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Wykaz skrotow

acetylo-CoA — acetylokoenzym A

ACTB — beta aktyna

Al (ang. adequate intake) — wystarczajace spozycie

ALAT (ang. alanine aminotransferase) — aminotransferaza alaninowa
AMP - adenozyno-5'-monofosforan

AMPK - kinaza biatkowa aktywowana adenozynomonofosforanem
AspAT (ang. aspartate aminotransferase) — aminotransferaza asparaginianowa

CD — grupy spozywajace karme¢ AIN-93M z prawidtowg zawartoscig choliny
cDNA (ang. complementary DNA) — komplementarny DNA

CDP-cholina (ang. cytidine diphosphate-choline) — zwigzek posredni w czasie syntezy
fosfatydylocholiny z choliny

CHDH (ang. choline dehydrogenase) — dehydrogenaza choliny
CholDD - grupy spozywajace karm¢ AIN-93M z deficytem choliny

ChREBP (ang. carbohydrate-responsive element-binding protein) — biatko wigzace element
odpowiedzi na wegglowodany

CHT (ang. high-affinity choline transporter) — grupa biatek transportujgcych choling
CTL (ang. choline transporter-like) — grupa biatek transportujacych choling
DAI — daidzeina

DNA (ang. deoxyrybonucleic acid) — kwas deoksyrybonukeinowy

EAR (ang. estimated average requirement) — srednie zapotrzebowanie dla grupy

EFSA (ang. European Food Safety Authority) — Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci

ER (ang. estrogen receptor) — receptory estrogenowe

ERE (ang. estrogen response element) — element odpowiedzi na estrogen

FABP (ang. fatty-acid-binding protein) — biatko wiazace kwasy ttuszczowe

FAS (ang. fatty acid synthase) — syntaza kwasow thuszczowych

FATP (ang. fatty acid transporter protein) — biatko transportujace kwasy ttuszczowe
FXR (ang. farnesoid X receptor) — receptor farnesoidu X

GEN - genisteina

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



HPRT (ang. hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) — fosforybozylotransferaza
hipoksantynowa

IL-6 — interleukina 6

ISO — ekstrakt izoflawonow sojowych

LDL (ang. low-density lipoprotein) — lipoproteiny o niskiej gestosci
MCD (ang. methionine and choline deficient) — dieta z niedoborem choliny i metioniny

MTHFD1 — dehydrogenaza metylenotetrahydrofolianowa

NAFLD (ang. nonalcoholic fatty liver disease) — niealkoholowa stluszczeniowa choroba
watroby

NASH (ang. non-alcoholic steatohepatitis) — niealkoholowe stluszczeniowe zapalenie
watroby

OCM (ang. one-carbon metabolism) — metabolizm grup jednoweglowych
OCT (ang. organic cation transporter) — transportery kationéw organicznych
PCR (ang. polymerase chain reaction) — reakcja tfancuchowa polimerazy

PEMT (ang. phosphatidylethanolamine N-methyltransferase) — metylotransferaza
fosfatydyloetanoloaminy

PLA2 — fosfolipaza A2
PLC — fosfolipaza C
PLD - fosfolipaza D

PPAR (ang. peroxisome proliferator-activated receptor) — receptory aktywowane przez
proliferatory peroksysomow

RNA (ang. ribonucleic acid) — kwas rybonukleinowy

SAM - S-adenozylometionina

SCD-1 (ang. stearoyl-CoA desaturase) — desaturaza stearylo-CoA

SCFA (ang. short-chain fatty acids) — krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe

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

SREBP-1c (ang. sterol regulatory element-binding protein 1) — biatko wigzace sterolowy
element regulatorowy

TBST (ang. tris-buffered saline with Tween-20) — buforowany roztwor soli fizjologiczne;j
Tris z dodatkiem Tween 20

TG —triacyloglicerole
TNF-a (ang. tumor necrosis factor a) — czynnik martwicy nowotworow o

VLDL (ang. very-low-density lipoprotein) — lipoproteiny o bardzo niskiej gestosci



Streszczenie

Stluszczenie watroby jest najczesciej wystepujacym zaburzeniem funkcjonowania
tego narzadu. Jednym z kluczowych sktadnikow odzywczych, ktéry przyczynia si¢ do
prawidlowej pracy watroby jest cholina. Fosfatydylocholina, czyli jedna z postaci choliny,
odgrywa istotng role w metabolizmie lipidow 1 zapobieganiu ich akumulacji w watrobie.
Efektywnos¢ endogennej syntezy fosfatydylocholiny zalezy m.in. od enzymu PEMT
kodowanego przez gen PEMT, ktorego aktywnos¢ jest zalezna od poziomu estrogenow.
Jak dotad nie zbadano wplywu fitoestrogenow, ktore sa zblizone strukturalnie do
estrogendw, na endogenng produkcj¢ fosfatydylocholiny i1 funkcjonowanie watroby.
Sugeruje si¢ jednak, ze spozycie soi moze pozytywnie wpltywaé na metabolizm lipidow
w watrobie.

Celem niniejszej dysertacji byta ocena wpltywu wybranych fitoestrogenow,
tj. izoflawonow sojowych, na endogenng syntez¢ choliny i metabolizm lipidow u szczurow,
zardwno w stanie niedoboru choliny w diecie, jak i prawidlowej jej podazy.

Przeprowadzono doswiadczenie na modelu in vivo obejmujagce 80 samcow
szczuréw stada niekrewniaczego Wistar w wieku 8 tygodni. W pierwszym etapie badania
zwierzgta zostaty przydzielone do dwoch rownolicznych grup po 40 osobnikow. W tej
czesci eksperymentu, trwajacej 4 tygodnie, jedna grupa spozywata karme AIN-93M
z prawidlowa zawartoscig choliny (CD), a druga diet¢ z jej deficytem (CholDD).
W kolejnym etapie kazdg z tych grup podzielono na 4 podgrupy po 10 zwierzat, ktérym
podawano te samg diet¢ co w pierwszym etapie, ale z dodatkami izoflawonow sojowych,
tj. genisteing (CD-GEN lub CholDD-GEN), daidzeing (CD-DAI lub CholDD-DAI)
w dawce 0,5 g/kg diety Iub gotowym ekstraktem izoflawonow z ziaren soi (CD-1SO lub
CholDD-1SO) w dawce 2 g/kg diety. W trakcie trwania do$wiadczenia wykonano
cotygodniowe pomiary masy ciata. Trzykrotnie przeprowadzono réwniez analize sktadu
ciata z wykorzystaniem jadrowego rezonansu magnetycznego. W materialne biologicznym
pozyskanym od zwierzat na koniec eksperymentu oznaczono z wykorzystaniem testow
kolorymetrycznych lub immunoenzymatycznych, stezenia wybranych parametrow
biochemicznych krwi, tj. glukozy, cholesterolu catkowitego, cholesterolu frakcji LDL,
HDL i VLDL, triacylogliceroli, enzyméw watrobowych, a w pobranym fragmencie
watroby stezenie fosfatydylocholiny. Dokonano réwniez oceny morfologicznej skrawkow
watroby oraz oznaczono Wg metody Soxhleta zawarto$¢ tluszczu w kale zebranym

w ostatnim tygodniu doswiadczenia. Analize ekspresji wybranych genéw (Pemt, Ppar v,



Srebp-1c, Fasn) w watrobie szczuré6w nha poziomie transkrypcji przeprowadzono
z wykorzystaniem metody PCR w czasie rzeczywistym, natomiast oznaczenia biatek
PEMT, PPARY, SREBP-1c oraz FAS dokonano stosujac metode Western Blot lub ELISA.

Spozycie izoflawonéw sojowych nie wplyneto na ekspresje genu Pemt, a takze na
zawartos$ci fosfatydylocholiny w watrobie szczuréw bowiem roznice istotne statystycznie
miedzy grupami zaobserwowano wytacznie w odniesieniu do réznej zawartosci choliny
w diecie. Wykazano natomiast, ze miedzy grupami przyjmujacymi roézne fitoestrogeny
sojowe wystepuja réznice w poziomie ekspresji genéw Srebp-1c i Fasn zwigzanych
z metabolizmem lipidéw. Jednak ze wzgledu na rozbiezno$ci w wynikach na poziomie
transkrypcji i translacji efekt ten wydaje si¢ niejednoznaczny. Roéznice w poziomie
ekspresji genéw Pemt, Ppar y, Srebp-1c, Fasn zaobserwowano natomiast poréwnujac ze
sobg grupy spozywajace prawidlowe ilosci choliny w diecie i grupy przyjmujace karme
z deficytem tego sktadnika. Deficyt choliny w diecie istotnie zwigkszyt ekspresje genu
Pemt na poziomie transkrypcji. Efekt ten nie przektadat sie na ilo$¢ biatka PEMT. Niedobor
choliny w diecie wptywatl rowniez na zmiany w parametrach biochemicznych krwi.
Zauwazono bowiem roznice migdzy grupami w stezeniu cholesterolu catkowitego oraz
cholesterolu frakcji LDL i VLDL w surowicy krwi. Wérdd grup spozywajacych dietg
z deficytem choliny zauwazono rowniez tagodne zmiany morfologiczne w hepatocytach,
tzn. akumulacje drobnych kropel lipidowych i powigkszenie obwodu komorek. Nie
wykazano zmian w zawartosci tluszczu w kale miedzy poszczegdlnymi grupami bez
wzgledu na zawarto$¢ w dietach choliny i izoflawonoéw sojowych.

Podsumowujac, fitoestrogeny sojowe mimo strukturalnego podobienstwa do
estrogenow nie wplywaja na zwigkszenie endogennej syntezy choliny. Ich oddziatywanie
na szlaki zwigzane z metabolizmem lipidow wymaga dalszych badan. Potwierdzono
natomiast negatywny wptyw niedoboru choliny w diecie na funkcjonowanie watroby -
12-tygodniowy okres niedoboru spowodowat widoczne w obrazie mikroskopowym zmiany
w morfologii watroby, a takze wplynat na niektore parametry profilu lipidowego. Uzyskane
wyniki stanowig potwierdzenie wczesniejszych badan i kolejng przestanke do stworzenia

zalecen zywieniowych zwracajacych uwage na odpowiednie spozycie choliny z dieta.

Stowa kluczowe: endogenna synteza choliny, izoflawony sojowe, sttuszczenie watroby,

ekspresja genow, metabolizm lipidow
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Summary

Fatty liver is the most common disorder of this organ. One of the key nutrients that
contributes to the proper functioning of the liver is choline. Phosphatidylcholine, one of the
forms of choline, plays an important role in lipid metabolism and prevents accumulation
of lipids in the liver. The effectiveness of endogenous phosphatidylcholine synthesis
is dependent on among others on the PEMT enzyme coded by the PEMT gene, whose
activity depends on estrogen levels. So far, the effects of phytoestrogens, which are
structurally similar to estrogens, on endogenous phosphatidylcholine production and liver
function have not been investigated. However, it has been suggested that soybean intake
can have a positive effect on lipid metabolism in the liver.

The aim of this dissertation was to assess effects of selected phytoestrogens, i.e. soy
isoflavones on endogenous choline synthesis and lipid metabolism in rats, both in a state
of choline deficiency in the diet and proper supply.

An in vivo experiment was conducted on 80 male outbred Wistar rats aged 8 weeks.
In the first stage of the study, the animals were assigned to two equal groups of 40 animals
each. In this part of the experiment, which lasted 4 weeks, one group was fed with an AIN-
93M diet with normal choline content (CD), and the other was fed with a choline-deficient
diet (CholDD). In the next stage, both groups were divided into 4 subgroups of 10 animals
each, which were fed the same diet as in the first stage, but with the addition of soy
isoflavones, i.e. genistein (CD-GEN or CholDD-GEN), daidzein (CD-DAI or CholDD-
DAI) at a dose of 0.5 g/kg of diet or ready extract of isoflavones from soybeans (CD-ISO
or CholDD-ISO) at a dose of 2 g/kg of diet. During the experiment, weekly body weight
measurements were performed and also body composition analysis using nuclear magnetic
resonance was performed three times. At the end of the experiment, in the biological
material obtained from the animals the concentrations of selected biochemical blood
parameters were measured using colorimetric or enzyme-linked immunosorbent tests,
i.e. glucose, total cholesterol, LDL, HDL and VLDL cholesterol, triacylglycerols, liver
enzymes, and the level of phosphatidylcholine in the collected liver fragment.
Morphological assessment of liver sections was also performed and the fat content
in feces collected in the last week of the experiment was analyzed according to the Soxhlet
method. The analysis of the expression of selected genes (Pemt, Ppar y, Srebp-1c, Fasn)

in the liver at the transcription level was performed using the real-time PCR method, while
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the PEMT, PPARy, SREBP-1c and FAS proteins were analyzed using the Western Blot
or ELISA method.

The consumption of soy isoflavones did not affect the expression of the Pemt gene
or phosphatidylcholine content in the liver of rats, as statistically significant differences
between groups were observed only in relation to the different choline content in the diet.
However, there were differences in the expression of levels of Srebp-1c and Fasn genes
related to lipid metabolism between groups taking different soy phytoestrogens. However,
due to discrepancies in the transcript and protein abundance, this effect seems to be
ambiguous. Differences in the expression of levels of the Pemt, Ppar y, Srebp-1c, and Fasn
genes were observed when comparing groups consuming proper amounts of choline in the
diet compared to the group consuming food with a deficit of this nutrient. Dietary choline
deficiency significantly increased Pemt gene expression at the transcriptional level.
Nevertheless, this effect was not detectable at the PEMT protein level. Choline deficiency
in a diet also led to changes in the blood biochemical parameters. Differences were noticed
between the rat groups in the concentrations of total cholesterol and LDL and VLDL
cholesterol in blood serum. Among the groups consuming the choline-deficient diet, mild
morphological changes were also observed in hepatocytes, including the accumulation
of small lipid droplets and enlargement of cell circumference. No changes in fecal fat
content were observed between the groups, regardless of the content of choline and soy
isoflavones in diets.

To sum up, the soy phytoestrogens, despite their structural similarity to estrogens,
do not increase endogenous choline synthesis. Their impact on pathways related to lipid
metabolism requires further research. However, the negative relationship between dietary
choline deficiency and liver function was confirmed - the 12-week period of deficiency
caused changes in liver morphology visible in the microscopic image and also influenced
some parameters of the lipid profile. The obtained results confirm previous research and
are another reason to create dietary recommendations focusing on the appropriate choline
intake in a diet.

Key words: endogenous choline synthesis, soy isoflavones, fatty liver, gene expression,

lipid metabolism
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1. Wstep

Dieta okreslana jako zachodnia, charakteryzujaca si¢ wysokim poziomem spozycia
thuszczo6w nasyconych, cukrow prostych i przetworzonej zywnosci, jest istotnym
czynnikiem przyczyniajacym si¢ do wzrostu czgstosci wystgpowania chordb przewlektych
niezakaznych. Otyto$¢, cukrzyca typu 2, choroby ukladu sercowo-naczyniowego
1 nowotwory to tylko niektéore z powaznych schorzen powigzanych z tym sposobem
zywienia. W odpowiedzi na rosnaca $wiadomos¢ zdrowotna i ekologiczng, w ostatnich
latach coraz wigcej 0sob wybiera diety wegetarianskie 1 weganskie. Kluczowym aspektem
takiej diety jest odpowiedni dobor produktow, gwarantujacy jej prawidlowe zbilansowanie,
a tym samym uniknigcie wystgpienia niedoboréw pokarmowych. Czesto jednym
z podstawowych elementow diet wegetarianskich sa produkty sojowe bogate w biatko,
witaminy, sktadniki mineralne, jak i w szereg zwigzkéw bioaktywnych, wykazujacych
pozytywne dziatanie na ludzki organizm. Ze wzgledu na zawarto$¢ tych sktadnikow
upatruje si¢ wielu korzysci w spozyciu soi W umiarkowanych ilosciach. Potwierdzeniem
tego sa wyniki licznych badan naukowych. Potencjalne zagrozenia np. w kwestii wptywu
soi na gospodarke hormonalng moga wystapi¢, ale przy jej nadmiernym spozyciu, znacznie
r6éznigcym si¢ od raportowanego jako zwyczajowe.

Do zaburzen bezposrednio zwigzanych ze sposobem Zywienia zalicza si¢ rowniez
stluszczenie watroby, czyli nadmierne gromadzenie si¢ thuszczu w komorkach watroby.
Jest ono coraz czestszym problemem zarowno w populacji europejskiej, jak 1 na catym
Swiecie. Szacuje si¢, ze nawet 25-30% dorostych w krajach rozwinigtych moze mie¢
sttuszczenie watroby. Stan ten moze prowadzi¢ do niealkoholowej stluszczeniowe;j
choroby watroby (ang. nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD), ktora stanowi powazne
zagrozenie zdrowotne i jest zwigzana z ryzykiem rozwoju marskos$ci watroby i raka
watrobowokomorkowego. Fakt ten podkresla znaczenie wczesnej diagnozy i prewencji
dietetycznej. W etiologii NAFLD szczegdlng rolg odgrywa m.in. cholina, niezbedny
sktadnik odzywczy, wspierajacy prawidlowe funkcjonowanie watroby. Cholina jest
bowiem kluczowa dla transportu i metabolizmu tluszczOw w watrobie. Jej niedobor
stanowi jeden z czynnikow prowadzacych do nadmiernego gromadzenia si¢ kropel
lipidowych w komodrkach hepatocytow. Skiladnik ten moze by¢ dostarczany
z pozywieniem, glownie pochodzenia zwierzgecego. Pojawia si¢ zatem pytanie
w jaki sposob zaplanowaé zywienie, aby umozliwi¢ dostarczenie odpowiedniej ilosci

choliny w przypadku diety wegetarianskiej. Zglebiajac ten temat nalezy wspomniec,
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ze Wraz z rozwojem technik molekularnych odkryto, ze organizm jest w stanie
przeprowadza¢ takze endogenng synteze choliny, jednak zazwyczaj jest ona
niewystarczajaca do pokrycia zapotrzebowania na ten sktadnik odzywczy. Wykazano, ze
U mgzczyzn oraz kobiet po menopauzie, endogenna synteza choliny jest szczegodlnie niska.
Wynika to z faktu, iz jest ona regulowana poprzez estrogeny, a te grupy ludnosci
charakteryzuja si¢ ich niskim stezeniem. Taka sytuacja, przy dodatkowo zZle
skomponowanej diecie zwigksza ryzyko wystapienia niedoboréw i tym samym rozwoju
NAFLD. Jesli wystepuje problem z dostarczeniem wraz z dieta odpowiedniej ilo$ci tego
sktadnika odzywczego pojawia si¢ pytanie, czy 1 w jaki sposdb mozna byloby zwigkszy¢
jego endogenng produkcje oraz zadbac o prawidtowa prace watroby w inny sposob.

W ostatnich latach pojawity si¢ doniesienia naukowe moéwiace o pozytywnym wpltywie
produktéw sojowych na funkcjonowanie watroby. Szczegdlnego znaczenia upatruje si¢
w biatku sojowym, ktore moze wptywaé na obnizenie poziomu cholesterolu frakcji LDL
(ang. low-density lipoprotein), ale takze w sktadnikach bioaktywnych obecnych w ziarnach
soi, tj. izoflawonach sojowych, ktore moga redukowaé stan zapalny w watrobie oraz
prowadzi¢ do zmniejszenia akumulacji thuszczu. Jak dotad opisano tylko kilka
potencjalnych mechanizméw dziatania izoflawondéw sojowych w zapobieganiu
sttuszczeniu watroby. W badaniach skupiono si¢ gtownie na ocenie ich wiasciwosci
antyoksydacyjnych, wplywie na poprawe wrazliwosci komoérek na insuling oraz na
metabolizm lipidow w zakresie hamowania lipogenezy. Procesy te sa jednocze$nie
wymieniane jako kluczowe w etiologii NAFLD. Nalezy jednak zaznaczyé, ze mimo
uzyskania obiecujacych wynikéw dotyczacych wptywu izoflawonow sojowych na
przemiany lipidéw, to mnogos$¢ czynnikéw powigzanych z tymi procesami, jak i niewielka
liczba badan dotyczgcych tego tematu uniemozliwia wysnucie jasnych wnioskow.
Potencjat drzemigcy w tym zagadnieniu sktania wigc do jego zglebiania i oceny wpltywu
izoflawonow sojowych na metabolizm thuszczow. Warto rowniez zaznaczy¢, ze jak dotad
nie scharakteryzowano dziatania izoflawonoéw sojowych na szlaki metaboliczne, w ktorych
kluczowg role odgrywa cholina. Co szczegdlnie interesujace izoflawony nalezace do grupy
fitoestrogenow sa zwigzkami o podobnej budowie chemicznej do estrogendéw krazacych
w ludzkim organizmie. Jak wspomniano wcze$niej, endogenna synteza choliny zalezna jest
od stezenia estrogenéw. Mozna wiec podejrzewac, ze izoflawony rowniez mogg wplywaé
na ten proces powodujac produkcje wigkszej ilosci choliny. Potwierdzenie tego
umozliwitoby stworzenie nowych strategii zywieniowych, ktoére poprzez zapobieganie
niedoborom pozytywnie wplywatyby na funkcjonowanie organizmu, czy w tym
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konkretnym temacie - prace watroby. Zagadnienie to wymaga jednak doktadnego
przeanalizowania poprzez zaprojektowanie badan umozliwiajagcych ocene potencjalnych
zalezno$ci migdzy izoflawonami sojowymi, a endogenng synteza choliny i wptywem tych

zwigzkoéw na proces biosyntezy lipidow na poziomie molekularnym.
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2. Czes¢ literaturowa

2.1. Charakterystyka choliny
2.1.1. Kbrétki rys historyczny i wlasciwosci chemiczne

Pierwsze wzmianki na temat choliny pojawity si¢ w 1850 r. kiedy to Theodore
Gobley czionek Académie Nationale de Pharmacie w Paryzu wyizolowal substancje
z tkanki mozgowej 1 ikry Kkarpia, ktorg opisat jako ,,lecytyna” na cze$¢ greckiego stowa
lekithos oznaczajacego zottko jajka. Adolph Strecker w 1862 przeprowadzit eksperyment,
podczas ktérego podgrzewat lecytyng otrzymang z z6lci 1 zauwazyl, ze nastepstwem tego
jest powstanie nowej substancji chemicznej, ktorg nazwat ,,cholina”. W kolejnych latach
Oscar Liebreich, badajac tkanke pobrang z moézgu zidentyfikowal nowa substancje
,heuryne”. Zauwazono, ze neuryna i cholina maja bardzo zblizong budowe¢ chemiczna. Po
okresie niescistosci w dokladnym opisie stwierdzono, ze te dwa zwiazki to ta sama
substancja. Wraz z rozwojem metod badawczych lecytyna =zostala chemicznie
scharakteryzowana jako fosfatydylocholina (Zeisel, 2012). W 1956 roku Eugene P.
Kennedy opisat ,,szlak CDP-choliny” (ang. CDP-choline pathway), w ktérym cholina jest
wykorzystywana do syntezy fosfatydylocholiny (Eugene, 1954). Druga $ciezka produkcji
fosfatydylocholiny w organizmie jest ,,szlak PEMT” (ang. PEMT pathway), ktory zostat
zidentyfikowany przez Jona Bremera i Davida Greenberga w 1960 roku (Bremer
& Greenberg, 1960). Rola choliny jako prekursora acetylocholiny zostata opisana przez
naukowcow Otto Loewiego i Henry'ego Dale'a (Zeisel, 2012).

Wraz z rozwojem metod badawczych gromadzono kolejne informacje na temat roli
choliny w organizmie cztowieka. Mimo tego stosunkowo szybkiego postepu naukowego
jeszcze do niedawna utrzymywano, ze niedobor choliny nie jest czynnikiem letalnym,
przez co sadzono, ze cholina nie jest niezbedna do prawidtowego funkcjonowania ustroju.
Jednak w roku 1998 amerykanski Instytut Medycyny wskazat, Ze cholina spelnia szereg
istotnych funkcji w organizmie, co spowodowalo opracowanie normy spozycia nha
poziomie wystarczajacego spozycia (ang. adequate intake, Al) (Institute of Medicine,
1998). Jednym z gtownym powodow zmiany byly doniesienia naukowe moéwiace
o ograniczonych mozliwosciach syntezy choliny przez organizm. Niektorzy badacze
zaliczali 6w zwiazek do grupy witamin, CO ostatecznie odrzucono ze wzglgdu na
wystepowanie go w dos$¢ duzych iloSciach w ustroju, m.in. w fosfolipidach (Institute

of Medicine, 1998; Z. Li & Vance, 2008). W ostatnich latach szczeg6lnie intensywnie bada
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si¢ zagadnienia zwigzane z roznicami w zapotrzebowaniu na choling w diecie
wynikajgcymi z specyficznych uwarunkowan genetycznych.

Cholina to organiczny zwigzek chemiczny, zaliczany do grupy alkoholi
amonowych czwartorzedowych. Strukturalnie klasyfikowany jest jako kation o wzorze
sumarycznym CsH1aNO*, stanowigcy macierz calej grupy zwigzkow. Posiada grupe
hydroksylowa (-OH) oraz trzy grupy metylowe (-CHz3) przytaczone do atomu azotu, co
nadaje mu charakter polarny. Wtasciwosci hydrofilowe ze wzgledu na obecnos$¢ grupy
hydroksylowej, umozliwiaja cholinie interakcje z innymi czasteczkami poprzez tworzenie
wigzan wodorowych. Taka budowa przektada si¢ na dobrag rozpuszczalno$¢ w wodzie,
natomiast jest ona nierozpuszczalna w chloroformie i eterze. Cholina moze podlegac
réznym reakcjom chemicznym, w tym fosforylacji, estryfikacji i metylacji. Reakcje te sg
kluczowe dla petnionych przez nig funkcji, stanowi bowiem prekursor acetylocholiny
1 fosfatydylocholiny, natomiast po utlenieniu do betainy staje si¢ takze donorem grup
metylowych. Cholina moze reagowa¢ z kwasami tworzac rozne sole, np. powszechnie
znany i wykorzystywany w przemysle paszowym chlorek choliny (Phillips, 2012; Tayebati
i in., 2015; Wiedeman i in., 2018).

2.1.2. Zrédla pokarmowe choliny oraz jej spozycie wraz z dieta

Cholina wystepuje w zywnos$ci w roznych formach chemicznych. Czesto jako
krytertum podziatu przyjmuje si¢ zdolno$¢ do rozpuszczania w danym S$rodowisku.
Wyréznia si¢  formy choliny rozpuszczalne w wodzie (wolna cholina, fosfocholina,
glicerofosfocholina) oraz te rozpuszczalne w tluszczach (fosfatydylocholina,
sfingomielina) (Patterson i in., 2008). Wszystkie formy choliny poza wolng choling naleza
do postaci zestryfikowanych. Przyjmuje si¢, ze fosfatydylocholina stanowi okoto 95%
calkowitej ilosci choliny, jaka wystepuje w tkankach zwierzecych (Li & Vance, 2008). Co
istotne wykazano, ze w zaleznos$ci od formy, r6znie bedzie przebiegal proces wchtaniania
1 metabolizmu tych zwigzkoéw. Po wchtonigciu, formy rozpuszczalne w wodzie docierajg
do watroby poprzez krazenie wrotne, natomiast formy rozpuszczalne w tluszczach po
upakowaniu w chylomikrony transportowane sa przez uktad limfatyczny (Zeisel, 1981).
Zwraca si¢ roéwniez uwage na fakt, ze formy choliny spozywane
w okresie niemowlgcym roznig si¢ od tych spozywanych w okresie dorostosci. Jest to
zwigzane z roznicami w spozyciu pokarmow bedacych gldéwnymi zrodtami choliny -
cholina zawarta w mleku matki wystepuje glownie w formie rozpuszczalnej w wodzie,

natomiast w pozniejszym okresie dominujg formy rozpuszczalne w thuszczach (Lewis i in.,
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2015). Warto takze wspomnieé¢, ze wykazano iz mieszanki mleka modyfikowanego dla
niemowlat na bazie soi charakteryzujg si¢ mniejsza zawartoscig choliny niz mleko kobiece,
czy mieszanki na bazie mleka krowiego (Holmes-McNary i in., 1996).

Do najwazniejszych zrodet choliny w diecie zalicza si¢ jaja, migso, ryby oraz
pelnoziarniste produkty zbozowe. W 2008 r. Departament Rolnictwa Stanow
Zjednoczonych stworzyt baz¢ danych zawartosci choliny w roéznych produktach
spozywczych. Catkowita zawarto$¢ choliny w produktach pochodzenia zwierzecego
w przeliczeniu na jednostke masy jest wigksza niz w przypadku produktow roslinnych. Dla
przyktadu watroba wotowa - 330 mg/100 g, jaja - 251 mg/100 g, wieprzowina - 69 mg/100
g, beda zawiera¢ kilkukrotnie wigcej choliny niz awokado - 14,18 mg/100 g, pomidory -
6,70 mg/100 g czy cebula - 6,10 mg/100 g. Do waznych zrédet choliny w diecie roslinne;j
nalezy jednak zaliczy¢ kietki pszenicy - 152 mg/100 g czy soje¢ - ziarna 120 mg/100 g, ktore
zawieraja choling w ilosciach zblizonych do migsa (Patterson i in., 2008). Opisujac zrodta
choliny w diecie uwagg zwraca fakt braku takiej bazy danych dla produktow dostgpnych
na rynku europejskim. Szczegolnie, ze w ostatnich latach w Europie odnotowuje si¢ wzrost
popularnosci diet opartych na produktach pochodzenia roslinnego (Alcorta i in., 2021).
Pomimo wspomnianych trendow badacze opisujacy spozycie choliny w réznych
populacjach odnotowuja, ze produkty odzwierzece nadal stanowia wazne zZrédto choliny
w diecie (Vennemann i in., 2015).

Opisujac spozycie choliny z dieta nalezy zaznaczy¢, ze ze wzgledu na
niewystarczajaca ilo§¢ danych jedyna wyznaczong norma dla choliny jest norma na
poziomie wystarczajacego spozycia. Instytut Medycyny w Stanach Zjednoczonych
wyznaczyl norme Al dla choliny na poziomie 550 mg/d dla m¢zczyzn 1425 mg/d dla kobiet
oraz 450 mg/d dla kobiet ci¢zarnych i 550 mg/d dla kobiet w trakcie laktacji (Institute of
Medicine, 1998). Natomiast Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnoséci (EFSA)
w 2016 roku ustalit jako wystarczajacy poziom spozycia wartos¢ 400 mg/d dla dorostych
(European Food Safety Authority, 2016). Obowigzujagce w Polsce normy dla choliny
opieraja si¢ 1 sg zbiezne z danymi przedstawionymi przez amerykanski Instytut Medycyny
(Jarosz i in., 2020). Warto zaznaczy¢, ze zalecenia te zostaly stworzone na podstawie
jednego badania randomizowanego, w ktorym analizowano zwigzek mig¢dzy spozyciem
choliny, a st¢zeniem aminotransferazy alaninowej w osoczu (Zeisel & Da Costa, 2009).
Fakt ten, jak i brak wyznaczonej normy na poziomie $redniego zapotrzebowania (ang.
estimated average  requirement, EAR) sa3  powaznymi  ograniczeniami

w badaniach opisujacych pobranie choliny z dieta.
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Pierwsze badanie dotyczace spozycia choliny z dieta wsrdéd oséb dorostych
opublikowano w 2005 roku w Stanach Zjednoczonych. Fisher i wspotpracownicy
przeanalizowali spozycie choliny wéréd 16 mezczyzn i 16 kobiet. Wynik wskazywat na
pobranie tego sktadnika pokarmowego w ilosci bliskiej warto§ciom ustalonym w ramach
normy Al. Jednak badanie byto przeprowadzone w $cisle kontrolowanych warunkach i nie
odzwierciedlalo w pelni zwyczajowego pobrania produktow bedacych zrédtem choliny
(Fischer i in., 2005). W kolejnych latach badanie National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) przeprowadzone w 2007 i 2008 roku na reprezentatywnej
probie populacji w USA wykazato, ze $rednie spozycie choliny wynosito 396 mg/dzien
w przypadku mezczyzn 1 260 mg/dzien w przypadku kobiet. Zblizone wartosci dla
sredniego spozycia choliny odnotowywano w kolejnych edycjach badania NHANES
(migdzy 2009 a 2014 rokiem) (Wiedeman i in., 2018). Najnowsze dane dotycza gtownie
Stanoéw Zjednoczonych i w krajow europejskich. W Europie w latach 2000-2012 $rednie
spozycie choliny wérdd mezczyzn wahato si¢ od 309 do 444 mg/dzien w réznych grupach
wiekowych, podczas gdy wsrod kobiet srednia spozycia miescita si¢ w zakresie od 244 do
404 mg/dzien (Vennemann i in., 2015). Po roku 2015 oceny spozycia choliny z dietg
dokonano wsrdéd wybranych grup populacji w Polsce (Malinowska i in., 2017; Mlodzik-
Czyzewska i in., 2022; Muzsik-Kazimierska i in., 2022), Norwegii (Van Parys i in., 2021,
2022), Niemczech (Roeren i in., 2022), Hiszpani (Redruello-Requejo i in., 2021), Rumunii
(Prelicz & Lotrean, 2017), Belgii (Pauwels i in., 2017) i Wielkiej Brytanii (Moore i in.,
2020), dla ktorych to badan $rednia spozycia wérdd osob dorostych wynosi 304 mg/dzien.
W zdecydowanej wigkszosci tych badan spozycie choliny u oséb dorostych jest mniejsze
niz 80% warto$ci normy Al przyjetej przez EFSA. Stosunkowo wysokie pobranie choliny
w z dietg stwierdzono u zdrowych me¢zczyzn w Polsce, tj. 519 + 280 mg/dzien (Mlodzik-
Czyzewska i in., 2022). W Stanach Zjednoczonych w ostatnich latach $rednie spozycie
choliny ksztaltuje si¢ na poziomie 250-390 mg/dzien, przy czym wyzsze warto$ci uzyskuje
si¢ w grupie mezczyzn (Wallace & Fulgoni, 2016, 2017; Zhang i in., 2024; Zhou i in.,
2023). Bioragc pod uwage roznice we wzorach zywienia podobne $rednie wartosci spozycia
choliny z dietg opisano réwniez w badaniach przeprowadzonych w Tajwanie (230mg/dzien
dla kobiet i 284 mg/dzien dla mezczyzn) i Iranie (226mg/dzien dla osob dorostych) (Cheng
i in., 2017; Golzarand i in., 2022). W badaniu przeprowadzonym w Polsce
1 opublikowanym w 2022 roku wykazano nieodpowiednie spozycie choliny takze wsrod
kobiet po menopauzie (Muzsik-Kazimierska i in., 2022). Badania obejmujace kobiety
w cigzy takze przedstawiaja niskie poziomy spozycia choliny, raportowane sg zakresy od
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260 do 380 mg/dzien (Moore i in., 2020; Pauwels i in., 2017; Roeren i in., 2022; Staskova
i in., 2023; Wiedeman i in., 2024). Ciekawe wyniki uzyskali niemieccy naukowcy, ktorzy
ocenili spozycie choliny z dietg wsrdd kobiet w cigzy, ktore byty na diecie wegetarianskiej
lub weganskiej, w poréwnaniu do kobiet cigzarnych spozywajacych rowniez produkty
odzwierzece. Te pierwsze spozywaly stosunkowo mniej choliny bo $rednio 205 mg/dzien,
natomiast druga grupa kobiet spozywata S$rednio 269 mg/dzien tego skladnika
pokarmowego (Roeren i in., 2022). Analizujac spozycie choliny wsréd najmtodszych,
tj. niemowlat i dzieci w wieku 2-6 lat stwierdza si¢, ze $rednie wyniki sg zblizone lub

przekraczajg warto$ci normy Al w tych kategoriach wiekowych (Jafari i in., 2021; Prelicz
& Lotrean, 2017; Probst i in., 2019; Wallace & Fulgoni, 2016, 2017).

2.1.3. Czynniki wplywajace na zapotrzebowanie na choline

Podobnie jak w przypadku wszystkich sktadnikow odzywczych zapotrzebowanie
na choling jest zalezne od wieku, pici, stanu zdrowia i stylu zycia. Wyzsze wartos$ci
zalecanego spozycia przypisuje si¢ mezczyznom niz kobietom, a takze osobom dorostym
niz dzieciom, co jest zwigzane z wigksza masg ciata, a tym samym wigkszg intensywnoscia
procesOw metabolicznych zachodzacych w organizmie. Wykazano jednak, ze kobiety
w cigzy i1 karmigce piersig powinny spozywac wiecej tego sktadnika ze wzgledu na fakt,
iz cholina spozywana przez matke jest wykorzystywana przez ptod, a nastepnie niemowle
do prawidlowego rozwoju mozgu i uktadu nerwowego. Wpltyw na zapotrzebowanie na
choling ma rowniez zwickszona aktywno$¢ fizyczna. Podczas wysitku intensyfikacji
ulegaja procesy zwigzane z funkcjonowaniem migsni i metabolizmem energetycznym,
w ktory cholina rowniez jest zaangazowana. Zmienione zapotrzebowani€ maja takze 0soby
z chorobami watroby, nerek lub zaburzeniami metabolicznymi. Ponadto wykazano,
ze wysoki poziom stresu moze zwigksza¢ zapotrzebowanie na choling ze wzgledu na jej
role w funkcjonowaniu ukladu nerwowego. Natomiast nadmierne spozycie alkoholu
negatywnie wptywa na metabolizm choliny, rowniez zwigkszajac zapotrzebowanie na nig
(Institute of Medicine, 1998; Jarosz i in., 2020).

Poza wyzej wymienionymi wyzej czynnikami wykazano, Zze na zapotrzebowanie
moze wplywaé takze polimorfizm DNA. Jak dotad udato si¢ scharakteryzowac
polimorfizmy typu SNP (ang. single nucleotide polymorphism) kilku genow
odpowiedzialnych za metabolizm choliny. Zgodnie z definicja polimorfizm SNP to
zjawisko zréznicowania sekwencji DNA, polegajace na zmianie jednego nukleotydu na

inny w okreSlonym miejscu w genomie (Zeisel & da Costa, 2009). W kontekscie
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metabolizmu choliny dobrze opisanym jest polimorfizm rs12325817 genu PEMT (ang.
phosphatidylethanolamine-N-methyltransferase),  ktéry  odpowiedzialny jest za
modyfikacje miejsca W promotorze bedacego elementem odpowiedzi na estrogeny, co
wptywa na endogenng syntezg fosfatydylocholiny. Rezultatem tego jest sytuacja, w ktorej
kobiety z rzadziej wystepujacym allelem C majg wigksze zapotrzebowanie na choling, na
poziomie rownym zapotrzebowaniu u mezczyzn (da Costa i in., 2006). Potwierdzeniem
tego jest m.in. badanie przeprowadzone przez Fisher i wspodtpracownikow, ktorzy
wykazali, ze polimorfizm rs12325817 w genie PEMT wptywa na ryzyko wystgpienia
dysfunkcji w obrgbie watroby 1 migéni. Eksperyment polegat na sprawdzeniu czy kobiety
w okresie prekoncepcyjnym stosujace diet¢ o niskiej zawartosci choliny w zaleznos$ci od
posiadanego genotypu PEMT bedg wykazywacé roznice w rozwoju potencjalnych zaburzen
pracy watroby lub mig¢$ni. Dodatkowo przeanalizowano wptyw diety o niskiej zawarto$ci
choliny w grupie kobiet po menopauzie otrzymujacych estrogeny lub placebo. Badanie
wykazato, ze genotyp mtodych kobiet w okresie prekoncepcyjnym podczas niskiej podazy
choliny powoduje roznice w ryzyku rozwinigcia si¢ dysfunkcji watroby i1 mig$ni.
Zaburzenia rozwinely si¢ bowiem u 80% kobiet z dwoma allelami C, 43% z jednym allelem
C i u 13% kobiet nieposiadajacych tego allelu. Natomiast w grupie kobiet po menopauzie
stosujacych diete o niskiej zawarto$ci choliny, zaburzenia czynnos$ci badanych narzadow
wystapity u 73% tych, ktore przyjmowaty placebo, natomiast tylko u 18% w grupie
otrzymujacej estrogeny. Wyniki te ukazuja, ze wpltyw na zapotrzebowanie na choling
z dieta ma rowniez ilo$¢ estrogenéw w organizmie (Fischer i in., 2010). Kolejnym
polimorfizmem wplywajacym na zapotrzebowanie na choling jest polimorfizm rs7946
w regionie kodujagcym genu PEMT. U oséb z allelem T powoduje on istotne obnizenie
aktywnosci enzymatycznej biatka PEMT, co przeklada si¢ na zmniejszenie poziomu
endogennej syntezy fosfatydylocholiny (Song i in., 2005). Wplyw na zwigkszenie
zapotrzebowania na choling odnotowuje si¢ takze w przypadku polimorfizmu gendow
MTHFD1, tj. dehydrogenazy metylenotetrahydrofolianu, rs2236225 oraz CHDH
tj. dehydrogenazy choliny, w szczegdlnosci rs9001 i rs12676 (da Costa K. i in., 2006;
Kohlmeier i in., 2005). Naukowcy zwracaja uwage na fakt, ze czestos¢ wystepowania
poszczegolnych wariantow allelicznych gendw, rowniez tych zwigzanych z metabolizmem
I wykorzystaniem sktadnikow odzywczych, jest rézna w rdéznych populacjach. Jak
wiadomo czynniki Srodowiskowe, tj. zywienie, wplywajg na to jaki fenotyp (a przez to
genotyp), jest najkorzystniejszy w okreslonych warunkach $rodowiskowych, co stanowi
presje¢ selekcyjng 1 wplywa na pule alleli w populacji. Z tego wzgledu sugeruje sie,
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ze zapotrzebowanie na choling moze r6zni¢ si¢ migdzy populacjami. W zwigzku z tym
zapotrzebowanie na choling jest ksztattowane przez szereg interakcji miedzy genotypem

a srodowiskiem (da Costa i in., 2014; Silver i in., 2015).

2.1.4. Funkcje biologiczne, metabolizm i endogenna synteza choliny

Rola choliny w ustroju zostata dobrze udokumentowana. W zaleznos$ci od tego
w jakiej postaci chemicznej wystepuje, petni ona rézne funkcje. Co najistotniejsze jest ona
sktadnikiem niezbednym do prawidlowego funkcjonowania wszystkich komoérek bowiem
zapewnia integralno$¢ struktury bton komorkowych, wplywajac tym samym na proces
sygnalizacji komorkowej. U wiekszosci ssakow dhugotrwate spozywanie diety z deficytem
choliny, rozumiane jako okres od kilku tygodni do miesi¢cy, ma konsekwencje obejmujace
zaburzenia pracy watroby, trzustki, nerek, zdolno$ci poznawczych i wzrostu (Zeisel
& Blusztajn, 1994). Efekt ten jest wiekszy, jesli dieta zawiera dodatkowo niewielkie ilosci
folianow i metioniny (Zeisel, 2006).

Cholina jest podstawowym elementem uktadu cholinergicznego, jako prekursor
acetylocholiny. Powstanie acetylocholiny polega na przylaczeniu acetylokoenzymu A
(acetylo-CoA) do choliny przy udziale enzymu acetylotransferazy cholinowej (Brown,
2019). Blusztajn i Wurtman juz w 1983 roku spisali, ze dostepno$¢ choliny i acetylo-CoA
wpltywa acetylo-CoOA na aktywno$¢ acetylotransferazy cholinowej tym samym
determinujac szybko$¢ syntezy acetylocholiny (Zeisel, 2006). Zwigzek ten jest
neuroprzekaznikiem w przedzwojowych zakonczeniach cholinergicznych
i adrenergicznych, zakonczeniach ruchowych oraz strukturach mézgowia, ktory odpowiada
za prawidtowe dziatanie wielu tkanek 1 narzagdow, m.in. powoduje skurcze migsni gtadkich,
wplywa na rozszerzenie naczyn krwionosnych czy pobudzenie migsni szkieletowych, ale
takze oddziatuje na funkcje wydzielnicze gruczotow (Picciotto i in., 2012).

Po utlenieniu do betainy, cholina staje si¢ takze donorem grup metylowych,
wykorzystywanych do metylacji wielu zwigzkow chemicznych, w tym DNA. Proces
utleniania jest dwuetapowy z udzialem enzymu dehydrogenazy cholinowej, zachodzi
glownie w watrobie i nerkach oraz - c0 istotne - jest reakcja niecodwracalng. Z tego wzgledu
reakcja utleniania choliny zmniejsza jej dostepnos¢ w tkankach. W tym miejscu warto
wspomnie¢ tez, ze metabolizm choliny jest $cisle zwigzany z cyklem przemian witamin
z grupy B oraz metioniny, ktore zalicza si¢ do szlakow metabolizmu grup jednoweglowych
(ang. one-carbon metabolism, OCM). Drogi te krzyzuja si¢ bowiem w momencie metylacji

homocysteiny i syntezy metioniny, w ktorych udziat bierze grupa metylowa oddana przez
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betaing. W zwigzku z tym ryzyko niedoboru choliny wzrasta w przypadku niedostatecznej
podazy folianow lub metioniny. Dlatego badacze przyjmuja, ze zapotrzebowanie na
choling wraz z dieta nalezy rozpatrywaé w potaczeniu z wspomnianymi wczesniej
sktadnikami odzywczymi (Ueland, 2011; Ueland i in., 2005).

Niezwykle wazna w kontek$cie niniejszej pracy jest funkcja choliny zwigzana
z transportem lipidow z watroby. Jako fosfatydylocholina jest ona niezbedna do syntezy
czasteczek lipoprotein o bardzo niskiej gestosci (ang. very low density lipoprotein, VLDL),
tj. stanowi kluczowy element strukturalny otoczki fosfolipidowej tej czasteczki, tym
samym stabilizujac ja 1 umozliwiajac transport w osoczu krwi. Proces syntezy VLDL
odbywa si¢ w hepatocytach i polega na upakowaniu dostgpnych triacylogliceroli (TG),
estrow cholesterolu i wspomnianej fosfatydylocholiny oraz apolipoproteiny w jedng
czasteczke. Nastepnie sg one uwalniane do krwioobiegu, gdzie w kolejnych etapach
nastgpuje hydroliza zawartych w VLDL TG do kwasow tluszczowych 1 ich wychwyt przez
komorki docelowe, gdzie stuzg jako zrodlo energii lub sa magazynowane w tkance
thuszczowej (Janero 1 in., 1984; Vance & Vance, 1985). Endogenna synteza
fosfatydylocholiny nie zawsze jest w stanie zapewni¢ odpowiednig ilo§¢ potrzebng do
prawidlowego funkcjonowania organizmu, przez co niedobor choliny bezposrednio
wplywa na proces akumulacji lipidow w watrobie (Zeisel, 2006).

Biosynteza fosfadytylocholiny zachodzi dwoma szlakami. W pierwszym z nich
(szlak CDP-choliny) cholina jest poddana fosforylacji do fosfocholiny przy udziale kinazy
cholinowe;j. Nastepnie jest ona przeksztatcana do CDP-choliny przez cytydylotransferaze
fosfocholinowa. W kolejnym etapie CDP-cholina jest taczona z diacyloglicerolem przez
enzym syntaze fosfatydylocholiny, tworzac fosfatydylocholing. W drugim szlaku PEMT
fosfatydyloetanoloamina  jest  sekwencyjnie  metylowana z  wytworzeniem
fosfatydylocholiny, przy uzyciu S-adenozylometioniny jako donora metylu (Zeisel & da
Costa, 2009). Szacuje si¢, ze szlak CDP-choliny odpowiada za synteze¢ okolo 70%
fosfatydylocholiny w watrobie, podczas gdy szlak PEMT za okoto 30% (van der Veen
i in., 2017). Przy czym w ostatnich latach wykazano, ze fosfatydylocholina uzyskiwana
z tych dwoch szlakow rozni si¢ co do sktadu kwasow tluszczowych, przez co formy te
moga by¢ inaczej wykorzystywane przez organizm (Wiedeman i in., 2018).

Szlak PEMT, rozpatruje si¢ rowniez w kontek$cie endogennej syntezy choliny. Jak
wiadomo cholina dostarczana jest do organizmu cztowieka wraz z pozywieniem, ale pewne
jej ilosci syntetyzowane sg de novo wihasnie w ramach tego szlaku, potaczonego z procesem
katabolizmu fosfatydylocholiny (Li & Vance, 2008). Szlak PEMT przebiega przede
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wszystkim w watrobie 1 jest regulowany przez enzym zwany metylotransferaza
fosfatydyloetanoloaminy. Jest on biatkiem kodowanym przez gen o tej samej nazwie.
Kluczowym jest fakt, iz poziom ekspresji genu PEMT, a tym samym efektywnos$¢
wytwarzania fosfatydylocholiny, zalezy od stezenia estrogendéw. Promotor tego genu
zawiera bowiem element odpowiedzi na estrogen (ang. estrogen response element, ERE)
(Li i in., 2023; Resseguie i in., 2007). Wykazano to, na podstawie obserwacji, zgodnie
z ktérymi kobiety w wieku rozrodczym sg stosunkowo mniej wrazliwe na niedobor choliny
w diecie w poroOwnaniu z kobietami po menopauzie oraz me¢zczyznami, u ktorych poziom
estrogen6w w organizmie jest nizszy (Zeisel, 2006). Drugim etapem endogennej syntezy
choliny jest katabolizm powstalej fosfatydylocholiny, ktory odbywa si¢ przy udziale
fosfolipaz. Zwiazki te pelnigc role enzymdéw sa odpowiedzialne za hydrolize wigzan
estrowych w czasteczce fosfatydylocholiny, prowadzac do uwolnienia choliny w formie
wolnej. Jednym z tych enzymow jest fosfolipaza D (PLD), ktéra katalizuje proces rozktadu
fosfatydylocholiny na choling oraz kwas fosfatydowy. Znane i1 opisane sg rowniez
fosfolipaza C (PLC) oraz fosfolipaza A2 (PLA2), ktére poprzez hydroliz¢ wspomniangj
wcezesniej fosfatydylocholiny doprowadzaja do powstania odpowiednio fosfocholiny
i lizofosfatydylocholiny. Te zwiazki natomiast ulegaja w nastgpnym etapie specyficznym
reakcjom, rowniez doprowadzajac do powstania wolnej choliny, ktdéra moze zostaé

ponownie wykorzysta w szeregu procesach biochemicznych (van der Veen i in., 2017).
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Najwazniejsze opisane powyze] zagadnienia zwigzane z metabolizmem choliny

przedstawiono na rycinie 1.

Acetylocholina

Metabolizm grup
poliwgglowych

Fosfocholina

!

CDP - cholina

!

= J
D y
VLDL Fosfotydylocholina BHMT
Eksport lipidow AR
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Z udzialem fosfolipaz
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Ryc. 1. Gléwne szlaki metaboliczne zwigzane z choling (na podstawie Li & Vance, 2008;
Radziejewska i in., 2020).

PE - fosfatydyloetanoloaminy; PMME - fosfatydylomonometyloetanoloamina; PDME -
fosfatydylodimetyloetanoloamina; SAM — S-adenozylometionina; SAH — S-adenozylo-L-homocysteina;
BHMT - metylotransferaza betainowo-homocysteinowa; DMG - dimetyloglicyna

Biorgc pod uwageg rézne postaci choliny i pelnione przez nie funkcje warto tez
wspomnie¢, ze cholina jest kluczowym sktadnikiem pokarmowym dla kobiet w cigzy. Duze
ilosci choliny produkowane sg w tozysku, gdzie peini ona role czasteczki sygnalowe;j
odpowiedzialnej za roznicowanie 1 proliferacje komorek. Zwigkszone zapotrzebowanie na

choling w czasie cigzy wynika m.in. z tego, ze fosfatydylocholina jest niezbedna dla
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prawidtowej biogenezy bton oraz podziatow komorkowych, a acetylocholina odpowiada
za prawidlowa neurogeneze, formowanie synaps i rozwoj moézgu. Cholina wptywa na
rozw0j mdzgu i cewy nerwowej réwniez poprzez regulacje rdéznicowania, proliferacji
i apoptozy komorek (Caudill, 2010; Jaiswal i in., 2023).

Opisujgc metabolizm choliny nalezy rowniez wspomnie¢ o kwestiach dotyczacych
jej absorpcji i transportu w ustroju (Michel i in., 2006). Cholina jest wchtaniana w gérnym
odcinku jelita cienkiego na zasadzie dyfuzji ulatwionej, poprzez specyficzne transportery
umiejscowione w enterocytach. Gtéwnym transporterem bioragcym udzial w tym procesie
jest biatkko CTL1. Co interesujace wykazano, ze transporter ten nie jest specyficzny
tkankowo i ulega takze ekspresji w wielu innych tkankach. Wchianianie choliny i jej dalsze
losy zalezg od tego w jakiej konkretnej postaci chemicznej wystepuje, bowiem dla form
rozpuszczalnych w wodzie zachodzi ono inaczej niz w przypadku form rozpuszczalnych
w thuszezach. Przyktadowo fosfatydylocholina jest prawie catkowicie wchianiana w jelicie
cienkim (90%) 1 szybko pojawia si¢ w erytrocytach oraz jako sktadnik lipoprotein
(Radziejewska & Chmurzynska, 2019). Cholina, ktdra nie zostanie wchionigta w Swietle
jelita, moze zosta¢ zmetabolizowana przez mikrobiote jelitowa do trimetyloaminy, ktora
nastepnie zostaje utleniony w watrobie do N-tlenku trimetyloaminy. Jak wiadomo
podwyzszone stezenia tlenku trimetyloaminy w osoczu sa dodatnio skorelowane
z ryzykiem wystapienia zaburzen sercowo naczyniowych (Tang i in., 2013; Thomas
& Fernandez, 2021). Opisujac transport komorkowy choliny nalezy przypomnieé, ze jest
ona czasteczka naladowana dodatnio, przez co do skutecznego przeniesienia przez btong
lipidowa wymagany jest mechanizm biatkowy. W transporcie tym uczestniczy kilka typow
biatek, ktére mozna podzieli¢ na dwa rodzaje tj. biatka transportowe o niskim
powinowactwie, ktore zalezne sg od jonow Na' i Cl” oraz biatka wysokim powinowactwie
przy mniejszej zaleznosci od jonéw Na*. Wydaje sig, Ze istotng role w catym tym procesie
odgrywaja trzy rodziny biatek tj.:

e CHT (zaangazowane w procesy regulowane przez acetylocholing
w osrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowy),

e OCT (transportery kationow organicznych, ulegaja ekspresji w jelicie
cienkim, watrobie, nerkach, sercu, tozysku, ptucach i mézgu),

e CTL (w tym biatko CTL1, wystgpujace powszechnie w ustroju, w tym
w okreznicy, zotadku, tarczycy, moézgu i tozysku) (Radziejewska
& Chmurzynska, 2019).

26



2.2. Proces gromadzenia lipidéw w watrobie

2.2.1. Niealkoholowa stluszczeniowa choroba watroby

NAFLD to najcze¢sciej diagnozowane przewlekte schorzenie watroby. Zgodnie
z przyjeta definicjag choroba ta wigze si¢ ze stluszczeniem watroby potwierdzonym
w badaniu histologicznym lub obrazowym (Pafili & Roden, 2021). Chorobg t¢ stwierdza
si¢ kiedy inne czynniki wywotujace sttuszczenie zostaja wykluczone, a naleza do nich
choroby o podlozu genetycznym, przewlekle spozycie lekow wpltywajacych na prace
watroby, naduzywanie alkoholu, zakazenie wirusem hepatitis C lub autoimmunologiczne
choroby watroby (York i in., 2009). Rozwdj NAFLD jest silnie powigzany z zespolem
metabolicznym, o czym §wiadczy fakt, ze u okoto 90% pacjentow z NAFLD wystepuje
wigce] niz jedna cecha zespolu metabolicznego, a okoto 33% spelnia trzy lub wigcej
kryteriow (Almeda-Valdes i in., 2009). W wigkszosci przypadkow chorobie tej towarzyszy
dyslipidemia, cukrzyca typu 2 lub otylo$¢ brzuszna. Niektorzy badacze okreslaja przez to
niealkoholowe stluszczenie watroby jako watrobowa manifestacje zespotu metabolicznego
(Hartleb i in., 2019).

Rozne grupy ekspertow jako pojecie ,niealkoholowa stluszczeniowa choroba
watroby” definiujg szerokie spektrum nieprawidlowosci stosujac podzial na dwie lub
wiece] jednostek chorobowych. Najcze$ciej wymienia si¢ stluszczenie watroby bez
wspolistniejagcego procesu zapalnego i/lub widknienia (NAFL - niealkoholowe
sttuszczenie watroby) oraz niealkoholowe stluszczeniowe zapalenie watroby z procesem
uszkodzeniowym (ang. nonalcoholic steatohepatitis, NASH), ktoérego powiktaniem moze
by¢ postepujace wildknienie, powodujagce marsko$¢ watroby (cirrhosis-NAFLD)
z potencjalnym wystgpieniem raka watrobowokomoérkowego. Badanie mikroskopowe
prostego stluszczenia jakim jest NAFL, daje obraz bez cech uszkodzenia hepatocytow,
z roznym poziomem akumulacji kropel lipidowych. W przypadku NASH oprocz cech
sttuszczenia stwierdza si¢ obecno$¢ ciatek Mallory’ego oraz rozne stadia zmian zapalnych,
cech zwldknienia, czy marskosci (Younossi i in., 2016).

Obecnie ocenia si¢, ze NAFLD wystepuje u okoto 25% populacji §wiatowej,
natomiast czgstos¢ wystepowania jej wsrod mieszkancow krajow europejskich to 20-30%.
Roéznice w szacunkach wynikajg z faktu, ze zaburzenie to ma zwykle bezobjawowy
przebieg 1 jest rozpoznawane przypadkowo, podczas innego rodzaju badan. Pacjenci
z NAFLD skarza si¢ niekiedy na bole w prawym podzebrzu lub uczucie permanentnego

zmeczenia. Z tego wzgledu zdarza si¢, ze choroba jest diagnozowana w stadium
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zaawansowanym, gdy pojawiajg si¢ objawy $§wiadczace o marskosci. Nalezy zaznaczy¢,
ze dostepne dane epidemiologiczne wskazuja na podwyzszone ryzyko wystgpienia zdarzen
sercowo-naczyniowych u chorych z NAFLD, ktore stanowia rowniez gtéwng przyczyne
zgonow w tej grupie pacjentow (Mach, 2007).

Diagnostyka NAFLD opiera si¢ na biopsji watroby, ktora jest ,,ztotym standardem”
w szeregu innych badan. Dzigki niej mozliwe jest okreslenie przyczyny i stopnia
zaawansowania zaburzenia, tj. ocenia si¢ poziom stluszczenia i wildknienia
z zastosowaniem dwoch skal, NAS (ang. NAFLD Activity Score) oraz SAF (ang. Steatosis,
Activity, Fibrosis). Biorac pod uwagg fakt, ze biopsja wiaze si¢ z naruszeniem ciggtosci
tkanek, w wielu przypadkach wstepne rozpoznanie choroby dokonuje si¢ z zastosowaniem
metod diagnostyki nicinwazyjnej. Naleza do nich przede wszystkim ultrasonografia
(USG), rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging, MRI) oraz elastografia
metodg fibroscan wraz z pomiarem stopnia sttuszczenia watroby (Rajewski i in., 2020).
W zaleceniach Polskiej Grupy Ekspertow NAFLD z roku 2019 opisano, Zze zgodnie
z dostgpnymi danymi i brakiem potencjalnych korzySci nie zaleca si¢ badan
przesiewowych w kierunku stluszczenia watroby na poziomie calej populacji.
Rekomenduje si¢ natomiast przeprowadzenie badania USG watroby u osob z otytoscia,
podwyzszonym st¢zeniem ALAT lub zdiagnozowanymi wczes$niej cechami zespolu
metabolicznego. Co istotne otylosci nie nalezy rozpatrywac jako jedynego kryterium
przektadajacego si¢ na diagnostyke NAFLD, poniewaz zaburzenie to moze wystgpowac
tez u 0s6b z nadwagg lub o prawidlowej masie ciata (Hartleb i in., 2019).

W przypadku pacjentéw ze zdiagnozowanym NAFLD, u ktérych wystepuje ryzyko
wspotistnienia np. stanéw przedcukrzycowych, zwraca si¢ uwage i zaleca badanie poziomu
glukozy na czczo 1 doustnego testu obcigzenia glukoza. Ze wzgledu na czeste potaczenie
NAFLD z zespotem metabolicznym zaleca si¢ rowniez wykonywanie u chorych badan
w kierunku miazdzycy (Hartleb i in., 2019). Jesli chodzi o stezenia aminotransferaz
watrobowych wsérod chorych na NAFLD, czgsto obserwuje si¢ przewlekle lub okresowe
podwyzszenia. Jednakze zauwazono, ze poziomy tych enzymdéw wykazujg stabg korelacje
z rzeczywistym obrazem histopatologicznym watroby. Oznacza to, ze prawidlowe wartosci
biomarkeréw nie gwarantuja niewystepowania NASH ani wldknienia watroby, a u czgséci
pacjentow z podwyzszong aktywnos$cig aminotransferaz, biopsja watroby nie wykazuje
charakterystycznych cech NASH (Fischer i in., 2010). Co wigcej, istniejg sugestie,
ze obowigzujace normy dla ALAT moga by¢ zbyt wysokie (Kariv i in., 2006).
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Ze wzgledu na brak ustalonych schematow leczenia farmakologicznego tej
jednostki chorobowej podstawowym zaleceniem jest wprowadzenie odpowiedniej diety,
uwzgledniajacej potencjalng redukcje masy ciata oraz dostosowana do mozliwosci
aktywno$¢ fizyczna. Szczegdlng uwage nalezy zwrdci¢ na ograniczenie spozycia alkoholu
oraz produktow bedacych zrodtami thuszczéw nasyconych, cukrow prostych, cholesterolu.
W przypadku NAFLD czgsto polecane jest stosowanie diety S$rédziemnomorskiej.
Prowadzi si¢ réwniez wiele badan w kierunku oceny wplywu réznych sktadnikéw
ZywnoS$ci na wspomaganie procesu leczenia stluszczenia watroby. Pozytywne dziatanie
wykazuje spozycie m.in. kofeiny, kwasu foliowego, izoflawonow sojowych, resweratrolu
1 kwercetyny. Szczegdlng uwage zwraca si¢ rowniez na podjecie leczenia jednostek
wspotistniejacych u pacjentow z NAFLD, dzigki czemu zmniejsza si¢ ryzyko zdarzen
sercowo-naczyniowych, a tym samym potencjalng $miertelnos¢ (Dongiovanni i in., 2016;
Dyson i in., 2014). Mimo braku ukierunkowanego post¢gpowania farmakologicznego
pacjentom z NAFLD podaje si¢ niekiedy witaming E 1 pioglitazon, a takze kwas
ursodezoksycholowy. Przypisuje si¢ im pozytywny wplyw na poziom stluszczenia oraz
stan zapalny, jednak nie odnotowuje si¢ dziatania na witdknienie. Korzystne dziatanie tych
zwigzkow nie jest jednak raportowane u wszystkich pacjentéw, ktorym zostaja wdrozone,
do tego brakuje informacji na temat bezpieczenstwa diluzszego okresu stosowania
(Rajewski i in., 2020).

Stosunkowo niewiele dostepnych jest danych dotyczacych wystepowania NAFLD
u dzieci. Jednak we wspomnianym wczes$niej stanowisku ekspertow z 2019 r. podkresla si¢
potrzeb¢ wykonywania badan przesiewowych w kierunku sttuszczenia watroby u dzieci
powyzej 9 r.z. ze stwierdzong otytoscig, lub u miodszych w przypadku odnotowywania
innych czynnikow ryzyka. Diagnostyka powinna opiera¢ si¢ na badaniu USG watroby,

oznaczeniu poziomu ALAT oraz ocenie czynnikow ryzyka (Hartleb i in., 2019).

2.2.2. Patomechanizm stluszczenia watroby

Sthuszczenie watroby definiuje si¢ jako nadmierne gromadzenie kropel lipidowych
(gtownie TG) w hepatocytach, spowodowane zachwianiem proporcji pomiedzy ilosciag
lipidow transportowanych do watroby lub powstajgcych w niej de novo, a ich wydzielaniem
w formie lipoprotein VLDL. Organ ten nie spetnia funkcji magazynowej dla ttuszczow,
dlatego obieg TG jest ciaggly, a ich zawarto$¢ w komoérkach niewielka. Stluszczenie opisuje
si¢ zatem jako zaburzenie w prawidlowym funkcjonowaniu watroby, ktore niesie za soba

szereg konsekwencji. W klasyfikacji medycznej stan ten charakteryzuje si¢ szerokim
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spektrum objawow, ktore calo$ciowo okresla si¢ jako niealkoholowa stluszczeniowa
choroba watroby. Za warunki fizjologiczne przyjmuje si¢ zawartos¢ lipidow w watrobie na
poziomie 3-5% masy watroby. NAFLD charakteryzuje si¢ nagromadzeniem thuszczu na
poziomie przekraczajacym 5% (niektore zrodita przyjmujg zakres 5-10%) masy tego
narzadu (Bondini i in., 2007; Puri & Sanyal, 2012). Stluszczenie watroby wywotuje proces
zapalny, ktory w dalszej progresji moze doprowadzi¢ do NASH, marskosci watroby oraz
nowotworu watrobokomoérkowego (Dietrich & Hellerbrand, 2014). W poczatkowych
stadiach zaburzenia w obrazie histologicznym pojawia si¢ stluszczenie drobnokropelkowe,
nastgpnie krople lipidow zwickszaja si¢ wraz z powigkszeniem hepatocytow, jednak nie
dochodzi do ich wuszkodzenia. Zwickszenie stezen markerow biochemicznych
wskazujacych na uszkodzenie komorek, do ktérych naleza do nich przyktadowo stgzenia
aminotransferaz we krwi, pojawia si¢ w kolejnych etapach, (Aly & Kleiner, 2011).
Patogeneza NAFLD jest wieloczynnikowa i powigzana z procesami obejmujacymi
nieprawidlowos$ci w metabolizmie tkanki tluszczowej, stan zapalny, stres oksydacyjny,
dysfunkcj¢ mitochondriow i zaburzenia rownowagi mikrobioty jelitowej. Ze wzgledu na
ztozono$¢ mechanizmu tego zaburzenia przyjmuje si¢ obecnie podejscie okreslane jako
,hipoteze wielu trafien” (ang. multiple hits hypothesis). (Buzzetti i in., 2016). Podstawg tej
hipotezy jest wystapienie insulinoopornosci, czyli zmniejszonej wrazliwosci tkanek na
dziatanie insuliny, ktorej konsekwencja jest podwyzszone stezenie glukozy we krwi
obwodowej oraz zwigkszona w celach kompensacyjnych produkcja insuliny.
Konsekwencja takiego stanu jest hiperglikemia, stymulacja glukoneogenezy oraz
hiperinsulinemia, ktora to jest czynnikiem pobudzajagcym lipogenez¢ watrobowa i1 tym
samym zwigkszenie ilo$ci kwasow tluszczowych w watrobie, przy réwnoczesnym
spowolnieniu B-oksydacji kwaséw tluszczowych. Nie bez znaczenia jest rowniez dieta
i spozycie nadmiaru kalorii pod postacig thuszczow 1 weglowodanow prostych (Bugianesi
i in., 2010). Insulinooporno$¢ wplywa takze na wytwarzanie cytokin prozapalnych
w tkance tluszczowej oraz intensyfikacje w niej lipolizy, co prowadzi do uwolnienia
wolnych kwaséw ttuszczowych dostepnych do pozniejszego wychwytu przez watrobe
(Guilherme i in., 2008). Wszystkie te procesy odpowiadaja za odktadanie si¢ TG
w komorkach watroby, a to skutkuje dysfunkcja mitochondriow oraz retikulum
endoplazmatycznego. Nastepstwem uszkodzen komorkowych jest podwyzszenie stezenia
reaktywnych form tlenu, tym samym wystapienie stresu oksydacyjnego (Cusi, 2009).
Badacze wsrdd istotnych przyczyn stluszczenia wymieniajg wzmozony wychwyt

kwasow ttuszczowych przez komorki watroby. Wykazano, ze pacjenci z NAFLD
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charakteryzuja si¢ wyzszym stezeniem wolnych kwaséw tluszczowych w osoczu,
co stanowi potwierdzenie hipotezy o nasilonej lipolizie w tkance tluszczowej. Donnelly
i in. prowadzac badanie na grupie oséb z NAFLD wykazali, ze okolo 60% TG
zmagazynowanych w watrobie pochodzi z krazacych na obwodzie wolnych kwasow
tluszczowych (Donnelly i in., 2005). Istotnym w tej kwestii jest takze fakt, iz na tempo
wchtaniania kwaséw tluszczowych do komoérek wptywa stezenie tych zwigzkow w osoczu
oraz zdolno$¢ absorpcyjna hepatocytow (Bradbury, 2006). Mechanizm wchianiania
wolnych kwaséw thuszczowych opiera si¢ na biatkach transportujacych obecnych
w btonach komorkowych, spetniajacych role receptoréw. Naleza do nich: translokaza
kwasow thuszczowych (FAT/CD36), biatko transportujace kwasy ttuszczowe (FATP) oraz
biatko wigzace kwasy tluszczowe (FABP). Najlepiej scharakteryzowanym mechanizmem
regulacji ekspresji wspomnianych biatek jest szlak opisany dla biatka CD36. Dziatanie
receptora uzaleznione jest od stezenia insuliny, ale takze czynnikoéw transkrypcyjnych
PPAR (ang. peroxisome proliferator-activated receptor - receptory aktywowane przez
proliferatory peroksysomoéw) (Gimeno, 2007).

Warto rowniez wspomnie¢, ze lipogeneza watrobowa regulowana jest przez
czynniki transkrypcyjne, m.in. biatko wigzace sterolowy element regulatorowy
(SREBP-1), biatko wigzace sekwencj¢ odpowiedzi na weglowodany (ChREBP) oraz
PPAR. SREBP-1 wystepuj¢ pod postacig trzech izoform, jedna z nich - SREBP-1c reguluje
aktywacje lipogenezy 1 co istotne, wplyw na jej ekspresje ma insulina. Podobnie ChREBP
zwigksza poziom lipogenezy i jest aktywowany przez insuling. Jednak niezaleznie od
mechanizmu, wérdd pacjentow z NAFLD obserwuje si¢ zwigkszony poziom lipogenezy
w poréwnaniu ze zdrowg grupa kontrolng oraz podwyzszone stgezenie wolnych kwasow
thuszczowych w osoczu (Buzzetti i in., 2016).

W ostatnich latach wykazano takze, ze dysbioza, czyli zachwianie rownowagi
w profilu bakteryjnym jelit przyczynia si¢ do uszkodzenia bariery jelitowej 1 zwigkszonej
przepuszczalnosci jelita cienkiego. Konsekwencja tego stanu jest przenikanie do krazenia
wrotnego endotoksyn bakteryjnych, tj. lipopolisacharydy. W watrobie sktadniki te
aktywuja komorki biorgce udziat w reakcjach immunologicznych, m.in. komorki Kupffera-
Browicza co prowadzi do uwolnienia cytokin prozapalnych tj. IL-6 oraz TNF-a (Miele
i in., 2009). Mikrobiota jelitowa bierze rowniez udzial w fermentacji btonnika
pokarmowego, co prowadzi do produkcji krotkotancuchowych kwaséw thuszczowych
(SCFA), tj. kwas mastowy, propionowy i octowy. Cho¢ wykazuje si¢ korzystne dzialanie

SCFA na organizm, dysbioza moze prowadzi¢ do zmienionej produkcji tych kwasow
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1 powodowac zwigkszenie poziomoéw propionianu i octanu, podczas gdy poziom maslanu,
ktory wykazuje dzialanie przeciwzapalne 1 jest gtownym zrodlem energii dla komorek
jelitowych, moze si¢ zmniejszaé (Topping & Clifton, 2001). Innym mechanizmem, poprzez
ktéry upatruje si¢ wplywu mikrobioty jelitowej na wystgpowanie NAFLD jest jej
oddziatywanie na metabolizm kwasow zolciowych, skutkujace zmiang aktywnosci
receptora farnesoidu X (FXR), ktory bierze udziat w procesie lipogenezy watrobowej
i eksportu VLDL (Tremaroli & Béckhed, 2012).

Predyspozycje do rozwoju NAFLD zaleza tez od czynnikow genetycznych,
konkretnie polimorfizmu genéw zwigzanych z metabolizmem wolnych kwasow
thuszczowych oraz produkcja cytokin prozapalnych i aktywacja stresu oksydacyjnego.
Analizy genomu 0sob ze zdiagnozowanym stluszczeniem watroby wskazuja, ze istotne
znaczenie w progresji zaburzenia petnig geny PNPLA3 oraz TM6SF2. Pierwszy z nich
koduje biatko, ktére odpowiada m.in. za hydroliz¢ TG w komoérkach hepatocytow oraz
remodelowanie fosfolipidoéw w kroplach lipidowych, co jest istotne dla prawidlowego
metabolizmu lipidéw w watrobie. Polimorfizm rs738409 tego genu powoduje uposledzenie
tych aktywnosci i gromadzenie kropli lipidowych w komorkach watroby, tym samym
zwigkszajac poziom stluszczenia oraz przyspieszajac proces wioknienia narzadu (Anstee
& Day, 2013; Dongiovanni i in., 2015; Pessayre & Fromenty, 2005). Natomiast
polimorfizm rs58542926 genu TM6SF2 odpowiada za podwyzszone stezenie ALAT oraz
zmniejszone wydzielanie VLDL z watroby (Kozlitina i in., 2014).

Mnogo$¢ szlakow metabolicznych bioracych udzial w powstawaniu sttuszczenia
watroby powoduje, ze patomechanizm tego zaburzenia pozostaje niejasny. Poszczegolne
sciezki sygnalizacyjne oddziatujac wzajemnie na siebie bywaja powodem niescistosci
w uzyskiwanych wynikach réznych doswiadczen, uwidaczniajac potencjalne nowe drogi
w prowadzeniu kolejnych badan. Warte podkreslenia jest to, Zze stworzona wczesniej
,hipoteza dwoch trafien” (ang. two-hits hypothesis) jest obecnie uznawana za przestarzata,
gdyz nie uwzglednia wszystkich manifestacji metabolicznych oraz zmian na poziomie
molekularnym, jakie obserwuje si¢ u pacjentow z NAFLD. Do tego nalezy wspomniec,
ze dotychczas panujace przekonanie, iz wystapienie stluszczenia zawsze poprzedza
zapalenie watroby jest dyskutowane. Analizujac coraz doktadniej szersze grono pacjentow
dowiedziono, ze NASH moze wystapi¢ bez wczesniejszego stluszczenia jako efekt

czynnikow epigenetycznych i zdarzen wewnatrzkomoérkowych (Buzzetti i in., 2016).
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2.2.3. Metabolizm grup jednoweglowych a NAFLD

Wspomniany juz w pracy metabolizm grup jednoweglowych jest terminem
opisujacym szlaki metaboliczne, obejmujace cykle metioniny i folianow, w ktérych
nastepuje przenoszenie jednostek jednoweglowych tj. grupy metylowe, metylenowe,
formylowe i wykorzystywanie ich do réznych procesow komorkowych, w tym syntezy
aminokwasow, DNA czy fosfolipidow (Mentch & Locasale, 2016). Metionina dostarczana
jest do organizmu wraz z dieta, ale jej dostgpno$¢ zalezy takze od katabolizmu biatek oraz
wydajnosci remetylacji homocysteiny, ktéra uzalezniona od ilosci
5-metylotetrahydrofolianu (powiazanie cyklu metioniny z cyklem kwasu foliowego) lub
betainy pochodzacej z choliny. Dostgpna metionina moze zosta¢ przeksztalcona
w S-adenozylometioning (SAM), ktéra stanowi uniwersalny donor metylowy do
wspomnianych powyzej reakcji (Radziejewska i in., 2020).

Pierwszym 1 najwazniejszym potaczeniem OCM i1 NAFLD jest synteza VLDL
i eksport lipidow z watroby, w ktorych posredniczy cholina i S-adenozylometionina (SAM)
— rycina 1. Jak wspomniano juz w niniejszej pracy, do produkcji czasteczek VLDL
niezbedna jest fosfatydylocholina. Moze ona pochodzi¢ ze szlaku CDP-choliny, w ktorych
substratem jest cholina, ale takze moze by¢ syntetyzowana poprzez szlak PEMT, ktory
wykorzystuje w przemianie fosfatydyloetanoloaminy do fosfatydylocholiny trzy grupy
metylowe pochodzace z SAM, a wigc dostarczane do procesu dzieki OCM (Fernandez-
Ramos i in., 2022).

W badaniach na modelach zwierzecych, zarowno genetycznych jak i indukowanych
dieta wykazano, ze zmiany w OCM s3 powigzane z metabolizmem lipidéw 1 procesami
zachodzacymi w watrobie. Zauwazono bowiem, ze duze spozycie tluszczu z dietg
wywotuje NAFLD i negatywnie wplywa na parametry zwigzane z OCM, ale takze deficyt
w diecie substratow wykorzystywanych w OCM indukuje sttuszczenie watroby. Wynika
to z faktu, iz w przypadku niedoboru folianéw lub metioniny zmniejsza si¢ dostgpnos¢ grup
metylowych wykorzystywanych w opisanej wczesniej metylacji fosfatydyloetanoloaminy
do fosfatydylocholiny. To z kolei prowadzi do uposledzenia produkcji VLDL, a tym
samym gromadzenia lipidow w komorkach watroby. W odwrotnej sytuacji, tj. przy
zwigkszonym spozyciu tluszczOw konieczne jest zwigkszenie wytwarzania VLDL,
w syntezie ktorych posrednio udzial biorg grupy metylowe. Ich intensywne wykorzystanie
w tych celach zmniejsza pule konieczng do cyklu metioninowego, a tym samym zaburza

produkcje np. cysteiny lub remetylacji homocysteiny, podnoszac poziom homocysteiny

33



w ustroju. Pogribny i in. w swoich badaniach wykazali, ze myszy genetycznie
modyfikowane w kierunku zmniejszenia ekspresji enzymow biorgcych udziat w OCM sa
bardziej podatne na sttluszczenie. Calo$¢ stanowi potwierdzenie, ze w opisywanych
procesach istotng rol¢ spelniaja nie tylko czynniki genetyczne, ale rowniez srodowiskowe,
tj. dieta (da Silva i in., 2020; Pogribny i in., 2013).

Jednym z modeli in vivo, ktore wykorzystuje sie¢ w badaniach dotyczacych zwigzku
miedzy OCM, a NAFLD jest zastosowanie u zwierzat diety z niedoborem metioniny
i choliny (ang. methionine and choline deficient, MCD). Mimo pojawiajacych si¢
krytycznych uwag co do stosowania takiego schematu (ze wzglgdu na niewystepowanie
otytosci u zwierzat karmionych taka dieta, a wrgcz pojawiajaca si¢ utrate masy ciata oraz
niewykazywanie insulinoopornosci), wskazuje si¢, ze cechy fenotypowe oraz aktywowane
szlaki metaboliczne sg bardzo zblizone do tych obserwowanych u pacjentow z NAFLD
(Machado i in., 2015; Rinella & Green, 2004). W badaniu przeprowadzonym przez Rizki
1 in. myszy karmione dieta z niedoborem metioniny wykazywaty mniejszg aktywnos¢
enzymu SCD-1, zaangazowanego w metabolizm TG. Jak wiadomo ich nieprawidlowa
synteza roOwniez jest przyczyng akumulacji thuszczu w hepatocytach (Rizki i in., 2006).
W innym badaniu szczury spozywajace diet¢ deficytowa w metioning i choling rozwinety
wyzszy poziom stluszczenia watroby z elementami §wiadczacymi o procesie zapalnym
W poréwnaniu z grupg przyjmujaca karme niedoborowa wytacznie w choling, u ktérych
stluszczenie byto mniejsze, a proces zapalny nie byt obserwowany (Veteldinen i in., 2007).
Walkey i in. wykazali, ze U myszy z genetyczng inaktywacja (ang. knockout) genu Pemt
(-/-), ktore spozywaty diet¢ z niedoborem choliny juz po 3-4 dniach obserwowano
zaburzenia pracy watroby. Wynikalo to ze znacznego zmniejszenia ilosci
fosfatydylocholiny w watrobie i osoczu oraz wzrostu st¢zenia TG (Walkey i in., 1998).
Podobne wyniki uzyskiwane sg takze w badaniach z udziatem ludzi. Zeisel i in. juz w 1991
r. opisali, ze spozywanie diety z deficytem choliny przez zdrowych ochotnikow juz po
3 tygodniach powodowato znaczne obnizenie poziomoéw choliny w ustroju oraz pojawienie
si¢ poczatkowych oznak sttuszczenia watroby (Zeisel i in., 1991).

Jak wspomniano OCM i NAFLD wzajemnie na siebie wplywaja, o czym $wiadcza
tez badania oceniajace te powiazania od drugiej strony, tj. u zwierzat, ktére karmiono dieta
o wysokiej zawartosci thuszczu w celu indukcji sttuszczenia obserwuje si¢ nizsze stezenie
SAM niz w grupie spozywajacej diete o prawidlowej zawartosci thuszczu. Poziomy SAM
moga by¢ normalizowane poprzez suplementacj¢ choling lub betaing (Deminice i in.,

2011). W doswiadczeniu wykonanym przez Kathirvel i in. myszy szczepu BALB/c
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otrzymywaty diete wysokotluszczowa z lub bez dodatku betainy. Grupy, ktore
otrzymywaty karme¢ z dodatkiem betainy charakteryzowaty si¢ statystycznie nizszym
stezeniem glukozy na czczo, insuliny oraz TG w osoczu, a takze nizsza zawartoscig
tluszczu w watrobie (Kathirvel i in., 2010).

Biorgc pod uwagg znaczenie folianow w OCM podjeto dziatania w kierunku oceny
wplywu niedoboru réwniez tego sktadnika w diecie na wystepowanie sttuszczenia watroby.
Potwierdzono, ze deficyt foliandw przyczynia si¢ do akumulacji lipidow w hepatocytach
oraz zmnigjszeniu pozioméw fosfatydylocholiny i choliny w ustroju. Istnieje jednak
ograniczona liczba prac podejmujacych ten temat, a w pordwnywaniu wynikéw pojawia
si¢ pewne niescisto$ci, przez co istnieje konieczno$¢ podejmowania tego tematu
(Christensen i in., 2010; Kim i in., 2002).

Warto wspomnie¢, iz réoznice w wynikach badan in vivo dotyczacych udziatu
poszczegolnych sktadowych OCM w patogenezie NAFLD wynikaja z zastosowania w nich
roznych modeli, ktore moga charakteryzowac si¢ odmiennym profilem metabolicznym, co
przektada si¢ na rozne poziomy stluszczenia watroby, opornosci na insuling czy

wystepowania ognisk zapalnych.

2.3. Charakterystyka fitoestrogenow
2.3.1. Klasyfikacja, budowa chemiczna, funkcje biologiczne

Zgodnie z definicjg fitoestrogeny to organiczne zwigzki niesteroidowe (polifenolowe)
pochodzenia roslinnego, ktoére w organizmie ludzkim dziataja na podobienstwo
estrogendw, zenskich hormondw plciowych. Ich struktura chemiczna jest bowiem zblizona
do wystepujacego w organizmie cztowieka 17-B-estradiolu. Z tego wzgledu ich dziatanie
opisuje si¢ jako antagonistyczne wobec estrogenu. Przyjmuje sie, ze wraz
z ksenoestrogenami i mykoestrogenami tworza grupe tzw. estrogenow srodowiskowych.
Substancje te pelnig w roslinach okreslone funkcje, naleza do nich np. ochrona przed
promieniowaniem UV, dzialanie grzybobodjcze i przeciwutleniajace, czy tez udziat
w reakcjach stresowych (Kraszewska i in., 2007). Do fitoestrogenow zalicza si¢ trzy grupy

zwiazkow: flawonoidy, lignany i stilbeny. Doktadny podziat przedstawiono na rycinie 2.
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ESTROGENY SRODOWISKOWE

P

FITOESTROGENY MYKOESTROGENY KSENOESTROGENY
LIGNANY STILBENY FLAWONOIDY
Sekoizolaricirezinol Resweratrol
Matairezinol
Enterodiol
Enterolakton
FLAWANONY FLAWONY FLAWONOLE IZOFLAWONOIDY HYDROKSYCHALKONY

v v v v

IZOFLAWONY IZOFLAWANONY IZOFLAWANY KUMESTANY
Biochanina A Kumestrol
Formononetyna 4’-metoksykumestrol

Genisteina
Daidzeina
Glicyteina

Ryc. 2. Podziat fitoestrogenow (na podstawie Kraszewska i in., 2007).

Cecha budowy przestrzennej 1 strukturalnej taczaca rdzne fitoestrogeny jest to, ze
gléwnym ich budulcem i Zrodtem masy czasteczkowej sg pierscienie aromatyczne typu A
i B, zwane arenami. Poza baza, ktorg stanowi pier§cien fenolowy, fitoestrogeny posiadaja
roézne grupy funkcyjne, ktore wplywaja na ich wlasciwosci biologiczne 1 aktywnos¢. Moga
to by¢ dodatkowe pierscienie benzenowe, mostki tlenowe, grupy metoksylowe (-OCHa)
oraz inne podstawniki, ktore modyfikuja ich dziatanie (Kraszewskai in., 2007). Ze wzgledu
na swoja budowe¢ chemiczng oraz obecno$¢ grup funkcyjnych zwiazki te maja zdolnosé
wigzania si¢ z receptorami estrogenowymi, co przeklada si¢ na ich zakres dziatania.
Wykazano, zar6wno w badaniach in vitro, jak i na modelu zwierzgcym pozytywny wpltyw
fitoestrogené6w na osteoporozg, dolegliwosci menopauzalne, metabolizm lipidow
1 weglowodanow oraz szlaki zwigzane z uktadem immunologicznym, a tym samym
obnizenie ryzyka chordb sercowo-naczyniowych i cukrzycy typu 2. Upatruje sie tez ich
wiasciwosci przeciwutleniajgcych, przeciwnowotworowych i wspomagajacych regulacje
hormonalna.

Speliane funkcje biologiczne beda réznily si¢ w zaleznosci od tkanki docelowej,
rodzaju zwigzku, dawki, biodostepnosci, rasy, poziomu hormonéw endogennych oraz

ogolnego stanu zdrowia. Z tego samego powodu wyniki badan dotyczacych wptywu
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fitoestrogen6w na organizm s3 niejednoznaczne. Jednocze$nie uwzgledniajac
podobienstwo do estrogendow analizuje si¢ potencjalne dziatania niepozadane tych
zwiagzkow, zwlaszcza w kontekécie zaburzen hormonalnych (Canivenc-Lavier &
Bennetau-Pelissero, 2023; Rietjens i in., 2017). W kilku metaanalizach oceniajacych
wplyw fitoestrogendw (najczesciej izoflawonéw sojowych w suplementach) na objawy
menopauzy opisano, ze zwiazki te zmniejszaly czgstotliwos¢ uderzen gorgca tylko u czesci
kobiet w okresie okotomenopauzalnym. W badaniach oceniajacych oddziatanie tych
zwigzkOw na gesto$¢ mineralng kosci otrzymano wyniki zaréwno potwierdzajace
pozytywny wptyw ich spozycia, jak 1 przedstawiajace brak efektu, w tym brak wptywu na
zmniejszenie ryzyka ztaman kosci. EFSA w 2012 r. przeanalizowal dost¢pne dowody
naukowe oceniajac szczeg6lnie badania z udziatem ludzi i stwierdzil, Ze na ich podstawie
nie mozna jednoznacznie ustali¢ czy spozycie izoflawonéw sojowych zmniejsza
wystepowanie zmian w $rédblonku naczyn krwionos$nych oraz poprawia utrzymanie
prawidtowej gestosci ko$éca u kobiet w okresie okotomenopauzalnym (European Food
Safety Authority, 2012).

Badania dotyczace wptywu fitoestrogenéw na ryzyko wystepowania nowotworow
réwniez nie daja jasnych wynikéw. Fritz 1 in. w metaanalizie oceniajacej potencjalne
dziatanie przeciwnowotworowe spozycia fitoestrogenow (gtownie z soi oraz koniczyny
czerwonej) opisali, ze pobranie tych zwigzkéw z dieta moze by¢ zwigzane ze
zmniejszonym ryzykiem wystepowania raka piersi, nawrotem choroby i1 wynikajaca z niej
$miertelnoscig (Fritz i in., 2013). W 2015 r. EFSA wydawala raport, w ktorym
przeanalizowat mozliwy zwigzek miedzy spozyciem izoflawondow z suplementéw diety
a ich oddzialtywaniem na gruczol sutkowy, macice i tarczyce u kobiet w okresie
okotomenopauzalnym. Eksperci oceniajgc szereg badan stwierdzili, ze nie ma obecnie
dowodow $wiadczacych o szkodliwym wptywie tych zwigzkow na wspomniane narzady.
Wyniki badan nie wskazuja na zwigkszone ryzyko raka piersi u kobiet po menopauzie,
ktore spozywaja fitoestrogeny, niemniej nie mozna odnosi¢ tego do kobiet ze
zdiagnozowanym estrogenozaleznym nowotworem piersi (European Food Safety
Authority, 2015).

Sugeruje si¢ rowniez, ze fitoestrogeny moga wywiera¢ korzystne dziatanie
w przypadku zespot metabolicznego czy cukrzycy typu 2. W badaniu przeprowadzonym
w Tajwanie wsérod kobiet po menopauzie oceniono efekt 6-miesigcznego przyjmowania
suplementu izoflawondw sojowych w dawce 100 mg/dzien w porownaniu do

otrzymywania niskich dawek estrogendw w ramach hormonalnej terapii zast¢pczej.
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Interwencja ta spowodowata, ze w obu grupach nastgpilo obnizenie poziomu glukozy
1 insuliny na czczo, dodatkowo efekt ten byt na podobnym poziomie zard6wno wsrdd kobiet
przyjmujacych izoflawony jak i estrogeny (Cheng i in., 2004). Rowniez wyniki
metaanalizy przeprowadzonej przez Fang i in. pokazuja, ze izoflawony sojowe, szczeg6lnie
genisteina, mogg wptywac na metabolizm glukozy, w tym zmniejszenie stezenia insuliny
w krwi oraz obnizenie oporno$ci na insuling u kobiet po menopauzie (Fang
I in., 2016). Podstawg takiego dziatania moze by¢ powinowactwo fitoestrogenéw do
receptorow jadrowych PPAR w tym PPARYy, ktory reguluje ekspresje genow zwigzanych
z metabolizmem lipidow i przemianami energetycznymi w komorkach (Jungbauer
& Medjakovic, 2014). Zagadnienie wymaga jednak dalszych badan, zwtaszcza w kwestii

poszukiwania potencjalnych szlakow metabolicznych odpowiadajacych za ten efekt.

2.3.2. Zrédla fitoestrogenéw w zywnosci

Wraz ze wzrostem popularnosci diet roslinnych, zwigkszyto si¢ spozycie roslin
bogatych w fitoestrogeny. Ich gtéwnymi Zrodtami sg rosliny stragczkowe, owoce, warzywa,
zboza oraz nasiona i orzechy. Zgodnie z opisanym wcze$niej podzialem, do fitoestrogenow
zalicza si¢ lignany, ktorych zrodtem sg nasiona Inu, sezamu, stonecznika, petnoziarniste
produkty zbozowe, ziarna kawy, warzywa (cebula) i owoce (zurawina, truskawki, wisnie,
jabtka, maliny). W przypadku siemienia Inianego sg to ilosci rzedu 257 mg/100g nasion.
Glownymi lignanami sg sekoizolaricirezinol i matairezinol, ktore stanowig zwigzKi
prekursorowe dla powstajacych z nich w przewodzie pokarmowym enterolaktonu
i enterodiolu. (Rodriguez-Garcia i in., 2019). Nastepng grupa zwigzkéw sa stilbeny. Ich
gléwnym przedstawicielem jest resweratrol, ktérego glownym zrodlem sg skorki
winogron, czerwone wino, owoce jagodowe i orzechy. Czerwone wino moze zawiera¢ od
0,9 do 1,37 mg/ml resweratrolu, w zaleznosci od rodzaju trunku i techniki produkcji (Wu
i in., 2001).

Najpowszechniej] wystepujacymi  fitoestrogenami sg jednak flawonoidy,
a doktadnie nalezace do nich izoflawonoidy, wsrdd ktérych wyrdznia si¢: izoflawony,
izoflawany, izoflawanony oraz kumestany. Te ostatnie wystepuja w kietkach soi, lucernie,
konczynie fasolach mungo 1 pinto, a niewielkie ilosci rowniez w roslinach straczkowych.
Najczescie] analizowanymi zwigzkami z grupy flawonoidéow pod wzgledem dziatania
i spozycia sg izoflawony, do ktorych naleza: genisteina, daidzeina, glicyteina, formonetyna
I biochanina A. Wynika to z faktu, iz gtownym zrédlem tych zwiazkow jest soja oraz

produkty sojowe, ktorych powszechno$¢ spozycia stale wzrasta i nie obejmuje juz
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wylgcznie krajow azjatyckich. Pewne ilo$ci izoflawonow wystepujg rowniez w koniczynie
czerwonej, ktora jest obecnie sktadnikiem wielu suplementow diety (Canivenc-Lavier &
Bennetau-Pelissero, 2023). Zawarto$¢ izoflawonow w ziarnach soi ro6zni si¢ w zaleznoS$ci
od odmiany i miejsca uprawy, $rednio przyjmuje si¢ zakres od 1,5 — 5,5 mg/g ziaren
(da Silva i in., 2021) w tym odpowiednio 50%, 40% i 10% stanowig genisteina, daidzeina
i glicyteina (Vitale i in., 2013).

Warto wspomnie¢, ze zrodtem fitoestrogendéw moga by¢ tez produkty pochodzenia
zwierzecego, w przypadku gdy zwierzeta karmione byly pasza zawierajaca soje.
Pierwszych oznaczen zawarto$ci tych zwiazkéw w produktow odzwierzecych dokonat
Kuhnle i in. Poddali oni analizie 115 artykulow, w ktorych S$rednia zawarto$é
fitoestrogenéw wynosita 20 pg/100 g mokrej masy. Badanie to stanowi uzupelnienie
informacji na temat zawartos$ci fitoestrogenow w produktach spozywczych, przyczyniajac
si¢ tym samym do bardziej precyzyjnego oszacowania ich spozycia z dietg (Kuhnle i in.,
2008).

Dane opisujace spozycie izoflawondéw z dietg r6znig si¢ migdzy poszczegodlnymi
badaniami, jednak sa do siebie zblizone. Desmawati i in. przedstawiaja, ze Srednie spozycie
tych zwiazkéw w krajach azjatyckich wynosi od 15-50 mg/dzien, podczas gdy w krajach
europejskich i USA ksztaltuje si¢ poziomie 2 mg/dzien (Desmawati & Sulastri, 2019).
Viggiani 1 in. zaprezentowali, Ze najnizszym poziomem spozycia izoflawonéw odznaczali
si¢ mieszkancy krajow $rodziemnomorskich - 0,46 mg/dzien, w krajach nadbattyckich
wynosito ono 0,76 mg/dzief, natomiast w Wielkiej Brytanii 2,34 mg/dzien. Najwyzsze
warto$ci obserwowano w krajach azjatyckich, tj. 36-40 mg/dzien. (Viggiani i in., 2019).
Wedlug innego badania szacuje si¢, ze dzienne spozycie izoflawonoéw wynosi od 0,5 do 3
mg/dzien w USA, 0,37 — 4,5 mg/dzien w Europie i 3,2 — 30 mg/dzien u wegetarian (Rizzo
& Baroni, 2018). W niedawno przeprowadzonym badaniu z udzialem duzej grupy
mieszkancow Chin oceniono, Ze pobranie izoflawondw z soi z dietg wynosito od 0,8 do 78
mg/dzien (Zhu i in., 2021). Ze wzgledu na ré6zne wzory zywienia populacje azjatyckie
odznaczaja si¢ wyzszym poziomem spozycia fitoestrogendw niz mieszkancy krajow
zachodnich. Wyjatek stanowig kobiety w okresie okotomenopauzalnym, ktére stosunkowo
czgsto przyjmuja preparaty soi jako alternatywe dla hormonalnej terapii zastgpczej

(European Food Safety Authority, 2015).
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2.3.3. lzoflawony sojowe — metabolizm i aktywnos$¢ estrogenowa

Istotnym zagadnieniem jaki nalezy uwzgledni¢ podczas analizowania wplywu
fitoestrogenéw na organizm jest ich metabolizm. Jak wykazano w szeregu réznych
doswiadczen cykl przemian tych zwiazkoéw rozni si¢ w zaleznosci od gatunku ssakow.
Odmienne efekty biologiczne stwierdza si¢ w odniesieniu do form wyjsciowych
niniejszych zwigzkow, jak i ich poszczegdlnych metabolitow.

Izoflawony wystgpuja w roslinach gltéwnie pod postacig nieaktywnych glikozydow -
dla precyzji opisu formy te okresla si¢ jako genistina, daidzina czy glicytina; aglikony
stanowig w roslinach niewielki procent (Miksicek, 1995). Po spozyciu soi lub produktow
zawierajacych soje, izoflawony w formie glikozydow sa stabo wchlaniane w jelicie
cienkim, co wynika z ich duzej masy czasteczkowej oraz wiasciwosci hydrofilowych.
Kluczowe znaczenie ma zainicjowanie hydrolizy, ktéra powoduje odlaczenie czgsci
cukrowej 1 wyodrebnienie wolnych aglikondw (genisteiny, daidzeiny, glicyteiny). W tej
formie sg one szybko wchtaniane przez rabek szczoteczkowy jelita na zasadach dyfuzji
pasywnej. Duzg role w catym procesie odgrywa mikrobioty jelitowa. Udziat w hydrolizie
glikozydow bierze kwas solny, ale rowniez B-glukozydazy pochodzace z blony Sluzowe;j
jelit lub bakterii jelitowych. Czasteczki, ktore nie zostaty wchionigte w jelicie cienkim,
trafiajg do okreznicy, gdzie podobnie jak we wczesniejszym odcinku przewodu
pokarmowego moga by¢ hydrolizowane przez enzymy bakteryjne (Larkin i in., 2008).

Po fazie absorpcji nastepuje dalszy szereg przemian. Metabolizm izoflawonoéw jest
dos¢ ztozony. Genisteina moze by¢ dalej metabolizowana do 6-hydroksy-O-
desmetylangolenzyny, a nastgpnie do niewykazujacego aktywnosci biologicznej
p-etylofenolu, natomiast daidzeina moze ulega¢ przeksztatceniu do O-demetyangolenzyny
i ekwolu (Cederroth & Nef, 2009). W ramach doswiadczen in vitro i in vivo
zidentyfikowano réwniez kilka metabolitow glicyteiny zaznaczajac przy tym, ze tylko
niewielka jej czes$¢ ulega przeksztalceniu do daidzieny (Kraszewska i in., 2007). W ramach
reakcji II fazy metabolizmu grupy hydroksylowe w czasteczkach izoflawonow
umozliwiajg sprzeganie z kwasem siarkowym lub glukuronowym. Reakcje te s3
katalizowane przez transferazy glukuronozylowe oraz sulfotransferazy i zachodza
w watrobie i/lub jelicie cienkim. Powstate koniugaty transportuja izoflawony z krwia do
tkanek docelowych, gdzie zwiazki te wykazuja dziatanie biologiczne. Nastgpnie czgs¢
z nich zostaje wydalona przez nerki, pozostata cz¢s¢ jest wydalana z z6kcia, z ktorg poprzez

krazenie watrobowo-jelitowe 1 zostaje zawrocona do jelita. Po dekoniugacji przez bakterie
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jelitowe aglikony izoflawonéw mogg zosta¢ ponownie wchloniete i na zasadzie recyklingu
zosta¢ poddane opisanym wcze$niej reakcjom (Larkin i in., 2008). Cz¢s$¢ badaczy opisuje,
ze powtorna absorpcja moze odgrywaé wazniejsza role w metabolizmie
i biodostgpnosci tych zwigzkow niz pierwotnie sadzono (Chen i in., 2003). Najwazniejsze
przemiany tych zwigzkow i losy w organizmie zobrazowano na rycinie 3.

Na podstawie szeregu oznaczen opisuje sie, ze we Krwi dominujagcymi metabolitami
izoflawonow sg koniugaty glukuronowe i siarczanowe, dochodzi rowniez do ich wigzania
z biatkami osocza (Larkin i in., 2008). Natomiast wykazano, ze wolne aglikony stanowia
jedynie niewielkg czg¢$¢ wszystkich izoflawonoéw obecnych w krwi i nalezg do nich
genisteina, daidzeina, ekwol i O-demetyangolenzyna (Cederroth & Nef, 2009). Po spozyciu
produktéw sojowych izoflawony byty wykrywalne w osoczu juz po 30 minutach. Jednak
w zalezno$ci od rodzaju zwigzku rézny bedzie czas osiggni¢cia maksymalnego stezenia,
a takze czas eliminacji z ustroju (King & Bursill, 1998). Opisane wcze$niej rdznice
w spozyciu tych zwigzkow wraz z dietg wérdd poszczegdlnych populacjach przektadajg si¢
na poziomy ich koncentracji we krwi. W populacji azjatyckiej ze wzglgdu na zwyczaje
zywieniowe 1 wysoki poziom konsumpcji produktow sojowych stezenie izoflawonow
moze osiagga¢ nawet 1000 nM. W krajach zachodnich jest ono znacznie nizsze - rzgdu 60-
70 nM, cho¢ niektdre zrodta podaja jeszcze nizsze wartosci, nieprzekraczajace 40 nM. Co
warte odnotowania wyzszymi st¢zeniami izoflawonéw w krwi w krajach europejskich
charakteryzuja si¢ osoby na dietach wegetarianskich (Cederroth & Nef, 2009; Kraszewska
i in., 2007).

41



1ISO-G
1SO-A

WATROBA
Metabolizm

JELITO CIENKIE

Metabolizm |

JELITO GRUBE

TKANKI
Absorpcja
Dystrybucja
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) Wydalanie

Z moczem z kalem

Ryc. 3. Uproszczony schemat przemian izoflawondéw w ustroju (na podstawie Larkin
i in., 2008).

ISO-G — glikozydy; 1SO-A - aglikony; 1SO-g — formy glukuronowe; 1SO-s formy siarczanowe.

Analizujac  aktywnos$¢ biologiczng podkresla si¢, ze aglikony zaré6wno
w doswiadczeniach in vitro jak i in vivo wykazuja silniejsze dziatanie estrogenowe niz
formy sprze¢zone (Islam i in., 2015). W ostatnich latach szczeg6lnie intensywnie analizuje
si¢ konwersje daidzeiny do ekwolu. Zachodzi ona na drodze transformacji przy udziale
specyficznej mikrobioty jelitowej. Sam ekwol uznaje si¢ za metabolit o najwyzszej
aktywnosci estrogenowej (wg roznych zrodet od 10 do 100-krotnie wyzsza niz daidzeina)
i przeciwutleniajacej. Wystepuje on w dwoch formach chemicznych, tj. R-ekwolu oraz
S-ekwolu, ktére roznig si¢ powinowactwem do receptorow estrogenowych. Wazny

odnotowania jest fakt, iz zauwazono ze nie wszyscy ludzie majg zdolno$¢ do konwersji
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daidzeiny do ekwolu. Srednio przyjmuje sie, ze taka mozliwo$é ma 30% populacji krajow
zachodnich 1 okoto 50-60% ws$rod osob z krajow azjatyckich lub stosujacych diete
wegetarianskya. Powodow tego stanu jest kilka, najczesciej zalicza si¢ do nich obecnosé
specyficznej mikrobioty jelitowej, rodzaj i czestotliwo$¢ spozywanych produktow
sojowych, a takze pte¢ i wiek (Hod i in., 2021; Ortiz & Manta, 2024). Réznic tego typu nie
obserwuje si¢ u gryzoni, u ktérych proces ten zachodzi naturalnie. Przektada si¢ to na
zdecydowanie wyzsze stezenia ekwolu obserwowane w osoczu szczuroOw lub myszy
(Atkinson i in., 2005).

Jak juz wspomniano izoflawony sojowe, jako przedstawiciele grupy fitoestrogenow,
moga w komoérkach docelowych wywiera¢ efekt analogiczny do endogennych estrogendéw
lub dziata¢ jako ich antagonisci. Mechanizmy dzialania fitoestrogendw mozna podzieli¢ na
droge genomowa i niegenomowsq. Pierwsza z nich zostata lepiej opisana i bazuje na
powinowactwie fitoestrogenéw do receptoréw estrogenowych (ang. estrogen receptor,
ER), poprzez ktore wptywaja one na regulacj¢ transkrypcji. Odbywa si¢ to na takich
samych zasadach jak dziatanie estrogenow naturalnie wystepujacych w organizmie, ktore
po przylaczeniu do ER, ulegaja translokacji do jadra komérkowego, gdzie receptor ulega
dimeryzacji i oddzialuje na swoiste sekwencje DNA, tzw. elementy odpowiedzi na estrogen
(ERE). Kompleks ten wplywa na poziom ekspresji genéw zaleznych od estrogenow
(obejmuje on zarowno zwigkszanie jak i hamowanie ekspresji) (Nynca i in., 2007).

W organizmie wystepuja dwa rodzaje receptoréw estrogenowych, tj. ER-a, ER-p.
Receptory ER-a zlokalizowano w meskich narzadach rozrodczych, gruczole sutkowym,
jajnikach, macicy, watrobie, nerkach oraz pewne ilosci w tkance tluszczowej, natomiast
receptory ER-B m.in. w jajnikach, $rodbtonku prostaty, tkance tluszczowej, ukladzie
immunologicznym, jelitach i plucach. Ich obecno$¢ odnotowuje si¢ rowniez
w osrodkowym uktadzie nerwowym (Islam i in., 2015; Paterni i in., 2014). W wielu
tkankach receptory te wystepuja wspolnie, ale w roznych ilosciach (ze wzglgdu na rézne
poziomy ekspresji genéw kodujacych te biatka). W badaniach przeprowadzonych na
myszach z knock out’em genu kodujagcego ER-a lub ER-B wykazano, ze biatka te
charakteryzujg si¢ r6zng aktywnos$cig biologiczng (Barone i in., 2008). Przyktadem moga
by¢ doswiadczenia, w ktorych wykazano, ze aktywacja receptorow ER-a w gruczole
sutkowym skutkuje proliferacjg komorek, natomiast aktywacja ER-f dziata przeciwnie,
hamuje ten proces i inicjuje apoptoze (Covaleda i in., 2008; Strém i in., 2004). Hwang i in.
opisali natomiast, ze w do$wiadczeniach in vitro na réznych liniach komorkowych,

w ktorych zastosowano w pozywce dodatek estradiolu w stezeniu zblizonym do
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fizjologicznego, genisteina wykazywala dzialanie antyestrogenowe, natomiast przy
zastosowaniu nizszych poziomow estradiolu (ktore stwierdza si¢ u kobiet po menopauzie),
dziatanie genisteiny miato charakter agonistyczny wobec estradiolu (Hwang i in., 2006).

Szereg doswiadczen potwierdzit zdolnos¢ fitoestrogendw do wigzania si¢ z receptorami
ER-a i ER-B. Wykazano, ze mogg one zwigksza¢ aktywacje genow poprzez ERE bardziej
efektywnie w receptorach ER-B niz receptorach ER-a, co przektada si¢ na wigksze
powinowactwo wigzania z ERf niz z ERa (Barone i in., 2008; Rietjens i in., 2017). To czy
izoflawony beda wywiera¢ efekt agonistyczny czy antagonistyczny wzgledem estrogenow
zalezy wiec od poziomow estrogendw endogennych i dostarczonej dawki fitoestrogenow,
a takze miejsca ich dziatania (Cederroth & Nef, 2009). Wyniki r6znych doswiadczen nie
sg jednoznaczne w kwestii tego jak silne jest to oddziatywanie, co powoduje trudnosci
w pozniejszym wnioskowaniu. Przyjmuje si¢ jednak, ze fitoestrogeny wywotujg efekt
stabszy od naturalnie syntetyzowanego w organizmie estradiolu, w zaleznosci od uktadu
badan wskazuje si¢, ze jest on od 100 do 10 000 razy stabszy od powinowactwa
prezentowanego przez 17-B-estradiol (Viggiani i in., 2019).

Droga niegenomowego dzialania izoflawondw w organizmie opiera si¢ na
zaangazowaniu w procesy zachodzace w komorce, ktore ze wzglgdu na intensywne tempo
przebiegu sa niezalezne od transkrypcji czy biosyntezy biatek. Wymienia si¢ tutaj
oddziatywanie m.in na enzymy wewnatrzkomorkowe biorgce udziat w przekazywaniu
sygnatow komorkowych czy synteze biatek wigzacych hormony steroidowe (Kraszewska
i in., 2007).

2.4. Soja a niealkoholowa stluszczeniowa choroba watroby

Czestos¢ wystepowania NAFLD na caltym $wiecie gwaltownie rosnie i staje si¢
problemem zdrowia publicznego, a mimo to jak dotad nie udato si¢ opracowac celowanego
leczenia farmakologicznego. W zwiazku z tym, ze bezposredni wptyw na wystepowanie
tego zaburzenia ma styl Zycia w tym sposob zywienia, poszukuje si¢ wsrdd catej gamy
dostepnych sktadnikow odzywczych, zwigzkow wspomagajacych jego zapobieganie
1 leczenie. Szczegdlng uwage zwraca si¢ na soje, a konkretnie zawarte w niej biatko sojowe
I izoflawony sojowe. Zainteresowanie to wynika z faktu, iz w badaniach obserwacyjnych
opisujacych populacje azjatyckie, gdzie soja stanowi jeden z glownych sktadnikéw diety
wykazano niskg czestotliwo$¢ wystepowania otylosci. Zaczeto poszukiwania powigzan

miedzy tymi dwoma zagadnieniami (Mu i in., 2019).
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Wykazano, ze biatko sojowe oraz izoflawony zawarte w soi wptywaja na szlaki
zwigzane z metabolizmem weglowodandéw i thuszczow. Wiaczenie tych sktadnikow do
diety powodowato poprawg parametrow lipidowych, tj. zmniejszenie poziomu TG oraz
cholesterolu frakcji LDL, czy korzystng zmiang¢ proporcji pomig¢dzy cholesterolem frakcji
HDL i LDL. Wykazano rowniez, ze spozycie soi mialo pozytywne skutki u pacjentow
z NAFLD poprzez zmniejszenie tworzenia kropel lipidowych w komorkach watroby.
Wskazuje si¢ réwniez wplyw soi na proces wydzielania insuliny oraz odpowiedzi
tkankowej na ten hormon, a takze na zmiany poszczegdlnych populacji mikroorganizméw
wchodzacych w sktad mikrobioty (Xiao & Hendry, 2022).

Badania na modelu zwierzecym dotyczace tego tematu obejmowaty ocene wpltywu
diety zawierajacej biatko sojowe i/lub izoflawony SOjowy na parametry zwigzane
z metabolizmem lipidow u zwierzat z otylo$cig indukowang dieta wysokottuszczowa
(szczury Sprague-Dawley, Wistar) lub z genotypem predysponujacym do otytosci i dietg
o podwyzszonej zawartosci thuszczéw (Szczury Otsuka Long-Evans Tokushima (OLETF),
Zucker). W badaniu przeprowadzonym przez Badger i in. szczury Sprague-Dawley
podzielono na dwie grupy i karmiono je dietg wysokotluszczowa w celu indukcji NASH.
Grupy te roznity si¢ miedzy sobg zrodlem biatka w diecie, ktorym byta albo kazeina albo
izolat biatka sojowego w takiej samej ilo$ci. U zwierzat spozywajacych diete zawierajaca
biatko sojowe wykazano zmniejszong akumulacje thuszczu w organizmie, a tym samym
zmniejszony stan zapalny watroby (Badger i in., 2008). Podobne wyniki uzyskali Yang
i in., ktorzy w badaniu na modelu zwierzecym wykazali, ze szczury Sprague-Dawley
karmione dieta wysokotluszczowa zawierajaca biatko sojowe charakteryzowaty sig¢
nizszym stezeniem cholesterolu w osoczu, nizszym stezeniem nadtlenkow lipidow
w watrobie oraz nizszg zawartoscig tkanki ttuszczowej w porownaniu do grupy, ktora nie
otrzymywata z dietg biatka sojowego (Yang i in., 2011). W innym do$wiadczeniu,
w ktorym szczury OLETF karmiono dietg zawierajaca izolowane biatko sojowe rowniez
zaobserwowano, ze spozycie tego sktadnika powoduje zmniejszenie poziomu sthuszczenia
watroby, obnizenie poziomu diacylogliceroli w watrobie oraz zmiany w mikrobiocie
jelitowej (Panasevich i in., 2017). Natomiast w badaniach na otylych szczurach Zucker
dieta zawierajaca koncentrat biatka sojowego wzbogacony izoflawonami skutkowata
zmniejszeniem stluszczenia watroby, obnizeniem pozioméw ALAT, AsSpAT i TG
W 0s0czu, zwigkszeniem poziomu substratow bioracych udziat w procesie B-oksydacji oraz

zwigkszeniem aktywno$ci enzymow zwigzanych z metabolizmem lipidow, takich jak,
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karboksylaza acetylo-CoA czy acylotransferaza glicerolo-3-fosforanowa w watrobie
(Gudbrandsen i in., 2006; Hakkak i in., 2018).

W doswiadczeniu na samicach szczura stada niekrewniaczego Wistar poddanych
owariektomii (chirurgicznemu usunigciu jajnika badz jajnikow), ktorym podawana byta
dieta wysokottuszczowa z ekstraktem izoflawonéw sojowych zaobserwowano,
ze zwierzeta te miaty obnizone parametry swiadczace o uszkodzeniu watroby, tj. stezenie
ALAT, AsSpAT, bialka catkowitego i bilirubiny w osoczu (Panneerselvam i in., 2016).
W innych badaniach na modelu zwierzecym zaobserwowano, ze podawanie w diecie
genisteiny 1 daidzeiny wptywato na proces lipogenezy w watrobie, poprawe wrazliwosci
na insuling, a takze zmniejszato akumulacj¢ lipidow w watrobie (Kim i in., 2010). Analiza
badan in vivo dotyczacych spozycia wraz z dietg genisteiny (glownie w przypadku diety
wysokotluszczowej) wykazata, ze substancja ta powoduje zmniejszenie stezenia
parametréw profilu lipidowego w krwi, korzystniejsze wyniki w obrazie histologicznym
wycinkéw  watroby, a takze zwigkszenie poziomu zwigzkéw o dziataniu
przeciwutleniajacym przy jednoczesnym zmniejszeniu poziomu cytokin prozapalnych jak
np. IL-6, TNF-a. Podawanie z dietg genisteiny moze rowniez wptywaé na masg ciata i masg
watroby, lecz nie potwierdzaja tego wszystkie badania (Xin i in., 2019).

W badaniach z udzialem ludzi oceniono jakie efekty w kontekscie pracy watroby
1 czynnikow wplywajacych na jej stluszczenie, daje spozycie produktow bedacych zrodtem
biatka sojowego i/lub izoflawon6éw sojowych. Kani i in. zaobserwowali, ze wprowadzenie
do diety z deficytem kalorycznym u o0sob ze zdiagnozowanym NAFLD, 30 g ziaren soi
w miejsce 30 g czerwonego migsa, przez 8 tygodni wptywato na obnizenie biomarkeréw
sttuszczenia watroby, tj. poziomu ALAT i AspAT, dialdehydu malonowego, ale
i fibrynogenu w osoczu, w poréwnaniu do grupy niespozywajacej soi. Ponadto wykazano,
Ze W grupie spozywajacej soj¢ nizsze byly stezenia glukozy na czczo, bialka
C-reaktywnego i insuliny w surowicy krwi. Osoby, z grupy konsumujacej soj¢
charakteryzowaty si¢ takze nizszymi wartoSciami ci$nienia skurczowego 1 rozkurczowego
krwi (Kani i in., 2014, 2017). W innym badaniu z udzialem pacjentéw ze zdiagnozowanym
NAFLD zaobserwowano, ze W grupie, w ktorej wtaczono do diety ubogoenergetycznej 240
ml napoju sojowego, poziomy ALAT i biatka C-reaktywnego w surowicy krwi byty nizsze
w poroéwnaniu do grupy osob, ktore tego napoju nie spozywaty (Eslami i in., 2019).
U pacjentow z NASH spozywajacych z dietg okreslone ilosci biatka sojowego przez 24
tygodnie obserwowano popraw¢ glikemii oraz zmniejszenie masy ciala,

a tym samym wskaznika masy ciala (ang. body mass index, BMI), zawartosci tkanki
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tluszczowej, ale takze stezenia ALAT i AspAT w surowicy krwi (Deibert i in., 2019).
W badaniu kohortowym obejmujacym ponad 24 tysigce dorostych mieszkancow Chin
wykazano, ze wigksze spozycie produktow sojowych wigzato si¢ z nizszym
prawdopodobienstwem wystgpowania NAFLD (Zhang i in., 2020). Interesujace wyniki
uzyskano réwniez oceniajagc wpltyw spozycia izoflawonow sojowych w dawce 100
mg/dzien u pacjentéw ze zdiagnozowang NAFLD. Po 12 tygodniach stosowania tych
suplementow stezenie ALAT i AspAT bylo istotnie mniejsze w grupie przyjmujacej
izoflawony sojowe w poréwnaniu do uczestnikow spozywajacych placebo, jednak nie
wykazano zmian w stopniu zwldknienia watroby u pacjentéw w obu grupach (Neshatbini
Tehrani i in., 2024).

Badania dotyczace wptywu izoflawonow zawartych w soi na zaburzenia pracy watroby
wywolane stluszczeniem prowadzone byly takze na grupie kobiet po menopauzie ze
wzgledu na specyficzny status hormonalny 1 wynikajace z tego wigksze ryzyko zaburzen
metabolicznych. Kim i in. ocenili jakie efekty przyniesie suplementacja izoflawonami
sojowymi w dawce 70 mg/dzien, podawana kobietom po menopauzie przez okres 12
tygodni. W grupie spozywajacej suplementy stezenie TG bylo istotnie nizsze niz w grupie,
ktora otrzymywatla placebo. Suplementacja izoflawonami nie wptyneta jednak na st¢zenia
glukozy na czczo, insuliny, cholesterolu catkowitego czy cholesterolu frakcji HDL i LDL
(Kim i in., 2013). Morandi i in. w metaanalizie uwzglgdniajacej randomizowane badania
kontrolowane opisali, ze spozycie izoflawonow sojowych wptywa na obnizenie poziomu
cholesterolu catkowitego i apolipoproteiny B u kobiet po menopauzie. Korzystny dziatanie
na stezenie biomarkerow zwigzanych z gospodarka lipidowa obserwuje si¢ takze po
spozyciu izolatow biatka sojowego (Moradi i in., 2020).

Jak wczesniej wspomniano ekwol powstaje w organizmie w wyniku przemian
daidzeiny bedacej jednym z izoflawonow sojowych i wykazuje silniejsza aktywnos¢
estrogenowa niz zwigzek macierzysty, a przez to wptywa na procesy, w ktorych znaczna
rolg odgrywaja receptory estrogenowe. Jednak jak wiadomo przemiana daidzeiny do
ekwolu zachodzi tylko u czeg$ci populacji. Z tego wzgledu w badaniu przeprowadzonym
przez Akahane i in. zaobserwowano, ze stopien zwltoknienia watroby byt wyzszy u 0sob
niebgdacych producentami ekwolu, w poréwnaniu do osob, ktore majg zdolnos¢ do jego
produkcji (Akahane i in., 2021).

Nalezy jednak podkresli¢, ze przeglady systematyczne opisujgce badania wpltywu
spozycia soi i jej skltadnikéw na NAFLD moéwia o pewnych sprzeczno$ciach

w uzyskiwanych wynikach. Powodow tego stanu upatruje si¢ w Kilku czynnikach
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stanowigcych zarazem zmienne. Nalezg do nich: analizowanie spozycia réznych form
produktéw sojowych (ziarna soi, izolaty biatka sojowego, suplementy izoflawonow
sojowych) oraz rézne ich dawki i czas trwania interwencji dietetycznych, rézne grupy
badane i mnogo$¢ czynnikow zwigzanych ze stylem zycia, roznice genetyczne
w populacjach, metody diagnostyczne stanu watroby czy rézne modele badawcze
w doswiadczeniach in vivo (Xiong & Zhu, 2021).

Jesli chodzi o mechanizm dziatania soi w kontek$cie NAFLD, to wykazano, ze zawarte
w niej izoflawony sojowe i/lub biatko sojowe wplywaja na proces lipogenezy, B-oksydacji
kwasow thuszczowych 1 syntezy kwasow thuszczowych poprzez transkrypcyjna regulacje
tych procesow. Opisuje si¢ bowiem, ze skladniki te poprzez wpltyw na aktywnos¢
czynnikéw transkrypcyjnych, tj. PPARy lub SREBP-1c moga obnizaé ekspresj¢ genu
FASN zaangazowanego w proces lipogenezy. Oddziatywanie tych zwigzkoéw na AMPK lub
PPARa moze prowadzi¢ do zwigkszenia intensywnosci B-oksydacji kwaséw tluszczowych,
tym samym zmniejsza¢ pulg¢ akumulowanych lipidow. Izoflawony sojowe mogg rowniez
wplywac na aktywacje¢ czynnika transkrypcyjnego FXR, co prowadzi do zmniejszenia
syntezy kwasow thuszczowych oraz zwigkszenia katabolizmu kwasow zoétciowych (Jiang
i in., 2015; Neshatbini i in., 2024).

W kontek$cie niniejszej pracy warto rowniez zwrdoci¢ uwage na zawartos¢ choliny
w produktach na bazie soi. Jak wcze$niej opisano, cholina odgrywa istotng role w procesie
prawidtowego funkcjonowania watroby. W zwigzku z tym dostarczanie z produktami na
bazie soi nie tylko biatka sojowego czy izoflawonow sojowych, ale réwniez choliny moze
mie¢ znaczenie w pozytywnym oddziatywaniu spozycia tego rodzaju produktéw
u pacjentow z NAFLD. Ziarna soi zawierajag bowiem okoto 120 mg choliny na 100 g
surowca, magka sojowa - 190 mg/100 g, napdj sojowy — 24 mg/100 ml, tofu - 30 mg/100 g,
tempeh — 40 mg/100 g, izolat biatka sojowego — 85 mg/100 g. Spozycie tych produktéw
moze znaczaco zwicksza¢ dostarczanie choliny z dietg szczegélnie w przypadku diet
wegetarianskich (Patterson i in., 2008).

Wykazany w wielu badaniach pozytywny zwigzek migdzy spozyciem soi
a funkcjonowaniem watroby 1 tagodzeniem procesu stluszczenia spowodowat,
ze prowadzone s3 kolejne badania dotyczace poszukiwania nowych szlakéw
metabolicznych ttumaczacych ten wplyw. Jednak jak dotad nie przeprowadzono badan
opisujgcych potencjalny mechanizm oddziatywania fitoestrogenow sojowych na aktywacje
szlaku PEMT zwigzanego =z fosfatydylocholing, a przez to i1 prawidlowym

funkcjonowaniem watroby.
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3. Cele i zakres pracy

Jak wspomniano wczesniej sttuszczenie watroby stanowi obecnie jeden z gtdéwnych
probleméw zdrowia publicznego w populacji $wiatowej. Choroba ta moze by¢ wywotana
przez r6zne czynniki. Wérod nich mozna wymienié np. nieprawidtowosci w OCM, na ktory
sktadajg si¢ wzajemnie powigzane ze sobg szlaki przemian metioniny, folianow i choliny.
Zauwazono, ze niedobor choliny, a konkretnie jednej z jej form - fosfatydylocholiny,
uposledza eksport lipidow z watroby, doprowadzajac do akumulacji TG w cytozolu
komorek watrobowych. Zwigzane jest to z faktem, iz fosfatydylocholina jest niezbedna do
syntezy VLDL, ktoére transportuja lipidy z watroby do krazenia. Cholina jako sktadnik
odzywczy moze by¢ dostarczana do organizmu wraz w pozywieniem (gltownie
pochodzenia zwierzgcego), ale moze by¢ réwniez syntetyzowana w watrobie poprzez
enzym PEMT. Tempo endogennej syntezy fosfatydylocholiny zalezy od poziomu ekspres;ji
genu Pemt, ktory z kolei jest uzalezniony od stezenia estrogenow.

Jednoczesnie zauwazono, ze spozycie soi moze stanowi¢ czynnik ochronny,
zapobiegajacy stluszczeniu watroby. Mechanizmy dziatania soi w tym aspekcie nie zostaly
jednak dotad poznane. Biorgc pod uwagg fakt, iz jednym ze sktadnikoéw soi sg izoflawony
sojowe (do ktorych nalezg m.in. genisteina i daidzeina), ktore wykazujg strukturalne
podobienstwo do estrogenéw, zasadnym wydaje si¢ prowadzenie badan w obszarze
wplywu tych zwigzkéw na szlaki metaboliczne zalezne od estrogendw 1 zwigzane
z gromadzeniem lipidow. Warto w tym miejscu wspomnie¢ takze o jednym z trendow
konsumenckich ostatnich lat, mianowicie 0 zwigkszeniu spozycia produktow sojowych
oraz suplementow na bazie soi. Biorgc pod uwage wszystkie te dane stwierdza sig,
ze odpowiedz na pytanie czy spozycie soi w dawkach przyjetych za zwyczajowe jest
w stanie wspomoOc dzialanie watroby, moze zwigkszy¢ podstawowag wiedze na temat
metabolizmu choliny oraz lipidow, a takze mie¢ duze znaczenie praktyczne.

W zwigzku z powyzszym w ramach niniejszej pracy doktorskiej postawiono
nastepujace hipotezy badawcze:

1. Ze wzgledu na obecno$¢ elementu odpowiedzi na estrogeny (ERE) w promotorze

genu Pemt, spozycie izoflawonow sojowych (nalezacych do fitoestrogenéw) wraz
z dietg, w ilo$ciach odpowiadajacych ich zwyczajowej konsumpcji, wptywa na jego
ekspresje w watrobie szczura, a tym samym oddzialuje na syntezg

fosfatydylocholiny w watrobie i eksport VLDL do krwiobiegu.
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2. lzoflawony sojowe spozyte wraz z diet3 wplywajg na metabolizm lipidow
W organizmie szczura poprzez regulacje ekspresji gendw Ppar y, Srebp-1c i Fasn
(transkrypcyjna regulacja metabolizmu lipidow).

3. Deficyt choliny w diecie powoduje jej niedobor w organizmie, jednoczesnie
aktywujac zwigzane z tym mechanizmy kompensacyjne, do ktoérych nalezy m.in.
zwigkszenie endogennej syntezy choliny poprzez zwigkszenie ekspresji genu Pemt
oraz zmiany w ekspresji genow Ppar p, Srebp-lc, Fasn zwigzanych

Z metabolizmem lipidow.

Glownym celem niniejszej pracy byla ocena wptywu izoflawonow sojowych na proces
endogennej syntezy fosfatydylocholiny poprzez wptyw na ekspresje genu Pemt, jak
rowniez okreslenie zaleznosci miedzy podaza izoflawondw sojowych a wybranymi
procesami zwigzanymi z gromadzeniem lipidow w watrobie szczurdéw, zaroOwno w stanie
niedoboru choliny w diecie, jak 1 prawidlowej jej podazy. Takie dwutorowe podejscie
umozliwia precyzyjne przeanalizowanie wzajemnego wpltywu izoflawondéw sojowych
1 choliny na proces endogennej syntezy fosfatydylocholiny oraz odpowiedz na pytanie czy
zaktadany efekt dziatania izoflawonow bedzie wigkszy podczas niedoboru choliny w diecie
w poréwnaniu do jej odpowiedniego spozycia. Tym samym daje to mozliwos¢
doktadniejszego wnioskowania w podjetym temacie.

Cele szczegolowe obejmowaly przeanalizowanie czy dodatek genisteiny, daidzeiny lub
ekstraktu izoflawonéw sojowych do standardowej diety szczurow o prawidlowe;j
zawartos$ci choliny lub przy jej deficycie moze wptywac na:

o syntez¢ fosfatydylocholiny w watrobie poprzez aktywacje genu Pemt zardwno
na poziomie transkrypcji jak i translacji, tym samym zwigkszajac jej poziom
w tym narzadzie,

e proces gromadzenia si¢ lipidéw w watrobie poprzez aktywacj¢ gendw Ppar y,
Srebp-Ic, Fasn zar6wno na poziomie transkrypcji, jak 1 translacji,
manifestujacy sie¢ zmianami w morfologii komoérek watroby,

e stezenia wybranych parametrow biochemicznych krwi zwigzanych
z metabolizmem weglowodanow oraz lipidow (glukoza, cholesterol catkowity,
cholesterol frakcji HDL oraz LDL, TG, VLDL i enzymy watrobowe),

e sklad ciatla zwierzat oraz w zawartos¢ thuszczu w kale, ktére stanowig
fenotypowe odzwierciedlenie przebiegu proceséw zwigzanych z metabolizmem

lipidow.
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Wspomniane wyzej cele pracy doktorskiej zostaly zrealizowane, a hipotezy badawcze
zweryfikowane poprzez przeprowadzenie doswiadczenia na modelu zwierzecym oraz

wykonanie szeregu analiz laboratoryjnych w uzyskanym materiale biologicznym.
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4. Material i metody badan

4.1. Opis eksperymentu na modelu zwierzecym oraz zastosowanych diet

Badanie na modelu zwierzecym przeprowadzono zgodnie z migdzynarodowymi
zasadami dotyczacymi ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych. Przed
rozpoczeciem doswiadczenia uzyskano zgod¢ na jego przeprowadzanie, zatwierdzong
przez Lokalng Komisje¢ Etyczng ds. Doswiadczen na Zwierzg¢tach w Poznaniu (uchwata nr
30/2019). Osiemdziesigt samcow szczuréw stada niekrewniaczego Wistar, w wieku o§miu
tygodni ($rednia masa ciala zwierzat wynosita 2959 g + 17,8 g), zakupiono
z certyfikowanej hodowli zwierzat laboratoryjnych Charles River Laboratories (Niemcy).
W trakcie trwania eksperymentu zwierzeta przebywaly w pomieszczeniach
klimatyzowanych o statej temperaturze 21 + 1C° bez dostepu $wiatta dziennego,
o automatycznie zmieniajacym si¢ cyklu dzien/noc (co 12 godzin), wilgotno$ci wzgledne;j
55-65% 1 wymianach powietrza 15/h. Utrzymywane byly one po dwa osobniki w doktadnie
opisanych klatkach typu III H, wraz ze statym dostgpem do karmy i wody ad libitum. Przez
caly okres trwania do$§wiadczenia zwierzetom codziennie podawana byla nowa porcja
karmy oraz $wieza woda.

Po 5-dniowym okresie aklimatyzacji zwierzgta zostaty przydzielone do dwoch grup
badanych. Kryterium podziatu byla masa ciala zwierzat, ktore rozdzielono w taki sposob,
aby $rednia masa ciata miedzy grupami byla podobna. Zwierzeta w pierwsze] grupie
spozywaty diet¢ poisyntetyczng AIN-93M bez zadnej modyfikacji (grupa CD; n=40)
(Reeves 1 in., 1993). Natomiast zwierzgta w drugiej grupie otrzymywaty taka sama dietg,
ale z niedoborem choliny (grupa CholDD; n=40) — tabela 1. Pierwszy etap doswiadczenia
trwal 4 tygodnie. Po tym okresie kazda z wyzej wspomnianych grup podzielono
analogicznie na cztery podgrupy (kazda n=10), tj. grupe spozywajaca taka samga diet¢ jak
w | etapie eksperymentu bez modyfikacji oraz trzy kolejne grupy, ktore rowniez
kontynuowaty spozycie tego samego rodzaju diety co w I etapie, ale z dodatkiem
wybranych fitoestrogendw: genisteiny (grupy z dopiskiem GEN; dawka 0,5 g/kg diety),
daidzeiny (grupy z dopiskiem DAI; dawka 0,5 g/kg diety) lub ekstraktu izoflawonow
sojowych (grupy z dopiskiem ISO; dawka 2 g/kg diety). Ten etap do§wiadczenia trwat
8 tygodni.

Dawki dodatkéw izoflawondw sojowych zastosowanych w dietach zostaly okreslone
na podstawie przegladu literatury. Zdecydowano si¢ na skorzystanie z danych dotyczacych
spozycia tych zwiazkow przez populacj¢ azjatycka, ze wzgledu na fakt, ze spozywa ona
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zwyczajowo wieksze ilosci tych sktadnikow z dieta, a takze fakt, ze zostalo ono lepiej
opisane. Ilosci dodatkow ustalono w taki sposob, aby ich dzienne pobranie przez zwierzeta
odpowiadato przecietnemu spozyciu ich przez ludzi wraz z produktami sojowymi i/lub
suplementami diety je zawierajagcymi. Mozliwe bylo to dzigki eksperymentom innych
badaczy, ktérzy porownywali spozycie wybranych dawek izoflawondéw sojowych
w przetozeniu na stezenie tych zwigzkow w surowicy krwi zarowno u ludzi jak 1 u szczurow
laboratoryjnych (Doerge & Sheehan, 2002). Doktadny schemat badania przedstawiono na
rycinie 4.

Tab. 1. Sktad diet AIN-93M 1 jej modyfikacji zastosowanych podczas do§wiadczenia na

modelu zwierzecym w przeliczeniu na 1 kg diety.

Sktadniki diety Ilos¢ sktadnika [g]
Kazeina 140
L-Cystyna 1,8
Skrobia kukurydziana 465,692
100
Sacharoza (lub 102,5 w przypadku diety
z deficytem choliny)
Maltodekstryna 10 155
Blonnik (celuloza) 50
Olej stonecznikowy 40
Mieszanka mineralna 35
Mieszanka witamin 10
Cholina (lub jej brak w przypadku diet z deficytem 2k
choliny, ilo$¢ uzupetniona sacharoza) '
Tert-butylhydroquinone (TBHQ) (8 mg) 0,008
e ey, (105 +051ub2
Razem 1000
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GEN — Genisteina (LC Laboratories)
DAI — Daidzeina (LC Laboratories)
1SO — Ekstrakt izoflawonéw sojowych (NovaSOY)

n = 80 samcow

8-tygodniowe szczury szczepu Wistar

| etap — 4 tygodnie —
| 1

n=40 n=40
Control diet (CD) Choline deficient diet (CholDD)
" asza AIN-93M . asza AIN-93M bez cholin
Il etap — 8 tygodni (P ) b V)
10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
n=
& CD-GEN CD-DAI CD-ISO CholDD CholDD-GEN CholDD-DAI CholDD-ISO
(0,5g/kg diety) (0,5g/kg diety) (2g/kg diety) (2g/kg diety) (0,5g/kg diety) (0,5g/kg diety) (2g/kg diety)

Ryc. 4. Schemat do$wiadczenia na modelu zwierzecym.

Genisteina oraz daidzeina zostaly zakupione z LC Laboratories, natomiast gotowy
ekstrakt izoflawonéw sojowych NovaSoy400 z firmy Archer Daniels Midland.
Novasoy400 to koncentrat izoflawondéw na bazie soi, wyekstrahowany w taki sposob,
aby zapewni¢ zachowanie proporcji izoflawondow oraz izoform aglikonu i glikonu,
jakie mozna znalez¢ w ziarnach soi 1 niesfermentowanej zywnos$ci sojowej. Zgodnie
z informacjami deklarowanymi przez producenta catkowita zawarto$¢ izoflawonow
w przeliczeniu % masy wynosi minimalnie 40%. Dokladny sklad ekstraktu

przedstawiono w tabeli 2.
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Tab. 2. Sktad ekstraktu izoflawondéw sojowych (NovaSoy 400) uzyty w do§wiadczeniu na

modelu zwierzecym (wraz z przeliczeniami zawartosci poszczeg6lnych aglikonow).

No:oat)%oy Konwersja Laczna ilo$é | Genisteina | Daidzeina | Glyciteina
g/100g wspotczynnik | AIE, g/100g | AlE, g/100g | AIE, g/100g | AIE, g/100g
Daidzyna 18,12 0,61057 11,06 11,06
Mal-Daidzyna 0,09 0,50597 0,05 0,05
Ac-Daidzyna 1,07 0,55458 0,59 0,59
Daidzeina 0,24 1,00000 0,24 0,24
Glicytina 1,73 0,63677 1,10 1,10
Mal-Glicytina 0,1 0,53383 0,05 0,05
Ac-Glicytina 0,14 0,58196 0,08 0,08
Glicyteina 0,08 1,00000 0,08 0,08
Genistina 20,15 0,62500 12,59 12,59
Mal-Genistina 0,1 0,52123 0,05 0,05
Ac-Genistina 1,34 0,56962 0,76 0,76
Genisteina 0,14 1,00000 0,14 0,14
Lacznie 43,3 - 26,79 13,54 11,94 1,31

Legenda: 'Novasoy jest produktem naturalnym, warto$ci te nieznacznie si¢ r6znig w zaleznoéci od partii;

AIE - odpowiednik aglikonu izoflawonu;

4.2. Ocena spozycia diet, analiza masy i skladu ciala

Przez caty okres trwania doswiadczenia dokonywano codziennej kontroli spozycia
diety, a wyniki pomiaréw zapisywano w dzienniku do$wiadczen. Wykonano réwniez
cotygodniowe pomiary masy ciata z wykorzystaniem wagi elektronicznej (Radwag).
Przeprowadzono takze pomiary sktadu ciata wszystkich zwierzat w trzech punktach
czasowych, tj. pierwszego dnia doswiadczenia, na koniec | etapu oraz na koniec II etapu.
Pomiary te wykonane byly za pomocg analizatora sktadu ciala zwierzat laboratoryjnych
minispec LF90Il (Bruker, Niemcy), ktorego zasada dzialania oparta jest na jagdrowym
rezonansie magnetycznym domeny czasu. Przeprowadzenie tej analizy polegato na
umieszczeniu zwierzgcia w specjalnie przystosowanej do tego tubie, ktora stanowita
poskramiacz umozliwiajacy ograniczenie ruchow zwierzat w trakcie trwania pomiaru oraz
umieszczenie go w analizatorze. Pomiar trwatl okoto 2 minuty, po czym zwierzgta

bezposrednio odktadano do ich klatek.

4.3. Procedura pobrania proébek krwi i tkanek

Eksperyment zakonczyl si¢ u$mierceniem zwierzat w celu pobrania materiatu

biologicznego do dalszych analiz. Na 12 godzin przed rozpoczgciem niniejszej czynnosci
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doswiadczalnej zwierz¢tom odstawiono pasze. Jako znieczulenie zastosowano mieszaning
dwutlenku wegla i powietrza (podang wziewnie, kontrolowany sktad 70% : 30%), a po
stwierdzeniu braku przytomnosci zwierzeta usmiercono poprzez wykrwawienie.

W celu pozyskania surowicy krew zebrano do standardowych fiolek i pozostawiono do
wykrzepienia w temperaturze pokojowej na 30-40 minut. Nastepnie probke wirowano przy
3500 rpm przez 7 minut w temperaturze pokojowej. W przypadku pozyskiwania osocza,
materiat zbierano do probowek z antykoagulantem i odwirowywano przy 3500 rpm przez
7 minut w temperaturze 4°C. Po odwirowaniu zaréwno surowica, jak i 0socze zostaty
rozdzielone z wykorzystaniem pipety automatycznej do jednorazowych plastikowych
probéwek o matej pojemnosci, a nastepnie przechowywane w temperaturze -80°C do
dalszych analiz.

Od zwierzat pobrano takze narzady wewnetrzne, tj. watrobe, sledzione, nerki, serce,
moézg 1 jadra, ktére bezposrednio po pobraniu zostalty zwazone na wadze elektronicznej
(Radwag), nastgpnie niezwlocznie przeniesione do probowek przeznaczonych do
glebokiego mrozenia (tzw. kriofiolek), w celu natychmiastowego zamrozenia w ciektym
azocie. Probki te przechowywano w temperaturze -80°C do dalszych analiz. Wyjatek
stanowila watroba, ktorej $cisle okreslony fragment (zawsze z tego samego ptata) przed
przeniesieniem do probowek przeznaczonych do glebokiego mrozenia, zostat umieszczony
w probowkach z roztworem Bouin’a. Roztwor ten jest utrwalaczem, ktory zabezpiecza

tkanke do momentu wykonania preparatow histologicznych.

4.4. Badanie histologiczne watroby szczuréw

Przygotowanie preparatow histologicznych wraz z barwieniem wykonano we
wspotpracy z Zaktadem Histologii 1 Embriologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu. Pierwszym etapem tej procedury bylo odwadnianie tkanki
poprzez inkubacj¢ w szeregu alkoholi i ksylenu (od alkoholu 50% przez 70%, 80%, 90%,
96% i absolutny 99,8% do mieszaniny etanol-ksylen i czystego ksylenu) (Leica ST5010
Autostainer XL). Nastepnym krokiem bylo tzw. przepajanie, ktore polegalo na
umieszczeniu materialu w mieszaninie parafiny z ksylenem, a dalej w cieklej parafinie. Tak
przygotowany fragment tkanki zatopiono w bloczku parafinowym (BioOptica), z ktérego
za pomoca mikrotomu obrotowego (Leica RM2255) przygotowano skrawki o grubosci
5 um. Przygotowane w ten sposéb skrawki umieszczono na szkietkach podstawowych do
czasu dalszych analiz. Badanie struktury histologicznej watroby rozpoczgto od

odparafinowania skrawkow poprzez ich umieszczenie w dwoch zmianach ksylenu, oraz
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nawodnienia ich w szeregu alkoholi przygotowanym podobnie jak szereg odwadniajacy,
jednak utozonych w odwrotnej kolejnosci (od alkoholu absolutnego do 70%). W celu
przeanalizowania morfologii komorek watroby wybrano metode¢ barwienia hematoksyling
i eozyng (H-3502, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA), ktéore wykonano
zgodnie z protokolem producenta. Przygotowane wczesniej szkietka inkubowano
z hematoksyling przez 5 minut 1 przemyto dwukrotnie wodg destylowana.
W dalszej procedurze wykonano ptukanie preparatow alkoholem absolutnym, po czym
barwiono roztworem eozyny przez 3 minuty i znéw ptukano alkoholem absolutnym. Na
koniec szkieltka odwodniono w trzech zmianach alkoholu absolutnego 1 przykryto
szkietkami nakrywkowymi. Tak wykonane barwienie zostalo udokumentowane za pomoca

skanera slajdow Ocus firmy Grundium (Grundium, Tampere, Finlandia).

4.5. Analiza stezenia wybranych parametréw biochemicznych

W ramach analizy parametrow biochemicznych w krwi i tkankach pobranych od
zwierzat, wykonano oznaczenie m.in. profilu lipidowego, tj. poziomu cholesterolu
calkowitego, cholesterolu frakcji HDL oraz LDL, oraz TG, a takze glukozy i enzymow
watrobowych, tj. aminotransferazy alaninowej (ALAT) oraz aminotransferazy
asparaginowej (AspAT). Powyzsze parametry oznaczono W surowicy Kkrwi
z wykorzystaniem komercyjnych zestawow (Thermo Fisher Scientific, USA), za pomoca
w pelni zautomatyzowanego analizatora Konelab 20i (Thermo Fisher Scientific,
Finlandia). Zastosowane testy bazujg na metodzie enzymatyczno-kolorymetrycznej, ktora
polega na przeprowadzeniu reakcji enzymatycznych miedzy badanym biomarkerem,
a odczynnikami zawartymi w zestawie, w konsekwencji czego powstaje barwny produkt.
Koncowym etapem analizy jest pomiar absorbancji (zwanej rowniez gestoscig optyczng)
uzyskanego produktu. Otrzymany wynik po przeliczeniu wyraza stezenie analizowanego
parametru w probce.

W surowicy krwi oznaczono takze stezenie VLDL wykorzystujac komercyjnie
dostepny test immunoenzymatyczny ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
(E-EL-R1203, Elabscience), ktory umozliwia oznaczenie iloSciowe danego biatka.
Oznaczenia dla kazdej probki zostalo wykonane w dwoch powtorzeniach. Zastosowany
test bazuje na metodzie ,,sandwich ELISA”, tj. , kanapkowa ELISA”, gdyz antygen (czyli
analizowane biatko) wigzany jest migdzy dwoma warstwami przeciwcial. Faza stata, ktorg
W niniejszym zestawie stanowita 96-dotkowa ptytka, pokryta byta przeciwciatem swoistym

dla szczurzej lipoproteiny VLDL. Pierwszym krokiem w procedurze byto dodanie probek
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surowicy krwi do odpowiednich dotkoéw plytki. Na tym etapie nastepowalo wigzanie
analizowanego bialka ze swoistym przeciwciatem. Nastepnie do kazdego dotka dodawano
biotynylowane przeciwcialo (wyznakowane koniugatem  awidyna-peroksydaza
chrzanowa) skierowane przeciwko lipoproteinie VLDL. Co wazne, to przeciwcialo
rozpoznaje inny fragment czgsteczki biatkowej. Dzigki temu przeciwcialo wykorzystane
w fazie stalej nie blokowalo przeciwciata wyznakowanego enzymem. W kolejnym etapie
procedury dodawano substrat dla peroksydazy chrzanowej, co skutkowato wystapieniem
reakcji barwnej i pojawienie si¢ koloru niebieskiego. Po kilkunastu minutach, zgodnie
z protokolem, reakcje te przerywano przez dodatnie roztworu STOP. Niebieskie
zabarwienie zmieniato si¢ na zotte. Ostatnim zadaniem zgodnie z protokotem byl pomiar
absorbancji przy dlugosci fali 450 nm, ktorego dokonano za pomoca czytnika
wielodetekcyjnego (Infinite Pro 200, Tecan). Z uzyskanych wynikéw wyliczono $rednig
absorbancj¢ dla obu powtérzen i1 wyznaczono krzywa wzorcowa, ktora umozliwita
przeliczenie tych warto$ci na st¢zenie biatka.

W pobranych probkach watroby oznaczono réwniez stezenia fosfatydylocholiny.
W tym celu skorzystano z komercyjnie dostepnego zestawu, ktory bazuje na metodzie
kolorymetrycznej (MAKO049, Sigma-Aldrich). Dla kazdej probki wykonano dwa
powtorzenia. Analize¢ przeprowadzono zgodnie z protokolem producenta. Ostatnim etapem
byto wykonanie pomiaru absorbancji przy dlugosci fali 570 nm z wykorzystaniem czytnika
wielodetekcyjnego (Infinite Pro 200, Tecan) oraz wyliczenie stezenia fosfatydylocholiny

w probkach.

4.6. Oznaczenie zawartosci thuszczu w probkach kahu

Kat od zwierzat biorgcych udzial w doswiadczeniu zebrano w ciggu 7 ostatnich dni
Il etapu eksperymentu. Ze wzgledu na fakt, ze zwierzgta przebywaty w klatce parami,
probki materiatu pochodzily zawsze od dwoch osobnikow. Nie wptywato to jednak na
otrzymane wyniki, gdyz analizowano $rednie warto$ci tego parametru dla danej grupy
eksperymentalnej. W celu odpowiedniego zabezpieczenia probek, w tym okresie
przechowywano je w temperaturze 4°C. Nastgpnie material Suszono w suszarce
laboratoryjnej (SUP-100W Wamed) do stanu powietrznie suchego, po czym zmielono go
przy uzyciu komercyjnie dostepnego mtynka do mielenia ziaren.

Zawarto$¢ thuszczu w tak przygotowanych probkach oznaczono wg metody Soxhleta,
przy uzyciu analizatora tluszczu Soxtec Avanti 2055 (Foss-Tecator, Dania). Metoda ta

polega na kilkugodzinnej ekstrakcji ciagtej ttuszczu z probek katu za pomoca eteru
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naftowego. Ilo$¢ wyekstrahowanego thuszczu oblicza si¢ wagowo. Analize rozpoczynano
od odwazania okoto 0,8 g zmielonego katu do gilz ekstrakcyjnych oraz zwazenia czystych
naczynek aluminiowych, do ktérych wlewano nastgpnie po 50 ml eteru naftowego
(AlfaChem). Tak przygotowane gilzy zakryte wata i naczynka umieszczano w analizatorze,
w ktorym w 3 etapach przeprowadzano analiz¢ gtéwna, polegajaca na:

e ckstrakcji we wrzacym eterze przez 25 minut (I etap),

e ekstrakcji w parach eteru (przy uniesionych gilzach ekstrakcyjnych) przez 40

minut (11 etap),

e odparowaniu rozpuszczalnika przy zamknietych kranikach (III etap).
Po wykonaniu tej czg$ci oznaczenia naczynka aluminiowe, w ktorych znajdowat si¢ thuszcz
po ekstrakcji, suszono w suszarce przez 45 minut w temperaturze 105°C. Nastgpnie
naczynka te ostudzono z uzyciem ecksykatora i zwazono na wadze elektronicznej
(Sartorius). Probka katu z kazdej klatki oznaczona zostala w trzech powtodrzeniach,
z ktorych obliczono s$rednig. Pomiary na wadze elektronicznej przeprowadzono

z doktadnoscia do 0,001 g. Wynik obliczano z ponizszego wzoru:

masa kolby z tluszczem (g) — masa kolby (g)

Thuszez surowy % = x 100%

masa probki (g)

4.7. Analiza ekspresji wybranych genow na poziomie transkrypcji

Pierwszym etapem analizy transkrypcji genéw byta izolacja RNA z fragmentu watroby
szczurdw, ktory zostal pobrany i zabezpieczony podczas sekcji konczacej doswiadczenie.
Izolacje wykonano z zastosowaniem odczynnika Extrazol (Blirt), zgodnie z metodyka
producenta.  Procedur¢ rozpoczynato  przeprowadzenie homogenizacji  tkanki
(wykorzystaniem homogenizatora MagNA Lyser, Roche) i lizy komoérek w §rodowisku
w ktorym nastgpuje denaturacja rybonukleaz. Kolejnym krokiem bylo dodanie
chloroformu i wirowanie probek (12 000 x g przez 15 minut w temperaturze 2-8°C.).
Efektem tego byt rozdziat mieszaniny na trzy fazy. Catkowite RNA znajdowato si¢ w fazie
wodnej, ktora zostata wykorzystana w dalszych etapach, do ktorych nalezata precypitacja
izopropanolem wyizolowanego RNA oraz doktadne oczyszczenie osadu poprzez ptukanie
75% alkoholem etylowym. Tak przygotowany material rozpuszczono w wodzie DEPC

(tj. wodzie dejonizowanej, wolnej od nukleaz, dzigki obecnosci pirydylanu dietylu). Oceng
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ilosciowa 1 jakosciowa st¢zenia RNA wykonano przy pomocy spektrofotometru do
pomiaru w mikroobjeto$ciach (DS-11 DeNovix).

Nastepnie przeprowadzono syntez¢ cDNA na matrycy RNA przy uzyciu komercyjnego
zestawu Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche). Pierwszym jej etapem byta
standaryzacja ilosci RNA do 1ug, kolejno dodanie wody i starteréw oligo-dt oraz inkubacja
w temperaturze 65°C. Dalsze dziatania polegaly na dodaniu mieszaniny reakcyjnej, na
ktorg sktadat si¢ bufor, nukleotydy oraz enzym odwrotna transkryptaza, co prowadzito do
wywotania reakcji odwrotnej transkrypcji. Etap ten prowadzano z uzyciem termocyklera
gradientowego (MultiGene, Labnet) przez okoto 2 godziny.

Ostatnim krokiem w analizie ekspresji genéw na poziomie transkrypcji byto wykonanie
reakcji PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR). Zostata ona przeprowadzona na
urzadzeniu Light Cycler 480 (Roche Diagnostics), przy uzyciu sond UPL znakowanych
fluorescencyjnie (Universal Probe Library; Real-Time Ready Assay, Roche Diagnostics)
oraz zestawu do amplifikacji LightCycler® 480 Probes Master (Roche Diagnostics).
Doktadny sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli 3. Analizowano poziom
transkrypcji czterech genow, tj. Pemt, Ppar y, Srebp-lc, Fasn, oraz dwoch genow
referencyjnych, tj. Actb, Hprtl. Informacje na temat sekwencji niniejszych genéw w bazie
GenBank zaprezentowano w tabeli 4. Reakcje dla kazdej probki przeprowadzano w trzech
powtdrzeniach z uzyciem 1 pl matrycy ¢cDNA. Amplifikacje genow przeprowadzono
w wystandaryzowanych warunkach, tj. 10 minut aktywacji polimerazy w 95°C; 45 cykli
w tym: 10 sekund denaturacji w 95°C, 30 sekund przytaczania starteréow w 60°C i 1 sekunda
elongacji w 72°C; oraz chtodzenia w 30 sekundach w temperaturze 40°C.

W celu ilosciowej oceny produktu amplifikacji wyznaczono krzywe standardowe (dla
kazdego z genow). Relatywny poziom ekspresji genow zostal okreslony na podstawie

analizy maksimum drugiej pochodnej z wykorzystaniem oprogramowania Roche.

Tab. 3. Sktad mieszaniny reakcyjnej w reakcji real-time PCR.

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Objetos¢ [ul]
cDNA 2,5
Sonda UPL (Universal ProbeLibrary probe) 0,5
Master mix 50
H20 DEPC 2,0
Laczna objetos¢é mieszaniny 10
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Tab. 4. Charakterystyka amplikonu zastosowanego dla analizowanych gendw.

Symbol genu | Numer sekwencji w bazie GenBank | Dlugo$¢ amplikonu (nt)
Pemt NM_013003.1 72
Ppary NM_013124.3 76
Srebp-1c NM_001276708.1 72
Fasn NM_017332.1 75
Actb NM_031144.3 72
Hprtl NM_012583.2 61

4.8. Oznaczenie bialek metoda Western Blot

W celu rozwinigcia i uszczegdtowienia analizy ekspresji wyzej wspomnianych genow
oznaczono bialka PEMT (22 kDa), PPARy (57 kDa) oraz B-aktyny (41 kDa) metoda
Western Blot. Pierwszym etapem tej analizy byto wykonanie izolacji bialek z watroby
szczuréw. Do tego celu wykorzystano bufor RIPA, w sktad ktorego wchodza: 50 mmol
Tris-HCI, pH 8,0 wraz z 150 mM NaCl, 1,0% NP-40, 0,5% deoksycholanem sodu, 0,1%
SDS, 10 mM NaF i 1 mM NazVO4 (R0278, Sigma-Aldrich). Bufor ten zostal wzbogacony
w gotowy koktajl inhibitoréw proteazy (P8340, Sigma-Aldrich). Tkanke w ilosci 50 mg
przeniesiono do probéwek wypetnionych ceramicznymi kulkami, nastgpnie zalano 500 pul
przygotowanego roztworu RIPA, po czym poddano homogenizacji z wykorzystaniem
homogenizatora laboratoryjnego (MagNA Lyser, Roche). Homogenat tkankowy wirowano
(8,000 x g, 10 minut, w 4°C), po czym uzyskany supernatant zawierajacy biatka
cytoplazmatyczne i blonowe przeniesiono do nowych probowek typu Eppendorf.
Kolejnym krokiem byto oznaczenie catkowitej ilosci biatka w supernatancie za pomoca
komercyjnego zestawu (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, USA).
Oznaczenie wykonano zgodnie z protokotem producenta, a pomiar absorbancji przy
dhugosci fali 562 nm za pomoca czytnika wielodetekcyjnego (Infinite Pro 200, Tecan).

Kazda z analizowanych prébek przygotowano w taki sposdb, aby zawierata 30 pg
biatka. Probki zgodnie z obliczeniami uzupetniono buforem RIPA, po czym dodano
w stosunku 1:3 (w/v) 4x bufor obcigzajacy i barwigcy Laemmli (BioRad) wzbogacony
B-merkaptoetanolem  (Sigma-Aldrich), zawierajagcy czynnik denaturujgcy. Tak
przygotowane probki denaturowano przez 5 minut w 95°C.

Nastepnym krokiem w procedurze Western Blot byto natozenie probek z rowng iloscia
biatka na Zel poliakrylamidowy (sktadajacy si¢ z dwoch czgsci, tj. 4% zelu zageszczajacego

oraz 12% zelu separujacego) i przeprowadzenie rozdziatu elektroforetycznego (tzw.
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elektroforeza SDS-PAGE). Rozdzial ten przeprowadzono w aparacie do elektroforezy
biatek (Mini-PROTEAN Tetra Cell, 4-Gel system, BioRad), pod napigciem 120 V przez
ok. 1,5 h, w obecnosci buforu do elektroforezy. Na zel, razem z probkami biatek, naktadano
marker umozliwiajacy identyfikacje wielkosci prazkoéw (Precision Plus Protein™ Dual
Xtra Prestained Protein Standards, 2-250 kDa, BioRad).

Kolejnym etapem niniejszej procedury byt transfer potsuchy biatek z zelu na membrang
PVDF (BioRad) w aparacie do transferu biatek (Trans-Blot Turbo Transfer System,
BioRad). Transfer ten wykonano przy nat¢zeniu 0,3 A, przez 10 minut w obecnos$ci buforu
Towbin. Wizualizacje biatek, a tym samym wydajno$¢ transferu, sprawdzono poprzez
1-minutowg inkubacje membrany w roztworze Ponceau S (Sigma-Aldrich). Nastepnie
membrang z biatkami inkubowano w 3% roztworze albuminy surowicy bydlgcej (BSA,
Sigma-Aldrich) w buforze TBST (ang. tris-buffered saline with Tween-20) przez 1 h
w temperaturze 4°C, w celu zablokowania miejsc niespecyficznego wigzania przeciwcial.

Dalszym krokiem byta immunodetekcja posrednia, podzielona na 4 etapy tj.:

1. inkubacja membrany z przeciwciatem I-rzgdowym zawieszonym w buforze
TBST, przez 24 h w 4°C:
o dla biatka PEMT (krolicze przeciwciato poliklonalne, rozciefczenie
1:1000; PA5-42383, Thermo Fisher Scientific),
o dla biatka PPARy (mysie przeciwcialo monoklonalne, rozcienczenie
1:1000; 419300, Thermo Fisher Scientific),
2. 3-krotne ptukanie membrany w buforze TBST przez 10 min,
3. inkubacja z przeciwcialem Il-rzedowym wyznakowanym enzymem
(skierowane swoiscie przeciwko przeciwciatu I-rzegdowemu) zawieszonym
w buforze TBST przez 2 hw 4°C:
o dla biatka PEMT (przeciwciato anty-krolicze, rozcienczenie 1:10000;
31210, Thermo Fisher Scientific),
o dla biatka PPARy (przeciwcialo anty-mysie, rozcienczenie 1:4000;
SA5-10265, Sigma-Aldrich),
4. 3-krotne plukanie membrany w buforze TBST przez 10 min.
Nastepnym etapem procedury byto inkubowanie membrany z substratem (Pierce™
ECL Western Blotting Substrate, Thermo Fisher Scientific) dla enzymu z przeciwciata
II-rzedowego. Detekcja sygnatu chemiluminescencyjnego wykonana zostata za pomoca

systemu ChemiDoc Touch Imaging (BioRad).
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W celu w normalizacji poziomow wykrywanych biatek, membran¢ po uprzednim
3-krotnym ptukaniu w roztworze TBST inkubowano przez 24 h w 4°C z przeciwciatlem
I-rzedowym dla B-aktyny, stanowigcej biatko referencyjne (jest to biatka o statym poziomie
ekspresji w komorce). Po 3-krotnym przeptukaniu w roztworze TBST, membrane
inkubowano z przeciwciatem II-rzedowym przez 2 h w 4°C, po czym wykonano ponowng
detekcje sygnatu chemiluminescencyjnego, ktéra opisano powyzej. Do oznaczenia beta
aktyny wykorzystano:

e przeciwcialo I-rzedowe: mysie przeciwcialo  monoklonalne,
rozcienczenie: 1:5000 w 3% roztworze w TBST (ab8226, Abcam),

e przeciwcialo Il-rzedowe: przeciwcialo anty-mysie, rozcienczenie:
1:4000
w 3% roztworze w TBST (ab98808, Abcam).

Analize densytometryczng prazkéow przeprowadzono z wykorzystaniem
oprogramowania firmy BioRad. Odczyt sygnatu dla PEMT i PPARy normalizowano
wzgledem sygnatu dla biatka referencyjnego — beta aktyny.

4.9. Oznaczenie bialek metoda ELISA

Wykonano réwniez oznaczenie ilosciowe biatek SREBP-1 (120 kDa) oraz FAS (272
kDa) w watrobie szczuréw. Ze wzgledu na duza mas¢ czgsteczkowg tych bialek
skorzystano
z komercyjnie dostepnych testow ELISA (SREBP-1 - MBS040783, FAS - MBS706221;
MyBioSource). Zasada dziatania tych zestawow byta taka sama jak w przypadku opisanego
powyzej oznaczenia lipoproteiny VLDL (w podrozdziale ,,4.5. Analiza ste¢zenia wybranych
parametréw biochemicznych”) i opierala si¢ na tzw. metodzie ,kanapkowej ELISA”.
Kazde oznaczenie wykonano w dwodch powtdrzeniach zgodnie z protokotem
przygotowanym przez producenta. Pomiar absorbancji wykonano przy dlugosci fali 450

nm za pomocg czytnika wielodetekcyjnego (Infinite Pro 200, Tecan).

4.10. Analiza statystyczna

Wyniki analizowanych parametrow uzyskane w poszczegélnych grupach zostaty
przedstawione jako $rednia i odchylenie standardowe. Wyjatek stanowi wykres obrazujacy
przyrosty masy ciata zwierzat, ktory ukazuje wylacznie wartosci $rednie. Dla spozycia

karmy w catym do$wiadczeniu podano takze warto$¢ minimalng i maksymalna.
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Wartosci uzyskane w ramach pomiaréw sktadu ciata zwierzat poddano analizie
wariancji z powtdrzonymi pomiarami. Sferyczno$¢ danych sprawdzono wykorzystujac test
Mauchly’ego. Jesli zatozenia nie zostaly spetnione, wykonano poprawke Greenhouse-
Geissera. Jesli dla tej korekty uzyskano istotnos$¢ statystyczng (p<0,05), przeprowadzano
analiz¢ post hoc z wykorzystaniem testu Tukeya.

W przypadku pozostatych wynikéw rozktad danych sprawdzono za pomocg statystki
Shapiro-Wilka, a jednorodno$¢ wariancji testem Browna-Forsythe’a. Jesli zatozenia
zostaly spetnione $rednie warto$ci w grupach zostaty poréwnane z wykorzystaniem analizy
wariancji. Gdy dla zmiennej uzyskano istotnos$¢ statystyczna (p<0,05), zostata wykonana
analiza post hoc z wykorzystaniem testu Tukeya. Je$li zalozenia nie zostaty spelnione
(rozktad danych bez normalnosci i/lub niejednorodno$¢ wariancji) wykorzystano
nieparametryczny test rang Kruskala-Wallisa. Gdy dla zmiennej uzyskano istotno$é
(p<0,05) réznice pomigdzy grupami byly analizowane poprzez wyliczenie wielokrotnych
poréwnan Srednich rang dla wszystkich prob. Obliczenia zostaty wykonane w programie

Statistica 13 (Statsoft, Polska).
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5. Wyniki

5.1. Parametry ogolnozywieniowe i wzrostowe zwierzat

W ramach oceny parametrow ogoélnozywieniowych w doswiadczeniu in vivo,
dokonano pomiaréw spozycia karmy oraz obliczono efektywno$¢ zywienia, ktora wyraza
przyrost masy ciata (g) przeliczony na 100 g spozytej paszy. Dla kazdego z tych
parametrOw, w danej grupie zwierzat, obliczono i zaprezentowano na rycinach lub w tabeli
$rednig arytmetyczng wraz z odchyleniem standardowym. Dane zbierano na podstawie
spozycia karmy W kazdej klatce, przeliczajac umowne spozycie na jedno zwierze poprzez
podzielenie wynikow przez 2 (w kazdej klatce znajdowaly si¢ po dwa osobniki). Srednie
dzienne spozycie karmy w I etapie doswiadczenia roznito sig¢ istotnie statystycznie miedzy
grupami CholDD-ISO i CholDD oraz CholDD-1SO i CholDD-GEN. W obu przypadkach
spozycie paszy bylo istotnie wyzsze dla grupy CholDD-ISO i wynosito 30,51 g/dzien.

Niniejsze wyniki zaprezentowano na rycinie 5.
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Srednie spozycie karmy (g/dzien)
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CD CD-GEN CD-DAI CD-ISO ChoIDD  CholDD-GEN CholDD-DAI CholDD-ISO

* p<0,05; CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — AIN93M bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAI — AIN93M bez choliny

z dodatkiem daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 5. Spozycie karmy w grupach szczuréow — | etap doswiadczenia.
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Spozycie karmy w II etapie doswiadczenia przedstawiono na rycinie 6. Rdznice
istotng statystycznie w tym okresie trwania eksperymentu zaobserwowano jedynie migdzy
grupami CD i CholDD. Srednia warto$é tego parametru na jedno zwierze w grupie CD

wynosita 27,54 g/dzien, natomiast w grupie CholDD 30,62 g/dzien.

Srednie spozycie karmy (g/dzien)

20.00
CD CD-GEN CD-DAI CD-ISO CholDD  CholDD-GEN CholDD-DAI CholDD-ISO

- p<0,05.’, CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AIN93M

z dodatkiem daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — AIN93M bez
choliny; CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAI — AIN93M bez
choliny z dodatkiem daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 6. Spozycie karmy w grupach szczuréw — |1 etap doswiadczenia.

Biorac pod uwage dane dotyczace spozycia karmy w trakcie catego eksperymentu,
zaobserwowano réznice istotne statystycznie wylacznie migdzy grupg CD a grupa
CholDD. Wynik ten przedstawiono w tabeli 5, w ktorej uwzgledniono takze wartosci
minimalne i maksymalne dla tego parametru. Uszczegdtawiajgc, mozna zauwazyc,
iz w grupach spozywajacych karme z prawidtowa iloscig choliny, $§rednie dzienne spozycie
wynosito 28,68 g, natomiast w grupach spozywajacych pasze z deficytem choliny 29,36 g.

Przez caly okres trwania do$wiadczenia zwierzgta spozywaty dziennie $rednio

26 — 32 g karmy dziennie na osobnika, co w przypadku samcow w tym okresie rozwoju

1 takiej masie ciala przyjmuje si¢ za norme.

66



Tab. 5. Spozycie karmy w grupach szczuréw — cate do§wiadczenie (I 1 II etap).

Spozycie karmy
w grupach (g/dzien)

CD CD-GEN CD-DAI CD-ISO CholDD | CholDD-GEN | CholDD-DAI | ChoIDD-ISO
x=SD
Mim-Max
28,05 +1,86%| 28,88 +1,10(28,94 + 0,75 | 28,84 + 1,28 (29,94 + 1,94*| 28,46+ 0,77 | 29,11 +0,75 | 29,94 +0.73
26,38-31.34 | 27.45-30.09 | 28,17-30.25 | 26,92-30,40 | 26,63-32.19 | 27.37-29.50 | 28,19-30.20 | 28.70-30.70

* p<0,05; ANOVA analiza wariancji

W przypadku oceny efektywno$ci Zywienia najnizsza $rednig warto$¢ uzyskaty

zwierzeta z grupy CholDD-GEN (10,10), natomiast najwyzsza zwierzeta z grupy CD

(11,62), a wiec te ktore spozywaly diete zbilansowang bez zadnych dodatkoéw. Nie

wykazano jednak rézni¢ istotnych statystycznie miedzy poszczegdlnymi grupami.

Doktadne wyniki zaprezentowano na rycinie 7.
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p=0,05; CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — AIN93M bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAI — AIN93M bez choliny z dodatkiem
daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 7. Efektywnos¢ zywienia w poszczegolnych grupach szczurow.
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W ramach parametréw wzrostowych analizie poddano przyrost masy ciata zwierzat
w trakcie trwania do$wiadczenia (rycina 8), a takze mas¢ wzgledng narzadow pobranych
podczas sekcji (tabela 6). Przyrosty masy ciata wzigte pod uwage w analizie statystycznej
obliczono poprzez odjecie wyniku z pierwszego pomiaru, w dniu rozpoczynajacym
eksperyment, od ostatniego pomiaru, ktory nastepowal w dniu sekcji. Masa wzgledna
narzadow wyraza % calkowite] masy ciata jaki stanowi dany narzad. W niniejszym
doswiadczeniu oceniono masg watroby, §ledziony, nerek, serca, mozgu i jader.

Srednie warto$ci przyrostow masy ciata nie roznity si¢ istotnie statystycznie miedzy
grupami i wynosity od 241,10 g do 283,10 g. Najwyzsze $rednie przyrosty odnotowano
w grupach CD-GEN (281 g) oraz CholDD-ISO (283,10 g), natomiast najnizsze w grupach
CholDD-GEN (241,10 g) oraz CD-DAI (253,70 g). Na rycinie 8 uwzgledniono wyniki
wszystkich pomiaréw masy ciata wykonanych w trakcie trwania do§wiadczenia, obrazujac
zmiany miedzy poszczegdlnymi tygodniami. Analizujac przyrosty masy ciala
pojedynczych zwierzat, a nie $redniej dla grupy mamy do czynienia z zakresem wartos$ci
161 - 375 g.

Brak roznic istotnych statystycznie miedzy grupami zaobserwowano rowniez dla
srednich mas wzglednych narzadow. Wartosci tych parametrow byty bardzo zblizone

migdzy poszczegolnymi grupami, bez potencjalnych tendencji — tabela 6.
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p=0.05; CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — ATN93M z dodatkiem
daidzeiny: CD-ISO — ATN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — ATN93M bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAI — AIN93M bez choliny z dodatkiem
daidzeiny: CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonow sojowych;

Ryc. 8. Przyrost masy ciata w grupach szczurow.
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Tab. 6. Srednie masy wzgledne narzadéw szczurdéw z réznych grup.

CD CD-GEN CD-DAI CD-ISO CholDD CholDD-GEN CholDD-DAI CholDD-ISO ANOVA

Watroba [%] 3,50= 026 3,67+033 3,87+029 3,79+023 3,78=0,55  3,74+024 3,81£0.28 3,59 £ 0,31 p>0,05
Sledziona [%] 0,20£0,03 0182003 0,18£0,03 0,17£0.03 0.20+0,04  0,19+0,04 0,17 £ 0,03 0,20 £ 0,03 p>0,05
Nerki [%]  0,68£0.05 0,69+005 074+006 0,72+007 072+008  071+0,04 0,70 £ 0,08 0,69 + 0,04 p>0,05
Serce [%] 029002 029+003 030+002 029+002 030=003 02900l 0,28 +0,03 0,29 = 0,03 p>0,05
Moézg [%]  042+0,02 042+0,02 043+002 0424002 042+003  042+001 0,42 £ 0,02 0,43 £ 0,02 p>0,05
Jadra [%] 0,81+0,10 084%015 0,88+005 087+008 087006 084+0,07 0,81 0,09 0,86+ 0,17 p>0,05

ANOVA analiza warianeji;

5.2. Analiza skladu ciala zwierzat

Rozwinigciem 1 wzbogaceniem analizy parametréw ogoélnozywieniowych, ktérych
wyniki zebrano w trakcie do$wiadczenia in vivo, byto wykonanie oceny sktadu ciata
zwierzat. Pomiary wykonano w trzech punktach czasowych, istotnych z punktu widzenia
schematu badania, tj. w dniu rozpoczgcia doswiadczenia, na koniec I etapu i na koniec
IT etapu. Analiza statystyczna uzyskanych wynikow wykazata szereg réznic zardwno
miedzy poszczegdlnymi grupami w ramach tych samych punktow czasowych, jak
i wewnatrz grup w roznych punktach czasowych. Srednig zawarto$é¢ tkanki thiszczowej
w poszczegolnych grupach zobrazowano na rycinie 9, natomiast $rednig zawartos¢
beztluszczowej masy ciata na rycinie 10. Mozna zauwazy¢, ze wraz z postgpem trwania
doswiadczenia zawarto$¢ tkanki thuszczowej zwigkszata si¢ wrod zwierzat we wszystkich
analizowanych grupach. Przektadato si¢ to na zmniejszenie beztluszczowej masy ciala, ale
dopiero migdzy drugim a trzecim pomiarem. Co ciekawe rdéznice migdzy grupami
w zawartosci beztluszczowej masy ciala migdzy pierwszym, a drugim pomiarem byly
niewielkie. W czesci grup nastapito nawet niewielkie zwigkszenie tej wartosci w drugim
pomiarze. Moze to wynikac¢ z faktu, ze migdzy pierwszym a drugim pomiarem byt krotszy
odstep czasu (4 tygodnie), niz miedzy drugim a trzecim (8 tygodni).

Skupiajac si¢ na wynikach uzyskanych w ramach 3 pomiaru, tj. na zakonczenie
doswiadczenia, nie odnotowano statystycznie istotnych réznic miedzy grupami
w zawartosci tkanki thuszczowej. Srednia warto§¢ tego parametru miescita si¢ w zakresie
od 18,15% dla grupy CholDD-GEN do 23,03% w grupie CholDD-ISO. Réznice istotne
statystycznie wykazano natomiast w zawarto$ci beztluszczowej masy ciata, rowniez
w 3 pomiarze. Wystgpowaly one miedzy grupa CD i CD-GEN (kolejno 59,52% i 59,70%)
a grupag CholDD-GEN (67,45%) oraz grupami CholDD-GEN (67,45%) i CholDD-ISO
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(58,21%). W tym punkcie czasowym grupa CholDD-GEN charakteryzowata si¢ najwyzsza

wartoscig beztluszczowej masy ciala 1 najnizsza zawartoscig tkanki tluszczowej

w porownaniu do pozostatych grup.
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1 pomiar = 2 pomiar 3 pomiar
Arnaliza statystyczna przeprowadzona dla pomiaru nr 3 - p=0,03
CD — dieta ATNO3M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — ATN93IM z dodatkiem daidzeiny;
CD-IS0 — ATN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — ATNO3M bez choliny;

CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAT — ATN93M bez choliny z dodatkiem
daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonow sojowych;

Ryc. 9. Zawartosc¢ tkanki thuszczowej W roznych grupach szczuréw wykorzystanych
w do$wiadczeniu.
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Analiza statystvezna przeprowadzona dla pomiary ne 3 - * p=0,05

CD — dieta ATIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAT — AINO3M z dodatkiem daidzeiny;
CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawondw sojowych; CholDD — AIN93M bez choliny;

CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAT — ATN93M bez choliny z dodatkiem
daidzeiny; CholDD-ISO — ATN®3M bez choliny z dodatkiem izoflawondw sojowvch;

Ryc. 10. Zawarto$¢ beztluszczowej masy ciata w roznych grupach szczurow
wykorzystanych w doswiadczeniu.

5.3. Analiza histologiczna watroby szczurow

Watroby pobrane od zwierzat w trakcie sekcji zostaly podzielone na kilka fragmentow,
ktore po odpowiednim zabezpieczeniu poddano dalszym analizom, w tym ocenie
histologiczne;j.

W pierwszym etapie dokonano oceny makroskopowej, ktora nie wykazata wyraznych
roznic miedzy narzagdami w poszczegdlnych grupach. Nastepnie tkanki zatopione
w bloczkach parafinowych zostaty pociete przy uzyciu mikrotomu na skrawki o grubosci
6 uM, co pozwolito na wykonanie poglebionych analiz histologicznych. W tym celu
wykonano jedng z najczesciej stosowanych w histopatologii metode barwienia tkanek przy
uzyciu hematoksyliny i eozyny, pozwalajac na uwidocznienie podstawowych struktur
komorkowych. Ostatnim krokiem analiz byta obserwacja mikroskopowa wybarwionych
skrawow oraz archiwizacja otrzymanych rezultatow. Przyktadowe zdjecia mikroskopowe
preparatow przedstawiono na rycinie 11.

Poglebiona analiza mikroskopowa wykazata charakterystyczne zamiany

w morfologii hepatocytow, w preparatach pochodzacych od zwierzat z grup karmionych
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dieta z deficytem choliny (CholDD). Najczestsze obserwowane zmiany morfologiczne
zwigzane byly z powigkszeniem (wakuolizacjg) hepatocytow oraz akumulacjg w nich
drobnych kropel lipidéw. Mikropgcherzykowe zmiany tluszczowe hepatocytow
zaobserwowano w grupach CholDD, CholDD-GEN, CholDD-DAI, podczas gdy w grupie
CholDD-ISO zaobserwowano zmiany makropg¢cherzykowe. Zmiany mikropecherzykowe
sa  prawdopodobnie  odzwierciedleniem  procesdow  obejmujacych  zaburzenia
mitochondrialne. Ponadto wakuolizacja hepatocytow zwigzana jest takze z uciskiem
1 wymuszonym przemieszczeniem jader komoérkowych na obwdd zmienionych
hepatocytow. Wykazano takze nieznaczne iloSci poliploidalnych jader w komorkach
watrobowych. Natomiast nie wykazano megamitochondriow w zadnej z analizowanych
grup. W grupach CD, czyli u zwierzat spozywajacych diet¢ z prawidlowa zawartos$cig
choliny, morfologia komoérek watroby oceniana jest jako prawidtowa. Istotny jest rowniez
fakt, ze zarbwno w obrebie grup CD, jak i grup CholDD nie wystepuja roznice w budowie

komorek watroby, zalezne od dodatku do diety wybranych izoflawonow sojowych.
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CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AIN93M z dodatkiem daidzeiny; CD-ISO —
AIN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — AIN93M bez choliny; CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z
dodatkiem genisteiny; CholDD-DAI — AIN93M bez choliny z dodatkiem daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z
dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 11. Obraz mikroskopowy watroby szczurow (x10.0), z zastosowaniem metody
barwienia hematoksyling i eozyng.

Kolorem niebiskim wybarwiono jadra komérkowe, cytoplazma wybarwiona jest kontrastowo kolorem
rézowym. Czarnymi strzatkami zaznaczono wakuolizacj¢ hepatocytow, natomiast czerwonymi drobne
krople lipidowe wewnatrz komorek.
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5.4. Analiza wybranych parametréw biochemicznych

W celu oceny wplywu zastosowanych diet oraz dodatkow izoflawonow sojowych
oznaczono w krwi i tkankach parametry zwigzane z metabolizmem glukozy, lipidéw oraz
funkcjonowaniem watroby.

Srednie stezenie glukozy w surowicy krwi w analizowanych grupach przedstawiono na
rycinie 12. Najwyzszy $redni poziom zaobserwowano w grupie CholDD+DAI, tj. 264,84
mg/dl, natomiast najnizszy w grupie CD-1S0, tj. 181,08 mg/dl. Mimo réznicy na poziomie
83 jednostek, warto$ci uzyskane w poszczegdlnych grupach nie roznity sie miedzy sobg
istotnie statystycznie. Poza grupg CD-ISO $redni poziom tego markera zawieral si¢
w przedziale 243 -265 mg/dl.
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p=0,05: CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — AIN93M bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAI — AIN93M bez choliny z dodatkiem
daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 12. Stezenie glukozy w surowicy krwi roznych grup szczurdéw.

W surowicy krwi oznaczono takze profil lipidowy, tj. steZenie cholesterolu
calkowitego, cholesterolu frakcji LDL i HDL oraz triacylogliceroli. W przypadku
cholesterolu catkowitego zaobserwowano rdznice istotne statystycznie miedzy grupa
CholDD-DAI (70,12 mg/dl) a grupami CD-GEN (101,07 mg/dl), CD-DAI (100,23 mg/dl)
oraz CD-1S0O (96,72 mg/dl), czyli wszystkimi grupami spozywajacymi diete o prawidlowe;j

podazy choliny z poszczeg6lnymi dodatkami izoflawonéw sojowych. Réznica ta wynosi
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okoto 30 jednostek, a wiec Y5 uzyskiwanych wartosci w grupach CD. W grupach CholDD
spozywajacych diete pozbawiong choliny z/bez dodatkdéw izoflawonow sojowych
zaobserwowano sumarycznie nizsze wartosci tego parametru, niz w przypadku grup CD.
Srednia dla grup CholDD wynosita 80,39 mg/dl, natomiast dla grup CD 97,31 mg/dl.

Omowione wyniki przedstawiono na rycinie 13.
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* p<0,05; CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — AIN93M bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAI — AIN93M bez choliny z dodatkiem
daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 13. Stezenie cholesterolu catkowitego w surowicy krwi réznych grup szczurow.

Roznice istotne statystycznie zaobserwowano takze w przypadku st¢zenia
cholesterolu frakcji LDL migdzy grupa CD-GEN (12,98 mg/dl) a grupa CholDD-DAI (6,81
mg/dl). Warto zauwazy¢, ze jest to prawie dwukrotna réznica stezenia. Grupa CholDD-
DAI charakteryzowala si¢ najnizszg warto$cig tego parametru wsrod wszystkich
analizowanych grup. W pozostatych dwoch grupach CholDD z dodatkami izoflawonow
sojowych (tj. CholDD-GEN i CholDD-ISO) s$rednie stezenie cholesterolu frakcji LDL nie
przekroczyto wartosci 10 mg/dl, podczas gdy we wszystkich grupach CD osiagneto
warto$ci powyzej 11 mg/dl. Uzyskane wyniki obrazuje rycina 14.

75



20,00

18,00

16,00 \
14,00
12,00
10,00
8,00 1
6,00 | J

4,00

2,00

Srednie stezenie cholesterolu LDL (mg/dl)

0,00
& or 0 P & o <

QO 9 oy o 9 N N
9 C C°°\0 Co“’@ 3 o

* p<0,05; CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonow sojowych; CholDD — AIN93M bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAI — AIN93M bez choliny z dodatkiem
daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonow sojowych;

Ryc. 14. Stezenie cholesterolu frakcji LDL w surowicy krwi réznych grup szczurow.

Na rycinach 15 i 16 przedstawiono wartosci stezen cholesterolu frakcji HDL i TG.
Zaréwno w przypadku pierwszego, jak i drugiego parametru nie wykazano roznic istotnych
statystycznie miedzy grupami. Najwyzsze warto$Ci stezenia cholesterolu frakcji HDL
uzyskano w grupach CD-DAI (66,69 mg/dl) oraz CholDD-ISO (64,49 mg/dl), natomiast
najnizsze w grupach CholDD-GEN (53,09 mg/dl) i CholDD-DAI (50,55 mg/dl). Sredni
poziom cholesterolu frakcji HDL dla grup spozywajacych diet¢ o prawidtowej zawartosci
choliny wynosit 62,44 mg/dl, natomiast dla grup spozywajacych karme¢ pozbawiong
choliny 55,87 mg/dl.

W przypadku stezenia TG, mimo braku istotnosci statystycznej cickawe wydaje sie
porownanie grupy spozywajacej diete o prawidtowej podazy choliny (CD), w ktorej
warto$¢ tego parametru wynosita 258,41 mg/dl, z grupa spozywajaca taka sama diete, tylko
z deficytem choliny (CholDD), w ktorej wynosita ona 200,73 mg/dl i byta najnizszym
wynikiem wsrod wszystkich analizowanych grup. Interesujace jest takze porownanie grupy
CD-ISO i grupy CholDD-ISO, czyli grup roznigcych si¢ zawartoscig choliny w diecie, ale
z dodatkiem ekstraktu izoflawonow sojowych. W obu tych grupach zaobserwowano taka

samg warto$¢ tego parametru, tj. okoto 252 mg/dl.
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p=0,05; CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — AIN93M bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAI — AIN93M bez choliny z dodatkiem
daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 15. Stezenie cholesterolu frakcji HDL w surowicy krwi roznych grup szczurdw.
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p=0,05; CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — AIN93M bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAI — AIN93M bez choliny z dodatkiem
daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 16. Stezenie triacylogliceroli w surowicy krwi roznych grup szczuréw.
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Chcac oceni¢ funkcjonowanie watroby wykonano oznaczenia stezenia enzymow

watrobowych w surowicy krwi, do ktorych nalezg: ALAT i AspAT. Uzyskane wyniki

przedstawiono na rycinach 17 i 18. Zaréwno w przypadku stezenia ALAT, jak i AspAT nie

zaobserwowano roznic istotnych statystycznie miedzy badanymi grupami. Najnizsze

wartosci tych parametréw zaobserwowano u grup CD-DAI, CD-1SO oraz CholDD-GEN,

natomiast najwyzsze u grup CD-GEN i CholDD-1SO. Zakres $rednich warto$ci dla ALAT
we wszystkich grupach wynosi 38,19 — 64,94 U/l, natomiast dla AspAT 106,26 — 165,58

U/l

Mimo duzych réznic miedzy grupami o najnizszych i najwyzszych poziomach tych

markerdéw, ich stezenia sumarycznie dla wszystkich grup CD, w odniesieniu do grup

CholDD ksztattuja si¢ na bardzo zblizonym poziomie. Mianowicie:

Srednie stezenie ALAT (U/D)

e dla ALAT: grupy CD — 49,10 U/I; grupy CholDD - 51,73 U/l
e dla AspAT: grupy CD — 125,05 U/I; grupy CholDD - 131,68 U/I
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p=0,05; CD — dieta AIN93M; CD-GEN — AINO93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-IS0O — ATN93M z dodatkiem izoflawondw sojowvch; CholDD — ATNO3M bez choliny;
CholDD-GEN — ATN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAT — ATN93M bez choliny z dodatkiem
daidzeiny; CholDD-IS0O — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 17. Stezenie aminotransferazy alaninowej w surowicy krwi réznych grup szczurdw.
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p=0.03; CD — dieta ATN93M; CD-GEN — ATN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAT — ATN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — ATN93M z dodatkiem izoflawondw sojowvch; CholDD — ATN®3IM bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAT — ATNG3M bez choliny z dodatkiem
daidzeiny; CholDD-IS0 — ATN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 18. Stezenie aminotransferazy asparaginianowej w surowicy krwi réznych grup
SZCZUrow.

W surowicy krwi pozyskanej od zwierzat wykorzystanych w doswiadczeniu
oznaczono takze stgzenie VLDL. Warto$ci tego parametru przedstawiono graficznie na
rycinie 19. Analiza statystyczna wykazala istotne roznice miedzy grupg CD-DAI (405,34
pag/ml) spozywajaca diete z prawidlowa zawartoscig choliny i dodatkiem daidzeiny
a grupami CholDD (258,99 pg/ml), CholDD-DAI (215,01 pg/ml) i CholDD-ISO (243,59
pa/ml), ktore spozywaty diet¢ pozbawiong choliny bez dodatku izoflawonéw sojowych lub
z dodatkiem daidzeiny lub ekstraktu izoflawonoéw sojowych. Roznice istotne statystycznie
stwierdzono takze migdzy grupg CD-1SO (411,13 pg/ml) spozywajaca diete z prawidtowa
zawartoscig choliny i dodatkiem ekstraktu izoflawonéw sojowych, a grupami CholDD-
DAI i CholDD-ISO. Mozna zatem zauwazy¢, ze roznice migdzy dwiema grupami
z najwyzszym poziomem tego markera, tj. CD-DAI i CD-ISO sa prawie dwukrotnie

wyzsze od tych zaraportowanych dla grup CholDD, CholDD-DAI oraz CholDD-ISO.
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* p=0,05; CD — dieta AIN93M; CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAT — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-IS0 — AIN93M z dodatkiem izoflawondw sojowych; CholDD — ATNS3M bez choliny;
CholDD-GEN — AINO3M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAT — AIN93M bez choliny

z dodatkiem daidzeiny; CholDD-IS0O — AINO3M bez choliny z dodatkiem izoflawondw sojowych;

Ryc. 19. Stezenie VLDL w surowicy krwi réznych grup szczurow.

Istotnym parametrem, ktérego wyniki s3 niezbedne do przedyskutowania
postawionej hipotezy badawczej jest stezenie fosfatydylocholiny w watrobie badanych
zwierzat (rycina 20). Analiza statystyczna uzyskanych wynikow wykazata szereg roznic
miedzy poszczegdlnymi grupami. Istotne statystycznie roznice odnotowano migdzy:

e grupa CD a wszystkimi grupami spozywajacymi diet¢ z deficytem choliny,

a wiec grupami CholDD, CholDD-GEN, CholDD-DAI, CholDD-ISO, przy
czym grupa CD ma istotnie wyzszy poziom fosfatydylocholiny,

e grupa CD-DAI a wszystkimi grupami spozywajacymi diet¢ z deficytem choliny,

a wiec grupami CholDD, CholDD-GEN, CholDD-DAI, CholDD-ISO,
przy czym grupa CD-DAI ma istotnie wyzszy poziom fosfatydylocholiny,

e oraz grupg CD-1SO a grupami CholDD, CholDD-GEN i CholDD-DAI,

przy czym grupa CD-ISO ma istotnie wyzszy poziom fosfatydylocholiny.
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Co ciekawe nie zaobserwowano roznic mi¢dzy grupg CD-1SO a jej odpowiednikiem
z deficytem choliny i rowniez dodatkiem ekstraktu izoflawondéw sojowych, czyli grupa
CholDD-1SO. Zakres wartosci uzyskanych we wszystkich grupach dla tej substancji
wynosit 4,90 — 5,86 pg/mg.
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* p<0,05: CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny: CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych: CholDD — AIN93M bez choliny:
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny: CholDD-DAI — AIN93M bez choliny

z dodatkiem daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych:

Ryc. 20. Stezenie fosfatydylocholiny w watrobie szczuréw z réznych grup.

5.5. Oznaczenie zawartosci thuszczu w probkach kalu

W celu oceny wydalania ttuszczow u zwierzat wykorzystanych w doswiadczeniu
wykonano oznaczenie zawarto$ci tluszczu surowego w zebranych probkach katu.
Otrzymane wyniki przedstawiono na rycinie 21. Srednie warto$ci tego parametru dla
poszczegbdlnych grup miescily si¢ w waskim przedziale 1,6-1,8% 1 nie roznity si¢ miedzy
sobg istotnie statystycznie. Zblizony byt takze usredniony wynik dla wszystkich grup
spozywajacych diete z prawidlowa zawarto$cia choliny, w poréwnaniu do grup

przyjmujacych pasze¢ pozbawiong choliny.
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p=>0.05: CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny: CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — AIN93M bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny: CholDD-DAI — AIN93M bez choliny z dodatkiem
daidzeiny: CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 21. Zawartos¢ ttuszczu surowego w probkach katu réznych grup szczurow.

5.6. Analiza ekspresji wybranych genéw na poziomie transkrypcji oraz
translacji

5.6.1. Transkrypcja

W  watrobach szczuréw o0znaczono relatywny poziom transkrypcji czterech
wybranych genow, tj. Pemt, Ppar y, Srebp-1c, Fasn, oraz dwoch gendéw referencyjnych,
tj. Actb, Hprtl. Poziom ekspresji genéw referencyjnych byl niezbedny do wykonania
obliczen i normalizacji wynikéw uzyskanych dla wybranych genéw.

Wartoséci relatywnego poziomu ekspresji genu Pemt przedstawiono na rycinie 22.
Analiza statystyczna uzyskanych wynikow wykazala szereg ro6znic migdzy
poszczegodlnymi grupami. Istotne statystycznie roéznice stwierdza si¢ migdzy:

e grupg CD a wszystkimi grupami spozywajacymi diet¢ z deficytem choliny,

a wigc grupami CholDD, CholDD-GEN, CholDD-DAI, CholDD-1SO,

e grupg CD-GEN a wszystkimi grupami spozywajacymi diete z deficytem

choliny, a wiec grupami CholDD, CholDD-GEN, CholDD-DAI, CholDD-ISO,
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e grupg CD-DAI a grupa spozywajaca diete¢ z deficytem choliny i dodatkiem
daidzeiny, tj. CholDD-DAI lub dodatkiem ekstraktu izoflawonéw sojowych,
tj. CholDD-ISO,

e grupg CD-ISO a grupa spozywajaca diete¢ z deficytem choliny i dodatkiem
daidzeiny, tj. CholDD-DALI lub dodatkiem ekstraktu izoflawonéw sojowych,
tj. CholDD-ISO.

Co istotne opisane powyzej roznice byly na poziomie kilku rzedéow wielko$ci. Wyzsze
wyniki tego parametru uzyskano w grupach CholDD. Przyktadowo $rednia warto$¢ tego
parametru byta:

o okoto 1000 razy wyzsza w grupie CholDD od warto$ci w grupie CD,

o 170 razy wyzsza w grupie CholDD-GEN w poréwnaniu z grupa CD-GEN,

o 38-krotnie wyzsza w grupie CholDD-DAI w poréwnaniu z grupa CD-DAI,

o oraz 25-krotnie wyzsza w grupie CholDD-ISO w poréwnaniu z grupa CD-I1SO.
Do tego nie stwierdzono rdznic istotnych statystycznie pomiedzy grupami CD (zwierzeta
spozywajace diete¢ o prawidlowej zawartosci choliny bez/z dodatkami izoflawonow
sojowych), jak i pomigdzy grupami CholDD (zwierzeta spozywajace diete z deficytem

choliny bez/z dodatkami izoflawonow sojowych).
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* p<0,05; CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — AIN93M bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DATI — AIN93M bez choliny

z dodatkiem daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 22. Relatywny poziom ekspresji genu Pemt w watrobie réznych grup szczurow.
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Na rycinie 23 zobrazowano wyniki relatywnego poziomu transkrypcji genu Ppar y.
Stwierdzono réznice istotne statystycznie mi¢dzy grupg CD-1SO a grupami CholDD,
CholDD-DAI, CholDD-ISO. W grupie CD-ISO poziom transkrypcji byl najnizszy
w poréwnaniu do pozostatych analizowanych grup. Wartosci mediany uzyskane w grupach
CholDD, CholDD-DAI, CholDD-ISO byty 5- lub 10-krotnie wyzsze niz w grupie CD-1SO.
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* p<0,05; CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAT — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — AIN93M bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DATI — AIN93M bez choliny

z dodatkiem daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 23. Relatywny poziom ekspresji genu Ppar y w watrobie roznych grup szczuréw.
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Kolejnym genem analizowanym w watrobie szczuréw byt Srebp-1c - rycina 24.

Roéznice istotne statystycznie odnotowano mig¢dzy grupg CD-ISO a grupg CholDD-ISO

(p=0,0019), przy czym grupa CholDD-ISO charakteryzowata si¢ istotnie wyzszym (prawie

8-krotnie)

relatywnym poziomem ekspresji. Czynnikiem rdznigcym te grupy mi¢dzy sobg

byta zawarto$¢ choliny w diecie. Stosunkowo wysokim poziomem ekspresji opisywanego

genu odznaczata si¢ takze grupa CholDD-DAL.
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* p<0,05; CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — AIN93M bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAI — AIN93M bez choliny

z dodatkiem daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 24. Relatywny poziom ekspresji genu Srebp-1c w watrobie réoznych grup szczurow.
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Na rycinie 25 zaprezentowano wyniki uzyskane dla genu Fasn. Roznice istotne
statystycznie wystepuja miedzy grupg CD-DAI a grupg CD-ISO, a wigc grupami
spozywajacymi diete o prawidtowej zawarto$ci choliny, réznigce si¢ dodatkiem
izoflawondéw sojowych. Analiza statystyczna wykazala rdwniez istotne rdéznice migdzy
grupg CD-1SO a grupami CholDD, CholDD-DAI i CholDD-ISO (p=0,0028). W grupie
CD-ISO relatywny poziom ekspresji byl najnizszy w porownaniu do pozostatych

analizowanych grup (o 7-10 razy nizszy).
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* p<0,05; CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem 1zoflawonéw sojowych; CholDD — AIN93M bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAT — AIN93M bez choliny

z dodatkiem daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 25. Relatywny poziom ekspresji genu Fasn w watrobie roznych grup szczurow.

5.6.2. Translacja

W celu uzupehienia analizy ekspresji gendw na poziomie transkrypcji wykonano
testy dla czterech biatek kodowanych przez wybrane geny, tj. PEMT, PPARy, SREBP-1C,
FAS oraz jednego biatka referencyjnego, tj. p-aktyny. Materiatem do analiz rowniez byty

watroby pozyskane od szczurow.
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Biatka PEMT, PPARy oraz [(3-aktyn¢ oznaczono metoda Western Blot. Analiza
statystyczna nie wykazata r6zni¢ istotnych statystycznie mig¢dzy poszczegdlnymi grupami
zarowno dla biatka PEMT, jak i PPARY. Zauwaza si¢, iz §rednie warto$ci w relatywnym
poziomie ekspresji tych biatek, sumarycznie dla grup CD, w odniesieniu do grup CholDD
ksztaltujg si¢ na zblizonym poziomie. Mimo roéznic w poziomie transkrypcji gendéw
kodujacych te biatka, nie przektadalo si¢ to réznice w poziomie translacji. Otrzymane

wyniki przedstawiono na rycinach 26 i 27.
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p=0.05; CD — dieta AIN93M; CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny: CD-DAT — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonow sojowych; CholDD — AIN93M bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAI — AIN93M bez choliny

z dodatkiem daidzeiny; CholDD-ISO — AINO3M bez choliny z dodatkiem izoflawonow sojowych;

Ryc. 26. Relatywny poziom biatka PEMT w watrobie réznych grup szczurow.
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p=0.05; CD — dieta AIN93M; CD-GEN — AINO3M z dodatkiem genisteiny; CD-DAI — AINO3M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — ATN93M bez choliny;
CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAT — ATNS3M bez choliny

z dodatkiem daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych;

Ryc. 27. Relatywny poziom biatka PPARY w watrobie r6znych grup szczurow.
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¢zenia bialek SREBP-1c oraz FAS w watrobie oznaczono metoda ELISA

wykorzystujac komercyjne zestawy odczynnikow. Wyniki uzyskane dla biatka SREBP-1c

przedstawiono na rycinie 28. Analiza statystyczna otrzymanych warto$ci wykazata szereg

roznic migdzy poszczegdlnymi grupami. Istotne statystycznie rdznice zaobserwowano

miedzy:
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grupa CD a grupg CD-DAI (réznica na poziomie 0,39 ng/mg), a wigc wsrdd
grup spozywajacych diete z prawidtowa zawartoscig choliny, rdznigcych si¢
dodatkiem daidzeiny, przy czym w grupie CD wykazano wyzsza $rednig
zawartos¢ tego biatka,

grupa CD-DAI a grupami CholDD, CholDD-GEN, CholDD-DAI (r6znice
okoto 0,50 ng/mg), a wigc migdzy grupami spozywajacymi diete z deficytem
choliny bez/z dodatkiem daidzeiny lub ekstraktu izoflawonow sojowych, przy
czym w grupie CD-DAI wykazano nizsza $rednig zawarto$¢ tego bialka,

grupg CD-ISO a grupami CholDD, CholDD-GEN, CholDD-DAI (rowniez
réznice okoto 0,50 ng/mg), a wigc migdzy grupami spozywajacymi diete
z deficytem choliny bez/z dodatkiem daidzeiny lub ekstraktu izoflawonow
sojowych, przy czym w grupie CD-ISO wykazano nizszg $rednig zawarto$é

tego biatka,
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(r6znice okoto 0,40 ng/mg).
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* p<0,05:; CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny; CD-DAT — ATN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonéw sojowych; CholDD — ATN93M bez choliny:
CholDD-GEN — ATN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny; CholDD-DAT — ATN93M bez choliny

z dodatkiem daidzeiny; CholDD-ISO — ATN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonow sojowych;

Ryc. 28. Stezenie biatka SREBP-1 w watrobie réznych grup szczuréw.
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Nie stwierdzono rdéznic istotnych statystycznie migdzy poszczegdlnymi grupami
zwierzat jesli chodzi o $redni poziom biatka FAS - rycina 29. Najwyzszym S$rednim
poziomem tego biatka charakteryzowaty si¢ grupy CD, CholDD oraz CholDD-GEN,
natomiast najnizszym grupa CD-1SO. Rozpatrujac sumarycznie grupy CD, w poréwnaniu
do grup CholDD, to $rednia warto$¢ niniejszego parametru dla grup CD wynosi 17,89

ng/mg, natomiast dla grup CholDD 19,35 ng/mg.
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p=>0.05: CD — dieta AIN93M, CD-GEN — AIN93M z dodatkiem genisteiny: CD-DAI — AIN93M z dodatkiem
daidzeiny; CD-ISO — AIN93M z dodatkiem izoflawonow sojowych: CholDD — AIN93M bez choliny:

CholDD-GEN — AIN93M bez choliny z dodatkiem genisteiny: CholDD-DAI — AIN93M bez choliny z dodatkiem
daidzeiny; CholDD-ISO — AIN93M bez choliny z dodatkiem izoflawonéw sojowych:

Ryc. 29. Stezenie biatka FAS w watrobie réznych grup szczurow.
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6. Dyskusja

Niniejsza praca doktorska porusza niezbadany dotad aspekt wplywu spozycia
izoflawonow sojowych na endogenng syntez¢ choliny. Z badan opisujacych wpltyw
fitoestrogenéw na szereg szlakow metabolicznych i1 funkcjonowanie réznych narzadow
nadal ptynie wiele niescistosci a uzyskiwane wyniki niekiedy wzajemnie si¢ wykluczaja.
Nowatorskim podejsciem w niniejszej rozprawie jest ocena dzialania tych zwigzkow
w dwoch sytuacjach, tj. prawidlowej podazy choliny z dietg oraz jej niedoboru. W zwiazku
z tym w analizie wynikéw nalezy jednocze$nie wziag¢ pod uwage dwa czynniki,
tj. zawarto$¢ choliny w diecie oraz dodatek izoflawonow sojowych, ktore moga w roznym
stopniu - wptywa¢ na poszczegélne parametry. W celu jak najdoktadniejszego
wnioskowania, zaprojektowano uktad badania i podzial na grupy w taki sposob, aby mozna
poréwnywac grupy spozywajace diete z prawidtowsg zawartoscig choliny (CD) i te
spozywajace karme¢ z deficytem choliny (CholDD) oraz dodatkami izoflawonoéw migdzy
soba, ale takze w obrebie siebie (dwie grupy kontrolne, tj. CD i CholDD bez dodatkow
izoflawonow).

Zdecydowano si¢ na wybor stada niekrewniaczego (outbred) Wistar, ktore odznacza
si¢ wysokim stopniem heterozygotycznosci (w pordwnaniu do szczepoéw wsobnych) tym
samym odzwierciedlajac naturalng zmienno$¢ genetyczng wystepujaca w populacji. Moze
to wyjasnia¢ duze odchylenia standardowe w uzyskanych wynikach, zwlaszcza
w przypadku ekspresji gendw. Nie bez znaczenia dla obserwowanych odchylen jest takze
stosunkowo niewielka liczba osobnikow w analizowanych grupach. Jednakze, nalezy
podkresli¢, ze 10 zwierzat w grupie przy stadzie niekrewniaczym spetnia zasady testow
statystycznych uwzgledniajac wielkos$¢ efektu, wpisujac si¢ zarazem we wskazania ptynace
z zasady 3R (ang. replacement, reduction and refinement) w badaniach na zwierzgtach,
mowigcej m.in. o wykorzystaniu jak najmniejszej mozliwej liczby zwierzat (Sneddon i in.,
2017). Zastosowanie stada niekrewniaczego jest podejsciem zalecanym w wiekszosci
badan biomedycznych ze wzgledu na wigksza precyzj¢ wnioskowania. Obejmuje bowiem
szerszy zakres potencjalnych efektow, wynikajacy ze zmiennos$ci genetycznej (Tuttle i in.,
2018). Natomiast w przypadku planowania kolejnych doswiadczen w temacie wptywu
fitoestrogenéw na metabolizm grup jednoweglowych i lipidow, skupionych wytacznie na
analizie funkcji i ekspresji genow nalezatoby wybrac zwierzeta z chowu wsobnego (Brekke

i in., 2018).
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Wybrany model zwierzecy miat na celu odzwierciedli¢ sytuacje niskiego spozycia
choliny z pokarmem. Celem zastosowania karmy deficytowej w choling w cze$ci grup
eksperymentalnych nie bylo wywotanie NAFLD, a odwzorowanie sytuacji
niedoboru/niskiej podazy tego sktadnika w diecie oraz stworzenie warunkow w ktorych,
konieczna jest wzmozona endogenna synteza choliny. Niemniej jednak uzycie takiej diety
jest jedng z mozliwosci tworzenia zwierzgcych modeli NAFLD indukowanych diets.
Natomiast grupy spozywajace karme¢ zawierajacag prawidtowa ilo$¢ tego sktadnika
stanowily tlo porownawcze. Dodatkowo zdecydowano si¢ na wybor diety AIN-93M,
poniewaz ze wzgledu na swoj sktad nie zawiera zrodet soi, tym samym dodatkowej ilo$ci
izoflawonow (Jensen & Ritskes-Hoitinga, 2007).

Celowy jest rowniez wybor pici zwierzat i przeprowadzenie dos§wiadczenia na samcach
szczuré6w. Doniesienia literaturowe mowig o tym, ze samce s3 bardziej podatne na
negatywne skutki diety deficytowej w choling niz samice, przez co mozna spodziewac si¢
wyrazniejszej obserwacji zalozonych efektow (Obeid i in., 2024). Ponadto, ze wzgledu na
opisywane odziatywania fitoestrogenow na receptory estrogenowe 1 potencjalne
konkurowanie z estrogenami endogennymi, wybor samcow (cechujacych si¢ statym
1 nizszym poziomem estrogendw niz samice) — stanowil w tym zakresie bardziej stabilny
model badawczy.

W momencie przygotowania niniejszej rozprawy nie znaleziono informacji na temat
do$wiadczen opisujacych dietg deficytowa w choling z dodatkami izoflawonow sojowych,
co generuje porownywanie otrzymanych wynikow ze zblizonymi lecz nie identycznymi

modelami.

e Wplyw roznej zawartosci choliny w diecie oraz dodatku fitoestrogenow

sojowych na parametry ogolnozywieniowe i wzrostowe szczurow

Glownym celem oceny spozycia paszy w przeprowadzonym doswiadczeniu byto
sprawdzenie czy zwierzeta z grup CholDD, ze wzgledu na deficyt choliny w diecie, beda
wykazywaé istotnie mniejsze lub wigksze spozycie karmy niz szczury z grup CD.
W I etapie badania zaobserwowano roéznice mi¢dzy grupg CholDD z dodatkiem ekstraktu
izoflawonow sojowych a grupami CholDD 1 CholDD z genisteing, co moze wynikac
z rdznic osobniczych migdzy poszczegdlnymi zwierzgtami. Z czasem bowiem efekt ten
zanikl 1 biorgc pod uwage spozycie karmy przez 12 tygodni (czyli cate doswiadczenie),
roznice istotne statystycznie byly widoczne wytgcznie miedzy grupg CD a CholDD, czyli
miedzy grupami réznigcymi sie¢ wylacznie zawartoscig choliny w diecie, w Kierunku
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wyzszego spozycia w grupie CholDD. Rdznica ta wynosita $rednio jedynie 2 g. Dodatkowo
nie zauwazono réznic pomiedzy pozostatymi grupami biorgcymi udziat w doswiadczeniu,
co pokazuje, ze uzyskano zakladany efekt, tj. grupy CD i CholDD poza choling spozywaty
zblizone ilosci poszczegdlnych sktadnikow odzywcezych z dieta. Warto w tym miejscu
przytoczy¢ doswiadczenie przeprowadzone przez Rossi 1 Costa, w ktérym samcom
szczurow Wistar przez 10 dni podawano diete z prawidlowa iloscig choliny lub z jej
deficytem, w ktorym odnotowano nizsze spozycie w grupie spozywajacej karme
niedoborowa (Rossi & Costa, 1980). Jednak odnoszgc wartos¢ spozycia do masy ciata
(efektywno$¢ zywienia), nie zauwazono roznic istotnych statystycznie. Podobny wynik dla
efektywnosci zywienia, tj. brak roznic miedzy poszczegdlnymi grupami odnotowano
w badaniu wlasnym. Mozna w tym upatrywaé wytlumaczenia, ze réznica w spozyciu
karmy migdzy grupami CD a CholDD, jest wynikiem roznic w masie ciala miedzy
zwierzetami 1 pltynacym z tego roznym zapotrzebowaniem na karme. W zblizonym badaniu
na modelu zwierzecym Fujitani 1 in., podajac przez 4 tygodnie samcom szczurow karme
zawierajacg ekstrakt izoflawonow sojowych w dawce 300 mg/kg diety, nie wykazali zmian
w poziomie spozycia diety (Fujitani i in., 2022). W badaniu przeprowadzonym przez Penza
1 in. na myszach, dodatek genisteiny rowniez nie powodowat réznic w spozyciu karmy
(Penza i in., 2006). Podobne wnioski wyciagneli Liu i in. po przeprowadzeniu
doswiadczenia na samcach szczura Sprague-Dawley, jednak w tym badaniu wykorzystano
diete wysokotluszczowa (Liu i in.,, 2017). Co ciekawe, w badaniu wlasnym
w | etapie odnotowano wyzszy poziom spozycia paszy w grupie CholDD z dodatkiem
ekstraktow izoflawonow sojowych w poréwnaniu do grupy bez dodatku/z dodatkiem
genisteiny. Natomiast w literaturze opisuje si¢, ze ze wzgledu na nieprzyjemng gorycz
ptynaca z dodatku ekstraktu izoflawonow sojowych do diety odnotowuje si¢ niechgc
smakowa przekladajaca si¢ na spozycie pokarmu. Jednak nieche¢ ta obserwowana byla
czesciej u samic niz u samcow (Fujitani i in., 2022).

W porownaniu do diety z niedoborem choliny i metioniny, dieta niedoborowa
wylacznie w choling nie powoduje zmniejszenia masy ciata u zwierzat (Jahn i in., 2019).
Tlumaczyloby to brak r6znic migdzy grupami w przyrostach masy ciala, a posrednio takze
brak roéznic w $rednich bezwzglednych masach narzadow obserwowane w niniejszych
badaniach. Biorgc pod uwage wptyw spozycia dodatkow izoflawondow sojowych na mase
ciala to dost¢pne sg rézne dane. W badaniu wilasnym nie odnotowano roéznic migdzy
grupami spozywajacymi diet¢ z lub bez dodatkéow tych zwigzkéw. W eksperymencie

przeprowadzonym przez Sandini i in. na 12-miesigcznych samicach szczurdow, ktorym
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przez 90 dni podawano przez zgltebnik ekstrakt izoflawonoéw w dawkach 50, 100 oraz 200
mg/kg/dzien, przy dawkach 100 i 200 mg/kg/dzien odnotowano istotnie mniejszy przyrost
masy ciata (Sandini i in., 2019). Natomiast Penza i in. we wspomnianym wczes$niej badaniu
przeprowadzonym na samcach i samicach myszy szczepu C57BL/6, podajac genisteing
przez zgtebnik w dawkach (50, 500, 5000, 50 000, 200 000 pg/kg/dzien) lub w paszy
w dawce 800 pg/g diety przez 15 dni i nie zaobserwowali wptywu na przyrosty masy ciata
(Penzaiin., 2006). W badaniach dotyczacych wptywu izoflawonow sojowych na modelach
wykorzystujacych diety z niedoborem choliny i metioniny lub wysoka zawartoscia
thuszczu/fruktozy wyniki dotyczace wptywu na mase ciata rowniez sg niejednoznaczne.
Dla przyktadu podawanie wraz z dieta wysokotluszczowa genisteiny (w dawce 0,1% na kg
diety) samicom szczuro6w Sprague Dawley po przeprowadzonej uprzednio owariektomii
nie wptywalo na zmiany w masie ciata (Choi & Song, 2009).

Istotng z punktu widzenia podjetego tematu jest rGwniez ocena skladu ciata zwierzat
przeprowadzona w trakcie do$wiadczenia w trzech punktach czasowych. Analiza
statystyczna uzyskanych wynikéw wykazata szereg pojedynczych réznic migdzy
poszczegolnymi grupami. Znaczacy jest jednak fakt, ze w pomiarach wykonanych na
koniec doswiadczenia nie zaobserwowano roéznic miedzy grupami w zawartosci tkanki
thiszczowej u zwierzat. Swiadczy to o tym, ze czynniki eksperymentalne nie wptynety

globalnie na metabolizm lipidow 1 gromadzenie tkanki ttuszczowe;.

e Wplyw roznej zawartosci choliny w diecie oraz dodatku fitoestrogenow

sojowych na obraz histologiczny watroby szczuréw

W badaniu wtasnym nie stwierdzono istotnych réznic miedzy poszczeg6lnymi grupami
W masie watroby oraz w strukturze makroskopowej tego narzadu. Dla poszerzenia analizy
wplywu niedoboru choliny w diecie oraz dodatkéw izoflawondow sojowych wykonano
ocen¢ histologiczng wycinkéw watroby, ktora wykazata réznice miedzy prébkami
pobranymi od zwierzat z grup CD (spozywajacych diet¢ o prawidlowej ilosci choliny)
w porownaniu do grup CholDD (przyjmujacych karme z deficytem choliny). Szczury
z grup CD charakteryzowaty si¢ prawidtowa morfologia hepatocytéw, natomiast zmiany
zaobserwowane u zwierzat z grup CholDD mialty charakter tagodny. Brak zmian
makroskopowych w strukturze watroby po 12 tygodniach przyjmowania diety deficytowej
w choling moze by¢ wynikiem aktywacji mechanizméw kompensacyjnych uruchomionych

w sytuacji niedoboru tego sktadnika w organizmie. Szczegdlne znaczenie w tym temacie
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przypisuje si¢ szlakom zwigzanym z metabolizmem lipidow oraz OCM (da Silva i in.,
2020; Pei i in., 2020).

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy sa zblizone do informacji dostepnych w literaturze
mowiagcych, ze przy 8-tygodniowym niedoborze choliny w diecie zmiany morfologii
komorek watroby nie sg obserwowane lub sg fagodne (w badaniu wtasnym - 12 tygodni).
Znaczny poziom stluszczenia i/lub zmiany zwigzane z wldknieniem wystepuja
w przypadku potaczenia deficytu choliny z wysoka zawartoscig thuszczu w diecie
(Radhakrishnan i in., 2020). Taki model powoduje réwniez rdéznice w masie watroby
migdzy grupami kontrolnymi a badanymi, w kierunku zwigkszenia mas tego narzadu
u zwierzat spozywajacych diete wysokotluszczowa (Stephenson i in., 2018). Warty
odnotowania jest rowniez wplyw na mas¢ watroby modeli MCD, z ktérymi porownuje si¢
zastosowang w niniejszym badaniu diet¢ deficytowa wylacznie w choling. U zwierzat na
dietach MCD odnotowuje si¢ zmniejszenie masy tego narzadu (Lee i in., 2011).

W badaniu wilasnym nie zostal potwierdzony pozytywny wplyw izoflawonow
sojowych na zmiany morfologiczne watroby wynikajace z niedoboru choliny. Nie
zaobserwowano bowiem roznic mi¢dzy grupami spozywajacymi karme z lub bez dodatkow
tych zwigzkow. Dla pordwnania, we wspomnianym wczesniej doswiadczeniu Liu i in. na
samcach szczura przyjmujacych diete wysokottuszczowa oraz izoflawony sojowe przez
zglebnik dozotadkowy zauwazono, ze karma o wysokiej zawartosci ttuszczu powoduje
znaczne zmiany stluszczeniowe w watrobie (tj. powiekszenie objetosci komorek, obecnos¢
kropel lipidowych oraz translokacj¢ jadra). Natomiast zastosowanie fitoestrogendw
sojowych wigzato si¢ ze znacznie tagodniejszymi zmianami, zwlaszcza w grupie
przyjmujacej wyzsze dawki izoflawondow (20 mg/kg/dzien). Jednak model zastosowany
w badaniach Liu i in. bazuje na wplywie wysokiej zawartosci ttuszczow w diecie, a nie

deficycie choliny (Liu i in., 2017).

e Wplyw roznej zawartosci choliny w diecie oraz dodatku fitoestrogenow
sojowych na wybrane parametry biochemiczne krwi szczurow oraz zawartos¢

tluszczu w kale

W niniejszym badaniu wykazano, ze deficyt choliny, a takze dodatek izoflawonoéw
sojowych nie wptywa na st¢zenie glukozy w surowicy krwi szczurow. Podobne wyniki
uzyskano w innych badaniach bazujacych na diecie niedoborowej w choling, w ktorych
wykazano, ze taka modyfikacja diety nie powodowata zmian w tolerancji glukozy oraz nie

wplywata na wyst¢gpowanie opornosci na insuling. Hiperglikemia pojawiata si¢ natomiast
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w przypadku potgczenia diety deficytowej w choling z wysokg zawartoscia ttuszczu (Jahn
i in., 2019). Pozytywny wplyw izoflawondéw sojowych na poziomy glukozy we krwi
odnotowuje si¢ w doswiadczeniach wykorzystujacych model diety wysokotluszczowe;j.
Przyktadowo w badaniu przeprowadzonym przez Kim i in. wykazano, ze podanie
genisteiny w dawce 2g/kg diety myszom szczepu C57BL/6 karmionym 12 tygodni dietg
wysokotluszczowa spowodowato obnizenie poziomu glukozy w surowicy krwi
w porownaniu do grupy, ktdra nie spozywata tego izoflawonu (Kim i in., 2005). Podobne
wyniki uzyskano w do$wiadczeniu Zhang i in., ktdrzy rowniez przez 12 tygodni podawali
samcom myszy szczepu C57BL/6 genisteing w dawce 60 mg/kg i wykazali, ze zwigzek ten
powoduje obnizenie stezenia glukozy na czczo (Zhang i in., 2022). Zastosowanie diety
o wysokiej zawarto$ci tluszczu nie pozwala jednak na bezposrednie pordéwnanie
z wynikami uzyskanymi w ramach badania wlasnego.

Istotng analiza, wynikajaca z celu niniejszej pracy, byto oznaczenie parametrow profilu
lipidowego w surowicy krwi, tj. cholesterolu catkowitego, LDL, HDL oraz TG. Roznice
istotne statystycznie mi¢dzy grupami zaobserwowano wylacznie w przypadku cholesterolu
catkowitego i cholesterolu frakcji LDL. Kluczowym jest, ze roznice wystgpowaty miedzy
grupami z ro6zng zawarto$cig choliny oraz dodatkami izoflawonow sojowych.
Nie wykazano natomiast istotnych statystycznie rdznic miedzy grupami CD a CholDD,
czyli grupami bez dodatkéw izoflawondéw sojowych. Z tego wzgledu nie mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, ze gtobwnym czynnikiem prowadzacym do wspomnianych rdznic
w grupach byla zawartos¢ choliny w diecie. Nie mozna rowniez potwierdzi¢, ze wplyw
miat dodatek izoflawondéw sojowych, bowiem nie wykazano réznic miedzy grupami
(zardwno CD 1 CholDD) bez dodatkoéw w poroéwnaniu do grup z dodatkami tych zwigzkow.
Zaobserwowano natomiast, ze wérod grup CD stezenie cholesterolu catkowitego i LDL
byto nieznacznie wyzsze niz w grupach CholDD. Jak wspomniano cholina jest
prekursorem fosfatydylocholiny, ktora jest istotnym sktadnikiem VLDL. W wyniku
szeregu przemian, z udziatem m.in. lipazy lipoproteinowej VLDL ulega konwersji do LDL
(Kumari i in., 2021; Sigurdsson i in., 1975). Tak wigc niedostateczna ilo$¢ choliny w diecie
moze posrednio oddziatywac na stezenie LDL, prowadzac do jego zmniejszenia. Niedobor
choliny poprzez wptyw na szlaki zwigzane z metabolizmem lipidéw moze roéwniez
powodowa¢ zmiany w poziomach cholesterolu catkowitego i TG w surowicy Krwi.
W badaniu przeprowadzonym przez Tinoco i in. wykazano, ze niedobor choliny w diecie
powodowat zmniejszenie poziomoéw cholesterolu i TG w surowicy krwi (Tinoco i in.,

1964). Podobne wyniki uzyskat Won i in., w do§wiadczeniu przeprowadzonym na samcach
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szczurow  Sprague-Dawley, ktorym podawano diete¢ deficytowa w choline.
Zaobserwowano u tych zwierzat zmniejszenie st¢zenia cholesterolu catkowitego
I LDL, natomiast stezenie TG nieznacznie wzrosto (Won i in., 1986). W przypadku badan
z udziatem ludzi, z jednej strony wykazano, ze spozycie 3 jaj dziennie bedacych zrodlem
choliny przez okres 4 tygodni zwickszato poziom cholesterolu catkowitego oraz LDL.
Natomiast 2-tygodniowa suplementacja fosfatydylocholing u zdrowych ochotnikoéw nie
wplyngta na zmiany stgzenia cholesterolu catkowitego. Przy rozpatrywaniu tego typu
wynikow nalezy jednak wzig¢ m.in. pod uwage forme w jakiej cholina byta spozywana
wraz z dietg (Van Parys i in., 2022). Jesli chodzi o wptyw izoflawondéw sojowych na
parametry profilu lipidowego, to w badaniach na modelach zwierzgcych wykazano, ze
zastosowanie tych zwigzkow powoduje obnizenie st¢zenia cholesterolu catkowitego i TG
w surowicy krwi. Najczesciej byly to jednak modele, w ktorych zastosowano diety
wysokotluszczowa lub wysokofrutkozowa, znaczaco wptywajace na metabolizm lipidow.
W badaniu Arunkumar i in. samce myszy, otrzymujace diet¢ o wysokiej zawartosci
thuszczu 1 fruktozy, ktorym podawano dozotadkowo genisteing w dawce 1 mg/kg/m.c.
charakteryzowaty si¢ nizszym st¢zeniem cholesterolu catkowitego niz zwierzeta na tej
samej diecie, ale nieotrzymujace izoflawonu (Arunkumar i in., 2013). Podobne wyniki
otrzymali Liu i in. testujac wptyw dwoch dawek genisteiny podawanych szczurom na
diecie wysokotluszczowej 1 wysokofruktozowej. Zaobserwowali oni, ze dodatek genisteiny
do wody spozywanej przez zwierzeta wptywa na obnizenie st¢zenia TG i cholesterolu LDL
w surowicy krwi (Liu i in., 2017). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze rozne efekty jakie uzyskuje
si¢ w badaniach dotyczacych wptywu izoflawonoéw sojowych na parametry lipidowe we
krwi wynikaja z wykorzystania w doswiadczeniach preparatow o roznych dawkach, ich
polaczenia z biatkiem sojowym, réznego czasu ekspozycji i podawania ich zroznicowanym
pod wzgledem genetycznym i fenotypowym modelom zwierzgcym.

Jak wiadomo deficyt choliny w diecie prowadzi do akumulacji kropel lipidowych
w komorkach watroby. Jednak ze wzgledu na rodzaj powstajgcych zmian, tj. najczesciej
mikropgcherzykowe zmiany tluszczowe, nie dochodzi do uszkodzenia integralnosci
struktury komodrkowej. Z tego wzgledu nie obserwuje si¢ zwigkszenia poziomow
aminotransferaz watrobowych w surowicy krwi, ktére stanowig marker uszkodzenia
hepatocytow. Z kolei w przypadku diety deficytowej zarbwno w metioning, jak i choling
pojawiajg si¢ bardziej rozlegte zmiany na poziomie komoérkowym oraz wigksza progresji
do wtoknienia, co manifestuje si¢ podwyzszonymi poziomami enzymow watrobowych

w surowicy krwi. W badaniu przeprowadzonym przez Macfarlane i in. myszy szczepu
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C57BL/6J podzielono na trzy grupy, ktorym podawano karme¢ z prawidlowa zawartos$cig
wszystkich sktadnikow pokarmowych, z deficytem choliny lub z deficytem choliny
i metioniny. Po dwodch tygodniach stosowania takich diet zauwazono, ze poziom
aminotraferaz watrobowych podwyzszyt si¢ wylacznie w grupie przyjmujacej karme
z deficytem choliny i metioniny. Wartosci tego parametru w grupie kontrolnej i grupie
z niedoborem choliny nie réznity si¢ migdzy sobg (Lau i in., 2017; Macfarlane i in., 2011).
Podobne wyniki uzyskano w badaniach wtasnych, tj. po okresie 12 tygodni stosowania
diety deficytowej w choling nie zaobserwowano zmian w st¢zeniu enzymow watrobowych
w poréwnaniu do grup spozywajacych karme o prawidtowej zawarto$ci choliny. Laczy sie
to z obserwacjami, jakich dokonano w ramach oceny histologicznej skrawkéw watroby,
w ktorej nie zauwazono zmian §wiadczacych o istotnym uszkodzeniu komorek. Natomiast
potencjalny wplyw izoflawondéw sojowych na stezenie aminotransferaz watrobowych
rozpatrywany byt najcze¢sciej w badaniach, w ktorych wykorzystywano diete
wysokottuszczowa. W zalezno$ci od zastosowanej dawki 1 czasu ekspozycji wykazywano,
ze zwigzKi te moga wplywaé na obnizenie zarowno ALAT jak i AspAT (Xin i in., 2019).
We wspomnianym juz doswiadczeniu przeprowadzonym przez Liu i in. na samcach
szczurow Sprague-Dawley, gdzie do diety wysokottuszczowej podawanej zwierzetom
dodano izoflawony sojowe w dawce 10 lub 20 mg/kg/dzien, zaobserwowano, ze po
12 tygodniach takiego zywienia st¢zenie ALAT w grupach z dodatkiem fitoestrogenow
znormalizowato si¢ do poziomow wystepujacych w grupie kontrolnej, spozywajacej karme
o prawidtowej zawartosci thuszczu (Liu, Zhong, Leng, i in., 2017). Obnizenie stezenia
aminotranferaz watrobowych wykazano takze w badaniu, gdzie samcom szczurow Wistar
karmionych dieta wysokofruktozowa podawano dozotagdkowo genisteing w dawce
1 mg/kg/dzien przez 60 dni (Xin i in., 2019).

W ramach niniejszej pracy wykonano rowniez analiz¢ oceny zawarto$ci thuszczu w kale
szczurOw. Miala ona na celu oceng¢ wplywu diety o roznej zawartos$ci choliny z/bez
dodatkow izoflawondw sojowych na wchtanianie thuszczow. Jak bowiem wiadomo cholina
odgrywa kluczowa role w wytwarzaniu zoétci, niezbednej do prawidlowego trawienia
thuszczow. Jako prekursor fosfatydylocholina stanowi jeden ze sktadnikow zotci, ktora
bierze udzial w procesie emulgowania ttuszczéw, umozliwiajac ich rozktad i wchtanianie
w jelicie cienkim. W przypadku niedoboru choliny w diecie proces wytwarzania zotci moze
by¢ nieprawidlowy, czego konsekwencja jest zmniejszenie jej ilosci, a tym samym
nieefektywne wchtanianie thuszczow. Przektada si¢ to na zwigkszenie ich wydzielania wraz

z katem (Nakano i in., 2009; Tso i in., 1981; van der Veen i in., 2017). W niniejszym
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badaniu nie zaobserwowano jednak réznic pomiedzy grupami w zawartosci tluszczu
w kale. Wytlumaczenia takiego wyniku mozna upatrywa¢ w tym, iz fosfatydylocholina
niezbedna do produkcji z6tci pochodzita z innych Zrédet niz tych zaleznych od dostarczenia
choliny wraz z dietg (skuteczne mechanizmy kompensacyjne) oraz ze 12-tygodniowy okres
niedoboru choliny nie wywotal zmian w metabolizmie lipidow generujacych zaburzenia
wchtaniania thuszczo6w w uktadzie pokarmowym. W jednym z nielicznych badan
oceniajacych posrednio wpltyw spozycia soi na zawarto$¢ thuszczu w kale, wykazano ze
dodatek biatka sojowego do diety wysokottuszczowej podawanej w celu indukcji NASH

nie wptywal na rdznice w zawartosci cholesterolu w kale (Yang i in., 2011).

e Wplyw roznej zawartosci choliny w diecie oraz dodatku fitoestrogenow
sojowych na ekspresje genu Pemt oraz stezenie fosfatydylocholiny w watrobie

szczuréw i VLDL w surowicy krwi

W badaniu wlasnym wykazano, ze niedobor choliny w diecie zwigksza poziom
transkrypcji genu Pemt zaangazowanego w endogenng syntez¢ choliny, nie stwierdzono
jednak r6zni¢ na poziomie biatka. Poréwnujac ze sobg grupy CD z odpowiadajacymi im
grupami CholDD (bez lub z poszczegdlnymi dodatkami izoflawondéw sojowych), zauwaza
si¢ wyzszy poziom transkrypcji tego genu u grup z niedoborem choliny. Sg to réznice na
poziomie od okoto 25-krotnie do 1000-krotnie wyzszym dla grup spozywajacych diete
niedoborowa w choling. Jak wspomniano wczesniej, gen Pemt koduje enzym o tej samej
nazwie, ktory uczestniczy w reakcji przeksztalcenia fosfatydyloetanoloaminy do
fosfatydylocholiny, w ramach drugiej Sciezki szlaku biosyntezy fosfatydylocholiny
w watrobie, a posrednio W zwigkszaniu puli dostepnej choliny. Mimo, ze aktywnos$¢ tego
enzymu odnotowano w réznych tkankach, to stanowi ona tylko niewielki procent jego
aktywnos$ci w komorkach watroby. Z tego wzgledu upatruje sie szczegdlnej roli genu Pemt
wlasnie w tym narzadzie, szczegolnie w kontekscie mechanizméw odpowiedzialnych za
sttuszczenie. Brak rdznic w ilosciach biatka PEMT w watrobie moze wynikac¢ ze ztozonos$ci
procesu ekspresji genéw. Wysoki poziom transkrypcji nie zawsze gwarantuje wysoki
poziom odpowiadajacego mu biatka. Mechanizmy regulacyjne, ktore wptywaja na taki stan
obejmujag m.in. regulacje posttranskrypcyjng, alternatywne skladanie genu, regulacje
stabilnosci mRNA, efektywno$¢ samej translacji czy procesy degradacji biatek
(Koussounadis i in., 2015; Perl i in., 2017). Podobne badanie przeprowadzili Cui i Vance,

ktorzy przeanalizowali ekspresj¢ genu Pemt w watrobie samcoéw szczuréw Sprague-
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Dawley karmionych przez 12 tygodni dietg niedoborowg w choling w poréwnaniu do grupy
spozywajace] karme o prawidtowej zawartosci tego sktadnika. Wykazano, ze ekspresja
tego genu zardwno na poziomie transkrypcji, jak i translacji (poziomy biatka PEMT byly
5- krotnie wyzsze u szczuré6w na diecie z niedoborem choliny) byta zdecydowanie wyzsza
u zwierzat bedacych na deficycie choliny. Co istotne nie zauwazono przy tym réznic
w poziomie fosfatydylocholiny w watrobie miedzy grupami, co sugeruje, ze zwiekszenie
intensywnosci reakcji szlaku PEMT mogto kompensowa¢ zmniejszong podaz choliny
w diecie. W kilku badaniach wykazano, ze niedobor choliny moze zwigkszac¢ synteze
fosfatydylocholiny w ramach szlaku PEMT, co stanowi potencjalny mechanizm
adaptacyjny organizmu w przypadku sytuacji deficytu tego sktadnika w diecie (Cui
& Vance, 1996; Kulinski i in., 2004; Schneider & Vance, 1978).

Natomiast w niniejszej pracy mimo braku réznic w ilo$ciach biatka PEMT odnotowano
roznice w stezeniach fosfatydylocholiny mi¢dzy grupami CD a CholDD. Grupy CD (nizsza
ekspresja genu Pemt na poziomie mRNA) charakteryzowaly si¢ wyzszymi stezeniami
fosfatydylocholiny w watrobie niz grupy CholDD. Jak wspominano juz we wczesniejszych
czesdciach pracy poziom fosfatydylocholiny w ustroju nie jest uzalezniony wyltacznie od
szlaku PEMT. Grupy CD spozywaly diet¢ zawierajaca choling, w zwiazku z czym mogta
ona zosta¢ wykorzystana w ,,szlaku CDP-choliny” jako glownym szlaku biosyntezy
fosfatydylocholiny i spowodowac, ze u zwierzat CD zaobserwowano wyzszy poziom tego
fosfolipidu w watrobie.

Jesli chodzi o stezenie VLDL we krwi, to podobnie jak w przypadku
fosfatydylocholiny, wyzsze st¢zenia tej lipoproteiny wykazano w grupach CD niz CholDD.
Zauwazono takze, ze w zblizony sposob przedstawiajg si¢ dla tych dwoch parametréw
roznice istotne statystycznie pomiedzy poszczegdlnymi grupami. Dla przyktadu, zar6wno
dla fosfatydylocholiny jak i VLDL wykazano istotne roznice w stezeniach mig¢dzy grupami
CD-DAIl a CholDD, CholDD-DAI i CholDD-ISO. Jest to tozsame z wynikami uzyskanymi
przez Yao & Vance, ktorzy podawali szczurom Sprague-Dawley diete¢ z prawidtows
zawartos$cig choliny lub deficytem tego sktadnika. Grupa spozywajaca diete¢ niedoborowa
w choling charakteryzowata si¢ nizszym stezeniem VLDL w surowicy krwi i bylo to
stwierdzane juz po 3 dniach stosowania takiej diety (Yao & Vance, 1990). Jak wiadomo
fosfatydylocholina jest niezbedna do syntezy VLDL, przez co jej stezenie koresponduje ze
stezeniami VLDL w surowicy krwi. Fakt ten moze stanowi¢ wytlumaczenie wynikéw
uzyskanych w ramach niniejszej pracy, bowiem stezenia fosfatydylocholiny

w poszczegdlnych grupach znajduja odzwierciedlenie w stezeniach VLDL.
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Jak juz wspomniano, szereg doswiadczen wykazat, ze ekspresja genu Pemt jest zalezna
od stezenia estrogenow, ze wzgledu na obecnos$¢ elementu odpowiedzi na estrogen
W promotorze tego genu. Stanowilo to podstawe w tworzeniu jednej z gtdwnych hipotez
badawczych niniejszej rozprawy. Dodatkowo pojawiajace si¢ w ostatnich latach wyniki
badan przedstawiaty, ze fitoestrogeny sa zdolne do wigzania si¢ z receptorami
estrogenowymi wystepujacymi w roznych tkankach, tym samym mogac oddzialywac¢ na
ekspresje genow (Rietjens i in., 2017). Jednak w badaniu wlasnym nie potwierdzono
wptywu dodatkow izoflawondw sojowych na ekspresje genu Pemt w watrobie szczura.
Ze wzgledu na ztozonos¢ procesu ekspresji gendw i czynnikdw jakie moga na nig wptywac,
potencjalnego uzasadnienia braku zatozonego efektu upatruje si¢ m.in. w stosunkowo
niskiej dawce zastosowanych dodatkow, a takze w nizszej zdolnosci do wigzania
z receptorami estrogenowymi niz estrogenny endogenne. Jednym z powoddéw
wykorzystania w doswiadczeniu wlasnym samcOw szczura byto zniwelowanie roznic
migdzy zwierzgtami w skokowych réznicach poziomu hormondéw generowanych przez
cykl ptciowy, co wystepuje w przypadku samic. Jednak w organizmie samcoOw réwniez
odnotowuje si¢ pewne ilosci estrogenow endogennych. Wydaje si¢ zasadnym, aby
w kolejnych badaniach podejmujacych temat wptywu fitoestrogenéw na organizm
zaplanowac¢ oznaczenie poziomow tych hormondw, tym samym poszerzajac mozliwosci
wnioskowania.

Jak juz wspominano, izoflawony sojowe jako przedstawiciele fitoestrogenow maja
r6zng zdolno$¢ do wigzania ER-a 1 ER-, w tym silniejsze powinowactwo wykazuja wobec
ER-pB. Ustalono, ze w watrobie wystepuja przede wszystkim receptory ER-a, w zwigzku
z czym mozna przypuszczac, ze do braku efektu przedstawionego w wynikach niniejszej
pracy przyczynia si¢ stabe powinowactwo zastosowanych izoflawonow do ER-a. Ponadto
ten rodzaj receptora analizowano w przypadku doswiadczen dotyczacych regulacji
ekspresji genu Pemt poprzez estrogeny (Gao i in., 2008; Resseguie i in., 2011). Nie bez
znaczenia jest rowniez potencjalne dziatanie antyestrogenowe tych zwigzkow, ktore
poprzez blokowanie wigzania z estrogenami endogennymi zmniejszaja aktywnosc
receptorowa, a w konsekwencji wptyw na ekspresj¢ gendéw. Wytlumaczenia uzyskanych
wynikow mozna poszukiwaé takze w zagadnieniach zwigzanych z metabolizmem
fitoestrogend6w w organizmie a konkretnie w potencjalnie niskim poziomie aglikonow
w krazeniu raportowanym w badaniach, wynikajagcym z procesu wchlaniania,

biotransformacji 1 réznic w biodostgpnosci. Z tego wzgledu kolejng analiza warta
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zaplanowania w przysztych badaniach byloby oznaczenie stezenia tych zwigzkoéw
w poszczegdlnych kompartmentach tkankowych.

Na podstawie wynikéw uzyskanych w niniejszej pracy nie mozna roéwniez potwierdzié
wptywu dodatku izoflawondéw sojowych na poziom fosfatydylocholiny w watrobie
bowiem nie zaobserwowano roznic wewnatrz grup CD lub CholDD - poréwnujac grupy
spozywajace diety bez dodatku z grupami, ktéorym podawano karme¢ z dodatkiem
genisteiny, daidzeiny lub ekstraktu izoflawonow sojowych. Podobnie nie potwierdzono
wplywu spozycia izoflawonow sojowych na stgzenie VLDL we krwi. Wigkszos¢ badan
opisujacych oddzialywanie tych zwiazkdéw na stezenie lipoprotein w surowicy krwi
koncentruje si¢ na poziomach cholesterolu LDL i HDL, przez co wptyw izoflawonow
sojowych na stezenie VLDL jest trudny do interpretacji. Niektore z nich wykazuja
niewielki spadek stezenia tego parametru po spozyciu fitoestrogendéw sojowych, podczas
gdy inne nie wskazuja zadnych znaczacych zmian. Przyktadowo w doswiadczeniu
przeprowadzonym przez Kirk i in. odnotowano obnizenie stezenia VLDL u myszy
C57BL/6J z knock out’em genu kodujgcego receptory LDL, ktore karmiono dietg
wysokothuszczowa wzbogacong izoflawonami sojowymi w poréwnaniu do zwierzat, ktore
przyjmowaly diete wysokotluszczowa bez tego dodatku. Natomiast efektu zmniejszenia
stezenia VLDL nie zauwazyli Fonseca i1 in., ktorzy podawali ekstrakt izoflawonow
sojowych samicom szczurow Wistar poddanym owariektomii (Fonseca i in., 2021; Kirk

iin., 1998; Xin i in., 2019).

e Wplyw roznej zawartosci choliny w diecie oraz dodatku fitoestrogenow

sojowych na ekspresje genéw zwigzanych z metabolizmem lipidow

W niniejszej pracy zdecydowano si¢ na analize ekspresji genéw Ppar y, Srebp-1c, Fasn,
ze wzgledu na ich udzial w metabolizmie lipidow. Gen PPARy ulega ekspresji gtownie
w adipocytach, gdzie reguluje proces roznicowania preadipocytow w adipocyty,
prowadzac do zwigkszenia magazynowania kwasow tluszczowych w tkance thuszczowej
(Chawlai in., 1994). Wykazano jednak, ze w przypadku sttuszczenia watroby zwicksza si¢
jego ekspresja rowniez w hepatocytach. Wynika to z faktu, iz biatko PPARy jako receptor
jadrowy wplywa na aktywacj¢ szlakow zwigzanych z lipogenezg (Souza-Mello, 2015).
Podobnie SREBP-1c jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktory reguluje ekspresje genow
zaangazowanych w synteze kwasow tlhuszczowych, TG 1 fosfolipidow. Bezposrednio
oddziatuje on na ekspresj¢ genu FASN kodujacego biatko FAS, odpowiedzialne za synteze

kwasow tluszczowych. Poprzez wpltyw na lipogeneze geny te biorg posredni udziat

102



w hamowaniu procesu B-oksydacji (Foretz i in., 1999; Lay i in., 2002). Taka sytuacja
prowadzi do zwiekszonego magazynowania lipidow w komoérkach watroby, a tym samym
do wigkszego zapotrzebowania na fosfatydylocholing, ktdra jako sktadnik VLDL mogtaby
zosta¢ zaangazowana w eksport lipidow z watroby do tkanek.

W niniejszym badaniu wykazano tylko pojedyncze rdéznice w poziomie ekspresji tych
gendéw miedzy poszczegdlnymi grupami szczurdw, tj. miedzy grupa CD-1SO a grupami
spozywajacymi diet¢ deficytowa w choline bez lub z dodatkiem izoflawonow sojowych.
W przypadku genu Fasn zaobserwowano takze réznice mi¢dzy grupag CD-DAI a CD-ISO.
Jednak rdznice te nie dajg jednoznacznej odpowiedzi czy 12-tygodniowy deficyt choliny
w diecie oraz dodatek izoflawonow sojowych moga wptywac na ekspresje¢ analizowanych
genow. Taka sytuacja znajduje czeSciowo odzwierciedlenie w wynikach parametrow
biochemicznych krwi — zauwazono bowiem tylko niewielkie rdéznice w stezeniach
poszczegbdlnych sktadowych profilu lipidowego migdzy poszczegdlnymi grupami.
Oddziatywanie zastosowanych interwencji widoczne jest jednak w ocenie histologiczne;j
skrawkow watroby, w ktorych zaobserwowano zmiany mikropgcherzykowe w komorkach
hepatocytow.

W nielicznych badaniach dotyczacych wplywu izoflawonoéw sojowych na ekspresje
gendw zaangazowanych w metabolizm lipidéw opisywane sa pozytywne wyniki
sugerujace, ze zwiazki te mogg poprawia¢ funkcjonowanie watroby i1 korzystnie wplywacé
na metabolizm lipidow (Huang i in., 2016; Tan i in., 2019; Xiao & Hendry, 2022; Yamagata
& Yamori, 2021). W przytoczonym juz badaniu Arunkumar i in. przeprowadzonym na
myszach w grupach spozywajacych diet¢ wysokotluszczows i wysokofrutkozowa oraz
genisteing wykazano obnizenie poziomu ekspresji genéw Srebp-1c i Fasn. W badaniu tym,
dodatek genisteiny powodowat rowniez obnizenie st¢zenia cholesterolu catkowitego i TG
w surowicy krwi zwierzat, a takze zmniejszenie masy watroby i zawarto$ci w niej TG
(Arunkumar i in., 2013). Potencjalnych komoérkowych mechanizméw wptywu
izoflawonow sojowych na parametry biochemiczne zwigzane z metabolizmem glukozy
1 lipidow upatruje si¢ w oddziatywaniu tych zwigzkoéw na aktywnos$¢ receptoréw jadrowych
(m.in. receptory estrogenowe, PPAR, SREBP-1c, receptor weglowodorow arylowych),
ale 1 sygnalizacje niereceptorowg (m.in. kinaza biatkowa aktywowana przez AMP,
cyklooksygenaza, sirtuina 1). Poprzez te szlaki moze dochodzi¢ do regulacji ekspresji
gendéw odgrywajacych kluczowa role w gospodarce weglowodanowej i lipidowej.
Doktadny przebieg tych procesow wymaga jednak doktadniejszych analiz (Chadha i in.,
2020).
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Podsumowujac, uwzgledniajagc wyniki podobnych doswiadczen zasadnym wydaje si¢
stwierdzenie, ze skutki zarowno niedoboru choliny, jak i zastosowania w diecie dodatkoéw
izoflawonow sojowych moga by¢ zalezne od czasu ekspozycji oraz zastosowanej dawki.
Testowanie znacznie wyzszych dawek izoflawonoéw sojowych niz przyjetych w niniejszej
pracy wymagatoby jednak uargumentowania zasadnosci takiego podejscia w kierunku

mozliwosci zastosowania takich ilosci w praktyce.
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7. Whnioski

Przeprowadzone do$wiadczenie in vivo oraz szereg analiz laboratoryjnych umozliwity
realizacj¢ celu niniejszej pracy oraz weryfikacje hipotez badawczych. Na podstawie

uzyskanych wynikow sformutowano nastepujace wnioski:

1. Spozycie izoflawonow sojowych, w ilosciach odpowiadajacych ich zwyczajowej
konsumpcji, nie wptywa na ekspresje genu Pemt w watrobie szczura. Wpltywu
izoflawonow na ekspresje tego genu nie obserwuje si¢ zar6wno w przypadku
prawidlowej podazy choliny z dieta, jak i w sytuacji jej deficytu. Izoflawony sojowe
nie zwickszaja rowniez st¢zenia fosfatydylocholiny w watrobie, ani VLDL we krwi.
Nie stwierdza si¢ wigc wpltywu izoflawondw sojowych na metabolizm choliny.

2. lzoflawony sojowe spozyte z dietg o prawidtowej zawartosci choliny lub z dietg
deficytowa w ten sktadnik nie wptywaja na ekspresje gendw Ppar y i Srebp-1c na
poziomie transkrypcji. Efekt ten moze by¢ obserwowany w odniesieniu do ekspresji
genu Fasn. Jesli chodzi o wptyw izoflawondéw sojowych na ilo$¢ analizowanych
biatek, to wykazano go wylacznie dla biatka SREBP-1c, zaréwno w przypadku
niedoboru, jak i prawidtowej podazy choliny z dieta. Nie obserwuje si¢ jednak
wplywu izoflawonow sojowych na stezenia parametrow profilu lipidowego,
glukozy i enzymow watrobowych oraz na zawarto$¢ thuszczu w kale. Dodatek do
diety izoflawonow sojowych moze natomiast wptywacé na sktad ciata zwierzat. Nie
mozna zatem jednoznacznie potwierdzi¢ wplywu izoflawonéw sojowych na
metabolizm lipidow.

3. Deficyt choliny w diecie wptywa na metabolizm choliny w organizmie, bowiem
powoduje zwickszenie ekspresji genu Pemt w watrobie szczura, zmniejszenie
stezenia fosfatydylocholiny w tym narzadzie oraz zmiany morfologiczne
w komorkach watroby. Niedobor choliny w diecie moze réwniez powodowac
zmiany w metabolizmie lipidow poprzez wplyw na poziomy transkrypcji genow
Ppar y, Srebp-1c i Fasn. Na poziomie translacji efekt ten obserwuje si¢ wytacznie
dla biatka SREBP-1c. Szlaki aktywowane przez te geny moga by¢ zaangazowane
W mobilizacj¢ mechanizmoéw kompensacyjnych, poprzez ktére mimo deficytu
choliny w diecie nie zaobserwowano zmian w stezeniach glukozy, cholesterolu
frakcji HDL, triacylogliceroli oraz enzymow watrobowych. 12-tygodniowy deficyt

choliny w diecie nie powodowal rowniez znaczacych zmian w procesach
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zwigzanych z wchlanianiem 1 wydalaniem tluszczéw, gdyz nie wykazano wptywu
na zawartosci thuszczu w kale. Potencjalne mechanizmy kompensacyjne wymagaja
jednak doktadnej analizy bowiem niedobér choliny spowodowat zmiany
w stezeniach cholesterolu catkowitego, cholesterolu frakcji LDL i VLDL oraz

w sktadzie ciata zwierzat.

Podsumowujac, dodatek izoflawonow sojowych do diety nie wptywa na proces
endogennej syntezy choliny. Zwigzki te mogg natomiast wywotywac¢ zmiany ekspresji
gendéw zaangazowanych w metabolizm lipidow, w tym gendow ktore sa regulatorami
przemian lipidow. Jednak efekt ten wymaga potwierdzenia w kolejnych badaniach.
Pomimo zmian poziomoéw ekspresji tych gendw, st¢zenia parametrow biochemicznych
zwigzanych z metabolizmem weglowodanow, lipidow oraz funkcjonowaniem watroby nie
zmieniajg si¢ po spozyciu izoflawonow sojowych. Zmiany na poziomie molekularnym oraz
fenotypowym obserwuje si¢ natomiast w przypadku niedoboru choliny w diecie.
Potencjalne mechanizmy kompensacyjne moga odpowiada¢ za niewielki stopien tych

Zzmian.
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