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1. Wykaz skrótów 

 

AA – Kwas arachidonowy (ang. Arachidonic acid) 

ACC - Karboksylaza acetylo-CoA (ang. Acetyl-CoA carboxylase) 

ALA – Kwas α-linolenowy (ang. α-linolenic acid) 

AP1 – Białko aktywatorowe 1 (ang. Activator protein 1) 

ApoA1 – Apolipoproteina A1 (ang. Apolipoproteina A- I) 

ApoB – Apolipopreteina B (ang. Apolipoproteina B) 

C/EBP - Białko wiążące się z sekwencja CCAAT (ang. CCAAT-enhancer-binding protein) 

CKD – Przewlekła choroba nerek (ang. Chronic kidney disease) 

CPOA2H – Kwas metylenoheksadekanowy (ang. Cyclopropaneoctanoic acid 2-hexyl) 

DAG – Diacyloglicerol (ang. Diacylglycerol) 

DGAT1 – Acylotransferaza diacyloglicerolowa 1 (ang. Digacyloglycerol acyltransferase) 

DGLA - Kwas dihomo-γ-linolenowy (ang. Dihomo-γ-linolenic acid) 

DHA – Kwas dokozaheksaenowy (ang. Docosahexaenoic acid) 

DPA – Kwas dokozapentaenowy (ang. Docosapentaenoic acid) 

EDA – Kwas eikozadienowy (ang. Eicosadienoic acid) 

ELOVL – Elongazy kwasów tłuszczowych (ang. Fatty acid elongase) 

EPA – Kwas eikozapentaenowy (ang. Eicosapentaenoic acid) 

ETA – Kwas eikozatetraenowy (ang. Eicosatetraenoic acid) 

ETE – Kwas eikozatrienowy (ang. Eicosatrienoic acid) 

FA – Kwas tłuszczowy (ang. Fatty acid) 

FADS – Desaturaza nienasyconych kwasów tłuszczowych (ang. Fatty acid desaturase) 

FASN - Syntaza kwasów tłuszczowych (ang. Fatty acid synthase) 

GLA – Kwas γ –linolenowy (ang. γ-linolenic acid) 

HMGCS – Syntaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (ang. 3-hydroxy-3-methylglutaryl-

Coenzyme A synthase) 
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HMGCR – Reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (ang. 3-hydroxy-3-methylglutaryl 

coenzyme A reductase) 

HNF4α – Czynnik jądrowy hepatocytów 4α (ang. Hepatocyte nuclear factor 4 alpha) 

LA – Kwas linolowy (ang. Linoleic acid) 

LXR – Receptor wątrobowy X (ang. Liver X receptor) 

MUFA – Jednonienasycone kwasy tłuszczowe (ang. Monounsaturated fatty acids) 

MTTP - Mikrosomalne białko przenoszące triacyloglicerole (ang. Microsomal triglyceride 

transfer protein) 

NAD
+
 - Forma utleniona dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. Nicotinamide adenine 

dinucleotide oxidized form) 

NADH - Forma zredukowana dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. Nicotinamide 

adenine dinucleotide reduced form) 

NF-1 – Czynnik jądrowy 1 (ang. Nuclear factor I) 

NFκB – Czynnik jądrowy κB (ang. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 

cells) 

OA – Kwas oleinowy (ang. Oleic acid) 

PA – Kwas palnitynowy (ang. Palmitic acid) 

PUFA – Wielonienasycone kwasy tłuszczowe (ang. Polyunsaturated fatty acids) 

PPAR - Receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomów (ang. Peroxisome proliferator-

activated receptors) 

SCD - Desaturaza stearoilo-CoA (ang. Stearoyl-CoA desaturase) 

SDA – Kwas stearydynowy (ang. Stearidonic acid) 

SFA – Nasycone kwasy tłuszczowe (ang. Saturated fatty acids) 

SREBP – Białko wiążące element odpowiedzi na sterole (ang. Sterol regulatory element-binding 

proteins) 

TAG – Triacyloglicerole (ang. Triacylglycerols) 

VLDL – Lipoproteiny o bardzo małej gęstości (ang. Very Low Density Lipoproteins) 
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2. Wykaz prac wchodzących w skład rozprawy doktorskiej 

 

Rozprawa doktorska pt. „Zmiany metabolizmu lipidów w hepatocytach i adipocytach 

indukowane zaburzeniami profilu kwasów tłuszczowych” powstała w oparciu o cykl artykułów 

opublikowanych w międzynarodowych czasopismach naukowych. W Tabeli 1 przedstawiono 

zestawienie publikacji stanowiących niniejszą rozprawę doktorską. Łączna wartość IF 

prezentowanych prac to 15,886. Łączna punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyższego 

prezentowanych prac wynosi 375. 

 

Tabela 1. Publikacje wchodzące w skład rozprawy doktorskiej. MNiSW – Ministerstwo Nauki i 

Szkolnictwa Wyższego, IF – impact factor w roku publikacji, Q – kwartyl czasopisma w roku publikacji 

(* - dane za 2020 niedostępne). 

 

Autorzy, tytuł publikacji, czasopismo Punktacja 

MNiSW 

IF Q 

Justyna Korczyńska, Aleksandra Czumaj, Michał Chmielewski, 

Maciej Śledziński, Adriana Mika, Tomasz Śledziński 

Increased expression of the leptin gene in adipose tissue of patients 

with chronic kidney disease : the possible role of an abnormal 

serum fatty acid profile.  

Metabolites 2020, 10 (3):98  

DOI: 10.3390/metabo10030098 

70.000 4,097* Q2* 

Aleksandra Czumaj, Tomasz Śledziński 

Biological role of unsaturated fatty acid desaturases in health and 

disease. 

Nutrients 2020, 12(2):356 

DOI: 10.3390/nu12020356 

140.000 5.089* Q1* 

Aleksandra Czumaj, Tomasz Śledziński, Juan-Jesus Carrero, Piotr 

Stepnowski, Małgorzata Sikorska-Wiśniewska, Michał 

Chmielewski, Adriana Mika. 

Alterations of fatty acid profile may contribute to dyslipidemia in 

chronic kidney disease by influencing hepatocyte metabolism.  

International Journal of Molecular Science 2019, 20(10): 2470 

DOI: 10.3390/ijms20102470 

140.000 4.556 Q1 

Aleksandra Czumaj, Adriana Mika, Michał Chmielewski, Tomasz 

Śledziński 

Cyclopropaneoctanoic acid 2-Hexyl upregulates the expression of 

genes responsible for lipid synthesis and release in human hepatic 

HepG2 cells 

Lipids 2018, 53(3): 345-351 

DOI: 10.1002/lipd.12034 

25.000 2.144 Q3 
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3. Streszczenie 

 

Kwasy tłuszczowe (FA) są niezbędne dla prawidłowego funkcjonowania wszystkich 

organizmów. Stanowią one zróżnicowaną grupę związków, które w zależności od swojej budowy 

mogą wywierać różny wpływ na metabolizm. Zaburzenia w składzie jakościowym i ilościowym 

FA w surowicy (zaburzenia profilu FA) mogą mieć znaczący wpływ na takie zjawiska 

metaboliczne jak: regulacja ekspresji genów związanych z metabolizmem lipidów, stres 

oksydacyjny, insulinooporność i procesy zapalne, co może prowadzić do wzrostu ryzyka 

wystąpienia cukrzycy, nadciśnienia tętniczego czy choroby wieńcowej. Zaburzenia profilu FA 

mogą współwystępować z różnymi jednostkami chorobowymi, w tym z przewlekłą chorobą 

nerek (CKD). Do charakterystycznych dla CKD zaburzeń metabolicznych należy dyslipidemia – 

głównie wzrost poziomu triacylogliceroli (TAG) i obniżony poziom cholesterolu HDL. Oprócz 

tego, badania naszego zespołu wykazały, że wraz z postępem choroby w surowicy pacjentów z 

CKD wzrasta poziom jednonienasyconych FA (MUFA), natomiast poziom wielonienasyconych 

FA n-3 (PUFA n-3) i wielonienasyconych FA n-6 (PUFA n-6) obniża się. Dodatkowo u 

pacjentów z CKD zidentyfikowano również podwyższony poziom kwasu 

metylenoheksadekanowego (CPOA2H). Samo stwierdzenie nieprawidłowości w profilu FA nie 

może jednak stanowić dowodu na bezpośredni wpływ tych zmian na metabolizm. Dlatego celem 

tej pracy było zbadanie jakie konsekwencje metaboliczne niosą z sobą zmiany profilu FA 

obserwowane u pacjentów z CKD, w tym czy zaburzenia profilu FA są odpowiedzialne za 

zmianę ekspresji genów zaangażowanych w metabolizm lipidów i czy w ten sposób mogą 

przyczyniać się do progresji choroby lub/oraz zwiększać ryzyko chorób towarzyszących.  

 Badania prowadzono w modelu in vitro z wykorzystaniem linii komórkowych 

hepatocytów (HepG2) i różnicujących się do adipocytów fibroblastów (3T3-L1). Hodowle 

suplementowane były pojedynczymi FA w zmiennym stężeniu oraz FA ekstrahowanymi z 

surowicy pacjentów z CKD. Do analizy wybrano geny związane z metabolizmem lipidów 

kodujące enzymy i czynniki transkrypcyjne zaangażowane w procesy lipogenezy, syntezy TAG, 

powstawania lipoprotein oraz gen kodujący leptynę. Badania prowadzono na poziomie mRNA i 

białka.  

 Badania prowadzone w ramach rozprawy doktorskiej pokazały, że zmiany profilu FA 

obserwowane u pacjentów z CKD, takie jak obniżenie poziomu PUFA (zarówno n-3 jak i n-6), 

wzrost poziomu MUFA i wzrost poziomu CPOA2H, mogą wpływać na poziomy ekspresji genów 

zaangażowanych w syntezę FA, syntezę TAG, uwalnianie lipoprotein z hepatocytów i syntezę 

leptyny w adipocytach.  

Podsumowując, nasze badania pokazują, że postępujące zmiany profilu FA w surowicy 

pacjentów w przebiegu CKD mogą przyczynić się do hipertriglicerydemii związanej z CKD 

poprzez wpływ na ekspresję genów syntezy i uwalniania lipidów w hepatocytach. Ponadto, 

zmiany profilu FA w surowicy obserwowane w przebiegu CKD mogą przyczyniać się do 

podwyższonego poziomu leptyny we krwi, poprzez indukcję ekspresji genu kodującego tą 

adipokinę w adipocytach.  
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4. Abstrakt 

 

Fatty acids (FA) are essential for the proper functioning of all organisms. They constitute a 

diverse group of compounds that, depending on their structure, may have different effects on 

metabolism. Disturbances in the qualitative and quantitative composition of serum FA (FA 

profile) may have a significant impact on such metabolic phenomena as regulation of the genes 

expression related to lipid metabolism, oxidative stress, insulin resistance, and the inflammatory 

processes, which may lead to an increased risk of diabetes, arterial hypertension or coronary 

artery disease. FA profile abnormalities can coexist with a variety of disease entities, including 

chronic kidney disease (CKD). One of the characteristic metabolic disorders in the course of 

CKD is dyslipidemia - mainly an increased level of triacylglycerols (TAG) and a decreased level 

of HDL cholesterol are reported. Our team's research has shown that as the disease progresses, 

the level of monounsaturated FA (MUFA) increases, while the level of n-3 polyunsaturated FA 

(n-3 PUFA) and n-6 polyunsaturated FA (n-6 PUFA) decreases in the serum of patients with 

CKD. In addition, in the patient's serum an increased level of an atypical FA - 

cyclopropaneoctanoic acid 2-hexyl (CPOA2H) was identified. 

However, the mere finding of abnormalities in the FA profile cannot provide evidence of a direct 

metabolic effect of these changes. Therefore, the aim of this study was to investigate the 

metabolic consequences of the changes in the FA profile observed in patients with CKD, 

including whether disturbances of the FA profile are responsible for the alteration of the 

expression of genes involved in lipid metabolism and thus may contribute to disease progression 

and/or increase the risk of comorbid diseases. 

The study was carried out in in vitro model using hepatocyte (HepG2) and fibroblast 

differentiating to adipocytes (3T3-L1) cell lines. The cells were supplemented with single FA in 

varying concentrations or with FAs isolated from the patient's serum. The expression of the genes 

related to lipid metabolism, encoding enzymes, and transcription factors involved in lipogenesis, 

TAG synthesis, lipoprotein formation, and leptin genes was analyzed. The research was carried 

out on the mRNA and protein levels.  

The research shows that changes in the FA profile observed in patients with CKD, such as a 

decrease in PUFA levels (both n-3 and n-6), an increase in MUFA content, an increase in 

CPOA2H, may affect the expression of genes involved in the synthesis of FA, the synthesis of 

TAG, the release of lipoproteins from hepatocytes, and the synthesis of leptin in adipocytes. 

In conclusion, this research shows that progressive changes in the serum FA profile of CKD 

patients may contribute to CKD-associated hypertriglyceridemia by affecting the expression of 

genes for lipid synthesis and release in hepatocytes. Moreover, the changes in the serum FA 

profile observed in the course of CKD may contribute to the elevated level of leptin in blood by 

inducing gene expression of this adipokine in adipocytes. 
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5. Wstęp 

5.1.  Metabolizm kwasów tłuszczowych 

 

Lipidy to zróżnicowana grupa związków obejmująca ponad 1,6 miliona typów cząsteczek 

z czego większość zawiera kwasy tłuszczowe (FA) w swojej strukturze [1–3]. Metabolizm FA, w 

tym ich wchłanianie w jelicie, transport we krwi, pobieranie do komórek, synteza de novo oraz 

degradacja, zapewnia komórce przede wszystkim energię oraz materiał do budowy błon 

komórkowych (fosfolipidy takie jak fosfatydylocholina, fosfatydyloetanoloamina) [4,5]. Co 

więcej, FA mogą być przekształcane w związki sygnalizacyjne (np. eikozanoidy, kwas 

fosfatydowy, diacyloglicerol, kwas lizofosfatydowy) oraz mogą być używane do potranslacyjnej 

modyfikacji białek (np. palmitoilacja, przyłączanie glikozylofosfatydyloinozytolu) [6–8]. Można 

więc uznać, że FA są niezbędne dla prawidłowego funkcjonowania wszystkich organizmów. 

FA występujące we krwi człowieka to również biologicznie aktywne związki wpływające 

ma metabolizm różnych tkanek i narządów [9,10]. Biologiczne działanie FA zależy od ich 

budowy, w tym od ich długości i liczby wiązań nienasyconych [11,12]. Najważniejsze w tym 

kontekście wydaje się być rozróżnienie na kwasy wielonienasycone n-3 (PUFA n-3) i kwasy 

wielonienasycone n-6 (PUFA n-6). PUFA n-3 i PUFA n-6 mogą wywoływać różne efekty 

biologiczne ze względu na swoją zdolność modyfikacji składu błon komórkowych, regulacji 

transkrypcji genów i modulowania szlaków sygnalizacji komórkowej [13,14]. PUFA są 

prekursorami różnych mediatorów lipidowych, w tym prozapalnych i przeciwzapalnych 

eikozanoidów i dokozanoidów, zaliczanych do grupy oksylipin [15,16]. Prostacykliny, 

prostaglandyny i leukotrieny wywodzące się z PUFA biorą udział w reakcjach zapalnych i 

odpowiedzi immunologicznej. Kwas arachidonowy (AA) jest prekursorem związków 

prozapalnych, natomiast kwas eikozapentaenowy (EPA) i kwas dihomo-γ-linolenowy (DGLA) są 

substratami do syntezy eikozanoidów przeciwzapalnych. Kwas dokozaheksaenowy (DHA) jest 

również prekursorem dokozanoidów o działaniu przeciwzapalnym i immunomodulującym, takich 

jak rezolwiny i protektyny [17,18].  

Na skład ilościowy i jakościowy FA we krwi wpływa nie tylko dieta, ale również poziom 

ich metabolizmu w poszczególnych tkankach i narządach. Zarówno FA pochodzące z diety lub 

syntezowane de novo mogą być przekształcane przez enzymy zaangażowane w procesy elongacji 

i desaturacji. Za desaturację FA odpowiedzialne są desaturazy FA. Enzymy te katalizują 

biosyntezę jednonienasyconych FA (MUFA) i przemiany PUFA poprzez konwersję wiązań 

pojedynczych (C-C) w wiązania podwójne (C=C) w łańcuchu acylowym. W organizmie 

człowieka synteza PUFA de novo nie jest możliwa, dlatego 2 egzogenne FA (kwas α-linolenowy 

i kwas linolowy) muszą pochodzić z diety [19]. Konwersja nasyconych FA (SFA) do MUFA jest 

katalizowana przez stearoilo-CoA desaturazę-1 (SCD1), natomiast PUFA powstają w reakcjach 

katalizowanych przez inną grupę desaturaz: desaturazy nienasyconych FA (FADS). Elongazy 

(ELOVL) odpowiadają za wydłużenie łańcucha węglowego (Ryc. 1). W genomie ludzkim 

zidentyfikowano siedem podtypów elongaz FA (ELOVL1-7). Elongazy ELOVL1, ELOVL3, 

ELOVL6 odpowiadają za wydłużanie SFA i MUFA, a ELOVL2, ELOVL4 i ELOVL5 
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odpowiadają za wydłużanie PUFA [20–22]. Rola i specyficzność substratowa ELOVL7 nie 

zostały do końca zbadana. Zmiany poziomu ekspresji i aktywności wyżej wymienionych 

enzymów zaangażowanych w przekształcanie FA mogą wpływać na skład ilościowy i 

jakościowy FA we krwi.  

 

 
Rycina 1. Ogólny schemat możliwych przekształceń kwasów wielonienasyconych n-3 i n-6 u ludzi. ALA 

- kwas α-linolenowy, 18: 3 n-3, AA - kwas arachidonowy, 20: 4 n-6, beta-ox - β-oksydacja, DGLA - kwas 

dihomo-γ-linolenowy, 20: 3 n-6, DHA - kwas dokozaheksaenowy, 22: 6 n-3, DPA - kwas 

dokozapentaenowy, 22: 5 n-3, FADS1 - desaturazy delta-5, FADS2 - desaturaza delta-6, EDA - kwas 

eikozadienowy, 20: 2 n-6, ELOVL - elongazy, ETA - kwas eikozatetraenowy, 20: 4 n-3, ETE - kwas 

eikozatrienowy, 20: 3 n-3, EPA - kwas eikozapentaenowy, 20: 5 n-3, GLA - kwas γ-linolenowy, 18: 3 n-6, 

LA - kwas linolowy, 18: 2 n-6, 18: 1 n-9, SDA - kwas stearydynowy, 18: 4 n-3. [Na podstawie: załącznik 

B].  

  

Z punktu widzenia metabolizmu FA najbardziej istotne wydają się być wątroba i tkanka 

tłuszczowa, dlatego to właśnie na komórkach tych narządów skupia się niniejsza praca. Wychwyt 

FA przez hepatocyty odbywa się przez specjalne transportery i translokazy (np. FATP2, FATP5, 

CD36/FAT) [23]. Szybkość wychwytu FA z krwi może zależeć między innymi od ogólnego 

poziomu krążących FA. FA pobierane przez hepatocyty mogą pochodzić z hydrolizy 

triacylogliceroli (TAG) lub mogą to być wolne, niezestryfikowane FA. Długołańcuchowe FA 

przyjęte z pokarmem są estryfikowane do TAG i pakowane w chylomikrony w enterocytach i w 

tej postaci trafiają do krwi, FA o krótkiej i średniej długości łańcucha mogą być wprowadzane do 

krwi bezpośrednio (bez inkorporowania ich do chylomikronów). Hydroliza i uwalnianie FA z 

TAG odbywa się w wyniku działania lipazy lipoproteinowej oraz lipazy wątrobowej.  

Hepatocyty maja zdolność do syntezy FA de novo, a proces ten jest nazywany lipogenezą. 

W wątrobową lipogenezę de novo zaangażowane są różne czynniki transkrypcyjne i enzymy, 

przy czym tempo lipogenezy regulowane jest głównie na poziomie transkrypcji [24]. Synteza FA 

zachodzi w cytozolu jako sekwencyjne wydłużanie łańcucha węglowego przez dołączanie 

dwuwęglowych jednostek acetylowych. Syntaza FA (FASN) to wielofunkcyjny enzym 

odpowiedzialny za syntezę palmitynianu [25]. Etapem ograniczającym szybkość tego szlaku jest 

reakcja katalizowana przez karboksylazę acetylo-CoA (ACC). W genomie człowieka są dwa 

geny kodujące enzymy o aktywności karboksylazy acetylo-CoA: ACCA koduje ACC-α (enzym 
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ograniczający szybkość syntezy długołańcuchowych FA), ACCB koduje ACC-β (enzym 

kontrolujący utlenianie FA w mitochondriach) [26–28].  

FA obecne w wątrobie mogą zostać utlenione w celu wytworzenia acetylo-CoA i 

dostarczenia komórce energii w postaci ATP, mogą również zostać wykorzystane do syntezy 

TAG. Acylotransferaza diacyloglicerolowa (DGAT) to enzym, który katalizuje ostatni etap 

syntezy TAG z diacyloglicerolu (DAG) i acylo-CoA. DGAT1 i DGAT2 to dwa niespokrewnione 

geny, których produkty posiadają aktywność przenoszenia grupy acylowej na DAG. Powstałe 

TAG mogą być przechowywane w cytoplazmie jako krople lipidowe, jednak aby uniknąć 

namiaru lipidów w hepatocytach (przyczyna stłuszczenia wątroby), większość TAG jest 

wydzielana do krwi jako lipoproteiny o bardzo małej gęstości (VLDL). Wyniki badań w 

modelach zwierzęcych i komórkowych pokazują że DGAT2 odgrywa główną rolę w akumulacji 

lipidów w cytozolu (tworzenie kropli lipidowych), podczas gdy DGAT1 odgrywa rolę w 

składaniu VLDL [29–31]. Mechanizm syntezy i wydzielania VLDL z wątroby został dobrze 

opisany w literaturze naukowej. Kluczowymi elementami tego szlaku są apolipoproteina B100 

(kodowana przez gen ApoB) i mikrosomalne białko przenoszące TAG (MTTP), (Ryc. 2). 

  

 
Rycina 2. Uproszczony schemat możliwych losów kwasów tłuszczowych w wątrobie. Geny 

przedstawiono w ramkach. ACCA - karboksylaza acetylo-CoA, APOB - apolipoproteina B, Beta-ox. - β-

oksydacja, DGAT1 - acylotransferaza diacyloglicerolowa 1, ELOVL - elongazy kwasów tłuszczowych, 

FA - kwasy tłuszczowe, FASN - syntaza kwasów tłuszczowych, HMGCS - syntaza 3-hydroksy-3-

metyloglutarylo-CoA, HMGCR - reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA, MTTP - mikrosomalne 

białko przenoszące triacyloglicerole, SCD1 - desaturaza stearoilo-CoA, VLDL - lipoproteiny o bardzo 

małej gęstości.  

 

Od dawna w publikacjach naukowych tkanka tłuszczowa nie jest już traktowana 

wyłącznie jako bierny magazyn TAG, wiadomo że może ona uczestniczyć aktywnie w 

metabolizmie lipidów, w tym w uwalnianiu FA do krwi [32,33]. Ponadto, tkanka tłuszczowa 
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wydzielać może aktywne biologicznie peptydydy – adipokiny, takie jak leptyna oraz 

adiponektyna [34,35].  

Regulacja ekspresji i aktywności enzymów metabolizmu FA jest bardzo złożonym 

zjawiskiem. Poziom spożycia FA i regulacja transkrypcji są dobrze poznanymi determinantami 

aktywność enzymów metabolizmu FA. Wiele badań dowiodło, że FA przyjmowane z dietą mogą 

wpływać na ekspresję genów metabolizmu FA [36,37]. Przykładowo ekspresja zarówno FADS1, 

jak i FADS2 ulegała zmniejszeniu po suplementacji różnych PUFA, zarówno w modelach 

eksperymentalnych in vitro, jak i in vivo [38–41]. W rejonach promotorowych genów 

metabolizmu FA zidentyfikowano wiele motywów umożliwiających wiązanie różnych 

czynników transkrypcyjnych, w tym białka wiążącego się z sekwencją wzmacniającą CCAAT 

(C/EBP), białko wiążące element odpowiedzi na sterole (SREBP), czynnik jądrowy 1 (NF-1), 

czynnik transkrypcyjny Sp1, białko aktywatorowe 1 (AP1), czynnik jądrowy hepatocytów 4 

(HNF4) i receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomów (PPAR) [42–44]. 

Epigenetyczne modyfikacje (tj. metylacja DNA) mogą również przyczyniać się do zmian w 

aktywnościach tych enzymów [45,46]. Co więcej, badania prowadzone w ostatnich latach 

sugerują, że aktywność enzymów metabolizmu FA może zmieniać się w odpowiedzi na 

cytozolowy stosunek formy utlenionej dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NAD
+
) do 

formy zredukowanej dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH). Obniżony stosunek 

NAD
+
/NADH w cytozolu może zwiększać aktywność niektórych enzymów metabolizmu FA 

[45]. 

Profil FA, czyli skład ilościowy oraz jakościowy FA, ma znaczący wpływ na utrzymanie 

równowagi metabolicznej w organizmie. Zaburzenia profilu FA w surowicy mogą być związane 

ze stresem oksydacyjnym, lipotoksycznością i insulinopornością [46]. Biorąc pod uwagę złożoną 

rolę, jaką FA odgrywają w organizmie, zmiany profilu FA mogą nieść z sobą poważne 

konsekwencje dla regulacji wielu procesów zachodzących w organizmie, zarówno tych 

związanych z metabolizmem podstawowym jak i procesami zaangażowanymi w rozwój różnych 

stanów patologicznych. Przykładowo, zmiany aktywności FADS zostały powiązane z chorobą 

niedokrwienną serca, chorobą Leśniowskiego-Crohna, zespołem metabolicznym i otyłością [47–

50]. Co więcej, zmienione poziomy FA zostały zaobserwowane m.in. przy reakcjach 

autoimmunologicznych, chorobach układu krążenia, nowotworach, cukrzycy oraz przewlekłej 

chorobie nerek [51,52]. Konsekwencje wynikające ze zmian profilu FA nie są jeszcze jednak w 

pełni poznane. 

5.2.  Przewlekła choroba nerek 

 

Przewlekła choroba nerek (CKD) to wieloobjawowy zespół chorobowy charakteryzujący się 

przewlekłym funkcjonalnym lub strukturalnym uszkodzeniem nefronów, prowadzącym do 

obniżenia funkcji wydalniczej nerek. Choroba ta ma tendencje do progresji i w swoim 

schyłkowym stadium może wymagać leczenia nerkozastępczego. W Polsce częstość jej 

występowania sięga prawe 6% populacji ogólnej, co przy ogólnoświatowym poziomie 14% jest 

zaskakująco niskim wynikiem [53,54]. Niezależnie od częstości występowania stałym elementem 

klinicznym tej choroby jest kilkukrotnie wyższe obciążenie pacjentów incydentami sercowo-

naczyniowymi w porównaniu do ludzi z prawidłową funkcją nerek [55]. Choroby układu 
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krążenia są najczęściej występującymi chorobami współistniejącymi u pacjentów z 

zaawansowaną CKD [56]. Śmiertelność pacjentów z CKD związana jest głównie z przyczynami 

sercowo-naczyniowymi [57]. W piśmiennictwie naukowym jako potencjalne mechanizmy 

odpowiedzialne za zwiększone ryzyko wystąpienia chorób sercowo-naczyniowych wymienia się 

zmieniony poziom lipidów i adipokin w surowicy chorych na CKD [58–60].  

Zaburzenia lipidowe są częstym powikłaniem CKD. Pojawiają się one już na wczesnych 

etapach tej choroby i narastają w miarę jej postępu. Do najczęściej opisywanych dyslipidemii 

towarzyszących CKD należą niski poziom cholesterolu HDL i wysoki poziom TAG [61,62], 

jednak ostatnio coraz szerzej w piśmiennictwie naukowym komentowane są zmiany w profilu FA 

w surowicy pacjentów z CKD [63]. Różne badania, w tym naszego zespołu, wykazały zmiany w 

proporcjach określonych grup FA w surowicy pacjentów z CKD, w tym obniżanie się poziomu 

PUFA n-3 i podwyższanie się poziomu MUFA wraz z postępem choroby [64–66].  

Ponadto, badania naszego zespołu pokazały, że w surowicy pacjentów z CKD zwiększa się 

również zawartość nietypowego FA z grupą cykliczną – kwasu metylenoheksadekanowego 

(CPOA2H) [67]. Tego typu FA z ugrupowaniem cyklopropanowym występują głównie w 

fosfolipidach i glikolipidach wchodzących w skład błon komórkowych wielu gatunków bakterii, 

pierwotniaków i roślin, zalewie kilka prac wspomina o ich występowaniu u zwierząt [68–72]. 

Bardzo mało prac opisuje FA z ugrupowaniem cyklopropanowym u ludzi, dlatego 

zidentyfikowanie ich w ludzkiej surowicy i tkance tłuszczowej oraz zaobserwowanie zmiany ich 

poziomu w stanach patologicznych jest tym bardziej niezwykłe [73–75]. Biologiczne 

konsekwencje zwiększonego poziomu CPOA2H u ludzi nie są dobrze poznane. Z nielicznych 

badań wiadomo, że FA z ugrupowaniem cyklopropanowym mogą wykazywać aktywność 

biologiczną. Na przykład kwas 2-heksylo-cyklopropanodekanowy zwiększał aktywność ludzkiej 

cyklooksygenazy, kwas cis-9,10-metylenoheksadekanowy hamował aktywność ATPazy 

aktomiozyny w mięśniu sercowym świnek morskich, syntetyczna pochodna linolowego FA 

zawierająca dwa pierścienie cyklopropanowe, kwas 8-[2-(2-pentylocyklopropylometylo)-

cyklopropylo]-oktanowy selektywnie aktywował kinazę białkową C [76–78].  

Dyslipidemia obserwowana u pacjentów z CKD jest jednym z czynników ryzyka wystąpienia 

chorób współistniejących, w tym również chorób sercowo-naczyniowych [57,79,80]. Ponadto, 

zmiany w profilu lipidowym mogą aktywnie uczestniczyć w pogorszeniu czynności nerek, 

przyczyniając się w ten sposób do zaostrzenia choroby [79,81]. Pacjenci cierpiący na CKD są 

potencjalnie podatni na zaburzenia FA z powodu zmian metabolicznych związanych z 

zatrzymywaniem toksyn mocznicowych, a także z powodu ograniczeń dietetycznych i 

upośledzonego przyjmowania pokarmu w wyniku przewlekłego zatrucia. Jednak konsekwencje 

obserwowanych u pacjentów zmian w profilu FA nie są w pełni poznane. Badania spoza 

nefrologii pokazują, że FA mogą wpływać na liczne szlaki metaboliczne zaangażowane w 

przekształcanie lipidów i lipoprotein. Mogą one regulować ekspresję genów i kaskady 

sygnalizacyjne, np. poprzez czynniki transkrypcyjne, w tym białka SREBP, PPAR, czynnik 

jądrowy hepatocytów 4α (HNF4α), wątrobowy receptor X (LXR) i czynnik jądrowy κB (NFκB) 

[82–86]. FA przyjmowane z dietą mogą wpływać na poziomy ekspresji genów zaangażowanych 

w metabolizm lipidów, prawdopodobne wydaje się więc założenie, że zmiany profilu FA 

związane z przebiegiem CKD również mogą mieć wpływ na ich metabolizm [87,88], jednak by 

stwierdzić to z całą pewnością potrzebne są badania na poziomie molekularnym komórek dwóch 
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najważniejszych organów zaangażowanych w metabolizm lipidów - wątroby i tkanki 

tłuszczowej.  

Zmiany w poziomie adipokin również rozważane były w kontekście progresji CKD i 

występowania chorób współistniejących [89–92]. Leptyna jest jednym z hormonów 

wydzielanych przez tkankę tłuszczową i uważana jest za istotną cząsteczkę sygnałową regulującą 

homeostazę energetyczną organizmu [93,94]. Białko to odgrywa również ważną rolę w regulacji 

odporności i stanów zapalnych, które są ściśle związane ze stresem oksydacyjnym i dysfunkcją 

nabłonka, co może wpływać na ryzyko zaburzeń sercowo-naczyniowych [95–97]. Wcześniejsze 

badania, w tym również badania naszego zespołu pokazały, że w surowicy pacjentów z CKD 

poziom leptyny jest podwyższony w porównaniu do jego poziomu u osób zdrowych [98–100]. 

Mechanizm tego procesu nie jest jednak dobrze poznany. Wyższe poziomy leptyny u pacjentów z 

CKD mogą być związane z gorszym rokowaniem. Wiele badań wskazuje, że leptyna może być 

zaangażowana w progresję choroby i rozwój powikłań [97,101]. Poziom leptyny może odgrywać 

ważną rolę dla różnych komórek nerkowych, w tym dla komórek mezangialnych, śródbłonka 

naczyń i komórek podocytarnych, Przykładowo, leptyna hamuje ekspresję nefryny, podocyny, 

podoplaniny i podokaliksyny- cząsteczek tworzących specyficzną cytoarchitekturę podocytów, 

niezbędnych do prawidłowego funkcjonowania kłębuszkowej bariery filtracyjnej [97]. Późne 

stadia CKD związane są z niedożywieniem białkowo-energetycznym, a jako że leptyna hamuje 

poczucie apetytu, jej zwiększone stężenie może przyczyniać się do pogłębienia zaburzeń 

łaknienia oraz dalszego pogorszenia stanu odżywienia pacjentów [102].  

Zarówno leptyna jak i FA są istotnymi elementami komunikacji tkanki tłuszczowej z innymi 

ważnymi metabolicznie organami, w tym z nerkami. Podwyższony poziom leptyny i zmiany 

profilu FA to czynniki, które mogą być zaangażowane w patogenezę i powikłania CKD, mimo to 

jak dotąd żadne badanie nie próbowało zgłębić relacji między nimi, dlatego w ramach badań 

prowadzonych w zakresie niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy zbadany został wpływ 

nieprawidłowego profilu FA na poziom leptyny. 
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6. Cel pracy 

 

Celem niniejszej pracy było zbadanie konsekwencji zaburzeń profilu FA obserwowanych u 

pacjentów z CKD na metabolizm lipidów w hepatocytach i adipocytach w modelu in vitro oraz 

ocena czy obserwowane zaburzenia lipidowe mogą przyczyniać się do progresji choroby lub 

zwiększać ryzyko wystąpienia chorób towarzyszących. Szczegółowe cele obejmowały: 

a) zbadanie konsekwencji zmienionego profilu FA obserwowanego u pacjentów z CKD na 

poziom ekspresji wybranych genów zaangażowanych w metabolizm lipidów w 

hepatocytach,  

b) zbadanie wpływu nietypowego FA - CPOA2H - na poziom ekspresji wybranych genów 

zaangażowanych w metabolizm lipidów w hepatocytach i adipocytach, 

c) zbadanie konsekwencji zmienionego profilu FA obserwowanego u pacjentów z CKD na 

poziom ekspresji leptyny w adipocytach, 

d) zbadanie wpływu nietypowego FA - CPOA2H - na poziom ekspresji leptyny w 

adipocytach. 
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7. Najważniejsze wyniki 

7.1.  Zmiany ekspresji genów związanych z metabolizmem lipidów w 

hepatocytach w modelu in vitro 

 

Badania naszego zespołu pokazały, że zawartość poszczególnych FA w surowicy u chorych 

na CKD różni się w porównaniu do profilu FA w surowicy osób zdrowych (Tabela 2 w 

załączniku C). Generalnie zmiany te można opisać jako zmniejszanie się zawartości PUFA n-3 i 

PUFA n-6 oraz zwiększaniu się zawartości MUFA wraz we wzrostem stopnia zaawansowania 

choroby (Rycina 1 w załączniku C), dlatego jednym z pierwszych zadań badawczych 

realizowanych w ramach tej rozprawy doktorskiej była ocena konsekwencji tych zmian w 

modelu in vitro. 

Aby sprawdzić czy zmiany profilu FA zaobserwowane w surowicy pacjentów z CKD mają 

wpływ na ekspresję genów związanych z metabolizmem lipidów w wątrobie wykorzystano linię 

komórkową ludzkich hepatocytów - HepG2. Jest to linia unieśmiertelniona, ale zachowująca 

metabolizm zbliżony do normalnych hepatocytów. Ze względu na swoją stabilność i dokładnie 

opisaną charakterystykę, linia ta jest powszechnie stosowana w badaniach hepatocytów w 

warunkach in vitro. Komórki HepG2 traktowane były przez okres 48h następującymi FA: 

kwasem oleinowym (OA), DHA i AA, reprezentującymi kolejno MUFA, PUFA n-3 i PUFA n-6. 

Badane FA podawane były w trzech wybranych stężeniach eksperymentalnych (25µM, 50 µM i 

100 µM). W ramach przeprowadzonych badań sprawdzono również wpływ innych FA z danych 

grup (tj. MUFA, n-6 PUFA i n-3 PUFA), jednak otrzymane wyniki były tożsame z wynikami 

otrzymanymi dla kwasów reprezentujących daną grupę (OA, DHA i AA), dlatego nie wszystkie 

wyniki zostały pokazane w niniejszej rozprawie doktorskiej. Poziomy ekspresji genów z hodowli 

eksperymentalnych porównywano z hodowlami kontrolnymi, które rosły w standardowych 

warunkach zalecanych przez dostawcę linii komórkowej. Stwierdzono, że dodatek FA w 

zastosowanych stężeniach eksperymentalnych nie miał wpływu na przeżywalność komórek.  

Hodowla komórek HepG2 z kwasem OA spowodowała znaczący wzrost poziomu mRNA 

genów kodujących enzymy zaangażowane w syntezę i desaturację FA - ACC, FASN, SCD1, 

syntezy TAG - DGAT1, a także w tworzenie VLDL - MTTP. Zaobserwowano również trend w 

kierunku podwyższonego poziomu mRNA dla SREBP1 - czynnika transkrypcyjnego 

promującego syntezę lipidów oraz apolipoproteiny A1 (ApoA1) i apolipoproteiny B (ApoB). 

Jedynym genem dla którego zaobserwowano obniżenie poziomu mRNA była elongaza 6 

(ELOVL6). W przypadku każdego z analizowanych genów obserwowane efekty zależne były od 

dawki FA (Ryc. 3).  
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Rycina 3. Poziomy mRNA dla wybranych genów w komórkach HepG2 suplementowanych różnymi 

stężeniami kwasu oleinowego (OA). Dane prezentowane są jako średnia ± SEM, a - p<0,05 w porównaniu 

do kontroli; b - p <0,05 w porównaniu do komórek traktowanych 25 µM OA; c - p<0,05 w porównaniu do 

komórek traktowanych 50 µM OA i d - p<0,05 w porównaniu do komórek traktowanych 100 µM OA. 

ACC - karboksylaza acetylo-CoA, FASN - syntaza kwasów tłuszczowych, SCD1 - desaturaza stearoilo-

CoA, ELOVL6 - elongaza kwasów tłuszczowych 6, DGAT1 - acylotransferaza diacyloglicerolowa 1, 

MTTP - mikrosomalne białko przenoszące triacyloglicerole, ApoB - apolipoproteina B, ApoA1 - 

apolipoproteina A1, SREBP1 - białko wiążące element odpowiedzi na sterole [Na podstawie: załącznik 

C].  

 

Dodatek AA do komórek HepG2 spowodował wzrost ekspresji FASN, natomiast poziomy 

mRNA genów odpowiedzialnych za przekształcanie FA (desaturację i elongację) były obniżone. 

Obniżenie się poziomu mRNA zaobserwowano również dla genów syntezy triacylogliceroli – 

DGAT1 i tworzenia VLDL – MTTP. Zaobserwowane zmiany były zależne od dawki FA (Ryc. 4). 

 

 
Rycina 4. Poziomy mRNA dla wybranych genów w komórkach HepG2 suplementowanych różnymi 

stężeniami kwasu arachidowego (AA). Dane prezentowane są jako średnia ± SEM. a - p<0,05 w 

porównaniu do kontroli; b - p <0,05 w porównaniu do komórek traktowanych 25 µM AA; c - p<0,05 w 

porównaniu do komórek traktowanych 50 µM AA i d - p<0,05 w porównaniu do komórek traktowanych 

100 µM AA. ACC - karboksylaza acetylo-CoA, FASN - syntaza kwasów tłuszczowych, SCD1 - 

desaturaza stearoilo-CoA, ELOVL6 - elongaza kwasów tłuszczowych 6, DGAT1 - acylotransferaza 

diacyloglicerolowa 1, MTTP - mikrosomalne białko przenoszące triacyloglicerole, ApoB - 

apolipoproteina B, ApoA1 - apolipoproteina A1, SREBP1 - białko wiążące element odpowiedzi na sterole 

[Na podstawie: załącznik C].  
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 Hodowla komórek HepG2 w środowisku zawierającym DHA spowodowała zmiany 

ekspresji podobne do tych zaobserwowanych przy AA, a więc tu również nastąpił wzrost 

ekspresji FASN, zmniejszenie poziomu ekspresji SCD1, ELOV6, DGAT1, MTTP, SREBP1. 

Dodatkowo zaobserwowano obniżenie się poziomu mRNA ACC, ApoB i ApoA1. Wszystkie 

zaobserwowane zmiany były zależne od dawki FA (Ryc. 5).  

 

 
Rycina 5. Poziomy mRNA dla wybranych genów w komórkach HepG2 suplementowanych różnymi 

stężeniami kwasu dokozaheksaenowego (DHA). Dane prezentowane są jako średnia ± SEM. a - p<0,05 w 

porównaniu do kontroli; b - p <0,05 w porównaniu do komórek traktowanych 25 µM DHA; c - p<0,05 w 

porównaniu do komórek traktowanych 50 µM DHA i d - p<0,05 w porównaniu do komórek traktowanych 

100 µM DHA. ACC - karboksylaza acetylo-CoA, FASN - syntaza kwasów tłuszczowych, SCD1 - 

desaturaza stearoilo-CoA, ELOVL6 - elongaza kwasów tłuszczowych 6, DGAT1 - acylotransferaza 

diacyloglicerolowa 1, MTTP - mikrosomalne białko przenoszące triacyloglicerole, ApoB - 

apolipoproteina B, ApoA1 - apolipoproteina A1, SREBP1 - białko wiążące element odpowiedzi na sterole 

[Na podstawie: załącznik C].  

 

Podsumowując, OA (przedstawiciel MUFA), którego zawartość w surowicy pacjentów z 

CKD wzrasta, w hepatocytach w modelu in vitro powodował podwyższenie ekspresji większości 

genów zaangażowanych w syntezę FA i TAG (ACC, FASN, SCD1, DGAT1) oraz uwalnianie 

VLDL (ApoB, MTTP). Za wzrost ekspresji tych genów może odpowiadać wyższy poziom 

czynnika transkrypcyjnego SREBP1. Wzrost ekspresji SREBP1, ACC i FASN w hepatocytach w 

odpowiedzi na suplementacje OA został już wcześniej zaobserwowany w badaniach, ale przy 

znacznie wyższych stężeniach tego FA [103]. Ekspresja ELOVL6 również może być regulowana 

przez SREBP1 jednak w przeciwieństwie do innych genów ekspresja genu tego enzymu obniżyła 

się. Możliwym wyjaśnieniem może być regulacja ekspresji ELOVL6 przez wiele innych 

czynników oprócz SREBP1 oraz wąska specyficzność substratowa tej elongazy (tj. wydłużanie 

FA o 12-14 atomów węgla i brak zdolności wydłużania powyżej 18 atomów węgla) [21,104]. W 

przeciwieństwie do OA, podanie do hodowli AA i DHA (przedstawicieli odpowiednio n-6 PUFA 

i n-3 PUFA), których zawartość w surowicy pacjentów z CKD obniża się wraz z postępem 

choroby, nie zmieniało istotnie poziomu tych genów lub wywierało efekt przeciwny. 

Zaobserwowane obniżenie poziomu wątrobowej lipogenezy w odpowiedzi na suplementację n-6 

PUFA jest zgodne w doniesieniami dostępnymi w innych publikacjach naukowych [105,106]. 

Zaobserwowany podwyższony poziom mRNA FASN wydaje się zaskakujący biorąc pod uwagę 

zmiany innych genów związanych z syntezą lipidów, jednak badania pokazują że choć SREBP1 

jest głównym czynnikiem transkrypcyjnym regulującym poziom ekspresji genów lipogenezy 
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wątrobowej, w tym FASN, to możliwy jest wzrost ekspresji FASN z pominięciem SREBP1 jako 

czynnika aktywującego [107].  

W warunkach in vivo hepatocyty wystawione są na działanie wielu różnych FA 

jednocześnie, w związku z tym kolejnym krokiem po zbadaniu wpływu pojedynczych FA było 

zbadanie jak na ekspresje genów metabolizmu lipidów wpłynie ekspozycja na pełen profil FA 

krążących we krwi. W tym celu z surowicy 12 losowo wybranych pacjentów z ostatnim stadium 

CKD i 12 osób z grupy kontrolnej wyekstrahowano FA i podano je do hodowli komórek HepG2. 

Przed suplementacją hodowli komórkowej FA pochodzącymi od ludzi potwierdzono, że w 

preparacie izolowanym od pacjentów z CKD i od zdrowych ochotników zachowano proporcje 

poszczególnych grup FA charakterystyczne dla pacjentów z zaawansowanym stadium CKD i 

osób zdrowych (Tabela 3 w załączniku C). Podanie preparatu zawierającego pełen profil FA 

wyizolowanych z surowicy nie spowodowało zmian w morfologii czy żywotności komórek.  

Po okresie 48h inkubacji zaobserwowano, że w komórkach hodowanych w dodatkiem FA 

pochodzących od pacjentów z CKD poziom mRNA genów odpowiedzialnych za syntezę FA oraz 

ich desaturację i elongację (ACC, FASN, SCD1, ELOV6), jak również genów zaangażowanych w 

syntezę TAG (DGAT1) oraz powstawanie VLDL (MTTP) uległ zwiększeniu. Zmniejszenie 

poziomu mRNA zaobserwowano jedynie dla ApoA1 (Ryc. 6).  

 

 
Rycina 6. Poziom mRNA dla wybranych genów w komórkach HepG2 suplementowanych pełnym 

profilem kwasów tłuszczowych z surowicy osób z grupy kontrolnej kontrolnych (kontrola) i pacjentów z 

CKD w stadium 5 (CKD 5). * p <0,05 w porównaniu z kontrolą. Dane są prezentowane jako średnia ± 

SEM. ACC - karboksylaza acetylo-CoA, FASN – syntaza kwasów tłuszczowych, SCD1 - desaturaza 

stearoilo-CoA, ELOVL6 - elongaza kwasów tłuszczowych 6, DGAT1 – acylotransferaza 

diacyloglicerolowa 1, MTTP - mikrosomalne białko przenoszące triacyloglicerole, ApoB - 

apolipoproteina B, ApoA1 - apolipoproteina A1, SREBP1 - białko wiążące element odpowiedzi na 

sterole. [Na podstawie: załącznik C]. 

 

W pożywkach pohodowlanych oznaczono oprócz tego również zawartość TAG, by 

potwierdzić ich wzmożoną syntezę i uwalnianie. Wyniki pokazały, że w medium w którym rosły 

komórki suplementowane pełnym profilem FA pochodzącym od pacjentów z CKD zawartość 

TAG była ponad 6-krotnie wyższa niż w medium w którym hodowane były hepatocyty z 

dodatkiem FA pochodzących od osób z grupy kontrolnej (Ryc. 7).  
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Rycina 7. Poziom triacylogliceroli (TAG) w medium hodowlanym po 48h hodowli hepatocytów z 

dodatkiem pełnego profilu kwasów tłuszczowych pochodzących z surowicy chorych na przewlekłą 

chorobę nerek i z surowicy grupy kontrolnej. mHepG2 - medium hodowlane podstawowe, mHepG2 + FA 

kontrola - medium hodowlane po hodowli HepG2 z FA pochodzących z surowicy osób z grupy 

kontrolnej, mHepG2 + FA CKD - medium hodowlane po hodowli HepG2 z dodatkiem FA pochodzących 

z surowicy pacjentów z CKD. Wyniki przedstawiono jako średnia ± SEM, * p <0,05 [Na podstawie: 

załącznik C]. 

 

Powyższe wyniki wskazują, że zmieniony profil FA u pacjentów z CKD może prowadzić 

do zwiększonej syntezy TAG i ich uwalniania w postaci VLDL z wątroby. Biorąc pod uwagę, iż 

MUFA są głównymi FA w TAG [108,109], można spekulować że powstaje tu samonapędzający 

się mechanizm, w którym im wyższy jest poziom MUFA w surowicy chorych na CKD tym 

większa zachodzi produkcja TAG w wątrobie, a im wyższe są produkcja i uwalnianie lipidów z 

wątroby tym bardziej pogłębiają się zmiany profilu FA w surowicy chorych. Możliwe, że jest to 

jeden z mechanizmów przyczyniających się do hipertriglicerydemii obserwowanej u pacjentów 

cierpiących na CKD. Zwiększony poziom TAG w surowicy to jeden z czynników ryzyka 

rozwoju chorób sercowo-naczyniowych, tak więc zmieniony profil FA u pacjentów poprzez 

wpływ na aktywności enzymów szlaku metabolizmu lipidów może przyczyniać się do 

zwiększonego ryzyka rozwoju chorób sercowo-naczyniowych u chorych z CKD, natomiast 

zaobserwowane obniżenie się ekspresji genu ApoA1, którego produkt stanowi białkową część 

HDL, może być jednym z mechanizmów przyczyniających się do obniżonego poziomu HDL 

obserwowanego u pacjentów z CKD. Co więcej obniżony poziom ApoA1 w surowicy pacjentów 

z CKD może narażać ich na rozwój innych chorób, badania naukowe powiązały bowiem poziom 

ApoA1 z ryzykiem wystąpienia cukrzycy typu 2 i niektórymi typami raka [110–112]. Pozostaje 

do ustalenia czy modyfikacje diety oparte na aktualnym profilu FA pacjentów z CKD mogłyby 

pomóc w normalizacji zmienionych szlaków metabolicznych.  
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7.2.  Zmiany metabolizmu lipidów w hepatocytach i adipocytach w 

odpowiedzi na kwas metylenoheksadekanowy 

 

Kolejnym etapem badań prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej było 

sprawdzenie jakie konsekwencje dla metabolizmu lipidów niesie z sobą podwyższone stężenie 

CPOA2H. Jest to 17-węglowy FA zawierający ugrupowanie cyklopropanowe. Wcześniejsze 

badania naszego zespołu dowiodły, że ten nietypowy FA występuje w zwiększonej ilości w 

surowicy pacjentów z CKD, a jego ilość koreluje ze stężeniem TAG we krwi pacjentów, jednak 

konsekwencje metaboliczne i molekularny mechanizm tych obserwacji nadal pozostawały 

nieznane [67]. Działanie CPOA2H zostało przetestowane zarówno na linii ludzkich hepatocytów 

(HepG2) jak i na mysim modelu adipocytów (3T3-L1). 3T3-L1 to linia fibroblastów które w 

odpowiednich warunkach hodowli zdolne są do różnicowania się w adipocyty (Rys. 8). Linia ta 

została wybrana, ponieważ jest najczęściej opisywaną i wykorzystywaną linią adipocytów w 

badaniach molekularnych i metabolicznych w modelach in vitro [113].  

 

 
Rycina 8. Zdjęcia spod mikroskopu optycznego komórek linii 3T3-L1 przed różnicowanieniem (a) i po 

różnicowaniu (b) (źródło: materiały własne). 

 

 Hodowla hepatocytów przez okres 48 godzin w medium z dodatkiem różnych stężeń 

(25µM, 50 µM i 100 µM) CPOA2H spowodowała zwiększenie ekspresji genów zaangażowanych 

w syntezę FA (FASN, SCD1, ACC i ELOVL1, ELOVL3, ELOVL6), syntezę TAG (DGAT1), 

tworzenie VLDL (MTTP i ApoB), a także genów odpowiedzianych za syntezę cholesterolu – 

syntazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (HMGCS) i reduktazy 3-hydroksy-3-

metyloglutarylo-CoA (HMGCR). Poziomy mRNA SREBP1 i PPARγ, czynników 

transkrypcyjnych odpowiadających za regulację lipogenezy oraz SREBP2, czynnika 
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transkrypcyjnego odpowiadającego za regulację metabolizmu cholesterolu, również były 

podwyższone (Ryc. 9a, b). Podwyższone poziomy ekspresji FASN i SCD1 potwierdzone zostały 

również na poziomie białka (Ryc. 10). Obserwowane efekty działania CPOA2H zależne był od 

dawki FA. 

 

 
Rycina 9A, B. Poziom mRNA wybranych genów w komórkach HepG2 hodowanych z dodatkiem kwasu 

metylenoheksadekanowego (CPOA2H). Dane przedstawione są jako średnia ± SEM. a - p<0,05 w 

porównaniu do kontroli; b - p <0,05 w porównaniu do komórek traktowanych 25 µM CPOA2H; c - 

p<0,05 w porównaniu do komórek traktowanych 50 µM CPOA2H i d - p<0,05 w porównaniu do komórek 

traktowanych 100 µM CPOA2H. FASN - syntaza kwasów tłuszczowych, SCD1 - desaturaza stearoilo-

CoA DGAT1 - acylotransferaza diacyloglicerolowa 1, MTTP - mikrosomalne białko przenoszące 

triacyloglicerole, ApoB - apolipoproteina B, SREBP1 - białko wiążące element odpowiedzi na sterole 1, 

PPAR -receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomów, ACC - karboksylaza acetylo-CoA, 

ELOVL6 - elongaza kwasów tłuszczowych 6, HMGCR – reduktaza HMG-CoA, HMGCS1 - syntaza 

HMGCoA, SREBP2 - białko wiążące element odpowiedzi na sterole [Na podstawie: załącznik D]. 
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Rysunek 10. Analiza western-blot poziomu białka syntazy kwasów tłuszczowych (FASN) i desaturazy 

stearoilo-CoA (SCD1) w komórkach HepG2 hodowanych w obecności kwasu metylenoheksadekanowego 

(CPOA2H) [Na podstawie: załącznik D]. 

 

Szczególnie warto tu podkreślić znaczący wzrost poziomu mRNA dla FASN, co może 

tłumaczyć podwyższony poziom TAG obserwowany u pacjentów z podwyższonym poziomem 

CPOA2H. Wystawienie hepatocytów na działanie nawet najmniejszego stężenia 

eksperymentalnego tj. 25µM – stężenia CPOA2H które zwykle obserwuje się w surowicy 

pacjentów z hipertriglicerydemią – przyczynia się do 19-krotnego wzrostu poziomu ekspresji 

FASN. Ponadto, ponieważ OA (produkt reakcji katalizowanej przez SCD1) jest jednym z 

głównych składników TAG [108], wzrost poziomu ekspresji SCD1 indukowany CPOA2H może 

również stanowić wyjaśnienie dla podwyższonego poziomu TAG w surowicy pacjentów z CKD. 

Z kolei podwyższone poziomy mRNA czynników transkrypcyjnych (SREBP1 i PPARγ) sugerują 

mechanizm sygnalizacyjny za pomocą którego CPOA2H działa na szlaki syntezy lipidów. W 

piśmiennictwie naukowym znaleźć można doniesienia o modulacji aktywność SREBP1 i PPAR 

w wątrobie przez różne FA [114,115], ale jak dotąd wpływ FA z grupą cykliczną nie był 

dyskutowany. 

Aby ostatecznie potwierdzić, że obserwowane zmiany na poziomie ekspresji genów mogą 

przyczynić się do hipertriglicerydemii obserwowanej pacjentów z CKD, w komórkach HepG2 

zmierzono poziom TAG. Stwierdzono, że w komórkach HepG2 hodowanych przez okres 48h w 

medium z dodatkiem CPOA2H poziom TAG wzrastał w zależności od podanej dawki (Ryc. 11).  
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Rycina 11. Zawartość triacylogliceroli (TAG) w komórkach HepG2 po suplementacji hodowli różnymi 

stężeniami kwasu metylenoheksadekanowego (CPOA2H). Dane przedstawione są jako średnia ± SEM. a - 

p<0,05 w porównaniu do kontroli; b - p <0,05 w porównaniu do komórek traktowanych 25 µM CPOA2H; 

c - p<0,05 w porównaniu do komórek traktowanych 50 µM CPOA2H i d - p<0,05 w porównaniu do 

komórek traktowanych 100 µM CPOA2H [Na podstawie: załącznik D]. 

 

W ramach prowadzonych badań sprawdzony został również wpływ CPOA2H na metabolizm 

lipidów w adipocytach. Jako model wybrana została linia komórkowa 3T3-L1. W eksperymencie 

badany FA podawany był do dojrzałych (zróżnicowanych) adipocytów 3T3-L1, a następnie po 

upływie 48h oceniony został poziom ekspresji wybranych genów. Okazało się, że poziom mRNA 

większość genów związanych z synteza lipidów w adipocytach traktowanych CPOA2H jest 

obniżony lub pozostał bez zmian (Ryc. 12). Sugeruje to zatem, że ewentualny wpływ CPOA2H 

na stężenie lipidów w surowicy pacjentów z CKD wynika ze zwiększonej ich syntezy w wątrobie 

a nie w tkance tłuszczowej. Biorąc jednak pod uwagę, że to właśnie wątroba jest głównym 

miejscem syntezy FA i TAG u ludzi, obniżenie się ekspresji genów związanych z lipogenezą w 

adipocytach może odgrywać drugorzędny wpływ na ilość lipidów w surowicy pacjentów z CKD 

[116].  

Jedynym genem, którego ekspresja była stymulowana przez CPOA2H w adipocytach była 

leptyna (LEP). Natomiast poziom mRNA innej adipokiny – adiponektyny (ADIPOQ) był 

obniżony (Rys. 12). Może to oznaczać że podwyższony poziom CPOA2H w surowicy pacjentów 

z CKD nie tylko przyczynia się do zwiększania stężenia TAG, ale również do zwiększenia się 

stężenia leptyny. Należy tu wspomnieć, że u pacjentów z otyłością stwierdza się podwyższony 

poziom leptyny w surowicy oraz podwyższone ilości CPOA2H [73,117–119]. 
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Rycina 12. Poziom ekspresji genów w adipocytach 3T3-L1 traktowanych różnymi stężeniami kwasu 

metylenoheksadekanowego (CPOA2H). Dane przedstawione są jako średnia ± SEM. a - p<0,05 w 

porównaniu do kontroli; b - p <0,05 w porównaniu do komórek traktowanych 25 µM CPOA2H; c - 

p<0,05 w porównaniu do komórek traktowanych 50 µM CPOA2H i d - p<0,05 w porównaniu do komórek 

traktowanych 100 µM CPOA2H. FASN - syntaza kwasów tłuszczowych, SCD1 - desaturaza stearoilo-

CoA, DGAT1 - acylotransferaza diacyloglicerolowa 1, SREBP1 - białko wiążące element odpowiedzi 

na sterole, PPARG - receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomów, LEP - leptyna, ADIPOQ 

- adiponektyna [Na podstawie: załącznik D]. 

  

7.3.  Zmieniony profil kwasów tłuszczowych a poziom ekspresji leptyny 

 

Badania naszego zespołu wskazują, że jednym z możliwych mechanizmów 

odpowiedzialnych za zwiększony poziom leptyny obserwowany u pacjentów z CKD jest jej 

zwiększona produkcja w tkance tłuszczowej, zaobserwowaliśmy bowiem nie tylko zwiększony 

poziom leptyny w surowicy pacjentów z zaawansowaną CKD, ale również zwiększoną ekspresję 

tego genu w podskórnej tkance tłuszczowej pacjentów z zaawansowaną CKD (Rycina 1 w 

załączniku A), dlatego w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej zbadano czy istnieje związek 

między zmienionym profilem FA u pacjentów z CKD a poziomem leptyny.  

 Aby zbadać czy zmiany w profilu FA zaobserwowane u pacjentów z CKD mogły mieć 

wpływ na poziom ekspresji leptyny w tkance tłuszczowej, w pierwszej części eksperymentu 

adipocyty 3T3-L1 hodowane były z wybranym FA przez okres 48h. Badane FA obejmowały: 

kwas palmitynowy (PA), OA, DHA i AA – będące reprezentantami odpowiednio SFA, MUFA, 

PUFA n-3 i PUFA n-6. Wszystkie FA zbadano w trzech różnych stężeniach - 25 µM, 50 µM, i 

100 µM. Po 48h inkubacji z poszczególnymi FA zauważono, że PA oraz OA, którego poziom 

jest podwyższony u pacjentów z CKD, zwiększały poziom mRNA LEP, a obserwowany efekt 
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zależny był od dawki kwasu (Ryc. 13a). Natomiast DHA i AA, kwasy których zawartość w 

surowicy pacjentów z CKD obniża się, zmniejszają poziom ekspresji LEP w sposób również 

zależny od dawki (Ryc. 13b).  

 

 

Rycina 13. Względny poziom mRNA leptyny w komórkach 3T3-L1 inkubowanych przez 48h z 

dodatkiem różnych stężeń kwasu palmitynowego (PA) i oleinowego (OA) (a) oraz kwasu arachidonowego 

(AA) i kwasu dokozaheksaenowego (DHA) (b). * - istotnie różne w porównaniu z kontrolą (p<0.05), dane 

przedstawione jako średnia ± SD. [Na podstawie: załącznik A] 

We krwi pacjentów z CKD dochodzi jednocześnie do zmian poziomu wielu FA, dlatego 

kolejnym etapem badań była ocena jaki jest łączny wpływ wszystkich zaburzeń składu FA w 

surowicy na poziom ekspresji leptyny. Z tego powodu od losowo wybranych 10 pacjentów z 

zaawansowaną CKD i od losowo wybranych 10 osób z grupy kontrolnej wyizolowano wszystkie 

FA z surowicy. Inkubacja adipocytów z preparatem zawierającym pełny profil FA pochodzący 

od pacjentów z zaawansowaną CKD skutkowała istotnie zwiększonym poziomem mRNA LEP w 

porównaniu z poziomem ekspresji zaobserwowanym w adipocytach hodowanych z dodatkiem 

pełnego profilu FA pochodzącego od osób zdrowych (Ryc. 14).  
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Rycina 14. Względny poziom mRNA leptyny (LEP) w adipocytach 3T3-L1 hodowanych przez 48h z 

pełnym profilem kwasów tłuszczowych wyekstrahowanych z surowicy zdrowych ochotników (kontrola) i 

pacjentów z zaawansowana chorobą nerek (CKD). * - istotnie różne w porównaniu z kontrolą (p<0.05), 

dane przedstawione jako średnia ± SD [Na podstawie: załącznik A]. 

Powyższe wyniki po raz pierwszy pokazują, że zmieniony profil FA w surowicy 

obserwowany u pacjentów z CKD zwiększa ekspresję leptyny w adipocytach. Może być to zatem 

kolejny z mechanizmów odpowiedzialnych za zwiększoną ekspresję tej adipokiny w tkance 

tłuszczowej u pacjentów i jej podwyższone stężenie w surowicy. 
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8. Wnioski 

 

Najważniejsze wnioski, wynikające z badań wchodzących w skład publikacji stanowiących 

podstawę niniejszej rozprawy doktorskiej, są następujące: 

a) Zaburzenia profilu FA, takie jak wzrost poziomu MUFA i obniżenie poziomu PUFA 

obserwowane u pacjentów z CKD pociągają za sobą poważne zaburzenia metabolizmu 

lipidów w hepatocytach, w tym zwiększenie ekspresji genów zaangażowanych w syntezę 

i uwalnianie lipidów z wątroby przez co mogą się przyczyniać do związanej z tą 

jednostką chorobową hipertriglicerydemii. 

b) Wzrost poziomu CPOA2H obserwowany u pacjentów z CKD pociągają za sobą poważne 

zaburzenia metabolizmu lipidów w hepatocytach, w tym zwiększenie ekspresji genów 

zaangażowanych w syntezę i uwalnianie lipidów z wątroby przez co może się 

przyczyniać do pogłębiania związanej z tą jednostką chorobową hipertriglicerydemii. 

c) Zaburzenia profilu FA, takie jak wzrost poziomu MUFA i obniżenie poziomu PUFA 

obserwowane u pacjentów z CKD prowadzą do zwiększenia poziomu ekspresji leptyny w 

adipocytach, przez co mogą się przyczyniać do zmian poziomu leptyny we krwi. 

d) Wzrost poziomu CPOA2H obserwowany u pacjentów z CKD prowadzi do zwiększenia 

poziomu ekspresji leptyny w adipocytach, przez co może się przyczyniać do zmian 

poziomu leptyny we krwi.  
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