i sukces jej leczenia jest zalezny od wielu czynnikéw osobniczych i srodowiskowych [16,48].
Nalezy rowniez nadmieni¢, ze leczenie otylosci stanowi metode prewencji 1 leczenia chorob
wspotistniejacych z otytoscig, co umozliwia wydtuzenie i poprawienie jakosci zycia pacjenta.
Przyktadowo, bariatryczne leczenie otylo$ci prowadzi do remisji T2DM [49]. Wsrod

stosowanych interwencji znajdujg sie:

=» zmiana stylu zycia poprzez kombinacje:
- leczenia dietetycznego (restrykcja ttuszczy, restrykcja weglowodandéw lub obu),
- leczenia aktywnoscig fizyczna,
-> terapii behawioralnej;
=> leczenie farmakologiczne wspomagajace (np. orlistat, liraglutyd, chlorowodorek
naltreksonu z chlorowodorkiem bupropionu),

=> chirurgia bariatryczna (wskazana przy otylosci olbrzymiej) [47,50].

Analizy programow modyfikacji stylu zycia wsrdd pacjentow z otytoscig I1 1 III stopnia
wskazuja, ze umozliwiaja one utrate wagi ($rednio ~10 kg mniej) w tej grupie pacjentéw,
szczegoblnie, gdy postgpowanie terapeutyczne zawiera komponent aktywnosci fizycznej [7,51].
Jednakze osiggnigcie znaczacych, dlugotrwalych rezultatow tylko poprzez zmiany stylu zycia
jest trudne, wymaga duzego stopnia samodyscypliny. Niestety, problemem wielu planow

treningowych i dietetycznych jest niski stopien przestrzegania zalecen [48].

Poréwnanie planow modyfikacji stylu zycia z interwencja chirurgiczng jednoznacznie
wskazuje na lepszg skuteczno$¢ chirurgii bariatrycznej w leczeniu otytosci. Zabiegi
bariatryczne przyczyniajg si¢ do srednio o 40% wiekszego ubytku nadmiarowej masy ciata
(EWL, ang. excess weight loss) niz metody zachowawcze (p < 0.00001) oraz poprawy wielu
parametréw zwigzanych z homeostazg glukozy, dyslipidemia 1 ryzykiem sercowo-

naczyniowym [52].

Wykonywane w ramach chirurgicznego leczenia otylosci operacje mozna podzieli¢
na trzy grupy, co zaprezentowane zostalo na Rysunku 2.4. Zabiegi restrykcyjne, do ktorych
nalezy najcze¢sciej przeprowadzana w Polsce laparoskopowa resekcja zotadka (LSG, ang.
laparoscopic sleeve gasteroctomy) [53], polegaja na zmniejszeniu objetosci zotadka,
czego konsekwencja jest ograniczenie ilosci spozywanych pokarméw. Celem zabiegow
wylaczajacych (malabsorpcyjnych) jest ograniczenie wchlaniania sktadnikow odzywczych,

poprzez ominigcie czgsci jelita cienkiego, natomiast techniki skojarzone tgcza w sobie obie
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strategie. Operacje bariatryczne wigza si¢ w trwalg ingerencj¢ w anatomi¢ przewodu
pokarmowego, co niesie ze sobg ryzyko potencjalnych komplikacji. Monitorowanie mikro-
I makrosktadnikow odzywczych jest szczegdlnie istotne w przypadku zabiegow
wylaczajacych, gdzie pacjenci narazeni sg na niedobory biatka, Zzelaza, niektorych witamin oraz

kwasu foliowego [54].

., & wylgczenie
regulowana opaska rekawowa resekcja .. dwunastniczo-kretnicze
na zotadek (AGB) zotagdka (SG) LI Z pojedynczym zespoleniem ,
................................ | rekawow3 resekcja
R iokqdka (SAS'-S)
OMINIECIA ZOLADKOWO-JELITOWE
—
- T
\\ F.. N
‘1 j \\\ \\|
W 4 X |
. u N
4 wylgczenie
T zotciowo- - ) .
: trzustkowe (BPD) - .  na petli Roux-en-Y (RYGB) na petli omega (OAGE)

Rysunek 2.4 Typy operacji bariatrycznych z przyktadami
Skréty AGB - regulowana opaska zotagdkowa (ang. adjustable gastric band), BPD -
wytgczenie zétciowo trzustkowe (ang. biliopancreatic diversion), OAGB - ominiecie
zotadkowo jelitowe na petli omega (ang. one anstomosis gastric bypass),

RYGB - ominiecie zotagdkowo jelitowe na petli Roux-en-Y (ang. Roux-en-Y gastric bypass),
SASI-S - wyfaczenie dwunastniczo-kretnicze z pojedynczym zespoleniem i rekawowa
resekcja zotadka (ang. single anastomosis stomach-ileal bypass with sleeve gastrectomy),
SG - rekawowa resekcja zotadka (ang. sleeve gasteroctomy). Na zielono - woreczek
z6tciowy. Opracowano na podstawie zrédet [53,54].

2.1.6.1 LAPAROSKOPOWA OPERACJA PETLOWEGO WYKACZENIA
ZOYADKOWO-JELITOWEGO NA PETLI OMEGA

Zabieg laparoskopowej operacji petlowego wylgczenia zotagdkowo jelitowego na petli
omega (OAGB, ang. one anastomosis gastric bypass), znany wczesniej pod nazwg OLGB
(ang. omega loop gastric bypass) jest stosunkowo nowym typem operacji bariatrycznej.
Niemniej, dane za rok 2016 podaja, ze okoto 10% zabiegdéw chirurgicznego leczenia otytosci

wykonuje si¢ w Polsce tg3 metoda [53]. OAGB jest modyfikacja opisanej na poczatku
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XXI wieku metody mini-gastric bypass (MGB). W poréwnaniu z podstawowa metodg, OAGB
cechuje si¢ mniejsza czestoscig wystepowania refluksu zawarto$ci dwunastniczej — powiktania
obserwowanego stosunkowo czesto przy MGB [55]. OAGB polega na zmniejszeniu zotgdka
i zespoleniu go z jelitem czczym, czego efektem jest wylgczenie wigkszosci zotadka,
dwunastnicy i okoto 150 cm fragmentu jelita cienkiego [49,55]. W porownaniu do LSG oraz
ominigcia zotadkowo-jelitowego na petli Roux-en-Y (RYGB, ang. Roux-en-Y gastric bypass),
ktory jest drugim najczestszym zabiegiem w Polsce [53], OAGB jest zabiegiem tatwiejszym
do przeprowadzenia, 0 mniejszej ilosci komplikacji [49]. Dlugoterminowa obserwacja
pacjentow z otytoscig wykazata, ze nawet 12 lat po OAGB, EWL wynosi az 70% [55].
Skutkiem zabiegu OAGB jest réwniez remisja T2DM u okotlo 90% pacjentéw, poprawa
wynikéw lipidogramu i zmniejszenie ryzyka sercowo-naczyniowego [49]. Jednakze z uwagi
na fakt, ze OAGB jest relatywnie nowa operacja, wciaz istnieje potrzeba badania jej

efektywnosci, skutkow metabolicznych i potencjalnych powiktan [49].

2.2 LIPIDOMIKA W BADANIACH NAD OTYLOSCIA

2.2.1 PODSTAWOWE INFORMACJE O LIPIDACH

Nowoczesne metody analityczne oraz postgpy technologiczne, ktore utatwiajg analize
duzej 1ilosci danych eksperymentalnych sprawity, ze mozliwe jest podejmowanie
skomplikowanych, wieloaspektowych problemoéw badawczych. Zwigkszenie mozliwosci
badawczych przyczynilo si¢ do rozwoju tzw. ,biologii systemowej”, ktérej celem jest
kompleksowe badanie i integracja informacji uzyskanych na temat genotypu i fenotypu
komorek, tkanek, a w koncu - organizmoéw. Uzyskiwany jest w ten sposob holistyczny obraz
procesoOw zachodzacych w systemach biologicznych, co w konteks$cie badan medycznych
pozwala na lepsze zrozumienie procesow patologicznych lezacych u podstaw chordb,
wyznaczanie nowych §ciezek diagnostycznych i podejscia terapeutycznego. Podejscie biologii
systemOw to polgczenie danych uzyskanych w badaniach ,,omicznych” — genomicznych,
transkryptomicznych, proteomicznych i metabolomicznych.  Udoskonalenie  technik
analitycznych, szczegodlnie technik taczonych z detekcja spektrometryczng, w ostatnich
dekadach pozwolito na wyodrebnienie z metabolomiki nowej, szybko rozwijajacej si¢ kategorii

badan — lipidomiki, skupiajgcej si¢ na jakosciowej i ilosciowej analizie lipidow [56,57].

Lipidy, w najprostszej definicji, to hydrofobowe badz amfifilowe zwiazki

rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych tj. w chloroformie, eterach, alkoholach etc.
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Jest to wysoce réznorodna grupa zwigzkéw, ktorej szacowana liczba struktur przekracza
1,5 miliona [58], z czego ocenia si¢, ze naturalnie wystepuje okoto 200 tysigcy unikalnych
zwigzkéw lipidowych [57]. Wychodzac naprzeciw rosngcego zainteresowania badaniami
lipidomicznymi, LIPID MAPS oraz Mig¢dzynarodowy Komitet Klasyfikacji i Nazewnictwa
Lipidow (ILCNC, ang. International Lipid Classification and Nomenclature Committee),
stworzyt system klasyfikacji lipidowej pozwalajacy na usystematyzowanie danych
lipidomicznych [59]. W Kklasyfikacji LIPID MAPS lipidy zdefiniowano jako zwigzki
hydrofobowe Iub amfifilowe, ktére powstaja w wyniku kondensacji podjednostek

ketoacylowych lub izoprenowych, przyktadowe struktury zaprezentowano na Rysunku 2.5.
Klasyfikacja LIPID MAPS wyr6znia osiem kategorii lipidow [59]:

1. Kwasy tluszczowe (FA, ang. fatty acid) i ich pochodne, ktore obejmujg m.in.
produkty ich utleniania — okta-, eikoza- i dokozanoidy, nazywane oksylipinami.
2. Glicerolipidy, w ktorych tancuchy acylowe FA sg zwigzane z reszta cukrowag
glicerolu, obejmujace TAG, DAG 1 MAG.
3. Glicerofosfolipidy, czyli glicerolipidy z jedna z grup hydroksylowych glicerolu
zestryfikowanych kwasem fosforowym z przytaczong grupa polarng m.in.:
+ fosfatydylocholiny (PC, ang. phosphatidylcholine),
+ fosfatydyloseryny (PS, phosphatidylserine),
+ fosfatydyloetanolaminy (PE, ang. phosphatidylethanolamine),
+ fosfatydyloinozytolu (PI ang. phosphatidylinositol).
4. Sfingolipidy (SPL, ang. sphingolipids), ze szkieletem zawierajgcym
dhlugotancuchowa zasadg¢ sfingoidowa, np. SM, Cer.
5. Sacharolipidy, w ktorych FA sa zwigzane bezposrednio ze szkieletem
cukrowym.
6. Steroidy, czyli lipidy zawierajace w swojej strukturze wielopierscieniowy
szkielet steranu, przyktadowo cholesterol i jego pochodne.
7. Prenole, czyli produkty kondensacji podjednostek izoprenoidowych.
8. Poliketydy, zrdéznicowana kategoria metabolitow wtornych glownie roslin,

grzybow 1 bakterii, bedacych produktami enzymatycznej polimeryzacji.
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KWASY TLUSZCZOWE
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Rysunek 2.5 Przyktadowe struktury przedstawicieli gtéwnych kategorii lipidowych
wedtug klasyfikacji LIPID MAPS
W ramce przyktadowe struktury grup kwasoéw ttuszczowych: BCFA - rozgatezionych,
MUFA - jednonienasyconych, PUFA - wielonienasyconych, SFA - nasyconych.
Na czerwono zaznaczono grupy acylowe w lipidach prostych i ztozonych. Rysunek wtasny.

Dodatkowym podziatem lipidow, ktory moze zosta¢ zastosowany jest wyrdznienie grup
lipidow prostych i ztozonych [59]. Lipidy proste w wyniku hydrolizy rozpadajg si¢ na dwa
glowne typy produktow, przyktadem moga by¢ tutaj MAG, w ktorych hydrolizie powstanie
czasteczka glicerolu oraz niezestryfikowany FA. Hydroliza lipidow zlozonych powoduje
powstanie wigcej niz dwoch roéznych typow produktow, jak w przypadku PC, ktorej produktami
catkowitej hydrolizy sa FA, glicerol, kwas ortofosforowy oraz cholina. Wspo6lng cechag
wigkszosci kategorii lipidowych jest obecnos¢ alifatycznych tancuchow FA. Dlugo$¢ tancucha
acylowego, obecnos¢ i potozenie wigzan wielokrotnych lub rozgatezien w tancuchu acylowym
ma kluczowy wpltyw na wiasciwosci hydrofobowe FA, a co za tym idzie, na funkcjonalne

wilasciwosci lipidow zawierajacych tancuchy FA w swojej budowie [45,60,61].
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W kolejnej sekceji pracy krotko opisane zostaty funkcje lipidow, ktore posiadaja
w swojej budowie podjednostki FA. Lipidy nalezgce do steroli, prenoli i poliketydow nie byly

przedmiotem rozwazan niniejszej pracy.

2.2.1.1 BIOLOGICZNE FUNKCJE LIPIDOW

Glicerolipidy, szczegdlnie w postaci TAG sa gldéwnym rezerwuarem energii

W organizmie. Po spozyciu positku zawierajacego ttuszcze, glowne ich sktadniki, czyli TAG,
cholesterole 1 PHL, sa pakowane w chylomikrony i trafiaja do krwioobiegu, a nastgpnie
do tkanek i narzadow. W watrobie z dostarczonych lipidow, a takze z endogennych lipidow,
zachodzi synteza bogatych w TAG lipoprotein bardzo niskiej gestosci (VLDL, ang. very low
density lipoprotein) [29,62,63]. Chylomikrony i VLDL sg transportowane do réznych tkanek,
np. tkanki thuszczowej, serca i migsni szkieletowych, gdzie ulegaja procesowi lipolizy, ktorego
wydajno$¢ zalezna jest od poziomu insuliny [44]. Uwolnione FA moga zosta¢ reestryfikowane
w TAG iby¢ przechowywane np. w kroplach lipidowych tkanki thuszczowej lub zostac
wykorzystywane do produkcji energii (ATP) w tkankach o duzym zapotrzebowaniu
energetycznym lub zosta¢ spozytkowane w produkcji ciepta w BAT [62,63]. Lipoliza VLDL
prowadzi zmniejszenia zawartosci TAG i powstania frakcji lipoproteiny niskiej gestosci
(LDL, ang. low density lipoprotein), wychwytywanej pdzniej z Krwi przez watrobe i inne
tkanki. W watrobie zachodzi rowniez recykling HDL, ktorych zadaniem jest transport
cholesterolu i jego estrow z tkanek obwodowych [29,62,63]. Glicerolipidy petnig rowniez rolg
czasteczek sygnatowych. Przyktadowo DAG jest zaangazowany w regulacje egzocytozy
I uczestniczy w aktywacji rodziny kinaz biatkowych C regulujacych wiele kaskad sygnatowych
w organizmie; metabolizm DAG jest tez Scisle zwigzany z regulacja czynnikoéw indukowanych

hipoksja (HIFs, ang. hypoxia-inducible factors) [62,63].

Amfifilowe wlasciwosci glicerofosfolipidow, zwanych réwniez PHL, wynikajace
Z obecnosci w ich budowie hydrofobowych dlugotancuchowych FA i1 hydrofilowej glowy,
powoduja, ze w srodowisku wodnym aglomerujg si¢ w dwuwarstwy lipidowe, ktore nastepnie
tworza blony komorek i organelli. Reszta fosforanowa w PHL jest modyfikowana poprzez
przylaczenie grupy polarnej (m.in. cholina, seryna, etanoloamina, inozytol), ktorej rodzaj
wplywa na ich funkcjonalne wiasciwosci [59]. Stosuje si¢ rowniez przedrostek ,,lizo-”,
np. lizofosfatydylocholina (LysoPC lub LPC) do okreslenia PHL, w ktorych jeden z tancuchow
acylowych zostat zhydrolizowany. Podobne do PHL wtasciwosci amfifilowe wykazuja rowniez

SPL i sacharolipidy. Budowa tychze lipidow ma zatem fundamentalne znaczenie w modulacji
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wlasciwosci bton komorkowych, z jednej strony poprzez rodzaj polarnego ugrupowania,
azdrugiej poprzez dlugos¢ i stopien nasycenia tancucha FA [64-66]. Stopien nasycenia
fancuchow FA wptywa réwniez na organizacje tratw lipidowych, rejonow blony bogatych
w cholesterol i SPL, co jest kluczowe dla szeregu procesow zaleznych od tych mikrodomen jak
np. aktywacja limfocytéw T, transport btonowy, transdukcja sygnatow, procesy migracji
I adhezji komorek [66]. Warto rowniez zwroci¢ uwage na szczeg6lng role jaka lipidy budujace
btony komorkowe peinig w funkcjonowaniu moézgu. Mozg jest, poza tkankg tluszczowa,
organem najbardziej bogatym w lipidy [67], gdzie znaczna ich cze$¢ tworzy otoczki mielinowe
I odgrywa istotng role¢ w przekaznictwie synaptycznym oraz wzroscie i rdznicowaniu
neuronow [68]. Zaréwno sfingo- jak i glicerofosfolipidy pelnig rowniez rolg czasteczek
sygnatowych, gdzie rodzaj podstawionej reszty FA rOwniez ma ogromny wptyw na ich funkcje.
Przyktadowo, Cer wykazuja wlasciwosci pro- lub antyapoptotyczne w zaleznos$ci od dtugosci

tancucha alifatycznego [69].

Glowne funkcje jakie petnig lipidy i centralna rola FA w procesach zaleznych
od metabolizmu lipidow na poziomie komorkowym zostaly podsumowana na Rysunku 2.6.
Wplyw budowy FA na wlasciwosci wielu typow lipidow jest niewatpliwy, nastgpne
podrozdziaty zostaly poswigcone krotkiej charakterystyce typow FA wystepujacych

W organizmie, ktorych struktury uwzglednione zostaty na Rysunku 2.5.
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Rysunek 2.6 Podstawy metabolizmu lipidéw i ich rola w komérce
Kwasy ttuszczowe (FA) dostarczane z lipoprotein oraz endogennie syntezowane przez
syntaze kwaséw ttuszczowych (FAS) sg aktywowane poprzez dofgczenie koenzymu A
(CoA). Synteze rozpoczyna wytworzenie jednostek acetylo-CoA z transportowanego
z mitochondridw cytrynianu i karboksylacje do malonylo-CoA przez karboksylaze
acetylo-CoA (ACC). FA-CoA moga by¢ transportowane do mitochondriéw przez
palmitoilo-transferaze karnitynowa 1 (CPT1), gdzie w B-oksydacji powstaja z nich
substraty energetyczne: zredu-kowane dinukleotydy flawinoade-ninowy (FADH>),
nikotynoamido-adeninowy (NADH) oraz acetylo-CoA zuzywane w cyklu Krebsa. FA-CoA
s tez estryfikowane do glicerolipidéw: mono-, di-, triacylogliceroli (MAG, DAG, TAG).
Proces katalizujg btonowe acylo-transferazy glicerolo-3-fosforanowa (GPAT), 1-acylo-3-
fosfoglicerolu (AGPAT) i diacyloglicerolu (DGAT) oraz fosfataza kwasu fosfatydowego
(PAP). Produkty posrednie tego procesu, kwas lizofosfatydowy (LPA) i fosfatydowy (PA)
sg czastkami sygnatowymi. Hydroliza glicero-lipidéw zachodzi poprzez dziatanie lipaz:
hormonowrazliwej (HSL), triacylogliceroli (ATGL), lub monoacylogliceroli. Modyfikacja
DAG prowadzi do syntezy lipidéw ztozonych budujgcych btony oraz uczestniczagcych w
sygnalizacji wewnatrz- oraz pozakomaorkowe;j.
Zmodyfikowano na podstawie zrédta [61].
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2.2.2 KWASY TeUSZCZOWE

FA sa monokarboksylowymi kwasami organicznymi o ogélnym wzorze R-COOH,
w ktorym R oznacza tancuch weglowodorowy o rdznej dtugosci i stopniu nasycenia, zwykle
alifatyczny, chociaz mozliwe jest rowniez wystepowanie pierscieni [59,70]. Zamiast
systematycznych lub zwyczajowych nazw, w literaturze stosowany jest czgsto zapis
informujacy o budowie danej czasteczki FA. Przykladowo kwas arachidonowy (ARA, ang.
arachidonic acid) mozna zapisa¢ jako 20:4 n-6, gdzie 20 oznacza liczbe atomow wegla
W czgsteczce, 4 oznacza liczbe wigzan podwdjnych, natomiast n-6 wskazuje pozycje
pierwszego wigzania podwdjnego, liczac od metylowego konca czasteczki [71]. FA mozna
podzieli¢ ze wzgledu na dlugo$¢ tancucha alifatycznego. Krotkotancuchowe FA (do 6 atoméw
wegla) s3 gléwnie produktami syntezy przez mikroflore jelitowa; natomiast Zrédlem
W organizmie $redniotancuchowych FA (o 6 do 12 atomoéw wegla) sa glownie TAG z mleka
I nabiatu [72]. Wigkszo$¢ lipidow w organizmach zwierzat stanowia dlugotancuchowe
FA (od powyzej 12 do 20 atomoéw wegla), najczesciej o 16 i 18 weglowych tancuchach [62].
Mozna rowniez wyr6zni¢ grupe bardzo dtugotancuchowych FA (VLCFA, ang. very long chain
fatty acids) o powyzej 22 atomach wegla [73]. Drugi powszechny podziat FA uwzglednia ilo$¢
wigzan podwojnych w czasteczce. Wyrdznia si¢ FA nasycone (SFA, ang. saturated fatty acid),
monoenowe, jednonienasycone FA (MUFA, ang. monounsaturated fatty acids)
i wielonienasycone FA (PUFA, ang. polyunsaturated fatty acids). W organizmach wyzszych
wigzania nienasycone PUFA sa zazwyczaj oddzielone grupa metylenowa i wyrdznia si¢ PUFA
serii n-6 (nazywane réwniez omega-6) iserii n-3 (omega-3), w zaleznosci od potozenia
pierwszego, od metylowego konca tancucha, wigzania podwojnego. Do rzadziej spotykanych
FA mozna zaliczy¢ te zugrupowaniami cyklicznymi — pierscieniami cyklopropanu lub
cykloheksanu. Pierwotnie zidentyfikowane i scharakteryzowane zostaly one w organizmach

nizszych, okazuje si¢ jednak, ze mozna je wykry¢ rowniez w tkankach ludzkich [60,74].

Najczgsciej stosowanym podejSciem w analityce FA jest oznaczanie ich lotnych
pochodnych FA za pomoca chromatografii gazowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas (GC-MS,
ang. gas chromatography-mass spectrometry) [56,57,75]. Wykorzystanie techniki GC-MS
wigze si¢ z kilkoma niedogodnosciami tj. konieczno$cig metylacji badz sililowania FA,
aby zwigkszy¢ ich lotno$¢ oraz koniecznoscia hydrolizy ztozonych lipidow [56]. Mimo to,
w analityce FA, GC-MS ma przewage nad innymi technikami wykorzystywanymi
w lipidomice, w szczegdlnosci nad spektrometrig mas sprzezong z chromatografig cieczowa

(LC-MS, ang. liquid chromatography-mass spectrometry), poniewaz moze dostarczy¢ bardziej
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szczegdtowych informacji na temat budowy FA [75]. Ponadto, w badaniach opartych
na metodach LC-MS, duza trudno$¢ stanowi prawidlowa identyfikacja tancuchow

acylowych [76].

2.2.2.1 NASYCONE KWASY TrUSZCZOWE
Wigkszos¢ FA budujacych lipidy blonowe oraz magazynowanych w TAG w tkankach

zwierzgcych jest nasycona, sam kwas palmitynowy 16:0 stanowi 20-30% catkowitych FA tych
grup lipidéw [77]. Zroédtem SFA w organizmie jest zardwno dieta, jak i endogenna produkcja
SFA. Dieta zachodnia charakteryzuje si¢ najwyzsza procentowa zawartoscia SFA, ktérych
zrodtem sg thuszcze zwierzece glownie thuste migso, sery, mleko, masto czy margaryna [22,23]
oraz oleje roslinne: kokosowy, palmowy [71]. Wysoka zawarto$¢ SFA w diecie od dawna byta
taczona z negatywnymi skutkami zdrowotnymi [23,24,71,78,79]. SFA indukuja
insulinooporno$¢ w komorkach migsni szkieletowych i majg udzialt w indukowaniu zaburzen
funkcji mitochondriow [79]. Przyczyniaja si¢ one do podwyzszenia st¢zenia frakcji LDL-C,
przez co wykazujg potencjal aterogenny i sg zwigzane z podwyzszonym ryzykiem CVD [80].
Negatywne dziatanie SFA zwigzane jest przede wszystkim ze skutkami ich obecnosci
w btonowych PHL. Brak wigzah podwdjnych powoduje usztywnianie dwuwarstwy
fosfolipidowej, a dodatkowo, duza zawartos¢ SFA w btonie promuje inkorporacj¢ cholesterolu,
co dodatkowo ogranicza jej pltynno$¢, powodujgc zmniejszenie przepuszczalnosci bton
I wptywajac na procesy sygnalizacji zachodzace z jej udziatem [77]. Aczkolwiek sugeruje sig,
ze wazniejszym czynnikiem niz zawarto$¢ SFA w diecie jest stosunek SFA do PUFA [77].
Okazuje sig, ze wptyw SFA na zdrowie zalezy takze od dlugosci ich tancucha weglowego.
Spozywanie kwasu laurynowego 12:0 w najwyzszym stopniu podwyzsza poziom cholesterolu
catkowitego i LDL-C w surowicy w porownaniu z kwasami o dtuzszych tancuchach [80].
Badania epidemiologiczne wykazuja réwniez, ze spozywanie 16:0 lub 18:0 w rézny sposob
wplywa na ryzyko zachorowania na CVD [81]. Zwigkszone spozycie kwasu 16:0 powoduje
podwyzszenie stezenia TAG i proapoptycznych Cer, co wptywa na zwigkszenie ryzyka CVD,
z kolei wigksze spozycie 18:0 koreluje odwrotnie z ryzykiem CVD [81,82]. Senyilmaz-Tiebe
iwsp. [82] postuluja, ze spozycie 18:0 promuje nasilenie intensywnosci [B-oksydacji
w mitochondriach i prowadzi do zmniejszenia ilosci dtugotancuchowych lipidow we krwi,
€0 moze tlumaczy¢ réznice w efekcie dziatania 16:0 1 18:0 zaobserwowang w badaniach

epidemiologicznych.
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Jak wspomniano, SFA sa gltéwnymi produktami endogennej produkcji FA
w organizmie. Produkcja FA de novo zachodzi gtownie w watrobie i tkance thuszczowej, czyli
w tkankach lipogennych [45,83]. Proces ten rozpoczyna si¢ w mitochondriach, gdy powstajace
z pirogronianu lub w wyniku katabolizmu aminokwasow, acetylo-CoA zostaja skondensowane
ze szczawiooctanem i tworza cytrynian [83]. Nastepnie cytrynian transportowany jest do
cytozolu, gdzie zostaje roztozony do szczawiooctanu i acetylo-CoA, ktory ulega karboksylacji
do malonylo-CoA ([83], Rysunek 2.6). Podjednostki malonylo-CoA s3 pdzniej
wykorzystywane przez wielofunkcyjny enzym syntaz¢ kwasoéw thuszczowych (FAS, ang. fatty
acid synthase, kodowana przez gen FASN) do produkcji 16:0, ktory moze ulegaé dalszej
desaturacji do MUFA i elongacji [83]. Proces liponeogenezy pozwala na magazynowanie
nadmiaru energii z weglowodandow — powstajace FA moga zosta¢ zestryfikowane do TAG
i sktadowane w tkance ttuszczowej, do chwili pojawienia si¢ zapotrzebowania. FA sg wtedy
uwalniane z tkanki tluszczowej i w komorkach réznych tkanek kierowane do mitochondrium,
gdzie w procesie B-oksydacji powstajg substraty energetyczne (Rysunek 2.6) [83]. Zaburzenia
regulacji liponeogenezy w watrobie itkance tluszczowej przyczyniaja si¢ do zaburzen
metabolicznych jak T2DM, NAFLD i CVD. Warto rowniez zauwazyé, ze podwyzszona

aktywno$¢ FAS jest waznym elementem fenotypu nowotwordéw [61].

2.2.2.1.1 ROZGALEZIONE | NIEPARZYSTE KWASY TEUSZCZOWE

Wigkszos¢ FA w organizmie posiada alifatyczny tancuch o parzystej liczbie atomow
wegla, co wynika z wykorzystania przez FAS oraz elongazy, malonylo-CoA, substratu
bedacego dawca dwuweglowych podjednostek do syntezy FA. Okazuje si¢ jednak, ze FAS jest
zdolna do przylaczania rowniez podjednostek rozgatezionych oraz nieparzysto-weglowych,
czego efektem jest endogenna synteza rozgatezionych FA (BCFA, ang. branched-chain fatty
acids) oraz nieparzystych FA (OCFA, ang. odd-chain fatty acids) [84]. Substratami do
produkcji BCFA 1 OCFA sa produkty katabolizmu rozgal¢zionych aminokwasow (BCAA,
ang. branched-chain amino acids), schemat tego procesu zostal zaprezentowany

na Rysunku 2.7.
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Rysunek 2.7 Synteza rozgatezionych i nieparzystych kwaséw tluszczowych
Rozgatezione grupy acylowe zwigzane z koenzymem A (CoA) sg syntezowane z
rozgatezionych aminokwasdw, w $ciezce katalizowanej przez aminotransferazy (BCAT) i
kompleks dehydrogenazy (BCKDH) rozgatezionych a-ketokwaséw. Dodatkowo, w $ciezce,
w ktérej uczestniczg m.in. enzymy dehydrogenaza izobutyrylokoenzymu A (IBD), hydrataza
enoilokoenzymu A (LCEH), dehydrogenaza 3-hydroksyacylokoenzymu A typ 2 (SBCAD)
powstaje propionylo-CoA, czyli podjednostka niosaca nieparzysta liczbe wegli,
wykorzystywana przez syntaze kwasdw ttuszczowych (FAS). Zmodyfikowano ze zrodta [60].

OCFA moga rowniez powstawa¢ z SFA w reakcjach a-oksydacji [85]. Zrodtem BCFA
1 OCFA u ludzi jest przede wszystkim dieta, pochodzg one gléwnie ze spozycia nabiatu i migsa

przezuwaczy [86,87].

Wsrod BCFA wyr6znia si¢ izomery izo, w ktorych rozgalezienie znajduje sig¢
na przedostatnim weglu liczac od konca metylowego tancucha lub anteizo z rozgatezieniem
na trzecim weglu (Tabela 2.4). Pozycja rozgalezienia ma wplyw na wilasciwosci BCFA,
przyktadowo, izo BCFA hamujg wzrost komoérek nowotworowych [88] i wykazujg odwrotng
korelacje ze stanem zapalnym [89], natomiast tego efektu nie zaobserwowano dla anteizo

BCFA. W przypadku OCFA réwniez dtugo$¢ tancucha acylowego roznicuje ich wtasciwosci
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biologiczne, biosynteza 17:0 koreluje z nietolerancja glukozy, natomiast tego efektu nie

zaobserwowano dla 15:0 [85].

Tabela 2.4 Stosowane skréty dla rozgatezionych kwaséw tluszczowych

Pozycja grupy
Skrot metylowej-liczba Nazwa
atomow wegla
Izomery izo
izo 14:0 12-M-13:0 kwas 12-metylotridekanowy
izo 15:0 13-M-14:0 kwas 13-metylotetradekanowy
izo 16:0 14-M-15:0 kwas 14-metylopentadekanowy
izo 17:0 15-M-16:0 kwas 15-metyloheksadekanowy
izo 22:0 20-M-21:0 kwas 20-metyloheneikozanowy
Izomery anteizo
anteizo 15:0 12-M-14:0 kwas 12-metylotetradekanowy
anteizo 17:0 14-M-16:0 kwas 14-metyloheksadekanowy
anteizo 19:0 16-M-18:0 kwas 16-metylooktadekanowy
anteizo 23:0 20-M-22:0 kwas 20-metylodokozanowy
Liczba rozgatezien > 1 4,8,12-M-13:0 kwas 4,8,12-trimetylotridekanowy

Opracowanie wilasne.

Do niedawna, z uwagi na niska zawarto§¢ OCFA i BCFA w surowicy i tkankach, byty
one czesto pomijane podczas analizy [87] lub traktowane gtdwnie jako marker spozycia nabiatu
[86,90]. Jednakze, dostepne dane na temat dzialania BCFA i OCFA w organizmie oraz
potencjalnej roli endogennej syntezy w regulacji ich poziomu, czynig te kwasy interesujagcym
obiektem badawczym. Oprocz wspomnianych juz antynowotworowych wlasciwosci, te grupy
FA sa zaangazowane W regulacj¢ homeostazy glukozy, insulinooporno$ci, magazynowania
tluszczy [86,87], a w badaniach epidemiologicznych ich poziom w biofluidach koreluje
negatywnie z m.in. T2DM, choroba niedokrwienng serca imiazdzycg [87]. Obecnie
w literaturze niewiele jest informacji na temat mechanizméw dzialania OCFA i BCFA.
Eksperymenty w modelach zwierzecych wskazuja na ich role w regulacji aktywnos$ci enzymow
lipogennych w watrobie [91]. Podkreslany jest rowniez ich istotny wpltyw na zwigkszenie
dynamiki bton komoérkowych [92] Iub zachowanie jej ptynnosci w warunkach niedoborow
PUFA w diecie [93].

2.2.2.2 JEDNONIENASYCONE KWASY TEUSZCZOWE

Dominujacym MUFA w organizmach zwierzecych jest kwas oleinowy 18:1 n-9 [71].

W poréwnaniu z SFA, MUFA maja lepszy wptyw na zdrowie, przyktadowo, zastapienie
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dietetycznych SFA przez MUFA powoduje obnizenie stezenia cholesterolu catkowitego,
LDL-C oraz TAG we krwi [78]. Bogatym zrédtem MUFA w diecie sg oleje roslinne takie jak
oliwa z oliwek czy olej rzepakowy [71]. Do niedawna, obserwowane przy diecie
srodziemnomorskiej zmniejszone ryzyko wystepowania choroby niedokrwiennej serca byto
przypisywane duzej zawarto§ci MUFA w oliwie z oliwek [94]. Okazuje si¢ jednak, ze mimo
pozytywnego wpltywu na stezenia lipoprotein we krwi, dietetyczne MUFA nie wykazuja
istotnych wilasciwosci kardioprotekcyjnych, a pozytywne efekty zwigkszenia ich proporcji
w diecie wynika raczej ze zmniejszenia relatywnych ilosci SFA i weglowodanow [78,94,95].
Kluczowa dla okreslenia wiasciwosci MUFA w organizmie jest rola ich endogennej syntezy,
ktéra zachodzi w watrobie i1 tkance tluszczowej w reakcji katalizowanej gltownie przez
izoforme 1 desaturazy stearoilokoenzymu A (SCD-1, ang. stearoyl-CoA desaturase 1), inaczej
A9-desaturazg. Okazuje si¢ bowiem, ze akumulacja tluszczu w organizmie jest
nap¢dzana preferencyjng inkorporacjg endogennych MUFA do TAG [96]. Czynno$¢ SCD-1
ma zatem istotne konsekwencje, przykladowo: jej nasilona aktywno$¢ jest korelowana
z podniesionym poziomem ryzyka CVD np. u pacjentow z przewleklta chorobg nerek [97],
ainhibicja SCD-1 jest rozpatrywana jako potencjalna $ciezka terapeutyczng w leczeniu

raka [98,99].

2.2.2.3 WIELONIENASYCONE KWASY TEUSZCZOWE

Brak desaturaz A12 i A15 u ludzi uniemozliwia endogenng syntez¢ dlugotancuchowych

PUFA n-3 i n-6, co czyni kwasy linolowy 18:2 n-6 (LA, ang. linoleic acid) i kwas linolenowy
18:3 n-3 (ALA, ang. a-linolenic acid) sktadnikami niezbednymi w diecie [71]. Zrédtami
pokarmowych PUFA n-6 sa glownie oleje roslinne np. olej stonecznikowy i kukurydziany,
orzechy 1 nasiona, jaja 1 drob, w ALA obfituja m.in. nasiona Inu, olej rzepakowy, orzechy
wloskie 1 zielone warzywa lisciaste, a kwasy eikozapentaenowy 20:5 n-3 (EPA,
ang. eicosapentaenoic acid) i dokozaheksaenowy 22:6 n-3 (DHA, ang. docosahexaenoic acid)

w diecie pochodza gtdwnie ze spozycia ryb [71,100,101].

Inkorporacja PUFA w lipidy btonowe ma wptyw na strukturalne wtasciwosci bton
komoérkowych. Obecnos¢ wielu wigzan podwdjnych umozliwia wygigcie tancuchow
acylowych PUFA, co wptywa na grubo$¢ i sztywnos$¢ bton. W poréwnaniu z SFA i MUFA
dwuwarstwy lipidowe zawierajagce duzo PUFA sg bardziej plastyczne, co ma znaczenie dla
konformacji biatek blonowych [102]. Pozytywne efekty zwigkszenia ogolnej zawartosci PUFA

w diecie sa udowodnione w wielu badaniach i obejmuja zmniejszenie ryzyka CVD [94],
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ochron¢ przed zaburzeniami funkcjonowania moézgu [103,104], zmniejszenie dyslipidemii
[78], poprawe wskaznikow zwigzanych z insulinoopornoscig i homeostazg glukozy [105],
zmniejszenie wystgpienia zespotu metabolicznego [106]. Jednakze specyficzny wplyw
na zdrowie konkretnych PUFA jest zr6znicowany [105,107]. PUFA n-3 wykazujg najcz¢sciej
dziatanie przeciwzapalne, natomiast PUFA n-6 maja wiasciwosci prozapalne, co oznacza,
ze nie tylko ich catkowita zawarto$¢, ale rowniez stosunek PUFA n-6 do n-3, jest istotny
[100,101,107]. Egzogenne PUFA w organizmie moga by¢ metabolizowane do PUFA
0 dtuzszych tancuchach i wigkszym stopniu nienasycenia w szlaku, w ktorym ALA i LA

konkurujg o te same enzymy, co zaprezentowano na Rysunku 2.8.
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Rysunek 2.8 Wydluzanie i desaturacja niezbednych wielonienasyconych kwaséw
tluszczowych w organizmie
Niezbedne kwasy ttuszczowe (18:2 n-6 i 18:3 n-3) pochodzace z diety ulegaja desaturacji,
w reakcjach katalizowanych przez A6-desaturaze (A6D, kodowang przez gen FADS2)
oraz A5-desaturaze (ASD, kodowang przez gen FADS1), oraz elongacji w wyniku dziania
elongaz bardzo dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych (ELOVL). Skréty nazw kwasow
ttuszczowych sg zgodne z Tabelg 1.1. Opracowane za zrédtem [71,101].

Enzymy katalizujgce reakcje tworzenia wigzan podwojnych Ab-desaturaza

(A5D, ang. 45-desaturase) i A6-desaturaza (A6D, ang. 46-deasturase) wykazujg wieksze
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powinowactwo do PUFA n-3, jezeli stosunek n-6/n-3 w organizmie jest pomigdzy ok. 1:1
a 4:1[100]. Wysoka konsumpcja PUFA n-6, charakterystyczna dla diety typu zachodniego,
zaburza te proporcje i przyczynia si¢ do zaostrzania negatywnych skutkow zdrowotnych PUFA
n-6 [23,100]. Roznice w dziataniu PUFA n-3 i n-6 spowodowane sg wlasciwosciami ich

metabolitoéw — oksylipin, ktorym po$wigcona zostata kolejna sekcja w pracy.

2.2.2.3.1 OKSYLIPINY

Obecnos¢ wielu wigzan podwdjnych PUFA czyni je, w porownaniu z SFA i MUFA,
wyjatkowo podatnymi na dzialanie czynnikow oksydacyjnych [102]. Metabolizm PUFA
W organizmie prowadzi do powstania grupy produktéw nazwanych oksylipinami, ktore
sa waznymi czasteczkami sygnatowymi i regulatorowymi [33]. Oksylipiny powstaja
w reakcjach katalizowanych enzymatycznie lub w wyniku dziatania reaktywnych form tlenu
(ROS, ang. reactive oxygen species) w warunkach stresu oksydacyjnego. Produkcja oksylipin
z lipidow btonowych w komorce rozpoczyna si¢ od hydrolizy wigzania sn-2-acylowego w PHL
przez cytozolowy enzym fosfolipaz¢ A2 (PLAZ2, ang. phospholipase A2). Uwolnione PUFA
mogg nastepnie ulega¢ utlenianiu poprzez dziatanie dioksygenaz — lipooksygenaz 5, 12 i 15
(LOX-5/12/15, ang. lipoxygenase) lub cytochromu P450, ktory wykazuje aktywnosc
moooksygenazy (CYP450, ang. cytochrome P450) [33,108]. Czasteczki prostanoidow
z pigcioweglowym pierscieniem powstaja w wyniku aktywnosci cyklooksygenazy (COX,
ang. cyclooxygenase), enzymu wystepujacego w izoformach 1 i 3 — konstytutywnych, lub
izoformie 2 — aktywowanej w odpowiedzi na reakcj¢ zapalng [33,108]. Produktami reakcji
katalizowanych przez wymienione enzymy oraz nieenzymatycznych, zaleznych od ROS, jest
liczna, zrdéznicowana grupa zwigzkéw obejmujaca: mono-, di- oraz tri-hydroksykwasy,
epoksykwasy, tromboksany (TX, ang. thromboxanes), prostaglandyny
(PG ang. prostaglandins), leukotrieny (LT, ang. leukotrienes), hepoksyliny (HX, hepoksyliny),
lipoksyny (LX, ang. lipoxins) protektyny (ang. protectins), marezyny (Mar, ang. maresin),
rezolwiny (Rv, ang. resolvins). Produkty te moga ulega¢ kolejnym przeksztatlceniom
w $ciezkach z udzialem enzymow oraz nieenzymatycznych reakcjach indukowanych przez
ROS. Najlepiej scharakteryzowang grupa oksylipin sg eikozanoidy bedace produktami
przemian 20-weglowych PUFA, glownie ARA [108]. Sciezki syntezy i reprezentatywne

struktury wybranych oksylipin zostaty przedstawione na Rysunku 2.9.
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Rysunek 2.9 Schemat sciezek syntezy oksylipin
Synteza rozpoczyna sie od uwolnienia z btony komérkowej PUFA zwigzanych w
fosfolipidach (PHL) przez fosfolipaze A2 (PLA2). Oksylipiny powstaja w wyniku reakgcji
enzymatycznych katalizowanych przez enzymy: cyklooksygenazy (COX), lipooksygenazy
(LOX) oraz kompleks cytochromu P450 (CYP450); a takze w wyniku reakcji
nieenzymatycznych wywotanych dziataniem reaktywnych form tlenu (ROS). R6znorodnos¢
oksylipin obejmuje hydroksykwasy (HETE, HoTrE, HDoHE, TriHOME), epoksykwasy
(EET, EpOME, EpDoPE), oksokwasy (0xoODE) oraz hepoksyliny (HX), leukotrieny (LT),
lipoksyny (LX), marezyny (Mar), protektyny (PDX), prostaglandyny (PG), rezolwiny (Rw),
tromboksany (TX). Opracowano na podstawie Masoodi i wsp. [33].
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Oksylipiny sa waznymi mediatorami lipidowymi odgrywajacymi istotne funkcje
w wielu réznych typach komorek. Przyktadowe funkcje oksylipin, ktorych zmiany stezen
zostaly wykryte u ludzi w réznych chorobach, zebrane zostaty w Tabeli 2.5. Produkty COX
i CYP450 uczestniczg w regulacji skurczu naczyn krwionosnych, co ma zwigzek z regulacja
cisnienia krwi oraz w regulacji agregacji trombocytow [108,109]. W réznych nowotworach
oksylipiny przyczyniaja si¢ w istotny sposob do proliferacji oraz inwazyjnosci komoérek
rakowych [33,61,107,108,110]. W tkance tluszczowej prostanoidy sg zaangazowane w para-
i endokrynng regulacje procesu réznicowania adipocytow i lipolizy, a produkty dziatania LOX
biorg udzial w adipogenezie [33]. Oksylipiny sa rowniez czasteczkami regulujagcymi stan
zapalny, ktory jak wspomniano, jest niezwykle istotnym elementem patofizjologii otytosci.
Produkcja oksylipin przebiega zaréwno w komodrkach uktadu odporno$ciowego,
jak i w adipocytach, ktore moga komunikowac si¢ poprzez ekspresje receptorow prostaglandyn
[33]. Z uwagi na liczebnos¢ i roznorodnos¢ struktur oksylipin, mozliwos$¢ niespecyficznych
interakcji z receptorami, oraz fakt, ze PUFA konkuruja o te same enzymy w reakcjach
utleniania, udziat oksylipin w regulacji zapalenia jest ztozony. Oksylipiny wywodzace si¢
z PUFA n-6 maja zazwyczaj wlasciwosci silnie prozapalne, natomiast PUFA n-3 wykazuja
dziatanie przeciwzapalne i wygaszajace stan zapalny, aczkolwiek istniejg wyjatki [108].
Okazuje si¢ na przyktad, ze metabolit ARA — PGD2, wykazujacy najczesciej dziatanie
prozapalne, moze w leukocytach uczestniczy¢ w procesie wygaszania zapalenia [111].
Wriasciwosci przeciwzapalne i antytrombotyczne wykazuja rowniez metabolity innego PUFA
n-6, kwasu dihomo-y-linolenowego (20:3 n-6, DGLA, ang. dihomo-y-linolenic acid)
[112,113]. Wymienione przyczyny sprawiaja, ze, ocena poziomu oksylipin na podstawie

wylacznie spozycia PUFA jest niewystarczajaca.

W analityce oksylipin stosowane sg glownie metody oparte 0 tandemowg spektrometrig
mas sprzezong z chromatografig cieczowg (LC-MS/MS, ang. liquid chromatography tandem
mass spectrometry), aby osiggna¢ rozdzielczos¢ i specyficzno$¢ umozliwiajaca oznaczanie
oksylipin  wystepujacych ~ w biofluidach ~ w  niskich, nano- i pikomolowych
stezeniach [110,114,115]. Technika ta ma przewage nad GC-MS, ktoéra wymaga stosowania
bardzo wysokich temperatur 1 derywatyzacji, co moze powodowac utrat¢ analitow z powodu
nieenzymatycznych reakcji oksydacji, oraz nad metodami immunologicznymi, ktorych czutos¢

i specyficznos¢ czesto jest niedostateczna [114].
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Tabela 2.5 Przyktadowe oksylipiny i ich rola w stanach chorobowych u ludzi

Poziom w Gru!aa. Prekursor Dziatanie/funkcja
schorzeniu oksylipin

Otytos¢

~ 20,'8_|,E;I1E-, 12-, hydroksykwasy ARA Z;(:]?:r?i:vl\(/fanile stanu zapalnego, regulacja

Vv 12,13-DIHOME  dihydroksykwasy LA aktywacja wychwytu lipidéw przez BAT

N 15-HETrE hydroksykwasy DGLA antyproliferacyjny

A PGD2 orostaglandyny ARA stymulacja polaryzacji makrofagéw do

prozapalnego fenotypu M2

Zespot metaboliczny

A 20-HETE hydroksykwasy ARA \r:-g;;?ia angiogenezy i stanu zapalnego

Vo LXA4 lipoksyny ARA redukcja stanu zapalnego

Cukrzyca typu ll

N 8-izo-PGF2a prostaglandyny ARA marker stresu oksydacyjnego

N 13-ox0-ODE oksykwasy LA inhibicja stanu zapalnego

N 1121 i;EEE;:E' epoksykwasy ARA rozszerzanie naczyn krwionos$nych

N (1?(21(?2)FEpp%NI\|/IEIé epoksykwasy LA leukotoksyczny

N 9(10)-EpODE epoksykwasy ALA marker lipolizy w tkance ttuszczowej

Niedoczynnos¢ tarczycy

N PGI2 prostaglandyny ARA inhibicja aktywacji ptytek krwi

Vv PGE2 prostaglandyny ARA promowanie krzepniecia w tetnicach

V' 12-HETE hydroksykwasy ARA regulacja cisnienia krwi

Choroba niedokrwienna serca

N 9-HETE hydroksykwasy ARA markery stresu oksydacyjnego

Miazdzyca

N 9-HODE oksykwasy LA marker peroksydacji lipidow

N 9(10)-EpOME epoksykwasy LA leukotoksyna

Astma

N 'T')(?BEgl PGI2, p;?j:gfgif;y' ARA promowanie stanu zapalnego

V' 6-keto-PGF1a prostaglandyny ARA marker stresu oksydacyjnego

Rak piersi

N 9-,13-HODE oksykwasy LA ligand receptora PPAR-y

N 12-HHTrE hydroksykwasy ARA wzmacnianie chemotaksji granulocytow

Rak jelita grubego

V' 13-HODE oksykwasy LA promowanie apoptozy

N PGE2 prostaglandyny ARA promowanie stanu zapalnego

Vv PGI2 prostaglandyny ARA inhibicja krzepniecia krwi

Rak niedrobnokomérkowy ptuc

V' 15-HETE hydroksykwasy ARA indukcja apoptozy

Vv 13-HODE oksykwasy LA indukcja apoptozy

Rak prostaty

N LTB4 leukotrieny ARA zwiekszenie proliferacji nowotworu

AN podwyzszony poziom, ¥ obnizony poziom w badanym biofluidzie lub tkance.
PPAR-y - receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomoéw y. Nazwy kwaséw
ttuszczowych i oksylipin zgodne z Tabelami 1.1 i 1.2. Zmodyfikowane za zrédtami[108,110].
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2.2.3 KWASY TEUSZCZOWE W OTY£OSCI

Mimo ogromnej zlozono$ci i réznorodnosci lipidow, znaczna czg$¢ badan nad
otylo$cia, skupia si¢ na frakcjach lipoprotein w krwi, ktore czesto stuzg jako wskazniki oceny
ryzyka wystgpienia schorzen towarzyszacych — CVD, T2DM etc. [45,116-123]. W literaturze
mozna rowniez znalez¢ informacje na temat podwyzszonego poziomu FFA we krwi pacjentow
z MO, ktory jest pozytywnie skorelowany z BMI [124]. Poziomy FFA o nienasyconych
fancuchach pozwalajg rowniez przewidzie¢ ryzyko wystgpienia powiktan metabolicznych
u pacjentow z MO, takich jak zespot metaboliczny [125], hiperinsulinemia i niewrazliwos¢
na insuling [126-128]. Przyjmuje si¢, ze podwyzszone st¢zenie FFA w surowicy odzwierciedla
duza intensywnos¢ lipolizy w tkance thuszczowej, a profil FA w surowicy dobrze reprezentuje
sktad FA tkanki tlhuszczowej [90,126], chociaz niektorzy autorzy sugeruja, ze lepszym
wyznacznikiem jest profil FA w btonach erytrocytow [129]. FFA z krwioobiegu sa substratami
do lipogenezy de novo, ktora dla chorujacych na MO jest zintensyfikowana nie tylko
w watrobie [130], ale tez w VAT, co potwierdza obserwacja podwyzszonej aktywnosci

desaturazy SCD-1, stezenia TAG oraz poziomu MUFA [131].

Nie tylko catkowite stezenia, ale rowniez zaburzenia profilu FA majg istotne znaczenie,
poniewaz jak wspominano w poprzednich podrozdziatach, FA konkuruja ze sobg o dziatanie
tych samych enzymow. Podniesiony poziom SFA [132], szczegdlnie o 12 — 16 atomach wegla
w surowicy pacjentek z MO zostal pozytywnie skorelowany z markerami stanu
zapalnego [133,134]. Inni autorzy wykazali z kolei wysoki poziom bardzo dtugotancuchowych
MUFA lub SFA w PHL we krwi pacjentdw z otytoscig [135-137]. Z kolei OCFA, 15:0i 17:0,
wykazuja odwrotng zalezno$¢ [89,134,138]. Badania prowadzone w naszej katedrze nad
zmianami profilu FA pacjentéw z MO po raz pierwszy uwzglednity analiz¢ BCFA i wykazaty
ich obnizony poziom w surowicy pacjentoéw z MO oraz wskazaly na istotng korelacje izo BCFA
z markerami stanu zapalnego, insulinoopornosci i TAG [89]. We krwi pacjentow z MO
obserwuje si¢ rowniez nizszy poziom PUFA [89,124,137] oraz zwigkszony stosunek PUFA n-6
do n-3 [137,139]. Przyczynia si¢ to do podniesienia poziomu prozapalnych oksylipin we krwi,

€O zaobserwowane zostato u pacjentow cierpigcych na otytosé [110,140].

Trudno$ci z dostegpem do materiatu badawczego sprawiaja, ze w literaturze jest znacznie
mniej dostgpnych informacji o poziomie FA w tkance thuszczowej pacjentow z MO [45].
Aby przezwyciezy¢ t¢ trudno$¢, w badaniach nad rolg metabolizmu lipidow czgsto

wykorzystywane sg zwierzece modele otytosci, zarowno indukowanej genetycznie [141-145]

37



LIPIDOMIKA W BADANIACH NAD OTYrOSCIA

oraz wywotanej dietg [141,145-149]. Badania u ludzi zazwyczaj skupiajg si¢ na poréwnaniu
réznych skupisk tkanki tluszczowej, co pozwolilo na stwierdzenie, ze VAT odgrywa
wazniejszg role w patofizjologii otytosci [90,137,145,150]. Czesto brakuje jednak informacji
pozwalajacej odnies¢ wyniki uzyskane dla 0sob cierpigcych na otytosé, do profilu FA tkanki

thuszczowej zdrowej populacji o prawidtowej masie ciata.

Najliczniej reprezentowang grupa FA w tkance tluszczowej sg MUFA, a zawarto$¢
18:1, gléwnego produktu desaturacji katalizowanej przez SCD-1, stanowi okoto potowe
zawartos$ci wszystkich FA [60,90,145]. Intensywna synteza FA de novo w watrobie przez dlugi
czas byla uwazana za najwazniejsze zroédlo nadmiarowych lipidow w otylosci [83],
a watrobowa aktywno$¢ SCD-1 za potencjalny cel molekularny w leczeniu otytosci i jej
powiktan metabolicznych [151]. Jednakze ocena aktywnosci SCD-1 w VAT, na podstawie
zarowno indeksow desaturacji (DI, ang. desaturation index), czyli stosunku produktéw reakcji:
16:1 i 18:1 do substratoéw reakcji (odpowiednio 16:0 i 18:0) [145], jak i poziomoéw
MRNA [151], $wiadczg o istotnej roli VAT w produkcji FA de novo u oséb z otytoscig [83].
Wedlug dostgpnych danych poziomy PUFA w tkance tluszczowej pacjentow z MO
sg nieznacznie podniesione w poréwnaniu z osobami, ktoérych wskaznik BMI jest
w normie [37,60]. Mimo to, obserwuje si¢ niewielkg korelacje poziomu PUFA w tkance
thuszczowej z wolnymi PUFA we krwi [90]. Na tej podstawie mozna wnioskowac, ze PUFA
kierowane sa gtoéwnie do produkcji oksylipin [37,152]. Warensjo i wsp. [153] wskazali rowniez
na pozytywng korelacje podwyzszonych indeksow aktywnosci desaturaz PUFA z zawartoscig
TAG w tkance tluszczowej. Moze to przektadac si¢ na zintensyfikowang produkcje bardzo
dhlugotancuchowych PUFA z niezbednych ALA i1 LA, a, zwazywszy na fakt, ze LA jest
dominujacym PUFA [145], w konsekwencji prowadzi¢ do wickszej ilosci prozapalnych
eikozanoidéw. Hipoteze t¢ potwierdzajg badania Pickensa i wsp. [140], ktorzy zaobserwowali
pozytywne korelacje BMI iobwodu talii z prozapalnymi metabolitami ARA — 5-HETE
I 11-HETE. W tych samych badaniach epoksy- i dihydroksykwasy powstajace z LA byly

odwrotnie skorelowane z BMI i obwodem talii.

2.2.3.1 WPLYW ZABIEGU BARIATRYCZNEGO NA PROFIL KWASOW
TrUSZCZOWYCH

Efektem operacji bariatrycznych nie jest jedynie znaczaca redukcja masy ciala,

ale rowniez tagodzenie lub catkowite ustapienie choréb wspolistniejacych, a takze

zmniejszenie $miertelnos$ci. Liczne badania wykazaly, Zze leczenie bariatryczne zmniejsza
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czestos¢ wystepowania CVD, w tym niewydolnosci serca, zawatu czy udaru [154]; przyczynia
si¢ do remisji T2DM i wspomaga leczenie zespotu metabolicznego i NAFLD [49,52,154-156].
Te obserwacje spowodowaly, ze chirurgie bariatryczng zaczeto okresla¢é mianem ,,chirurgii
metabolicznej” 1 jest ona coraz czes$ciej wykorzystywana w terapii choréb metabolicznych.
W opinii specjalistow, powinna by¢ ona stosowana do leczenia pacjentow ze zle kontrolowang
cukrzyca juz od BMI > 30 kg/m? czyli nizszego niz obecnie rekomendowana granica
BMI > 35 kg/m? [50,157]. Jednakze natura zmian przyczyniajacych sie do polepszenia statusu
metabolicznego pacjentéw po zabiegu bariatrycznym pozostaje kontrowersyjna. Czes$¢ badaczy
jako najbardziej istotne wskazuje nastgpstwa modyfikacji anatomii przewodu pokarmowego na
wydzielane hormony, natomiast inni autorzy postuluja, ze kluczowsg role¢ ogrywa autonomiczny
uktad nerwowy [158].

W nastepstwie operacji bariatrycznych zaobserwowano zmiany mikrobioty jelitowe;j,
lipidomu i metabolomu, ktére skorelowane s3 ze zmniejszonym ryzykiem chorob
metabolicznych [49,52,156]. Okazuje si¢ jednak, Zze rézne typy operacji bariatrycznych
powoduja zréznicowany stopien zmian metabolicznych. Przykladowo, po OAGB i RYGB
wzrasta we krwi, w sposob zalezny od dilugos$ci wytworzonej chirurgicznie petli, st¢zenie
kwasow zotciowych, czego nie zaobserwowano po LSG [159]. Charakteryzowanie
molekularnych zmian zwigzanych z operacjami bariatrycznym jest zatem potrzebne, aby lepiej
zrozumie¢ ich wplyw na zdrowie metaboliczne, co moze z kolei przyczyni¢ si¢ do polepszenia
wynikdéw leczenia np. poprzez wprowadzenie modyfikacji technik operacyjnych lub lepsza

opieke pooperacyjna.

Zabiegi bariatryczne modulujg poziomy FA w krwi i tkankach (Tabela 2.6). Wigkszo$¢
przeprowadzanych dotychczas analiz wptywu operacji bariatrycznej na lipidom, dotyczyta
zmian w surowicy badz osoczu [160-173], a najczesciej badanym typem zabiegu byl RYGB
[160-168,174]. Profilowanie FA nie bylo uprzednio przeprowadzane w probkach
pochodzacych od pacjentow leczonych za pomoca OAGB. Trudno jednoznacznie okresli¢
kierunek zmian FA po operacji bariatrycznej, z uwagi na niewielkie grupy badawcze i rézny
czas pobierania materiatu badawczego pooperacyjnie (Tabela 2.6). W przypadku, gdy badano
jednoczeénie dwa typy zabiegéw [163,166,169], wydaje si¢, ze bardziej znaczacy wpltyw
na profil FA maja operacje malabsorpcyjne i taczone, niz operacje restrykcyjne. Roznice
W zaobserwowanych zmianach moga roéwniez wynika¢ z réznic w odzywianiu pacjentow
badanych kohort; sprzeczne wyniki czesto dotycza bowiem FA w duzej mierze pochodzacych

z diety, czyli PUFA lub krotkotancuchowych FA. Pacjenci po RYGB charakteryzowali
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si¢ czgsto podwyzszonymi poziomami PUFA w roznych frakcjach lipidowych — TAG [161],
FFA [162], PHL i SPL [162,163], natomiast trend ten byl odwrotny w przypadku innych
zabiegow (Tabela 2.6). Wykorzystanie modelu mysiej otyloSci wskazuje, ze operacja
bariatryczna moze odwroci¢é negatywne zmiany w poziomach pro- i przeciwzapalnych
mediatoréw lipidowych obserwowane w otytosci [175]. Wsrdd badan uwzgledniajacych wpltyw
operacji na poziomy oksylipin rowniez nie ma zgodnosci. Przyktadowo, Sarosiek i wsp. [173]
odnotowali podwyzszenie poziomu prozapalnego 12-HETE 28 dni po LSG u pacjentow
z T2DM. Trend odwrotny zaobserwowany zostal ponad p6t roku po operacji w badaniach
Modesitt i wsp. [172] w zbiorczej grupie pacjentdw bariatrycznych, u ktoérych wykonywane
byly zabiegi RYGB, LSG i AGB.

Podsumowujac, badanie profilu FA u pacjentow leczonych OAGB moze przynies¢
wiele cennych informacji na temat wplywu tego relatywnie nowatorskiego, lecz stabo
scharakteryzowanego zabiegu, na zdrowie metaboliczne. Zaobserwowany do tej pory wplyw
réznych zabiegéw bariatrycznych na lipidom, pozwala przypuszczaé, ze utrata masy ciata
po OAGB bedzie niosta ze sobg szereg zmian w profilach FA, ktore moga by¢ skorelowane
ze wskaznikami zapalnymi, homeostazy glukozy lub insulinoopornosci. Interesujace bedzie
rowniez rozwazenie wplywu OAGB na poziom FA pochodzacych z diety. Jak wspomniano,
operacje bariatryczne niosg ze sobg ryzyko niedoborow sktadnikow odzywczych [54],
poréwnanie dwoch technik operacyjnych wskazuje, ze w przypadku OAGB zaburzenia
absorpcji sg powazniejsze niz w technice restrykcyjnej - LSG [176]. Wedlug meta-analizy
ryzyka niedozywienia po OAGB i RYGB, przeprowadzonej przez Tourky’ego i wsp. [177],
ryzyko wystapienia niedoboréw biatek we krwi (hipoalbuminemia i hipoproteinemia), ryzyko

anemii oraz niedobordw wapnia, jest wyzsze po OAGB.
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Tabela 2.6 Zmiany w profilach kwaséw tluszczowych odnotowane po operacjach bariatrycznych

Typ

Liczba
zabiegu pacjentow

Czas po
operacji

Matryca

biologiczna

Znaczace zmiany w stezaniach lub procentowej
zawartosci kwaséw ttuszczowych/lipidow

Komentarz

Zrédio

RYGB

8

6 miesiecy

surowica

catkowite FFA
frakcja FFA: 10:0, 13:0, 14:0, 15:0, 18:0

[160]

RYGB

5zT2DM

3 miesigce

osocze

frakcja TAG: jedno- i wielonienasycone TAG: 48:1, 50:1, 46:1,
49:1,51:1, 48:3,49:2, 48:2,50:2, 50:3, 50:4, 52:4
frakcja cholesterolowa: catkowite estry cholesterolu oraz
cholesterol zestryfikowany kwasami: 14:0, 18:0, 18:2, 18:3i20:3
frakcja PHL: catkowite LysoPC, catkowite PC, PC eterowe: 34:2,
36:3 and 36:4, catkowite eterowe PE, catkowite Pl
frakcja SPL: jednonienasycone SM, catkowite Cer

[161]

RYGB

16

4dnii42
dni

osocze

frakcja FFA: 5:0, 8:0, 10:0, LA, ALA
SM: d18:1/21:0, d18:1/23:3

frakcja FFA: 16:0, 18:0

[162]

RYGB

13

1i6
miesiecy

osocze

frakcja PHL: 6 miesiecy: 18:1; 1 miesigc: DHA, ARA, 16:0

frakcja PHL: 11 6 miesiecy: LA, EPA; 1 miesigc: LA 18:0

Wiecej zmian
odnotowano po RYGB niz
po ABG.

[163]

RYGB

12 miesiecy

tkanka
ttuszczowa

S RIRIGE

catkowite BCFA, izo 15:0, anteizo 15:0

[174]

RYGB

24

12 miesiecy

surowica

frakcja CE: 14:0, catkowite MUFA, 18:1, ALA

frakcja PHL: 14:0, 15:0, 22:0, 24:0, catkowite MUFA, 18:1, 20:1,
24:1, ALA

frakcja TAG: catkowite PUFA n-3in-6, EPA, n-3 DPA, LA, 18:3 n-
3, DGLA, ARA

frakcja CE: 16:1, catkowite PUFA n-3 i n-6, DHA, DGLA, ARA
frakcja PHL: catkowite SFA, 16:0, catkowite PUFA n-3in-6, DHA,
DGLA, ARA, AdA

frakcja TAG: catkowite SFA, 16:0, 16:1, 18:1, 20:1

tkanka
ttuszczowa

frakcja TAG: catkowite MUFA, 18:1, 20:1, n-3 DPA, AdA

frakcja TAG: catkowite SFA, 16:0, EPA

Pacjentom
rekomendowano
suplementacje PUFA
pooperacyjnie.

[164]
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Tabela 2.6 (c.d) Zmiany w profilach kwaséw tluszczowych odnotowane po operacjach bariatrycznych

Typ Liczba Czas po Matryca Znaczace zmiany w stezaniach lub procentowej 5,
. s s . . . . ) e ez Komentarz Zrodto
zabiegu pacjentow operacji biologiczna zawartosci kwasow tluszczowych/lipidéw
- . T L L . . . .. Mniejzmian
RYGB 2312_2reDr:A|SJq m? i i12 surowica ¢ okr)Zn|Zen|erst¢?in::iW|¢kSZOSC| FFA w poréwnaniu ze stezeniami zaobserwowanych dla [165]
esiecy preedoperacyiny grupy bez remisji T2DM.
przed: 37 ~ wielonienasycone SM: SM(42:3), SM(42:4), SM(36:2)
1 miesigc: 113 Cer(d18:1/26:1) Wiecej zaobserwowanych
RYGB 21 miesli ce surowica jednonienasycone SM zmian niz w przypadku [166]
3 miesiace: a v PC <36 wegli AGB.
19 Cer(d18:1)i Cer(d18:2) z 22-24 weglowymi taricuchami
26 z remisja N  DGLA/EDA, ARA/DGLA, n-6 DPA/AdA, DGLA/18:3 n-6
T2DM Vo ALA/LA, 18:3 n-6/LA, 16:0/14:0, 24:1/22:1 Podano aktywnosci
RYGB —2bes 1 rok surowica enzyméw na podstawie [167]
€2 N DGLA/EDA, DGLA/18:3 n-6 stezenia FFA.
remisji
ToDM Vo LA/18:1, ALA/LA, 18:3 n-6/LA, 24:1/22:1
RYGB 11 3 dni osocze Vv FFA: 16:1, LA, 16:0, 18:0 [168]
AN wielonienasycone SM: SM(42:3), SM(42:4), SM(36:2) o .
Podniesienie poziomu
: i jednonienasycone SM (1 miesiac i i
AGB przed: 22 .1 |.3 surowica J y : .( ac) W|e.|o.n|ena.s.yconych SM [166]
po: 12 miesigce J PC < 36 wegli (1 miesiac) mniejsze niz w
Cer(d18:1) i Cer(d18:2) z 22-24 weglowymi farcuchami poréwnaniu z RYGB.
(1 miesiac)
116 N frakcja PHL: 1 miesigc: 16:0
AGB 5 . osocze [163]
miesiecy ' frakcja PHL: 1 miesigc: LA
BPDDS 9 3m(|j£sl|elj surowica ¥ FFA:16:0,18:0, LA, ALA, DGLA, ARA, 22:0, EPA, 24:0, DHA [169]
N catkowite FA: 8:0, 10:0, 12:0, kwas fitanowy, 20:1, 24:0, 26:1 Pord . . .
LSG 63 36 miesiecy osocze orowr?a.me z pacjentami [170]
V' catkowite FA: 14:2 n-6, 16:1, ALA, EPA, ARA, DHA, 26:0 z otytoscia.
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Tabela 2.6 (c.d) Zmiany w profilach kwaséw tluszczowych odnotowane po operacjach bariatrycznych

Typ Liczba Czas po Matryca Znaczace zmiany w stezaniach lub procentowej s
. . . . X . . . . s Komentarz Zrodio
zabiegu pacjentéow operacji biologiczna zawartosci kwaséw tluszczowych/lipidow
Brak znaczacych réznic
3dni-12 ) o pomiedzy 12 miesigcami i
LSG 18 o surowica V' 3 miesigce: FFA: 14:0, ALA, DGLA, EPA . : [169]
miesiecy wynikami
przedoperacyjnymi.
N PC38:5
LSG 6 dzieci 6 miesiecy surowica v SM 26:0, 26:1 [171]
PC 40:2,42:1
52 T2DM N FFA:7:0,15:0
LSG 28 dni ) ¥ FFA: 9:0, EPA, DHA, AdA Di d i [173]
by T2DM n SUrOWICa N TTFFA: 12:0, 14:1, 15:0, 17:1, izo 17:0, izo 19:0 eta przed operacja.
ez 3 FFA:9:0, 11:0, EPA
LSG 14 3 dni osocze Vv FFA: 16:0 [168]
2~ FFA: 12:0, 14:0, 14:1, 15:0, 16:1, 17:0, 17:1, 18:1, 19:0, 19:1,
GB* 52T2DM 28 dni surowica 18:4n-3, LA 22:2 n-6, DGLA, n-3 DPA, izo 17:0, izo 19:0 Dieta przed operacja. [173]
Vv FFA: AdA
AGB
lub lub 12
20kobiet ~ &MP surowica v FFA: 16:0, 18:0, 18:1 [172]
LSG lub miesiecy
RYGB**

* - niesprecyzowany typ operacji ominiecia zotgdkowego, ** - potgczona grupa pacjentéw; RYGB wykonywane laparoskopowo i metodg
klasyczng. Skroty: AGB - regulowana opaska zotgdkowa, BPDDS - wytaczenie zdfciowo-trzustkowe z przetagczeniem dwunastniczym,
Cer - ceramidy, FA - kwasy ttuszczowe, LSG - laparoskopowa resekcja zotagdka, PC - fosfatydylocholiny, PE - fosfatydyloetanolaminy,
PI - fosfatydyloinozytole, PHL - fosfolipidy, RYGB - ominiecie zotgdkowo-jelitowe na petli Roux-en-Y, SM - sfingomieliny, SPL - sfingolipidy,
TAG - triacyloglicerole, T2DM - cukrzyca typu 2, skréty wielonienasyconych i rozgatezionych kwaséw ttuszczowych zgodnie z Tabelami 1.1
i 2.4). Opracowanie wtasne na podstawie zrédet [163,165-173].



CELE PRACY

3 CELE PRACY

Nadrzednymi celami niniejszej pracy doktorskiej byty I. ustalenie czy 1 w jaki sposob
nowoczesna metoda leczenia otylosci, jaka jest zabieg OAGB, wptywa na profil FA i ich
bioaktywnych metabolitow, oraz Il. poszerzenie wiedzy na temat wptywu otytosci na zmiany

profilu i metabolizmu waznej grupy jaka sg FA. Celami szczegdélowymi byty:

W odniesieniu do zmian w profilu FA wywotanych otytoscig u ludzi i wptywu OAGB

na te zmiany:

—> Zbadanie sktadu FA w surowicy i tkance tluszczowej pacjentow cierpigcych
na otytos¢ przed zabiegiem OAGB oraz po zabiegu w dwoch punktach czasowych.
Okreslenie  krotkoterminowego (2 tygodnie po operacji OAGB) oraz
dhlugoterminowego (6-9 miesiecy po operacji) wptywu leczenia bariatrycznego
za pomocg OAGB na profil FA w surowicy (1.1).

- Przeprowadzenie porownania profilu FA pomiedzy pacjentami po zabiegu i grupg
kontrolna w celu weryfikacji, czy po OAGB poziom FA we krwi ulega
normalizacji (I.11).

- Opracowanie metody oznaczania wybranych oksylipin w surowicy technikg
LC-MS/MS wraz z metodg ekstrakcji analitow z matrycy biologicznej i zastosowanie
jej do okreslenia wptywu OAGB na poziom tych metabolitow PUFA (L.111).

—> Zbadanie szczegdtowego sktadu FA w surowicy i skupiskach tkanki ttuszczowej
VAT 1 SAT oséb cierpiacych na otylo$¢ olbrzymig i1 poréwnanie do osob
0 prawidtowej masie ciala. Badanie obejmowalo grupy FA rzadko opisywane
w literaturze (OCFA 1 BCFA) oraz szczegdlnie istotne ze wzgledu na regulatorowa
role w chronicznym stanie zapalnym w otylosci (PUFA), a nastgpnie zbadanie
metabolizmu BCFA w tkance thuszczowej pacjentéw z otytoscia i jego wpltywu na

zawartosc tej grupy FA we krwi (11.1).
W ramach badania wptywu otytosci na profil FA w modelu mysim:

—> Zbadanie zmian profilu FA, w tym z podziatem na FA wchodzace w sktad r6znych
grup lipidéw, w materiale biologicznym z mysiego modelu otytosci wywotanej dietg

wysokottuszczowsa (11.11).
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4 MATERIALY | METODY

4.1 APARATURA 1 ODCZYNNIKI

4.1.1 ODCZYNNIKI CHEMICZNE | BIOCHEMICZNE

Rozpuszczalniki / odczynniki

Nazwa (producent/dystrybutor) Numer CAS

Aceton do HPLC cz.d.a, J.T. Baker® (VWR International, Radnor, PA, USA) 75-05-8

Acetonitryl do HPLC, HiPerSolv (VWR International, Radnor, PA, USA) 75-05-8

Butylowany hydroksytoluen (BHT, ang. butylated hydroxytoluene) / 2,6-di-tert- 128-37-0
butylo-4-metylofenol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Chlorek sodu (P.P.H. "STANLAB" Sp. z 0.0., Lublin, Polska) 7647-14-5

Chloroform do HPLC stabilizowany amylenem (Avantor Performance Materials 67-66-3
Poland S.A., Gliwice, Polska)

Dichlorometan do HPLC stabilizowany amylenem (Avantor Performance 75-09-2
Materials Poland S.A., Gliwice, Polska)

Eter dietylowy cz.d.a. stabilizowany BHT (Avantor Performance Materials Poland 60-29-7
S.A., Gliwice, Polska)

Eter diizopropylowy cz.d.a. (Avantor Performance Materials Poland S.A., Gliwice, 108-20-3
Polska)

Izopropanol do HPLC (Avantor Performance Materials Poland S.A., Gliwice, 67-63-0
Polska)

Kwas mrowkowy do LC-MS LiChropur™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 64-18-6

Kwas octowy do HPLC LiChropur™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 64-19-7

Kwas solny 35-38%, cz.d.a (Avantor Performance Materials Poland S.A., Gliwice, 7467-01-0
Polska)

Metanol do HPLC (Avantor Performance Materials Poland S.A., Gliwice, Polska); 67-56-1
LiChrosolv® do LC-MS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

n-Heksan do HPLC (Avantor Performance Materials Poland S.A., Gliwice, Polska) 110-54-3

Octan etylu cz.d.a. (Avantor Performance Materials Poland S.A., Gliwice, Polska) 141-78-6

Odczynnik derywatyzacyjny Supelco® ~10% BFs w metanolu (Sigma-Aldrich, St. 373-57-9
Louis, MO, USA)

Wodorotlenek potasu cz.d.a. (Avantor Performance Materials Poland S.A., 1310-58-3
Gliwice, Polska)

Wzorce analityczne do analizy FA technika GC-MS
Nazwa (producent) Numer CAS
Metylowany kwas arachidowy (ang. 19-methylarachidic acid) - wzorzec 59708-73-5

wewnetrzny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Mieszanina wzorcdw analitycznych kwaséw ttuszczowych Supelco 37
Component FAME Mix (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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Wzorce analityczne do analizy oksylipin technika LC-MS+

Skrét (producent) Numer CAS
12-HETE (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 71030-37-0
12-HHT (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 54397-84-1
13-HODE (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 73804-64-5
15d-PGJ2 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 87893-55-8
15-HETE (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 73836-87-0
15-HETrE (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 92693-02-2
18-HEPE (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 141110-17-0
2,3-dinor-8-izo-PGF2a (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 221664-05-7
20-HETE (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 79551-86-3
5-HETE (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 73307-52-5
7S-Mar1 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 1268720-66-6
8-izo-PGF2a (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 27415-26-5
9(10)-EpOME (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 6814-52-4
9-HODE (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 98524-19-7
LTB4 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 71160-24-2
LXA4 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 89663-86-5
LXB4 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 98049-69-5
Mar1 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) 1268720-28-0
Mar2 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) 1639809-46-3
PDX (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 871826-47-0
PGD2 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 41598-07-6
PGD3 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 71902-47-1
PGE2 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 363-24-6
PGF2a (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 38562-01-5
RvD1 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 872993-05-0
RvD2 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 810668-37-2
RvE1 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Ml, USA) 552830-51-0
TXB2 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) 71030-37-0
Deuterowane wzorce wewnetrzne do analizy oksylipin technika LC-MSt
Skroét (producent) Numer CAS
12-HETE-d8 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Ml, USA) 84807-90-9
14(15)-DiHET-d11 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA)
5-HETE-d8 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) 330796-62-8
8-izo-PGF2a-d4 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) 211105-40-7
9-HODE-d4 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Ml, USA) 890955-25-6
LTB4-d4 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) 124629-74-9

RvE1-d4 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA)
t - skréty oksylipin za Tabelg 1.2

Powyzej zebrano odczynniki chemiczne, rozpuszczalniki i wzorce analityczne

stosowane podczas przeprowadzania analiz lipidomicznych tj. ekstrakcji lipidow, rozdziatlow
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technika SPE, oznaczania profilu FA za pomoca GC-MS oraz oznaczania oksylipin technikg
LC-MS/MS. Odczynniki, ktore byty niezbedne do uzyskania wynikéw analiz wykonywanych
we wspolpracy z Katedrg 1 Zaktadem Biochemii Farmaceutycznej oraz Katedra i Zaktadem
Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego — oznaczanie st¢zenia aminokwasow
technikg LC-MS/MS w surowicy ludzi, oznaczanie poziomu eckspresji mRNA enzymow
w ludzkiej tkance tluszczowej, oznaczanie parametrow biochemicznych w surowicy myszy
doswiadczalnych (poziom karboksylacji biatek, poziom peroksydacji lipidow, stezenie
wolnego cholesterolu oraz st¢zenie FFA). Podczas okreslania funkcji serca i eutanazji myszy

doswiadczalnych stosowane byty ketamina, ksylazyna i izofluran.

Odczynnik/reagent/zestaw Producent

2-chloroadenozyna cz.d.a.t Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Kwas nonafluoropentanowy ¥ Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Pasze dla myszy laboratoryjnych Altromin Altromin Spezialfutter GmbH & Co.

standardowa: C 1090-10 i wysokottuszczowa: C KG, Lage, Niemcy
1090-60

Reagent do ilosciowego oznaczania wolnego Greiner Diagnostic GmbH, Baden-
cholesterolu metoda enzymatyczno- Wirttemberg, Niemcy
kolorymetryczng CHOD-PAP

Zestaw do izolacji RNA z tkanek RNeasy Lipid Tissue  Qiagen, Hilden, Niemcy
Mini Kit

Zestaw do oceny poziomu peroksydacji lipidow Cayman Chemical Company, Ann
TBARS Assay Kit Arbor, MI, USA

Zestaw do oznaczania poziomu karbonylacji biatek Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Protein Carbonyl Content Assay Kit

Zestaw do oznaczania stezenia FFA Free Fatty Acid Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Assay Kit

T - wzorzec wewnetrzny do oznaczania aminokwaséw technikg LC-MS/MS, t - sktadnik fazy
ruchomej podczas oznaczania aminokwaséw technikg LC-MS/MS

4.1.2 APARATURA

Aparatura

Chromatograf gazowy sprzezony z kwadrupolowym spektrometrem mas GCMS-QP
2010 SE (Shimadzu, Kyoto, Japonia),

Wysokosprawny chromatograf cieczowy sprzezony ze spektrometrem mas z
analizatorem w postaci potréjnego kwadrupola LCMS-8050 (Shimadzu, Kyoto,
Japonia)
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Drobny sprzet laboratoryjny

Blok grzejny ze stanowiskami na 2 oraz 4 ml naczynka AccuBlock™ Digital Dry Bath
(Labnet International, Edison, NJ, USA)

Demineralizator HLP 5S oczyszczajagcy wode do wymogdw PN-EN ISO 3696: 1999 dla
wod pierwszego, drugiego i trzeciego stopnia czystosci (Hydrolab, Gdansk, Polska)

Komora prézniowa do SPE 12-stanowiskowa (Phenomenex®, Torrance, CA, USA)
Waga analityczna (RADWAG wagi elektroniczne, Radom, Polska)

Wiréwka laboratoryjna z kontrolg temperatury MIKRO 220R (Andreas Hettich GmbH &
Co. KG, Tuttlingen, Niemcy)

Wyparka obrotowa (IKA® Poland Sp. z 0.0., Warszawa, Polska)
Wytrzgsarka typu wortex (IKA® Poland Sp. z 0.0., Warszawa, Polska)

Ponadto w badaniach wykonywanych we wspolpracy z Katedra Biochemii
Farmaceutycznej oraz Katedra Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego uzywano

nastepujacej aparatury/sprzetu laboratoryjnego:

Analizator biochemiczny Erba XL-100 (Erba Diagnostics Mannheim Gmbh, Mannheim,
Niemcy)

Automatyczny termocykler CFX Connect Real-Time System i akcesoria (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)

Chromatograf cieczowy Surveyor HPLC system (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA,
USA)

Koncentrator prézniowy SpeedVac™ (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA)

Spektrofotometr mikroptytkowy Synergy HT multi-plate microplate reader (BioTek,
Winooski, VT, USA)

Spektrometr mas z analizatorem w postaci potréjnego kwadrupola TSQ Vantage Triple-
Stage Quadrupole Mass Spectrometr mas z jonizacjg poprzez
termoelektrorozpraszanie HESI-Il (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA)

Termomikser laboratoryjny (Eppendorf Poland Sp. z 0.0., Warszawa, Polska)
Ultrasonograf Vevo 1100 (VisualSonics Inc, Toronto, Kanada)

Zestaw do automatycznej elektroforezy zelowej Experion wraz z akcesoriami (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)

4.1.3 AKCESORIA

Dozowanie

Mikrolitrowe strzykawki do autosamplera do chromatografu gazowego 10 pl (Shimadzu,
Kyoto, Japonia); gazoszczelne strzykawki mikrolitrowe 50 pl, 100 pl, 250 pl (Hamilton
Company, Reno, NV, USA)

Pipety jednokanatowe Eppendorf Research® plus, regulowana pojemnosé 20-200 pl,
100-1000 pl i koncéwki do pipet (Bionovo, Legnica, Polska)

Szklane pipety miarowe o pojemnosci 1 ml, 5 ml, 10 ml (Bionovo, Legnica, Polska)
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SPE

Kolumienki do SPE ze ztozem aminopropylowym 3 ml Strata® NHz, 500 mg i ze ztozem
oktadecylowym 3 ml Strata® C18-E, 200 mg (Phenomenex®, Torrance, CA, USA)

Kolumny chromatograficzne

Kapilarna kolumna do chromatografii gazowej ZB-5MSi 30 m x 0,25 mm, 0,25 mm
grubosé warstwy fazy stacjonarnej (Phenomenex®, Torrance, CA, USA)

Kolumna do chromatografii cieczowej Hypersil GOLD™ (100 x 2,1 mm, uziarnienie
3 ym) z dedykowang przedkolumna (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA)

Kolumna do chromatografii cieczowej Synergi Hydro-RP (50 mm x 2,0 mm, uziarnienie
2,5 pm) z przedkolumng (Phenomenex, Torrance, CA)

1 Stosowana podczas oznaczania aminokwaséw technika LC-MS/MS w Katedrze Biochemii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Szkto / plastiki / pozostate materiaty zuzywalne

Kolby ze szpicem ze szkta Duran, NS 14/23, 50 ml (Lenz Laborglas GmbH & Co. KG,
Wertheim, Niemcy)

Krioprobdéwki z polipropylenu, 2 ml (GenoPlast Biochemicals, Rokocin, Polska)
Lejki ze szkta borokrzemowego 15 ml (Bionovo, Legnica, Polska)

Mikrowktady do fiolek z szerokim otworem ND9 stozkowe, koncéwka 15 mm (Anchem
Sp. z 0.0., Warszawa, Polska)

Probowki ze szkta sodowo-wapniowego o wysokosci 18 mm oraz 12 mm (Hecht
Assistent, Sondheim vor der Rhén, Niemcy)

Szklane pipety Pasteura 100 mm i 150 mm (VWR International, Radnor, PA, USA)

Zakrecane naczynka chromatograficzne 2 mL z gwintem ND8 z septa
silikon/poli(tetrafluoroetylen) (PFTE, polytetrafluoroethylene), przezroczyste (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA); zakrecane naczynka chromatograficzne
bursztynowe 4 mL z gwintem ND13, 2 ml z gwintem ND8 i ND9 (Anchem Sp. z 0.0.,
Woarszawa, Polska)

Mozdzierze porcelanowe o pojemnosci 50 ml z ttuczkiem (Bionovo, Legnica, Polska)

Probowki typu Eppendorf, 2 ml (Bionovo, Legnica, Polska), krioprobdwki z
polipropylenu, 2 ml (GenoPlast Biochemicals, Rokocin, Polska)

Saczki miekkie ilosciowe z bibuty (EUROCHEM BGD Sp. z o.0., Tarndw, Polska)

Tasma uszczelniajgca z PFTE (Bionovo, Legnica, Polska)
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4.2 CHARAKTERYSTYKA MATERIALU
BIOLOGICZNEGO

4.2.1 LUDZKI MATERIAL BIOLOGICZNY

Material biologiczny w postaci tkanki ttuszczowej 1 krwi wykorzystywany w badaniach
byl pobierany od pacjentéw z otytoscig leczonych poprzez wykonanie OAGB w Katedrze
i Klinice Chirurgii Ogoélnej, Endokrynologicznej i Transplantacyjnej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego. Protokot badania zostat zaakceptowany przez Niezalezng Komisje Bioetyczng
ds. Badan Naukowych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, nr uchwaty NKBBN/493/2016.
Projekt finansowany byl ze $rodkow Narodowego Centrum Nauki SONATA 11
nr 2016/21/D/NZ5/00219, ktorego kierownikiem jest dr hab. Adriana Mika, prof. GUMed.
Krew od grupy kontrolnej uzyskano dzigki uprzejmosci prof. dr hab. Michata Chmielewskiego,
z Katedry i Kliniki Nefrologii, Transplantologii i Chorob Wewnetrznych, materiat zbierany byt
w ramach projektu Narodowego Centrum Nauki OPUS 6 nr2013/11/B/NZ5/00118
na podstawie zgody wydanej przez Niezalezng Komisj¢ Bioetyczng ds. Badan Naukowych
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego nr NKEBN/614/2013-2014 z 28 maja 2014 r. Tkanke
thuszczowa stanowiaca kontrole pobierano od pacjentow rekrutowanych w Katedrze i Klinice
Chirurgii  Ogolnej, Endokrynologicznej 1 Transplantacyjnej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego oraz na Oddziale Chirurgicznym Ogolnym, Szpitale Pomorskie Sp. z 0.0. w Gdyni
na podstawie zgody Niezaleznej Komisji Bioetycznej ds. Gadan Naukowych Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego nr NKBBN/297/2017. Badania przeprowadzone zostaly zgodnie
ze standardami okreslonymi w Deklaracji Helsinskiej Swiatowego Stowarzyszenia Lekarzy.

Od wszystkich 0sob otrzymano $§wiadoma, pisemng zgode na udziat w badaniach.

4.2.1.1 KRYTERIA REKRUTACYJNE

Pacjenci w wieku 18-65 lat, cierpigcy na otyto$¢ byli wiaczani do grupy badawczej,

w przypadku, gdy wskaznik BMI przekraczat 40 kg/m? lub wskaznik BMI miescit sie
w przedziale 35-40 kg/m? i wystepowaly choroby towarzyszace. U pacjentow
z BMI > 35 kg/m? wskazaniem do przeprowadzenia OAGB byty zaburzenia metaboliczne,
choroby uktadu sercowo-naczyniowego, zaburzenia snu wywotane otytoscig lub czynniki
psychologiczne. Polowa wiaczonych do badania pacjentow cierpiata na T2DM. Kryteria

kwalifikacji pacjentéw do leczenia bariatrycznego byty zgodne z wytycznymi stworzonymi
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przez wielospecjalistyczny zespot ekspertow, w ktorego sktad wchodza przedstawiciele
Migdzynarodowego  Towarzystwa  Chirurgicznego  Leczenia  Otylosci  (IFSO,
ang. International Federation for the Surgery of Obesity), Oddzialu Europejskiego
Miedzynarodowego Towarzystwa Chirurgicznego Leczenia Otylosci  (IFSO-EC,
ang. International Federation for the Surgery of Obesity — European Chapter) oraz
Europejskiego Towarzystwo Badan nad Otyloscig (EASO, ang. European Association for the
Study of Obesity) [50]. Kryteriami wykluczajagcymi byly i) wiek ponizej 18 lat, ii) brak
odpowiedniej opieki medycznej, iii) brak mozliwo$ci uczestnictwa w wieloletniej opiece
pooperacyjnej, iv) nieustabilizowane zaburzenia psychiczne, cigzka depresja, zaburzenia
osobowosci i zaburzenia odzywiania, oprocz przypadkow, gdy operacja bariatryczna zostata
zalecona przez lekarza psychiatre z doswiadczeniem w leczeniu otyloSci, V) naduzywanie
alkoholu lub wuzaleznienie od lekow, Vi) choroby bezposrednio zagrazajace zyciu,
vii) niezdolno$¢ do sprawowania opieki nad sobg lub brak dlugookresowego wsparcia rodziny
lub otoczenia, viii) brak $wiadomej zgody pacjenta na udzial w badaniu. Grupe kontrolng
stanowili pacjenci skierowani na planowe, chirurgiczne leczenie niezwigzane z chorobg
nowotworowa. Kryteriami wykluczenia byt i) wiek ponizej 18 lat, ii) brak $wiadomej zgody na
udzial w badaniu, iii) stwierdzona otyltos¢, cukrzyca lub zespot metaboliczny, iv) terapia lekami
steroidowymi, przewlekle stosowanie niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych, stan zapalny

lub choroby o podtozu zapalnym/wirusowym, V) choroby nowotworowe, vi) choroby nerek.

4.2.1.2 ZALECENIA DIETETYCZNE

Okoto 3-6 miesigcy przed przystapieniem do operacji bariatrycznej pacjenci stosowali

niskokaloryczng diete redukcyjng [178], w ktorej rekomendowane byty positki bogate w biatko,
niskottuszczowe i ograniczone bylo spozywanie weglowodandow, ponadto nie byly stosowane
leki. Po operacji OAGB przez pierwsze 2-5 doby, gdy zotadek si¢ regeneruje, pacjenci
przyjmowali pojedyncze lyzki/tyzeczki wody, czystego bulionu, herbaty, lejacego kisielu.
Przez pierwsze dwa tygodnie po operacji pacjenci musieli ograniczy¢ dzienne spozycie kalorii
do nawet < 500 kcal (dzienny deficyt 500-1000 kcal). Minimalna zawarto$¢ biatka w diecie
wynosita 60 g/dzien. Rekomendowanymi positkami byly produkty o niskiej zawarto$ci
thuszczy 1 cukréw, wysokobiatkowe w postaci ptynow lub przecierow np. zmiksowane zupy
Z migsem, jajkami lub ryba, naturalny, niestodzony nabial wysokobiatkowy (kefir, maslanka,
jogurty), soki warzywne 1 musy owocowe, odzywki biatkowe w proszku oraz witaminy
w ptynie. W kolejnym etapie rekonwalescencji pacjenci byli instruowani do przestrzegania
niskokalorycznej diety (maksymalnie 1200 kcal dla kobiet i maksymalnie 1500 kcal
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dla me¢zczyzn), w ktorej rozktad makrosktadnikow byt nastepujacy: 25-35% biatka, do 30%
thuszczy 1 pozostale 35-40% weglowodany. Zalecanymi zrédtami tluszezy byty ryby i drob,
chudy nabiat np. jogurt naturalny, mozzarella, serek wiejski, oleje roslinne np. oliwa z oliwek,
olej rzepakowy, orzechy i nasiona np. sezam, siemi¢ Iniane, pestki dyni. Spozywanie stodyczy
byto zabronione. Na zadnym z etapow leczenia pacjentom nie zalecano stosowania
suplementow PUFA, pacjenci nie przyjmowali rowniez lekow zmniejszajacych stezenia
lipidow. Doktadny opis zalecen dietetycznych umieszczono w Materiatach Uzupetniajacych,

(sekcja 12.1).

4.2.1.3 POZYSKIWANIE TKANKI TEUSZCZOWEJ

Tkanka tluszczowa od obu grup badawczych pobrana zostata S$rodoperacyjnie,

w przypadku pacjentow otylych, pod koniec wykonywanej laparoskopowo OAGB, podczas
ktorej dlugos¢ wytworzonej petli wytaczonego odcinka jelita cienkiego wynosita 150-250 cm
w zalezno$ci od wieku i BMI, zgodnie z wytycznymi [179]. VAT (n = 89) pobrany zostat z sieci
wigkszej, po skontrolowaniu szczelno$ci wytworzonego zespolenia, natomiast SAT (n = 89)
pobierany byl przy zamykaniu centralnego trokara. W przypadku grupy kontrolnej tkanke
otrzewnowag (n = 32) ipodskorng (n = 13) pobierano, z miejsc odpowiadajacych tym
U pacjentow z otyloscig, podczas zabiegu laparoskopowej cholecystektomii lub podczas
usuwania przepukliny. Uzyskano ok. 1 g VAT 1 1 g SAT od jednej osoby, tkanka byta
natychmiast zamrazana w cieklym azocie, a nastgpnie probki byty przechowywane w -80°C

do czasu analizy.

4.2.1.4 POZYSKIWANIE SUROWICY KRWI

Krew zylna (5 ml) pobierana byla na czczo do probowek bez antykoagulantow,

odwirowywana po utworzeniu skrzepu (ok. 30-60 min) przez 15 min przy obrotach 3000 x g
w temperaturze 4°C, a nastgpnie Ootrzymana surowica byta przenoszona do nowej probowki
I przechowywana w temperaturze -80°C do czasu wykonywania analiz. Krew od pacjentow
pobierana byta w nastepujacych punktach leczenia: 1) przed operacja bariatryczng
(MO/pre-OAGB), 2) dwa tygodnie po operacji (w celu ustalenia krotkoterminowego wpltywu
OAGB na poziom bioaktywnych lipidow — FU1, ang. follow up 1), 3) sze$¢ do dziewigciu
miesi¢cy po operacji (do badania dtugoterminowego wptywu OAGB na poziom bioaktywnych
lipidow — FU2, ang. follow up 2). Krew od oséb z grupy kontrolnej (LC, ang. lean controls)

pobierana byta jednorazowo przed zabiegiem chirurgicznym. Dodatkowo, od 34 pacjentow
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z MO krew zostala pobrana przed rozpoczeciem diety redukcyjnej przygotowujacej do zabiegu

OAGB (punkt INI).

4.2.1.5 PODSTAWOWE PARAMETRY KLINICZNE | BIOCHEMICZNE

Dane antropometryczne osob biorgcych udziat w badaniu zbierane byly Katedrze

I Klinice Chirurgii Ogolnej, Endokrynologicznej i Transplantacyjnej oraz Katedrze i Klinice
Nefrologii, Transplantologii i Chorob Wewnetrznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
i na Oddziale Chirurgicznym Ogolnym, Szpitale Pomorskie Sp. z 0.0. w Gdyni. Parametry
biochemiczne w krwi oznaczane byly w Centralnym Laboratorium Klinicznym
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku oraz we wspotpracy z Katedra i Zaktadem
Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, przy uzyciu analizatora biochemicznego
Erba XL-100 (Erba Diagnostics Mannheim Gmbh, Mannheim, Niemcy). Panel oznaczonych
parametrow obejmowat stezenia markerow wystapienia ryzyka chorob
sercowo-naczyniowych: badanie lipidogram obejmujace TAG, cholesterol catkowity, LDL-C,
HDL-C; markerow zapalnych: biatko C-reaktywne (CRP, ang. C-reactive protein); markerow
zwigzanych ze zmianami cukrzycowymi i wrazliwoécia na insuling: glukoza, insulina,
wskaznik oceny modelu homeostazy opornosci na insuling (HOMA-IR, ang. Homeostatic
Model Assessment of Insulin Resistance), hemoglobina glikowana (HbAlc, ang. glycated

haemoglobin); albumina, kreatynina.

4.2.1.6 STEZENIA AMINOKWASOW W SUROWICY KRWI

We wspotpracy z Katedra i Zakladem Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu

Medycznego uzyskano wyniki analizy aminokwasoéw W surowicy krwi pacjentow z otytosciag
oraz grupy kontrolnej technikg LC-MS/MS zgodnie z metodg opracowang przez Olkowicz
i wsp. [180]. 25 ul surowicy byto przenoszone do 2 ml proboéwki typu Eppendorf, dodawano
60 ul acetonitrylu oraz 5 pl wzorca wewnetrznego, ktorym byt 25 uM  roztwor
2-chloroadenozyny w 0,1% kwasie mrowkowym. Aminokwasy ekstrahowano poprzez
wytrzasanie w termomikserze laboratoryjnym (Eppendorf Poland Sp. z 0.0., Warszawa, Polska)
przez 5 min przy 1400 rpm. Nastepnie probowki inkubowano na lodzie przez 20 min i osad byt
odwirowywany przez 15 min przy 14 000 x g w temperaturze 4°C. Roztwor znad osadu
pobierano do czystej proboéwki i odparowywano do sucha w koncentratorze prézniowym
(SpeedVac™, Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA). Suche ekstrakty byly
rozpuszczane w 50 pl H20O i wirowane przez 15 min przy 14 000 x g w temperaturze 4°C

i nanoszone na 96-dotkowa ptytke.
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Rozdziat chromatograficzny prowadzono na kolumnie wypeklnionej ztozem
oktadecylowym ze zwigzanymi resztkowymi grupami silanowymi — Synergi Hydro-RP (50
mm X 2.0 mm $rednicy wewnetrznej, 2.5 um grubos$ci uziarnienia, (Phenomenex, Torrance,
CA), z dedykowang przedkolumng chronigca ztoze przed zanieczyszczeniami. Chromatograf
cieczowy Surveyor HPLC system (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) byt
wyposazony w chtodzony automatyczny podajnik probek mieszczacy ptytki wielodotkowe,
urzadzenie do odgazowywania faz ruchomych oraz piec chromatograficzny. W celu
zwickszenia wydajnosci jonizacji, za kolumng zastosowano przeptyw 0,2 ml/min 0,05%
roztworu kwasu mrowkowego w metanolu (v/v). Chromatograf sprz¢zony byt
ze spektrometrem mas z analizatorem w postaci potrojnego kwadrupola TSQ Vantage Triple-
Stage Quadrupole mass spectrometer z jonizacja poprzez termoelektrorozpraszanie HESI-II
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) w trybie dodatnim (ESI+). Charakterystyka
metody chromatograficznej oraz parametry pracy spektrometru mas zostaly zebrane

w Tabeli 4.1.

Tabela 4.1 Warunki analizy aminokwaséw za pomoca LC-MS
Element systemu Chromatograf cieczowy

Temperatura pieca: 25°C
Objetos¢ dozowanej prébki: 2 pl
Natezenie przeptywu fazy ruchomej: 0,2 ml/min
Sktad fazy A: 5 mM kwas nonafluoropentanowy
Sktad fazy B:  0,1% kwas mréwkowy w acetonitrylu (v/v)
Zastosowany gradient: 0-1min: 0% B

1-3min: 0%-30% B
3-55min: 30%-45% B

55-56min: 45%-0%B

Czas kondycjonowania kolumny 4,5 min
Ptukanie kolumny 98% acetonitryl przez 30 min, co 30 prébek

Element systemu Spektrometr mas

Ustawienia zrédfa ESI: napiecie kapilary: 4,5 kV
tempere.ltura 250°C
kapilary:

Gaz kolizyjny:  99,999% argon, 1,5 mTorr
Tryb pracy analizatora: SRM

Skréty: ESI - elektrorozpylanie, SRM - tryb monitorowania reakcji fragmentacji. Tabela
witasna na podstawie zrédet [180,181].

54



CHARAKTERYSTYKA MATERIALU BIOLOGICZNEGO

4.2.1.7 POZIOM EKSPRESJI mRNA ENZYMOW SCIEZKI KATABOLIZMU
ROZGAYEZIONYCH AMINOKWASOW

Badanie ekspresji mRNA dla enzyméw katalizujacych reakcje prowadzace

do katabolizmu BCAA - izoleucyny, leucyny oraz waliny, przeprowadzone zostaly
we wspotpracy z Katedrg i Zaktadem Biochemii Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego. Oznaczanie wykonane zostalo w skupiskach tkanki ttuszczowej: SAT oraz VAT
pacjentdw z otytoscig. Enzymami, ktorych poziom mRNA analizowano byly dwie izoformy
(cytozolowa — 1 i mitochondrialna — 2) aminotransferazy aminokwasow o rozgalezionych
tancuchach (BCAT, ang. branched-chain aminotransferase), ktéra katalizuje synteze
rozgalezionych a-ketokwaséw z BCAA i a-ketoglutaranu. Drugim oznaczanym enzymem byty
tancuchy a i B podjednostki E1 (tetramer E1a2E1pB2) kompleksu dehydrogenazy rozgatezionych
a-ketokwasow (BCKDH, ang. branched-chain a-ketoacid dehydrogenase). Kompleks BCKDH
katalizuje nieodwracalng reakcje karboksylacji a-ketokwasow (Rysunek 2.7), a E1 jest jedng
z jej trzech jednostek katalitycznych i ma aktywnos$¢ dehydrogenazy. Do izolacji catkowitego
RNA z ~30 mg badanych tkanek stosowane byly zestawy RNeasy Lipid Tissue Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Niemcy) dedykowane do tkanek z wysoka zawarto$cig tluszczy. Procedura
izolacji byla prowadzona zgodnie z instrukcja zalaczona przez producenta zestawu. StezZenie
I czystos¢ uzyskanego RNA okreslone zostalo za pomocg elektroforezy zelowej
automatycznym aparatem do analizy jakoSciowej i ilosciowej (Experion, Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). Po ekstrakcji probki RNA byly traktowane roztworem DNAzy I wolnej od RNazy
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), aby zdegradowac¢ sladowe ilosci DNA
w prébkach. Otrzymana matryca RNA postuzyla do syntezy cDNA w odwrotnej transkrypcji
(RT, ang. reverse transcription) za pomoca zestawu RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis
Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), zgodnie z instrukcja zataczong przez
producenta. Amplifikacj¢ gendéw kodujacych BCKDH i BCAT w reakcji tancuchowej
polimerazy (PCR, ang. polymerase chain reaction) prowadzono na aparacie CFX Connect
Real-Time System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Sekwencje starterow zamieszone zostaly
w Materialach Uzupelniajacych. (Tabela uzupeliajaca 12.1). Specyficznos¢ reakcji byta
potwierdzana na podstawie wykresow topnienia oraz elektroforezy na zelu agarozowym
produktow PCR. Wzgledne poziomy mRNA obliczono wobec gendéw referencyjnych
cyklofiliny oraz B-aktyny.
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4.2.2 MYSI MODEL OTYLOSCI

W trakcie eksperymentéw na zwierzetach charakteryzowano materiat badawczy
pochodzacy od myszy, u ktorych otytos¢ indukowano dietg wysokotluszczowa. Ten typ modelu
jest dobrym odpowiednikiem ludzkiej otytosci [182] i pozwala lepiej odzwierciedli¢ gldéwng
przyczyne epidemii otyloSci, czyli zaburzony bilans energetyczny, niz modele otylosci

wywolanej genetycznie [18].

Hodowla myszy eksperymentalnych prowadzona byta w Trojmiejskiej Akademickiej
Zwierzgtarni Doswiadczalnej - Centrum Badawczo-Ustugowym Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego. Badania zostaty zaakceptowane przez Lokalng Komisje Etyczng ds. doswiadczen

na zwierzgtach w Bydgoszczy, nr zgody 27/2016.

W badaniach wykorzystywane byly samce myszy szczepu C57BL/6J. Znakowane
sze$ciotygodniowe samce o $redniej masie ciata 21,8 £ 1,1 g, podzielone zostaty na dwie grupy.
Grupa pierwsza (20 osobnikéw), do badan zmian FA w tkankach, druga grupa (20 osobnikéw),
do pomiarow funkcji serca. W obu grupach 10 osobnikéw karmione byto standardowa dietg
(SD, standard diet), paszg bytowg Altromin C 1090-10 (Altromin Spezialfutter GmbH & Co.
KG, Lage, Niemcy), dostarczajaca 3514 kcal/kg energii metabolizowanej o rozktadzie:
10% z ttuszczy, 24% z bialek, 66% z weglowodandw. Pozostate 10 osobnikoéw, w celu indukcji
otytosci, karmione bylo dietg wysokotluszczowa (HFD, ang. high-fat diet), pasza Altromin C
1090-60 (Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Niemcy), dostarczajacg 3514 kcal/kg
energii metabolizowanej o rozktadzie: 60% z tluszczy, 16% z biatek, 24% z weglowodanow.
Zgodnie z danymi producenta, proporcje gtownych FA byty podobne w obu rodzajach paszy
(Rysunek 2.1), pasza SD zawierata 19 mg/kg cholesterolu, a HFD 139 mg/kg.
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120000 —<—— 4@pAltromin C 1090-60 Altromin C 1090-10 € —— - 12000
[mg/kg paszy] [mg/kg paszy]

110000 - l— 11000
100000 110000
60000 - 6000
40000 — — 4000
20000 — -~ 2000
0 - -0

ARA EPA ALA LA 16:0 18:0 18:1

Rysunek 4.1 Sktad kwaséw ttuszczowych w paszach
Altromin C 1090-60 - pasza wysokottuszczowa, Altromin C 1090-10 - pasza standardowa.
Wykres na podstawie ulotki producenta. Nazwy kwaséw wielonienasyconych
zgodne z Tabelg 1.1.

Myszy hodowane byly w klatkach polisulfonowych w pomieszczeniach z kontrolg
temperatury (22 + 2 °C), wilgotnosci wzglednej (55 £ 10%) 1 regulacja o$wietlenia (cykl
dzien/noc 12 godzin/12 godzin), system wentylacji zapewnial > 12 wymian powietrza
na godzing. Dostep do wody i karmy byt nieograniczony (ad libitum). Cotygodniowo odbywat
si¢ pomiar masy ciata osobnikow (Rysunek uzupelniajacy 12.1) i odnotowywane bylo

spozycie paszy.

Po 18 tygodniach myszy przeznaczone do poboru tkanek zostaly usmiercone poprzez
podanie izofluranu (stezenie wprowadzajace w znieczulenie: 5%, kontynuacja znieczulenia:
2,0-2,5%) i wykrwawienie. Surowica zostata otrzymana poprzez wirowanie Krwi przez 15 min
przy obrotach 3000 x g w temperaturze 4°C 1 przechowywana w temperaturze -80°C do czasu
wykonywania analiz. Od kazdego osobnika zostaty pobrane nastepujace tkanki/narzady: moézg,
watroba, fragmenty mig$ni szkieletowych, serce, SAT, VAT i tkanka thuszczowa okolojadrowa
(EAT, ang. epididymal adipose tissue). Masy pobranych tkanek i narzadéw zebrano w Tabeli
uzupelniajacej 12.2. Pobrany material badawczy zostal natychmiast zamrozony w cieklym
azocie, anastepnie byt przechowywany w temperaturze -80°C do momentu wykonywania

dalszych czynnosci.

4.2.2.1 POMIARY FUNKCJI SERCA

We wspotpracy z Katedra 1 Zakladem Biochemii Farmaceutycznej Gdanskiego

Uniwersytetu  Medycznego dwudziestoczterotygodniowe myszy zostaly poddane

echokardiograficznym pomiarom funkcji serca aparatem Vevo 1100 (VisualSonics Inc,
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Toronto, Kanada). Przed rozpoczeciem pomiarow myszy byly znieczulane poprzez podanie
ketaminy (100 mg/kg masy ciala) i ksylazyny (10 mg/kg masy ciata), siers¢ z klatki piersiowej
zostala usunicta. W trakcie badania myszy umieszone byly na podgrzewanej platformie,
pozwalajacej na utrzymanie 37°C temperatury ciata. Echokardiografia wykonywana byta
przezklatkowo, gtowica przykladana byta do klatki piersiowej i skierowana w strong¢ aorty
wstepujacej. Serce obrazowane bylo najpierw w trybie dwuwymiarowym, umozliwiajacym
pomiary powierzchni i objeto$ci, a nastepnie w badaniu dopplerowskim, umozliwiajgcym
ocen¢ przeptywu krwi przez serce. Uzyskane zostaly nastepujgce parametry: objetosé
koncoworozkurczowa lewej komory (LVEDV, ang. left ventricular end-diastolic volume),
objetos¢ koncowoskurczowa lewej komory (LVESV, ang. left ventricular end-systolic
volume), frakcja wyrzutowa lewej komory (LVEF, ang. left ventricular ejection fraction),
objetos¢ wyrzutowa (SV, ang. stroke volume), pojemnos¢ minutowa/rzut serca (CO, ang.
cardiac output) oraz pole powierzchni ujscia zastawkowego (AVA, ang. aortic valve area)
Wyznaczone za pomocg rownania cigglosci na podstawie pomiaru pola przekroju poprzecznego
drogi odptywu lewej komory, predkosci przeptywu przez droge odptywu lewej komory
i predkosci przeptywu przez zastawke aorty (Vmax).

4.2.2.2 OZNACZANE PARAMETRY BIOCHEMICZNE

We wspotpracy z Katedrg 1 Zakladem Biochemii Farmaceutycznej Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego, w tkance mig$nia sercowego oznaczone zostaly parametry
biochemiczne przy uzyciu analizatora biochemicznego Erba XL-100 — TAG, biatko catkowite
(parametr konieczny do oznaczenia poziomu karbonylacji biatek) oraz, metodami
enzymatyczno-kolorymetrycznymi, markery stresu oksydacyjnego — poziom karbonylacji
biatek, poziom peroksydacji lipidow; a takze wolny cholesterol. Ponadto w surowicy myszy

oznaczone zostalo stezenie FFA.

4.2.2.2.1 OZNACZANIE POZIOMU KARBONYLACJI BIALEK

Pomiar poziomu karbonylacji bialek w tkance mig$nia sercowego przeprowadzono przy
uzyciu zestawu Protein Carbonyl Content Assay Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
zgodnie z instrukcja zataczona przez producenta. Pomiar ilosci stabilnych grup karbonylowych,
ktore powstaja w wyniku utleniania bialek w rezultacie dziatania ROS, umozliwia ocen¢
uszkodzen  wywotanych  stresem  oksydacyjnym.  Stosowana  metoda  polega
na spektrofotometrycznym pomiarze stabilnych adduktéow 2,4-dinitrofenylu, powstajacych
w wyniku reakcji pochodnych karbonylowych z 2,4-dinitrofenylohydrazyng. Do 100 ul
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homogenatu tkankowego o zawartosci biatka ~ 10 mg/ml dodano 100 pl roztworu
2,4-dinitrofenylohydrazyny, wytrzasni¢to. Po 10 min inkubacji w temperaturze pokojowej
dodano 30 ul 87% kwasu trichlorooctowego, wytrzasnigto i inkubowano na lodzie przez 5 min.
Nastepnie probki byly wirowane przez 2 minuty przy 13000 % g, po czym usunig¢to supernatant.
Osad byl przemywany dwukrotnie 500 pl zimnego acetonu, sonifikowany, nastepnie
inkubowany w -20°C przez 5 min i odwirowywany przez 2 minuty przy 13000 x g. Otrzymany
osad sonifikowano z 200 ul 6 M chlorowodorku guanidyny. Po 100 ul otrzymanego roztworu
przeniesiono do 96-dotkowych ptytek w duplikacie i zmierzona zostala absorbancja przy
dhugosci fali 375 nm spektrofotometrem mikroptytkowym Synergy HT multi-plate microplate
reader (BioTek, Winooski, VT, USA). Wyniki poziomu karbonylacji biatek obliczone
na podstawie krzywej kalibracyjnej wyrazono w postaci nmol/mg catkowitego biatka,

zmierzonego przy uzyciu analizatora biochemicznego Erba XL-100.

4.2.2.2.2 OZNACZANIE POZIOMU PEROKSYDACJI LIPIDOW

Ocena poziomu peroksydacji lipidow w tkance migénia sercowego przeprowadzona
zostata przy uzyciu zestawu do pomiaru substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
(TBARS, ang. thiobarbituric acid reactive substances) Assay Kit (Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, MI, USA), w ktorym wykrywany jest glownie hydroksyaldehyd
dwumalonowy bedacy produktem wolnorodnikowej peroksydacji lipidow. Do 25 mg tkanki
dodawano 250 pl buforu lizujgcego RIPA 1 homogenizowano na lodzie. Prébki odwirowywano
przez 10 min przy obrotach 13000 x g w temperaturze 4°C i 100 pl przenoszono do 5 ml fiolek.
Po dodaniu i wymieszaniu z supernatantem 100 pl roztworu laurylosiarczanu sodu, probki byty
inkubowane przez 60 min w gotujacej si¢ wodzie z barwnym odczynnikiem, zawierajacym
kwas tiobarbiturowy, kwas octowy oraz wodorotlenek sodu, przygotowanym zgodnie
z instrukcja producenta. Reakcja zostala przerwana poprzez umieszczenie fiolek w tazni
lodowej. Po 10 min inkubacji na lodzie fiolki wirowano przez 10 min przy obrotach 13000 x g
w temperaturze 4°C, po 150 pl (w duplikacie) przenoszone byto do 96-dotkowych plytek.
Absorbancja zostata zmierzona przy dlugosci fali 532 nm spektrofotometrem mikroptytkowym
Synergy HT. Stezenie TBARS obliczone zostalo na podstawie krzywej kalibracyjnej

przygotowanej zgodnie z instrukcja dostarczong przez producenta zestawu.

4.2.2.2.3 OZNACZANIE WOLNEGO CHOLESTEROLU

Do pomiaru wolnego cholesterolu w tkance mig¢$nia sercowego wykorzystany zostat
reagent do iloSciowego oznaczania metoda enzymatyczno-kolorymetryczng (Greiner

Diagnostic GmbH, Baden-Wiirttemberg, Niemcy). Wskaznikiem jest chinoimina, powstajaca
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w reakcji katalizowanej przez peroksydaze z 4-aminoantypiryny i 4-chlorofenolu i nadtlenku
wodoru, obecnego w mieszaninie reakcyjnej poprzez dzialanie oksydazy cholesterolowe;.
Pomiar zostal wykonany zgodnie z instrukcjg dostarczong przez producenta. Do 10 pul
supernatantu uzyskanego po homogenizacji tkanki dodano 1 ml reagenta, inkubowano przez
20 min w temperaturze 37°C 1 absorbancja zostata zmierzona przy dhugosci fali 546 nm
spektrofotometrem mikroptytkowym Synergy HT. Stezenie wolnego cholesterolu obliczone
zostatlo na podstawie krzywej kalibracyjnej przygotowanej zgodnie z instrukcja dostarczong

przez producenta zestawu.

4.2.2.2.4 OZNACZANIE STEZENIA WOLNYCH KWASOW TeUSZCZOWYCH

Stezenie FFA w surowicy oznaczano wykorzystujac zestaw Free Fatty Acid Assay Kit
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), pozwalajacy na oznaczenie st¢zenia FFA o tancuchach
acylowych dtuzszych niz siedmioweglowe, postepujac zgodnie z instrukcjg dostarczong przez
producenta. Po 50 pl surowicy naniesiono na 96-dotkowa ptytke i dodano 2 pl roztworu
syntetazy acetylo-CoA i inkubowano w ciemno$ci przez 30 min w temperaturze 37°C.
Do kazdego dotka dodano 50 pul mieszaniny reakcyjnej zawierajacej mieszaning enzymatyczng
(2 ul), bufor (44 ul), sonde molekularng (2 ul) i wzmacniacz sygnatu (2 ul). Stezenie FFA
wyznaczone zostalo wobec krzywej kalibracyjnej kwasu 16:0, na podstawie pomiaru
absorbancji, zmierzonej przy dtugosci fali 570 nm spektrofotometrem mikroptytkowym

Synergy HT.

4.3 ANALIZA KWASOW TLUSZCZOWYCH

Ogo6lny schemat postgpowania z materiatem biologicznym pochodzacym od ludzi oraz
od myszy eksperymentalnych zostat zaprezentowany na schemacie (Rysunek 4.2). Z ludzkiej
I mysiej surowicy oraz z dwoch skupisk tkanki tluszczowej pochodzacych od pacjentow
| tkanek/narzadéow uzyskanych od myszy, przygotowano ekstrakty lipidow calkowitych,
w ktorych przeprowadzono oznaczanie FA technikg GC-MS. Ekstrakty lipidow catkowitych
poddawano hydrolizie i derywatyzacji, zatem profile FA otrzymane w wyniku tych analiz
odzwierciedlaja profil FA calej puli lipidéw, tacznie z FA zwigzanymi w lipidach ztoZzonych.
Organy pobrane od myszy eksperymentalnych — moézgi i serca zostaty dodatkowo poddane

rozdziatowi technikg SPE, w celu oddzielnej analizy sktadu FA w réznych grupach lipidow.
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Rysunek 4.2 Ogélny schemat postepowania analitycznego
FA - kwasy ttuszczowe, FAME - pochodne metylowe kwaséw ttuszczowych, HFD - dieta
wysokottuszczowa, GC-MS - chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrig mas, SAT
- tkanka ttuszczowa podskdrna, SD - dieta standardowa, SPE - ekstrakcja do fazy state;j,
VAT - tkanka ttuszczowa otrzewnowa. Schemat wiasny.

4.3.1 EKSTRAKCJA LIPIDOW CAXKOWITYCH Z MATERIALU
BIOLOGICZNEGO

Calkowite lipidy ekstrahowano z materiatu biologicznego wykorzystujac mieszaning
rozpuszczalnikow CHCI3:MeOH (2:1, v/v) zgodnie z metodg opracowang przez Folcha [183].
Zamrozone fragmenty tkanek lub organéw zostaly umieszczone w porcelanowym mozdzierzu
I homogenizowane z 15 ml mieszaniny CHCI3:MeOH (2:1, v/v). Do ekstrakcji wykorzystano
20 — 30 mg tkanki ttuszczowej, 150 — 250 mg migsni szkieletowych, 50 — 150 mg watroby, 300
— 400 mg mozgu oraz serca w catosci. Catkowite lipidy z surowicy (po 300 pl) ekstrahowano
z uzyciem 15 ml mieszaniny CHCl3:MeOH (2:1, v/v) w szklanych probowkach poprzez
wytrzasanie na wytrzasarce typu Vortex (IKA® Poland Sp. z o0.0., Warszawa, Polska) przez

1 min. Na poczatku ekstrakcji, przed dodaniem rozpuszczalnikéw, do surowicy i tkanek
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dodawany byt wzorzec wewnetrzny (IS, ang. internal standard) — 50 ul roztworu
rozgalezionego kwasu arachidowego (19-M-20:0, 19-methylarachidic acid, Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA) w dichlorometanie o stezeniu 1 mg/ml.

Homogenizat tkankowy oraz ekstrakty z surowicy byly filtrowane przez saczki
celulozowe do kolb sercowych. W celu zwigkszenia efektywnosci przemywania
do odfiltrowanych ekstraktow dodawano 4 ml roztworu soli fizjologicznej, przygotowanym
poprzez rozpuszczenie nawazki 9 g chlorku sodu w H2O dejonizowanej. Kolby wytrzasano
przez 1 min i pozostawiano, aby rozdzieli¢ faz¢ wodng i organiczng. Dolna faza organiczna,
zawierajaca wyekstrahowane lipidy, byta przenoszona do czystej kolby sercowej za pomoca
szklanej pipety Pasteura. Rozpuszczalnik odparowywano na wyparce rotacyjnej (IKA® Poland
Sp. zo.0., Warszawa, Polska) do objetosci ~ 1,5 ml, nastgpnie zatezony ekstrakt byt
przenoszony do czystej 2 ml fiolki i wysuszony do sucha pod strumieniem ciektego azotu.
W przypadku tkanek mysich otrzymany ekstrakt lipidowy byt rozdzielany do dwoch fiolek —
pierwsza, do analizy FA w lipidach catkowitych (~1 mg lipidow), druga, do rozdziatow
zapomocg SPE (~ 3 mg lipidow). Wysuszone ekstrakty lipidowe byly przechowywane

w temperaturze -80°C do czasu wykonywania dalszych czynnosci.

4.3.2 ROZDZIAk LIPIDOW TECHNIKA EKSTRAKCJI DO FAZY
STALEJ

Do frakcjonowania lipidow catkowitych wyekstrahowanych z mysich moézgow 1 serc
zastosowano dwie metody rozdzialu SPE na kolumienkach ze zlozem aminopropylowym
(Strata® NH2 500 mg, Phenomenex®, Torrance, CA, USA). Metoda I bazowata na protokole
opisanym przez Kaluzny’ego i wsp. [184] i pozwolita na uzyskanie frakcji wolnych KT, PHL
oraz acylogliceroli (AG, ang. acylglycerols). Metoda II opierata si¢ na protokole
opublikowanym przez Bodenneca i wsp. [185] i pozwala na uzyskanie i) frakcji neutralnych
lipidow (NL, ang. neutral lipids), niezawierajacej ceramidow i wolnych FA, ii) frakcji Cer,
i) frakcji glikosfingolipidow (GSPL, ang. glycosphingolipids) oraz iv) frakcj¢ neutralnych
fosfolipidow — SM. Podczas prowadzenia rozdzialow kolumienki SPE umieszone byly na

12-stanowiskowej komorze prézniowej do SPE (Phenomenex®, Torrance, CA, USA).

4.3.2.1 ROZDZIAK LIPIDOW - METODA |

Lipidy calkowite otrzymane w wyniku ekstrakcji Folcha (ok. ~ 3 mg) zostaly

rozpuszczone w ~ 1 ml chloroformu w 2 ml szklanych fiolkach i wytrzasnigte, a nast¢pnie
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zapomocg szklanej pipety Pasteura naniesione na ztoze adsorbentu, ktére uprzednio
kondycjonowano dwukrotng objgtoscia 2 ml n-heksanu. Schemat postepowania
zaprezentowano ponizej (Rysunek 4.3). Otrzymana w pierwszym etapie ekstrakcji frakcja NL,
zawierajaca AG oraz cholesterol i jego estry, byla suszona pod strumieniem azotu,
rozpuszczana W n-heksanie i naktadana na druga kolumienke do SPE, prekondycjonowang
n-heksanem, w celu usunigcia z probki cholesterolu i jego estrow — frakcje wymywane
odpowiednio roztworami D 1 F. Sklad 1 objeto$¢ rozpuszczalnikéw zastosowanych
do odmywania matrycy i elucji analitow przedstawiony zostat w Tabeli 4.2. Kazda z zebranych
frakcji byta suszona pod strumieniem azotu do objetosci ~1 ml i przenoszona do czystej,
szklanej fiolki 0 objetosci 2 ml, za pomocg szklanej pipety Pasteura. Po odparowaniu do sucha
pod strumieniem azotu probki byly przechowywane w temperaturze -80°C do czasu

przeprowadzania derywatyzacji.
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Rysunek 4.3 Schemat frakcjonowania lipidéw - metoda |
Frakcje zaznaczone byty zbierane. AG - potgczona frakcja acylogliceroli, DAG -
diacyloglicerole, FFA - wolne kwasy ttuszczowe, MAG - monoacyloglicerole, NL -
neutralne lipidy, PHL - fosfolipidy, TAG - triacyloglicerole. Oznaczenia literowe roztwordéw
zgodnie z Tabelg 4.2. Rysunek wtasny na podstawie Kaluznego i wsp. [184].
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Tabela 4.2 Roztwory zastosowane podczas frakcjonowania lipidéw metoda |

Eluowana
Roztwor frakcja Skiad roztworu Objetos¢ [ml]
lipidowa
A NL chloroform:izopropanol (1:1, v/v) 2x3ml
B FFA 2% kwas octowy w eterze dietylowym 2x3ml
C PHL metanol 2x3ml
D estry n-heksan 2x3ml
cholesterolu
E TAG 1% eter dietylowy, 10% <.J|ich|orometan 33 ml
w n-heksanie
F cholesterol 5% octan etylu w n-heksanie 9x3ml
DAG 15% octan etylu w n-heksanie 2x3ml
H MAG chloroform:metanol (2:1, v/v) 2x3ml

DAG - diacyloglicerole, FFA - wolne kwasy ttuszczowe, MAG - monoacyloglicerole,
NL - neutralne lipidy, PHL - fosfolipidy, TAG - triacyloglicerole. Na podstawie
Kaluznego i wsp. [184].

4.3.2.2 ROZDZIAK LIPIDOW - METODA ||

Ekstrakty lipidow calkowitych otrzymane w wyniku czynnosci opisanych w sekcji
4.3.1 zostaty rozpuszczone W ~ 1 ml chloroformu i naniesione na kolumienke do SPE, w ktorej
ztoze adsorbentu zostalo wczesniej kondycjonowane dwukrotnie 2,5 ml n-heksanu. Schemat
postepowania i kolejno eluowane frakcje zostal zaprezentowany na Rysunku 4.4, sktad
i objetos¢ zastosowanych roztworow zebrano w Tabeli 4.3. Frakcja wymywana roztworem C,
zawierajaca FFA i o-hydroksylowane FFA byla odrzucana. W przypadku ekstraktow
moézgowych nie zbierano rowniez frakcji NL, skupiajac si¢ gtoéwnie na frakcjach fosfo- oraz
sfingolipidowych, ktore dominujg [186]. Kazda ze zbieranych frakcji byta suszona pod

strumieniem azotu i przechowywana w -80°C do czasu przeprowadzania derywatyzacji.
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Rysunek 4.4 Schemat frakcjonowania lipidéw - metoda Il
a-OH-FFA - o-hydroksylowane wolne kwasy ttuszczowe, Cer - ceramidy, FFA - wolne
kwasy ttuszczowe, GSPL - glikosfingolipidy, NL - neutralne lipidy, SM - sfingomieliny.
Frakcje zaznaczone byty zbierane. Oznaczenia literowe roztwordéw zgodnie
z Tabelg 4.3. Schemat wtasny na podstawie Bodenneca i wsp. [185].

Roztwory zastosowane podczas frakcjonowania lipidéw metoda Il

Eluowana
Roztwor frakcja Sktad roztworu Objetos¢ [ml]

lipidowa

A NL octan etylu:n-heksan (15:85, v/v) 2x2,5ml

B Cer chloroform:metanol (23:1, v/v) 2x2ml

C FFA eter diizopropylow:kwas octowy 3 ml
o-OH-FFA (98:5, v/v)

D GSPL aceton:metanol (9:1,35, v/v) 3x3ml+2ml

E SM chloroform:metanol (2:1, v/v) 2x2ml

a-OH-FFA - a-hydroksylowane wolne kwasy ttuszczowe, Cer - ceramidy, FFA, wolne kwasy
ttuszczowe, GSPL - glikosfingolipidy, NL - neutralne lipidy, SM - sfingomieliny. Na
podstawie Bodenneca i wsp. [185].

4.3.3 DERYWATYZACJA KWASOW TLUSZCZOWYCH

Ekstrakty lipidow calkowitych otrzymane zgodnie z opisem w sekcji 4.3.1 oraz frakcje
lipidowe uzyskane w wyniku rozdziatlu z wykorzystaniem SPE, opisanym w sekcji 4.3.2,
poddawano derywatyzacji w celu uzyskania lotnych estrow metylowych FA (FAME, ang. fatty
acid methyl esters), ktore sa powszechnie stosowane w analizie FA za pomoca GC-MS [75].
Zastosowana procedura polegala na przeprowadzeniu w pierwszym kroku zasadowej hydrolizy
(saponifikacji), co pozwolito przerwanie wigzania estrowego i uwolnienie FA ze wszystkich
lipidow ztozonych. Do hydrolizy zastosowany zostat KOH w metanolu. W drugim kroku

metylacj¢ FA prowadzono w obecnosci kwasowego katalizatora BFs w 10% metanolu (boron-
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trifluoride-methanol solution, Supelco®, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Zastosowanie
saponifikacji, po ktdrej nastepuje estryfikacja umozliwia otrzymanie FAME zarowno z FA

zwigzanych w lipidach ztozonych, jak i FFA [187].

Do wysuszonych ekstraktow lipidéw catkowitych dodawano 1 ml 0,5 M roztworu KOH
w metanolu i prowadzono hydrolize w bloczku grzejnym (Labnet International, Edison, NJ,
USA) przez 180 min w temperaturze 90°C. Zakretki naczynek, w ktorych przeprowadzano
reakcj¢ zabezpieczano dodatkowo tasmg PFTE, aby zapobiec wyparowaniu rozpuszczalnika
| zatezeniu odczynnika do derywatyzacji, co moze prowadzi¢ do rozkladu PUFA [188].
Po zakonczeniu ogrzewania mieszaniny byly pozostawiane do ostygniecia do temperatury
pokojowej ireakcja byta zatrzymywana poprzez dodanie 0,5 ml 6 M HCIl. Zakwaszone
mieszaniny byly przenoszone do fiolek 0 objetosci 4 ml, do ktorych nastgpnie dodano 1 ml H.O
dejonizowanej oraz 1 ml n-heksanu. Probki byty wytrzasane przez 1 min, a nastgpnie gorna
faza organiczna, zawierajaca FA byla przenoszona do czystej fiolki o pojemnosci 4 ml
za pomocg szklanej pipety Pasteura. Do dolnej fazy wodnej dodawano n-heksan i ekstrakcja
FA byta powtarzana. Ostatecznie FA ekstrahowane byly trzema porcjami po 1 ml n-heksanu,
a nastepnie potaczone fazy organiczne byly suszone pod strumieniem azotu. Do fiolek
dodawano 0,5 ml odczynnika derywatyzacyjnego i prowadzono reakcj¢ estryfikacji przez
90 min w temperaturze 55°C w bloczku grzejnym. Podczas ogrzewania probki byly mieszane
przez inwersj¢. Po zakonczeniu derywatyzacji do fiolek dodawano 1 ml wody dejonizowane]
I FAME ekstrahowano trzykrotnie 1 ml n-heksanu jak opisano powyzej. Faza organiczna,
zawierajagca FAME byla przenoszona do 2 ml naczynek chromatograficznych i odparowywana
dosucha po kazdej porcji n-heksanu. Przygotowane FAME przechowywane byly

w temperaturze -20°C do czasu analizy GC-MS.

4.3.4 ANALIZA  PROFILU  KWASOW  THUSZCZOWYCH
ZA POMOCA GC-MS

Profil FA w materiale biologicznym uzyskiwano w wyniku analizy FAME za pomoca
techniki GC-MS. Chromatograf gazowy GC-2010 Plus sprzezony byt z kwadrupolowym
detektorem mas QP-2010 SE (GCMS-QP 2010 SE, Shimadzu, Kyoto, Japonia), gdzie probka
byla jonizowana strumieniem elektronow (EI, ang. eletron ionization). Rozdzial
chromatograficzny prowadzony byt na kolumnie kapilarnej ZB-5MSi (30 m x 0,25 mm
srednicy, 0,25 mm grubos$¢ warstwy fazy stacjonarnej, Phenomenex®, Torrance, CA, USA),

w ktorej zwigzang faza stacjonarng jest 95% dimetylo-5% difenylopolisiloksan. Uzyteczno$é

66



ANALIZA KWASOW TkUSZCZOWYCH

tej fazy w analizie FA w materiale pochodzenia biologicznego zostata uprzednio
zweryfikowana w Katedrze Analizy Srodowiska Uniwersytetu Gdanskiego [189] dla ZB-5,
faza ZB-5Msi jest ulepszeniem tej fazy z niewielkim uptywem z kolumny. Warunki
prowadzenia analizy GC-MS zebrane zostalty w Tabeli 4.4, czas analizy wynosit 60 min. Przed
analizg GC-MS probki byly rozmrazane i pozostawiane do osiggnigcia temperatury pokojoweyj,

a nastepnie rozpuszczane w dichlorometanie, w ilo$ci 100 pul na 1 mg FAME.

Identyfikacja zwigzkoéw byta mozliwa na podstawie poréwnania uzyskanych widm mas
Z widmami mas zgromadzonymi w bazie danych NIST 11 przeszukiwang za pomocg algorytmu
wbudowanego w oprogramowanie LabSolutions GCMSsolution Ver. 4.2 (Shimadzu, Kyoto,
Japonia) oraz poroéwnanie widm mas i czaséw retencji z mieszaning wzorcéw analitycznych

(Supelco 37 Component FAME Mix, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Tabela 4.4 Warunki analizy GC-MS kwaséw ttuszczowych

Element systemu Chromatograf gazowy
Temperatura dozownika 300°C

Tryb pracy dozownika z podziatem strumienia gazu nosnego (ang. split ratio)
20:1
Gaz nosny hel, cisnienie na wlocie kolumny 100 kPa,
natezenie przeptywu przez kolumne 1,61 ml/min
Objetos¢ dozowanej probki 1 pl

Temperatura pieca 60-300°C, narost 4°C/min

Element systemu Spektrometr mas

Temperatura zrodta jondw  200°C

Temperatura interfejsu  300°C

Odciecie rozpuszczalnika 8 min
Tryb zbierania danych peten skan (ang. full scan) w zakresie 45 - 700 m/z

Tabela wtasna.
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4.4 ANALIZA OKSYLIPIN

4.4.1 EKSTRAKCJA OKSYLIPIN Z SUROWICY KRWII

4.4.1.1 ANALITY

W rozprawie wprowadzono skroty nazw oksylipin, hatomiast synonimy nazw po polsku
oraz nazwy zgodnie z angielskg nomenklaturg I[UPAC zawarto w Tabeli 1.2. Wybrana
do oznaczenia w surowicy pacjentow bariatrycznych grupa oksylipin obejmowata zardéwno
metabolity ARA, najczgséciej charakteryzowane w materiale biologicznym [108], jak i mniej
czesto oznaczane metabolity LA, waznego egzogennego PUFA, ktorego zawartos¢ w tkance
tluszczowej jest najwyzsza (zgodnie z wynikami zamieszczonymi w Materiatach
uzupetniajacych w Tabeli uzupelniajacej 12.3). Do analizy wlaczono rowniez oksylipiny
powstajace z EPA i DHA, wiele z ktérych stanowi wazne, przeciwzapalne wyspecjalizowane
mediatory lipidowe (SPM, ang. specialized pro-resolving mediator) [115,190,191]. Wybor
poszczegdlnych analitéw byt dodatkowo umotywowany réznymi §ciezkami syntezy, w jakich
powstajg oraz istnieniem doniesien literaturowych o funkcjach w otylosci, w chorobach
towarzyszacych otylosci, lub w ktorych otylos¢ jest czynnikiem ryzyka wsrod ludzi,

w modelach zwierzgeych lub komérkowych, co zostato podsumowane w Tabeli 4.5.
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Tabela 4.5 Charakterystyka analitow

Gltéwna sciezka

Skrét Wzér strukturalny + Prekursor Dziatanie
syntezy
prozapalny,
indukuje stres retikulum endoplazmatycznego,
CH3 ARA 12-LOX
12-HETE reguluje w gére IL-6, TNF-q,
zaburza sygnalizacje insuliny
OH
prozapalny,
12-HHT CHa ARA COX . ,
wzmaga chemotaksje granulocytéw
OH
15-LOX lub
13-HODE LA . COX lub aktywator PPAR-y
nieenzymatyczna
oksydacja
7 przeciwzapalny,
N COX oraz . . T :
. indukuje katabolizm lipidéw, stymuluje
ARA nieenzymatyczna .
H3 4 adipogeneze,
0 oksydacja

OH

powoduje zmniejszenie produkcji leptyny
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Tabela 4.5 (c.d.) Charakterystyka analitow

Gtéwna sciezka

Skrot W2zor strukturalny t Prekursor Dziatanie
syntezy
reguluje w goére IL-6, TNF-q,
15-HETE ARA 15-LOX/ COX prekursor do syntezy LX serii 4,
aktywuje PPAR-y
powoduje inhibicje produkcji LTB4 i oksydag;ji
ARA
DGLA 15-LOX
antyproliferacyjny
indukuje adipogeneze,
aktywnosé
EPE EPA w-hydroksylazy ~ aktywuje PPAR-y,
CYP450
prekursor RvE1
2,3-dinor-8-izo- ARA nieenzymatycznie marker stresu oksydacyjnego

PGF2a
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Tabela 4.5 (c.d.) Charakterystyka analitéw

Gtéwna sciezka

Skrét Wz6ér strukturalny t Prekursor syntezy Dziatanie
stymuluje produkcje prozapalnych cytokin,
aktywnosc promuje powstawanie stanu zapalnego
20-HETE ARA w—h)(/:dYrsI;)élazy w naczyniach krwionosnych,
indukuje zwezanie naczyn krwionos$nych
prozapalny
ARA 5-LOX
S-HETE stymuluje proliferacje komérek rakowych,
OH
: promuje zwezanie naczyn krwionosnych,
BepiPGF2a | ARA T daa
~ yaad) marker stresu oksydacyjnego
HO CHs
HO
0
CH3 OH aktywnosé
9(10)-EpOME LA epoksygenazy leukotoksyczny
/ CYP450
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Tabela 4.5 (c.d.) Charakterystyka analitow

Gtéwna sciezka

Skroét Wz6ér strukturalny t Prekursor Dziatanie
syntezy
prozapalny
COX
9-HODE LA . lub ligand PPAR-y,
nieenzymatyczna
oksydacja indukuje stres retikulum endoplazmatycznego
w makrofagach
H3 7\ OH stymuluje wydzielanie IL-6, TNF-q,
LTB4 ARA 5-LOX i hydrolaza chemoatraktant makrofagéw,
LTA4
HO H promuje proliferacje komérek rakowych
o
SPM, stymuluje ekspresje IL-10 -
przeciwzapalnej cytokiny,
ARA 15-LOX . e
zwieksza wrazliwos$c na insuline,
powoduje nizszg ekspresje prozapalnej IL-6
ARA 15-LOX przeciwzapalny SPM
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Tabela 4.5 (c.d.) Charakterystyka analitéw

Gtéwna sciezka

Skrét Wzér strukturalny t Prekursor Dziatanie
syntezy

DHA 12-LOX przeciwzapalny SPM / izomer SPM

DHA 12-LOX przeciwzapalny SPM
przeciwzapalny SPM,
indukuje katabolizm lipiddw,

DHA 15-LOX powoduje obnizenie produkcji ROS i
aktywnos$é COX w neutrofilach,
poprawia wrazliwos¢ na insuline
moduluje lipolize,

COX +
PG ARA specyficzna prozapalny w nanomolowych stezeniach,
syntaza PG

przeciwzapalny w mikromolowych stezeniach
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Tabela 4.5 (c.d.) Charakterystyka analitow

Gtéwna sciezka

Skrét Wz6ér strukturalny t Prekursor Dziatanie
syntezy
EPA COX przeciwzapalny
prozapalny lub przeciwzapalny,
COX + moduluje adipogeneze i lipolize,
PG ARA specyficzna
syntaza PG stymuluje uwalnianie leptyny,
stymuluje wzrost komorek raka jelita grubego
zwigzany ze zwiekszonym stanem zapalnym,
COX +
PGF2a OH ARA specyficzna wptywa na zwiekszenie transportu glukozy,
N syntaza PG
promuje zwezanie naczyn krwionosnych
OH
H
przeciwzapalny SPM, poprawia wrazliwosé na
insuling,
DHA 15-LOX reguluje w doét: IL-6, TNF-a, ROS, w gore:

adiponektyne,

inicjuje przej$cie makrofagéw do fenotypu M2
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Tabela 4.5 (c.d.) Charakterystyka analitéw

Gtéwna sciezka

Skrét Wzér strukturalny t Prekursor Dziatanie
syntezy
przeciwzapalny SPM,
poprawia wrazliwo$¢ na insuling;
DHA 15-LOX

reguluje w doét: IL-6, TNF-a, ROS, w gore:
adiponektyne

inicjuje przejscie makrofagéw do fenotypu 2

EPA COX lub CYP450  przeciwzapalny SPM

stabilny produkt TXA2, mediatora
TXB2 _ CHa ARA COX oraz syntaza aktyWLIJche.go kr,zepm(g(:l.e krwi i zwezanie
H o TX naczyn krwiono$nych m.in. w odpowiedzi na

stan zapalny
H

t Stereochemia pominieta dla uproszczenia, na czerwono zaznaczono ugrupowanie réznigce Mar1 i 75-Mar 1. COX - cyklooksygenaza,
CYP450 - cytochrom P450, IL - interleukina, LOX - lipooksygenaza, PG - prostaglandyna, PPAR-y - receptor aktywowany przez proliferatory
peroksysomoéw y, ROS - reaktywne formy tlenu, SPM - wyspecjalizowany mediator lipidowy wygaszajacy stan zapalny (ang. specialized
pro-resolving mediator), TNF-a - czynnik martwicy nowotwordéw, TX - tromboksan, nazwy kwaséw ttuszczowych i oksylipin zgodne z tabelami
(odpowiednio Tabela 1.1 i Tabela 1.2). Oksylipiny o dziataniu prozapalnym/pronowotworowym/powodujgce zwezanie naczyn
krwiono$nych/zwigzane  ze  stresem  oksydacyjnym, o dziataniu  przeciwzapalnym/zwiekszajagce = wrazliwosé
na insuline/antyproliferacyjne. Opracowanie wtasne na podstawie zrédet [33,108,110,192].
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4.4.1.2 PRZYGOTOWANIE PROBEK RZECZYWISTYCH

Ekstrakcje oksylipin z surowicy wykonywano technika SPE na podstawie metody

Galvao i wsp. [193]. Do 300 pl surowicy dodawano najpierw 10 pl roztworu
butylohydroksytoluenu (BHT) (0,2 mg/ml w metanolu), w celu ograniczenia szybkosci
proceséw utleniania lipidow w probcee, oraz 10 ul mieszaniny deuterowanych IS (1 ug/ml
W metanolu). Probki worteksowano, a nastepnie dodawano 1,5 ml zimnej mieszaniny
ekstrakcyjnej acetonitryl:metanol (1:1, v/v) i ponownie mieszano. Wytracone biatka byly
odwirowywane (20 min, 4°C, 1800 rpm, MIKRO 220R Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Niemcy), podczas testowania metody sprawdzono wplyw czasu inkubacji
Z mieszaning ekstrakcyjng na efektywnos¢ ekstrakcji, por6wnane zostaty probki inkubowane
temperaturze 4°C przez noc, z probkami inkubowanymi przez 30 min. Nie zaobserwowane
zostaty istotne roznice w efektywnosci ekstrakcji, ostatecznie probki inkubowano z mieszaning
ekstrakcyjna przez 30 min. Po wirowaniu supernatant byt przenoszony do szklanej proboéwki
I rozcienczany 17 ml ultraczystej wody, w celu zmniejszenia stezenia mieszaniny ekstrakcyjne;j
do < 10%. Przygotowane probki byty nanoszone na prekondycjonowane kolumienki SPE
ze ztozem oktadecylowym (3 ml Strata® C18-E, 200 mg, Phenomenex®, Torrance, CA, USA),
ekstrakcje oksylipin prowadzono zgodnie ze schematem (Rysunek 4.5).

1. Kondycjonowanie

. ] 4. Elucja
2 ml metanol 3. Przemywanie zfoza 2 ml 0,1% kwas octowy
2 ml 0,1% kwas octowy 2. Naniesienie préobki 2 ml 0,1% kwas octowy w metanolu
[ wl | w| [ wl [ wl
© o) o) ©
o o o o
I ] ] 3
T g g T
175 n n 0
Osuszenie pod cisnienie™

oksylipiny

Rysunek 4.5 Schemat ekstrakcji oksylipin z surowicy technika SPE
Metoda na podstawie [193], rysunek wtasny.

Eluenty po SPE odparowywano do sucha pod strumieniem azotu, rozpuszczano w 50 pl
mieszaniny metanolu i 0,1% kwasu octowego (3:1, v/v), przenoszono do fiolek z insertami
| umieszczano w autosamplerze utrzymywanym w temperaturze 4°C. Podczas opracowywania

metody testowano wptyw filtrowania probek przez filtry strzykawkowe z membrang PET
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($rednica filtra: 15 mm, $rednica porow: 0,20 um, Chromafil®, Marchery-Nagel GmBH & Co.
KG, Diiren, Niemcy), jednak ze wzgledu na duze straty wzorcow, nie zastosowano filtrowania

w ostatecznej metodzie. Przygotowane probki byly analizowane tego samego dnia.

4.4.1.3 PRZYGOTOWANIE PROBEK DO WALIDACJI

Wszystkie probki do walidacji przygotowywane byty z wykorzystaniem mieszaniny

surowicy pochodzacej od > 100 pacjentow, w celu wyeliminowania zmienno$ci osobniczych

w zawartos$ci analitow 1 interferentow.

Roztwor wyjsciowy wzorcoOw analitycznych oksylipin o stezeniu 1 pg/ml (z wyjatkiem
15-HETTE — 250 ng/ml oraz PGD3 i 18-HEPE — 500 ng/ml) zostat przygotowany w metanolu.
Roztwory robocze wykorzystywane do wyznaczenia krzywej kalibracyjnej przygotowywano
metoda seryjnych rozcienczen. Wszystkie roztwory przechowywano w temperaturze -80°C.
Zakres liniowos$ci metody wyznaczono przygotowujac siedmiopunktowg krzywa kalibracyjna,
poprzez dodanie do 300 ul mieszaniny surowicy kolejno: 0,01, 0,025, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 i 25 ng
wzorcow analitow (dla 15-HETre: 0,0025, 0,00625, 0,025, 0,125, 0,25, 1,25, 2,5 i 6,25 ng,
dlaPGD3 i 18-HEPE: 0,005, 0,0125, 0,05, 0,25, 0,5, 2,5, 5, 12,5 ng). Zakres krzywej
kalibracyjnej wybrano na podstawie spodziewanych stezen analitow w surowicy
[110,140,193]. Probki do walidacji dla kazdego punktu krzywej kalibracyjnej zostaty
przygotowane w trzech powtorzeniach, zgodnie z metodyka opisana powyzej. Efektywnosé
ekstrakcji na dwoch poziomach, poziom | — 0,5 ng mieszaniny wzorcéw analitycznych
(0,125 ng 15-HETTrE; 0,25 ng PGD3 i 18-HEPE); poziom Il — 5 ng mieszaniny wzorcow
analitycznych (1,25 ng 15-HETrE; 2,5 ng PGD3 i 18-HEPE), oceniano dodajac wzorce
analityczne do eluentu zebranego po ekstrakcji SPE (trzy powtérzenia). Do kazdego
analizowanego zestawu probek przygotowywane byly réwniez probki do kontroli jakosci (QC),

w ktorych do 300 pl mieszaniny surowic dodawano wytacznie deuterowane IS.

4.4.2 OZNACZANIE STEZENIA OKSYLIPIN W SUROWICY
TECHNIKA LC-MS/MS

Rozdziat chromatograficzny prowadzono na kolumnie Hypersii GOLD™
(100 x 2,1 mm, uziarnienie 3 pum) z dedykowang przedkolumng (Thermo Fisher Scientific, San
Jose, CA, USA). Hypersil GOLD™ jest kolumng z wypelnieniem oktadecylowym, ktore jest
powszechnie stosowane do rozdziatu chromatograficznego oksylipin [114]. Dodatek kwasu

mrowkowego do fazy A pozwala na poprawg jonizacji oksylipin [194]. W trakcie
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opracowywania metody analitycznej testowano nastgpujace parametry: sktad fazy B
(acetonitryl lub metanol); temperature pieca chromatograficznego (30, 35 lub 40°C); natezenie
przeptywu fazy ruchomej (0,2, 0,3 i 0,4 ml/min). Sprawdzono réowniez wplyw sktadu
rozpuszczalnika, w ktorym dozowano probke (roztwor metanolu i 0,1% kwasu mrowkowego
w proporcji 4:0, 3:1, 1:1 i 1:3), poniewaz zastosowanie dodatku wody, zgodnie
z eksperymentami Kolmerta i wsp. [195], wplywa pozytywnie na ksztalt sygnatéw polarnych
analitow. Ostateczne warunki rozdziatu chromatograficznego znajduja si¢ w Tabeli 4.6.

Tabela 4.6 Warunki rozdziatu chromatograficznego oksylipin.
Element systemu Chromatograf cieczowy

Temperatura pieca: 35°C
Objetos¢ dozowanej prébki: 10 pl w metanol:0,1% kwas mrowkowy (3:1, v/v)
Natezenie przeptywu fazy ruchomej: 0,3 ml/min
Sktad fazy A:  0,1% kwas mréwkowy
Sktad fazy B:  metanol
Zastosowany gradient: 0-2min: 50%B
2-12min: 50%-60% B
12-13 min: 60%-70% B
13-16 min: 70% - 80% B
16 - 24 min: 80% - 85% B
24 - 25 min: 85%-50% B
Czas kondycjonowania kolumny 5 min

Tabela wtasna.

Wysokosprawny chromatograf cieczowy sprzezony byl ze spektrometrem mas
Z analizatorem w postaci potrdjnego kwadrupola (LCMS-8050 Shimadzu, Kyoto, Japonia).
Parametry pracy spektrometru mas (Tabela 4.7) byly optymalizowane w eksperymentach
bezposredniej infuzji roztworéw pojedynczych wzorcow analitycznych i deuterowanych IS
(100 ng/ml w metanolu) z jonizacjg ESI(-). Podczas oznaczania parametrow walidacyjnych
metody analitycznej 1 st¢zenia oksylipin w probkach rzeczywistych spektrometr mas operowat
w trybie monitorowania wielu reakcji fragmentacji (MRM, ang. multiple reaction monitoring),
a kazda probka analizowana byta trzykrotnie. Oksylipiny identyfikowano na podstawie czasu
retencji okreslonego podczas analizy roztworow pojedynczych wzorcéw oraz obecnosci jondw
fragmentacyjnych (Tabela 4.7). We wszystkich obliczeniach pole powierzchni pod sygnatem
analitu bylo dzielone przez pola powierzchni pod sygnalem deuterowanego IS dobranego
na podstawie podobienstwa strukturalnego/zblizonego czasu retencji (Tabela 4.7), a nastgpnie
pomniejszane o pole powierzchni analitu/pole powierzchni IS w probkach QC. Zabieg ten

stosowano ze wzgledu na brak matrycy (surowicy) wolnej od analitow, poniewaz oksylipiny
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sg syntezowane endogennie [196]. Integracje sygnatow chromatograficznych wykonano
w programie LabSolutions Ver. 5.99 SP2 (Shimadzu, Kyoto, Japonia).

Tabela 4.7 Parametry spektrometru mas w trybie pracy MRM
Rt*  Przejscia MRMt Dt Q1 CE Q3

Oksylipina [min] [m/z] Ims] [Vl [eV] [V] IS

12-HETE 17,89 319,20>179,50 22 20 14 11 1
31920 > 257,50 22 16 15 11

12-HHT 16,13 279,40>179,40 22 18 14 12 5
279.40>21750 22 19 15 21

13-HODE 17,41 295,20>195,45 22 18 18 18 5
29520>27740 22 18 19 12

15d-PGJ2 16,08 315,30>271,50 22 20 14 12 4
315,30 > 20345 22 20 21 12

15-HETE 17,61 319,20>301,50 22 30 13 18 3
31920>21945 22 16 13 21

15-HETE 18,14 321,50>221,30 22 12 15 10 5
321,50 > 30340 22 12 16 14

18-HEPE 1692 317,20>299,35 22 15 12 14 7
317.20> 21540 22 15 13 13

23dnordizo 509 32530-237,50 122 22 14 24 4
32530> 13740 122 21 19 29

20-HETE 17,39 319,20>289,45 22 15 16 20 1
31920 >301,45 22 16 18 13

5-HETE 18,31 319,20>301,50 22 12 15 10 3
31920> 11525 22 12 16 14

75-Mar1 14,78 359,10>177,45 13 10 17 1 7
359,10 > 246,35 13 30 16 20

8-epi-PGF2a 861 353,20>193,40 42 17 26 12 4
35320 > 309,45 42 17 21 10

9(10)-EpOME 18,12 295,20>171,40 22 15 14 12 5
29520>27740 22 16 16 16

9-HODE 17,43 295,20>171,30 22 18 20 10 5
29520>27740 22 29 18 26

LTB4 1558 335,20>195,40 22 21 16 12 6
33520>31750 22 21 15 21

LXA4 11,39 351,30>115,30 42 23 20 22 3
351,30>217.50 42 23 22 14

LXB4 10,08 351,30>221,40 27 22 17 14 3
351,30 > 233,45 27 22 15 15

Mar1 1544 359,10>177,45 22 10 17 1 7
359,10 > 250,30 22 10 15 17

Mar2 1599 359,40>221,40 22 12 12 10 7
35940 >23230 22 14 15 23

PDX 1517 359,40>153,45 22 23 17 14 2
359,40 > 206,45 22 24 17 13
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Tabela 4.7 (c.d.) Parametry spektrometru mas w trybie pracy MRM

Oksvlioina Rt* Przejscia MRMt Dt Q1 CE Q3 ISs
yiip [min] [m/z] [ms] [Vl [eV] vl
PGD2 9,88 351,30>271,45 27 23 18 25 4
351,30 > 189,40 27 23 21 12
PGD3 7,49 349,30 > 269,50 34 23 16 12 4
349,30 > 233,40 34 23 13 10
PGE2 9,65 351,30>271,50 27 23 18 18 4
351,30 > 315,40 27 22 13 10
PGF2a 10,54 353,30> 309,45 42 23 19 14 4
353,30 > 193,40 42 17 26 12
RvD1 11,31 375,30>141,35 42 24 16 13 2
375,30 > 215,50 42 24 19 13
RvD2 10,36 375,20> 175,40 42 18 24 11 2
375,20 > 141,40 42 18 17 28
RvE1 570 349,20> 195,30 97 10 17 12 7
349,20 > 107,25 97 17 22 15
TXB2 9,59 369,30>169,45 42 24 18 17 4
369,30 > 195,40 42 24 15 12
Deuterowane IS CV [%]0
(1) 12-HETE-d8 17,82 327,10> 184,50 22 15 15 12 10%
327,10 > 264,50 22 28 18 20
(2) 14(15)-DiHET-d11 16,22 348,40 > 207,45 22 22 20 20 13%
348,40 > 140,45 22 23 21 14
(3) 5-HETE-d8 18,26 327,20 > 309,50 22 15 13 14 14%
327,20 > 116,35 22 19 16 18
(4) 8-izo-PGF2a-d4 8,59 357,20>313,40 42 17 21 14 10%
357,20 > 197,35 42 17 26 12
(5) 9-HODE-d4 17,40 299,20 > 281,50 22 19 19 12 13%
29920> 172,40 22 19 20 11
(6) LTB4-d4 15,55 339,30>197,45 22 22 17 12 8%
33930 > 321,50 22 12 14 15
(7) RvE1-d4 563 353,20>197,30 122 11 17 12 5%
353,20 > 109,30 122 17 22 10

t+ Monitorowane przejscia: jon pseudomolekularny [M-H]- > jon fragmentacyjny,
wyttuszczone - do analizy iloéciowej, kursywa - do analizy jakosciowej; £ przyporzadkowany
analitowi deuterowany wzorzec wewnetrzny zgodny z numeracja (1-7) w dolnej czesci tabeli;
0 wspodtczynnik zmiennosci obliczony na podstawie pdl powierzchni sygnatéw o$miu
niezaleznych powtdrzen. Skréoty: CE - energia kolizji, €V - wspdtczynnik zmiennosci,
Dt (ang. dwell time) - czas obserwowania danego przejscia, IS - wzorzec wewnetrzny, MRM
- tryb monitorowania wielu reakcji fragmentacji, Rt* - czas retencji, réznica Rt pomiedzy
seriami < 0,05 min dla wszystkich deuterowanych IS i analitow z wyjatkiem 18-HEPE, 7S-
Mar1 i 15d-PGJ2, Q1 - napiecie na kwadrupolu 1 promujgce jonizacje jonu
pseudomolekularnego, Q3 - napiecie na kwadrupolu 1 promujace jonizacje jonu
fragmentacyjnego. Tabela wtasna. Nazwy oksylipin za Tabelg 1.2.

Liniowo$¢ metody w zalozonych zakresach krzywej kalibracyjnej oceniano poprzez
wykreslenie obliczonych na podstawie krzywej wartosci st¢zenia oksylipin do nominalnego

stezenia. Dopasowanie modelu oceniano na podstawie wspotczynnika determinacji R? oraz

odchylenie standardowe reszt

wspotczynnika zmiennosci losowej RSD = x 100%, co pozwala

$Srednia zmiennej objasnianejy
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na lepsza ocene poprawnosci modelu niz zastosowanie samego R? [197]. Za stezenie, w ktorym
mozna dokonaé¢ wiarygodnego iloSciowego oznaczenia analitu (dolna granica oznaczalnosci,
LOQ, ang. limit of quantification) przyjeto punkt, dla ktérego stosunek sygnatu do szumu (S/N)

wynosit = 10 [196]. Granica wykrywalnosci (LOD, ang. limit of detection) zostata wyznaczona

, . . . . 3,3Xblad standardowy krzywej kalibracyjnej
z rdwnania krzywej kalibracyjnej jako: —————— Y TRyl 2O ITE) 1196].
wspoétczynnik nachylenia krzywej kalibracyjnej

4.5 STATYSTYCZNA ANALIZA WYNIKOW

Analiza danych otrzymanych w wyniku przeprowadzonych badan obejmowata weryfikacje
hipotez z wykorzystaniem zarowno jednozmiennowych (ang. univariate analysis) jak
I wielozmiennowych (ang. multivariate analysis) testow statystycznych. Zmiennymi w analizie
statystycznej byly warto$ci uzyskane w wyniku oznaczenia markeréw klinicznych
i biochemicznych w materiale biologicznym (sekcja 4.2.1.5), stezenia aminokwasow (sekcja
4.2.1.6), relatywne poziomy mRNA genoéw amplifikowanych podczas RT-PCR (sekcja
4.2.1.7), procentowa zawartos¢ FA w badanym materiale biologicznym (sekcja 4.3.4) i stezenia
oksylipin w krwi pacjentow bariatrycznych (sekcja 4.4.2). Jezeli nie zaznaczono inaczej, dane
zostaty wyrazone jako $rednia + odchylenie standardowe. Jednozmiennowg analize danych
przeprowadzano w programach Microsoft Excel dla Microsoft 365 wersja 2202 (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA), w przypadku poréwnan pomigdzy dwoma grupami
badawczymi, oraz SigmaPlot wersja 11.0 lub 14.5 (Systat, Software Inc., San Jose, CA, USA),
w przypadku jednoczesnych poréwnan trzech grup badawczych. Wielozmiennowa analiza
danych zostata przeprowadzona w programie SIMCA wersja 16 (Sartorius Stedim Data
Analytics AB, Umed, Szwecja) oraz z wykorzystaniem platformy MetaboAnalyst 4.0
(dostepnej online na https://www.metaboanalyst.ca/) i pakietu FactoMineR [198] w §rodowisku

obliczeniowym R [199].

4.5.1 JEDNOZMIENNOWE ANALIZY STATYSTYCZNE

Przeprowadzona w programach Microsoft Excel oraz SigmaPlot jednozmiennowa
analiza statystyczna polegata na poréwnaniach poziomdéw zmiennych pomie¢dzy grupami
badawczymi. Normalno$¢ rozktadu analizowanych zmiennych (stezenia, relatywne stezenia
lub zawarto$¢ procentowa) byta oceniana z wykorzystaniem testu W Shapiro-Wilka w celu
dobrania odpowiednich testow. Do porownania zmiennych w przypadku sparowanych prob

(przyktadowo zawarto$¢ procentowa FA w surowicy pacjentow z otyloscia przed oraz po
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OAGB) wykorzystywano dla zmiennych o rozktadzie normalnym - test t-Studenta, w ktorym
sprawdzana jest hipoteza zerowa o réwnosci Srednich arytmetycznych; dla zmiennych
niespetniajacych zalozen testu parametrycznego — test Wilcoxona dla par obserwacji,
weryfikujgcy rownos¢ median. Porownania niesparowanych prob (przykladowo zawartosé
procentowa FA w surowicy grupy kontrolnej oraz pacjentéw z otyloscia) w przypadku
zmiennych nieparametrycznych wykonano wykorzystujac test U Manna-Whitney’a,
a w przypadku zmiennych spetniajacych warunek normalnosci rozktadu — testy t-Studenta dla
préb niesparowanych o rownej badz nieroéwnej wariancji, w zalezno$ci od wyniku testu

F Fishera.

Do jednoczesnych poréwnan zmiennych w wiecej niz dwoch grupach (przyktadowo
jednoczesne pordwnanie zmiennych pomiedzy grupa kontrolng, pacjentami z otytoscig przed
zabiegiem OAGB i1 po zabiegu OAGB) zastosowano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji
(ANOVA, ang. analysis of variance) lub Test Kruskala-Wallisa. Jednoczynnikowa ANOVA
zastosowana zostata dla danych spelniajacych kryterium normalnosci rozktadu oraz réwnosci
wariancji, a gdy hipoteza zerowa zaktadajaca rownos$¢ srednich w populacjach byta odrzucana,
w celu identyfikacji srednich r6znigcych si¢ w sposob istotny statystycznie, stosowany byt test
post hoc Tukeya, ktory umozliwia wielokrotne porownania w grupach o réznej liczebnosci.
W przypadku danych nieparametrycznych zastosowano rangowy test Kruskala-Wallisa oraz

test post hoc Dunn.

Dla podgrupy pacjentoéw, dla ktérych profil FA w surowicy oznaczono w kazdym
punkcie czasowym po operacji OAGB, czyli FU1 1 FU2 wykonano analiz¢ RM ANOVA
z powtarzanymi pomiarami (ang. repeated measures ANOVA). Zmienne niespetniajace
zatozenia o normalnosci rozktadu i roéwnos$ci wariancji poddano testowi rang Friedmana.
Statystyczng istotno$¢ porownan wielokrotnych oceniano na podstawie p-warto$ci otrzymanej
w tescie post hoc Tukeya. Analizy RM ANOVA wykonano dla oznaczonych w punktach pre-
OAGB, FU1 i FU2 stezen oksylipin w surowicy pacjentow. Podczas analizy statystycznej
wartosci < LOQ oraz punkty, w ktorych nie wykryto zwigzku zastgpiono statymi
ekstrapolowanymi z réwnania krzywej kalibracyjnej. Porownanie par przeprowadzono metoda

Holm-Sidak.

Dla wszystkich wykonywanych testow statystycznych przyjetym krytycznym
poziomem istotnosci byta wartos¢ p (ang. p-value) < 0,05. Wyniki testow statystycznych nie

byly uznawane za istotne, gdy moc testu obliczona post hoc dla p = 0,05 byta nizsza niz 0,800.
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Wartos$ci na wykresach i w tabelach, jezeli nie zaznaczono inaczej, przedstawione zostaly jako

srednia + odchylenie standardowe.

4.5.2 WIELOWYMIAROWA ANALIZA DANYCH

Wyniki analiz technikami GC-MS oraz LC-MS charakteryzujg si¢ duzg iloscig
zmiennych opisujacych jedng probke, przyktadowo w surowicy jednego pacjenta z otytoscia
identyfikowano i oznaczano nawet 44 FA. W analizowaniu danych o duzym stopniu ztoZzono$ci
uzyteczne jest zastosowanie metod analizy wielowymiarowej, umozliwiajacych redukcje liczby
zmiennych. Zastosowana metodg byta nienadzorowana analiza gtownych sktadowych (PCA,
ang. principal component analysis) umozliwiajaca wizualizacje réznic pomigdzy probkami
oraz ich klasyfikacje. Przed budowaniem modeli PCA uzyskane dane (st¢zenia, zawartosci
procentowe) byly wstepnie przeksztalcane poprzez skalowanie Pareto oraz zastosowanie
transformacji logarytmicznej dla zmiennych sko$nych. Ilos¢ sktadowych modelu dobierano
zgodnie z zasadami opisanymi przez Bro & Smilde [200], w kazdym przypadku procent
skumulowanej wariancji wyjasnianej przez model byt > 50%. Przedziat ufno$ci wyznaczany

poprzez obliczenie statystyki T2 Hotellinga byt na poziomie 95%.
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S WYNIKI

5.1 OZNACZANIE PROFILU KWASOW
TEUSZCZOWYCH W LUDZKIM MATERIALE
BIOLOGICZNYM

Zastosowanie opracowanej w Katedrze Analizy Srodowiska Uniwersytetu Gdanskiego
metody opartej o technike GC-MS, zgodnie z opisem zawartym w czgéci metodycznej (sekcja
4.3.4), umozliwia oznaczenie w ekstraktach tkankowych oraz ptynach biologicznych ponad
40 metylowych pochodnych FA podczas jednej analizy (Rysunek 5.1). Podjeta tematyka
badawcza jest kontynuacja zapoczatkowanych przez dr hab. Adriang Mika, prof. GUMed,
prof. UG, badan nad zaburzeniami profilu kwasow tluszczowych u pacjentow cierpigcych

na MO [89].
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Rysunek 5.1 Przyktadowy chromatogram FAME przygotowanych z ekstraktow
lipidowych surowicy pacjentéw z MO uzyskany z wykorzystaniem GC-MS
a-16:1n-7,b-16:1n-9, c- kwas cis-9,10-metylenoheksadekanowy, d - 18:1 n-9
(cis-9), @ - 18:1 n-9 (trans-9), f - wzorzec wewnetrzny. Nazwy kwasdéw
wielonienasyconych i rozgatezionych zgodne z tabelami (odpowiednio Tabela 1.1
oraz Tabela 2.4). Rysunek wtasny.

Oznaczanie FA za pomocg GC-MS umozliwito identyfikacje w ekstraktach lipidowych

pochodzacych od uczestnikow badania oraz od myszy eksperymentalnych,
$rednio- 1 dlugotancuchowych FA (od 10 do 24 atomow wegla w tancuchu) o tancuchach
nasyconych, jedno- i wielonienasyconych. Wsrod zidentyfikowanych kwasow znalazty sie

réwniez BCFA, wykryte uprzednio w surowicy pacjentow z MO [89]. Oznaczono takze
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zawartos¢ FA zugrupowaniem cyklicznym — kwas cis-9,10-metylenoheksadekanowy
(CPOAZ2H, ang. cyclopropaneoctanoic acid 2-hexyl), ktorego obecnos¢ w tkance ttuszczowe;j
i surowicy pacjentéw z otyloscia po raz pierwszy opisat Sledzifiski i wsp. [70]. Profil FA
w surowicy i tkance tluszczowej ludzi przedstawiony w niniejszej czeSci rozprawy
odzwierciedlajg zawarto$¢ FA we wszystkich lipidach wyekstrahowanych z materiatu
biologicznego, zarowno prostych jak i ztozonych, z uwagi na zastosowanie hydrolizy przed

przygotowywaniem FAME do analizy za pomoca GC-MS (opisane w sekcji 4.3.3).

5.1.1 WYNIKI  BADAN  PACJENTOW Z OTYLOSCIA
OLBRZYMIA LECZONYCH OAGB

Otytosci towarzysza liczne zaburzenia metaboliczne [25-28]. Majac na uwadze
powigzania obserwowane pomigdzy wywolanymi otylo$cia nieprawidtowosciami
w gospodarce lipidowej, w tym zaburzeniami metabolizmu FA, a mechanizmami
chorobowymi [33,43,44,79,83] we wnioskowaniu na temat konsekwencji OAGB, konieczne
bylo rozpatrzenie podstawowych parametrow biochemicznych 1 antropometrycznych
pacjentow z otyloscia leczonych OAGB. Badania przedstawione w tej rozprawie byly
realizowane w ramach pracy w interdyscyplinarnym zespole, a doktorantka wykonywata
badania z zakresu chemii analitycznej oraz analizy statystyczne. W przedstawionej pracy
dokonano analizy danych uzyskanych w Centralnym Laboratorium Klinicznym
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku oraz we wspolpracy z Katedra 1 Zaktadem
Biochemii oraz Katedrg i Zaktadem Biochemii Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego, ktorych krotkie omowienie w niniejszej sekcji pomoze w interpretacji wynikow
zmian w profilach FA w kontekscie wplywu leczenia za pomoca OAGB na zaburzenia
metaboliczne towarzyszace otytosci. Oznaczenia, ktore nie zostaly wykonane osobiscie przez

autorke niniejszej rozprawy zostaly opatrzone odpowiednia adnotacjg przy tabelach i rycinach.

Dane antropometryczne i wyniki oznaczania parametrow biochemicznych pacjentow
z MO 1 grupy kontrolnej przedstawiono w tabelach ponizej, dane prezentowane sg dla osobno
dla 38 pacjentow, od ktorych uzyskano surowice przed OAGB i 2 tygodnie po OAGB — punkt
FU1 oraz dla 46 pacjentow, od ktorych uzyskano surowice przed OAGB i 6-9 miesiecy
po OAGB — punkt FU2. Krew do badan zawartoSci FA we wszystkich trzech punktach
czasowych po operacji udato si¢ uzyskac jedynie od 13 pacjentow, zatem, aby zredukowac

wplyw roznic osobniczych, jednocze$nie nie zmniejszajac liczebno$ci grup badawczych,
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porownania wynikOw oznaczania parametréw biochemicznych (a w dalszych czesdciach
rozprawy profili FA w surowicy) prowadzono osobno dla sparowanych danych pre-OAGB
vs FUL i pre-OAGB vs FU2. Bariatryczne leczenie pacjentow z MO za pomoca OAGB
prowadzito do znaczacego obnizenia wskaznika BMI juz po dwoch tygodniach (FU1)
od momentu przeprowadzenia operacji (z 37,1 + 2,73 do 33,8 + 2,33 kg/m?, p < 0.001). Utracie
masy ciala, zgodnie z oczekiwaniami, towarzyszylo obnizenie stezenia glukozy we krwi
naczczo (z 132 + 35,8 do 111 + 20,7 mg/dl, p = 0,001) — Tabela 5.1. W punkcie FU2
(Tabela 5.2), czyli 6-9 miesiecy po wykonanym zabiegu OAGB, $rednie BMI pacjentow
wynosilo juz 29,6 + 3,85 kg/m? [6]. Zaobserwowano réwniez znaczaca poprawe parametrow
biochemicznych zwigzanych z homeostaza glukozy: stezenie glukozy na czczo (-17,6%,
p <0,001) iinsuliny naczczo (-48,2%, p < 0,001) oraz wskaznika insulinoopornosci
HOMA-IR (-53,3%, p < 0,001), ktore osiggaty warto$ci zblizone do grupy LC (Tabela 5.2).
Ocena stanu zapalnego na podstawie oznaczonego stgzenia CRP w surowicy pacjentow,
pozwolita stwierdzi¢, ze po OAGB w punkcie FU2 nastepuje zmniejszenie stanu zapalnego
(p = 0,011) (Tabela 5.2). Wyniki badania lipidogramu nie r6znity si¢ pomiedzy pacjentami
z otytoscig przed OAGB a LC (Tabele 5.1 i 5.2), co przypuszczalnie jest wynikiem diety
redukcyjne;j, ktora jest wprowadzana przed przystapieniem do operacji OAGB (sekcja 4.2.1.2).
W  punkcie FUl nie odnotowano znaczacych zmian w poréwnaniu z wynikami
przedoperacyjnymi, pacjenci nadal charakteryzowali si¢ wysokim stezeniem TAG
i cholesterolu we krwi (Tabela 5.1). Z kolei w punkcie FU2 zaobserwowano znaczacg poprawe
parametrow lipidogramu, czyli obnizenie stezen TAG (p = 0,006), cholesterolu catkowitego
(p = 0,018) oraz LDL-C (p = 0,027) we krwi w poréwnaniu z wartosciami sprzed operacji,
aw przypadku cholesterolu catkowitego i LDL-C pacjenci charakteryzowali si¢ stezeniami
nizszymi niz grupa LC (odpowiednio p = 0,039 ip <0,001) (Tabela 5.2). Nie wykryto
natomiast zadnego zwigzku pomigdzy OAGB a poziomem HDL-C.
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Tabela 5.1 Dane antropometryczne i parametry biochemiczne grupy kontrolnej (LC)
pacjentéw z otyloscia przed operacja OAGB (pre-OAGB) i pacjentéw 2 tygodnie
po operacji OAGB (FU1)

Istotno$¢ poréwnania

LC pre-OAGB FU1 pomiedzy grupami [p-wartos¢]
Parametr n=30 n=238 n=38 pre-OAGB  pre-OAGB FU1

vs LC vs FU1 vs LC

kobiety/mezczyzni 15/15 32/6 - - -

zT2DM/bez T2DM 0/30 13/25 - - -
Wiek [lata] 50,0 10,9 48,09 = 9,57 0,461 - 0,461
BMI [kg/m?] 24,9 + 2,68 37,1+2,73 33,8 +2,33 <0,001 <0,001 <0,001
TAG [mg/dl] 100 = 53,4 114 = 38,5 120+ 32,7 0,231 0,406 0,086
cholesterol [mg/dl] 218 + 44,0 206 £ 34,4 212+ 37,5 0,251 0,487 0,566
glukoza [mg/dl] 94,6 24,6 132+ 35,8 111 +20,7 <0,001 0,001 0,004
albumina (g/l) 45,7 + 2,99 42,8 + 3,60 49,9 + 4 45 <0,001 <0,001 <0,001
biatko catkowite [g/l] 72,6 £5,55 69,6 £ 6,11 78,4 +7,48 0,043 <0,001 <0,001

Na czerwono - p < 0,05. Skréty: BMI - indeks masy ciata, TAG - triacyloglicerole. Dane
uzyskane z Centralnego Laboratorium Klinicznego Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego
w Gdansku oraz dzieki uprzejmosci Katedry i Zaktadu Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego. Dane opublikowane [178].

Tabela 5.2 Dane antropometryczne i parametry biochemiczne grupy kontrolnej (LC)
pacjentéow z otyloscia przed operacja OAGB (pre-OAGB) i pacjentéw 6-9 miesiecy
po operacji OAGB (FU2)

Istotnos¢ poréwnania

LC pre-OAGB FU2 pomiedzy grupami [p-wartos¢]
Parametr n=29 n=46 n =46 pre-OAGB  pre-OAGB FU2
vs LC vs FU2 vs LC
kobiety/mezczyzni 12/17 39/7 - - -
zT2DM/bez T2DM 0/29 23/23 - - -
Wiek [lata] 49,7 11,3 48,6 10,6 0,685 - 0,685
BMI [kg/m?] 24,9 + 2,57 38,5 4,31 29,6 = 3,85 < 0,001 < 0,001 < 0,001
HbA1C [%] brak danych 579+0,88 524+047 - 0,003 -
TAG [mg/dl] 109 = 47,7 113+37,3 87,8 £26,7 0,772 0,006 0,080
HDL-C [mg/dl] 553+132 50,1+933 50,9+11,79 0,125 0,653 0,273
LDL-C [mg/dl] 128 41,7 114 £ 33,8 88,3 £253 0,241 0,027 <0,001
cholesterol [mg/dl] 208 = 44,5 201 £ 40,9 180 = 49,9 0,486 0,018 0,039
CRP [mg/I] 1,57 £1,22 1,65 +0,53 1,02 £ 0,55 0,769 0,011 0,075
albumina [g/I] 400x234 374x7,60 37,1+x245 0,135 0,832 <0,001
kreatynina [mg/dl] 0,86 £0,16 0,80 £0,22 0,71 0,17 0,246 <0,001 <0,001
glukoza [mg/dl] 93,1+9,36 111 %321 91,5112 0,004 <0,001 0,468
insulina [pU/ml] 9,11 £ 3,97 149785  7,72+6,49 0,002 <0,001 0,335
HOMA-IR 213%1,02 437+3,04 2,041,996 0,001 <0,001 0,804

Na czerwono - p < 0,05. Skréty: BMI - indeks masy ciata, CRP - biatko C reaktywne,
HbA1C - hemoglobina glikowana, HDL-C - cholesterol frakcji lipoprotein wysokiej gestosci,
HOMA-IR - wskaznik insulinoopornosci, LDL-C - cholesterol frakcji lipoprotein niskiej
gestosci, T2DM - cukrzyca typu 2, TAG - triacyloglicerole. Dane uzyskane z Centralnego
Laboratorium Klinicznego Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku oraz dzieki
uprzejmosci Katedry i Zaktadu Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Dane
opublikowane [181,201].
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5.1.2 ZMIANY PROFILU KWASOW TtUSZCZOWYCH U
PACJENTOW Z OTYLOSCIA

5.1.2.1 ZMIANY W PROFILU KWASOW TkUSZCZOWYCH W TKANCE
TrUSZCZOWEJ PACJENTOW Z OTYLOSCIA OLBRZYMIA

Podczas operacji OAGB od pacjentow z MO pobrane zostaly wycinki dwoch skupisk
tkanki ttuszczowej — VAT i SAT. Profil FA oznaczony technika GC-MS poréwnywano
pomiegdzy tymi dwoma rodzajami tkanki thuszczowej, w celu stwierdzenia jakie FA ro6znicuja
te tkanki. Ponadto, przeprowadzono poréwnanie profilu FA w VAT oraz w SAT pacjentow
z MO z VAT i SAT pobranymi od zdrowej, szczuptej grupy kontrolnej, aby wskaza¢ czy i jak
zawartos¢ FA w tkance tluszczowej zmienia si¢ W MO. Szczegotowy profil FA oznaczony
w dwoch skupiskach tkanki tluszczowej uczestnikow badania znajduje si¢ w tabeli
umieszczonej w Materiatach Uzupehiajacych (Tabela uzupeklniajaca 12.3), natomiast
zawarto$¢ gtownych grup FA w SAT i1 VAT pacjentéw z MO i grupy LC zostata podsumowana
na Rysunku 5.2.
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Rysunek 5.2 Zawartos¢ [%] gtéwnych grup kwaséw ttuszczowych w badanych
skupiskach tkanki ttuszczowej
*p <005 ** p <001, # p <0,001. LC - grupa kontrolna, MO - pacjenci z otytoscia
olbrzymig. Sumy procentowej zawartosci FA w catkowitej puli lipidéw w tkance ttuszczowej
podskornej (SAT) i otrzewnowej (VAT) FA nasyconych (SFA): o parzystej liczbie wegli
w tancuchu alifatycznym (ECFA), nieparzystych (OCFA) i rozgatezionych (BCFA), oraz FA
jedno- (MUFA) i wielonienasyconych (PUFA), szczegdtowy profil FA i n prébek zawarto

w Tabeli uzupetniajagcej 12.3 Dane opublikowane [60,202].

89



OZNACZANIE PROFILU KWASOW TEUSZCZOWYCH W LUDZKIM MATERIALE
BIOLOGICZNYM

Zgodnie z oczekiwaniami [90,131], w obu analizowanych skupiskach tkanki
thuszczowej MUFA byty grupa kwasow, ktorych zawarto$¢ w ekstraktach lipidowych byta
najwigksza i stanowita ok. 60% catkowitej zawartosci FA (Rysunek 5.2), a ponad 50%
zawartosci stanowit kwas 18:1, ktorego proporcja w VAT U os6b z MO byta wyzsza niz w SAT
(Tabela uzupelniajaca 12.3). Podobng zalezno$¢ zaobserwowano dla kwasu 16:1, ktérego
zawartos¢ w VAT byla istotnie wyzsza niz w SAT zar6wno u pacjentow z MO jak i w grupie
LC (Tabela uzupelniajaca 12.3). Obok diety, zrodtem kwasow 16:1 i 18:1 w organizmie jest
rowniez endogenna synteza przez SCD-1. Aktywno$¢ tego enzymu oceniano na podstawie
obliczonych indeksow desaturacji (DI, ang. desaturation index). DI 16:1/16:0 byt istotnie
wyzszy W VAT w porownaniu z SAT w obu badanych grupach (Tabela 5.3). DI 18:1/18:0 byt
podobny w VAT i SAT o0sob z MO i dla obu skupisk wyzszy w grupie pacjentow z MO niz
w grupie LC (Tabela 5.3). Potencjalnie wyzsza aktywnos¢ metaboliczng VAT w poréwnaniu
ZSAT u pacjentéw z MO sugerowala rowniez wyzsza zawartoscig dhugotancuchowych
I bardzo dlugotancuchowych MUFA i SFA (Tabela uzupekliajaca 12.3). Ocena aktywnosci
elongaz ELOVL 1, 3 i 6, ktorych substratami s3 MUFA i SFA [203] na podstawie stosunku
zawarto$ci odpowiednich produktéw do prekursorow (Tabela 5.3), wskazata na istotnie

podniesiong aktywnos$¢ tychze enzymoéw w VAT pacjentow z MO.

Wsréd SFA, oprocz wspomnianych dlugotancuchowych FA, istotng obserwacja byta
nizsza zawarto$¢ BCFA w VAT pacjentow z MO w poréwnaniu z VAT 0s6b o prawidlowym
BMI (Rysunek 5.2 oraz Tabela uzupekliajaca 12.3). W polgczeniu z zaobserwowanym
wyzszym stgzeniem BCAA w surowicy pacjentow z MO (Tabela 5.6), sugerowato to nizsza
intensywno$¢ katabolizmu BCAA w VAT pacjentow z MO. Hipoteza ta zostata rozwinigta

w sekcji 5.1.3.4.

Analiza profilu FA w badanej tkance ujawnita rowniez istotne zaburzenia w profilach
PUFA (Tabela uzupekiajaca 12.3). W poréwnaniu z LC, pacjenci z MO charakteryzowali si¢
wyzszg zawartoscig PUFA n-3 i n-6 w VAT oraz PUFA n-3 w SAT (Rysunek 5.2). Ponadto,
poréwnanie pomiedzy dwoma skupiskami tkanki tluszczowej wykazato istotne roznice
w zawartosci poszczegdlnych PUFA pomigdzy VAT i1 SAT pacjentow z MO, czego nie
zaobserwowano pomiedzy VAT i SAT pobranych od grupy LC (Tabela uzupelniajaca 12.3).
Ocena aktywno$ci enzymow metabolizujacych PUFA sugerowata, ze U pacjentéw z MO
zachodzi intensywniejsza elongacja PUFA (wyzsze indeksy aktywnosci ELOVL 2 1 5;
Tabela 5.3) w VAT. Natomiast SAT charakteryzowal si¢ wyzszymi indeksami aktywnosci
desaturaz PUFA (Tabela 5.3). Nizsza zawarto§¢ w VAT niz w SAT pacjentow z MO kwasoéw
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ARA, DGLA i EPA (Tabela uzupekiajaca 12.3) moze rowniez wskazywaé na zuzywanie

tychze kwasoéw do produkcji oksylipin. Ta §ciezka badawcza zostata rozwinigta w sekcji 5.2.
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5.1.2.2 WPLYW DIETY PRZYGOTOWUJACEJ DO ZABIEGU OAGB NA
PROFIL KWASOW TkUSZCZOWYCH W SUROWICY

Przed przystgpieniem do zabiegu OAGB, pacjentom z MO zalecane jest przestrzeganie

diety redukcyjnej, ktora przygotowuje do zabiegu bariatrycznego (opis zalecen zawarty zostat
w rozdziale Materiaty i Metody, sekcja 4.2.1.2). Dlatego, aby okresli¢ wptyw diety redukcyjnej
na efekty leczenia za pomoca OAGB na profil FA, analiz¢ FA technika GC-MS wykonano
W surowicy pacjentow przed rozpoczeciem diety redukcyjnej przygotowujacej do OAGB
(punkt badania INI). Szczegdtowy profil FA zostal umieszone w Materiatach Uzupetiajacych
(Tabela uzupekliajaca 12.4), wyniki poréwnane zostaly z profilami FA w sparowanych
probkach pre-OAGB, czyli w surowicy pobieranej od tej samej grupy pacjentdéw w dniu
wykonywania zabiegu OAGB (Tabela uzupekiajaca 12.4 oraz podsumowanie gtéwnych grup
FA — Rysunek 5.3).

Pacjenci w punkcie INI charakteryzowali si¢ wyzsza procentowg zawarto$cig SFA
(Rysunek 5.3) w surowicy w porownaniu z punktem pre-OAGB, rdéznice te byly istotne
statystycznie dla prawie wszystkich oznaczonych parzystowgglowych SFA (ECFA,
ang. even-chain fatty acids), z wyjatkiem kwasu 12:0 oraz 16:0, ktérego zawarto$¢ w surowicy
INI byla nieznacznie wyzsza (Tabela uzupelniajaca 12.4). Nie zaobserwowano natomiast
zadnej zaleznosci pomiedzy dieta redukcyjng a zawartoscia OCFA (Tabela
uzupelniajaca 12.4). Dieta redukcyjna nie miata réwniez znaczacego wpltywu na poziom
BCFA w surowicy pacjentow. Jedynym kwasem z tej grupy, dla ktorego wykryto istotne
roéznice byt izo 15:0, ktérego poziom obnizal si¢ w surowicy pacjentdéw po wdrozeniu diety
przygotowujacej do OAGB (Tabela uzupelniajaca 12.4). Catkowity poziom MUFA w
surowicy po diecie redukcyjnej (punkt pre-OAGB) byt obnizony w poréwnaniu z zawarto$cia
wyjsciowa (punkt INI) (Rysunek 5.3). Obnizenie zawartosci catkowitych MUFA zwigzane
byto z istotnie nizszg zawartoscig kwasu 18:1 (p < 0,001, Tabela uzupelniajaca 12.4), ktory
stanowit ~ 88% catkowitych MUFA w surowicy. Po diecie redukcyjnej w surowicy pacjentow
z MO zmniejszyt si¢ stosunek SFA/MUFA (z 1,04 + 0,11 do 0,97 + 0,10, p < 0,001), co
odzwierciedla rekomendowane zmniejszenie proporcji SFA w diecie [204]. W surowicy
pacjentow w punkcie INI zawarto$¢ niezbednych PUFA - ALA i LA byla wyzsza niz w dniu
zabiegu (pre-OAGB) (Tabela uzupelniajaca 12.4). Po zastosowaniu diety redukcyjnej trend
zawartosCi PUFA n-6 byl malejacy (p > 0,05), natomiast poziom PUFA n-3 wykazywat
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nieznaczng tendencj¢ wzrastajacg (p > 0,05). Dieta nie miata réwniez wptywu na stosunek

PUFA n-6 do PUFA n-3 w surowicy (INI — 12,0 + 3,15, pre-OAGB 11,9 + 5,52, p = 0,893).

A \NI OP*GB

B PUFA n-3 C PUFA n-6
<507 <407
T £
= X301
2,5 1 [ 20 -
10 A
0,0 - 0 -
INI  pre-OAGB INI  pre-OAGB

Rysunek 5.3 Zawartos¢ [%] giownych grup kwaséw ttuszczowych w surowicy
pacjentéw z otyloscia olbrzymia
A - zawartosc procentowa nasyconych (SFA), jednonienasyconych (MUFA) i
wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (PUFA) w surowicy; B - zawartos¢ procentowa
PUFA serii n-3; € - zawartos$¢ procentowa PUFA serii n-3. * p < 0,05, ** p < 0,01. INI -
surowica pacjentéw przed rozpoczeciem diety redukcyjnej przygotowujgcej do zabiegu
OAGSB, pre-OAGB - surowica pacjentéw tuz przed operacjg OAGB. N = 34, prébki
sparowane. Petny profil FA i n préobek zawarto w Tabeli uzupetniajgcej 12.4. Rysunek
wtasny, dane nieopublikowane.

5.1.3 WPLYW OAGB NA PROFIL | METABOLIZM KWASOW
TLUSZCZOWYCH U PACJENTOW Z OTYLOSCIA

5.1.3.1 KROTKOTERMINOWY WPFYW OAGB NA PROFIL KWASOW
TrUSZCZOWYCH W SUROWICY PACJENTOW Z OTYkOSCIA
OLBRZYMIA

FA oznaczono w surowicy krwi pacjentéw, ktora byla pobrana 2 tygodnie

po przeprowadzeniu operacji OAGB — FU1, podczas wizyty kontrolnej. W tym punkcie
czasowym trwa gojenie si¢ ran operacyjnych, a pacjenci przestrzegaja diety z duzg restrykcja
kaloryczng (sekcja 4.2.1.2). W Tabeli 5.4 zaprezentowano szczegdtowy profil FA catkowitych

w surowicy pacjentow punkcie FU1 oraz jego poréwnanie profilami FA w surowicy pacjentow
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z MO pre-OAGB oraz zdrowej grupy kontrolnej; natomiast zsumowana procentowa zawarto$¢
FA nalezacych do réznych grup, przedstawiona zostata w postaci wykresoéw ramka-wasy
(Rysunek 5.4). Profil FA w surowicy pacjentow w punkcie FU1 charakteryzowat si¢ licznymi
réznicami w porownaniu zarowno z grupg kontrolna, jak i poziomem FA przed operacjag OAGB
(Tabela 5.4). Nie odnotowano jednak zadnego wpltywu leczenia na ogoélny poziom SFA
W surowicy poréwnujac pacjentow pre-OAGB 1w punkcie FU1 (odpowiednio 33,2 + 1,93
i 33,7+ 1,77, p =0,211) oraz MUFA (Rysunek 5.4).

ECFA OCFA BCFA
<40 0.0 4 £ o7 { izo BCFA
& ad £ # T
*% # B #
38 0,81 064 —— #
0,3
36 0,7 0.5
0,2 7
34 0,6 0,4
0,1 7
32 0,5 0,3
— anteizo BCFA
30 0,4 0,2 = 4
03—
28 0.3 0.1 —
0,2
MUFA PUFA n-3 PUFA n-6
< < <
40
545 | # :\.i" 7 :ZI;. 01
_#
6 35
40
7 ¥* 30
35 4
25
30 * LC
2 207 ek pre-OAGB
# FU1
25 i *p < 0,05
! 15 *% p <0,01
#p < 0,001

Rysunek 5.4 Zawartos¢ [%] gtownych grup kwasow ttuszczowych w surowicy grupy
kontrolnej (LC) pacjentéw z otyloscia przed operacja OAGB (pre-OAGB) i pacjentéw
2 tygodnie po operacji OAGB (FU1).

Sumy procentowej zawartosci FA w catkowitej puli lipidéw. FA nasycone: o parzystej
liczbie wegli w tancuchu alifatycznym (ECFA), nieparzyste (OCFA) i rozgatezione (BCFA),
oraz FA jedno- (MUFA) i wielonienasyconych (PUFA), szczegdtowy profil FA i n prébek
zawarto w Tabeli 5.4. Dane opublikowane [178].
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Tabela 5.4 Profil kwaséw tluszczowych [% zawartosci] oznaczony za pomoca GC-MS w surowicy grupy kontrolnej (LC) pacjentow
z otyloscia przed operacja OAGB (pre-OAGB) i pacjentéw 2 tygodnie po operacji OAGB (FU1)

LC pre-OAGB FU1 Istotnos¢ poréwnania pomiedzy grupami [p-wartos¢]
FA n=30 n=38 n=38 pre-OAGB vs LC pre-OAGB vs FU1 LC vs FU1
ECFA:
10:0 0,020 = 0,008 0,069 + 0,132 0,008 + 0,006 0,029 0,007 <0,001
12:0 0,243 +0,110 0,137 £ 0,092 0,098 + 0,056 <0,001 0,030 <0,001
14:0 1,18 +£ 0,302 0,997 £ 0,304 0,801 £ 0,265 0,010 0,005 <0,001
16:0 23,2177 24,6 £ 1,75 26,1 1,46 0,001 <0,001 <0,001
18:0 7,30+0,719 6,19 £ 0,604 5,52 +0,799 <0,001 <0,001 <0,001
20:0 0,078 £ 0,022 0,093 = 0,024 0,093 = 0,025 0,006 0,960 0,006
22:0 0,153 £ 0,056 0,158 = 0,041 0,139 £ 0,029 0,668 0,017 0,186
24:0 0,142 £ 0,042 0,139 £ 0,035 0,122 £ 0,031 0,726 0,008 0,018
OCFA:
11:0 0,014 + 0,006 0,006 = 0,003 0,005 = 0,003 <0,001 0,254 <0,001
13:0 0,028 £0,012 0,015 = 0,007 0,013 £ 0,006 <0,001 0,132 <0,001
15:0 0,233 £ 0,051 0,256 = 0,057 0,244 + 0,065 0,073 0,334 0,417
17:0 0,254 + 0,041 0,242 + 0,041 0,218 £ 0,038 0,226 <0,001 <0,001
19:0 0,033+0,013 0,015+ 0,006 0,014 £ 0,006 <0,001 0,361 <0,001
21:0 0,015+ 0,011 0,014 £ 0,008 0,011 £ 0,006 0,424 0,041 0,019
23:0 0,059 £ 0,022 0,055 = 0,021 0,042 0,014 0,423 <0,001 <0,001
BCFA:
4,8,12-M-13:0 0,011 £ 0,007 0,011 = 0,004 0,012 £ 0,008 0,632 0,456 0,778
anteizo 15:0 0,046 + 0,014 0,026 = 0,011 0,029 + 0,013 <0,001 0,275 <0,001
anteizo 17:0 0,118 £ 0,044 0,067 £ 0,028 0,054 + 0,027 <0,001 0,023 <0,001
anteizo 19:0 0,029 + 0,009 0,027 + 0,009 0,037 +0,018 0,220 0,003 0,030
anteizo 23:0 0,009 = 0,005 0,013 = 0,009 0,013 0,015 0,027 0,857 0,105
izo 14:0 0,009 + 0,004 0,008 = 0,003 0,010 £ 0,006 0,187 0,146 0,633
izo 15:0 0,033+0,014 0,020 = 0,009 0,017 £ 0,007 <0,001 0,183 <0,001




96

Tabela 5.4 (c.d) Profil kwasow ttuszczowych [% zawartosci] oznaczony za pomoca GC-MS w surowicy grupy kontrolnej (LC)
pacjentéw z otyloscia przed operacja OAGB (pre-OAGB) i pacjentéw 2 tygodnie po operacji OAGB (FU1)

izo 16:0 0,074 + 0,018 0,042 £ 0,015 0,036 £0,016 <0,001 0,049 <0,001
izo 17:0 0,086 = 0,032 0,067 = 0,022 0,061 = 0,020 0,004 0,055 <0,001
izo 22:0 0,003 £ 0,000 0,009 + 0,006 0,012+ 0,014 <0,001 0,258 0,001
CPOA2H 0,167 £ 0,034 0,146 = 0,041 0,137 = 0,041 0,016 0,267 0,001
MUFA:
14:1 0,072 £ 0,031 0,057 = 0,035 0,046 + 0,027 0,051 0,063 <0,001
16:1 3,02 +0,968 3,50+ 1,00 3,43 £1,14 0,035 0,623 0,092
18:1 26,6 + 3,09 292+ 3,14 29,9 + 2,47 <0,001 0,184 <0,001
19:1 0,027 £ 0,011 0,019 £ 0,008 0,021 £ 0,007 <0,001 0,233 0,003
20:1 0,174 £ 0,038 0,150 = 0,051 0,118 = 0,027 0,024 0,001 <0,001
22:1 0,034 £ 0,023 0,019 £ 0,009 0,018 £ 0,009 <0,001 0,537 <0,001
24:1 0,228 + 0,098 0,289 + 0,098 0,408 = 0,102 0,008 <0,001 <0,001
PUFA n-6:
18:2 n-6 (LA) 26,2 + 3,85 23,0 = 3,21 20,6 + 2,79 <0,001 <0,001 <0,001
20:4 n-6 (ARA) 561=1,15 6,20 = 2,00 7,852,112 0,118 <0,001 <0,001
20:3 n-6 (DGLA) 1,16 + 0,231 1,13+ 0,320 0,903 = 0,265 0,639 <0,001 <0,001
20:2 n-6 (EDA) 0,163 0,033 0,108 = 0,032 0,095 + 0,031 <0,001 0,019 <0,001
22:5n-6 (n-6 DPA) 0,059 £ 0,026 0,068 + 0,036 0,058 = 0,061 0,201 0,339 0,978
22:4 n-6 (AdA) 0,100 = 0,027 0,116 £ 0,028 0,140 £ 0,040 0,013 <0,001 <0,001
PUFA n-3:
18:3 n-3 (ALA) 0,344 £ 0,106 0,239 +0,115 0,152 = 0,101 <0,001 <0,001 <0,001
20:5 n-3 (EPA) 1,090,717 0,760 = 0,451 0,541 + 0,183 0,018 0,001 <0,001
20:4 n-3 (ETA) 0,102 +£ 0,028 0,058 = 0,021 0,043 + 0,022 <0,001 <0,001 <0,001
22:6 n-3 (DHA) 1,14 £ 0,436 1,36 +0,535 1,42 = 0,387 0,053 0,445 0,004
22:5n-3 (n-3 DPA) 0,288 + 0,051 0,339 + 0,088 0,390 £ 0,093 0,003 <0,001 <0,001
PUFA n-6 / PUFA n-3 12,3+3,74 12,6 £5,13 12,2 +3,18 0,795 0,648 0,892

Na czerwono - p < 0,05. CPOA2H - kwas cis-9,10-metylenoheksadekanowy. Nazwy kwaséw wielonienasyconych i rozgatezionych zgodne
z tabelami (odpowiednio Tabela 1.1 oraz Tabela 2.4). Dane opublikowane [178].
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Kroétko po OAGB u pacjentow z MO nastgpowalo obnizenie catkowitej procentowe;j
zawartosci OCFA 1 PUFA n-3 (Rysunek 5.4). Pacjenci w punkcie FU1 charakteryzowali si¢
najnizszym poziomem wszystkich oznaczonych OCFA (o dlugosci tancucha 11-23 atomow
wegla) z wyjatkiem kwasu 15:0, natomiast zmniejszenie ich zawarto$ci w surowicy pacjentow
bariatrycznych po operacji byto istotne statystycznie dla kwasow 17:0,21:0123:0 (Tabela 5.4).
Nie zaobserwowano znaczacej réznicy pomiedzy poziomem BCFA pomiedzy pacjentami
przed i po operacji. Jednakze poziom tych grup FA w surowicy, byl nizszy w porownaniu z LC

U pacjentow z MO, zarowno pre-OAGB jak i w punkcie FU1 (Rysunek 5.4).

Procentowa zawarto$¢ niezb¢dnych PUFA — ALA 1 LA w punkcie FUI byla znacznie
nizsza zar6wno w porOwnaniu z warto$ciami przedoperacyjnymi (obnizenie 0 odpowiednio
36,4% i 10,4%), a takze w porownaniu z LC (nizsza o odpowiednio (55,8% i 21,4%). Dwa
tygodnie po OAGB pacjenci charakteryzowali si¢ roOwniez najnizsza zawarto$cig
dwudziestoweglowych  PUFA  n-3: EPA ikwasu eikozatetraenowego (ETA,
ang. eicosatetraenoic ~ acid) w  surowicy irelatywnie = wyzszymi  poziomami
dwudziestodwuwgglowych PUFA n-3 (DHA i kwasu dokozapentaenowego n-3: 22:5 n-3;
n-3 DPA, ang. docosapentaenoic acid n-3), zarowno w poréwnaniu z pre-OAGB, oraz z LC
(Tabela 5.4). Zalezno$¢ ta sugeruje mozliwg wigksza aktywno$¢ enzymow wydtuzajacych
dhugotancuchowe PUFA, potencjalnie ELOVLS, ktorego preferencyjnym substratem jest
PUFA n-3 [205]. Pacjenci z MO w punktach pre-OAGB i w FU1, charakteryzowali si¢ nizszg
zawartoscig catkowitych PUFA n-6 w surowicy niz LC. W punkcie FU1 zawarto$¢ ta byla
jeszcze nizsza niz przed operacja, jednak roznica ta nie byla istotna statystycznie
(Rysunek 5.4). Oprocz wspomnianej niskiej zawartosci niezbednego LA, zaobserwowano
rowniez znaczaco (w poréwnaniach vs LC iVvs pre-OAGB) nizsze poziomy substratow do
syntezy ARA, czyli DGLA i kwasu eikozadienowego 20:2 n-6 (EDA, ang. eicosadienoic acid)
[206]. Zawartos¢ ARA w surowicy pacjentow z MO byla istotnie wyzsza niz w surowicy LC,
przy czym po operacji rosta ona znaczgco, nie zaobserwowano jednak roznicy w stosunku
PUFA n-6 do PUFA n-3 pomi¢dzy badanymi grupami (Tabela 5.4).

5.1.3.2 DLUGOTERMINOWY WPEYW LECZENIA BARIATRYCZNEGO
NA PROFIL KWASOW TkUSZCZOWYCH

Szczegotowy profil FA catkowitych lipidow w surowicy pacjentdow zostal nastepnie
oznaczony 6-9 miesiecy po operacji OAGB (FU2), czyli po czasie, w ktorym przewod

pokarmowy zagoil si¢ 1 zaadaptowal do wprowadzonych operacyjnie zmian anatomicznych,
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a pacjenci moga spozywaé wszystkie rodzaje produktow pokarmowych. [55]. W Tabeli 5.5
przedstawiono szczegdtowy profil FA w punkcie FU2, a catkowita zawarto$¢ procentowa

glownych grup FA zostala przedstawiona na Rysunku 5.5.
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Rysunek 5.5 Zawartos¢ [%] gtéwnych grup kwaséw ttuszczowych w surowicy grupy
kontrolnej (LC) pacjentéw z otyloscia przed operacja OAGB (pre-OAGB) i pacjentéw
6-9 miesiecy po operacji OAGB (FU2)

Sumy procentowej zawartosci FA w catkowitej puli lipidéw. FA nasycone: o parzystej
liczbie wegli w tancuchu alifatycznym (ECFA), nieparzyste (OCFA) i rozgatezione (BCFA),
oraz FA jedno- (MUFA) i wielonienasyconych (PUFA). Szczegdtowy profil FA i n prébek
zawarto w Tabeli 5.5. Dane opublikowane [201,202].
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Tabela 5.5 Profil kwaséw tluszczowych [% zawartosci] oznaczony za pomoca GC-MS w surowicy grupy kontrolnej (LC) pacjentéw
z otyloscia przed operacja OAGB (pre-OAGB) i pacjentow 6-9 miesiecy po operacji OAGB (FU2)

LC pre-OAGB FU2 Istotnos¢ poréwnania pomiedzy grupami [p-wartos¢]
FA n=29 n=46 n=46 pre-OAGB vs LC pre-OAGB vs FU2 LC vs FU2
ECFA:
10:0 0,021 + 0,001 0,027 £ 0,006 0,009 = 0,001 0,278 0,003 < 0,001
12:0 0,223 +0,018 0,090 =+ 0,006 0,157 0,018 < 0,001 < 0,001 0,009
14:0 1,16 = 0,057 0,78 = 0,044 1,13 0,067 < 0,001 < 0,001 0,678
16:0 23,0+ 0,347 25,0+ 0,255 24,6 £ 0,272 < 0,001 0,084 0,001
18:0 7,200,137 6,26 = 0,087 6,45 = 0,097 < 0,001 0,016 < 0,001
20:0 0,078 = 0,004 0,092 = 0,003 0,090 = 0,004 0,013 0,762 0,029
22:0 0,151+ 0,010 0,158 + 0,006 0,125 = 0,004 0,574 < 0,001 0,019
24:0 0,142 = 0,008 0,120 £ 0,005 0,096 = 0,005 0,017 < 0,001 < 0,001
OCFA:
11:0 0,014 + 0,001 0,006 = 0,001 0,005 + < 0,001 < 0,001 0,085 < 0,001
13:0 0,028 = 0,002 0,015 = 0,001 0,015 = 0,001 < 0,001 0,679 < 0,001
15:0 0,237 +0,010 0,228 + 0,008 0,268 £ 0,012 0,493 < 0,001 0,060
17:0 0,259 = 0,007 0,239 + 0,006 0,247 + 0,008 0,034 0,201 0,278
19:0 0,034 = 0,003 0,019 = 0,001 0,021 £ 0,001 < 0,001 0,473 < 0,001
21:0 0,015 £ 0,002 0,013 = 0,001 0,011 = 0,001 0,274 0,307 0,081
23:0 0,057 + 0,004 0,057 £ 0,003 0,038 = 0,002 0,968 < 0,001 < 0,001
BCFA:
4,8,12-M-13:0 0,011 + 0,001 0,010 = 0,001 0,014 = 0,002 0,680 0,050 0,162
anteizo 15:0 0,045 = 0,003 0,027 = 0,002 0,043 = 0,003 < 0,001 < 0,001 0,562
anteizo 17:0 0,120 = 0,007 0,065 = 0,004 0,093 + 0,006 < 0,001 < 0,001 0,005
anteizo 19:0 0,030 £ 0,002 0,030 = 0,002 0,040 = 0,002 0,749 < 0,001 < 0,001
anteizo 23:0 0,008 = 0,001 0,013 = 0,001 0,015 = 0,001 < 0,001 0,063 < 0,001
izo 14:0 0,009 = 0,001 0,008 = 0,001 0,008 = 0,001 0,497 0,575 0,191
izo 15:0 0,032 £ 0,002 0,022 + 0,002 0,027 = 0,002 0,001 0,018 0,070
izo 16:0 0,075 £ 0,003 0,040 = 0,002 0,056 = 0,003 < 0,001 < 0,001 < 0,001
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Tabela 5.5 (c.d.) Profil kwaséw ttuszczowych [% zawartosci] oznaczony za pomoca GC-MS w surowicy grupy kontrolnej (LC)

pacjentéw z otyloscia przed operacja OAGB (pre-OAGB) i pacjentéw 6-9 miesiecy po operacji OAGB (FU2)

LC pre-OAGB FU2 Istotno$¢ poréwnania pomiedzy grupami [p-wartos¢]
FA n=29 n=46 n=46 pre-OAGB vs LC pre-OAGB vs FU2 LC vs FU2
izo 17:0 0,089 + 0,006 0,072 = 0,004 0,090 = 0,005 0,015 < 0,001 0,885
izo 22:0 0,003 + < 0,001 0,009 + 0,001 0,010 £ 0,001 < 0,001 0,032 < 0,001
CPOA2H 0,164 + 0,006 0,155 + 0,005 0,163 £ 0,009 0,213 0,307 0,862
MUFA:
14:1 0,072 + 0,006 0,042 + 0,003 0,065 + 0,007 < 0,001 < 0,001 0,498
16:1 2,84 +0,146 2,99 +0,112 3,34 +0,137 0,400 0,002 0,013
18:1 26,5+0,576 29,8 + 0,369 30,2 +0,398 < 0,001 0,290 < 0,001
19:1 0,027 = 0,002 0,023 = 0,001 0,025 + 0,002 0,149 0,329 0,496
20:1 0,175 + 0,006 0,158 = 0,006 0,139 = 0,004 0,046 0,002 < 0,001
22:1 0,035 = 0,005 0,016 = 0,001 0,017 = 0,001 < 0,001 0,645 0,001
24:1 0,232 + 0,020 0,257 £ 0,015 0,332+0,014 0,317 < 0,001 < 0,001
PUFA n-6:
18:2 n-6 (LA) 26,9 0,668 23,2+0,525 22,7 £ 0,548 < 0,001 0,284 < 0,001
20:4 n-6 (ARA) 553+0,219 6,17 £ 0,268 5,62 +0,188 0,069 0,008 0,745
20:3 n-6 (DGLA) 1,130,046 1,030,035 1,130,037 0,067 0,008 0,923
20:2 n-6 (EDA) 0,167 = 0,006 0,123 £ 0,005 0,148 = 0,004 < 0,001 < 0,001 0,016
22:5 n-6 (n-6 DPA) 0,061 = 0,005 0,056 = 0,007 0,060 = 0,005 0,570 0,367 0,948
22:4 n-6 (AdA) 0,099 + 0,006 0,103 = 0,004 0,134 + 0,023 0,582 0,192 0,143
PUFA n-6:
18:3 n-3 (ALA) 0,323+ 0,016 0,201 = 0,014 0,218 0,012 < 0,001 0,203 < 0,001
20:5 n-3 (EPA) 1,09 £0,152 0,69 + 0,049 0,62 +0,035 0,017 0,190 0,005
20:4 n-3 (ETA) 0,100 + 0,006 0,050 = 0,003 0,042 + 0,003 < 0,001 0,002 < 0,001
22:6 n-3 (DHA) 1,17 £ 0,087 1,25 + 0,058 1,09 = 0,047 0,466 0,001 0,399
22:5n-3 (n-3 DPA) 0,286 + 0,010 0,296 = 0,011 0,329 +£0,013 0,537 0,001 0,013
PUFA n-6 / PUFA n-3 12.8 £ 3.98 13.3+4.08 13.6 £3.72 0.609 0.520 0.374

Na czerwono - p < 0,05. CPOA2H - kwas cis-9,10-metylenoheksadekanowy. Nazwy kwaséw wielonienasyconych i rozgatezionych zgodne

z tabelami (odpowiednio Tabela 1.2 oraz Tabela 2.4). Dane opublikowane [201].



OZNACZANIE PROFILU KWASOW TkUSZCZOWYCH W LUDZKIM MATERIALE
BIOLOGICZNYM

Nie odnotowano istotnych réznic w zawartosci ECFA w surowicy pomigdzy
wszystkimi porownywanymi grupami (LC, pre-OAGB i FU2). Zaobserwowane roznice
catkowitej zawartosci MUFA byly analogiczne do wynikow uzyskanych dla FU1
(Rysunek 5.4), tj. pacjenci przed i po operacji charakteryzowali si¢ wyzszg zawartoScig MUFA
w surowicy niz LC (Rysunek 5.5).

Zawartos¢ catkowitych OCFA w surowicy pacjentow FU2 wykazywata nieznaczng
tendencj¢ do wzrostu w poréwnaniu z pre-OAGB (brak istotnos$ci statystycznej, Rysunek 5.5).
W przeciwienstwie do punktu FU1 (Tabela 5.4), porownanie sparowanych probek pacjentow
w FU2 wykazato istotnie podwyzszony poziom kwasu 15:0, zachowany zostal natomiast
obnizony poziom 23:0 (Tabela 5.5). Wiele wykrytych réznic pomigdzy surowicg pre-OAGB
a FU2 dotyczyto kwasow rozgatezionych — anteizo BCFA 0 15-19 weglowych tancuchach oraz
izo BCFA 0 15-22 weglowych tancuchach (Tabela 5.5). Catkowita zawartos¢ BCFA, iz0
BCFA i anteizo BCFA w surowicy w punkcie FU2 byla wyzsza niz u pacjentow pre-OAGB

i zblizona do 0s6b o prawidtowej masie ciata.

Surowica pacjentoéw w punkcie FU2 charakteryzowata si¢ wyzszg zawarto$ciag ARA niz
pre-OAGB (Tabela 5.5). Nie wykryto natomiast roznic w przed i pooperacyjnej zawartosci
niezbednych PUFA, co zaobserwowano wczesniej dla punktu FU1 (Tabela 5.4). Zawarto$¢
PUFA n-3 w surowicy pacjentoéw w punkcie FU2 byta nizsza niz przed OAGB (Rysunek 5.5).
Pacjenci w punkcie FU2 charakteryzowali si¢ nizszym poziomem DHA niz przed operacja
(Tabela 5.5). W przeciwienstwie do FU1 (Tabela 5.4), nie zaobserwowano roznic pomigdzy
zawarto$cia EPA u pacjentdw, jednakze poziom tego kwasu nadal byl nizszy niz zawarto$¢
oznaczona W surowicy LC. Nie zaobserwowano rdwniez istotnych roznic pomiedzy
stosunkiem zawartosci PUFA n-6 do PUFA n-3 w surowicy LC, pre-OAGB i FU2 (Tabela 5.5,
do analizy uzyto nieparametrycznej ANOVA Kruskal-Wallisa H = 0,63, df = 2, p = 0,730).

W surowicy pacjentow w punkcie FU2 zaobserwowano mniej réznic w zawartos$ci
poszczegblnych FA w surowicy w stosunku do grupy LC (Tabela 5.5), niz poréwnujac punkt
FU1 vs LC (Tabela 5.5). Pojawito si¢ pytanie: czy profil FA oznaczone w surowicach
pacjentow w punkcie FU2 normalizuje si¢ do profilu oznaczonych w surowicy grupy LC?
Aby na nie odpowiedzie¢, przeprowadzono analize¢ PCA, ktora umozliwita kompresje¢ zbioru
danych z wieloma zmiennymi (petny profil FA), i zwizualizowanie wzajemnego podobienstwa
badanych grup. W modelu PCA (Rysunek 5.6A) grupy LC byta cz¢éciowo odseparowana od
pacjentow z MO na ptaszczyznie PC1 (20,9% catkowitej wariancji) i PC3 (9,0% calkowite]
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wariancji), udzial tych sktadowych w wyjasnionej zmienno$ci pomiedzy grupami zostal
podsumowany w tabeli zawartej w Materiatach Uzupetniajacych (Tabela uzupelniajaca 12.5).
Zawarto$¢ w surowicy FA izo 22:0, anteizo 23:0, 20:0 i24:1 oraz 11:0 i 18:0 byty
najwazniejszymi zmiennymi przyczyniajagcymi si¢ istotnie do oddzielenia grupy LC
od pacjentow z MO, co zilustrowano na wykresie zmiennych (Rysunek 5.6B). Zmienne
sa reprezentowane w postaci wektora tadunkéw, ktorego kierunek i dtugos$¢ okresla wptyw
poszczegblnych zmiennych na gtéwne sktadowe. Przyktadowo: wektor dla izo 22:0 skierowany

w gore wskazuje duzy udzial zawartosci tego FA w sktadowg PC3.

Na podstawie pelnego profilu FA w surowicy nie udato si¢ oddzieli¢ pacjentow pre-
OAGB oraz FU2. Analiza PCA uwidocznita takze wysoka wariancje petnego profilu
calkowitych FA w grupie FU2 (Rysunek 5.6A).
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Rysunek 5.6 Wyniki analizy PCA na podstawie petnego profilu kwaséw ttuszczowych
w surowicy grupy kontrolnej (LC) pacjentéw z otyloscia przed operacja OAGB (pre-
OAGB) i pacjentéow 6-9 miesiecy po operacji OAGB (FU2)

A - wykres obserwacji, B- wykres zmiennych. * - zmienne rézniace sieg istotnie (p < 0,01)
w poréownaniu LC (n = 29) vs pre-OAGB (n = 46) lub LC vs FU2 (n = 46); ** - zmienne
réznigce sie istotnie (p < 0,01) pomiedzy pre-OAGB i FU2; na czerwono - zmienne o
najwiekszym udziale w sktadowej 1 (PC1), na niebiesko - zmienne o najwiekszym udziale
w sktadowej 3 (PC3 Dane opublikowane [201].

Brak réznicowania si¢ grup pacjentow pre-OAGB i1 FU2 na podstawie petnego profilu
FA w surowicy potwierdzono wykonujac analize¢ PCA osobno dla par grup badawczych
(Rysunek 5.7). Projekcja zmiennych na plaszczyzng czynnikow dla PC1 i PC3 dla grup: LC
I pre-OAGB (Rysunek 5.7A, 44,7% skumulowanej wyjasnionej wariancji) oraz LC i FU2

102



OZNACZANIE PROFILU KWASOW TkUSZCZOWYCH W LUDZKIM MATERIALE
BIOLOGICZNYM

(Rysunek 5.7B 48,6% skumulowanej wyjasnionej wariancji), wskazata, jak uprzednio,
tendencj¢ do odseparowywania si¢ LC od pacjentéw z MO, mimo duzej wariancji w zbiorze
danych. W modelu PCA dla sparowanych prébek pre-OAGB i FU2 (Rysunek 5.7C) pelny
profil FA wsurowicy nie pozwalal na odseparowanie grup. Roznicowania grup
nie zaobserwowano rowniez w analizie uwzgledniajacej punkty pobrania krwi od pacjentow —

pre-OAGB, FU1 i FU2 (Rysunek uzupelniajacy 12.2).
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Rysunek 5.7 Wyniki analizy PCA na podstawie petnego profilu kwaséw tluszczowych
w surowicy dla par grup badawczych
A - grupa kontrolna (LC, n = 29) vs. Pacjenci z otytoscia przed operacjg OAGB (pre-OAGB,
n = 46); B - LC vs. Pacjenci 6-92 miesiecy po operacji OAGB (FU2, n = 46);
C - pre-OAGB vs. FU2. Dane opublikowane [201].

5.1.3.3 TRENDY ZMIAN W PROFILACH KWASOW TkUSZCZOWYCH PO
OPERACJI BARIATRYCZNEJ

Zmiany w profilach FA w surowicy pacjentow zaobserwowane w pordwnaniach
punktéw pre-OAGB vs FU1 oraz pre-OAGB vs FU2, sugerowatly, ze zawarto$¢ niektorych
bioaktywnych, potencjalnie dobroczynnych grup FA tzn. OCFA i BCFA obniza si¢ W okresie
rekonwalescencji po operacji (FU1) i podnosi si¢ po dtuzszym czasie od przeprowadzonego
zabiegu (FU2). Ponadto, zmiany zapoczatkowane leczeniem bariatrycznym wydawaty si¢ nie
wptywaé¢ na zawarto§¢ PUFA w surowicy krwi pacjentow z MO. Aby potwierdzié
te obserwacje w grupie 13 pacjentow, od ktorych surowice udato uzyskac sie przed operacja
oraz w obu punktach czasowych po operacji, przeprowadzono analize wariancji RM ANOVA
z powtarzanymi pomiarami, co umozliwia zobrazowanie efektu czasu niwelujac wariancje

osobnicze pomig¢dzy poszczegdlnymi pacjentami.

Réznice w $rednich warto$ciach oznaczonych w surowicy FA wystepowaty dla grup

anteizo BCFA (F(2, 12) = 12,939, p < 0,001), catkowitych BCFA (F(2,12) = 16,494, p < 0,001).
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Roéznice w medianach wykazano rowniez w grupie izo BCFA, poddanej nieparametrycznej
analizie Friedmana (y~ = 18,84, df = 2, p < 0,001). Nie wykryto r6znic w zawartosci PUFA n-3
i n-6 oraz w indeksie PUFA n-6 do PUFA n-3. Wyniki porownan post hoc, przedstawione na
Rysunku 5.8, potwierdzity, ze w krotkim okresie po operacji (punkt FU1) nie zachodzg istotne
zmiany w poziomie BCFA (caltkowitych, izo i anteizo). Wzrost zawarto$ci w SUrowicy grup
tych FA po 2 tygodniach od operacji, w analizie sparowanych probek pacjentéw nie byt istotny
statystycznie, a procentowa zawarto$¢ calkowitych, izo i anteizo BCFA w surowicach
pacjentow w punkcie FUl byla wcigz istotnic nizsza niz W surowicy zdrowych osob
0 prawidlowej masie ciata (p-warto$¢ odpowiednio 0,020, 0,026 i 0,023). AnalizaRM ANOVA
potwierdzita natomiast podwyzszenie zawarto$ci calkowitych, izo ianteizo BCFA
(Rysunek 5.8) w punkcie FU2, czyli w dtuzszym czasie po przeprowadzonej operacji OAGB.
Zawarto§¢ OCFA w surowicy krwi analizowanych pacjentdow roéwniez byla istotnym
statystycznie czynnikiem w RM ANOVA (nieparametryczna analiza Friedmana y° = 10,31, df
=2,p =0,006), a test post hoc wykazaly, ze r6znica median dotyczy poréwnania punktéw FU1
vs FU2 (p = 0,005). W punkcie FU1 dla sparowanych probek zaobserwowano obnizenie
zawarto$ci OCFA w stosunku do wartosci pre-OAGB 0 6.45%, nie byto ono jednak istotne
statystycznie, w przeciwienstwie do analizy dla catej grupy pacjentéw w punkcie FUI
(Rysunek 5.4). W punkcie FU2 zawartos¢ OCFA w surowicy pacjentow wzrastata i nie roznita
si¢ juz istotnie do warto$ci obserwowanych pre-OAGB (Rysunek 5.8) oraz w stosunku do LC
(p = 0,303).
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Rysunek 5.8 Zmiany w zawartosci [%] grup kwasow tluszczowych w surowicy
pacjentéw z otyloscia przed operacja OAGB (pre-OAGB) i pacjentéw 2 tygodnie
(FU1) i 6-9 miesiecy po operacji OAGB (FU2)

** 5 < 0,01, #p <0,001 Testy post hoc po analizie wariancji RM ANOVA z powtarzanymi
pomiarami, n=13. Opracowanie wiasne, dane niepublikowane.

5.1.3.4 WPrYW |ECZENIA OAGB NA POZIOM ROZGAKEZIONYCH
KWASOW TrUSZCZOWYCH

Wyniki oznaczania FA za pomoca GC-MS w surowicy oraz skupiskach tkanki

thuszczowej uczestnikow badania, wskazaty na zaburzenia w zawarto$ci BCFA w grupie
pacjentow z MO. Nizsza zawartos¢ BCFA w materiale biologicznym pacjentow z MO,
w porownaniu z LC, oraz podniesienie poziomu BCFA w surowicy pacjentéw po OAGB
w punkcie FU2, gdy srednie BMI pacjentow bylo obnizone juz ponizej progu klasyfikacji
otylosci (Tabela 5.2), wskazywaty na potencjalny zwiazek pomigdzy BMI a zawartoscig BCFA
W surowicy. Analiza zalezno$ci pomiedzy zawartosciag BCFA w surowicy uczestnikow
badania, a parametrami biochemicznymi i antropometrycznymi wykazata wysoka, wg. skali
Stanisza, odwrotng korelacje pomiedzy zawartoScia BCFA w surowicy, a wskaznikiem BMI
(Rysunek 5.9A). Poza BMI, zawarto$¢ BCFA byta w sposob istotnie statystyczny negatywnie
skorelowana rowniez ze stezeniem TAG (Rysunek 5.9B), a takze z parametrem zwigzanym
z insulinoopornoscig — indeksem HOMA-IR (Rysunek 5.9C). W modelu regresji wielorakiej
zmienng objasniajaca zawartos¢ BCFA we krwi byl wskaznik BMI (p < 0,001), natomiast
stezenie TAG i1 indeks HOMA-IR nie miaty zdolnosci predykcyjne;.
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Rysunek 5.9 Istotne korelacje pomiedzy zawartoscia rozgatezionych kwaséw
tluszczowych (BCFA) w surowicy krwi uczestnikéw badania a parametrami

biochemicznymi i antropometrycznymi

A - ze wskaznikiem BMI, B - ze stezeniem triacylogliceroli (TAG), € - ze wskaznikiem

insulinoopornosci HOMA-IR. * p < 0,05, ** p < 0,01, # p < 0,001. N = 46. Obliczenia

korelacji wykonane na podstawie parametréow biochemicznych i antropometrycznych

z Centralnego Laboratorium Klinicznego oraz stezert aminokwaséw, oznaczonych dzieki
uprzejmosci Katedry Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Wyniki
opublikowane [202].

Zwazywszy na mozliwo$¢ endogennej syntezy BCFA z acylo-CoA powstajacych
w wyniku katabolizmu BCAA (Rysunek 2.7), a takze na obserwowany zwigzek BCAA
z rozwijaniem si¢ insulinoopornosci i T2DM [43,84], we wspolpracy z Katedra Biochemii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, w surowicy pacjentow zostal oznaczony technika
LC-MS profil AA. Stezenia BCAA —waliny, izoleucyny i leucyny w surowicy pacjentow z MO
w punktach pre-OAGB i FU2, oraz w surowicy zdrowych osob o prawidlowej masie ciata
przedstawiono w Tabeli 5.6. Catkowite stezenie BCAA w surowicy pacjentow z MO przed
leczeniem OAGB bylo wyzsze niz w grupie LC, a w punkcie FU2 stezenie BCAA obnizalo si¢
do poziomu nizszego niz to obserwowane ws$rdd zdrowych uczestnikow badania
(Rysunek 5.11A). Analiza korelacji stezenia BCAA wsurowicy z parametrami
biochemicznymi i antropometrycznymi wykazata, ze BCAA sg dodatnio skorelowane
ze wskaznikami BMI i HOMA-IR, i stezeniem TAG (Rysunek 5.10).
Tabela 5.6 Stezenie rozgatezionych aminokwaséw w surowicy pacjentéw z otytoscia
przed operacja OAGB (pre-OAGB) i pacjentow 6-9 miesiecy po operacji OAGB (FU2),

w poréwnaniu z grupa kontrolna (LC)
Istotno$¢ poréwnania

LC pre-OAGB FU2 pomiedzy grupami [p-wartos¢]
. . n=29 n=46 n=46 re-OAGB re-OAGB FU2 vs
Stezenie [uM] Pele veFU2 LC
Walina 128 £358 123259 97,7+24,5 0,420 < 0,001 < 0,001
Leucyna 57,6 19,2 77,1+20,0 47,4+18,3 < 0,001 < 0,001 0,020
Izoleucyna 320+12,7 459+14,5 28,4+10,5 < 0,001 < 0,001 0,190

Na czerwono - p < 0,05. Dane uzyskane dzieki uprzejmosci Katedry Biochemii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. Dane opublikowane [202].
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Rysunek 5.10 Istotne korelacje pomiedzy stezeniem rozgatezionych aminokwasow
(BCAA) w surowicy krwi uczestnikéw badania a parametrami biochemicznymi i
antropometrycznymi
A - ze wskaznikiem BMI, B - ze stezeniem triacylogliceroli (TAG), € - ze wskaznikiem
insulinoopornosci HOMA-IR; * p < 0,05, ** p < 0,01. N = 46. Obliczenia korelacji
wykonane na podstawie parametréw biochemicznych i antropometrycznych z Centralnego
Laboratorium Klinicznego oraz stezerh aminokwaséw, oznaczonych dzieki uprzejmosci
Katedry Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Wyniki opublikowane [202].

Wyniki oznaczania stezen BCAA i zawartosci BCFA rozpatrywano w kontekscie
diagnozy T2DM. Przed leczeniem bariatrycznym st¢zenie BCAA w surowicy pacjentow z MO
ze stwierdzong T2DM bylo istotnie wyzsze niz w przypadku pacjentow bez T2DM (Rysunek
uzupelniajacy 12.3A), czego nie zaobserwowano w przypadku zawartosci BCFA (Rysunek
uzupelniajacy 12.3B). Po leczeniu bariatrycznym OAGB, w punkcie FU2 stezenie BCAA
| zawartos¢ BCFA w surowicy pacjentow nie roznity si¢ pomigdzy pacjentami z uprzednio
stwierdzong T2DM i pacjentami nieobcigzonymi ta chorobg (Rysunek uzupelniajacy 12.3).
W modelu regresji wielorakiej uwzgledniajacym pacjentow pre-OAGB, FU2 i LC zmienng
objasniajacag zawartos¢ BCAA we krwi byt wskaznik HOMA-IR (p < 0,038), jednakze
wspotczynnik determinacji wielorakiej byt niski R? = 0,197. Rozpatrujac wyjsciowe (przed

OAGB) stgzenia BCAA we krwi, zmienng o najwigkszej wartosci predykcyjnej bylo stezenie
TAG (p =0,007).
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Rysunek 5.11 Metabolizm rozgatezionych kwaséw ttuszczowych i rozgatezionych
aminokwaséw u pacjentéw z otyloscia przed zabiegiem OAGB (MO) i 6-9 miesiecy
po zabiegu (FU2) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (LC)

A - stezenie rozgatezionych aminokwaséw (BCAA) w surowicy (dane uzyskane dzieki
uprzejmosci Katedry Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego); B - zawartosé [%]
rozgatezionych kwasoéw ttuszczowych (BCFA) w surowicy; € - zawartos$¢ [%] BCFA w
otrzewnej tkance ttuszczowej; D - korelacja pomiedzy stezeniem BCAA i zawartoscig BCFA
w surowicy wszystkich uczestnikéw badania; E - wzgledny poziom ekspresji mRNA
enzymow zaangazowanych w katabolizmm BCAA w otrzewnowej tkance ttuszczowej (wyniki
analizy poziomu mRNA zostaty uzyskane dzieki uprzejmosci Katedry i Zaktadu Biochemii
Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego); BCKDHA/B - kompleks
dehydrogenazy rozgatezionych a-ketokwaséw podjednostka E1 o/,

BCAT - aminotransferaza aminokwaséw o rozgatezionych taiicuchach izoforma 1/2. Dane
opublikowane [202].
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Zawartos¢ BCFA w surowicy byla odwrotnie skorelowana ze stgzeniem BCAA
(Rysunek 5.11C). W celu zbadania potencjalnego wpltywu katabolizmu BCAA
na obserwowang u pacjentow z MO obnizong zawarto§¢ BCFA w porownaniu z LC,
we wspotpracy z Katedrg i Zaktadem Biochemii Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego, zbadano poziomy ekspresji enzymow zaangazowanych w katabolizm BCAA.
Wzgledny poziom ekspresji mMRNA BCAT izoformy 1 (cytozolowej) i izoformy 2
(mitochondrialnej) oraz enzymu BCKDH — tancuchow a i  podjednostki E1, w SAT nie roznit
si¢ pomi¢dzy LC a pacjentami z MO pre-OAGB (Tabela uzupelniajaca 12.6). W tej tkance
nie wykryto rowniez réznic w zawartosci BCFA pomiedzy LC a pacjentami z MO (Tabela
uzupekniajaca 12.3). W VAT, w ktorej zawartos¢ BCFA byla nizsza u pacjentow z MO
w poréwnaniu z LC (Rysunek 5.11D), wzgledny poziom ekspresji BCKDHB, BCATI1
i BCAT2 byt znaczaco nizszy, jednak nie wykryto roznic w poziomie ekspresji BCKDHA
(Rysunek 5.11E).

5.2 OZNACZANIE STEZENIA OKSYLIPIN TECHNIKA
SPE-LC-MS/MS

5.2.1 CHARAKTERYSTYKA METODY OZNACZANIA
OKSYLIPIN W SUROWICY KRWI TECHNIKA SPE-LC-MS/MS

Oznaczenie stezenia oksylipin w surowicy pacjentow z MO przed 1 po zabiegu OAGB
wymagato opracowania metody analitycznej. W oparciu o przeglad literatury dotyczacej metod
ekstrakcji [110] i oznaczania [114] oksylipin w materiale biologicznym, wybrang metoda
ekstrakcji byto SPE, natomiast metodg analityczng byto LC-MS/MS. Zastosowanie ekstrakcji
SPE umozliwia oczyszczenie probki ze zwigzkdéw powodujacych efekty matrycowe oraz
wzbogacenie analitow, co umozliwia poprawienie granic wykrywalnosci, istotne w przypadku
oznaczania zwigzkéw wystepujacych w niskich stezeniach w skomplikowanej matrycy jaka jest

surowica krwi [114].

W literaturze opisywane sg metody ekstrakcji SPE oksylipin oparte o oddziatywania
alifatycznych tancuchow oksylipin z niepolarng faza stalg (zloza oktadecylowe i oktylowe),

oddziatywania jonowe (zel krzemionkowy modyfikowany grupami aminopropylowymi)
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lub oba rodzaje oddziatywan (sorbenty polimerowe) [110]. Walidacj¢ ostatecznej metody
analitycznej poprzedzone zostaly testami dostepnych w literaturze [193,207,208] metod
ekstrakcji oksylipin z materiatu biologicznego na kolumienkach SPE z r6znymi wypetnieniami
(opisane w Tabela uzupeliajaca 12.7). Wydajnos¢ ekstrakcji oceniano na podstawie
porownania powierzchni sygnaléw chromatograficznych prébek surowicy, do ktérych dodano
mieszaning  deuterowanych IS: 12-HETE-d8, 8-izo-PGF2a0-d4 oraz RvVE1-d4,
reprezentatywnych dla wybranej grupy analitow (Tabela uzupekliajaca 12.8). W wyniku
porownania procedur ekstrakcji SPE wybrano ostateczng metode ekstrakcji, opisang w czesci

Materiaty i Metody (sekcja 4).

Sktad faz w rozdziale chromatograficznym takze poprzedzony zostat przegladem
dostgpnych w literaturze metod rozdzialu chromatograficznego [114]. Warunki ostatecznego
rozdziatu chromatograficznego zostaly dobrane na podstawie wynikow wstepnych testow,
w ktorych, na podstawie wynikow analizy mieszaniny wzorcoOw w metanolu, oceniano ksztatt
uzyskanych sygnatow chromatograficznych i rozdzielenie analitow o identycznych masach
czasteczkowych. Ostatecznie zastosowane warunki rozdzialu chromatograficznego
(Tabela 4.6) pozwolily na oznaczenie w surowicy 28 oksylipin oraz 7 deuterowanych IS w
czasie 30 min (25 min gradient oraz 5 min kondycjonowania kolumny). Uzyskane
chromatogramy MRM przedstawiono na Rysunku 5.12. Satysfakcjonujgcego rozdziatu
chromatograficznego nie udato si¢ osiggna¢ dla dwoch analitow 13-HODE i 9-HODE
(Rysunek 5.12), zatem do analizy iloSciowej tych zwigzkow brane byly unikatowe przej$cia
MRM (odpowiednio: 295,20 > 195,45 i 295,20 > 171,30, potwierdzone poprzez wykonanie
analizy roztworow pojedynczych 13-HODE i 9-HODE w metanolu). Roznice czasu retencji
pomiedzy kolejnymi seriami pomiarowymi byly mniejsze niz 0,05 min dla wszystkich

deuterowanych IS 1 analitow.
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Rysunek 5.12 Chromatogramy MRM uzyskane podczas oznaczania oksylipin
technika LC-MS/MS w surowicy krwi z dodatkiem wzorcéw analitycznych
Os$Y - intensywnosé sygnatu [jednostki umowne], nazwy oksylipin zgodne z Tabelg 1.2.
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W ramach walidacji metody analitycznej oznaczania oksylipin w surowicy krwi
technika SPE-LC-MS/MS wyznaczono nast¢pujace parametry: liniowo$¢ metody,

powtarzalno$¢, doktadnos¢ oraz odzysk.

Krzywe kalibracyjne dla kazdej z analizowanych oksylipin wyznaczono na postawie
warto$ci pol powierzchni sygnatu probek mieszaniny surowic wzbogaconych o mieszaning
wzorcOw analitOw o znanych stezeniach, zgodnie z opisem w sekcji 4.4.1.3. Zakresy stezen
analitow, w ktorych odpowiedZ detektora byta liniowa, przedstawiono w Tabeli 5.7.
Pierwszym kryterium oceny modelu byl wspotczynnik determinacji R?, ktérego warto$é dla
metod analitycznych powinna by¢ > 0,999 [196]. Jako drugie kryterium przyje¢to niski (< 15%)
wspotczynnik zmiennosci losowej, na ktorego podstawie mozna okres§lic zgodno$¢ modelu
z danymi empirycznymi [197]. Zgodnie z tymi kryteriami, satysfakcjonujaca liniowo$¢ metody
osiagnieto dla 24 z 28 analitéw, R? 15d-PGJ2 oraz PGD3 byt > 0,998, R?2,3-dinor-8-izo-
PGF2a i 7S-Marl > 0,996. Na podstawie krzywych kalibracyjnych analitow okreslona zostata
granica wykrywalno$ci 1 wynosita ona od 2 pg (dla PDX) do 394 pg (dla
2,3-dinor-8-izo-PGF2a).

Tabela 5.7 Zakresy liniowosci i parametry modelu regres;ji liniowej dla oksylipin
oznaczanych technika SPE-LC-MS/MS w surowicy krwi

a

Oksylipina itowesci Ro‘.’:;?;,':c';;:i}ve’ RSD®  R:© "ﬁ";]d

[ng wzbogacenia]
12-HETE 0,1-25 0,1404x + 0,0063 2,01% 0,9997 0,005
12-HHT 0,1-25 0,0249x + 0,0001 1,68% 0,9995 0,045
13-HODE 0,025 -25 0,0934x - 0,0080 1,14% 0,9999 0,016
15d-PGJ2 0,5-10 0,8459x-0,0743 0,75% 0,9980 0,013
15-HETE 0,025-10 0,4121x-0,0058 2,71% 0,9999 0,014
15-HETrE 0,00625-1,25 0,2085x-0,0018 0,87% 0,9999 0,009
18-HEPE 0,05-2,5 0,2958x - 0,0091 3,77% 0,9995 0,020
2,3-dinor-8-izo-PGF2a 0,5-25 0,6476x +0,1877 6,62% 0,9969 0,394
20-HETE 0,01-1 0,0297x-0,0010 3,94% 0,9998 0,004
5-HETE 0,025 -25 0,2906x + 0,0004 1,18% 0,9997 0,016
7S-Mar1 0,1-10 0,17090x-0,0159 4,53% 0,9964 0,058
8-epi-PGF2a 0,1-25 0,2805x + 0,0120 1,56% 0,9999 0,045
9(10)-EpOME 0,025-10 0,0218x - 0,0002 2,96% 0,9997 0,013
9-HODE 0,1-10 0,0600x + 0,0006 2,13% 0,9998 0,036
LTB4 0,025 -25 0,0734x-0,0017 0,99% 0,9999 0,009
LXA4 0,01-1 0,6100x + 0,0015 4,25% 0,9998 0,004
LXB4 0,025-10 0,2999x + 0,0039 1,56% 0,9999 0,011

Mar1 0,025-5 0,1272x-0,0029 0,88% 0,9999 0,014
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Tabela 5.7 (c.d.) Zakresy liniowosci i parametry modelu regresji liniowej dla oksylipin
oznaczanych technika SPE-LC-MS/MS w surowicy krwi

Zakres 2 5 : : d
Oksylipina liniowosci R°f£?€:§:§;ﬁ?,-"e’ RSD® € Lﬁ,';]
[ng wzbogacenial]

Mar2 0,01-5 0,3075x - 0,0097 1,75% 0,9999 0,017
PDX 0,01-0,5 0,0888x + 0,0002 1,68% 0,9999 0,002
PGD2 0,01-5 2,6990x + 0,0015 2,31% 0,9996 0,008
PGD3 0,05-12,5 1,3457x + 0,0129 6,12% 0,9984 0,036
PGE2 0,01-10 5,0227x - 0,2700 1,67% 0,9998 0,003
PGF2a 0,1-10 0,7936x - 0,0131 3,50% 0,9995 0,013
RvD1 0,025-10 0,0615x + 0,0039 3,44% 0,9992 0,015
RvD2 0,1-5 0,0295x + 0,0015 2,84% 0,9997 0,032
RvE1 0,025-5 0,2530x + 0,0012 1,03% 0,9998 0,012
TXB2 0,1-10 2,9828x-0,0819 2,39% 0,9997 0,070

a Za najnizszy punkt przyjeto ilo$¢ ng mieszaniny wzorcowej, dla ktérego S/N = 10 [196].

b Wspdtczynnik zmiennosci losowej - miara dopasowania modelu regresji liniowej,
za warto$¢ minimalna przyjeto 15% [197].

¢ Wspodtczynnik determinacji - miara dopasowania modelu regresji liniowej, za wartos$c
minimalna przyjeto R? < 0,999 [196].

d Granica wykrywalnosci, wyznaczona z réwnania krzywej kalibracyjnej = (3,3*btad
standardowy krzywej kalibracyjnej)/wspdtczynnik nachylenia krzywej kalibracyjnej [196].
Wszystkie wartosci obliczone na podstawie trzykrotnego nastrzyku, trzech niezaleznie
przygotowanych powtérzen kazdego z punktéw krzywej kalibracyjnej, przygotowanych w
mieszaninie surowicy krwi (sekcja 4.4.1.3). Na czerwono - wartosci poza przyjetymi
akceptowalnymi zakresami. Nazwy oksylipin za Tabela 1.2. Tabela witasna, wyniki
nieopublikowane.

Doktadno$¢, powtarzalno$¢ oraz odzysk metody SPE-LC-MS/MS okreslono
dla zestawu probek w ciggu jednej sekwencji analitycznej (ang. intraday) oraz pomigdzy
sekwencjami, (tzw. interday), uzyskane wyniki dla kazdej oksylipin przedstawiono
w Tabeli 5.8). Zgodnos$¢ uzyskanych wynikéw z nominalnymi warto§ciami (doktadnosc)
wyrazono jako iloraz $redniej ilosci ng analitu w probce wyznaczony na podstawie krzywej
kalibracyjnej do ilosci ng wzbogacenia. Za dopuszczalny zakres przyjeto 80-120 [207],
a $rednio wynosit on 100 + 16,2% na poziomie | wzbogacenia i 101 + 8,5% na poziomie II.
Powtarzalno§¢ wynikdw oceniano na podstawie wyznaczonego wspotczynnika zmiennosci
CV < 20%, srednio CV na poziomie I wynosito 12,5 = 7,3%, CV na poziomie Il wynosito
12,1 £ 6.9% Wydajno$¢ ekstrakcji okreslono poprzez obliczenie odzysku (zakres 80 — 120%
uznano za dopuszczalny) na podstawie wynikéw probek mieszaniny surowicy wzbogaconych
przed oraz po ekstrakcji SPE [193,209,210], $rednio wynosit on 97,2 + 12,6% na poziomie I,
196,8 £ 11,5% na poziomie II. Dla wigkszosci analizowanych oksylipin (18 z 28 analitow)
doktadnos¢, powtarzalnos$¢ 1 odzysk miescity si¢ w przyjetych zakresach. 9-HODE wykazywat

nieznacznie nizszy niz 80% odzysk pomiedzy réznymi sekwencjami (78,8 + 1,8%).
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Zadowalajacej doktadno$ci nie udato si¢ uzyska¢ dla 15d-PGJ2, 7S-Marl, 8-epi-PGF2a
I RvD1, a powtarzalnosci dla prostaglandyn PGD3, PGD2 i PGF2a. Najmniej
satysfakcjonujagce wyniki oznaczania doktadnos$ci, powtarzalnosci 1 odzysku uzyskano
dla 2,3-dinor-8-izo-PGF2a.

Tabela 5.8 Dokfadnos$¢, powtarzalnosé i odzysk metody SPE-LC-MS/MS oznaczania
stezenia oksylipin w surowicy krwi

«Interday” a «Intraday” b
(] Q
o S o ®
L S 2 S 2
Oksylipina S ° Y- 5 ° -
0 £ I} 0 £ 1)
v o (o] E o (0] E
[ N [ N
E 3 : 3 3 : 3
0 3 g > 3 g >
N 3 3 3 S 3 3
o [a o (o) (a) o (o)
12-HETE | 1067%  14.4% 858+3,7%  101,3%  0.2% 98,5 = 0.4%
I 1011%  100%  100,9+122%  100,6%  59% 101,3 + 4,9%
| 1087%  11.6% 1006 +3.6%  1159%  42%  100,8 = 11,9%
12-HHT I 102,0%  159% 1002 +60%  1093%  10,5% 1068 +3,9%
13-HODE | 1051%  19.7% 97.0+27.6%  1048%  9.7% 1051 + 6.2%
I 98,4% 4,4% 1022+83%  1064%  3,6% 103,3 + 4.4%
154.PGI2 | 138.7% 8,9% 119.9=11.0%  169,3%  53% 1095 + 9.9%
- I 118,0%  13.1% 791+273%  1430%  3,8% 94.4 +12,9%
| 101,1% 5,6% 98.8<124%  107,8%  2,8% 88.7 = 2.7%
15-HETE Il 100,2% 7.1% 99.0+7,2%  108,0% 1,7% 950 +4,0%
B | 102.7% 6.2% 93.4 = 3.8% 951% 1,3% 97.9 = 6.5%
halhl I 99.2% 15,6% 1009 £2,7%  102,4%  4.6% 98,2 = 9.5%
18-HEPE | 118,7%  4.2% 912 = 83% 99.7% 12,9% 88,4+ 12,5%
Il 1035%  11,6% 96,8 = 6,7% 97.3% 8,6% 852+ 15.6%
2,3-dinor-8-izo- | 42.0% 14.9% 50.6 * 8 8% 63.6% 47% 729 =14%
PGF2a I 96.2% 11,2% 615+101%  937% 42% 658 +1.7%
20-HETE | 1064%  13.5% 959+122%  98,7% 5,8% 97.6 = 1.4%
g - - i ] i -
SHETE | 101.4% 9.8% 93.8+30%  1060%  58% 976 +7.6%
I 104,2% 5,2% 97.9 = 52% 98,8% 2.7% 105,1 + 5,2%
| 1215% 9.7% 951=61%  111,3%  65% 1052+ 13,4%
75-Mar1 N 96,9% 6,9% 942+64%  107,8% 6,6% 1002 + 2,4%
6eni.PGE2 | 1040%  10,6% 988+29%  1246%  6.9% 93,5 = 5,0%
EPIFRESY o q025% 155% 99.9+108%  1042%  2,1% 897 +51%
| 99.6% 16,2% 772+11.9%  1044%  14,4% 885 = 5 3%
9(10-EPOME 0300 11.6% 886=113%  104,7% 1,3% 97.3 = 7.4%
0-HODE | 79.8% 17,4% 124,77 +358%  111.4% 1,0% 78,8 = 1,8%
I 933% 6,8% 1071+85%  97,0% 7,9% 103,3 + 8,4%
T84 | 97.4% 10,4%  1012=11,0%  98.8% 6.1% 90.7 =31%
Il 100,9% 7,4% 971+44%  1053%  69% 925 +2.6%
. | 90,0% 133%  1092+131% _ 98,7% 4.5% 101.2 + 9.3%
LXA g - - i ] i -
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Tabela 5.8 (c.d.) Dokladnosé¢, powtarzalnos$¢ i odzysk metody SPE-LC-MS/MS
oznaczania stezenia oksylipin w surowicy krwi

«Interday” a «Intraday” b
v - [} “-.—q o [} “-—u
Oksylipi .9 = = - = = —-
sylipina g < E ; < E g,
S o 3 3 2 3 .
(a] o o (a] a o
LXB4 [ 93,2% 12,7% 113,3x16,6% 104,0% 4,9% 98,1 +7,7%
Il 97.6% 8,9% 100,7 £13,2%  104,9% 2,0% 94,7 + 4,8%
Mar1 [ 105,7% 15,4% 91,6 £8,5% 96,7% 8,8% 101,6 £7,7%

I 103,3% 13,2% 96,9 £1,5% 104,5% 9.3% 96,0+10,1%
Mar2 I 102,0% 6,5% 97,1 £6,1% 106,0% 5.2% 92,2 +4,0%
I 102,5% 10,0% 97,7 £6,9% 102,6% 2,1% 97,9 £2,9%
| 97,8% 12,3% 102,1+9,5%  104,4% 7,9% 96,0 = 8,8%

PDX
Ilg - - - - -
| 89,5% 163%  1062+75% 963%  82% 96,6 +9,0%
PGD2
Il 84,4% 229%  1182%94%  972%  69%  114,6 +22%
| 1043%  423% 945+92%  1029%  1,0% 81,5+ 1,8%
PGD3 .
I 111,2%  33,6%  82,4%120% 106,6%  54% 94,9 + 1,4%
PGE2 | 92,8% 11,7%  100,7+51% 1057%  6,2% 95,9 + 6,9%
Il 862% 12%  1142+4,6% 862%  67%  112,0*6,6%
PGF2 | 95,3% 17,5% 921+2,0%  993%  02% 1062 +6,3%
ol
Il 94,0% 265%  102,7+83%  868%  13%  114,1+3,6%
RvD1 | 96,6% 8,8% 93,6+73%  894%  92%  101,0+3,6%
\"J
Il 1132%  10,6% 920+69%  107,4%  3,9% 97,9 + 6,8%
RuD2 | 117,9%  14,4% 813+0,1%  972%  28%  101,8+69%
\"J
o 1208%  11,8% 82,7+63%  100,4%  25% 1004 % 8,8%
RVET | 99,0% 2,9% 962+ 4,6%  989%  3,7% 93,4 + 4,1%
\"
Il 98,6% 3,4% 999+64%  987%  02% 98,2 +2,0%
TxXB2 | 90,0% 4,2% 110,7+02% 1065%  53%  110,4%2,5%
N 911% 9,0%  107,2+13,6% 962%  3,7% 94,8 +2,0%

a Powtérzenia prébek przygotowanych w 3 réznych dniach (n=9).

b Powtdrzenia probek przygotowanych jednego dnia (n=3).

c Poziom | - dodatek 0,5 ng mieszaniny wzorcéw analitycznych (0,125 ng 15-HETrE; 0,25 ng
PGD3 i 18-HEPE); poziom Il - dodatek 5 ng mieszaniny wzorcéw analitycznych (1,25 ng
15-HETrE; 2,5 ng PGD3 i 18-HEPE).

d llo$¢ ng wyznaczona z réwnania krzywej kalibracyjnej / ng wzbogacenia. Za dopuszczalny
zakres doktadnosci (na podstawie literatury [210]) przyjeto 80-120%.

e Wspdtczynnik zmiennosci CV wyznaczony z 3 niezaleznych powtdrzen, CV < 20% uznano
za dopuszczalne [210].

f Powierzchnia sygnatu wzorcéw dodanych do surowicy przed ekstrakcjg SPE
do powierzchni sygnatu wzorcéw dodanych do eluentéw po SPE; z uwzglednieniem
poprawki o powierzchnie sygnatu odpowiedniego wzorca deuterowanego IS (Tabela 4.7),
za dobre przyjeto odzyski w zakresie 80 - 120% [193,209,210].

g Poza zakresem liniowosci.

Na czerwono - wartosci poza przyjetymi akceptowalnymi zakresami (d, e, f). Nazwy
oksylipin za Tabelg 1.2. Wszystkie parametry obliczcone na podstawie analizy prébek
mieszaniny surowicy z dodatkiem wzorcow analitycznych. Tabela wifasna, dane
nieopublikowane.
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5.2.2 OZNACZANIE STEZENIA OKSYLIPIN W SUROWICY
PACJENTOW LECZONYCH OAGB

Stezenia oksylipin oznaczano metodg SPE-LC-MS/MS w surowicy pacjentow z MO
przed zabiegiem OAGB (pre-OAGB) oraz w surowicy zebranej podczas dwoch wizyt
kontrolnych po zabiegu (FUL1 i FU2). W badanej grupie 45 pacjentéw, od 15 uzyskano surowicg
w punkcie FU1, od 15w FU2,a0d 15w FU1 i FU2, wyniki uzyskane dla wszystkich pacjentow
wykorzystano w analizie korelacji z zawartoscig prekursora (Tabela uzupelniajaca 12.10).
Poréwnania pomiedzy poszczegdlnymi punktami wykonano dla 15 pacjentéw, u ktorych
stezenie oksylipin mozliwe byto do oznaczenia w kazdym z tych trzech punktow, ktorych
szczegblowe  wyniki  zaprezentowano  w Materiatach  Uzupelniajacych ~ (Tabela
uzupelniajaca 12.9). Zastosowana metoda analityczna pozwolita na wykrycie w surowicy 19
z 28 oksylipin uwzglednionych w analizie, z czego iloSciowe oznaczenie mozliwe byto dla
oksylipin pochodzacych z PUFA n-6: 9 metabolitow ARA, 3 metabolitow LA, 1 metabolitu
DGLA. Stegzenia wigkszosci oksylipin PUFA n-3 nie przekraczaly granic detekcji metody
analitycznej, z wyjatkiem metabolitu EPA — 18-HODE. W Zadnej z badanych probek nie
wykryto pochodnych prostaglandyny PGF2a: 8-epi-PGF2a.i 2,3-dinor-8-izo-PGF2a; marezyn:
Marl, 7S-Marl i Mar2; metabolitow EPA: RvEl i PGD3; oraz rezolwin syntezowanych
z kwasu DHA: RvD1 i RvD2. Stgzenia czterech kolejnych oksylipin: dwoch SPM: LXA4,
PDX, oraz prostaglandyn PGE2, PGD2 i PGF2a nie przekroczyly granic oznaczalno$ci.
Stezenia pozostalych analitow byly zgodne z poziomami oksylipin we krwi uzyskanymi przez
innych autorow [140,191,192,211-214]. Zakres stezen wykrytych oksylipin byl szeroki,
od ~300 pM (15-HETrE) do ~ 36 nM (12-HETE) (Tabela uzupelniajaca 12.9). Poza
najliczniej wystepujacym 12-HETE, stgzenia pozostatych pochodnych ARA z grupa
hydroksylowa nie przekraczaly 5 nM. Surowica pacjentdw charakteryzowata si¢ réwniez

wysokim st¢zeniem metabolitow LA, czyli 13-HODE i 9-HODE (Tabela uzupelniajaca 12.9).

Przeprowadzona analiza RM ANOVA z testami post hoc (Tabela uzupekiajgca 12.9),
umozliwila wykrycie réznic pomigdzy st¢zeniami oksylipin w surowicy pacjentow pre-OAGB
w poréwnaniu z surowicg pobrang podczas wizyt kontrolnych po 2 tygodniach od operacji
OAGB (FU1) i 6-9 miesigcy po operacji (FU2). Oksylipiny, ktorych st¢zenia byly istotnie rozne
w zalezno$ci od czasu pobrania krwi, wraz z prekursorami FA, przedstawiono na
Rysunku 5.13. Dwa tygodnie po operacji OAGB surowica pacjentow charakteryzowala si¢

istotnie wyzszym niz przedoperacyjnie stezeniem niektorych oksylipin syntezowanych z ARA
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(Rysunek 5.13A), tj. prozapalnych: TXB2 i hydroksykwasow: 5-HETE, 20-HETE, 12-HHT.
W surowicy pobranej w punkcie FU2 stezenia oksylipin byty istotnie rézne od wartosci przed
operacja dla 15-PGJ2 (obnizone) i 12-HHT, PGD2, TXB2 (podwyzszone) lub do nich zblizone
(5-HETE, 20-HETE). Pomimo nieznacznie obnizonego st¢zenia 12-HHT i TXB2 w punkcie
FU2 w poréwnaniu z punktem FUI, bylo ono nadal wyzsze niz st¢zenie w Surowicy
pre-OAGB. Stezenia 12-HHT, 20-HETE i 5-HETE w surowicy pacjentow z MO byty stabo
dodatnio skorelowane z zawartoscig ARA oznaczong technikg GC-MS, a 15d-PGJ2 i 12-HETE
wykazywaty korelacje odwrotng (Tabela uzupekiajaca 12.10).

A ARA 12-HHT
#
14,0 - - #
_ 12!0_ * % : *k 20 — - —
£ 1004 i =
e | ] EE
6.0 | : R
e o
5-HETE 20-HETE
7 * *% ] *k T %
=47 T = 57 !
— -
o o = EE L
= — N —|
PGD2 15d-PGJ2 TXB2
*
0,04 ] 61 E# 4] ”
<L0Q <LoQ —t
= [ — S 4 # s SLE—
0,02 =) < o pr— —
0,00 -_ND 0 ND 0
B DGLA 15-HETrE
2,5_ #
*k
_ 20 # 08 =
< i —
S = ==
2Bl o BE| ST ==
1,04 B T
= o
05 — 0.0
*p < 0,05
&pre-OAGB @ FU1 @ FU2 *%p < 0,01
#p < 0,001

Rysunek 5.13 Stezenia oksylipin w surowicy pacjentéw z otytoscia olbrzymia
leczonych zabiegiem OAGB przed (pre-OAGB) i po operacji (FU1 i FU2)
A - zawarto$¢ w surowicy i stezenia oksylipin syntezowanych z ARA; B - zawartos$¢
w surowicy i stezenia oksylipin syntezowanych z DGLA. N = 15. Uwzglednione zostaty
oksylipiny, ktérych stezenie w analizie RM ANOVA byto istotnie rézne pomiedzy grupami
badawczymi (Tabela uzupetniajgca 12.9). Kolorem - kwas ttuszczowy bedacy prekursorem
do syntezy oksylipin w danej ramce, zawarto$¢ oznaczona w surowicy technikg GC-MS
wyrazona jako [%} catkowitych kwasow ttuszczowych. Nazwy FA i oksylipin za,
odpowiednio, Tabelg 1.1 i 1.2 Rysunek wtasny, dane nieopublikowane.
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Nie wykazano istotnych ro6znic st¢zen oksylipin syntezowanych z LA w zaleznosci od
czasu od operacji. Oksylipinami syntezowanymi z LA, ktorych stezenia we krwi pacjentow
roznily si¢ istotnie przed OAGB w stosunku do punktu FU1 byly epoksyd 9(10)-EpOME
i hydroksykwas 13-HODE (Rysunek 5.13B). Stezenie hydroksykwasow 9-HODE, 13-HODE
oraz epoksydu 9(10)-EpOME wykazywato jedynie tendencj¢ do obnizania si¢ 2 tygodnie
po operacji (Tabela uzupelniajaca 12.9). Srednie stezenie 13-HODE w surowicy byto jednak
dodatnio skorelowane z zawartoscig LA (Tabela uzupekiajgca 12.10), ktorego zawarto$é
W surowicy pacjentéw jest obnizona w punkcie FUI i podwyzsza si¢ po dtuzszym czasie od
operacji (FU2 — Tabela 5.4). W surowicy pacjentow w punkcie FU2 wykryto rOwniez znaczne
obnizenie stezenia metabolitu DGLA — 15-HETrE (Rysunek 5.13B), co silnie skorelowane
byto z BMI (r = 0,526, p = 0,008).

W poprzednich rozdziatach pracy (sekcja 5.1.3.2) wykorzystanie PCA pozwolito
na stwierdzenie, ze w punkcie FU2 catkowity profil FA w surowicy pacjentéw nie r6znit si¢
znaczgco od profilu oznaczonego przed operacja OAGB (Rysunek 5.7). Wyniki analizy
RM ANOVA stezen oksylipin w surowicy pacjentow wskazywaty na podobng zalezno$¢ tzn.
wigcej roznic w stezeniach poszczegdlnych oksylipin pomigdzy punktami pre-OAGB i FUL,
awigksze podobienstwo pomiedzy pre-OAGB a FU2 (Rysunek 5.13 i Tabela
uzupelniajaca 12.10). Celem potwierdzenia tej obserwacji zbudowano model PCA
(Rysunek 5.14), w ktorym zmiennymi byly stezenia oksylipin wykazujace istotne roznice
pomiedzy grupami w analizie wariancji. Analiza PCA uwidocznita wysoka niejednorodnos¢
stezen oksylipin w surowicy pacjentdw w obrebie poszczegdlnych grup (pre-OAGB, FU1,
FU2). Wizualizacja wzajemnego podobienstwa grup nie potwierdzita przypuszczenia,
ze najwigksze roznice w stgzeniach oksylipin w surowicy wystepuja jedynie pomigdzy
wynikami pre-OAGB a FUL; w ptaszczyznie PC1/PC2 mozliwe jest zaobserwowanie, ze
zarowno punkt FUT1 jak i FU2 odseparowujg si¢ w duzym stopniu odseparowujg od punktu pre-
OAGB (Rysunek 5.14A). W przeciwienstwie do obrazu uzyskanego w modelu PCA dla
oznaczonego profilu FA (Rysunek 5.7A i Rysunek uzupekiajacy 12.2), na podstawie st¢zen
oksylipin mozliwe byto oddzielenie grupy FU2 od pre-OAGB, a calkowite oddzielenie
uzyskano w ptaszczyznie PC1/PC3 (Rysunek uzupelniajacy 12.4). Najwickszy wptyw na PC1
mialy stezenia oksylipin ARA (TXB2, 12-HHT, 15d-PGJ2) (Rysunek 5.14B).
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Rysunek 5.14 Wyniki analizy PCA stezenia oksylipin w surowicy pacjentow z
otyloscia przed operacja OAGB (pre-OAGB), pacjentéw 2 tygodnie po operacji (FU1)
i 6-9 miesiecy po operacji (FU2)

A - wykres obserwacji, B - wykres zmiennych; zmiennymi uwzglednionymi w macierzy PCA
byty stezenia oksylipin, ktérych stezenie byto powyzej granicy detekcji w > 50% prébek
(Tabela uzupetniajgca 12.9). Na czerwono - zmienne o najwiekszym wktadzie w PC1;
na niebiesko zmienne o najwiekszym wktadzie w PC2. N = 15. Wykres wtasny, dane
nieopublikowane.

5.3 ZMIANY PROFILU KWASOW TEUSZCZOWYCH
W MYSIM MODELU OTYLO$CI WYWOLANEJ DIETA
WYSOKOTLUSZCZOWA

Oznaczanie profili FA w zwierzgcym modelu otylosci wywolanej dietg
wysokottuszczowa wykonano (zgodnie z metodyka opisang w sekcji 4.3) w catkowitych

ekstraktach lipidowych otrzymanych z:

¢ surowicy (Tabela uzupekniajaca 12.11),
¢ 7 mo6zgow (Tabela uzupekniajaca 12.12);
¢ 7z serca, ktore zbudowane sg z tkanki migSniowej poprzecznie pragzkowanej typu

sercowego (Tabela uzupelniajaca 12.13).
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Analizujac powyzsze Wyniki oznaczania FA szczegolng uwage poswiecono grupie
PUFA, naktorych sktad w tkankach i organach istotny wptyw ma dieta [215,216]. Ocena
wartosci energetycznej diet Polakow przeprowadzona na podstawie wynikow badania
WOBASZ 11 wykazata nizsze niz rekomendowane 6-10% energii, $rednie spozycie PUFA,
wynosito ono 5,9 + 2,5% kalorii z PUFA wsrod mezezyzn i 5,7 + 2,8% wsrdd kobiet [217].
Dane te sugeruja duza zmienno$¢ w spozyciu PUFA w polskiej populacji, na co wskazuje
rébwniez praca Zatonskiej i wsp. [218], gdzie analiza spozycia makrosktadnikow w grupie
mieszkancoOw jednego wojewddztwa, wykazala istotne rdéznice pomiedzy stosunkiem
PUFA n-6/n-3 w diecie mieszkancow wsi a miast. Wykorzystanie modelu mysiego do indukcji
otylosci za pomocg diety pozwala zatem na wyeliminowanie osobniczych rdznic

W spozywanych FA.

Sktad FA w paszach zostal oznaczony technika GC-MS (trzy powtorzenia, 100 mg
paszy, zgodnie z procedurg opisang w sekcji 4.3, aby zweryfikowac, czy roznig si¢ one
W znaczacy sposob proporcja poszczegdlnych grup FA, co mogloby utrudni¢ interpretacje
wynikow. Szczegotowy profil FA umieszczono w Materiatach Uzupehiajacych (Tabela
uzupelniajaca 12.15). Zawarto§¢ MUFA i SFA w obu rodzajach paszy nie réznita si¢ istotnie,
a pomimo wyzszej ogoélnej zawartosci PUFA n-6 w paszy wysokotluszczowej w poréwnaniu
z pasza standardowsg (Rysunek 5.15), stosunek PUFA n-6 do PUFA n-3 nie roznit sig¢
(odpowiednio 60,1 +10,3156,9+3,01, p=0,640). Jedynymi PUFA, ktorych zawarto$¢ roznita
obie pasze byly LA i ARA, ktéorych procentowa zawarto$¢ byla wyzsza w paszy
wysokottuszczowej (Tabela uzupelniajaca 12.15), co odzwierciedla duze spozycie PUFA n-
6 w diecie typu zachodniego [22,101].

ndardoy, BUSZCZ0W5
o2 2 >
)

"Dé\? x¥ ’\:0
N ouER *

SFA

Rysunek 5.15 Zawartosc [%] gtéwnych grup kwaséw tluszczowych w paszach dla
myszy eksperymentalnych
** 5 < 0,01. Skréty: MUFA - jednonienasycone kwasy ttuszczowe,
PUFA - wielonienasycone kwasy ttuszczowe, SFA - nasycone kwasy ttuszczowe.
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Surowice myszy HFD charakteryzowaty si¢ wyzszym st¢zeniem PUFA n-6 oraz n-3 niz
myszy SD (Tabela uzupekliajaca 12.11). Wyzsza zawartos¢ PUFA n-6 zaobserwowana
zostala rowniez w skupiskach tkanki tluszczowej oraz w watrobie myszy HFD,
co korespondowato zich wyzszag podazg w paszy wysokotluszczowe] (Tabela
uzupelniajaca 12.14). Z drugiej strony, mimo podobnej zawartosci PUFA n-3 w paszy
wysokottuszczowej i standardowej, zawartos¢ tej grupy FA w lipogennych tkankach myszy
HFD byta nizsza. Akumulacje PUFA n-6 stwierdzono réwniez w dwoch badanych typow
tkanki mi¢sniowej — mieg$ni szkieletowych 1mie$nia sercowego, a w ekstraktach
przygotowanych z serc w grupie HFD réwniez zawartos¢ PUFA n-3 byla wyzsza.
W pordéwnaniu z mig$niami szkieletowymi ekstrakty lipidow catkowitych przygotowane z serc
charakteryzowaly si¢ rowniez liczniejszymi roznicami w profilach PUFA n-3 (Tabela
uzupehniajaca 12.13). Majac na uwadze, ze pasza HFD zawierata znacznie wigcej PUFA n-3
niz pasza SD (Tabela uzupelniajgca 12.15), szczeg6lnie interesujacym wynikiem byta takze
istotnie nizsza zawartos¢ EPA w ekstraktach lipidowych myszy HFD, w poréwnaniu do myszy

SD, we wszystkich analizowanych tkankach/narzadach (Rysunek 5.16).

& HFD

k%
2,00 ok

¢ sD
1,50 — I
1,00 ”

0,45 N #

Rysunek 5.16 Zawartos¢ [%] kwasu eikozapentadienowego n-3 (EPA) w ekstraktach
lipidow catkowitych z tkanek/narzadéw myszy eksperymentalnych
** 5 < 0,01, #p <0,001. Skroty: EAT - okotojgdrowa tkanka ttuszczowa, HFD - myszy na
diecie wysokottuszczowej, SAT - podskdrna tkanka ttuszczowa, SD - myszy na diecie
standardowej, VAT - otrzewnowa tkanka ttuszczowa. Rysunek wtasny na podstawie danych
z Tabel uzupetniajgcych 12.11 - 12.14.
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Ekstrakty lipidow catkowitych przygotowane z dwoch narzadow pochodzacych myszy
eksperymentalnych — serc i moézgow, poddawano dodatkowo rozdzialowi technikg SPE.
Pozwolito to na uzyskanie szczegdétowych informacji na temat zmian profilu FA, w r6znych
grupach lipidowych. Metode I [184] wykorzystano do rozdziatu lipidow na lipidy niepolarne —
frakcja AG, frakcj¢ PHL, ktore nalezg do lipidow polarnych oraz frakcj¢ FFA. Metoda 11 [185]
zastosowana zostata do zbadania profilu FA w roznych SPL — lipidach polarnych nalezacych
do PHL, obecnych w blonach komoérkowych wszystkich komorek eukariotycznych,
a szczegolnie obficie w blonach komoérek nerwowych [219,220]. Szczegdtowa analiza profilu
FA w wybranych narzadach podyktowana byta, w przypadku serc — obserwowanym
w badaniach epidemiologicznych zwigzkiem pomiedzy otyloscig i dieta typu zachodniego,
a zwickszonym ryzykiem wystgpienia CVD [26,42]. Analiz¢ profilu FA w moézgach
zdecydowano si¢ przeprowadzi¢ z uwagi na obserwowany w badaniach epidemiologicznych
zwigzek wysokiego wskaznika BMI z ryzykiem pogorszania funkcji mozgowych [28]. Wyniki
oznaczania FA technikag GC-MS w uzyskanych w rozdziale SPE frakcjach lipidowych zostaty
przedstawione w kolejnych sekcjach: 5.3.11 5.3.2.

5.3.1 PROFIL KWASOW TEUSZCZOWYCH W EKSTRAKTACH
LIPIDOWYCH MOZGOW MYSZY Z OTYLOSCIA

Analiza GC-MS ekstraktow otrzymanych z moézgdéw myszy eksperymentalnych
wykazala duze podobienstwo profilu FA pomigdzy myszami grupy SD i myszami HFD,
podsumowanie wynikOw oznaczen zawarte zostalo w Materiatach Uzupetniajacych (Tabela
uzupelniajaca 12.12). Nie zaobserwowane zostaty zadne roznice zawartosci catkowitych SFA
I MUFA, oraz poszczegdlnych FA nalezacych do tych grup. Rowniez catkowita zawartos$¢
PUFA n-6 i n-3, jak i stosunek nie roznita si¢ w sposob znaczacy, jednakze w tych grupach FA,
zaobserwowane zostaly roznice pomi¢dzy zawarto$cia FA w ekstraktach z mozgéw HFD 1 SD.
Wsrod PUFA n-6 najliczniej wystepujacym kwasem byl ARA (ok. 8% catkowitej zawarto$ci
w ekstrakcie lipidowym), a jego zawartos¢ wykazywata trend w kierunku wyzszego poziomu
w mozgach myszy HFD. Statystycznie istotna wyzsza zawarto$¢ pomi¢dzy HFD a SD
zaobserwowana zostala dla kwaséw LA 1 EDA (dwukrotnie wyzsza zawarto§¢ w mozgach
HFD). Myszy HFD charakteryzowaty si¢ natomiast ponad dwukrotnie nizszg zawarto$cig
kwasu dokozapentaenowego n-6: 22:5 n-6 (n-6 DPA, ang. docosapentaenoic acid n-6) oraz
jedynego, znaczaco réznigcego badane grupy, PUFA n-3 — EPA. Zawarto$¢ najliczniej

wystepujacego w ekstraktach mézgowych kwasu serii n-3 — DHA nie wykazywala istotnej
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statystycznie ro6znicy (p = 0,101), aczkolwiek mozna bylo zaobserwowac trend w kierunku
wyzszego poziomu DHA w grupie HFD. Bardzo duza zawartos¢ ARA i DHA w ekstraktach
lipidowych z mozgoéow (ponad 16% u myszy SD, ponad 17% u myszy HFD, Tabela
uzupelniajaca 12.12) w poréwnaniu z pozostalymi analizowanymi tkankami (Tabele

uzupekniajace 12.13 i 12.14) byta zgodna z doniesieniami literaturowymi [219].

5.3.1.1 ANALIZA KWASOW TrUSZCZOWYCH WE FRAKCJACH
LIPIDOWYCH UZYSKANYCH W ROZDZIALE SPE Z MOZGOW MYSZY

PHL moézgowe stanowia okoto 60% suchej masy tego organu [219]. Frakcjonowanie

z wykorzystaniem SPE Metoda I prowadzito do uzyskania ekstraktow lipidowych, w ktorych
PHL stanowity ponad 60% zawarto$ci, w obu grupach eksperymentalnych (Rysunek 5.17A).
Ekstrakty lipidowe otrzymane z mézgow grupy HFD charakteryzowaly si¢ nieznacznie nizsza
zawarto$cig PHL 1 istotnie wyzszg zawarto$cig lipidow niepolarnych — AG, niz ekstrakty
zmozgow myszy SD (Rysunek 5.17A). Zastosowanie Metody II SPE, pozwolito
na stwierdzenie, ze gtownymi sktadowymi SPL w ekstraktach lipidowych mézgu sa, zgodnie
z danymi literaturowymi, GSPL oraz SM [221]. W pordéwnaniu z ekstraktami lipidowymi,
otrzymanymi z moézgdéw myszy SD, zawartos¢ GSPL w ekstraktach lipidowych z mézgow

myszy HFD byta nizsza, a zaobserwowano wyzszg zawarto$¢ frakcji SM (Rysunek 5.17B).

100% - EAG mPHL @ FFA 100% - mCer ®mGSPL ®SM

*
I 1

% %

80% - 80% 1

60% - 60%

40% A 40% A

20% 20% A

Zawartos¢ lipidow w ekstrakcie
Zawartos¢ lipidow w ekstrakcie

0% - 0% |

SD HFD SD HFD
Rysunek 5.17 Zawartos¢ [%] grup lipidowych uzyskanych podczas rodziatu
ekstraktow lipidowych z mézgéw myszy eksperymentalnych

Zawartos¢ poszczegdlnych kategorii lipidow w ekstraktach z mézgow myszy

eksperymentalnych wyrazona jako procent masowy. Grupy lipidowe uzyskane podczas
ekstrakcji metoda | (A), oraz metoda Il (B). * p <0,05, ** p < 0,01. Skréty: AG - potgczone
frakcje acylogliceroli, Cer - ceramidy, FFA - wolne kwasy ttuszczowe,
GSPL - glikosfingolipidy, HFD - myszy na diecie wysokottuszczowej, PHL - fosfolipidy,
SD - myszy na diecie standardowej, SM - sfingomieliny. Dane opublikowane [68].
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W przeciwienstwie do wynikow oznaczania profilu FA w ekstraktach lipidow
catkowitych w moézgu, gdzie nie zaobserwowano r6znic w zawartosci PUFA pomigdzy dwoma
grupami eksperymentalnymi (Tabela uzupelniajaca 12.12), zastosowanie rozdzialu technika
SPE pozwolito na stwierdzenie, ze moézgi myszy z otytoscig wywotang dieta HFD r6znig si¢ od
myszy SD w odniesieniu do proporcji calkowitych PUFA w niektorych kategoriach
lipidowych. Zaobserwowano znaczacy wzrost zawarto$ci PUFA n-3 w PHL frakcji lipidow
polarnych uzyskanych Metodg I — PHL (Tabela 5.9) oraz Cer i GSPL, frakcjach
wyizolowanych Metoda II (Tabela 5.10). Nie wykryto natomiast istotnych statystycznie zmian
zawartosci PUFA zar6éwno serii n-3 jak i n-6 w uzyskanych frakcjach NL, FFA i SM.

We wszystkich uzyskanych frakcjach zlozonych lipidow polarnych dominujacym
PUFA n-6 byt ARA, a PUFA n-3 byt DHA (Tabele 5.9 1 5.10). Dodatkowo, kazda z tych frakcji
(PHL, Cer, GSPL i SM) w ekstraktach otrzymanych z mézgéw myszy HFD charakteryzowata
si¢ istotnie nizszg zawartoscig EPA, niz w ekstraktach z mozgow myszy SD, mimo wyzszego

stezenia tego kwasu w paszy HFD (Tabela uzupelniajgca 12.15).
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Tabela 5.9 Wielonienasycone kwasy ttuszczowe [% zawartosci] we frakcjach lipidowych otrzymanych w wyniku rozdziatu ekstraktow
lipidéw z mézgow myszy eksperymentalnych metoda |

PHL FFA
SD HFD SD HFD SD HFD

SFA 47,2 + 5,59 45,1 + 4,99 48,9 + 0,998 48,8 + 0,958 84,4 +1,46 83,7 +1,98

MUFA 33,7 +1,38 36,4 = 1,60* 32,1+1,89 30,0 £2,20 9,83 +1,39 9,79 £ 1,27

16:2n-6 0,028 0,017 0,086 = 0,083 0,004 + 0,005 0,002 = 0,004 0,001 = 0,001 0,002 + 0,002

18:2 n-6 (LA) 15,0 £ 5,40 14,1 +5,68 0,256 = 0,017 0,460 = 0,042# 2,38 +0,125 1,95 + 0,545

20:4 n-6 (ARA) 2,70 £ 0,986 2,72 = 0,557 6,95 + 0,862 7,44 0,838 2,69 +0,270 3,36 £ 0,020
20:3n-6 (DGLA) 0,126 = 0,028 0,104 + 0,048 0,302 + 0,033 0,336 + 0,039 0,015 = 0,005 0,075 = 0,035
20:2 n-6 (EDA) 0,098 = 0,037 0,084 + 0,029 0,078 = 0,004 0,158 + 0,028# 0,115+ 0,075 0,022 + 0,019
22:5n-6 (n-6 DPA) 0,036 0,014 0,058 + 0,025 0,350 + 0,101 0,122 = 0,047** 0,037 = 0,034 0,045 = 0,025
22:4n-6 (AdA) 0,152 = 0,052 0,192 + 0,048 2,18 +0,323 2,206 = 0,185 0,09 = 0,000 0,160 = 0,000
PUFA n-6 18,1 5,03 17,4 £5,14 10,1 £1,31 10,7 £ 0,955 5,32 +0,03 5,53 +0,528
18:3n-3(ALA) 0,072 + 0,055 0,036 + 0,008 0,018 = 0,007 0,020 + 0,006 0,010 = 0,000 0,020 + 0,020
20:5n-3(EPA) 0,184 + 0,087 0,150 = 0,079 0,308 = 0,033 0,128 + 0,010# 0,110 = 0,020 0,290 + 0,030*

22:6 n-3(DHA) 0,520 = 0,167 0,684 + 0,060 7,990,613 9,77 = 0,662** 0,37 £ 0,055 0,60+0,110
22:5n-3(n-3DPA) 0,070 =0,015 0,056 = 0,033 0,338 = 0,052 0,354 = 0,045 0,027 = 0,024 0,030 = 0,000
PUFAn-3 0,846 0,249 0,926 + 0,137 8,65 = 0,660 10,3 = 0,680# 0,512 £ 0,099 0,925 + 0,085

*p < 0,05 * p <0,01, # p <0,001. Skréty: AG - potaczone frakcje acylogliceroli, FFA - wolne kwasy ttuszczowe, HFD - myszy na diecie
wysokottuszczowej, PHL - fosfolipidy, SD - myszy na diecie standardowej. Nazwy kwaséw za Tabelg 1.1. Przedstawione dane zostaly
opublikowane [68].
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Tabela 5.10 Wielonienasycone kwasy tluszczowe [% zawartosci] we frakcjach lipidowych otrzymanych w wyniku rozdziatu

ekstraktéw lipidow z mézgéw myszy eksperymentalnych metoda Il

GSPL
SD HFD SD HFD SD HFD
SFA 63,2+3,16 57,5 4,87 58,5%+1,68 57,0 £ 0,846 43,1 £ 2,55 44,5 2,44
MUFA 27,4 +2,05 30,3+2,11 32,1 +1,57 31,8 1,26 25,2+2,43 23,2 2,91
16:2n-6 0,036 £0,014 0,023 = 0,021 0,006 = 0,003 0,004 = 0,003 0,006 = 0,003 0,006 = 0,003
18:2 n-6 (LA) 1,74 0,532 1,34 £0,842 0,282 = 0,022 0,588 £ 0,122%* 0,234 = 0,022 0,396 = 0,090**
20:4 n-6 (ARA) 4,64 +1,08 5,54 1,20 4,19 0,527 4,90 =0,799 9,79 £ 0,789 9,66 = 0,608
20:3n-6 (DGLA) 0,194 £ 0,046 0,252 £ 0,070 0,790+ 0,018 0,238 = 0,028* 0,340 = 0,020 0,358 = 0,033
20:2 n-6 (EDA) 0,090 £ 0,024 0,090 = 0,038 0,068 = 0,030 0,146 £ 0,014%** 0,068 £0,017 0,104 = 0,027
22:5n-6 (n-6 DPA) 0,044 = 0,021 0,076 = 0,067 0,134+0,014 0,046 = 0,022# 0,572 £ 0,076 0,186 = 0,038#
22:4 n-6 (AdA) 0,344 £ 0,072 0,726 £ 0,575 0,554 = 0,055 0,582 = 0,065 4,17 £ 0,408 3,86 0,461
PUFA n-6 7,09 £1,12 8,04 2,08 5,43 £ 0,553 6,50 = 0,905 15,2 1,21 14,6 = 0,850
18:3n-3(ALA) 0,064 £ 0,040 0,032 0,012 0,024 =0,019 0,020 = 0,015 0,009 = 0,003 0,018 = 0,004**
20:5n-3(EPA) 0,344 + 0,081 0,182 +£0,117* 0,126 £ 0,010 0,064 = 0,021# 0,460 = 0,033 0,218 = 0,047#
22:6 n-3 (DHA) 1,58 £ 0,289 3,58 £ 1,50* 3,630,415 4,41 £ 0,150%* 15,4117 16,9 +0,916
22:5n-3(n-3 DPA) 0,094 £ 0,064 0,710 £ 0,030 0,102 0,015 0,112 £0,029 0,536 £ 0,054 0,482 = 0,066
PUFAn-3 2,08 0,346 3,91 £ 1,54* 3,880,438 4,61 +0,139* 16,4 1,19 17,6 £ 0,971

*p < 0,05 * p<0,01, #p <0,001. Skréty: Cer - ceramidy, GSPL - glikosfingolipidy, HFD - myszy na diecie wysokottuszczowej, SD - myszy

na diecie standardowej, SM - sfingomieliny. Nazwy kwasow za Tabelg 1.1. Dane opublikowane [68].
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5.3.2 PROFIL KWASOW TkUSZCZOWYCH W EKSTRAKTACH
LIPIDOWYCH Z SERC MYSZY Z OTYLOSCIA

Obrazowanie echokardiograficzne (Tabela 5.11) nie wykazalo roéznic pomiedzy
myszami SD i HFD w rzucie serca, ktorego zmiany sg obserwowane wraz z czgsto
towarzyszacymi otytosci CVD takimi jak nadci$nienie lub choroba wiencowa [222]. Jednakze
w grupie HFD zaobserwowano znacznie mniejsze AVA oraz wyzsze (chociaz nieistotne
statystycznie) Vmax. Zmiany tych parametrow w grupie HFD sugeruja poczatkowe stadia
zwezenia (stenozy) zastawki aortalnej, czgsto wystepujacej wady serca, ktorej leczenie moze
wymaga¢ nawet interwencji chirurgicznej [223]. W dtuzszych badaniach myszy C57BL/6J,
dieta o zblizonym rozkladzie energii (60% tluszcze, 20% weglowodany, 20% biatko)
prowadzita nawet do kardiomiopatii, czyli patologii budowy 1 czynno$ci mig$nia
sercowego [224].

Tabela 5.11 Wyniki badania echokardiograficznego myszy karmionych réznymi
dietami

Parametr SD HFD p-wartosc
LVESV [pl] 8,80 = 2,00 10,8 £ 2,40 0,144
LVEDV [ul] 29,8 £4,60 31,1+ 3,85 0,613
SV [pl] 21,0 2,70 20,3 +2,50 0,626
CO [mI/min] 6,15 0,99 6,10 = 0,67 0,922
LVEF [%] 70,8 £4,32 65,4 +5,50 0,090
AVA [mm?] 1,62 0,45 1,34 0,44 0,049
Vmax [Mm/s] 0,76 £ 0,27 0,98 + 0,30 0,056

Na czerwono - p < 0,05. Skréty: AVA - pole powierzchni ujScia zastawkowego,
CO - pojemnos¢ minutowa, HFD - myszy na diecie wysokottuszczowej, LWVEDV - objetos¢
koncoworozkurczowa lewej komory, LVEF - frakcja wyrzutowa lewej komory,
LVESV - objetos¢ koncowoskurczowa lewej komory, SD - myszy na diecie standardowej,
SV - objetosc¢ wyrzutowa, Vmax - predkosci przeptywu przez zastawke aorty. Dane uzyskane
dzieki uprzejmosci Katedry i Zaktadu Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Dane opublikowane [225].

Wyniki badan biochemicznych wykonywanych na Katedrze i Zaktadzie Biochemii
Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (Tabela 5.12) wykazaty, ze grupa
myszy HFD charakteryzuje si¢ podwyzszong zawarto$cia TAG w tkance serca. Znaczaco
wyzsze stezenie FFA tkance migsnia sercowego grupy HFD jest kolejnym dowodem
na akumulacje¢ lipidow w tkance serca w wyniku diety wysokottuszczowej. Warto podkresli¢
réwniez, ze nadmierne gromadzenie lipidow jest jedng z mozliwych przyczyn kardiomiopatii,

chorob prowadzacych do dysfunkcji migénia sercowego [226], a nadmiar FFA jest wczesnym
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indykatorem ryzyka CVD [128]. Ocena poziomu stresu oksydacyjnego w tkance serca
na podstawie poziomu peroksydacji lipidow i karbonylacji biatek, nie wykazata znaczacych
roéznic pomiedzy badanymi grupami.

Tabela 5.12 Wyniki oznaczania parametréow biochemicznych w tkance migsnia
sercowego i surowicy myszy

Parametr SD HFD
Biatko catkowite [g/g tkanki] 157 +£12 164 + 31
Stezenie TAG [mg/g tkanki] 2,9+0,5 50+ 1,7%*
Poziom karbonylacji biatek [nmol/mg biatka catkowitego] 1,59 +0,24 1,52 +0,28
Stezenie TBARS [uM/g biatka catkowitego] + 8,41+1,95 8,67 1,29
Stezenie wolnego cholesterolu [mg/g tkanki] 3,79 £0,51 3,62+0,34
Stezenie FFA w surowicy [mmol/l] 0,25+0,12 0,68 + 0,34#

** 5 <0,01#p<0,001, +- parametr pozwalajgcy na ocene poziomu peroksydacji lipidéw.
Skréty: FFA - wolne kwasy ttuszczowe, HFD - myszy na diecie wysokottuszczowej, SD - myszy
na diecie standardowej, SV - objetos¢ wyrzutowa, TAG - triacyloglicerole,
TBARS - substancje reagujace zkwasem tiobarbiturowym. Wyniki uzyskane dzieki
uprzejmosci Katedry i Zaktadu Biochemii Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego. Dane opublikowane [225].

5.3.2.1 PROFIL KWASOW TkUSZCZOWYCH W EKSTRAKTACH

CAYKOWITYCH LIPIDOW Z SERC W MODELU MYSIM
Profil FA oznaczony technika GC-MS w ekstraktach lipidow catkowitych

przygotowanych z serc myszy eksperymentalnych wskazywal na gromadzenie si¢ PUFA w tym
narzadzie u myszy HFD w pordwnaniu z myszami SD (Rysunek 5.18). W ekstraktach
lipidowych serc myszy HFD wykryto najwyzsza zawartos¢ catkowitych PUFA ze wszystkich
analizowanych tkanek/narzadow (33,53 + 11,26%) i nawet 2,6-krotnie wyzsza zawarto$s¢
PUFA n-3 w poréwnaniu z sercami myszy SD (Tabela uzupehiajaca 12.13). Znamienny byt
réwniez stopien zaburzenia zawartosci poszczeg6lnych PUFA w ekstraktach lipidowych serc
HFD, na tle zmian PUFA w ekstraktach mig$ni szkieletowych. W przeciwienstwie do migéni
szkieletowych, gdzie znaczace rdéznice w zawartosci zaobserwowano jedynie dla niektorych
PUFA (LA, DGLA, EPA, DHA, n-6 DPA), ekstrakty lipidow catkowitych z serc myszy HFD
wykazywaly istotne réznice pomiedzy zawartoscia niemalze wszystkich PUFA (poza 16:2 n-6
oraz ETA,; Tabela uzupekiajaca 12.13). Kolejng istotng obserwacja byl nizszy poziom MUFA
(~ 30%) w ekstraktach lipidowych serc myszy HFD w porownaniu z SD, czego nie wykazano
w migsniach szkieletowych (Tabela uzupeklniajaca 12.13). Zaskakujace, biorac pod uwage
fakt, ze nie odzwierciedla to trendu obserwowanego w surowicy (Tabela
uzupelniajaca 12.11), mimo ze obie te tkanki (migs$nie szkieletowe i migsien sercowy maja

ograniczony potencjal do syntezy lipidow de novo [227].
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Rysunek 5.18 Zawartos¢ [%] nasyconych, jednonienasyconych i wielonienasyconych
kwasow ttuszczowych w ekstraktach lipidow catkowitych z serc myszy
eksperymentalnych
*p < 0,05, # p <0,001. Skréty: HFD - myszy na diecie wysokottuszczowej, MUFA -
jednonienasycone kwasy ttuszczowe, PUFA - wielonienasycone kwasy ttuszczowe, SD -
myszy na diecie standardowej, SFA - nasycone kwasy ttuszczowe. Przedstawione Dane
opublikowane [183].

5.3.2.2 ANALIZA KWASOW TkUSZCZOWYCH WE FRAKCJACH
LIPIDOWYCH UZYSKANYCH W ROZDZIALE SPE Z SERC MYSZY

W  rozdziatach ekstraktow catkowitych lipidow z serc myszy technika SPE
wyodrebniono tacznie 7 grup lipidow, w ktorych oznaczano FA za pomoca GC-MS. Analizujac
uzyskane profile FA najwigksza uwage poswiecono przedstawicielom PUFA oraz
16- i 18-weglowym SFA i MUFA, co podyktowane bylo wynikami otrzymanymi podczas
oznaczania FA w calkowitych ekstraktach lipidowych, oméwionych powyzej w sekcji 5.3.2.
Stosujac Metode I SPE uzyskano FFA, AG, zawierajace MAG, DAG 1 TAG, oraz PHL,
natomiast metoda II pozwolita na oddzielenie od frakcji NL, grup zawierajacych sfingolipidy:
Cer, GSPL 1 SM. Zawarto$ci procentowe najwazniejszych kwaséw w zebranych frakcjach

przedstawiono odpowiednio w Tabeli 5.13 1 5.14.

W wyekstrahowanych frakcjach lipidow niepolarnych — AG oraz NL, zaobserwowano
akumulacje PUFA oraz zmniejszenie zawarto§ci MUFA (odpowiednio Tabele 5.13 i 5.14).
Akumulacje PUFA zaobserwowano rowniez we frakcjach lipidow polarnych — PHL
(Tabela 5.13, trend do podwyzszonych PUFA, brak istotnosci statystycznej) i Cer, GSPL, SM
(Tabela 5.14, istotne statystycznie). W GSPL wykazano najwyzsze zwigkszenie ilosci PUFA
n-3, ktore byto 3,7 razy wyzsze u myszy HFD, w porownaniu z SD (Tabela 5.14). Natomiast
Cer z PUFA n-6 w sercach HFD bylo az 3,1 razy wyzsze niz w SD. Ocena zawartos$ci
poszczegbdlnych FA we frakcjach uwidocznita, podobnie do ekstraktow lipidowych z mozgu,
znaczne zmniegjszenie ilosci EPA pod wptywem diety HFD, ktore dotyczyto szczegodlnie grup

PHL (Tabela 5.13), GSPL i SM (Tabela 5.14). Ponadto zawarto§¢ ARA, metabolitu
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do produkcji wielu prozapalnych metabolitow (Tabela 4.5), byla znaczaco wyzsza w grupie

HFD w lipidach otrzymanych Metoda 11 (Tabela 5.14).
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Tabela 5.14 Najwazniejsze kwasy ttuszczowe [% zawartosci] we frakcjach lipidowych otrzymanych w wyniku rozdziatu ekstraktéw
lipidéw z serc myszy eksperymentalnych metoda Il

NL Cer GSPL SM
SD HFD SD HFD SD HFD SD HFD
16:0 26,2 +2,02 24,1 = 2,08 29,6 £4,12 24,3 + 0,544 43,0+ 4,14 33,7+0,791* 241 +2,13 22,3+1,71
18:0 851 +1,38 8,59 £ 0,429 16,1274 11,9 = 1,00* 34,5+ 2,80 31,2+1,85 24,6 = 1,34 25,6 +1,29
inne SFA 6,380,624 5,56 £ 0,421 12,9 £ 2,43 8,61+ 1,81 6,02 2,45 4,64 + 0,249 2,11 +0,122 1,64 +0,157**
SFA 41,1 +1,26 38,3 +2,33 58,6 + 8,77 44,8 +2,91* 83,5 +4,68 69,6 + 1,43** 50,8 = 3,13 49,6 + 2,97
16:1 8,28 + 0,987 3,99 = 0,580** 4,98 + 0,584 4,19 + 0,690 1,55+0,377 1,53+0,736 1,34 + 0,088 0,542 + 0,048#
1811 440+1,14 42,7 +2,02 29,8+ 7,31 35,5+2,93 9,02+ 1,70 10,6 + 0,948 22,6+ 1,85 14,4 +0,516#
inne MUFA 2,79 = 0,633 1,59 + 0,252 2,52+0,518 1,53+0,233*  0,314+0,113  0,173+0,012 0,473 +0,080 0,278 + 0,025**
MUFA 55,1 +£1,25 48,2 = 2,00* 37,3+7,89 41,2+ 2,03 10,9+ 1,32 12,3+ 1,63 24,4+ 1,90 15,2 £ 0,567#
18:2 n-6 (LA) 3,43+ 1,26 9,70 = 0,100** 2,71 +0,82 8,86+ 1,27# 1,74 £ 0,676 4,20 £ 0,299** 6,00 + 0,964 8,15+ 1,55*
20:4 n-6 (ARA) 0,297 + 0,271 1,20 = 0,136* 0,748 + 0,348 1,99 £ 0,293** 2,21 +1,34 6,63 = 0,209** 9,07 +1,66 12,4 +1,09*

22:4n-6(AdA) 0067 0052 0470+0,064* 0050+0031 0373+0,020# 0074+0045 03570009 0330=0068 0,702+ 0,074#
inne PUFA -6 0,190+0,116 0,900 +0,171%  0,235+0,093 0,590 +0,108**  0,502+0,398 0,903 +0,105  2,98+0,706  2,34+0,138
PUFAN-6 398%1,68 1230423  3,75%1.26 11,8 £ 1,14# 453+2,44  12,1+0487** 184330  23,6£2,675*
18:3n-3(ALA) 00230012 00200008 0063+0024 0038=0008 0040+0017 0023+0.005 0014=0.005 0.016 % 0.005
20:5n-3(EPA) 02170153  0,163£0,037  0398+0226 0,178+0,059  0434+0.166 0093+0019* 1390243  0.182+0.020#
22:6n-3(DHA) 0,120£0,079 0837+0,118% 0315+0,126  139+0,072#  107+0858  481=0226#  475+143  9.08 +0.643#
22:5n3(n3DPA) 0,120£0,099  1,01+0,142*  0,080+0,039 0,883+0072# 01480122 135+0158% 0724+0202  2.57+0395
inne PUFAN-3  0,013+0,005  0,017=0,009  0,010+0,007 0030+0,010% 0022+0012 0037 +0012 0100+0017  0.086 + 0.027#
PUFAN-3 0493+0334 2,04+0293* 0,865=0,370 2,52 +0,113# 1712113 6310277#  698+178  11.93 +0.955+*

*p <0,05 **p<0,01,#p<0,001. Skréty: Cer - ceramidy, GSPL - glikosfingolipidy, HFD - myszy na diecie wysokottuszczowej, NL - neutralne
lipidy, SD - myszy na diecie standardowej, SM - sfingomieliny. Nazwy kwaséw za Tabelg 1.1. Przedstawione dane byly publikowane [225].
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6 DYSKUSJA

Przedmiotem przedlozonej rozprawy doktorskiej byto okreslenie wptywu nowego,
skutecznego zabiegu bariatrycznego — OAGB, na poziom bioaktywnych lipidow. Prowadzone
badania rozwijaty tematyke zapoczatkowang przez dr hab. Adriang Mika, prof. GUMed,
prof. UG [89]. Obicktem badan byta surowica i tkanka thuszczowa pacjentow z MO leczonych
bariatrycznie, w ktorych, stosujac technike GC-MS, dokonano charakterystyki profili FA,
Z uwzglednieniem pierwszy raz opisanych u pacjentéw z MO przez prof. Mika, grup BCFA
i OCFA. Wyniki tych eksperymentéw byly rowniez podstawa do oceny endogennej syntezy
BCFA w tkance tluszczowej we wspdtpracy z Katedra Biochemii i Katedra Biochemii
Farmaceutycznej  Gdanskiego  Uniwersytetu =~ Medycznego.  Opracowano  metode
SPE-LC-MS/MS, ktora umozliwita w surowicy pacjentow leczonych OAGB analizg oksylipin,
czyli metabolitow PUFA, bedacych czastkami regulatorowymi. Wreszcie, aby uzyska¢ wglad
w zmiany profili FA w tkankach, ktoérych nie mozna pozyskac od ludzi, wykorzystano mysi
model otylosci. Zastosowanie techniki SPE umozliwito uwidocznienie zmian profili FA
zachodzacych w otyto$ci w réznych grupach lipidowych. Ze wzgledu na szeroki zakres
podjetych probleméw badawczych, dyskusja podzielona zostata na czesci dotyczace analizy
FA w materiale biologicznym pacjentéw (Sekcja 6.1), analizy oksylipin (sekcja 6.2) i analizy
FA w modelu mysim (sekcja 6.3).

6.1 WPLYW ZABIEGU OAGB NA PROFIL KWASOW
TEUSZCZOWYCH

Profile FA pacjentow z MO w surowicy znaczaco odbiegajg od profili zdrowych oséb
z grupy kontrolnej. Nieprawidlowa dieta, bedaca glowna przyczyna otytosci, moze przyczyniac¢
si¢ do zwigkszenia zawartoSci TAG w surowicy (Tabela 5.2), a co za tym idzie, MUFA, grupy
FA, ktorej zawarto§¢ pozytywnie koreluje z BMI [131]. Wiadomo réwniez, ze endogenna
synteza MUFA ma udzial w przewleklym stanie zapalnym w MO [228], ktorej
zintensyfikowanie w VAT oceniano na podstawie podwyzszonych DI (Tabela 5.3). Pacjenci
z MO leczeni OAGB wykazuja w punkcie pre-OAGB podwyzszong zawarto$¢ FFA 1 warto$¢
HOMA-IR w surowicy [229]. Jednak w niniejszej rozprawie szczegolng uwage zdecydowano
poswieci¢ grupom BCFA i OCFA, z uwagi na ich potencjalne prozdrowotne wtasciwosci.

Przeprowadzone badania s3 jedynymi z pierwszych, w ktorych profil FA uwzgledniat
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BCFA [84,89,174]. Istotne znaczenie stanu zapalnego w indukowaniu schorzen
wspottowarzyszacych otylosci byto z kolei motywacja do analizy PUFA oraz ich metabolitéw,

dyskutowanych szerzej w sekcji 6.1.3.

Polskie rekomendacje w zakresie opieki okolooperacyjnej dotyczace chirurgii
bariatrycznej [230] sa zgodne z zaleceniami stworzonymi dla poprawy wynikow leczenia
chirurgicznego (ERAS, ang. enhanced recovery after surgery) [231] i obejmujg przygotowanie
pacjenta do operacji poprzez wprowadzenie nisko- lub bardzo niskokalorycznej diety,
prowadzacej do zmniejszenia masy ciata (sekcja 4.2.1.2). Zastosowanie takiej diety powoduje
zmniejszenie objetosci watroby, co skutkuje mniejszym ryzykiem wystapienia powiktan
pooperacyjnych i moze przyczynia¢ si¢ do wigkszej utraty masy ciata po operacji [231].
Wiedzac, ze profil FA w surowicy ludzi jest wypadkowa ich endogennej syntezy oraz diety
[45], w wykonywanych badaniach pozyskiwano surowice od pacjentéw bariatrycznych
w punkcie INI, aby oceni¢ jak silnie dieta stosowana przed operacja wptywa na profil FA,
szczegolnie w przypadku wyzej wymienionych grup aktywnych FA, ktorych gtéwnym Zrédtem
jest dieta. Mimo ze zastosowanie diety redukcyjnej przed operacja bariatryczng jest zalecane
przez wigkszo$¢ organizacji zajmujace si¢ problemem otyltosci i jest w wielu przypadkach
wymogiem refundowania [232], wiele badan na temat zmian profilu FA nie uwzglednia

momentu rozpoczecia diety [162,233-236].

Na podstawie analizy GC-MS FA w surowicy krwi pacjentéw w punkcie INI
i w punkcie pre-OAGB (Tabela uzupehiajaca 12.4), stwierdzono, ze dieta redukcyjna nie
wplywa na zawarto$¢ zadnego kwasu z grup OCFA i anteizo BCFA, a posrod izo BCFA
jedynym kwasem, ktorego zawarto§¢ we krwi obniza si¢ po diecie jest izo 15:0. Zmiang sposobu
odzywiania pacjentow odzwierciedlalo obnizenie zawartosci SFA (14:0, 18:0, 20:0, 24:0)
| podwyzszenie zawartoSci 18:1 w surowicy w punkcie pre-OAGB, co jest wynikiem
spozywania mniejszej ilosci tluszczéw nasyconych. Pacjenci zmniejszyli rdwniez spozycie
niezbednych PUFA (LA i ALA), jednak nie powodowato to znaczacych zmian w profilu
pozostatych PUFA. W rezultacie przeprowadzonych analiz mozna stwierdzi¢, ze omawiane
pdzniej zmiany w profilach FA nastgpujace po OAGB, sa gtownie skutkiem zabiegu i zmian
pooperacyjnych. Podobne wnioski wyciagneli Lin i wsp, ktorzy réwniez nie wykryli istotnych
zmian w profilu FA w surowicy po 3- miesiecznej diecie przygotowujacej pacjentow do LSG
lub  wylaczenia zotciowo-trzustkowego z przetaczeniem dwunastniczym (BPDDS,

ang. biliopancreatic diversion with duodenal switch) [169].
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6.1.1 KROTKOTERMINOWY WPLYW OAGB NA PROFIL
KWASOW TkUSZCZOWYCH W SUROWICY

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki analizy FA w surowicy pacjentow 2 tygodnie
po przeprowadzonym zabiegu OAGB (sekcja 5.1.3.1) wskazujg na zmniejszenie poziomow
wigkszosci OCFA i PUFA [178].

W aspekcie modyfikacji zawartosci i metabolizmu OCFA w chorobach metabolicznych
najwigkszg uwage poswiecano dotychczas najobficiej wystepujacym kwasom 15:01 17:0 [87],
ze wzgledu na wykazang w badaniach epidemiologicznych, odwrotng korelacje tych kwaséw
zryzykiem T2DM [237]. W prezentowanych w niniejszej pracy badaniach zawarto$¢ 15:0
W surowicy nie roznila si¢ istotnie po OAGB zaréwno w punkcie FU1 (Tabela 5.4), jak
I w FU2 (Tabela 5.5), natomiast zawarto$¢ 17:0 byta istotnie obnizona w punkcie FU1. Kwasy
15:0 i 17:0 sa bioaktywnymi molekutami, wykazuja dziatanie agonistyczne wobec receptorow
PPAR, przyczyniaja si¢ do obnizenia mitochondrialnych ROS i redukujg stan zapalny [238].
Wprawdzie ochronne dziatanie w wigkszym stopniu wykazuje 15:0 [238], jednakze warto
nadmieni¢, ze w modelu zwierzecym 17:0, nie 15:0, byt silnie skorelowany z obnizonym
stezeniem glukozy i insuliny [85]. Wskazuje to na niejednakowy metabolizm 15:0 1 17:0, ktory
moze thumaczy¢ zaobserwowane w niniejszej pracy réznice w zmianach zawartosci tych FA.
Pomimo wystgpowania obu tych OCFA w produktach mleczarskich [239,240], okazuje sie,
ze zawarto$¢ 17:0 w diecie nie odzwierciedla jego zawartosci w organizmie [85]. Wsrod
proponowanych mechanizméw odpowiadajacych za utrzymanie prawidlowego poziomu 17:0
w organizmie sg a-oksydacja 18:0 [87], elongacja 15:0 [238] oraz synteza de novo
z priopionylo-CoA, ktory jest produkowany przez mikroflore jelitowa [241]. Wedlug
dostepnych informacji, dysbioza jelit jest jednym z powiktan operacji bariatrycznych [242],
jednak brakuje danych o OAGB, ktore moglyby potwierdzi¢ lub wykluczy¢ udziat tego

mechanizmu w obserwowanych zmianach pozioméw OCFA.

Niewiele wiadomo na temat mechanizméw dzialania pozostatych $rednio
i dlugotancuchowych OCFA. Kwasy 15:0 i 17:0 wystepuja w najwiekszej ilosci [87], jednak,
jak ilustrujg m.in. wyniki niniejszej pracy, nie sg jedynymi OCFA, ktére mozna zidentyfikowac
w surowicy i tkankach ludzkich [89,178] oraz zwierzecych [68,225]. OCFA o dtugosci od 11:0
do 23:0 s obecne rowniez w mleku przezuwaczy [239,240] i rodlinach [243]. Dostgpne dane

sugeruja, ze takze te OCFA sg bioaktywne i wykazujg wlasciwos$ci przeciwgrzybiczne [244].
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Wickszo$¢ badan nad metabolizmem FA 1 ich rolg w stanach chorobowych pomija
OCFA i dotyczy glownie ECFA, poniewaz stanowig one zdecydowang SFA w tkankach
i biofluidach ludzkich [87]. Nie inaczej OCFA traktowane byly dotychczas w kontekscie
otylosci. Pierwsze szczegotowe badania OCFA u pacjentéw z MO zostaty przeprowadzone
w 2016 r. przez prof. Adrian¢ Mika [89], gdzie w surowicy pacjentow zidentyfikowane zostaty
OCFA o dhugosci 11 — 23 wegli w tancuchu acylowym. Jednak wigekszo$¢ badan opisujacych
zmiany lipidomu krotko (do 3 miesiecy) po operacjach bariatrycznych pomija
OCFA [168,169,173]. Zmiany w zawartosci sfingolipidow zawierajacych nieparzysto-
weglowe tancuchy acylowe zaobserwowal Kayser i wsp. [166]. Miesigc po operacji zatozenia

regulowanej opaski zotadka (AGB, ang. adjustable gastic banding) lub po operacji RYGB

obserwowali oni nizszg zawarto§¢ OCFA-Cer 1 niektorych OCFA-SM, a po RYGB obnizona
zawarto$¢ tych lipidow trwata nawet do 3 miesiecy po zabiegu [166]. Przyczyna rdznic
pomigdzy trwatoscig obnizenia OCFA pomigedzy RYGB a AGB nie jest znana. Moze to by¢
zwigzane zar6wno z mocniej uposledzonym, w stosunku do AGB, pobieraniem skladnikéw
odzywczych z diety, jak 1 wigkszym stopniem zaktocenia bogactwa mikroflory jelitowej po
RYGB [245]. Jednak juz 6 miesigcy po RYGB zawartos¢ niektorych OCFA w surowicy
pacjentow — 13:0 i 15:0 wzrastata wedlug Wijayatungi i wsp. [160].

Badania monitorujace zmiany profilu FA w wyniku leczenia bariatrycznego, znacznie
powszechniej niz OCFA, opisuja zmiany PUFA. Wyniki oznaczania zawartosci PUFA
W surowicy, uzyskane w ramach niniejszej rozprawy sa jedynymi dotyczacymi OAGB. Analiza
profilu FA (Tabela 5.4) wykazata znaczne obnizenie zawartos$ci niezbgdnych PUFA w punkcie
FUZL. Liniwsp. [169] takze zaobserwowali nieznaczne obnizenie zawartosci LA krotko po
BPDDS oraz po LSG, jednak niektorzy autorzy zauwazyli wzrost stezenia tego kwasu po
RYGB [164] i po AGB [246]. Niemniej, jak podsumowuje w systematycznym przegladzie
Middleton i wsp. [247], obnizenie zawartoSci LA w surowicy w pierwszych 6 miesigcach po
zabiegu bariatrycznym jest powszechny. Nizsza zawartos¢ LA jest najprawdopodobniej
wynikiem mniejszego spozycia tego kwasu. Analogicznie, wigkszo$¢ dostgpnych danych
wskazuje na obnizenie zawartosci ALA [247], szczego6lnie widoczne do 3 miesiecy po
LSG [169], RYGB [235] lub po zatozeniu r¢kawa endoluminalnego [248]. Poza niezb¢dnymi
ALA i LA, kwasem z grupy PUFA n-3, ktorego zawarto$¢ wydaje si¢ konsekwentnie obnizac¢
po wiekszosci interwencji bariatrycznych, jest EPA [247], co zostato rowniez zaobserwowane
w niniejszej pracy. Poroéwnujgc dostepne badania ([247] i Tabela 2.6), mniej jednoznaczne

zmiany zachodza w zawarto$ci pozostalych, dlugotancuchowych PUFA, szczegoélnie
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przedstawicieli PUFA n-6. Moze by¢ to zwiagzane z zachodzaca w odpowiedzi na redukcjg
ilosci przyjmowanych w diecie FA; mobilizacja FA zmagazynowanych w AT, ktore sg bogate

w PUFA n-6 (Tabela uzupekiajgca 12.3).

Do obnizenia poziomdéw niezbednych PUFA w organizmie najprawdopodobniej
przyczyniaja si¢ przede wszystkim zmiany w diecie po operacji bariatrycznej. Krotko
po przeprowadzeniu OAGB pacjenci spozywaja gléwnie lekkostrawne positki, w ktérych
wyklucza si¢ tluste migso i ryby oraz ogranicza spozycie orzechéw. Co wiegcej, zmiany
anatomiczne w przewodzie pokarmowym moga przyczyniac si¢ do zmniejszania wchtaniania
ALA i LA z diety, przyczyniajac si¢ do ogolnoustrojowego zmniejszenia dostgpnosci
prekursoréw do syntezy dlugolancuchowych PUFA. Dopelniajacym mechanizmem
postulowanym przez Garle i wsp. [235], w celu wytlumaczenia niedoboru EPA,
jest zmniejszenie aktywnosci desaturaz PUFA w tkance jelit po zabiegu bariatrycznym.
Jednakze, majac na uwadze, ze wktad pozawatrobowej syntezy w utrzymanie prawidtowego

poziomu PUFA jest znikomy [249], §ciezka ta ma najprawdopodobniej niewielki wptyw.

Poréwnujac RYGB a interwencje dietetyczng, negatywny efekt tj. obnizenie poziomu
PUFA n-3, zaobserwowano tylko u pacjentow po interwencji chirurgicznej [164]. Podobny
wynik uzyskali Lin i wsp. [248], poréwnujac pacjentow po LSG do pacjentow, u ktorych
redukcja masy indukowana byta zmianami stylu zycia. Implikacja powyzszych obserwacji jest
mozliwo$¢ poprawienia stanu metabolicznego pacjentow  bariatrycznych poprzez
suplementacje¢ niezbednych PUFA badZz modyfikacje diety. Obecnie zalecenia zywieniowe

po operacjach bariatrycznych nie obejmujg suplementacji PUFA [50,250].

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy pokazuja, ze wskutek operacji OAGB
w niedlugim przedziale czasowym po zabiegu nastgpuje obnizenie poziomow FA, ktérych
zrédtem jest dieta. Wprawdzie nie wiadomo czy krétkotrwate, przejsciowe niedobory FA moga
negatywnie wptywaé na zdrowie pacjentow dlugoterminowo, jednak postulowane efekty
fizjologiczne OCFA oraz PUFA n-3 wydaja si¢ by¢ zgodne z celami chirurgicznego leczenia
otytoéci tj. poprawienie homeostazy glukozy iinsuliny [87,105], poprawa stanu
zapalnego [251] lub poprawa lipidogramu [252]. Obecnie brak badan na temat skutkow
suplementacji i niedoboréw OCFA. W randomizowanych badaniach klinicznych oceniano
dotychczas konsekwencje suplementacji PUFA n-3 jako elementu przygotowania do zabiegu
bariatrycznego, jednak niewielka liczba badan i zr6znicowanie dtugosci suplementacji oraz

sktadu suplementow, nie pozwala wycigga¢ jednoznacznych wnioskow [253]. Pradelli
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I wsp. [254] przeprowadzili metaanaliz¢ wynikéw badan suplementacji PUFA n-3 wsrod
pacjentow chirurgicznych, w ktorej korzystnym efektem byto zmniejszenie czestosci infekcji
I pobytu dtugosci w szpitalu, obnizenie stezenia markeréw stanu zapalnego i poprawa funkcji
watroby. Pozwala to przypuszczac¢ podobnie obiecujace efekty suplementacji PUFA n-3 wsrod

pacjentow bariatrycznych i wskazuje na potrzebe dalszego prowadzenia badan w tym zakresie.

6.1.2 BRAK NORMALIZACJI PROFILU KWASOW
TEUSZCZOWYCH 6-9 MIESIECY PO OAGB

Homeostaza lipidow rozumiana jest jako rownowaga pomiedzy procesami regulujagcymi
stezenia lipidow, ich synteza i degradacja, lokalizacja i transportem, a jej zachwianie skutkuje
zaburzeniami metabolicznymi. Wielotorowa ocena efektow metabolicznych leczenia OAGB
uwidocznila wczesniej pozytywne zmiany zachodzace po operacji w stezeniach krazacych
kwasow zotciowych [159] i profilach aminokwaséw [181]. Pytaniem badawczym, na ktore
starano si¢ odpowiedzie¢ w niniejszej pracy bylo, czy po 6-9 miesigcach od OAGB,
przywrocona zostanie rownowaga lipidowa i, czy podobnie jak profil aminokwasow, profil FA

w surowicy bedzie ulegal normalizacji.

Stworzony model PCA (Rysunek 5.14) pozwolit stwierdzi¢, ze zaburzenia profilu
krazacych FA nie wracaja do normy. Do podobnych wnioskow doszli Sharma i wsp. [170],
ktorzy zauwazyli, ze profil FA po 3 latach od LSG jest wcigz podobny do tego obserwowanego
w surowicy pacjentow z MO. Luo i wsp. [165] w analizie PCA na podstawie profilu
metabolitow we krwi nie osiggneli rozdzielenia pacjentow przed i1 6 miesiecy po RYGB.
Nieprawidtowosci w stezeniach krazacych FA wykryto rowniez w pierwszym roku po leczeniu
LSG i BPDDS [169]. Jednoczesnie, po leczeniu bariatrycznym OAGB obserwowano szereg
potencjalnie pozytywnych dla zdrowia zmian w poziomach bioaktywnych FA. Oprocz
wspomnianego w sekcji 6.1.3 podniesienia poziomu BCFA, w punkcie FU2 obserwowano
zwickszenie zawartosci OCFA w surowicy (Rysunek 5.8). Umacnia to przypuszczenie,

ze deficyty OCFA w pierwszych tygodniach po OAGB sa krotkotrwate.

Leczenie OAGB nie zwigkszato poziomu catkowitych PUFA w surowicy pacjentow.
W punkcie FU2 zawartos¢ PUFA n-6 byta nadal obnizona w poréwnaniu z grupa kontrolna,
natomiast zawarto$¢ PUFA n-3 byla jeszcze nizsza niz przed operacja (Rysunek 5.5). Wigcej
zmian dotyczacych poszczegolnych PUFA, zaobserwowano w punkcie FU1 (Tabela 5.5),

co pozwolito podejrzewac, ze normalizacja poziomow PUFA jest procesem powolnym i moze
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nastgpi¢ po dluzszym czasie niz 6-9 miesiecy [201]. W przeprowadzonym w 2022 r.
przegladzie systematycznym dotyczacym wpltywu leczenia bariatrycznego na PUFA,
Middleton i wsp. [247] réwniez zwrdcili uwage na przejsciowy charakter niedoborow PUFA.
W pierwszym roku po operacji bariatrycznej najczesciej obserwowana jest obnizona zawartos$¢
niezbednych LA [125,169,248,255] i ALA [125,169,235,248], oraz EPA [125,163,169,235].
Migdzy 6-9 miesigcami po OAGB, zawarto$ci wszystkich z wyzej wymienionych FA
powracaty do warto$ci przed operacyjnych (punkt pre-OAGB) (Tabela 5.5), mimo poczatkowo
obserwowanego obnizenia ich zawartosci w punkcie FU1 (Tabela 5.4), ale nie osiggaty
wartosci obserwowanych w grupie zdrowych osob z prawidlowym BMI. Jednak poziom
przeciwzapalnego DHA [256], pomimo normalizowania si¢ poziomu jego prekursorow
pozostawat obnizony, co moze $wiadczy¢ o uposledzeniu konwersji w grupie PUFA n-3.
Pozytywnym efektem obserwowanym w punkcie FU2 bylo obnizenie zawarto$ci prekursora
wielu prozapalnych oksylipin — ARA (Tabela 5.5), co w potaczeniu z nizszym st¢zeniem CRP
(Tabela 5.2), sugeruje poprawe stanu zapalnego wsrdd pacjentow. Jak zauwazajg Middleton
i wsp. [247], wplyw leczenia bariatrycznego na zawarto$¢ ARA jest rozny w zalezno$ci
od przeprowadzonego zabiegu, obserwowano dotychczas zaréwno obnizenie (po LSG
I BPDDS), jak i podniesienie zawartosci ARA (po AGB i BPDDS). Mozliwe jest, ze obnizenie
ARA po OAGB jest zaleta tego typu zabiegu w porOwnaniu z innymi operacjami
bariatrycznym, np. RYGB [163,257]. Potwierdzenie tej hipotezy wymagatoby jednak
bezposredniego pordwnania roéznych zabiegéw wykonywanych na tej samej populacji,

ze wzgledu na globalna, heterogennos¢ profilu FA [258].

Co ciekawe, kwasem, ktorego poziom byt podwyzszony w punkcie FU2 po OAGB byt
DGLA. Niiwsp. [125] zauwazyli, ze wysokie stezenie DGLA bylo zwigzane z nawrotami
T2DM i rozwijaniem si¢ zespolu metabolicznego u pacjentdow bariatrycznych. Stezenie DGLA
wykazuje pozytywng korelacj¢ z markerem insulinooporno$ci — peptydu C [259] i markerem
stanu zapalnego — IL-6 [260]. Wiadomo jednak, ze DGLA jest prekursorem do syntezy
przeciwzapalnych oksylipin [113], zatem mozliwe, ze korelacja DGLA z zapaleniem jest
spowodowana uposledzeniem syntezy oksylipin z tego kwasu. Bez watpienia, zwigzek profilu
FA 1 ryzyka pojawienia si¢ chorob metabolicznych u pacjentoéw z MO leczonych OAGB jest

interesujgcym tematem do podjecia w przysztosci.

W leczeniu bariatrycznym otytosci, pacjentom rekomenduje si¢ suplementacje
niektorych witamin 1 mikrosktadnikéw (witaminy A, B12, kwas foliowy) w celu uzupeinienia

niedoboréw, ktdre mojg pojawic si¢ wskutek zmniejszonego wchlaniania tych substancji z diety

138



WPLYW ZABIEGU OAGB NA PROFIL KWASOW TEUSZCZOWYCH

[54]. Pooperacyjnie monitorowane sg rowniez niedobory biatka, jednak brak jest specyficznych
wytycznych dotyczacych PUFA [50,54]. Przedstawiane w niniejszej pracy wyniki oraz badania
zebrane przez Middleton i wsp. [247] wskazujg na zmiany w profilach PUFA przez pierwszy
rok po operacji. Nie wiadomo czy i w jakim stopniu trwajgce przez ten czas niedobory takich
kwasow jak DHA, EPA, LA i ALA moga wptywaé negatywnie na zdrowie pacjentow
po OAGB. Istnieja jednak dowody na to, ze suplementacja PUFA n-3 wywoluje efekty
pozadane w kontekscie operacji bariatrycznych np. DHA tlumi prozapalng sygnalizacje [256],
a PUFA n-3 pomagajg w zapobieganiu i leczeniu utraty masy mig¢$niowej [261]. Powyzsze
informacje jasno wskazujg na potrzebe dalszych badan nad mozliwymi zaletami suplementacji

PUFA w diecie 0sob po OAGB.

6.1.3 METABOLIZM ROZGALEZIONYCH KWASOW
TEUSZCZOWYCH

Po operacji OAGB ilos¢ BCFA w surowicy pacjentow bariatrycznych wykazuje
tendencj¢ wzrostowag W punkcie FU1, ulegajac niemalze podwojeniu w punkcie FU2
(Rysunek 5.8). Zaobserwowane w tych oraz we wczesniejszych badaniach [89] badaniach,
braki BCFA u pacjentow z MO korelowaly odwrotnie z parametrami wskazujacymi
na zaburzenia metaboliczne — BMI, stezeniem TAG i wskaznikiem insulinoopornosci HOMA -
IR (Rysunek 5.9). Negatywne korelacje obserwowane byly réwniez pomigdzy zawarto$cig
calkowitych izo BCFA astgzeniem CRP i18:1/18:0 DI w surowicy [89] oraz pomiedzy
szacowanym spozyciem izo BCFA z nabiatu i wskaznikami ryzyka insulinoopornosci [262].
W opublikowanej w 2018 r. przetomowej pracy Wallace i wsp. [84] udowodnili, ze BCFA
w organizmie ludzkim pochodzg nie tylko z diety, ale powstajg rowniez w wyniku katabolizmu
BCAA - waliny, leucyny i izoleucyny. Uwaza sie, ze podwyzszone stezenic BCAA
W organizmie sprzyja rozwijaniu si¢ insulinoopornosci poprzez mechanizm zalezny
od nadmiaru lipidow [43]. Dane ptynace z badan metabolicznych wskazuja, ze operacje
bariatryczne majg istotny wplyw na stgzenia krazacych aminokwasow [160,162,236,263],
przy czym RYGB, zabieg najbardziej podobny do OAGB, powoduje zazwyczaj obnizenie
stezenia BCAA w surowicy pacjentow [160,162,174,263,264]. Powyzsze informacje stanowity
inspiracje do podjecia tematu katabolizmu BCAA w kontekscie operacji OAGB.

Dzigki wspotpracy z Katedra i Zaktadem Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego, okreslone zostaty stezenia BCAA w surowicy osob o prawidtowej masie ciata

oraz pacjentow z MO (pre-OAGB i FU2) — Tabela 5.6. Jak przypuszczano, stezenia BCAA
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W surowicy pacjentdw byly znacznie wyzsze niz u zdrowych osob z grupy kontrolnej
| wykazywaly dodatnig korelacje z BMI, stezeniem TAG i HOMA-IR (Rysunek 5.10),
co odzwierciedla dotychczasowy stan wiedzy [265]. Podobnie jak po RYGB, w surowicy
pacjentow po OAGB nast¢powato obnizenie stezenia BCAA (Rysunek 5.11A). Po leczeniu
OAGB stgzenia BCAA malaty, a zawarto§¢ BCFA w surowicy pacjentéw rosta. Przeciwny
efekt jaki OAGB mialo na te dwie grupy zwiazkow, pozwolil przypuszczac, ze zaburzony
katabolizm BCAA jest prawdopodobnie mechanizmem, ktory przyczynia si¢ do obnizenia
zawartosci BCFA u pacjentéw z MO. Takze dieta przygotowujaca do zabiegu OAGB nie miata
wplywu na poprawe zawartos¢ BCFA w surowicy (Tabela uzupelniajaca 12.4).
We wspolpracy z Katedra i Zakladem Biochemii Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego, przeprowadzono analiz¢ poziomu ekspresji mRNA enzymoéw S$ciezki
katabolizmu BCAA w tkance ttuszczowej pacjentow z MO i zdrowej grupy kontrolnej. W VAT
pacjentdow z MO, poziom ekspresji enzymow uczestniczacych w katabolizmie BCAA
(przedstawionym schematycznie na Rysunek 2.7) tzn. BCKDHB, BCAT1 i BCAT?2,
byl znacznie nizszy niz u o0s6b o prawidlowej masie ciata (Rysunek 5.11E).
Nie zaobserwowano réznic w poziomie ekspresji wymienionych enzyméw w SAT pacjentow
i kontroli (Tabela uzupelniajaca 12.6), podobnie jak w innych badaniach [266,267], jednak
odwrotnie do badan Pietilainen i wsp. [268], ktorzy stwierdzili, ze rowniez w SAT mozna
zaobserwowac zaburzenia ekspresji enzymow katabolizmu BCAA. Uzyskane w toku
przedtozonej pracy wyniki sugeruja, ze to katabolizm BCAA VAT moze przyczyniaé si¢
do obserwowanych pomiedzy pacjentami z MO a osobami o prawidtowej masie ciala rdznic
w zawarto$ci BCFA. W badaniach wykonywanych w ramach pracy doktorskiej nie pobierano
biopsji tkanek tluszczowych od pacjentéw po przeprowadzonym zabiegu bariatrycznym, co nie
pozwala jednoznacznie stwierdzi¢, ze efektem zabiegu OAGB jest wzrost syntezy BCFA
z produktow katabolizmu BCAA. Niemniej jednak, w ostatnich badaniach dotyczacych RYGB
obserwowano zarowno wyzszg ekspresje BCKDH oraz BCAT w tkance tluszczowej pacjentow
po ponad 1,5 roku po zabiegu bariatrycznym [269], jak i ekspresji FAS [174]. Z drugiej strony,
dostepne informacje wskazuja, ze leczenie RYGB nie przyczynia si¢ do podwyzszenia
zawartosci BCFA po uptywie 8 tygodni od zabiegu [125]. Uzyskane w toku przeprowadzonych
badan wyniki pozwalaja jednak przypuszczaé, ze leczenie bariatryczne OAGB moze
przyczynia¢ si¢ do podwyzszenia zawartosci BCFA w organizmie, ktora przynajmniej

czesciowo zalezy 0d zachodzacej w VAT syntezy BCFA z prekursorow powstajacych zBCAA.
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Nierozstrzygnigta pozostaje na razie kwestia stopnia w jakim opisywany mechanizm
produkcji BCFA reguluje ich homeostaz¢ w organizmie. Eksperymenty w zwierzgcych
modelach otylosci wskazuja, ze zaréwno dieta jak 1 zabiegi bariatryczne wptywaja
na katabolizm BCAA nie tylko w tkance tluszczowej, ale rowniez w watrobie czy jelicie
cienkim [144,270]. Mozliwe rowniez, ze to nie katabolizm, a niewystarczajgca inhibicja
proteolizy bialek, procesu zaleznego od insuliny, jest gldéwnym zrodlem podwyzszonych
BCAA w organizmie [271]. Yao i wsp. [236] wskazali na przewage proteolizy na postawie
testu przeprowadzonego u pacjentow po SG za pomocg hiperinsulinemicznej euglikemicznej
klamry metabolicznej. Technika ta jest ztotym standardem oceny insulinooporno$ci, niemniej,
w przedstawianych w niniejszej pracy badaniach, pomimo wyjSciowego wyzszego stezenia
BCAA w podgrupie pacjentow ze zdiagnozowanym T2DM, trendy zmian zaréwno BCAA
jak i BCFA w punkcie FU2 byly identyczne wsrdd pacjentow z T2DM i bez (Rysunek
uzupelniajacy 12.3). Ostatnim, nieporuszonym podczas badan sktadajacych si¢ na niniejsza
rozprawg, tematem jest mozliwy wkiad bakterii jelitowych, ktére, w przeciwienstwie
do ssakow, moga syntezowa¢ BCAA de novo [271]. Powstajace w tym procesie substraty
posrednie moga by¢ wykorzystywane do syntezy BCFA lub krotkotancuchowych FA,
arownowaga pomiedzy tymi produktami zalezy od ilo$ci 1 rodzajow bakterii, ktora ulega
modyfikacji pod wptywem diety oraz wskutek zabiegéw bariatrycznych [271]. W 2022 r.
opublikowano pierwsze badania dotyczace wptywu OAGB na sktad flory jelitowej, w ktorych
6 miesiecy po operacji liczebnos¢ bakterii typu Firmicutes istotnie si¢ zmniejszyta [272].
Obecnos¢ tych bakterii byla negatywnie korelowana z poziomem syntezowanych BCFA
w badaniach in vitro [271]. Niewatpliwie jest to zagadnienie zastugujace na dalsze badania.
Cennych informacji moze dostarczy¢ rozszerzenie badan obserwacyjnych na wigksza grupe
badawcza, w ktdrej, oprocz analizy w surowicy 1 tkankach pacjentdw, przeprowadzana bylaby

analiza BCAA i BCFA w probkach katu.

6.2 WPLYW LECZENIA BARIATRYCZNEGO NA
STEZENIA KRAZACYCH OKSYLIPIN

Oksylipiny sg zaangazowane w regulacje stanu zapalnego, funkcji nabtonka, kurczenia
naczyn krwionosnych, krzepniecia krwi, lipolizg, adipogenez¢ i wydzielanie insuliny
[33,108,110], co czyni je interesujacym obiektem badan w szeregu chordéb zwigzanych

z uposledzeniem tychze funkcji. Wiadomo, Ze na stezenia oksylipin we krwi wplywaja
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interwencje dietetyczne, takie jak suplementacja PUFA n-3, ktora bezposrednio zwigksza
poziom prekursoréw do syntezy n-3 oksylipin [273]. Okazuje si¢ jednak, ze modyfikacje
profilu oksylipin obserwowane sg rowniez po wprowadzeniu diet, ktore nie sg bezposrednio
ukierunkowane na zmiane poziomoéw PUFA np. dicta niskokaloryczna i niskottuszczowa [211]
lub dieta weganska i wegetarianska [274]. Ponadto, mimo niewielkiej ilo$ci przeprowadzonych
dotychczas badan, zmiany w profilach oksylipin sg obserwowane rowniez po interwencji
bariatrycznej RYGB i SG [191,212]. Biorac pod uwage regulatorowg role oksylipin, mozliwe
jest, ze ich dziatanie przyczynia si¢ do pozytywnych efektow metabolicznych obserwowanych
po zabiegach bariatrycznych [49,52,154-156]. Okreslenie profilu oksylipin przed i po operacji
bariatrycznej moze =zatem pomodc w identyfikacji potencjalnych mechanizméw
przyczyniajacych si¢ do polepszenia stanu metabolicznego. W przeprowadzonych badaniach
po raz pierwszy scharakteryzowano profil wybranych niezestryfikowanych oksylipin
W surowicy pacjentdw z otylosciag po leczeniu bariatrycznym zabiegiem OAGB. Wigkszo$¢
krazacych we krwi oksylipin jest zestryfikowana [273], jednakze uwaza si¢, ze wlasnie pula
niezestryfikowanych oksylipin jest aktywna biologicznie [108], stad decyzja o oznaczaniu tego

typu oksylipin w przeprowadzanych badaniach.

Zastosowana metoda analityczna charakteryzowala si¢ odpowiednig liniowo$cig
(Tabela 5.7) doktadno$cia, powtarzalnoscig i odzyskiem (Tabela 5.8) dla 20 z 28 oksylipin.
Osiagnigte granice wykrywalnosci miescity si¢ w zakresie od 2 do 394 pg (Tabela 5.7), co jest
zgodne z innymi badaniami, w ktorych stezenia oksylipin oznaczano technikg LC-MS/MS,
gdzie analizatorem byl potrojny kwadrupol [114]. W badanych probkach biologicznych
wykryto 18 i oznaczono ilosciowo 13 analitow (Tabela uzupelniajaca 12.9). Profil oksylipin
we krwi wykazuje duza zmienno$¢ osobnicza, co w przeprowadzonych badaniach zostato
uwidocznione podczas analizy PCA (Rysunek 5.14) i potwierdza obserwacje z innych zrodet
[140,191,192,211-214]. Poréwnujac kierunki zmian zachodzacych w profilach oksylipin
6-9 miesiecy po OAGB (FU2) z dostepnymi wynikami na temat réznic w stezeniach krazacych
oksylipin u pacjentow z otytoscia A) przed 1 po redukcji masy zwigzanej z interwencja
bariatryczng, dietetyczng lub dietetyczng z ¢wiczeniami fizycznymi; B) w porownaniu
do zdrowych osob z grupy kontrolnej (Tabela 6.1), mozna zaobserwowac, ze zarowno stezenia
oksylipin, jak i trend zmiany zalezny od BMI, odpowiadaja w wigkszosci dostgpnym danym

literaturowym.
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Tabela 6.1 Zestawienie stezen oksylipin we krwi pacjentéw z otyloscia i kierunku zmiany ich stezenia w przeprowadzonych
badaniach z dostepnymi w literaturze stezeniami krazacych oksylipin - (A) réznice po redukcji masy; (B) réznice w poréwnaniu grupa

kontrolna
o oo e . . . Stezenie [nM] u pacjentéw z otyloscia
A
Stozeni Stezenie wyjsciowe [nM] (przed redukc!.a; masy) i kierunek zmiany (1M <) i poréwnanie (14 <>)° z kontrolami
tezenie po redukcji masy idt BMI
wyjsciowe [nM] z prawidiowym
(pre-OAGB) Surowica pacjentéw Osocze
Oksylipina* i kierunek zmiany OsotcTe ,p§CJentodw 2 Osocze pacjentéw z oty2+os§|q .przecilw ?sg]lrj[oogto){myc.h .
(PP A b zotyloscigprzed PO MRS O 2y Osocze mezczyzn  Osocze pacjentéw
dlugoterminowej ' ' o Poleczeniu i 1 rok po RYGB interwencyi dietq _brzed ipo . [140] starszych *¥* [214]
(FU2) bariatrycznym RYGB [191] niskokaloryczng miesigcach restrykgji
lub SG[212] i niskottuszczowa kalorycznej i ¢wiczen
[211] fizycznych [213]
12-HETE 35,7 ™ 12,97 1 NA 0,810 ¢ 42,4 NS 11,9 N8 ~0,62 1
12-HHT 4,07 1T NA NA NA NA NA ~17 1
13-HODE 17,5 © 295 & NA 151 ¢ NA 10,8 1 ~10 &
15d-PGJ2 588 ¢ NA NA NA 0,106 <« NA NA
15-HETE 1,57 © 4,19 1 NA 0,800 ¢ 255 & 1.0 & ~062 &
15-HETrE 0,455 NA NA NA 0,719 I 05 ¢ NA
18-HEPE 1,56 ™ 0,097 ¢ 0,440 N 0,300 ¢ NA NA ~043 &
20-HETE 2,39 © 325 ¢ NA 0,520 < NA 09 ¢ NA
5-HETE 1,85 & 1.1 4 NA 0,700 < 2,39 & 45 ¢ ~1,1 &
9(10)-EpOME 221 & 418 ¢ NA 1,00 & 11 & 240 & ~0,004 <
9-HODE 9,29 < 40,1 & NA 121 ¢ 139 & 135 1 ~10 &
LTB4 1,09 ¥ NA 0,290 N NA NA 03 < NA
TXB2 1,23 1 0,29 1 NA 024 & 2,05 NS 03 & ~026 1

A -1 podwyzszenie po redukcji masy, | obnizenie po redukcji masy, <> brak zmiany; B - 1 wyzsze stezenie w grupie kontrolnej, | nizsze
stezenie w grupie kontrolnej, < brak réznic; * - uwzgledniono oksylipiny, ktérych stezenie pre-OAGB oznaczono ilosciowo w
wykonywanych badaniach i co najmniej jednym Zrédle; ** - wartosci w nM na podstawie wtasnych obliczen; NA - stezenie nie byto
analizowane; M- brak istotno$ci statystycznej; RYGB - ominiecie zotgdkowo-jelitowe na petli Roux-en-Y ; SG - resekcja zotadka; nazwy
oksylipin za Tabelg 1.2; tabela wtasna na podstawie zrédet [140,191,211-214].
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Wyjatkiem sa 15d-PGJ2 i PGE2, ktorych stgzenia byly wyzsze niz obserwowane
w przytaczanych badaniach. 15d-PGJ2 jest agonista PPARYy, obserwowanym in vivo w fazie
wygaszania stanu zapalnego [275]. W obecnych badaniach, jego stezenie przekraczato granice
oznaczalno$ci jedynie w surowicy kilku pacjentow w punkcie pre-OAGB (w przeciwienstwie
do FU1l i FU2, gdzie 15d-PGJ2 nie przekraczal granicy oznaczalnosci), wigc relatywnie
wysokie S$rednie stezenie tej oksylipiny przypuszczalnie jest wynikiem stanu zapalnego
U tychze pacjentow 1 moze nie odzwierciedla¢ wartosci populacyjnych. Podwyzszone stezenie
PGE2 byto wczesniej obserwowane w otytosci, gdzie odgrywa ono wazng role jako mediator

stanu zapalnego oraz jako czynnik stymulujacy wydzielanie leptyny przez tkankeg thuszczowa
[276].

W  przeprowadzonych badaniach stezenie 15-HETrE bylo silnie, pozytywnie
skorelowane z BMI, co potwierdza wyniki poprzednich analiz zalezno$ci st¢zenia oksylipin we
krwi i wskaznikow otylosci (BMI, WHR, masa VAT) [140,277]. Jurado-Fasoli i wsp. [277]
postuluja, ze panel oksylipin, w ktorego sktad wchodzi 15-HETrE moze by¢ lepszym
predyktorem otylosci niz tradycyjne markery chronicznego stanu zapalnego. Rzeczywiscie,
zaobserwowana korelacja stezenia 15-HETrE z BMI (r = 0,526, p = 0,008) jest silniejsza
niz korelacja pomigdzy BMI i1 CRP [278], jednakze nalezaloby potwierdzi¢ ten wynik

w wigkszej grupie badawcze;.

Globalne spojrzenie na st¢zenia oksylipin sugeruje prozapalny profil w surowicy
pacjentdow z otyloScig przed operacjg bariatryczng. Oprocz wspomnianych prostaglandyn,
pacjenci wykazuja stosunkowo wysokie stezenia hydroksylowanych metabolitow ARA
(Tabela 6.1: oksylipiny 5-, 12-, i 20-HETE). Podwyzszony poziom tych oksylipin jest
obserwowany w schorzeniach charakteryzujacych si¢ zapaleniem [110,124,140], a in vitro
stymuluja one degranulacje i chemotaksje neutrofili, promujg proliferacje komoérek rakowych
oraz wzmagaja uwalnianie prozapalnych cytokin [108]. Rozwazajac wptyw leczenia OAGB na
poziom analizowanych, krazacych we krwi oksylipin zauwazono, ze zmiany st¢zen wigkszosci
oksylipin odzwierciedlaly zmiany zawarto$ci odpowiadajacych im prekursorow FA
(Rysunek 5.13). Jednakze stgzenie to nickoniecznie korelowato w sposob istotny statystycznie
z zawarto$cig prekursora (Tabela uzupehiajaca 12.10), co zaobserwowal rowniez Schuchardt
I wsp. [279]. Brak silnych korelacji pomigdzy poszczegdlnymi FA i ich metabolitami
W surowicy wskazuje na potrzebe bezposredniej analizy oksylipin w materiale biologicznym.
W punkcie FUI istotnie podwyzszone, w poréwnaniu z pre-OAGB, byto stezenie 5- oraz

20-HETE. Podwyzszone stezenie 5-HETE bylo wcze$niej odnotowane w surowicy pacjentow
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bezposrednio po operacjach resekcji jelita [280] i kardiochirurgicznych [281]. Oksylipina
ta powstaje w wyniku aktywnos$ci 5-LOX, ktorej wzmozona ekspresja byta obserwowana
W VAT pacjentow otytych [152]. Aktywno$¢ tego enzymu jest istotna w stanach chronicznego
oraz ostrego zapalenia [282], zatem wysokie st¢zenie 5-HETE moze byé objawem
krétkoterminowej eskalacji zapalenia wywotanej interwencja chirurgiczng, ktére zanika po
dhuzszym czasie [283]. Wraz z podniesionym poziomem 5-HETE mozna byto zaobserwowac
w punkcie FUI1 tendencje do wyzszego stezenia LTB4, oksylipiny, w ktorej synteze rowniez
zaangazowany jest enzym 5-LOX. Posredni produkt oksydacji ARA przez 5-LOX moze ulega¢
przemianie do 5-HETE |lub prekursora do produkcji leukotriendéw - LTA4
(Rysunek 2.9, [282]). Warto rowniez zauwazy¢, ze po OAGB nastgpowato podwyzszenie
stezenia 12-HHT, silnego liganda receptora 2 LTB4 (BLTR2, ang. leukotriene B4 receptor 2).
Istnieja dowody na zaangazowanie osi 12-HHT/BLTR2 w procesy regeneracji i naprawy
nabtonka jelit [284], stad mozna przypuszczaé, ze wzrost st¢zenia 12-HHT po operacji ma efekt
protekcyjny. Analogiczng przyczyne, tj. bezposredni efekt operacji, moze roéwniez mieé
zaobserwowane w punkcie FU1 wysokie stezenie 20-HETE, ktore podobnie jak 5-HETE,
powraca do warto$ci pre-OAGB. Zwiekszona produkcja 20-HETE jest zwigzana z dysfunkcja
srodbtonka [285], ktorg, jak wskazuje Ekeloef i wsp. [286], moga wywota¢ nawet drobne
operacje jamy brzusznej. Niektore HETE (5- 1 12-) sa rowniez czynnikami aktywujacymi
chemotaksje¢ neutrofili, ktorych aktywnos$¢ jest zasadnicza w procesie gojenia ran [108]. Jednak
w przeciwienstwie do 5-HETE, stezenie 12-HETE nie roznito si¢ istotnie pomigdzy pre-OAGB
a FU1. Wcze$niej, wzrost zawartosci 12-HETE we krwi obserwowano dzien [281] i 4 dni [280]
po operacji, co moze sugerowac, ze ste¢zenie poszczegdlnych HETE zmienia si¢ W zaleznosci

od uplywu czasu od wykonanej operacji.

Kolejng grupa metabolitow FA, na ktorej stezenie miato wplyw leczenie bariatryczne,
byly oksylipiny zaangazowane w procesy regulujace funkcje srédbtonka naczyn krwiono$nych
oraz krzepniecia krwi tj. TXB2, 15d-PGJ2 i HODE. TXB2 jest stabilnym produktem przemiany
waznego aktywatora agregacji trombocytow — TXA2 [192], zatem zaobserwowany wzrost
stezenia TXB2 w punkcie FUI jest najprawdopodobniej spowodowany zachodzgcymi jeszcze
procesami gojenia przewodu pokarmowego. W konteks$cie otylosci ptytki krwi sa istotne
z uwagi na funkcj¢ miazdzycogenng. Graziani i wsp. [287] zaobserwowala, ze pacjenci z MO,
u ktorych nie wyksztalcita si¢ insulinooporno$¢, charakteryzuja si¢ paradoksalnie niskim,
W porownaniu do pacjentow z prawidtowym BMI lub z otyloscig nizszego stopnia, stezeniem

TXB2 we Kkrwi. 15d-PGJ2 jest czynnikiem hamujagcym angiogeneze [109], wiegc
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zaobserwowane obnizenie jego poziomu w punkcie FUl bylo spodziewane.
W przeprowadzanych badaniach w punkcie FU1 zaobserwowano tendencj¢ do nizsze niz przed
operacja stezenia metabolitow LA — 9-HODE i 9(10)-EpOME i podobnego stezenia 13-HODE.
Oksylipiny syntezowane z LA sg zaangazowane w regulacj¢ wzrostu i zwe¢zania naczyn
krwionosnych  [109]. Antytrombotyczne wlasciwosci 13-HODE byly  wczesdniej
zademonstrowane w ludzkich komorkach $rodbtonka [109], zaobserwowana tendencja
do obnizonego stezenia tej oksylipiny w punkcie FU1 jest spojna z tg aktywnoscig i z wynikami
otrzymanymi przez Wolfera i wsp. [280], ktorzy badali krotkoterminowe zmiany oksylipin

po operacjach laparoskopowych jelit.

W przeprowadzonych badaniach, grupa oksylipin, ktérych zmian nie udato si¢
zaobserwowac¢, poniewaz nie osiggni¢to wystarczajacych granic wykrywalnosci, byty SPM —
rezolwiny, marezyny, protektyny. W poréwnaniu z innymi oksylipinami, zdolno$¢ komorek
do produkcji SPM w organizmie jest niewielka, czego wynikiem sa niskie, rzgdu pikomoli,
stezenia tych zwigzkéw w tkankach i biofluidach [115]. Majac na uwadze, ze niektére SPM
byly wczesniej wykryte w surowicy osob otytych [191], przed przystapieniem do analizy stezen
SPM domniemywano, ze moga si¢ one zmienia¢ w punkcie FU1 ze wzgledu na zachodzace
procesy gojenia 1 wygaszania zapalenia. Niestety, nie udalo si¢ potwierdzi¢ tego
przypuszczenia. W opublikowanym w 2022 r. podsumowaniu biezacego stanu wiedzy na temat
SPM, Shebb i wsp. [115] zwrdcili uwagg, ze nawet przy zastosowaniu bardzo czutych metod
I optymalnych warunkéw (np. suplementacja PUFA n-3), niektore grupy badawcze nie wykryty
SPM w probkach biologicznych. W obliczu tych niekompatybilnych wynikéw, Shebb
I wsp. [115] krytykuja stosowane metody analityczne. Jednakze nalezy wspomnie¢, ze na profil
oksylipin wplywa bardzo wiele czynnikow, takich jak pte¢, wiek, przyjmowane leki i dieta, czy

nawet rytm dobowy [192], ktore mogg si¢ przyczynia¢ do rozbieznosci wynikow analiz SPM.

Profil oksylipin, podobnie jak profil FA, zostal wykorzystany do skonstruowania
modelu PCA, shuzacego do jakosciowej oceny zmian zachodzacych w wyniku leczenia
bariatrycznego. W przeciwienstwie do profilu FA (Rysunek uzupelniajacy 12.2), profil
oksylipin w surowicy pacjentow po OAGB pozwalaly na roéznicowanie poszczegdlnych
punktow czasowych, szczegdlnie FU2 i w mniejszym stopniu FU1 (Rysunek 5.14). Mozliwos¢
odrdzniania pacjentdow przed i po operacja bariatryczng obserwowata rowniez Lopez [212],
w ktorej badaniach po roku od operacji, pacjenci bariatryczni wykazywali zmieniony profil

oksylipin, niezalezny od chordb towarzyszacych. Poroéwnanie wynikéw obecnych badan
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z wynikami Lopez nie pozwala na wyciaganie wnioskow na temat roznic pomiedzy efektami

réznych typoéw zabiegu bariatrycznego, ze wzgledu na inne badane punkty czasowe.

Podsumowujac, celem tego badania bylo opracowanie metody oznaczania oksylipin
W surowicy 1 wykorzystanie jej do okreslenia wplywu OAGB na ich st¢zenia. Zastosowana
metoda analityczna charakteryzowata si¢ satysfakcjonujgcymi parametrami walidacyjnymi
I pozwolita wskaza¢ FU2, czyli powyzej p6t roku po operacji OAGB, jako punkt czasowy,
w ktorym profil pacjentéw leczonych bariatrycznie byt silniej zmieniony. Wskazano réwniez
jakich oksylipin dotyczg te zmiany. Byly nimi w szczeg6lnosci pochodne ARA — HETE oraz
oksylipiny zaangazowane w regulacje funkcji $rodbtonka. W wykonanych badaniach,
ze wzgledu na niewielka grupe pacjentdow zdecydowano si¢ nie rozdziela¢ w analizie RM
ANOVA pacjentéw z i bez T2DM. Pomimo, ze Lopez [212] nie wykryta wptywu T2DM ani
stluszczenia watroby na stgzenie analizowanych przez siebie oksylipin, juz Schulte i wsp. [191]
wskazali, ze r6znice w poziomach niektorych przeciwzapalnych oksylipin moga by¢ zwiagzane
z ustepowaniem T2DM w wyniku operacji RYGB. Zatem interesujacg $ciezka byloby
rozszerzenie grupy badawczej o pacjentow bez i z chorobami towarzyszacymi, a takze o grupe
kontrolng zdrowych oséb z prawidlowa masg ciala. Warto$ciowa informacjg bylaby réwniez
jednoczesna ocena poziomu ekspresji lub aktywnosci enzymow metabolizujacych FA
do oksylipin. Niemniej, badania przeprowadzone w ramach doktoratu i pozostate dostepne
dane literaturowe wskazuja na potencjat jaki analiza oksylipin moze mie¢ w monitorowaniu

skutkow zabiegdw operacyjnych [280,281] i leczenia bariatrycznego [191,212].

6.3 WGLAD W POTENCJALNA ROLE KWASOW
TLUSZCZOWYCH W ROZWIJANIU SIE POWIKLAN
OTYLOSCI UZYSKANY W MODELU ZWIERZECYM

Suleiman i wsp. [182] w swojej pracy przegladowej dotyczacej badan nad otyloscia
w modelach zwierzecych podkreslajg problem jakim jest standaryzacja badan, ktorych otytos¢
wywotywana jest dietg. Niestety, znaczna czgs¢ opublikowanych badan, nie obejmuje analizy
zawartosci FA w stosowanych paszach [223,224,288-294], co utrudnia jednoznaczne
okreslenie roli profilu FA w diecie. Warto podkresli¢, ze zastosowanie techniki GC-MS
pozwolito na doktadne okreslenie profilu FA pasz SD i HFD (Tabela uzupeliajaca 12.15),

podczas, gdy informacje od producentow czgsto obejmujg tylko niektore FA, przyktadowo dla
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Altromin C 1090-60 ulotka okresla jedynie stezenia 16:0, 18:0, 20:0, 18:1, 20:1, ALA i LA
[295]. Totez, uwzglednienie petnego profilu FA, pozwala na potencjalnie bardziej przekonujace

wnioski dotyczace relacji pomiedzy dieta, otytoscig i konsekwencjami zdrowotnymi.

6.3.1 IMPLIKACJE ~ OBNIZENIA  ZAWARTOSCI  KWASU
EIKOZAPENTAENOWEGO W POLARNYCH LIPIDACH MOZGU
WSKUTEK OTYLOSCI WYWOLrANEJ DIETA
WYSOKOTEUSZCZOWA

Otylo$¢ przyczynia si¢ do pogorszenia kondycji intelektualnej oraz zaburzen nastroju.
Wysoki wskaznik BMI jest czynnikiem predyktywnym pogorszenia si¢ funkcji poznawczych
i demencji [28], zaburzen Igkowych i depresji [227]. Mdzgi 0s6b cierpigcych na otytos¢ roznig
si¢ od mdézgow oso6b zdrowych pod wzgledem anatomicznym oraz funkcjonalnym [32],
a etiologia zaburzen funkcjonowania mézgu jest wieloaspektowa. Posrod proponowanych
mechanizmow uszkodzen znajduja si¢ konsekwencje wspolwystepujacych z otytoscia
przypadtosci takich jak cukrzyca, CVD, miazdzyca, zespot metaboliczny. Hiperglikemia
| zaburzona sygnalizacja insuliny sg wskazywane jako potencjalne przyczyny neurodegeneracji
obserwowanej w demencji i chorobie Alzheimera [28,32]. Uposledzenie zaopatrzenia mozgu
w sktadniki odzywcze wskutek uszkodzenia naczyn krwiono$nych w moézgu, wywotane
nadci$nieniem lub zatorowoscia, prowadzi z kolei do otgpienia naczyniopochodnego [32].
Niemniej, waznym elementem prowadzgcym do pogorszenia funkcji moézgowych
sa podwyzszone st¢zenia we krwi prozapalnych cytokin, uwalnianych przez przero$nigta
tkanke thuszczowa. Dlugotrwata ekspozycja na czynniki zapalne uszkadza barier¢ krew-mozg,
skutkujac degeneracjg i zaburzeniem sygnalizacji neuronowej. Niezaprzeczalna jest rowniez
zasadnicza rola prawidtowego metabolizmu lipidow w zachowaniu poprawnej fizjologii
neuronéw i komorek gleju [67,104,220,296]. Podjg¢ta w niniejszej pracy eksploracja profilu FA
w moézgach uzyskanych w mysim modelu otylo$ci byla, w obliczu wspomnianych zalezno$ci
pomigdzy otytoscig a funkcjami kognitywnymi, probg odpowiedzi na pytanie, czy i w jaki
sposOb otytos¢ wywotana dieta wysokottuszczowa wptywa na zmiany profilu FA w mézgu

oraz jakie mogg by¢ potencjalne implikacje tych zmian. Z kolei wykorzystanie techniki SPE
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umozliwilo stwierdzenie jakie zmiany nastgpuja w profilach FA w wybranych grupach

lipidowych.

Zawarto$¢ w ekstrakcie lipidowym mozgu poszczegoélnych grup lipidow (Rysunek
5.17) byta zgodna z oczekiwaniami, ogolnie dominujagce byly PHL [219], natomiast wsrod
sfingolipidow najwiekszy udziat miaty SM i GSPL [220]. Proporcje poszczegodlnych frakcji
roznilty si¢ réwniez pomiedzy grupami HFD i SD, jednakze nalezy zauwazy¢, ze udziat
poszczegbdlnych grup lipidéw jest niejednorodny, zalezy od rejonu moézgu, typu komorki
(glejowa czy nerwowa) [220,297-299]. W obecnych badaniach lipidy ekstrahowano z catego
mozgowia, wobec czego wnioski jakie mozna wyciagna¢ z proporcji poszczegolnych frakcji

sg ograniczone.

Najbardziej znaczacym wynikiem uzyskanym w wyniku analizy profilu FA
calkowitych ekstraktow lipidowych byta istotnie nizsza zawartos¢ EPA w ekstraktach
lipidowych z mézgéw myszy HFD (Rysunek 5.16). Obnizenie obserwowane bylo szczegdlnie
we frakcjach lipidow polarnych (PHL — Tabela 5.9; Cer, GSPL, SM — Tabela 5.10), ktore
zaangazowane s3 w budowg 1 funkcjonowanie bton komoérkowych, oraz stanowia rezerwuar
PUFA do produkcji oksylipin [67,102,220]. Losy poszczeg6lnych PUFA w moézgu roznig sig.
O ile DHA i ARA sa w duzej mierze estryfikowane, czego skutkiem jest ich bardzo wysoki
udzial w puli FA catkowitych lipidow (Tabela uzupelniajgca 12.12), o tyle inne PUFA
kierowane sa gtownie do szlaku -oksydacji [300]. Przeznaczanie niezbednych LA i ALA do
procesOw energetycznych i ograniczona zdolno$¢ do syntezy dlugotancuchowych PUFA
in situ, sprawia, ze w celu utrzymania prawidlowej zawartosci PUFA, mdzg polega na PUFA
pobieranych z krwi [300]. Oznacza to, ze istotng role odgrywaé mogg nastepujgce procesy
1) podaz poszczegdlnych PUFA w diecie oraz ii) przemiany PUFA w tkankach lipogennych.
Pasza uzyta do indukowania otytosci w przeprowadzonych badaniach zawierata wigksze
stezenie EPA i DHA niz pasza SD (Tabela uzupeliajaca 12.15), co sugerowalo, ze na
mniejsze stezenie EPA w ekstraktach lipidowych myszy HFD wplyw ma glownie drugi
ze wspomnianych mechanizmow.. Zwigkszona watrobowa aktywnos$¢ A6D, katalizujacej
reakcje desaturacji 18-weglowych PUFA, zostala zaobserwowana u o0sOb cierpigcych
na otytos¢ oraz myszy karmionych HFD [101]. Warto nadmieni¢, ze podwyzszona aktywnos¢
tej desaturazy koreluje pozytywnie z T2DM i CVD [101]. W prowadzonych w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej badaniach, aktywno$¢ enzymoéw na szlaku przemian
dtugotancuchowych PUFA byta oceniana tylko na podstawie indekséw aktywnos$ci — ilorazow
zawartosci FA bedacego produktem do prekursora (DGLA/LA). W watrobie, ktora jest gtdowna
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lipogenna tkankg myszy [83], indeks aktywnosci A6D byt istotnie podwyzszone u myszy HFD
(Tabela uzupelniajaca 12.11). Mozliwe, ze do wyzszych stezen wigkszosci krazacych PUFA
w surowicy myszy HFD przyczynia si¢ wiasnic podwyzszona aktywno$¢ A6D. Efekt
tej aktywnos$ci, mimo wigkszego powinowactwa enzymu do ALA [101], moze nie powodowaé
zwickszenia ilosci EPA we krwi, ze wzgledu na wielokrotnie wicksza zawarto§¢é LA w paszy,
ktory konkuruje z ALA o miejsce aktywne A6D [219]. Wiadomo rowniez, ze st¢zenie EPA
w wiekszym stopniu jest zalezne od syntezy z ALA, natomiast na ilos¢ DHA w organizmie
silniej wplywa dieta [301], co moze tlumaczy¢ brak, zauwazonej W innych badaniach,
obnizonej zawartosci DHA w mozgu, gdy myszom podawana byla dieta wzbogacona w LA
[302], lub dieta HFD, w ktorej sktad nie wchodzit DHA [303] Nie mozna jednak wykluczy¢

innych mechanizméw zuzywania EPA w organizmie.

Interesujacym aspektem jest rowniez zaobserwowana podwyzszona zawarto§¢ EPA
w niezestryfikowanej frakcji FFA ekstraktow mozgowych w grupie HFD (Tabela 5.13).
Sugeruje to, ze EPA w mdzgu jest substratem tatwo dostgpnym dla enzymow metabolizujacych
FA. Potencjalnymi szlakami metabolicznymi przemian EPA sa B-oksydacja oraz synteza
eikozanoidéw, natomiast, jak wynika z serii eksperymentow prowadzonych w grupie
R. Bazineta [300], EPA jest w niklym stopniu reestryfikowany w PHL. Dotychczas
w badaniach wykorzystujacych modele gryzoni do oceny wplywu diety bogatej w LA
na stezenie oksylipin w mozgu, obserwowano nizsze stezenia oksylipin syntezowanych z EPA
[302,304,305], co wskazywatoby na utylizacje EPA w procesach energetycznych. Warto
jednak nadmieni¢, Ze w wymienionych badaniach analizowana byly wolne oksylipiny,
natomiast zdecydowana wickszos$¢ oksylipin w mozgu jest zestryfikowana do PHL i NL [306],
a poziom zestryfikowanych oksylipin powstajacych z EPA jest roOwniez negatywnie zwigzany
ze stezeniem LA w diecie [307]. Proces syntezy estryfikowanych oksylipin nie jest do konca
wyjasniony, mogg¢ by¢ one syntezowane z FFA, a nastepnie reestryfikowane lub syntezowane
bezposrednio z PUFA zwigzanych w PHL i NL [308]. Jezeli druga z tych $ciezek jest
preferowana, obnizenie zawartosci EPA, ktore zaobserwowano w lipidach btonowych (Tabele

5.91 5.10, tym silniej moze przyczynia¢ si¢ do zmniejszonego stezenia metabolitow EPA.

Doktadne mechanizmy przyczyniajace si¢ do neuroprotekcyjnych witasciwosci PUFA
n-3 nie zostaly jeszcze wyjasnione. Kwasy te moga modulowa¢ sygnalizacje synaptyczng,
wptywaé na plastycznos¢ neurondéw i synaps, chroni¢ mézg przed negatywnymi skutkami

procesoéw zapalnych i stresu oksydacyjnego [297,298]. Istnieja rowniez dowody na odmienne
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efekty dziatania EPA i DHA. Suplementacji EPA przypisywane jest polepszenie funkcji
poznawczych [103] i pozytywne efekty w leczeniu depresji [309]. Bez watpienia istotne
znaczenie ma réwniez proporcja EPA do DHA, efektywnos$¢ olejow/suplementow stosowanych
jako nutraceutyki zalezy od dawki, a najlepsze wyniki przynoszg te z przewagg zawartosSci
EPA [104,219,298]. Reasumujac, w przeprowadzonych badaniach zaobserwowano znaczne
obnizenie zawartoSci EPA w lipidach moézgowych pod wptywem HFD. Zwazywszy
na protekcyjne dla dziatania moézgu wiasciwosci EPA oraz zaobserwowane w podobnym
modelu mysiej otylosci, pogorszenie funkcji kognitywnych myszy [310], sugeruje
to potencjalnie negatywny wplyw otytosci wywotanej HFD na zdrowie, aczkolwiek
rozszerzenie opisywanych badan o eksperymenty oceniajace funkcjonowanie poznawcze jest
konieczne do definitywnego stwierdzenia ich deterioracji. Nalezy zaznaczy¢, ze podczas
prowadzonych badan, FA analizowane byly w ekstraktach lipidowych z cato$ci mozgu, co nie
pozwala okresli¢ precyzyjnie czy/jakie obszary moézgu wykazuja niedobory EPA. Ponadto,
obiektem zainteresowania w pracy nie byly tez réznice w profilach FA w zaleznosci od pleci,
ktéora moze wplywa¢ na interakcje pomigdzy dieta a stgzeniami PUFA w mozgu
lub sprawnoscig poznawczg [299,311]. Rozwazna jest wigc ostrozno$¢ w ekstrapolowaniu

wnioskow z opisywanych badan do poziomu populacji.

6.3.2 WPLYW DIETY WYSOKOTLUSZCZOWEJ NA ZMIANY
PROFILU KWASOW TLUSZCZOWYCH W SERCU

Otylos¢ jest bezposrednim czynnikiem ryzyka wystepowania CVD, w tym szczegdlnie
nadci$nienia, choroby niedokrwiennej, niewydolnosci lub zawatu serca oraz zatorowosSci
ptucnej [26,42,154]. Podobnie do moézgu, tkanka mig$nia poprzecznego serca jest zdolna
do syntezy FA de novo, jednak aktywno$¢ enzymow lipogennych jest niewielka [227],
Co sprawia, ze znaczna wigkszo$¢ FA w narzadzie jest pobierana z krazenia. Opublikowane
badania dotyczace zywienia HFD sg jednak niejednoznaczne w kwestii stopnia szkodliwos$ci
HFD na kondycje¢ serca. Dane ptynace z eksperymentdéw na gryzoniach, w wiekszosci wskazuja
na pogorszenie parametréw pracy serca pod wplywem HFD [223,224,288-291,312].
Aczkolwiek istnieja rowniez doniesienia poddajace w watpliwosé, ze dieta HFD wywoluje
dolegliwosci sercowe [292-294], przypisujac negatywne zdrowotne konsekwencje
kalorycznosci, a nie rozktadowi makrosktadnikow [313]. Ocena funkcji serca wykonana dzigki
uprzejmosci pracownikow Katedry 1 Zakladu Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu

Medycznego, wykazala istotng patologiczna zmiang w sercu tj. zwezenie zastawki aortalnej
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(Tabela 5.11). Ksztaltowanie si¢ tej wady serca byto zaobserwowane w innych modelach
otytosci wywotanej HFD [223,291,314], a uprzednio uwazano, ze byta ona wynikiem biernej
kalcyfikacji ptatkow zastawki [291]. Okazuje si¢ jednak, Ze stenoza aortalna jest aktywnym
procesem patologicznym, w ktorym znaczenie majg czynniki miazdzycorodne, jak otylo$¢
I T2DM, w potaczeniu z przewlektym stanem zapalnym [223,291]. W tym kontekscie udziat
metabolizmu lipidéw w wywotane zmiany funkcji serca rozwazano pod katem i) nadmiernego
gromadzenia tluszczu w miegsniu sercowym, ii) stresu oksydacyjnego oraz iii) profilu FA

w grupach lipidow petnigcych rézne role w organizmie.

Znaczenie nadmiaru lipidow w migs$niu sercowym w etiologii zaburzen funkcji serca
nie jest w pelni wyjasnione [226], niemniej w badaniach u ludzi wysoki poziom krazacych
w surowicy FFA jest zwigzany ze zwigkszonym ryzykiem nagtego zatrzymania krazenia [315],
niewydolnosci serca [316] oraz rosngcym z wiekiem ryzykiem CVD [128]. Podwyzszone
stezenie FFA zostalo potwierdzone dzigki uprzejmosci Katedry i Zaktadu Biochemii
Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (Tabela 5.12) i odzwierciedla wyniki
uzyskane w modelach indukowanej otytosci u gryzoni [294,317,318]. Serce pobiera zarowno
FFA jak i FA pochodzace z TAG w lipoproteinach [226]. Dowodem na akumulacj¢ lipidow
neutralnych w sercach myszy HFD bylo podwyzszone stezenie TAG w tkance migsnia
sercowego (Tabela 5.12), zaobserwowane rowniez przez Tadinadg i wsp. [293]. Akumulacja
TAG w tkance mig$nia sercowego jest obserwowana wsrdd pacjentow z niewydolnos$cia serca
I zalezy od stopnia otytosci [319]. TAG uwazany byl niegdy$ za bierng czasteczke, ktorej
zadaniem jest jedynie ,,przechowywanie” FA. Jednak badania nad mobilizacja TAG w sercu
uwidocznily obraz metabolizmu TAG jako dynamicznego procesu, wplywajacego
na pobieranie i oksydacj¢ FA oraz syntez¢ bioaktywnych, sygnatowych DAG 1 Cer, poprzez
ciggla synteze i degradacje TAG [226,320]. Wysokie stezenia TAG mogg by¢ rowniez

mechanizmem chronigcym komorki przed toksycznym dziataniem FFA [321].

Wykryte w przeprowadzonych badaniach wysokie st¢zenie FFA w surowicy 1 TAG
w tkance mi¢$nia sercowego myszy HFD silnie sugeruje zwigkszone pobieranie lipidow przez
serca otytych myszy. Zasadne jest zatem pytanie, czy przyczynia si¢ to do zwigkszenia
intensywnosci utleniania FA? Badania Cole i wsp. [312] wykazaty, ze HFD zwigksza zdolno$¢
mitochondriow do utleniania FA, jednak Shao i wsp. [322] stwierdzili, ze zaburzenia tego
procesu nie sg wystarczajagce do spowodowania dysfunkcji serca. W ostatnich latach
zainteresowanie wzbudzila jednak rola rozprzegania tancucha oddechowego w regulacji
metabolizmu glukozy w mitochondriach [320]. Sugerowanym mechanizmem, dzigki ktéremu
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zintensyfikowany metabolizm mitochondrialny miatby si¢ przyczynia¢ do procesoOw
patologicznych w sercu, jest stres oksydacyjny. Transport elektronow w tancuchu oddechowym
jest dominujacym zrodlem ROS, a zastosowanie terapii przeciwutleniaczami ukierunkowanymi
na mitochondria przynosi obiecujace efekty w zwierzgcych modelach niewydolno$ci serca
I zespohu poreperfuzyjnego [323]. Posrednim dowodem na brak intensyfikacji mitochondrialnej
produkcji ROS w przeprowadzonych badaniach jest niezaobserwowanie roznic w poziomie
karboksylacji biatek i peroksydacji lipidow (Tabela 5.12). Chen i wsp. [324] wykazali
podwyzszenie st¢zenia dialdehydu malonowego w sercach myszy po 3 i 6 miesigcach HFD,
zdrugiej strony, Legeriwsp.[325] stwierdzili zmniejszong peroksydacje lipidow
po 11 tygodniach interwencji dietetycznej, co sugeruje dodatkowo wptyw czasu trwania diety
na poziom stresu oksydacyjnego. Nie mozna zatem wykluczy¢, ze w przeprowadzonych
w ramach rozprawy badaniach, niezmienione markery stresu oksydacyjnego — poziom

karbonylacji biatek, poziom peroksydacji lipidow, sa efektem dlugos$ci trwania eksperymentu.

Wreszcie, istotng role w funkcjonowaniu mig$nia sercowego moga odgrywac
zaobserwowane zmiany sktadu FA w tym narzadzie. Czestg informacj¢ dotyczaca wpltywu
HFD na profil FA w sercu jest zmniejszenie proporcji MUFA [65,318] do SFA
w hipertroficznym sercu, ktorej wynikiem jest zwigkszenie sztywnos$ci bton komoérkowych
skutkujace zaburzeniami funkcjonowania biatek blonowych. Zatem, zaskakujaca obserwacja
w wykonywanych badaniach byla podwyzszona zawarto§¢ wigkszosci PUFA, z wyjatkiem
EPA i ALA, w ekstraktach catkowitych lipidow w sercach myszy HFD (Tabela
uzupelniajaca 12.13), a szczegdlnie w grupach lipidow polarnych (Tabele 5.13 i5.14).
ARA i DHA z diety sg z tatwoscig estryfikowane w mitochondrialne PHL w sercu [324,326],
co moze thumaczy¢ zaobserwowane zwigkszenie ich zawartosci. MUFA sa preferowanym
substratem do B-oksydacji w sercu [327]. Ponadto, Yamamoto i wsp. zaobserwowali
zmniejszenie pod wptywem HFD aktywnosci SCD-1, enzymu limitujgcego szybkos¢ syntezy
MUFA [65]. Mozliwe wiec, ze akumulacja PUFA w sercu jest wynikiem zmniejszenia

zawarto$ci MUFA pod wpltywem HFD.

Konsekwencje zwiekszonej ilosci PUFA, szczego6lnie we frakcjach lipidow budujacych
btony, sag dwojakie. Duza zawarto§¢ PUFA w btonach bedzie przyczyniata si¢ do zmian w ich
plynnosci, przepuszczalnosci i wplynie na procesy zachodzace z udzialem bton [102]. Z drugiej
strony, PUFA zwigzane z btonami s3 substratami do produkcji oksylipin. Zwigkszona
zawartos¢ PUFA n-6 w sercu moze potencjalnie przyczynia¢ si¢ do zwiekszonej produkcji
prozapalnych metabolitow [108,277]. Jednakze nie wszystkie oksylipiny n-6 wykazuja
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dziatanie prozapalne (Tabela 4.5), ponadto, w sercach myszy HFD wykryto réwniez
zwigkszong zawarto$¢ dtugotancuchowych PUFA n-3, ktore sg substratami do produkcji SPM
[33,108]. Analiza oksylipin w tkance serca nie byla przeprowadzona w ramach rozprawy,
wiadomo jednak, ze ich st¢zenie w tkance serca podlega modyfikacjom pod wplywem diety
[328]. Kwasem PUFA n-3, ktorego zawarto$¢ w lipidach blonowych malata byt EPA (w PHL
— Tabela 5.13; w Cer i GSPL — Tabela 5.14). Efekt ten obserwowany byl pomimo znacznie
wyzszego stezenia EPA w diecie HFD (Tabela uzupekliajgca 12.15). W badaniach Hary
i wsp. [329] ludzie charakteryzujacy si¢ zmniejszonym poziomem EPA mieli wyzsze ryzyko
hospitalizacji z powodu niewydolno$ci serca. Dane z eksperymentow klinicznych wskazuja
na najwigkszy potencjat suplementacji EPA w zmniejszeniu ryzyka CVD [330]. W 2022 r.
Murphy i wsp. [331] wskazali aktywno$¢ receptora FFA 4 (FFAR4, ang. free fatty acid
receptor 4) jako potencjalny mechanizm, ktory ttumaczy kardioprotekcyjne wiasciwosci EPA,
mimo braku akumulacji tego kwasu w kardiomiocytach. W modelu zwierzecym wykazali,
ze FFAR4 indukuje produkcje¢ przeciwzapalnego 18-HEPE z EPA i tym samym chroni komorki
przed negatywnymi skutkami stresu oksydacyjnego oraz zauwazyli, ze u ludzi
z niewydolnoscig serca ekspresja FFAR4 jest obnizona [331]. Duze znaczenic EPA
w modulacji ryzyka kardiometabolicznego podkreslaja rowniez eksperymenty Takashimy
I wsp. [332], ktorzy wykazali, ze wlasciwosci antymiazdzycowe DHA sg znaczaco wzmagane
przez dodatek EPA. Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy sugeruja, ze mimo akumulacji
PUFA w sercu, zawartos§¢ EPA ulega obnizeniu po wpltywem HFD. Dane ptynace
z eksperymentow klinicznych suplementacji PUFA n-3 [330,333] wyniki wspomnianych
eksperymentow w modelach zwierzecych [331,332] sugeruja, ze ten niedobor moze skutkowaé
potencjalnymi dolegliwosciami kardiometabolicznymi. Przypuszczenia te musialyby by¢
potwierdzone wydluzonymi eksperymentami indukowania otylosci HFD, w ktoérych

analizowane bylyby stezenia sercowych oksylipin 1 aktywnos¢ FFAR4.
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PODSUMOWANIE

7 PODSUMOWANIE

Przedlozona praca doktorska miata na celu kompleksowa charakterystyke profilu FA
pacjentow cierpigcych na MO leczonych OAGB, zabiegiem bariatrycznym stabo poznanym
z punktu widzenia zmian metabolomicznych. Wsréd ograniczen przeprowadzonych badan
nalezy wymieni¢ brak kwestionariuszy zywieniowych, ktére umozliwilyby jednoznaczne
oddzielenie wptywu samego zabiegu OAGB od zmian diety po leczeniu bariatrycznym.
Analizowana grupa pacjentdw byta stosunkowo niewielka, przez co z duza ostrozno$cia nalezy
przektada¢ uzyskane wyniki do poziomu wigkszych populacji. Niemniej, dotozono wszelkich
staran, aby wyniki uwiarygodni¢ poprzez obliczenie mocy stosowanych testow statystycznych
oraz potwierdzenie obserwowanych trendow zmian glownych grup FA w analizie

RM-ANOVA.

Pomimo powyzszych ograniczen, przeprowadzone badania dostarczaja cennych
informacji o zmianach profilu FA u os6b otytych i po leczeniu bariatrycznym, a najwazniejsze

uzyskane wyniki sg nastgpujace:

¢ Po raz pierwszy scharakteryzowano profil krazacych FA w surowicy pacjentow
z otytoscig olbrzymig leczonych OAGB dwa tygodnie po OAGB [178] i po
6-9 miesigcach od zabiegu [201]. Uzyskane wyniki sg szczegdlnie wartosciowe jako
podstawa do prowadzenia dalszych badan dazacych do ustalenia zasadno$ci
suplementacji OCFA, BCFA lub PUFA n-3 w leczeniu bariatrycznym.

¢ Dokonano oznaczenia profilu FA w skupiskach tkanki thuszczowej osob otytych
otytoscig 1 we wspolpracy z Gdanskim Uniwersytetem Medycznym wykazano
W niej zmiany w poziomach ekspresji enzymoéw S$ciezki katabolizmu BCAA
oraz wskazano potencjalng role tego procesu w regulowaniu zawartosci BCFA
[202].

¢ W oparciu o dostepne w literaturze doniesienia zaproponowano i dokonano
czesciowej walidacji metody oznaczania oksylipin w surowicy krwi przy pomocy
SPE-LC-MS/MS, co umozliwilo wykazanie rdéznic pomigdzy stezeniami
przed OAGB i w dwoch punktach czasowych po zabiegu OAGB.

¢ W mysim modelu otyto$ci indukowanym dieta wysokottuszczowa okreslono profil
catkowitych FA oraz profile FA w wybranych grupach lipidéw
w tkankach/narzadach niedostepnych od pacjentow i wskazano zaburzenia
zawartosci FA [68,225].
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8 WNIOSKI

¢ W krotkim terminie po OAGB (2 tygodnie po zabiegu) w surowicy pacjentow
wystepuje niedobor wykazujacych wiasciwosci korzystne dla zdrowia OCFA, BCFA
i niezbednych PUFA (1.1)

¢ Mimo szeregu pozytywnych zmian w profilu FA, catkowity profil FA nie normalizuje
si¢ nawet po 6-9 miesigcach od zabiegu OAGB (1.11).

¢ Do obnizonego poziomu BCFA we krwi osob z MO moze przyczynia¢ si¢ mniej
intensywny katabolizm BCAA w VAT w poréwnaniu do zdrowych osob o prawidlowe;j
masie ciata (11.1).

¢ Stezenia oksylipin w surowicy pacjentow po OAGB zmieniaty si¢ w rézny sposob
w zalezno$ci od czasu, ktory uptynat od operacji (1.111).

¢ Zmiany profilu FA w mozgu zaobserwowane w mysim modelu otyto$ci moga by¢ jedna
Z przyczyn rozwijania si¢ problemow neurodegeneracyjnych zwigzanych z otyloscia,
istotnych w kontekscie starzejacej populacji, natomiast zmiany profilu FA w sercu
moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju chorob sercowo-naczyniowych, ktére sg czestym

powiktaniem otytosci (11.11).
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12 MATERIALY UZUPEELNIAJACE

12.1 OPIS ZALECEN DIETETYCZNYCH DLA
PACJENTOW LECZONYCH OAGB

12.1.1 DIETA REDUKCYJNA PRZED ZABIEGIEM OAGB

W punkcie INI pacjentom zalecano przestrzeganie diety redukcyjnej, polegajacej na
spozywaniu 4-5 positkow dziennie (pierwszego do godziny od obudzenia si¢, ostatniego na ok.
2-3 godzin przed snem) oraz 2-2,5 1 niestodzonych plynow. Positki sktadaly si¢ z garsci
produktu biatkowego 1 warzyw/kielkow (surowych, na parze, gotowanych al dente)
W nieograniczonej ilo$ci. Pacjenci co 3 godziny musieli wybra¢ jeden positek z listy ponizej,

dozwolone byto zmniejszenie porcji:

¢ jajka gotowane (na migkko lub na twardo) bez majonezu - 2-3 sztuki + warzywa,
chuda wedlina (szynka, poledwica bez widocznego tluszczu, chudy schab) —
5 grubszych plastréw + warzywa,

galareta drobiowa lub rybna - 1 salaterka + warzywa,

kefir, maslanka, jogurt (naturalne) - 300 ml + warzywa (nabiat moze by¢ bez laktozy),

tatar z tososia lub wotowiny - gar§¢ duza + warzywa,

* 6 o o

twardg chudy, potttusty - pot kostki + jogurt naturalny - 150g (3% thuszczu) + ziota +

warzywa (nabiat moze by¢ bez laktozy),

¢ serek wiejski lekki 3% tluszczu - 1 opakowanie + warzywa (nabial moze by¢ bez
laktozy),

¢ 3 lyzki ptatkow owsianych + jogurt naturalny 150 g (3% ttuszczu) lub kubek chudego
mleka + 1 tyzka stotowa suszonych owocow lub kilka drobnych $wiezych + kilka (6-7
sztuk) orzechow,
150 g humusu lub 150 g tofu + warzywa,
150 gram chudego migsa biatego lub ryby - nie wolno smazy¢!!! (mozna gotowac,
parowac, piec, grilowac na patelni, dusi¢) + warzywa,

¢ 300 ml zupy chudej na udku bez skory - bez maki, bez §mietany - moga by¢ zupy krem,

bez makaronu, bez ryzu, moze by¢ z ziemniakiem + warzywa,
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¢ 1-2 owoce $rednie lub gar§¢ drobnych owocow na dobe (unika¢ bananéw i winogron)
+ warzywa,

¢ soki warzywne (marchewkowy, buraczany, pomidorowy) - 300 ml lub wigcej +

warzywa,

4 - 5 plastrow lososia wedzonego lub surowego + serek Smietankowy chudy + warzywa,

100 g makreli + warzywa,

kilka kostek sera typu feta (chudego) + warzywa,

125 g sera mozzarella (wigksza kulka) + warzywa,

100 g tunczyka w sosie wlasnym (niecata puszka) + warzywa,

2-3 wigksze ptaty $ledziowe lub 2-3 duze rolmopsy bez oleju, bez Smietany + warzywa,

miseczka leczo z chudym migsem lub bez migsa,

miseczka fasolki po bretonsku z chudym migsem lub bez migsa,

miseczka bigosu na chudym migsie lub na grzybach,

® 6 6 6 6 6 6 6 o o

pacjenci chorzy na cukrzyce: warzywa straczkowe (fasola typu Jas, groch, bob, soja,

soczewica) oraz gotowana marchew i burak - gars¢.

Migso, ryby 1 tofu moglo by¢ marynowane. Dozwolone bylo dodanie do positku
2-3 tyzek oliwy z oliwek lub oleju rzepakowego na dobe, soku z cytryny oraz zi6t. S0l powinna

by¢ maksymalnie limitowana. Mozliwe, ale niezalecane byto stosowanie w diecie

¢ 2-3 kromki razowego lub Zytniego lub graham chleba/dobe
¢ 2-3razy w tygodniu do obiadu 3 tyzki ugotowanej grubej kaszy lub brazowego ryzu lub
razowego makaronu

¢ 2 lyzeczki masta lub margaryny migkkiej lub serka Smietankowego/dobe

12.1.2 DIETA BEZPOSRENIO PO OPERACJI OAGB

Przed pierwsze 2-5 doby po operacji pacjenci przyjmowali wylacznie wodg, jogurt
naturalny wysokobiatkowy, lejacy kisiel niestodzony, herbate, czysty bulion - pojedyncze tyki,
lyzeczki. Niezalecane bylo zmuszanie si¢ do spozycia positku, a gdy spadat poziom cukru

we krwi, pacjenci pili postodzony ptyn.

Powyzej 5 doby do 4 tygodni po zabiegu dieta sktadata si¢ z ptynnych positkéw — kilku tyzek
z przerwami pomiedzy — zup (zmiksowanych, ptynnych, odzywcze - z migsem, z ugotowanym
jajkiem, rybna), ptynnego nabial naturalny wysokobiatkowy (kefir, maslanka, jogurt, mleko),

matych ilosci delikatnych sokéw warzywnych (buraczkowy, marchewkowy, pomidorowy),
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muséw owocowych. W celu uniknigcia hipoproteinemii nalezato spozywac biatko w proszku
np. preparat Protifar 5-10 miarek/dobe albo biatko dla sportowcow (odzywki serwatkowe
lub izolaty biatek - 1-2 miarki/dob¢). Zazywano witaminy w ptynie typu Biovital lub Floradix
(podwdjng dawke). Po 4 tygodniach odbywata si¢ wizyta u dietetyka w celu ustalenia dalszego

postepowania.
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Tabela uzupelniajaca 12.1 Sekwencje starteréow do amplifikacji mRNA genéw
kodujacych enzymy ze $ciezki katabolizmu aminokwaséw

Gen Sekwencje starterow

5-GATGACAAGCCCCAGTTCCCA-3'
3-TGGGGTTGATGATCTGGCCTT-5

5'- GCGGCAGGTGGCTCATTTTACT-3'
3'- CAGTAGGATCTTTGGCCAATGAGTTAT-5'

5'- GGTCCCATATTCAACATCTGCTAGTCT-3
3'- TCCCATCTTGCAGTCCCCAGT-5'

5'- TTACGCGCCGCACGGATCAT-3'
3'- GGTCGGTAAATGTCTTCCCAAAC-5

Skréty: BCAT1 - aminotransferaza aminokwaséw o rozgatezionych taricuchach izoforma 1,
BCAT2 - aminotransferaza aminokwaséw o rozgatezionych tancuchach izoforma 1,
BCKDHA - podjednostka E1 a kompleksu dehydrogenazy rozgatezionych a-ketokwasodw,
BCKDHB - podjednostka E1 B kompleksu dehydrogenazy rozgatezionych a-ketokwaséw.
Sekwencje udostepnione przez Katedre i Zaktad Biochemii Farmaceutycznej Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. Tabela opublikowana [202].

BCKDHA:

BCKDHB:

BCAT1:

BCAT2:

Tabela uzupelniajagca 12.2 Masa tkanek i narzadéw pobranych od myszy
eksperymentalnych

Tkanka/narzad SD [mg] HFD [mg]
Mézg 372 £ 43 378 £ 38
Serce 218 £ 15 214 £ 26
Migsnie szkieletowe 474 + 56 605 = 129
VAT 94 + 30 762 + 361*
SAT 246 = 30 1010 = 548*
EAT 308 =70 1846 + 549#
Watroba 1322 + 203 1394 + 447

* b < 0,05, # p < 0.001. Skréty: EAT - okotojagdrowa tkanka ttuszczowa, HFD - myszy na
diecie wysokottuszczowej, SAT - podskdrna tkanka ttuszczowa, SD - myszy na diecie
standardowej, VAT - otrzewnowa tkanka ttuszczowa. Dane uzyskane dzieki uprzejmosci
Tréjmiejskiej Akademickiej Zwierzetarni Doswiadczalnej. Dane opublikowane [68].
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Tabela uzupetniajaca 12.3 Profil kwaséw tluszczowych [% zawartosci] skupisk tkanki tluszczowej pacjentéw z otytoscia olbrzymia

(MO) i zdrowej grupy kontrolnej (LC)

Pacjenci z MO LC Pacjenci z MO vs LC
VAT SAT VAT vs SAT VAT SAT VAT vs SAT VAT SAT
n= 89 n =89 p-warto$é n=32 n=13 p-wartoéé p-wartoéé
ECFA:
10:0 0,013+0,011 0,012 «0,008 0,380 0,025+0,013 0,018 £0,009 0,057 < 0,001 0,018
12:0 0,319+0,165 0,252 +0,117 <0,001 0,413+0,141 0,358 £0,099 0,207 0,005 0,003
14:0 2,47 0,597 2,42 +0,538 0,191 291x0536 2,61+0,617 0,111 < 0,001 0,248
16:0 21,6196 22,9 £1,80 < 0,001 21,4 1,59 22,6 +2,12 0,052 0,682 0,616
18:0 3,370,894 3,39+0,859 0,858 3,94+0,874 4,86=0,761 0,002 0,002 < 0,001
20:0 0,132+0,055 0,075+0,031 <0,001 0,742 +0,051 0,140 £ 0,045 0,909 0,386 < 0,001
22:0 0,018+0,011 0,011 +0,005 <0,001 0,016=0,008 0,022+0,011 0,048 0,134 0,005
24:0 0,008 +£0,005 0,006 £0,003 <0,0017 0,009 +0,004 0,009 +0,003 0,898 0,422 0,003
OCFA:
11:0 0,004 +0,002 0,004 = 0,002 0,596 0,006 £ 0,003 0,006 0,004 0,741 0,002 0,022
13:0 0,015+0,007 0,014 =0,006 0,234 0,017 £0,007 0,019 =0,009 0,265 0,171 0,039
15:0 0,258 +0,071 0,265 +0,074 0,136 0,281 0,073 0,237 £0,099 0,105 0,129 0,220
17:0 0,164 0,047 0,179 +0,044 <0,001 0,1774+0,038 0,181 0,055 0,624 0,304 0,876
19:0 0,017 +0,008 0,014 0,006 0,002 0,019 +£0,008 0,019 0,008 0,853 0,227 0,002
21:0 0,008 +0,004 0,007 0,004 0,021 0,008 £ 0,005 0,009 = 0,005 0,592 0,972 0,071
23:0 0,001 +£0,001 0,001 £ 0,001 1,000 0,002 £ 0,002 0,001 0,000 0,161 0,392 0,158



Tabela uzupetniajaca 12.3 (c.d.) Profil kwaséw tluszczowych [% zawartosci] skupisk tkanki tluszczowej pacjentéw z otyloscia

olbrzymia (MO) i zdrowej grupy kontrolnej (LC)

Pacjenci z MO LC Pacjenci z MO vs LC
VAT SAT VAT vs SAT VAT SAT VAT vs SAT VAT SAT
BCFA:
anteizo 15:0 0,049 0,022 0,049 + 0,020 0,780 0,067 £0,020 0,054 =0,025 0,068 < 0,001 0,477
anteizo 17:0 0,122 =0,045 0,123 £ 0,045 0,710 0,155+ 0,046 0,134 = 0,049 0,171 < 0,001 0,407
anteizo 19:0 0,065 0,020 0,057 +0,019 0,002 0,071 £0,024 0,053 £0,020 0,023 0,173 0,447
anteizo 23:0 0,009 = 0,005 0,009 = 0,005 0,470 0,007 £ 0,004 0,005 = 0,003 0,127 0,025 0,010
izo 14:0 0,012 +0,005 0,014 =0,006 0,005 0,018 £0,008 0,015 =0,007 0,252 0,001 0,831
izo 15:0 0,031 0,013 0,032 +0,014 0,383 0,040 £0,014 0,035 «0,009 0,318 0,002 0,389
< izo 16:0 0,060 £ 0,020 0,057 =0,020 0,087 0,073 £0,023 0,060 = 0,024 0,089 0,002 0,677
- izo 17:0 0,068 £0,027 0,066 = 0,024 0,339 0,077 £0,026 0,072 0,034 0,604 0,098 0,398
izo 22:0 0,008 £ 0,004 0,008 = 0,004 0,697 0,007 £ 0,004 0,005 = 0,003 0,161 0,351 0,014
Cyklo FA:
CPOA2H 0,216 £0,045 0,218 +0,050 0,650 0,225+ 0,056 0,178 £ 0,054 0,015 0,403 0,010
MUFA:
12:1 0,014 +0,008 0,011 +0,006 0,004 0,018 £0,009 0,013 £0,005 0,024 0,010 0,208
14:1 0,279+£0,116 0,247 +0,110 <0,001 0,333+0,112 0,204 0,101 0,001 0,024 0,183
16:1 6,12+1,44 5,77 £1,58 0,008 593+1,28 4,42 + 1,44 0,001 0,498 0,004
18:1  52,7+2,34 52,3+2,08 0,007 52,8+ 1,82 51,7 £ 3,16 0,265 0,974 0,511
19:1 0,028 +0,010 0,029 =0,011 0,489 0,025+ 0,009 0,032 =0,015 0,134 0,137 0,353
20:1 0,862 +0,296 0,714+0,213 <0,001 0,793+0,137 0,788 +0,135 0,904 0,084 0,231
22:1 0,091 +0,049 0,054=0,029 <0001 0,090+0,052 0,086 +0,029 0,734 0,929 < 0,001
24:1 0,009 +£0,005 0,007 =0,003 0,001 0,010 £0,005 0,009 =0,002 0,477 0,423 0,002
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Tabela uzupetniajaca 12.3 (c.d.) Profil kwaséw ttluszczowych [% zawartosci] skupisk tkanki ttuszczowej pacjentéw z otytoscia

olbrzymia (MO) i zdrowej grupy kontrolnej (LC)

Pacjenci z MO LC Pacjenci z MO vs LC
VAT SAT VAT vs SAT VAT SAT VAT vs SAT VAT SAT
PUFA n-6:
16:2n-6 0,187 £0,187 0,008 = 0,004 0,002 0,009 £0,005 0,013 £0,006 0,043 < 0,001 0,031
18:2n-6 (LA) 9,76 £ 1,31 9,58 = 1,31 0,004 9,24 + 1,30 10,5 2,17 0,073 0,053 0,170
20:4 n-6 (ARA) 0,229 £0,102 0,308 0,109 <0,001 0,144 «£0,053 0,138 +0,086 0,830 < 0,001 < 0,001
20:3n-6 (DGLA) 0,176 £0,094 0,211+£0,082 <0,001 0,085+0,028 0,087 0,054 0,920 < 0,001 < 0,001
20:2 n-6 (EDA) 0,198 £0,083 0,187 £ 0,062 0,055 0,172 0,045 0,138 £0,078 0,156 0,029 0,011
22:5n-6 (n-6 DPA) 0,014 +0,007 0,012 + 0,005 0,038 0,010 £ 0,004 0,009 = 0,004 0,639 < 0,001 0,042
22:4 n-6 (AdA) 0,120+ 0,070 0,123 +0,055 0,645 0,057 £0,025 0,045 =0,021 0,161 < 0,001 < 0,001
PUFA n-3:
18:3 n-3 (ALA) 0,020 £ 0,009 0,023 +0,009 0,039 0,016 £0,007 0,022 £0,015 0,201 0,033 0,848
20:5n-3(EPA) 0,061 £0,027 0,073 +0,029 <0001 0,040+0,014 0,042 +0,019 0,807 < 0,001 < 0,001
20:4 n-3 (ETA) 0,008 £ 0,004 0,009 + 0,005 0,124 0,008 £ 0,003 0,008 + 0,003 0,540 0,339 0,537
22:6 n-3(DHA) 0,070 +0,039 0,067 £0,033 0,336 0,050 +£0,021 0,038 £0,027 0,125 0,001 0,004
22:5n-3(n-3DPA) 0,138 +£0,069 0,134 0,051 0,432 0,076 0,035 0,059 £ 0,031 0,134 < 0,001 < 0,001

Na czerwono - p < 0,05, Skréty: SAT - podskérna tkanka ttuszczowa, VAT - otrzewnowa tkanka ttuszczowa. CPOA2H - kwas cis-9,10-
metylenoheksadekanowy, nazwy kwaséw wielonienasyconych i rozgatezionych zgodne z tabelami (odpowiednio Tabela 1.1 oraz Tabela 2.4).
Dane opublikowane [60,202].
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Tabela uzupetniajaca 12.4 Profil kwaséw tluszczowych [% zawartosci] w surowicy

pacjentéow z MO przed

bariatrycznego OAGB (INI)

rozpoczeciem diety przygotowujacej

do zabiegu

FA % zawartosci FA % zawartosci
10:0 ¥ 0,009 + 0,005* anteizo 15:0 0,033 £0,022
12:0 0,137 £ 0,090 anteizo 17:0 0,076 £ 0,062
14:0 AN 1,10 = 0,324*%* anteizo 19:0 0,034 £ 0,015
16:0 242 +1,82 anteizo 23:0 0,012 +0,011
18:0 N 6,75 + 0,868# anteizo BCFA 0,154 £ 0,096
20:0  MNO0,113 =0,037** izo 14:0 0,010 + 0,006
22:0 0,185 £ 0,090 izo 15:0 N 0,021 + 0,009*
24:0 N 0,160 = 0,078* izo 16:0 0,041 £ 0,015

ECFA 32,7 £2,11 izo 17:0 0,065 + 0,023
11:0 0,005 = 0,003 izo 22:0 0,008 + 0,007
13:0 0,013 £ 0,009 izo BCFA 0,145 + 0,047
15:0 0,242 £ 0,066 4,8,12-M-13:0 0,012 + 0,010
17:0 0,246 += 0,053 BCFA 0,312+ 0,138
19:0 0,018 = 0,009 SFA N33,6+217*
21:0 0,022 £ 0,028 18:2 n-6 (LA) N 23,6 +3,69*
23:0 0,063 = 0,038 20:4 n-6 (ARA) 5,84 + 1,40

OCFA 0,610 £ 0,145 20:3 n-6 (DGLA) 1,26 +0,278
14:1 0,059 + 0,034 20:2 n-6 (EDA) 0,129 + 0,031
16:1 3,51 +1,02 22:5 n-6 (n-6 DPA) 0,052 + 0,026
18:1 28,5+ 3,06 # 22:4 n-6 (AdA) 0,107 = 0,027
19:1 0,021 + 0,008 PUFA n-6 31,0+4,48
20:1 0,153 £ 0,036 18:3 n-3 (ALA) N 0,298 + 0,144**
22:1 0,019 = 0,011 20:5 n-3 (EPA) 0,777 £ 0,296
24:1 0,279 + 0,108 20:4 n-3 (ETA) 0,057 + 0,020

MUFA V32,6 £3,47 ** 22:6 n-3 (DHA) 1,26 = 0,353
CPOA2H 0.145 + 0,037 22:5n-3 (n-3 DPA) 0,327 + 0,084

PUFA n-3

2,72+ 0,677

N = 34, Strzatki: wyzsza (M) / nizsza (V) zawarto$¢ w poréwnaniu do surowicy pobranej przed
zabiegiem (pre-OAGB); * p <0,05, ** p < 0,01, # p < 0,001. CPOA2H - kwas cis-9,10-
metylenoheksadekanowy, nazwy kwaséw wielonienasyconych i rozgatezionych zgodne z
tabelami (odpowiednio Tabela 1.1 oraz Tabela 2.4). Tabela wtasna, dane niepublikowane.
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Tabela uzupetniajagca 12.5 Wartosci wilasne macierzy korelacji analizy PCA na
podstawie petnego profilu kwaséw ttuszczowych w surowicy grupy kontrolnej (LC)
pacjentéw z otyloscia przed operacja OAGB (pre-OAGB) i pacjentéw 6-9 miesiecy po
operacji OAGB (FU2)

LC pre-OAGB FU2 Wyjasniona

Skumulowana

PC n=29 n=46 n=46 zmiennos$é [%] Z%g:igﬁéﬂ&’]
1 294 +2,71% -1,98+2,16f 0,12+ 3,260 20,9 20,9

2 -1,65 2,80+ -0,39+2,29% 1,44 £294% 16,1 37,0

3 -2,34+0,93f+ 060=1,82f 0,93+1,95% 9.0 46,0

PC - gtéwna sktadowa; t t ¢ - dla danej sktadowej w grupach oznaczonych réznymi
symbolami wartosci sg istotnie rézne (p < 0,01). Dane opublikowane [201].

Tabela uzupetniajagca 12.6 Wzgledny poziom ekspresji mRNA enzyméw
zaangazowanych w katabolizm rozgatezionych aminokwaséw w tkance tluszczowej
oznaczony technika RT-PCR

MO
Enzym LC pre-OAGB
Podskérna tkanka ttuszczowa (SAT):
BCKDHA 1,00 +0,38 1,07 +0,38
BCKDHB 1,00 £ 0,26 1,03 £0,39
BCAT1 1,00 £ 0,54 1,18 £ 0,66
BCAT2 1,00 £ 0,35 0,86 £0,22
Otrzewnowa tkanka tluszczowa (VAT)
BCKDHA 1,00 £ 0,26 0,95 +£0,24
BCKDHB 1,00 £ 0,55 0,62 +0,27%
BCAT1 1,00 = 0,48 0,69 + 0,24*
BCAT2 1,00 = 0,31 0,79 = 0,23*

* - p < 0,05. Skroty: BEKDHA/B - kompleks dehydrogenazy rozgatezionych a-ketokwaséw
podjednostka E1 o/B, BCAT1/2 - aminotransferaza aminokwaséw o rozgatezionych
tancuchach izoforma 1/2, LC - grupa kontrolna, MO pre-OAGB, pacjenci z otyloscig
olbrzymig przed zabiegiem bariatrycznym. Dane uzyskane dzieki uprzejmosci Katedry
i Zaktadu Biochemii Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Dane
opublikowane [202].
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Tabela uzupetniajaca 122.7 Testowane procedury ekstrakcji SPE oksylipin z surowicy krwi

Kolumienka SPE

Wstepna precypitacja
biatek

Prekondycjonowanie
kolumienki

Plukanie prébki

Elucja

Chromabond C18ec @
(6 ml, 500 mg)

Chromabond €18 hydra a
(6 ml, 500 mg)

Phenomenex C18E 2
(3 ml, 200 mg); metoda

+ 300 pl metanol,

+ 1,2 ml H20,

10 min, 4°C, 6000 RPM,
zebrany supernatant,

+ 80 pl stezony kwas octowy

3 x 3 ml metanol,
3 x3 mlHO

10 ml H2.O
6 ml heksan

8 ml mréwczan metylu

3 x 1,5 ml metanol,
3x1,5mlH0O

5 mlHO
3 ml heksan

4 ml mréwczan metylu

Phenomenex C18E 2
(3 ml, 200 mg); metodal ll

+ 1,5 ml acetonitryl: etanol
(1:1, v/v)

inkubacja 20 min, 4°C

20 min, 4°C, 1800 RPM

zebrany supernatant

+ 17 ml H20

3 ml metanol,
3 ml 0,1% kwas octowy w
metanolu

3 ml0,1% kwas
octowy

3 ml 0,1% kwas octowy
w metanolu

Phenomenex Nsz
(6 ml, 200 mg)

Phenomenex X-AW ©
(3 ml, 200 mg)

Phenomenex Strata X-A €
(3 ml, 100 mg); metodall

Phenomenex Strata X-A €
(3 ml, 100 mg); metoda Il

+ 200 pl Xlethanol

+ 400 pl 1 M bufor octanowy,
pH=6

10 min, 4°C, 6000 RPM

zebrany supernatant

2 x 3 ml metanol,
2 x3 ml 0,1 M bufor octanowy,
5% metanol

2 x 3 ml metanol:H20
(50:50, v/v)

2 x 2 ml kwas octowy
w heksanie:octanie etylu
(25:75. v/v)

3 ml metanol,
3ml 0,1 M bufor octanowy,
5% metanol

3 ml metanol:H20
(50:50, v/v)

2 ml 1% kwas octowy
w heksanie:octanie etylu
(25:75. v/v)

3 ml metanol,
3 ml 0,1 M bufor octanowy,
5% metanol

3 ml metanol:H.O
(50:50, v/v)

2 ml kwas octowy w
heksanie:octanie etylu
(75:25. v/v)

+ 1,5 ml acetonitryl,

+ 4,5 ml H20,

10 min, 4°C, 6000 RPM,
zebrany supernatant

2 x 3 ml acetonitryl,
2 x 3 ml acetonitryl:H2O
(25:75, v/v)

2 x 3 ml acetonitryl:H20
(25:75, v/v)
2 x 3 ml acetonitryl

2 x 1,3 ml 1% kwas mrowkowy
w acetonitrylu
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Tabela uzupetniajaca 12.7 (c.d.) Testowane procedury ekstrakcji SPE oksylipin z surowicy krwi

Kolumienka SPE V\!stepna precypitacja Prekmjdyc!onowame Ptukanie prébki Elucja
biatek kolumienki
+ 200 pl metanol
Phenomenex Strata X € + 400 ul H20 3,5 ml metanol, 3,5 ml metanol:H>O
(3 ml, 100 mg) 10 min, 4°C, 6000 RPM, 3,5 ml H20, (10:90, v/v) 3x 1 ml metanol
zebrany supernatant
+ 200 pl metanol
, g + 200 ul H20, 2% kwas 6 ml octan etylu, ]
Oasis HLB . 6 ml metanol, 6 ml 20% metanol,
mréowkowy A 5 . 2 x 2 ml metanol
(6 ml, 200 mg) 10 min. 4°C. 6000 RPM 6 ml 20% metanol, 1% kwas mrowkowy

1% kwas mréwkowy
zebrany supernatant

a Zel krzemionkowy modyfikowany grupami oktadecylowymi; b zel krzemionkowy modyfikowany grupami aminopropylowymi; sorbent
polimerowy o whasciwosci € anionitu, d lipo/hydrofilowych. Tabela wtasna, metody na podstawie zrédet [193,207].



MATERIALY UZUPEENIAJACE

Tabela uzupetniajagca 122.8 Srednia powierzchnia sygnatéw chromatograficznych
deuterowanych wzorcéw oksylipin w surowicy krwi poddanej ekstrakcji SPE na
réznych sorbentach

Sorbent SPE RvE1-d4 8-izo-PGF2a-d4 12-HETE-d8
Chromabond C18ec 5303 = 496 3194 =570 121947 + 16691
Chromabond C18 hydra 4639 £1320 1525 + 313 75438 £ 57322
Phenomenex C18E metoda | 53801114 3515 = 678 72738 = 27589
Phenomenex C18E metodalll 209532 + 10081 244917 + 24412 607005 x 63327

Phenomenex NH2 69 + 45 9+9 2413 £ 854

Phenomenex X-AW 511 + 141 37 37 58884 £9422

Phenomenex Strata X-A metoda | ND 112 £ 109 27981 6265

Phenomenex Strata X-A metoda Il 2279 =816 1906 =512 32324 +£3312
Phenomenex Strata X 567 + 459 693 + 693 32275 +16458
Oasis HLB 6263 + 1195 1952 + 241 109228 £37225

Srednia z 3 powtdrzen, jednostki umowne. Wytluszczone - sorbent wykorzystany
w ostatecznej metodzie oznaczania oksylipin. Metody ekstrakcji SPE zgodne z Tabelg
uzupetniajaca 11.7. Tabela wtasna, dane nieopublikowane.
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Tabela uzupetniajaca 12.9 Stezenia oksylipin w surowicy pacjentéw z otyloscia olbrzymia przed i po zabiegu OAGB

pre-OAGB (n = 15) FU1 (n = 15) FU2 (n = 15) o-wartoé¢ 9
>Lop? >L0aP SteieJ]ie ¢ .lob >Lo0 Ste;eg]ie °  .lob >Lo0 Ste[ine'\;l"l]ie € prjﬁﬁ?B prjs-(gﬁzGB VSFLFJJB
12-HETE 10 10 32,4+ 11,0 14 14 27,5+ 6,90 12 12 20,0 + 3,92 - -
12-HHT 4 4 4,07 0,107 12 12 10,9 = 1,49 14 14 14,6 + 2,90 0,015 <0,001 0,144
13-HODE 13 13 18,6 + 1,79 14 14 13,0+ 1,14 15 15 18,4 2,12 - -
15d-PGJ2 13 2 6,12 + 0,239 0 0 ND 7 0 <L0Q <0,001 <0,001 0,530
15-HETE 12 11 1,46 0,187 14 14 1,76 + 0,214 13 13 1,25+0,128 - -
15-HETrE 13 13 0513+0,045 13 13  0,383+0,024 14 14  0,329+0,028 0,096 0,004 0,134
18-HEPE 8 6 1,55+ 0,106 9 8 1,87 = 0,289 10 10 1,25+0,175 - -
23 dnors o 0 ND 0 0 ND 0 0 ND : :
20-HETE 9 9 2,71+ 0,300 12 12 3,79+0,367 11 11 2,17 0,213 0,019 0,375 0,003
5-HETE 15 11 1,32+0,313 14 14 2,49+0318 14 13 1,45 = 0,243 0,002 0,271 0,025
7S-Mar1 0 0 ND 0 0 ND 0 ND - -
8-epi-PGF2a 0 0 ND 0 0 ND 0 ND - -
9(10)-EPOME 11 11 1,54 = 0,332 11 9  0969+0,121 10 1,26 0,27 - -
9-HODE 13 13 1219+0,831 14 14  1022+0,703 14 14 11,4+1,18 - -
LTB4 9 4 0,822+0,151 10 10 1,11 = 0,254 12 11 0,637 0,071 - -
LXA4 1 0 <LOQ 0 0 ND 0 0 ND - -
LXB4 0 0 ND 0 0 ND 0 0 ND - -
Mar2 0 0 ND 0 0 ND 0 0 ND - -
Mar1 0 0 ND 0 0 ND 0 0 ND - -
PDX 1 0 <LOQ 1 0 <LOQ 1 0 <LOQ - -
PGD2 0 0 ND 7 1 <LOoQ 10 1 <LOQ 0,019 0,022 0,799
PGD3 0 ND 0 0 ND 0 ND - -




AX

Tabela uzupetniajgca 12.9 (c.d.) Stezenia oksylipin w surowicy pacjentéw z otytosciag olbrzymia przed i po zabiegu OAGB

pre-OAGB (n = 15) FU1 (n = 15) FU2 (n = 15) o-wartos¢ 9

oLop? s loqP Stezenie® .| op ->L00  Stezenie® | op -.00  Stezenie € pre-OAGB  pre-OAGB  FU1

[nM] [NM] [NM] vs FU1 vs FU2 vs FU2
PGE2 3 0 <LOQ 8 0 <LOQ 15 1 < LOQ
PGF2a 0 0 ND 0 0 ND 3 0 <LOQ - - -
RvD1 0 0 ND 0 0 ND 0 0 ND - - -
RvD2 0 0 ND 0 0 ND 0 0 ND - - -
RvE1 0 0 ND 0 0 ND 0 0 ND - - -
TXB2 5 3 <LOQ 14 13 2,55+0,488 13 13 2,44 = 0,398 < 0,001 0,001 0,822

a Liczba prébek, w ktdrych wykryto oksylipine.

b Liczba prébek, w ktérych stezenie oksylipiny miescito sie w granicy oznaczalnosci, za dolng granice przyjeto najnizsze stezenie z zakresu
liniowosci metody (Tabela 5.8).

c Srednia = btad standardowy, z prébek, w ktérych stezenie > LOQ.

d Test post hoc po jednoczynnikowej ANOVA z powtarzanymi pomiarami metodg Holm-Sidak.

LOQ - dolna granica oznaczalnosci, ND - ponizej limitu detekcji. Na czerwono - poréwnania réznigce sie istotnie. Nazwy oksylipin za
Tabelg 1.2. Tabela wtasna, dane niepublikowane.



MATERIALY UZUPEENIAJACE

Tabela uzupetniajaca 12.10 Wspélczynniki korelacji Spearmana stezen oksylipin
z zawartoscia kwaséw tluszczowych, z ktorych powstaja, w surowicy pacjentéw
z otyloscia olbrzymia

Wspoétczynnik

korelacji p-wartos¢
Metabolity ARA:
12-HETE -0,230% 0,030
12-HHT 0,210t 0,041
15d-PGJ2 -0,276% 0,006
15-HETE -0,043 0,683
20-HETE 0,213t 0,037
5-HETE 0,235% 0,024
LTB4 0,088 0,386
TXB2 0,076 0,464
Metabolity LA:
13-HODE 0,265t 0,017
9-HODE -0,029 0,792
9(10)-EpOME 0,040 0,716
Metabolity DGLA:
15-HETrE -0,201% 0,056
Metabolity EPA:
18-HEPE 0,021 0,840

1 - stabe korelacje wg. Skali Stanisza, na czerwono - p < 0,05. W analizie korelacji wzieto
pod uwage stezenia oksylipin, ktére oznaczono ilosciowo (Tabela uzupetniajgca 12.9).
Nazwy oksylipin za Tabelg 1.2. Tabela wtasna, dane nieopublikowane.
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MATERIALY UZUPEENIAJACE

Tabela uzupetniajaca 12.11 Najwazniejsze kwasy tluszczowe [stezenie] w surowicy

myszy eksperymentalnych

Stezenie [mg/I]

SD HFD
16:0 719 =210 1106 + 244*
18:0 228 = 26,3 548 + 90,4#
pozostate ECFA 55,5 + 36,6 138 + 58,1*
ECFA 1002 = 271 1792 + 384**
15:0 9,31 +5,84 15,64 + 3,57*
17:0 6,82 = 3,27 3,21 £ 1,24*%
pozostate OCFA 3,66 +0,776 6,94 £ 1,90%**
OCFA 19,8 9,77 36,62 + 8,53*
BCFA 26,1 +7,01 26,4 £ 4,95
SFA 1049 + 286 1855 + 397**
16:1 222 *+ 64,9 135 + 23,7*
18:1 920 += 313 1127 £ 256
pozostate MUFA 21,9+12,0 27,5+ 8,83
MUFA 1164 = 389 1289 + 274
CPOA2H 10,0 = 4,03 11,7+1,52
16:2n-6 0,040 £0,057 0,400 = 0,172**
18:2n-6 (LA) 356 = 29,1 915 = 114#
20:4 n-6 (ARA) 152 + 37,4 330 = 59,2#
20:3 n-6 (DGLA) 32,4 + 6,83 36,0+16,2
20:2 n-6 (EDA) 3,78 £ 0,63 9,22 + 2,37**
22:5 n-6 (n-6 DPA) 5,76 = 2,05 1,72 £ 0,975**
22:4 n-6 (AdA) 1,48 +£0,35 2,81+ 0,60#
PUFA n-6 552 + 63,9 1295 = 105#
18:3 n-3 (ALA) 574+2,18 9,97 + 2 55*%
20:5 n-3 (EPA) 42,9 = 11,7 20,1 £ 2,77**
20:4 n-3 (ETA) 2,87 0,56 3,44 £ 0,89
22:6 n-3 (DHA) 30,9 = 8,24 72,1 + 8,81
22:5n-3 (n-3 DPA) 2,81 +0,53 7,87 +2,28**
PUFA n-3 85,2 + 21,7 114 £ 9,01*
PUFA n-6/n-3 6,77 + 1,52 11,4 = 0,443#

*p < 0,05 * p <001, # p <0,001. Skréty: HFD - myszy na diecie wysokottuszczowej,
SD - myszy na diecie standardowej. CPOA2H - kwas cis-9,10-metylenoheksadekanowy,
nazwy kwaséw wielonienasyconych zgodne z Tabelg 1.1. Dane opublikowane [68,225].
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MATERIALY UZUPEENIAJACE

Tabela uzupetniajaca 12.12 Zawartos¢ [%] najwazniejszych kwaséw ttuszczowych w
ekstraktach catkowitych lipidéw z mézgéw myszy eksperymentalnych oznaczona

technika GC-MS

SD HFD
16:0 21,3+ 1,03 21,5+ 1,69
18:0  20,5+0,527 21,4 1,14
pozostate ECFA 2,730,420 2,28 + 0,544
ECFA 44,5 + 1,05 45,1 = 2,31
15:0 0,134 + 0,027 0,162 + 0,043
17:0 0,220 + 0,080 0,270 + 0,039
pozostate OCFA 0,455 = 0,054 0,437 +0,117
OCFA 0,809+0,078 0,869+0,114
BCFA 0,851+0,480 0,807 +0,223
SFA  46,1+1,06 46,8 2,14
16:1 1,33+ 0,140 1,30 £0,186
18:1 25,4 + 1,65 24,7 £1,30
pozostate MUFA 562+1,18 5,01 +1,79
MUFA  32,3+2,64 31,0+ 2,75
CPOA2H 0,700 + 0,754 0,498 + 0,337
16:2n-6 0,008 + 0,004 0,008 + 0,013
18:2n-6 (LA) 0,378 +0,076 0,722 +0,083#
20:4n-6 (ARA)  793+0,614 8,11 = 0,635
20:3n-6 (DGLA) 0,346 + 0,035 0,380 = 0,010
20:2n-6 (EDA) 0,084 0,021 0,152 = 0,034**
22:5n-6(n-6 DPA)  0,412+0,100 0,138 £ 0,031#
22:4n-6 (AdA) 2,06 0,246 2,01 0,246
PUFAN-6 11,2+0,959 11,5+ 0,638
18:3n-3 (ALA) 0,022 + 0,008 0,022 + 0,013
20:5n-3(EPA)  0,334+0,034 0,148 +0,0194#
22:6n-3(DHA) 8,91 +0,566 9,710,777
22:5n-3(n-3DPA) 0,358 £ 0,045 0,314 + 0,058
PUFANn-3 9,62 +0,602 10,2 + 0,794
PUFA n-6/PUFA n-3 1,17 + 0,085 1,13 £ 0,066

*p <0,05 **p<0,01,#p<0,001. Skroty: HFD - myszy na diecie wysokottuszczowej (n=10),
SD-myszy na diecie standardowej (n=10). CPOA2H - kwas cis-9,10-
metylenoheksadekanowy, nazwy kwaséw wielonienasyconych zgodne z Tabelg 1.1. Dane
opublikowane zmodyfikowane za [68].
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Tabela uzupetniajaca 12.13 Zawartos¢ [%] najwazniejszych kwaséw tluszczowych w
ekstraktach serc i miesni szkieletowych myszy eksperymentalnych oznaczona

technika GC-MS

Serce Miesien szkieletowy
SD HFD SD HFD
16:0 21,0 2,82 17,6 2,77* 23,2+1,78 20,8 = 1,15
18:0 23,9+11,7 21,5+ 6,64 6,07 + 2,44 5,10 = 0,683**
pozostate ECFA 2,06 £0,877 1,89 £0,859 3,74 £0,578 3,594 + 0,153
ECFA 47,0 £ 10,1 40,9 + 6,93 33,0 3,65 29,5+ 1,68
15:0 0,276 = 0,081 0,239 = 0,053 0,314 + 0,043 0,405 + 0,019**
17:0 0,336 = 0,082 0,301 = 0,048 0,206 + 0,017 0,253 = 0,010%*
pozostate OCFA 0,217 = 0,056 0,192 = 0,045 0,151 = 0,003 0,100 * 0,004
OCFA 0,829+0,173 0,732+ 0,124 0,671+ 0,062 0,757 £ 0,025*
BCFA 0,574 0,172 0,380 £ 0,163* 1,13+0,126 0,691 = 0,062#
SFA 48,4 +10,1 42,1+ 6,97 34,8 + 3,50 31,0+ 1,63
16:1 4,07 = 2,21 1,74 +0,87%* 10,8 + 1,01 9,39 + 1,02
18:1 30,3+9,60 21,9 +7,69* 45,0 = 3,03 45,6 = 3,20
pozostate MUFA 1,13+ 0,48 0,77 = 0,32 1,70 + 0,281 1,03 £ 0,170**
MUFA 35,5+12,1 24,4 + 8,83* 57,5+ 4,20 56,0 £ 2,65
CPOA2H 0,163 0,100 0,110 = 0,061 0,344 + 0,059 0,445 + 0,026
16:2n-6 0,009 = 0,008 0,013 0,008 0,011 = 0,006 0,025 + 0,006
18:2 n-6 (LA) 6,32 1,94 12,2 £3,114# 4,29 + 0,342 8,78 + 0,143#
20:4 n-6 (ARA) 4,14 = 2,37 8,62 + 3,24%* 1,30 + 0,654 1,46 0,467
20:3 n-6 (DGLA) 0,596 + 0,371 1,08 + 0,441* 0,314+ 0,104 0,263 +0,109#
20:2 n-6 (EDA) 0,117 £ 0,05 0,488 +0,118# 0,104 + 0,026 0,238 + 0,028
22:5n-6 (n-6 DPA) 1,028 + 0,657 0,608 0,312 0,208 0,119 0,110 £ 0,014
22:4 n-6 (AdA) 0,182 = 0,099 0,568 + 0,267# 0,12 £ 0,06 0,14 + 0,03
PUFA n-6 12,4 + 4,89 23,5+7,174# 6,39 = 1,02 11,0 = 0,594#
18:3 n-3 (ALA) 0,018 + 0,009 0,023 0,008 0,018 £ 0,008 0,028 + 0,005
20:5n-3 (EPA) 0,54 + 0,269 0,159 + 0,051# 0,338 + 0,099 0,083 + 0,015%*
20:4 n-3 (ETA) 0,045+ 0,02 0,029 + 0,012* 0,018 + 0,008 0,015 = 0,006
22:6 n-3 (DHA) 2,831,934 7,91 = 3,34# 0,508 + 0,286 1,10 £ 0,396*
22:5n-3(n-3 DPA) 0,339 + 0,226 1,87 +0,873# 0,164 0,078 0,36 +0,12*
PUFA n-3 3,77 £ 2,36 9,99 x 4,24# 1,05 £ 0,465 1,59 +0,512
PUFA n-6/n-3 4,97 = 3,71 2,75+ 1,24 6,76 1,91 7,45 + 2,08

*p <0,05 **p<0,01,#p<0,001. Skroty: HFD - myszy na diecie wysokottuszczowej(n=10),

SD-myszy na

diecie

standardowej

(n=10).

CPOA2H

kwas cis-9,10-

metylenoheksadekanowy, nazwy kwaséw wielonienasyconych zgodne z Tabelg 1.1. Dane

opublikowane [225].
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Tabela uzupetniajagca 12.14 Zawartos¢ [%] gtownych kwaséw tluszczowych w ekstraktach tkanek lipogennych myszy
eksperymentalnych oznaczona technika GC-MS

VAT SAT EAT Watroba
SD HFD SD HFD SD HFD SD HFD
16:0 25,8 +1,79 22,6 £1,52* 24,1 =1,03 21,7 £ 2,05* 22,6 1,29 22,5+1,08 25,4 £ 0,461 26,8 1,80
18:0 3,25+0,504 3,25 £ 0,255 3,27 £ 0,351 3,17 £ 0,319 2,19 +0,172 2,95 £ 0,294** 9,63 + 0,655 8,80 = 3,61
pozostate ECFA 3,35+ 0,311 2,90 £0,137* 3,30 £ 0,369 3,033 +£0,435 3,00 +£0,142 2,93 £0,462 1,12 £ 0,094 1,67 £0,243
ECFA 32,4 +2,58 28,7 £1,61* 30,7 +1,38 27,9 £ 2,26* 27,8 +1,57 28,4 + 1,58 36,1 0,878 37,1+4579
15:0 0,220+0,033 0,326 +0,017# 0,224 = 0,025 0,326 + 0,037# 0,228 £ 0,019 0,320 = 0,033# 0,152+ 0,013 0,240 = 0,035#
17:0 0,130+0,012 0,196 +0,018# 0,128 = 0,008 0,196 =+ 0,017# 0,114 £ 0,015 0,182 = 0,013# 0,182+ 0,015 0,272 +0,067*
pozostate OCFA 0,078 +0,014 0,054 +0,011* 0,069 £0,014 0,049 = 0,006* 0,064 + 0,012 0,042 = 0,007* 0,092 = 0,021 0,094 = 0,017
OCFA 0,429 +0,047 0,569 +0,042** 0,419 + 0,025 0,566 = 0,050# 0,404 = 0,048 0,549 = 0,042# 0,423 + 0,036 0,593 +0,128*
BCFA 0899=0,116 0,438 =0,028# 0,918 = 0,029 0,372 £ 0,023# 0,921 = 0,061 0,325 = 0,035# 0,867 = 0,085 0,296 + 0,051#
SFA 33,8246 29,7 £ 1,64* 32,0+1,38 28,8 + 2,29*% 29,1+1,53 29,3+1,63 37,4 0,864 38,0+4,72
16:1 9,66 = 0,326 6,94 = 1,02# 10,1 +0,315 7,35+ 1,05# 11,1 +£0,442 7,40 = 0,705# 6,226 = 0,696 3,69 +1,66*
18:1 51,2 +1,91 54,4 + 2,58 52,7 £1,55 55,0+ 2,70 54,5+ 1,46 54,6 = 1,83 34,2 +2,00 34,8 +9,44
pozostate MUFA 1,64 0,168 0,758 = 0,119# 1,40 + 0,090 0,657 =0,107# 1,28 £ 0,069 0,603 +0,099# 0,876 0,073 0,565 = 0,129**
MUFA 625+2,16 62,1+1,73 64,2 +1,44 63,0+2,17 66,9 £ 1,29 62,6 = 1,42** 41,3256 39,1+11,2
CPOA2H 0,254 0,018 0,354 =0,030# 0,258 = 0,013 0,348 = 0,029# 0,276 £ 0,021 0,340 = 0,019# 0,266 = 0,005 0,226 = 0,046
16:2n-6 0,007+0,004 0,011 %0,006 0,003 = 0,000 0,016 = 0,005# 0,006 + 0,004 0,010 = 0,000* 0,003 +£0,000 0,020 £ 0,010**
18:2n-6 (LA) 3,02+0,278 7,46 =0,097# 3,16 0,167 7,51 £0,145# 3,430,510 7,51 =0,307# 6,40 = 0,462 11,6 +2,34%*
20:4 n-6 (ARA) 0,096 + 0,025 0,102 0,016 0,112 +0,023 0,074 £0,021* 0,062 0,018 0,042 = 0,030 8,19 0,836 6,28 =2,83
20:3n-6 (DGLA) 0,082+0,015 0,062 +0,004* 0,066 0,009 0,038+0,013** 0,048 =0,008 0,025 +0,017* 1,35+0,107 0,652 = 0,165#
20:2n-6 (EDA) 0,066 £0,011 0,140 = 0,025# 0,052 = 0,008 0,110 = 0,022# 0,046 = 0,005 0,108 £ 0,016# 0,098 =0,013 0,170 = 0,047*
22:5n-6 (n-6 DPA) 0,014 = 0,005 0,007 = 0,004 0,010 = 0,000 0,007 £ 0,004 0,009 £0,003 0,007 = 0,004 0,432 £ 0,054 0,076 =0,061#
22:4n-6 (AdA) 0,020 +£0,007 0,009 =0,003* 0,014 = 0,005 0,010 + 0,000 0,012 £ 0,004 0,010 = 0,000 0,144 £ 0,015 0,166 + 0,050
PUFAn-6 3,30+0,323 7,79 + 0,085# 3,420,177 7,77 £0,187# 3,610,527 7,72 +0,287# 16,6 £ 1,38 18,9 +£5,24
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Tabela uzupetniajagca 12.14 (c.d.) Zawartos¢ [%] gtownych kwaséw tluszczowych w ekstraktach tkanek lipogennych myszy
eksperymentalnych oznaczona technika GC-MS

VAT SAT EAT Watroba
SD HFD SD HFD SD HFD SD HFD
18:3n-3(ALA) 0,013+0,007 0,014+0,005  0,010+0,000  0,012+0,004  0,007+0,004  0,014+0,005  0,100+0,027 0,182 =0,061*
20:5n-3 (EPA) 0,126 £0,026 0,028 £0,004# 0,116=0,018  0,024+0,011# 0,130+0,016 0,048 £0,041** 1,710+0,119 0,314 £0,107#
20:4n-3 (ETA) 0,006 +0,004 0,006 =0,004 0,006 £0,004 0,007 £0,004  0,009+0,003 0,012+0,013  0,060+0,012 0,026 =0,011**
22:6n-3(DHA) 0,026 0,009 0,014 +0,005*  0,020+0,000  0,010+0,000 0,018 +0,004  0,014+0,005 2,358 =0,287 2,85+1,28
22:5n-3(n-3DPA) 0,026 +0,009 0,016 +0,005 0,026 +0,005 0,010=0,000# 0,024+0,005 0,010 +0,000# 0,232+0,038 0,312+ 0,092
PUFANn-3 0,196+0,036 0,078+0,010# 0,178+0,021  0,063+0,015% 0,188+0,014 0,098 +0,059* 4,46 0,370 3,69 = 1,50
PUFAn-6/n-3 17,1 2,43 102 + 15,44 19,5 + 2,99 129 + 33,5# 19,2 + 2,46 102 + 49,8%* 3,730,103 5.75 + 1,89*
DGLA/LA (A6D) 0,024 =0,004 0,008=0,001# 0,018+0,003  0,005+0,002#  0,013+0,002 0,051 =0,001# 0,187 0,009 0,057 = 0,0144#
ARA/DGLA (A5D) 1,16 +0,209 1,65 =0,267* 1,71 £0,355 2,07 £ 0,787 1,33 £ 0,468 1,97 + 0,420 6,09 0,515 10,83 = 1,794#

*p <0,05 **p<0,01,#p<0,001.Skroty: A6D/ASD - indeks aktywnosci desaturazy 6/5, EAT - okotojgdrowa tkanka ttuszczowa, HFD - myszy
na diecie wysokottuszczowej (n = 10), SAT - podskdrna tkanka ttuszczowa, SD - myszy na diecie standardowej (n = 10), VAT - otrzewnowa
tkanka ttuszczowa. CPOA2H - kwas cis-9,10-metylenoheksadekanowy, nazwy kwaséw wielonienasyconych zgodne z Tabelg 1.1. Dane
opublikowane [68].



MATERIALY UZUPEENIAJACE

Tabela uzupetniajagca 12.15 Zawartos¢ [mg/g] kwaséw ttuszczowych w paszy dla

myszy eksperymentalnych wyznaczona technika GC-MS

SD HFD SD HFD
ECFA: Cyklo FA:
10:0 0,090=0,064 0,608 +0,212* C2POAH 0,067 £0,003 0,507 =0,016#
12:0 0,556=+0,004 3,27 =£0,250** | MUFA:
14:0 2,20=0,067 14,2 = 0,857** 10:1 0,006 =£0,005 0,057 =0,028*
16:0 9,730,464 74,3 + 4,89%* 12:1 0,009 +=0,000 0,058=0,017*
18:0 4,59=0,104 39,1 £ 1,92%* 14:1 0,178 =0,012 1,10 = 0,093**
20:0 0,050+ 0,006 0,483 +0,037# 16:1 0,754 0,014 5,928 + 0,326**
22:0 0,012+0,003 0,066 +0,017** 18:1 9,630,137 79,7 £ 3,65#
24:0 0,008 = 0,002 0,033 +0,014 19:1 0,007 =£0,002 0,049 +0,002#
OCFA: 20:1 0,088 £0,006 0,975=+0,079**
11:0 0,005=0,002 0,025=0,001# 22:1 0,002 0,001 0,025=+0,001#
13:0 0,016 £0,003 0,090 = 0,015%* 24:1 0,001 £0,000 0,019+0,010
15:0 0,201 =0,007 1,24 =0,052# | PUFA n-6:
17:0 0,136 =£0,006 0,999 + 0,052** 16:2n-6 0,002 = 0,001 0,013 £ 0,009
19:0 0,009 0,000 0,074 = 0,004** LA 2,04 +0,038 18,6 = 0,704#
21:0 0,001 £0,000 0,025=+0,0014# ARA 0,037 £0,004 0,360 =0,010#
23:0 0,004 +0,002 0,025+0,001# DGLA 0,012+0,000 0,114 +0,010**
BCFA: EDA 0,058 £ 0,009 0,570 = 0,070**
4,8,12-M-13:0 0,003 + 0,000 0,019 £ 0,010 AdA 0,008 +0,002 0,114 +0,023*
anteizo 13:0 0,004 = 0,002 0,025+ 0,001# | PUFA n-3:
anteizo 15:0 0,064 = 0,003 0,417 +0,024** ALA 0,005=0,002 0,049 =0,002#
anteizo 17:0 0,055 = 0,007 0,402 = 0,033 EPA 0,008 +£0,002 0,074 = 0,004#
izo 14:0 0,009 £ 0,000 0,074 + 0,004** ETA 0,002 = 0,001 0,013 £0,010
izo 15:0 0,031 0,003 0,180 + 0,007# DHA 0,006 = 0,003 0,065+ 0,025#
izo 16:0 0,034 0,001 0,205+ 0,024** n-3DPA 0,016 £0,003 0,147 = 0,007#
izo 17:0 0,040 £ 0,006 0,253 + 0,006#
izo 18:0 0,006 £ 0,000 0,033 +0,014#
izo 19:0 < 0,001 0,082 + 0,018*
izo 20:0 < 0,001 0,002 + 0,000**

*p < 0,05 * p <001, # p <0,001. HFD - pasza wysokottuszczowa Altromin C 1090-60
(n = 3), SD - pasza standardowa Altromin C 1090-10 (n = 3). CPOA2H - kwas cis-9,10-
metyleno-heksadekanowy, nazwy kwasdéw wielonienasyconych i rozgatezionych zgodne
z tabelami (odpowiednio Tabela 1.1 oraz Tabela 2.4). Dane opublikowane [68,225].
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12.3 RYSUNKI

Rysunek uzupetniajagcy 12.1 Wykres Sredniego przyrostu masy ciata myszy karmionych
roznymi dietami w trakcie trwania eksperymentu XX

Rysunek uzupetniajacy 12.2 Wyniki analizy PCA na podstawie pelnego profilu kwaséw
tluszczowych w surowicy pacjentow z otyloscig przed operacjia OAGB (pre-OAGB),
2 tygodnie (FU1) i 6-9 miesi¢cy po operacji OAGB (FU2) XXIV

Rysunek uzupehlniajacy 12.3 (A) Stezenie rozgalgzionych aminokwasow - BCAA 1 (B)
zawarto$¢ rozgatezionych kwasow tluszczowych - BCFA w surowicy pacjentdw z cukrzyca
typu Il i bez XXIV

Rysunek uzupetniajacy 12.4 Wyniki analizy PCA stezenia oksylipin w surowicy pacjentow z
otyloscia przed operacja OAGB (pre-OAGB), pacjentow 2 tygodnie po operacji (FU1) i 6-9
miesiecy po operacji (FU2) — ptaszczyzna PC1 vs PC3 XXV
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Rysunek uzupetniajacy 12.1 Wykres sredniego przyrostu masy ciata myszy
karmionych réznymi dietami w trakcie trwania eksperymentu
*p <0,01,**p <0,001. Skréty: HFD - myszy na diecie wysokottuszczowej (n=10),
SD - myszy na diecie standardowej (n=10). Dane uzyskane dzieki uprzejmosci Tréjmiejskiej
Akademickiej Zwierzetarni Doswiadczalne|. Dane opublikowane [68].
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Rysunek uzupetniajacy 12.2 Wyniki analizy PCA na podstawie petnego profilu
kwasow ttuszczowych w surowicy pacjentéw z otyloscia przed operacja OAGB (pre-
OAGB), 2 tygodnie (FU1) i 6-9 miesiecy po operacji OAGB (FU2)

Brak wyraznej separacji pomiedzy grupami dla ilosci sktadowych wybranej na podstawie
wykresu osuwiska. N = 38. Rysunek wtasny na podstawie opublikowanych danych [201].
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Rysunek uzupetniajacy 12.3 (A) Stezenie rozgatezionych aminokwaséw - BCAA i (B)
zawartos¢ rozgatezionych kwaséw tluszczowych - BCFA w surowicy pacjentéw
z cukrzyca typu ll i bez
*p < 0,05, # p <0,001. Skréty: FU2 - pacjenci z otytoscig 6-9 miesiecy po leczeniu OAGB,
MO (pre-OAGB) - pacjenci z otytoscig przed operacjg OAGB; T2DM - cukrzyca typu Il.
Dane opublikowane [202].
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Rysunek uzupetniajacy 12.4 Wyniki analizy PCA stezenia oksylipin w surowicy

pacjentéw z otyloscia przed operacja OAGB (pre-OAGB), pacjentow 2 tygodnie po

operacji (FU1) i 6-9 miesiecy po operacji (FU2) - ptaszczyzna PC1 vs PC3

A - wykres obserwacji, B - wykres zmiennych; zmiennymi uwzglednionymi w macierzy PCA
byty oksylipiny, ktére wykryto w > 50% prébek (Tabela uzupetniajgca 12.9).

Na czerwono - zmienne o najwiekszym wktadzie w PC1; na niebiesko zmienne

o najwiekszym wktadzie w PC3. N = 15. Wykres wtasny, dane nieopublikowane.

XXV




MATERIALY UZUPEENIAJACE

12.4 DOROBEK NAUKOWY

12.4.1 WYKAZ PRAC ZWIAZANYCH Z TEMATEM ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ

¢ PROJEKTY

1.

NCN 2016/21/D/NZ5/00219 SONATA 11 Ewaluacja wptywu Omega Loop Gastric
Bypass na poziom bioaktywnych lipidow w przebiegu otytosci olbrzymiej, 2017-2020,
wykonawca

. Badania Mlodych Naukowcow na Uniwersytecie Gdanskim BMN 538-8610-B296-18

Opracowanie metody oznaczania oksylipin z surowicy krwi technika tandemowej
spektrometrii mas, wyposazonej w mikro ESI, sprz¢zona z ultrawysokosprawng

chromatografig cieczowa (UHPLC-MS/MS), 2019 kierownik

. Badania Mtodych Naukowcoéw na Uniwersytecie Gdanskim BMN 538-8610-B772-

17/18 Opracowanie metody ekstrakcji do fazy statej (SPE) oksylipin z surowicy krwi,
2018, kierownik

¢ ARTYKULY Z CZASOPISM

1.

Liakh, 1., Janczy, A., Pakiet, A., Korczynska, J., Proczko-Stepaniak, M., Kaska, L.,
Sledzinski, T., & Mika, A. One-anastomosis gastric bypass modulates the serum levels
of pro- and anti-inflammatory oxylipins, which may contribute to the resolution of
inflammation. Int J Obes 2022, 46(2), 408-416. https://doi.org/10.1038/s41366-021-
01013-y (IF =5,551; MNiSW = 100)

. Pakiet, A., Halinski, L. P., Rostkowska, O., Kaska, L., Proczko-Stepaniak, M.,

Sledzinski, T., & Mika, A. The Effects of One-Anastomosis Gastric Bypass on Fatty
Acids in the Serum of Patients with Morbid Obesity. Obes Surg 2021, 31(10), 4264-
4271. https://doi.org/10.1007/s11695-021-05531-6 (IF = 3,479; MNiSW = 100)

. Liakh, I., Pakiet, A., Sledzinski, T., & Mika, A. Methods of the Analysis of Oxylipins

in Biological Samples. Molecules, 2020, 25(2), numer artukylu 349, 1-33.
https://doi.org/10.3390/molecules25020349 (IF = 4,412; MNiSW = 140)

. Mika, A., Wilczynski, M., Pakiet, A., Kaska, L., Proczko-Stepaniak, M., Stankiewicz,

M., Stepnowski, P., & Sledzinski, T. Short-Term Effect of One-Anastomosis Gastric
Bypass on Essential Fatty Acids in the Serum of Obese Patients. Nutrients, 2020, 12(1),
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numer artykulu 187, 1-6. https://doi.org/10.3390/nu12010187 (IF_= 5,719;
MNIiSW = 140)

. Pakiet, A., Jakubiak, A., Mierzejewska, P., Zwara, A., Liakh, 1., Sledzinski, T., & Mika,

A. The Effect of a High-Fat Diet on the Fatty Acid Composition in the Hearts of Mice.
Nutrients, 2020, 12(3), numer artykutu 824, 1-20. https://doi.org/10.3390/nu12030824
(IE =5,719; MNiSW = 140)

. Pakiet, A., Wilczynski, M., Rostkowska, O., Korczynska, J., Jablonska, P., Kaska, L.,

Proczko-Stepaniak, M., Sobczak, E., Stepnowski, P., Magkos, F., Sledzinski, T.,
& Mika, A. The Effect of One Anastomosis Gastric Bypass on Branched-Chain Fatty
Acid and Branched-Chain Amino Acid Metabolism in Subjects with Morbid Obesity.
Obes Surg, 2020, 30(1), 304-312. https://doi.org/10.1007/s11695-019-04157-z
(IE =4,129; MNiSW = 100)

. Halinski, L. P., Pakiet, A., Jabtonska, P., Kaska, L., Proczko-Stepaniak, M., Slominska,

E., Sledzinski, T., & Mika, A. One Anastomosis Gastric Bypass Reconstitutes the
Appropriate Profile of Serum Amino Acids in Patients with Morbid Obesity. Journal of
Clinical Medicine, 2019, 9(1), numer artykutu: 100, 1-15.
https://doi.org/10.3390/jcm9010100 (I1F = 4,242; MNiSW = 140)

. Liakh, I., Pakiet, A., Sledzinski, T., & Mika, A. Modern Methods of Sample

Preparation for the Analysis of Oxylipins in Biological Samples. Molecules, 2019,
24(8), numer artykutlu 1639, 1-38. https://doi.org/10.3390/molecules24081639
(IE = 3,267; MNiSW = 140)

Pakiet, A., Jakubiak, A., Czumaj, A., Sledzinski, T., & Mika, A. The effect of western
diet on mice brain lipid composition. Nutr Metab, 2019, 16(1), numer artykutu 81, 1-
10. https://doi.org/10.1186/s12986-019-0401-4 (1F = 3,211; MNIiSW = 100)

ROZDZIALY Z MONOGRAFII

1.

Pakiet, A., Stepnowski, P., Mika, A. Lipidomics in morbid obesity, W: Handbook of
bioanalytics / Buszewski Bogustaw, Baranowska Irena (red.), 2022, Cham, Springer,
167-187, ISBN 978-3-030-95660-8. DOI:10.1007/978-3-030-95660-8_8
(MNiSW = 20)

. Pakiet, A., Stepnowski, P., Mika, A. Lipidomika w otylosci olbrzymiej, W:

Bioanalityka w nauce i zyciu, 1: nowe wyzwania w bioanalizie klinicznej 1 ocenie

naturalnych surowcow leczniczych / Baranowska Irena, Buszewski Bogustaw (red.),
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2020, Warszawa, Wydawnictwo Naukowe PWN, 113-128, ISBN 978-83-01-21281-0
(MNiISW = 20)

¢ WYSTAPIENIA KONFERENCYJNE

1.

Pakiet, A., Jakubiak, A. & Mika, A.: Wplyw diety wysokotluszczowej na prace i sktad
lipidowy serca w mysim modelu otytosci, XII Interdyscyplinarna Konferencja
Naukowa TYGIEL 2020 "Interdyscyplinarnos¢ kluczem do rozwoju™ 2020, referat

wygtoszony

. Pakiet, A. & Mika, A. Zmiany metabolizmu po operacji bariatrycznej, VI Ogélnopolska

Konferencja Interdyscyplinarna "EUREKA" 2020, referat wygloszony

. Pakiet, A. & Mika, A. Metody ekstrakcji oksylipin z surowicy krwi, VI Ogdlnopolska

Konferencja Interdyscyplinarna "EUREKA" 2020, poster

Pakiet, A., Halinski, .., Rostkowska, O., Kaska, t., Proczko-Stepaniak, M., Sledzinski,
T. & Mika, A.: The effect of one anastomosis gastric bypass on serum fatty acid profile
in patients with morbid obesity, 7th Scientific Conference of Polish Metabolomics

Society "Metabolomics Circle™ 2020, poster

. Pakiet, A., Czumaj, A., Jabtonska, P., Sledzinski, T. & Mika, A. Metabolizm

rozgalezionych kwaséw thuszczowych w mysim modelu otytosci, IV Ogoélnopolska

Konferencja Interdyscyplinarna "Eureka” 2019, referat wygloszony

. Pakiet, A., Czumaj, A., Jakubiak, A., Sledzinski, T. & Mika, A.: Alteration of brain

lipids in murine model of dietary obesity, 41st ESPEN Congress on Clinical Nutrition
& Metabolism "Nutrition - a Highway to Health™ 2019, poster

. Pakiet, A., Wilczynski, M., Rostowska, O., Korczynska, J., Jabtonska, P., Kaska, L.,

Proczko-Stepaniak, M., Stepnowski, P., Sledzinski, T. & Mika A. Bariatric surgery
impacts metabolism of branched chain amino acids and branched chain fatty acids, 15th

Annual Conference of the Metabolomics Society 2019, poster

. Pakiet, A., Halinski, L., Jabtonska, P., Korczynska, J., Proczko-Stepaniak, M.,

Sledzinski, T. & Mika A. Evaluating the effect of the one anastomosis gastric bypass
on amino acid and fatty acid metabolism using mass spectrometry, 6th Scientific
Conference "Metabolomics Circle 2019 2019, poster

Pakiet, A., Halinski, L., Wilczynski, M., Kaska, L., Proczko-Stepaniak, M., Jabtonska,
P. & Mika, A. The effect of omega-loop gastric bypass surgery on serum amino acids

concentration, 16th International Interdisciplinary Meeting on Bioanalysis 2019, poster
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12.4.2 POZOSTALY DOROBEK

¢ PROJEKTY

1.

NCN 2020/37/N/NZ5/00726 PRELUDIUM 19 Zmiany w profilu kwasoéw
thuszczowych w réznych klasach lipidowych w raku piersi — ocena ich roli i warto$ci

diagnostycznej, 2021-2023, kierownik

. NCN 2016/22/E/NZ4/00665 SONATA BIS 6 Zmiany metabolizmu lipidéw w raku

jelita grubego - okreslenie ich roli w rozwoju nowotworu i ocena antyproliferacyjnych

wilasciwos$ci inhibitoréw metabolizmu lipidow, 2017-2020, wykonawca

. Badania Mlodych Naukowcow na Uniwersytecie Gdanskim BMN 539-T010-B456-20

Nietargetowa lipidomika tkanek pacjentow z rakiem jelita grubego za pomoca

spektrometrii mas sprzgzonej z chromatografia cieczowa, 2020 kierownik

¢ ARTYKULY Z CZASOPISM

4.

Mika, A., Pakiet, A., Szczygielski, O., Wozniak, K., Osipowicz, K., Kowalewski, C.,
Krzesniak, N., Noszczyk, B. H. & Wertheim-Tysarowska, K. Fatty acid profiles in
various lipid fractions in the female epidermis. Does the body site and age matter?, Acta
Biochim Pol 2022, 69(3), 657-671. https://doi.org/10.18388/abp.2020_6131 (IF=2,349;
MNiSW = 70)

. Mika, A., Duzowska, K., Halinski, L. P., Pakiet, A., Czumaj, A., Rostkowska, O.,

Dobrzycka, M., Kobiela, J. & Sledzinski, T. Rearrangements of Blood and Tissue Fatty
Acid Profile in Colorectal Cancer - Molecular Mechanism and Diagnostic Potential.
Frontiers in  Oncology 2021 11, numer artykulu 689701, 1-12.
https://doi.org/10.3389/fonc.2021.689701 (IF = 5,738; MNiSW = 100)

. Pakiet, A., Sikora, K., Kobiela, J., Rostkowska, O., Mika, A. & Sledzinski, T.

Alterations in complex lipids in tumor tissue of patients with colorectal cancer. Lipids
Health Dis 2021 20(1), numerr artykutu: 85, 1-11. https://doi.org/10.1186/s12944-021-
01512-x (IF = 4,315; MNiSW = 70)

. Mika, A., Pakiet, A., Czumaj, A., Kaczynski, Z., Liakh, I., Kobiela, J., Perdyan, A.,

Adrych, K., Makarewicz, W. & Sledzinski, T. Decreased Triacylglycerol Content and
Elevated Contents of Cell Membrane Lipids in Colorectal Cancer Tissue: A Lipidomic
Study. Journal of Clinical Medicine, 2020 9(4), numer artykulu 1095, 1-14.
https://doi.org/10.3390/jcm9041095 (I1F = 4,242; MNiSW = 140)

. Mika, A., Kobiela, J., Pakiet, A., Czumaj, A., Sokotowska, E., Makarewicz, W.,

Chmielewski, M., Stepnowski, P., Marino-Gammazza, A. & Sledzinski, T. Preferential
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uptake of polyunsaturated fatty acids by colorectal cancer cells. Sci Rep, 2020, 10(1),
numer artykulu 1954, 1-8. https://doi.org/10.1038/s41598-020-58895-7 (IF = 4,380;
MNiSW = 140)

Mozolewska, P., Duzowska, K., Pakiet, A., Mika, A., & Sledzinski, T. Inhibitors of

Fatty Acid Synthesis and Oxidation as Potential Anticancer Agents in Colorectal Cancer
Treatment. Anticancer Res, 2020 40(9), 4843-4856.
https://doi.org/10.21873/anticanres.14487 (IE = 2,480; MNiSW = 70)

10. Czumaj, A., Zabielska, J., Pakiet, A., Mika, A., Rostkowska, O., Makarewicz, W.,

11.

Kobiela, J., Sledzinski, T. & Stelmanska, E. In Vivo Effectiveness of Orlistat in the
Suppression of Human Colorectal Cancer Cell Proliferation. Anticancer Res, 2019,
39(7), 3815-3822. https://doi.org/10.21873/anticanres.13531 (IF = 1,994; MNiSW =
70)

Pakiet, A., Kobiela, J., Stepnowski, P., Sledzinski, T. & Mika, A. Changes in lipids
composition and metabolism in colorectal cancer: a review. Lipids Health Dis, 2019,
18(1), numer artykutu 29, 1-21. https://doi.org/10.1186/s12944-019-0977-8 (IF = 2,906

MNiSW = 70)

ROZDZIALY Z MONOGRAFII

1.

Pakiet, A., Stepnowski, P., Mika, A. Rola ceramidow w patologii i diagnostyce
wybranych nowotworéw, W: Nauka, Badania i Doniesienia Naukowe 2019 Nauki
przyrodnicze i medyczne / Wysoczanski Tobiasz (red.), 2019, vol. 1, Swiebodzice, Idea

Knowledge Future, 354-363, ISBN 978-83-951445-6-1

WYSTAPIENIA KONFERENCYJNE

1.

Pakiet, A., Lange, O., Czapiewska, M., Kabata, P. & Mika, A. Wykorzystanie techniki
ekstrakcji do fazy statej (SPE) do analizy profili kwasow ttuszczowych we frakcjach
lipidowych tkanek pacjentek z rakiem piersi, XI Polska Konferencja Chemii

Analitycznej "Quo vadis nauka, quo vadis analityka?" 2022, referat wygloszony

. Lange, O., Pakiet, A., Czapiewska, M., Kabata, M., Ciosek, M. & Mika, A. Zmiany w

profilach kwasow tluszczowych w tkankach pacjentek z rakiem piersi, II Naukowa
Konferencja Wydzialu Nauk o Zdrowiu z IMMIT GUMed ,Interdyscyplinarne
spojrzenie na Nauki o Zdrowiu” 2022, poster

Pakiet, A. Polyunsaturated fatty acids in colorectal cancer cells, Virtual Congress on

Clinical Nutrition & Metabolism 2021, referat wygtoszony
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4. Duzowska, K., Mika, A. Pakiet, A. & Sledzinski, T. Zmiany w profilu kwasow
thuszczowych u pacjentdéw z rakiem jelita grubego, 26 Konferencja Naukowa Wydziatu
Farmaceutycznego 2021, poster

5. Pakiet, A., Czumaj, A., Zabielska, J., Kobiela, J., Sledzinski, T., Stelmanska, E. &
Mika A. Oznaczanie st¢zenia kwasu palmitynowego we frakcji wolnych kwasow
thuszczowych w surowicy pacjentow z rakiem jelita grubego, II Konferencja Naukowa
"Chemia - Biznes - Srodowisko" 2019, poster

6. Pakiet, A., Stepnowski, P. & Mika, A.: Rola ceramidow w patologii i diagnostyce
wybranych nowotworow, IV Ogoélnopolska Konferencja Interdyscyplinarna "Eureka"
2019, poster

7. Czumaj, A., Kobiela, J., Pakiet A. Zmiany profilu wielonienasyconych kwasow
thuszczowych w raku jelita grubego, V Ogoélnopolskie Sympozjum Biomedyczne
ESKULAP 2018, referat wygtoszony

8. Pakiet, A., Stepnowski, P., Sledzinski, T. & Mika, A. Oxylipins associated with
colorectal cancer, VII Ogolnopolska Konferencja Mtodych Naukowcow "Czlowiek,
Nauka, Srodowisko" 2018, poster

9. Pakiet, A., Czumaj, A., Sokotowska, E., Kobiela, J., Makarewicz, W., Stepnowski, P.,
Sledzinski, T. & Mika, A. Preferential polyunsaturated fatty acids uptake by colorectal
cancer cells, 3rd Congress of Polish Biosciences "BlO 2018 - Through interdisciplinary
approach into new solutions" 2018, poster

10. Pakiet, A., Sledzinski, T., Stepnowski P. & Mika, A. Wielonienasycone kwasy
thuszczowe jako narzedzie do badania mechanizméw patologii 1 poszukiwania
biomarkeréw w raku jelita grubego, I Konferencja Naukowa "Chemia - Biznes -

Srodowisko" 2018, poster

12.4.3 NAGRODY | WYROZNIENIA

¢ Nagroda Rektora Uniwersytetu Gdanskiego za osiggnigcia naukowe w dziedzinie nauk
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