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1. WSTEP

1.1 Znaczenie aktywnoSci fizycznej w utrzymaniu zdrowia

Regularna aktywnos¢ fizyczna rozumiana jest jako ¢wiczenie 4-6 razy w tygodniu
przez okres 20-60 minut. Dla uproszczenia czesto podawana jest informacja o 30
minutach éwiczen codziennie. Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health
Organization, WHO) rekomenduje dla oséb dorostych minimum 150 minut wysitku
aerobowego o $redniej intensywno$ci lub minimum 75 minut wysitku aerobowego
o wysokiej intensywnosci w cyklu tygodniowym (WHO 2010).

Efekt zdrowotny zalezy nie tylko od czestosci i dtugosci trwania aktywnosci
fizycznej, ale takze rodzaju czy intensywnosci ¢wiczen. Treningi wytrzymalo$ciowe oraz
aecrobowe polecane sa dla o0sob chcacych utrzymaé funkcjonowanie organizmu
w zdrowiu. Wysitek fizyczny, podejmowany zgodnie ze stanem czynno$ciowym
organizmu wplywa pozytywnie na wtasciwie wszystkie uktady i narzady ciata czlowieka,
lecz najwickszy efekt obserwuje si¢ w konteks$cie uktadu krazenia i ruchu (Drygas i Jegier
2003; Jegier i wsp. 2013). Udowodniono, ze dlugotrwale i systematyczne ¢wiczenia
fizyczne obnizajg ryzyko wystapienia choréb cywilizacyjnych tj. cukrzycy typu II,
nadci$nienia tgtniczego, otytosci, osteoporozy, depresji i nowotwordw (np. jelita grubego,
piersi, gruczotu krokowego) (Sobieszczanska i wsp. 2009).

Wykazano, ze systematycznie podejmowana aktywno$¢ fizyczna zmniejsza
ryzyko chorob uktadu sercowo-naczyniowego oraz odsetek zgonow z przyczyn sercowo-
naczyniowych, bowiem przyczynia si¢ do zmian adaptacyjnych wystepujacych
w uktadzie krazenia nie tylko w trakcie jego trwania, ale takze w spoczynku. Liczne
badania wykazaly zmniejszenie ryzyka rozwoju choroby wiencowej o 30-50% przy
zachowaniu wydatku energetycznego na poziomie 700-2000 kcal na tydzien
(Sobieszczanska 1 wsp. 2009, Winzer i wsp. 2018). Korzystny wpltyw aktywnos$ci
fizycznej przejawia si¢ w bezposrednich zmianach adaptacyjnych w obrgbie uktadu
krazenia, tj. w funkcjonowaniu $rodblonka naczyn, jak réwniez w autonomicznym
uktadzie nerwowym (Joyner i Green 2009), a takze posrednich, poprzez oddziatywanie
na inne uktady i procesy metaboliczne (Drygas i wsp. 2000). Obserwuje si¢ m.in.
modyfikacje¢ profilu lipidowego krwi - obnizenie frakcji lipoprotein niskiej gestosci (ang.
low density lipoprotein, LDL), wzrost lipoprotein wysokiej gestosci (ang. high density

lipoprotein, HDL) oraz obnizenie poziomu triglicerydow (ang. triglycerides, TG),



utrzymanie prawidlowego stezenia glukozy we krwi oraz redukcj¢ tkanki thuszczowe;j
1 obnizenie masy ciata. Kazda z tych zmian jest niezwykle cenna w kontekscie prewencji
ileczenia wielu chordéb przewleklych, takich jak nadci$nienie tetnicze, choroba
niedokrwienna serca czy choroby metaboliczne (Sobieszczanska 1 wsp. 2009). Jednym
z kluczowych dowodéw na rolg aktywnos$ci fizycznej w utrzymaniu prawidtowego
funkcjonowania organizmu byl program edukacyjny w zakresie zapobiegania chorobom
uktadu krazenia w mies$cie Pawtucked w stanie Rhode Island (ang. The Pawtucket Heart
Health Program). Program ten objat grupe dziewigciuset mezczyzn i1 kobiet. Badanie to
wykazalo korzystny wpltyw regularnej aktywnosci fizycznej na obnizenie ci$nienia
tetniczego, a takze modyfikacj¢ wskaznika masy ciala (ang. body mass index, BMI) oraz
stezenia HDL (Eaton 1 wsp. 1999; Kraus i wsp. 2002).

Poprawa bilansu energetycznego osoby <¢wiczace] wigze sie¢ nie tylko
z obnizeniem masy ciata, ale rowniez moze przyczyni¢ si¢ do prewencji
insulinoopornosci oraz poprawy gospodarki weglowodanowej organizmu. Zmniejszenie
komorek tkanki tluszczowej z rownoczesnym wzrostem aktywno$ci lipazy
lipoproteinowej skutkuje redukcjg masy tkanki thuszczowej (Sobieszczanska i wsp.
2009). Konsekwentnie, niewystarczajacy poziom wysitku fizycznego jest jedng
z przyczyn otylosci, definiowanej przez WHO jako nieprawidlowe oraz nadmierne
nagromadzenie tkanki tluszczowej, mogace stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia cziowieka
(WHO 2010). Jednym ze wskaznikow umozliwiajacych okreslenie prawidlowosci masy
ciata jest BMI, ktory umozliwia klasyfikacje trzech stopni otytosci: 1° przy BMI >30
1 <35; 1I° przy BMI >35 i <40; I1I° przy BMI >40 i <50 (CDC 2020).

W oparciu o ostatnie doniesienia naukowe otyto$¢ mozna postrzegac¢ nie tylko
jako problem estetyczny, lecz jako schorzenie zwigzane z ogolnoustrojowym stanem
zapalnym o charakterze przewlektym, w ktorym dochodzi do aktywacji szlakow
prozapalnych (Shoelson i wsp. 2006). Mechanizm, w ktérym otyto$¢, spowodowana
w glowniej mierze wysokokaloryczng dieta oraz matg aktywnoscig fizyczna, przyczynia
si¢ do wystgpienia opornosci tkanek na dziatanie insuliny, jest niezwykle skomplikowany
1 nie do konca poznany. Odkrycia ostatnich lat sktaniajg jednak do postrzegania tkanki
thuszczowej jako aktywnego narzadu wydzielania wewngtrznego o charakterze endo-
1 parakrynnym (Kershaw i Flier 2004b). U pacjentéw otytych obserwuje si¢ podwyzszone
stezenia interleukiny-6 (ang. interleukin-6, IL-6) oraz interleukiny-1 (ang. interleukin-1,

IL-1) (Kern 1 wsp. 2001; Cottam 1 wsp. 2004).



Regularna aktywno$¢ fizyczna prowadzi takze do zmian w obrebie uktadu
kostnego oraz mieéni szkieletowych. Cwiczenia fizyczne przyczyniaja sie do poprawy
unaczynienia migs$ni szkieletowych oraz stawow. Pobudzona czynnos$¢ kaletek
maziowych zapewnia lepsze odzywienie stawdéw, co wptywa na zwigkszenie zakresu
ruchow oraz spowolnienie procesow zwyrodnieniowych. Trening fizyczny poprawia
koordynacj¢ nerwowo-mig$niowa, co przektada si¢ na zwigkszenie precyzji i szybkosci
ruchéw. Cwiczenia fizyczne wykonywane regularnie zwigkszaja site migéniowa, takze
w obrebie migsni odpowiedzialnych za prawidlowa postawe ciata, co bezposrednio
zapobiega bolom krggostupa. Regularne podejmowanie wysitku fizycznego jest takze
kluczowe w zapobieganiu badz spowalnianiu procesow osteoporotycznych, co wykazano
w badaniu przeprowadzonym z udzialem 67 kobiet w wieku 48-61 lat. W grupie badanej,
podejmujacej] wysitek fizyczny, stwierdzono lepsza gestos¢ mineralng tkanki kostnej
w stosunku do grupy kontrolnej, ktora stanowity osoby o niskiej aktywnosci fizycznej
(Kopiczko 2012).

Podejmowanie umiarkowanej aktywnosci fizycznej dostosowanej do kondycji
osobiste] wptywa korzystnie réwniez na uktad odpornosciowy. Istotnym jest jednak by
byt to trening wytrzymato§ciowy o umiarkowanej intensywnos$ci, bowiem przecigzenie
organizmu ma dziatanie przeciwstawne 1 prowadzi do ostabienia mechanizmow
odpornosciowych. W trakcie zrownowazonego treningu dochodzi rowniez do
roztadowania nadmiernych obcigzen psychoemocjonalnych, bedacych nastgpstwem
stresu. Regularny wysitek fizyczny tagodzi stany depresyjne i zmniejsza poziom lgku,
a takze ulatwia zasypianie i poprawia jako$¢ snu, o ile nie jest przeprowadzany w porze
wieczornej (Jeger 1 wsp. 2013).

W obrebie wyzej opisanych zmian adaptacyjnych zachodzacych w odpowiedzi na
zastosowany trening fizyczny obserwowane sg znaczace roznice mig¢dzyosobnicze. Moga
one wynika¢ z czynnikéw zwigzanych z sama aktywnos$cig fizyczng tj. jej
intensywno$cig, czasem trwania, czestotliwos$cig sesji, typem czy charakterem.
Odpowiedz potreningowa zalezy takze od cech osobniczych: wieku, ptci, wystgpowania
chorob wspotistniejacych, a takze srodowiskowych: stosowanej diety, przyjmowanych
lekéw czy suplementéw diety. Majac powyzsze czynniki na uwadze, predykcja
odpowiedzi potreningowej stanowi powazne wyzwanie. Zaobserwowano, iz mimo
podejmowanej proby maksymalnego ujednolicenia grupy badanej poprzez
wyeliminowanie czynnikow mogacych wpltywaé na odpowiedz potreningowa, réznice

mig¢dzyosobnicze wystepowaty nadal i nierzadko byty znaczace. Taka obserwacja moze



sugerowac istnienie pewnych zmiennych genetycznych, bedacych przyczyna réznic
w zmianach zachodzacych pod wplywem wysitku fizycznego w organizmie danej osoby

(Jeger 1 wsp. 2013).

1.2 Interleukiny — charakterystyka ogolna

Interleukiny zaliczane sg do grupy cytokin, a wigc biatek sygnalowych
wydzielanych przez leukocyty. Ich cecha charakterystyczng jest plejotropia, czyli
zdolno$¢ oddziatywania jednej czasteczki na wiele r6znych komorek, a co za tym idzie
wywotywanie réznych efektow fizjologicznych. Interleukiny okre$lane sg takze jako
czynniki immunomodulujgce 1 prozapalne, ktore oddziatuja na rdézne populacje
limfocytéw. Interleukiny ponumerowane sa od 1 do 33, ale niektére z nich wystepuja
w licznych odmianach tworzac rodziny. Co ciekawe jedna interleukina moze indukowac
syntez¢ innej. Przykladem wzajemnego oddzialywania miedzy poszczegdlnymi
czasteczkami jest zalezno$¢ miedzy IL-1 a IL-6. Obie sg wytwarzane przede wszystkim
w monocytach i makrofagach, bedac kluczowymi czasteczkami proceséOw zapalnych.
Jednak glownym czynnikiem indukujagcym wytwarzanie IL-6 jest wzrost st¢zenia IL-1
(Gotab 1 wsp. 2017). Stad jesli nadwageg oraz otytos¢ postrzega¢ w kategorii toczacego
si¢ procesu zapalnego, to mozna w tych stanach oczekiwac¢ zwiekszonych stezen IL-1
oraz IL-6. Teze ta potwierdzit Kern i wsp. (2001), przeprowadzajac badanie obejmujace
50 uczestnikow. Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze IL-6 wykazuje
najsilniejsza korelacje z otyloscig i insulinoopornoscia, bowiem poziomy krazacej we
krwi IL-6 byly znaczaco wyzsze u oséb otylych, a co wigcej, zaobserwowano istotng
statystycznie odwrotng zalezno$¢ mi¢dzy poziomem IL-6 a opornosciag na insuling (r=-
0,75, p<0,001) (Kern i wsp. 2001).

Przedmiotem nielicznych badan naukowych jest wptyw aktywnosci fizycznej na
poziom interleukin w organizmie czlowieka. Badanie Ostrowskiego 1 wsp. (2000),
przeprowadzone wsrod 53 uczestnikow maratonow w Kopenhadze (w 1996, 1997 oraz
1998 roku) wykazato zalezno$¢ miedzy intensywnoscia biegu a poziomem IL-6 oraz
antagonisty receptora IL-1 (ang. IL-1 receptor antagonist, IL-1ra) w osoczu. Gwattowny
wzrost stezenia IL-6 obserwowano niemalze natychmiast po zakonczeniu maratonu,
natomiast wzrost st¢zenia IL-1ra notowano dopiero po okoto 1,5 godziny. Co wigcej
zaobserwowano pozytywna korelacj¢ miedzy wzrostem st¢zenia IL-6 oraz IL-1ra

(Ostrowski i wsp. 2000).



Aktywnos¢ fizyczna prowadzaca do spadku masy ciala oraz wskaznika BMI ma
bezposrednie przetozenie na poziom IL-6. W badaniu Gallistl i wsp. (2001), ktérego
uczestnikami byli otyli nastolatkowie i dzieci objeci 3-tygodniowym planem redukcji
masy ciata, odnotowali pozytywna korelacje miedzy spadkiem masy ciata oraz BMI
a poziomem IL-6 w surowicy (Gallistl i wsp. 2001).

Dziatanie interleukin jest niezwykle szerokie. Niektore z przyktadow dziatania
interleukin to (Gotagb 1 wsp. 2017):

e wplyw na wytwarzanie przeciwcial przez limfocyty B,

e powstawanie i chemotaksja neutrofilow oraz monocytoéw,

e wydzielanie czynnika aktywujacego ptytki,

e wydzielanie prostaglandyn,

e wydzielanie tlenku azotu II,

e wzrost proliferacji limfocytow T,

e indukcja procesoOw krwiotworczych,

e uczestnictwo zardGwno w procesach kosciotworzenia jak i resorpcji kostnej,

e podwyzszenie temperatury ciala,

e sennosc¢,

e brak apetytu.

Kluczowymi cytokinami stanu zapalnego sg IL-1 oraz IL-6. Majac na uwadze ich
rol¢ fizjologiczng oraz obserwowane doniesienia dotyczace wptywu wysitku fizycznego
na ich st¢zenia, wybrano polimorfizmy genow kodujacych te dwie czasteczki do dalszej

analizy w niniejszej pracy badawczej.

1.2.1 Interleukina-6

1.2.1.1 Budowa, receptor, rola fizjologiczna IL-6

IL-6 jest zbudowana z pojedynczego tancucha polipeptydowego sktadajacego si¢
z 185 aminokwasow. Jej struktura przestrzenna to wigzka czterech a-helis (Somers 1 wsp.
1997). W organizmie cztowieka jest obecna w postaci glikozylowanej o masie od 22 do
27 kDa (Kamimura i wsp. 2003).

Receptor IL-6 (IL-6R) sktada si¢ z dwoch glikoprotein btonowych: IL-6R

o strukturze przestrzennej a-helisy, ktora jest specyficzng podjednostka receptora oraz



gp130 o strukturze przestrzennej B-helisy, stuzagca jako zwykty przekaznik sygnatu dla
wielu cytokin m.in. IL-6 i interleukiny-11 (ang. interleukin-11, IL-11) (Somers i wsp.
1997).

Za sprawg IL-6 aktywowane s3 dwa giowne szlaki sygnatowe. Pierwszy z nich to
Sciezka kinazy Janus (ang. Janus-activated kinases, JAK)/przekaznika sygnatu
1 aktywatora transkrypcji (ang. signal transducer and activator of transcription, STAT),
w skrocie okre$lana jako JAK/STAT. Drugi znich to kaskada kinaz aktywowanych
miogenami (ang. mitogen activated protein kinases, MAPK) (Heinrich i wsp. 2003). IL- 6
wigzac si¢ z receptorem powoduje powstanie heterodimeru IL-6/IL-6R, ktéry nastgpnie
faczy si¢ z dwoma jednostkami gp130, ktore to posiadaja specyficzny region wigzacy dla
JAK. Aktywacja kinaz JAK prowadzi do fosforylacji kilku regionow gp130, co pozwala
na przytaczenie biatek sygnatowych - fosfatazy tyrozynowej, posiadajacej domene SH-2
aktywujace $ciezke sygnatowa JAK/STAT (Stahl i wsp. 1994; Yang i wsp. 2003;).

IL-6 jest cytoking o dzialaniu plejotropowym. Bierze udziat w procesach
zapalnych, jak i niezapalnych. Cechuje si¢ zdolnos$cig oddziatywania na komorki ciata,
przez ktoére jest takze wydzielana jak np. adipocyty, miocyty, fibroblasty, komorki
srodbtonka, keratynocyty, osteoblasty czy komoérki B trzustki (Kamimura i wsp. 2003;
Hoene 1 Weigert 2008). W wyniku infekcji, choroby autoimmunologicznej badz urazu
IL-6 jest produkowana w uktadzie nerwowym. Stanowi niejako polaczenie uktadu
nerwowego i immunologicznego, gdzie wptywa na réznicowanie limfocytow typu B,
prowadzac do wzrostu produkcji immunoglobulin: IgM, IgA, IgG (Lotz 1995). U zdrowe;j
osoby stezenie IL-6 we krwi obserwuje si¢ na poziomie ponizej 1 pg/ml, jednak w ostrych
stanach zapalnych np. sepsie, jej stezenie ro$nie nawet 1000-krotnie (Hoene 1 Weigert
2008). Stany zapalne o stabszym nat¢zeniu, do ktorych zaliczy¢ mozna otytos¢, rowniez
powoduja wzrost stezenia IL-6, cho¢ w bardziej umiarkowany sposob. W przypadku os6b
otylych obserwowane s3 podwyzszone poziomy krazacej we krwi IL-6, z czego okoto
jedna trzecia pochodzi wtasnie z tkanki thuszczowej (Fernandez-Real 1 Ricart 2003). Fakt
ten potwierdzajg badania Fain i wsp. (2004), w ktorych wykazano, iz tkanka tluszczowa
wisceralna cechuje si¢ 2-3 razy wigksza ekspresja i sekrecja IL-6 niz tkanka podskorna
(Fain i wsp. 2004). Zrédtem 10-35% catkowitego poziomu IL-6 krazacej w osoczu jest
tkanka thuszczowa, a poziom wydzielania jest rozny w zaleznos$ci od pory dnia - wyzszy
wieczorem za$§ nizszy w godzinach porannych (Mohamed-Ali i wsp. 1997). Ekspresja

IL- 6 jak i jej receptora odbywa si¢ w tkance ttuszczowej zarowno w adipocytach, jak
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i macierzy komorkowej (Wajchenberg 2000; Kershaw i Flier 2004a). Stezenie IL-6
koreluje dodatnio z otylo$cia, uposledzong tolerancja glukozy oraz insulinoopornoscia,
za$ spadek masy ciata skutkuje normalizacjg jej poziomu w osoczu (Kern i wsp. 2001).
Ostabienie wrazliwosci na insuling osiggane jest na drodze ostabienia sygnatu
insulinowego w tkankach obwodowych poprzez spadek ekspresji czasteczek
sygnalizacyjnych powigzanych z receptorem insulinowym m.in. biatka supresorowego
sygnalizacji cytokin (ang. Suppressor of cytokine signaling 3, SOCS3) (Kalinowski
1 Mianowana 2016).

Stezenie IL-6 w osoczu wzrasta podczas wysitku fizycznego nawet 100-krotnie
w zaleznos$ci od dlugosci jego trwania, intensywnosci oraz masy zaangazowanej tkanki
mig$niowe] (Ruderman i1 wsp. 2006; Hoene 1 Weigert 2008). Najwyzsze stezenie
obserwowane jest w momencie przerwania aktywnosci 1 spada szybko po jej ustaniu.
Nalezy zauwazy¢, ze wzrost poziomu IL-6 nie jest zwigzany z wydzielaniem czynnika
martwicy nowotworé6w (ang. tumor necrosis factor, TNF-a), innych cytokin
prozapalnych czy tez monocytoéw, lecz wynika ze skurczu migsni szkieletowych (Fischer
2006). Badanie Keller i wsp. (2001) wykazato wzrost ilosci IL-6 mRNA w kurczacych
si¢ mig$niach szkieletowych po 30 minutach ¢wiczen, natomiast na koncu ¢wiczen
obserwowano nawet 100-krotny wzrost zawarto$ci IL-6 mRNA (Keller 1 wsp. 2001).
W wyniku intensywnego i1 dlugotrwatego treningu mig$nie mogg si¢ sta¢ jednym
z gtéwnych zrodet IL-6 (Hoene 1 Weigert 2008). Za sprawg 1L-6 zyskuje swa aktywnos¢
w mig$niach kurczacych si¢ kinaza aktywowana adenozyno-5'-monofosforanem -
AMP (ang. 5'AMP-activated protein kinase, AMPK), ktoéra w dalszej kolejnosci prowadzi
do zmiany rownowagi pomiedzy AMP oraz adenozynotrifosforanem (ang. adenosine
triphosphate, ATP), stymulacji lipolizy w tkance ttuszczowej oraz produkceji glukozy w
watrobie w celu zapewnienia substratow energetycznych dla ¢wiczacych migsni
(Ruderman i wsp. 2006).

IL-6 wykazuje rowniez dzialanie osrodkowe, wplywajac na regulacje wydatkow
energetycznych oraz metabolizm tkanki thuszczowej. Eksperyment na myszach
z niedoborem IL-6, w ktorym podano $srodmozgowo pojedynczy zastrzyk IL-6, umozliwit
obserwacj¢ nagtego wzrostu zuzycia tlenu oraz produkcji dwutlenku wegla, przy czym
takiego efektu nie osiagni¢to przy podaniu dootrzewnowym. Myszy z niedoborem IL-6
charakteryzowaly si¢ wystepowaniem otytosci, zaburzen metabolizmu weglowodanow,
lipidow oraz podwyzszonym poziomem leptyny. Przewlekle podawanie srodmozgowo

IL-6 powodowalo obnizenie masy tkanki tluszczowej oraz spozycia pokarmow
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(Wallenius 1 wsp. 2002). Mozna zatem wysnu¢ przypuszczenie, ze spadek apetytu po

¢wiczeniach fizycznych jest spowodowany wzrostem poziomu IL-6 w médzgu.

1.2.1.2 Gen kodujacy IL-6

Gen kodujacy IL-6, oznaczany jako /L6, jest zlokalizowany na chromosomie 7
w pozycji 15. Sktada si¢ z 5 eksondéw oraz 4 introndéw (Campos i wsp. 2019). Promotor
genu /L6 zlokalizowany jest na koficu 5’ 1 zawiera liczne elementy regulatorowe m.in.
AP-1 (specyficzne sekwencje DNA, wigzace heterodimery c-jun oraz c-fos) oraz miejsce
wigzania jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB (ang. nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells), aktywowane przez cytokiny prozapalne TNF-a oraz
IL-1, ktoére powoduja wzrost IL-6 (Faggioli i wsp. 2004). Dotychczas wykryto 1 zbadano
kilka polimorfizméw w genie /L6 w pozycjach -597, -572, -373 oraz -174, przy czym

wszystkie z powyzszych sg zlokalizowane w odcinku promotorowym genu (Rysunek 1).

507 GA
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Rysunek 1. Schemat genu /L6 wraz z wyrdznieniem odcinka promotorowego (GRE -
miejsce wigzania receptora glikokortykoidowego, AP-1 - miejsce wigzania czynnika AP-
1, MRE - element odpowiedzi na wiele czynnikow, NF-IL6 - miejsce wigzania czynnika
NF-IL6, NF-«xB - miejsce wigzania czynnika NF-xB) (Park 1wsp. 2003;

zmodyfikowano).

W niniejszej pracy, do czesci eksperymentalnej wytypowano polimorfizmy genu
kodujacego IL-6 w pozycjach -597, -572 oraz -174, ktoére na podstawie analizy

pisSmiennictwa wydaja si¢ by¢ najbardziej istotne w konteks$cie réznicowania odpowiedzi
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potreningowej w organizmie cztowieka, a ich charakterystyke wraz z obserwowanymi

efektami fenotypowymi przedstawiono ponize;.

1.2.1.3 Polimorfizm -174 G>C (rs1800795)

Polimorfizm -174 G>C (rs1800795), opisany w 1998 roku, wynika ze zmienno$ci
sekwencji DNA polegajacej na zamianie pojedynczego nukleotydu (ang. single
nucleotide polymorphism, SNP): guaniny (allel G) na cytozyng (allel C) w pozycji 174
odcinka promotorowego genu kodujacego IL-6, co wptywa na transkrypcje¢ tegoz genu,
a co za tym idzie na poziom IL-6 wystepujacy w osoczu. Allel G odpowiada za wyzsze
stezenia 1L-6, za$ dziatanie przeciwne przypisywane jest allelowi C (Fishman i1 wsp.
1998).

Obecnie prowadzone badania polimorfizmu -174 G>C dotycza przede wszystkim
takich jednostek chorobowych jak: choroby serca, cukrzyca typu II, otyto$¢, nowotwory
przewodu pokarmowego i prostaty czy nadcisnienie. Badanie Goyenechea i wsp. (2007)
wykonane na 106 pacjentach pochodzenia kaukaskiego o BMI powyzej 30 kg/m?
wykazalo, Ze nosiciele allelu C wykazuja wyzsze st¢zenia insuliny w osoczu oraz wyzsze
ci$nienia krwi niz homozygoty GG (Goyenechea i wsp. 2007). Badanie Wernstedt 1 wsp.
(2004) prowadzone wsrdd 0sob ze zdiagnozowanym nadci$nieniem oraz zdrowych okoto
20-letnich kobiet o prawidlowej masie ciata rowniez potwierdzito dla obu tych grup
zwigzek istotny statystycznie miedzy nosicielstwem allelu C z wyzszym BMI oraz
wyzszym stezeniem leptyny w osoczu (Wernstedt i wsp. 2004).

Badania polimorfizmu -174 G>C prowadzone sg rowniez u 0soéb z nowotworami
piersi, jajnikow, przewodu pokarmowego czy prostaty. Eksperyment Tan i wsp. (2005)
wykazal, iz nosicielstwo genotypéw CC oraz GC zwigksza ryzyko wystapienia
zaawansowanego raka prostaty, bowiem ich wystgpowanie bylo znacznie czesciej
obserwowane u pacjentow w stadium T3 1 T4 niz u 0s6b z nowotworem w stadium T1
1 T2 (Tan 1 wsp. 2005). Badanie Settin i wsp. (2008) przeprowadzone w grupie 69 dzieci
z astmag oraz 98 osob zdrowych z Egiptu wykazalo znaczaco wyzsza czestosé
wystgpowania genotypu GG wsrdd osob z niekontrolowang astma (Settin i wsp. 2008).

Rozktad poszczegdlnych genotypow w obrebie polimorfizmu -174 G>C byt
przedmiotem badania Elsaid 1 wsp. (2014), w ktérym uczestniczyta grupa 108 pacjentéw
z chorobg wieficowg oraz 147 os6b zdrowych. Zaobserwowano czgstsze wystgpowanie

genotypu GC (52,88%) wsrdod osob z chorobg wiencowa niz w grupie kontrolnej
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(47,12%), za$ osoby o genotypie GG zupelnie w niej nie wystepowaty (Elsaid i wsp.
2014). Obserwacje te nie zostaly potwierdzone przez Mastana i wsp. (2017), ktorzy to nie
zaobserwowali zwigzku istotnego statystycznie mi¢dzy polimorfizmami -597 A>G oraz
-174 G>C a wystgpowaniem choroby wiencowej wsrod badanych 143 oséb z chorobg

wiencowg serca (Mastana i wsp. 2017).

1.2.1.4 Polimorfizm -572 G>C (rs1800796)

Polimorfizm -572 G>C (rs1800796), to zamiana pojedynczego nukleotydu:
guaniny (allel G) na cytozyne (allel C) w pozycji 572 promotora genu kodujacego IL-6.
Wystepowanie tego polimorfizmu wptywa na poziom IL-6 w osoczu (Kdmérdinen 1 wsp.
2008). Obecnie prowadzone s3 badania tego polimorfizmu w kierunku takich schorzen
jak choroba Alzheimera, zapalenia ko$ci 1 stawdéw, nowotworéw np. uktadu
pokarmowego, cukrzycy typu Il czy ostrego zapalenia naczynioruchowego u ci¢zarnych.

Badanie polimorfizmu -572 G>C przeprowadzone przez Kdmairdinena i wsp.
(2008) na grupie 535 kobiet w wieku 45-63 lat wykazalo, Ze obecnos¢ allelu G w pozycji
572 obserwowano czgsciej wsrdd chorych na dystalne miedzypaliczkowe zapalenie ko$ci
1 stawow, niz u kobiet nieobcigzonych tg choroba. Dodatkowo, wystepowanie allelu G
w pozycji 527 lub 174 znacznie podnosi ryzyko wystgpienia tej choroby (Kédmaérdinen
1 wsp. 2008).

Wartos¢ predykcyjng badania polimorfizmu -572 G>C oraz -174 G>C wykazano
rowniez w badaniu Qi 1 wsp. (2012) wykazujac, iz genotyp CC dla polimorfizmu /L6 -
174 G>C oraz genotyp GG w przypadku polimorfizmu /L6 -572 G>C moze zmniejszac
ryzyko wystapienia choroby Alzheimera (Qi i wsp. 2012).

Pozytywny zwigzek miedzy wystepowaniem allelu C w pozycji 572 promotora
genu /L6 a wystgpowaniem przewleklej obturacyjnej choroby ptuc (ang. chronic
obstructive pulmonary disease, COPD) wykazali Cordoba-Lanus i wsp. (2008) w badaniu
przeprowadzonym w grupie 191 pacjentow chorych na COPD, 75 palaczy oraz 296 0s6b
zdrowych niepalacych. Zaobserwowano istotnie rzadsze wystgpowanie allelu C
w pozycji 572 u 0s6b z COPD, w poréwnaniu z grupg kontrolng (Cérdoba-Lants i wsp.

2008).
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1.2.1.5 Polimorfizm -597 A>G (rs1800797)

Polimorfizm -597 A>G (rs1800797), to zamiana pojedynczego nukleotydu:
alaniny (allel A) na guaning (allel G) w pozycji 597 promotora genu kodujacego IL-6.
Czestotliwos¢ wystgpowania tego polimorfizmu oraz jego wartosci predykcyjnej
w poszczegdlnych schorzeniach jest przedmiotem badan prowadzonych na calym §wiecie
(Cordoba-Lants 1 wsp. 2008). Obecnie prowadzone sg badania tego polimorfizmu jako
czynnika predykcyjnego przewleklej obturacyjnej choroby pluc, cukrzycy typu II,
choroby wiencowej serca czy raka piersi.

Proby badania licznych polimorfizmow genu /L6 podejmowane sg w roznych
jednostkach chorobowych. Cordoba-Lanus 1 wsp. (2008) nie wykazali zwigzku mi¢dzy
polimorfizmem -597 A>G oraz -174 G>C a wystgpowaniem COPD (Coérdoba-Lanus
1 wsp. 2008). Polimorfizmy te nie wykazaly réwniez znaczacego statystycznie zwigzku
z wystepowaniem choroby wiencowej (ang. coronary artery disease, CAD) (Mastana
1 wsp. 2017).

Badanie Eskola i wsp. (2010) wykazato zwigzek miedzy haplotypem GCG
promotora genu /L6 (rs1800797, rs1800796, rs1800795) a wystgpowaniem zmian
degeneracyjnych dyskow w obrebie kregostupa ledzwiowego u dziewczat. W badaniu
wzieto udziat 353 dzieci z Danii w wieku 12-14 lat, sposrod ktorych u 30 chtopcow oraz
36 dziewczat stwierdzono w badaniu rezonansu magnetycznego (ang. magnetic
resonance images, MRI) zmiany degeneracyjne dyskéw odcinka ledzwiowego (Eskola
1 wsp. 2010).

Badanie polimorfizmu -597 A>G wykonane przez Lajunen i wsp. (2016) wsrod
populacji 467 dorostych chorujacych na astme oraz 613 os6b zdrowych wykazato,
zwigzek migdzy obecnoscig allelu G a wystgpowaniem astmy zapoczatkowanej
w dorostos$ci, szczegdlnie w potaczeniu z atopig (Lajunen i wsp. 2016).

W obecnie dostgpnej literaturze zwigzek parametréw antropometrycznych
z polimorfizmem -597 A>G jest rozpatrywany tylko w niektorych badaniach
konkretnych jednostek chorobowych. W badaniu przeprowadzonym przez Slattery i wsp.
(2008) nie stwierdzono zwigzku wystgpowania polimorfizmu -597 A>G z BMI badanych
kobiet chorujacych na raka piersi, bez wzgledu na ich pochodzenie. Podobnie, badanie
przeprowadzone przez Boeta-Lopez 1 wsp. (2018) nie wykazalo zwigzku pomiedzy
wystgpowaniem powyzszego polimorfizmu a BMI oraz stosunkiem obwodu talii do

obwodu bioder (ang. Waist-Hip Ratio, WHR), jak roéwniez nie odnotowano istotnego
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wplywu tego SNP na markery zespolu metabolicznego oraz cukrzycy (Boeta-Lopez

1 wsp. 2018).

1.2.2 Interleukina-1a

1.2.2.1 Budowa, receptor, rola fizjologiczna IL-1a

Interleukina-1 alfa (ang. Interleukin la, IL-la) nalezy wraz z 10 innymi
cytokinami do rodziny IL-1. Obok IL-1a do tej grupy czynnikow zalicza si¢ takze m.in.
interleuking-1beta (ang. Interleukin 1P, IL-1pB), receptor IL-1 typ I (ang. interleukin-1
receptor, IL-1RI), receptor IL-1 typ II (ang. interleukin-2 receptor, IL-1RII), antagoniste
receptora (ang. receptor antagonist, IL-1ra) oraz interleuking 18 (ang. interleukin 18,
IL- 18). Z kolei Burger i wsp. (2006) w oparciu o wysoce konserwatywna strukture
genow kodujacych i homologi¢ sekwencji aminokwasowych, do rodziny IL-1 zaliczaja,
oprocz wymienionych wyzej interleukin dodatkowo interleuking-1F5 (ang.
interleukin- 1F5, IL-1F5), interleuking-1F6 (ang. interleukin-1F6, IL-1F6), interleuking-
1F7 (ang. interleukin-1F7, IL-1F7), interleuking-1F8 (ang. interleukin-1F8, IL-1F8),
interleuking-1F9 (ang. interleukin-1F9, IL-1F9), interleuking-1F10 (ang. interleukin
1F10, IL-1F10) oraz interleuking-33 (ang. interleukin-33, IL-33) (Burger 1 wsp. 2006).
IL-1a jest jednym z czynnikéw stanu zapalnego. Jest wydzielana w gtdwnej mierze przez
monocyty i makrofagi. IL-1a jest syntetyzowana na podstawie genu /L/A4. W ten sposob
powstaje biatko prekursorowe o masie 31 kDa, ktore dzigki dziataniu proteazy kapaliny
staje si¢ formg dojrzatg o masie 17 kDa. Zarowno forma prekursorowa, jak i1 dojrzata,
wykazuja aktywne dziatanie na komorki. W odroznieniu od IL-1f, IL-1a pozostaje w
przewazajacej czesci w cytoplazmie. Tylko niewielka ilo$¢ biatka, ulega modyfikacji
potranslacyjnej w postaci dodania reszty kwasu mirystynowego do reszty lizynowej,
ktéra umozliwia transport na powierzchni¢ komoérki (Rozwadowska i wsp. 2005). Postaé
btonowa IL-la wykazuje dziatanie na komorki znajdujace si¢ bezposrednio
w sgsiedztwie (Czerwiec 1 wsp. 2016). IL-la jest obecna w wielu komoérkach np.
w komorkach nablonkowych ptuc, naczyn czy keratynocytach (Dinarello i van der Meer
DATA). W warunkach fizjologicznych st¢zenia IL-o s3 niskie, natomiast indukcja
zaréwno transkrypcji jak i translacji genu /L1A4 powoduje gwattowny wzrost stezen, co
prowadzi do wystapienia goraczki, wysypki badz zapalenia stawow. Zwigkszone stezenie

tej cytokiny obserwuje si¢ podczas ostrych stanow chorobowych, w ktérych dochodzi do
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masowej $§mierci komoérek (Sims i Smith 2010).

Receptory rodziny IL-1 charakteryzujg si¢ wspolng domeng Toll-IL-1 (ang. Toll-
IL-receptor domain, TIR). Zidentyfikowano dwa geny kodujace biatka receptorowe
IL- 1: ILIRI (75 kpz) oraz ILIRII (38 kpz). Zarbwno w wariancie I jaki i II receptora
IL- 1 mozna wyrézni¢ trzy odcinki. Nalezag do nich: odcinek zewnatrzkomorkowy
(wigzacy IL-1), domena przezbtonowa oraz wewnatrzkomoérkowa (umozliwiajaca
przekazywanie sygnatu). IL-1RII posiada bardzo krétki odcinek cytozolowy w obrgbie
wewnatrzkomorkowym, co uniemozliwia mu przekazywanie sygnatu. Przypuszcza sie,
ze IL-1RII pelni role negatywnego regulatora aktywnosci IL-1. Zwigzanie IL-la
z receptorem IL-1RI powoduje zmiang konformacji catego kompleksu oraz przytaczenie
czasteczki zwigzanej z receptorem (ang. interleukin-1 receptor accessory protein,
IL- 1RACcP). Prowadzi to do fosforylacji 1 aktywacji szeregu kinaz, a ta ostatecznie do
aktywacji czynnika jadrowego kappa B. Czynnik NFxB transportowany jest do jadra
komorkowego, gdzie indukuje ekspresje okreslonych gendw, przyczyniajac si¢ do bardzo
zroznicowanych efektow biologicznych (Roerink 1 wsp. 2017; Rozwadowska 1 wsp.
2005; Martin i Wesche 2002). Szlak sygnalowy przedstawiono szczegétowo na Rysunku
2.

IkB-kinase complex MAP-kinase family
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Rysunek 2. Szlak sygnalowy IL-1 (Martin i Wesche 2002).

IL-1a jest cytoking o dziataniu plejotropowym, ktorej gtdwna rolg jest transmisja

limfocytow T oraz B oraz inicjowanie odpowiedzi immunologicznej organizmu. IL-1a,
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wraz z IL-1P 1 IL-6, uznawana jest za cytoking prozapalna, ktora powoduje naciek
leukocytow, syntez¢ prostaglandyn, obrzgk stawdw oraz uszkodzenie tkanki. Powoduje
goraczke, sennos¢, brak apetytu, uwolnienie hormondéw przysadki moézgowej, wzrost
syntezy kolagenazy, destrukcj¢ chrzastki oraz obnizenie progu bolowego (Estrov 1 wsp.
1995). Zwigkszona produkcja IL-1a przez keratynocyty wykazuje zaro6wno dziatanie
auto- jak i parakrynne. Zaréwno IL-la oraz IL-1B s3 kluczowymi czynnikami
odpowiedzialnymi za wystgpienie reakcji nadwrazliwosci kontaktowej skornej,
wywotanej kontaktem z alergenem. Podwyzszone stezenie IL-1a obserwowane jest
u pacjentéw ze zmianami tuszczycowymi na skorze czy cierpigcych na chorobe Crohn’a
(Sims 1 Smith 2010). IL-1a odgrywa kluczowa rol¢ w indukcji szoku septycznego,
powodujac wzrost stezenia czynnika aktywujacego plytki krwi (ang. platelet activating
factor, PAF), prostaglandyn oraz tlenku azotu (Estrov i wsp. 1995). IL-1a jest uznawana
takze za jeden z czynnikoéw katabolicznych mig$ni szkieletowych, co zostalo wykazane
w badaniach na szczurach (Ling i wsp. 1996). W dostepnym pi§miennictwie istnieje

niezwykle mato doniesien co do stezen IL-1o w odpowiedzi na aktywno$¢ fizyczna.

1.2.2.2 Gen kodujacy IL-1a

Gen IL1A4 znajduje si¢ na dlugim ramieniu chromosomu 2 (2q14.1). Posiada dwa
odcinki promotorowe: blizszy -200 pz oraz dalszy -4,2 kpz. Regiony regulatorowe
znajduja si¢ nawet kilka tysiecy pz powyzej miejsca inicjacji transkrypcji (Rozwadowska
1 wsp. 2005). Czynnikami mogacymi indukowac transkrypcje genu ILIA sg np.:
endotoksyny bakteryjne, czynnik martwicy nowotworéw TNF-a, promieniowanie UV.
Wykazano natomiast, ze glikokortykosteroidy powoduja ostabienie transkrypcji genu

IL1A oraz ILIB (Estrov i wsp. 1995).

1.2.2.3 Polimorfizm -889 C>T (rs1800587)

Polimorfizm -889 C>T (rs1800587) polega na zamianie pojedynczego
nukleotydu: cytozyny (allel C) na tyming (allel T) w pozycji 889 regionu promotorowego
5> (Um iwsp. 2011). Badanie Dominici 1 wsp. (2002) wykazato, ze homozygoty TT
wykazuja wyzsza aktywno$¢ promotora genu /L1A, a takze wyzsze st¢zenia IL-1a niz
homozygoty CC. (Dominici i wsp. 2002).

Na przestrzeni lat badano potencjalny wpltyw polimorfizmu -889 C>T na rézne
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jednostki chorobowe: chorob¢ Alzheimera, zwyrodnienia stawow, otylo$¢ czy
wystgpowanie zespotu metabolicznego (Carter i wsp. 2008; Eskola i wsp. 2010; Um
1wsp. 2011).

Podwyzszone stezenia IL-1a obserwowane podczas zwyrodnienia stawow staty
si¢ przyczynkiem do zbadania polimorfizmu -889 C>T genu /L1A4 u dzieci w wieku 12-
14 lat chorujacych na wczesne zwyrodnienie dyskow kregostupa ledzwiowego. Badanie
wykazato pozytywny zwigzek miedzy wystepowaniem zmian zwyrodnieniowych
u dziewczat o genotypie CT badz TT w poroéwnaniu do tych posiadajacych genotyp CC.
Moze to sugerowac, ze nosicielstwo allelu T predysponuje do wystapienia wczesnych
zmian degeneracyjnych kregostupa (Eskola i wsp. 2010).

Genetycznych podstaw otylosci rozumianej jako przewlekly stan zapalny
dopatrywato si¢ wielu badaczy na catym §wiecie. Jednym z badanych w tym kierunku
SNPs byt polimorfizm -889 C>T. Poszukiwano zwigzku pomigdzy tym SNP
a wystepowaniem otytosci brzusznej oraz zespolu metabolicznego wérdd chorych na
chorobe niedokrwienng serca (ang. coronary heart disease, CHD). Carter 1 wsp. (2008)
przeprowadzili badanie wystgpowania polimorfizmu genu /L/A4 (-889 C>T) oraz genu
IL1B (+3954 C>T) wsrod 556 uczestnikéw badania z CHD. Wykazano, iz homozygoty
TT (-889 C>T) maja o 1,8 cm wickszy obwdd talii (p=0,04) za$ nosiciele genotypu TT
(13954 C>T) az o 4 cm (p=0,0004). Nie wykazano zwigzku miedzy wartoScia BMI
a polimorfizmem -889 C>T genu /L/A4, natomiast zaobserwowano taka zalezno$¢ dla
polimorfizmu genu /LB +3954 C>T. Pozwolito to badaczom na wysunigcie wniosku, iz
badane miejsca polimorficzne zlokalizowane w tych genach moga by¢ genetyczng
podstawg wystepowania otyto$ci brzusznej. Zaleznosci genetyczne sg bardziej widoczne
uosoéb z wyzszym poziomem otytosci oraz podwyzszonymi markerami zapalnymi
(Carter 1 wsp. 2008).

Wptyw dwéch znanych polimorfizméw genu IL1A4 (-889 C>T oraz +4845 G>T)
na wystepowanie otylosci zbadat Um 1 wsp. (2011). Analiza uzyskanych wynikow
wykazata zwigzek obu polimorfizméow z BMI u otytych kobiet. Czestos¢ wystgpowania
genotypu CT badz TT (-889 C>T) byta znaczaco nizsza w grupie o BMI 27-29 kg/m? niz
w grupie, gdzie BMI bylo ponizej 25 kg/m?. Zaobserwowano takze istotny statystycznie
zwigzek migdzy oboma polimorfizmami genu /L/4 a WHR. Czgsto$¢ wystgpowania
jednego badz dwoch kopii haplotypu TT (rs1800587, rs17561) byta znaczaco nizsza
u kobiet z WHR wyzszym badz réwnym 0,91 niz u kobiet o WHR nizszym od 0,90.

Dodatkowo wykazano istotnie statystyczng zalezno$¢ miedzy polimorfizmem -889 C>T
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regionu regulatorowego genu IL/A a aktywno$cig transkrypcyjna, ktérg badano
w preadipocytach linii 3T3-L1. Druga cz¢$¢ tego badania odbywala si¢ na otylych
myszach. Zaobserwowano, ze myszy z nadmierng masg ciala wykazuja wysokie poziomy
IL-1a. Co wigcej, iniekcja IL-1a powoduje u mysz znaczacy wzrost TG 12 godzin po jej
podaniu. Uzyskane wyniki pozwolily badaczom na wyciagnigcie wniosku, ze
polimorfizm genu /L/A4 -889C>T ma zwiazek z otyloscia u ludzi, za§ IL-lo. moze
odgrywac¢ kluczowg role w rozwoju otytosci (Um i wsp. 2011).

Powyzsze doniesienia naukowe, jak rowniez znajomo$¢ fizjologicznej roli IL-1,
w tym IL-1a oraz IL-6 przyczynito si¢ do wybrania czterech polimorfizméw w obrebie
genow kodujacych IL-1a (-889 C>T) oraz IL-6 (-597 A>G, -174 G>C 1 -572 G>C) do
badania w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej. Warto podkresli¢, ze dotychczas
nieliczne badania naukowe wymienionych polimorfizmow dotyczyly jedynie osob
otytych badz w konkretnych jednostkach chorobowych. Wykonany przeglad literaturowy
nie wykazal badania opisujagcego zalezno§¢ migdzy wyzZej wymienionymi
polimorfizmami a odpowiedzig potreningowa u oso6b zdrowych. Niniejsza dysertacja ma
zatem charakter nowatorski 1 wpisuje si¢ w najnowszy trend polegajacy na zastosowaniu

nowoczesnych metod analitycznych w naukach o kulturze fizyczne;.
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2. CELE, PYTANIA I HIPOTEZY BADAWCZE

2.1 Cele badan

Najwazniejszym celem poznawczym przeprowadzonych badan bylo okreslenie
wptywu polimorfizméw wybranych markerow genetycznych na zmiany masy i sktadu
ciala oraz wybranych wskaznikow biochemicznych wywotane 12-tygodniowym
programem treningowym. Przeprowadzony eksperyment mial pozwoli¢ na ustalenie roli
wariantéw allelicznych oraz genotypéw opisywanych w 4 miejscach polimorficznych
(rs1800587, rs1800795, rs1800796 1 rs1800797) zlokalizowanych w 2 genach (ILI1A
1IL6) w ksztaltowaniu potreningowej reakcji adaptacyjnej organizmu czlowieka.
Dodatkowym zatozeniem prezentowanych badan bylo ustalenie przydatnosci
poszczeg6lnych polimorfizméw typu SNP potozonych w obrgbie opisywanych genéw,
jako potencjalnych markeréw genetycznych umozliwiajacych okreslenie predyspozycji
do otylo$ci 1 rozwoju niekorzystnych wlasciwosci metabolicznych zwigzanych ze
wzrostem masy ciata. Ostatnim celem byla analiza czgsto$ci wspotwystgpowania
genotypow i frekwencji haplotypow wybranych polimorfizméw w badanej grupie kobiet
oraz okreslenie ich wptywu na potreningowe zmiany adaptacyjne.

Otrzymane w toku badan dane genetyczne moga shuzy¢ za dodatkowe zrdédto
informacji o osobie podejmujacej wysitek fizyczny, okre§lajace na poziomie
molekularnym jej wrodzong charakterystyke metaboliczng. W przyszitosci takie
informacje beda mogly by¢ potencjalnie wykorzystane do projektowania
zindywidualizowanych form aktywnos$ci fizycznej oraz skuteczniejszej kontroli
uzyskiwanych efektow potreningowych. Taka wiedza mogtaby by¢ wykorzystana jako
nowatorskie narzg¢dzie profilaktyki prozdrowotnej, pomocnej przy ocenie ryzyka
wystgpienia i zapobieganiu schorzen takich jak otylos§¢, cukrzyca typu II czy choroby

uktadu krwionos$nego.
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2.2 Pytania badawcze

Rozwigzanie wybranego problemu badawczego wymagatlo postawienia

ponizszych pytan:

1.

Czy wystepowanie okreslonych alleli i genotypow opisywanych w wybranych
punktach polimorficznych (rs1800587 zlokalizowany w genie ILIA oraz
rs1800795, rs1800796 1 rs1800797 zlokalizowane w genie /L6) ma wplyw na
potreningowg reakcj¢ adaptacyjng organizmu cztowieka w zakresie zmian masy
iskladu ciata oraz glikemii i poziomu wskaznikéw lipidogramu u kobiet
realizujacych 12-tygodniowy program treningowy?

Czy wybrane polimorfizmy (rs1800587 zlokalizowany w genie ILIA oraz
rs1800795, rs1800796 1 rs1800797 zlokalizowane w genie /L6) moga byc
wykorzystane jako markery genetyczne umozliwiajace okreslenie predyspozycji
do otytosci i rozwoju niekorzystnych wtasciwosci metabolicznych zwigzanych ze
wzrostem masy ciata?

Czy wystepowanie okreslonych haplotypow 1 interakcji migdzygenowych ma
wplyw na potreningowa reakcje adaptacyjng organizmu czlowieka w zakresie
zmian masy 1 sktadu ciala oraz glikemii 1 poziomu wskaznikow lipidogramu

u kobiet realizujacych 12-tygodniowy program treningowy?

22



2.3 Hipotezy badawcze

W odniesieniu do wyszczegolnionych powyzej pytan sformutowano nastgpujace

hipotezy badawcze:

1.

Obecnos¢ okreslonych alleli 1 genotypdéw opisywanych w wybranych punktach
polimorficznych (rs1800587 zlokalizowany w genie [LIA oraz rs1800795,
rs1800796 1 rs1800797 zlokalizowane w genie /L6) ma wplyw na potreningow3g
reakcje adaptacyjng organizmu cztowieka w zakresie zmian masy i sktadu ciala
oraz glikemii 1 poziomu wskaznikow lipidogramu u kobiet realizujagcych 12-
tygodniowy program treningowy.

Wybrane polimorfizmy (rs1800587 zlokalizowany w genie /L1A4 oraz rs1800795,
rs1800796 1 rs1800797 zlokalizowane w genie /L6) moga by¢ wykorzystane jako
markery genetyczne umozliwiajace okreslenie predyspozycji do otylosci
1 rozwoju niekorzystnych wlasciwosci metabolicznych zwigzanych ze wzrostem
masy ciala.

Obecnos¢ okreslonych haplotypow 1 interakcji migdzygenowych ma wptyw na
potreningowg reakcj¢ adaptacyjng organizmu cztowieka w zakresie zmian masy
1 skladu ciata oraz glikemii 1 poziomu wskaznikéw lipidogramu u kobiet

realizujgcych 12-tygodniowy program treningowy.
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3. MATERIALY I METODY

Prezentowane badania uzyskaty zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Okrgegowej Izbie
Lekarskiej w Szczecinie (uchwata nr 09/KB/IV/2011 oraz 01/KB/VI/2017). Byly one
przeprowadzane zgodnie z wytycznymi deklaracji  helsinskiej Swiatowego
Stowarzyszenia Lekarzy (ang. World Medical Association, WMA), jak réwniez ze
standardami badan w naukach o kulturze fizycznej 1 sporcie, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zasad genetycznych badan asocjacyjnych okreslonych w zaleceniach

STREGA (ang. Strengthening the Reporting of Genetic Association) (Little i wsp. 2009).

3.1 Grupa badana

W badaniu wzi¢to udzial 201 kobiet pochodzenia kaukaskiego w wieku 2141 lat
(zakres 19-24 lat). Kryteria wlaczenia do projektu byly okre§lane na podstawie ankiet
wypetianych przez kandydatki. Przy kwalifikacji os6b do udziatu w eksperymencie
brano pod uwage:

e wiek w zakresie 19-24 lata;

e brak regularnej aktywnosci fizycznej w przeciggu 6 miesiecy poprzedzajacych
zaaplikowany program treningowy;

e negatywny wywiad w kierunku choréb metabolicznych oraz choréb uktadu

SErcowo-naczyniowego;

e nieprzyjmowanie zadnych lekow, produktow leczniczych i suplementow diety na
state minimoéw 6 miesiecy przed rozpoczeciem treningu;
e niepalenie papierosow;

e che¢ podjecia statej zrbwnowazonej diety i regularnej aktywnosci fizyczne;.

Osoby wybrane na podstawie wyzej wymienionych kryteriow otrzymaty
materiaty informujace o celu, przebiegu, charakterze eksperymentu, stosowanych
procedurach, jak rowniez potencjalnym ryzyku i korzy$ciach zwigzanymi z planowanymi
badaniami. Kazda z uczestniczek miala réwniez mozliwo$¢ zadania pytan, a wszystkie
watpliwosci byly wyjasnione przez osoby kwalifikujace do eksperymentu. Kobiety
deklarujace che¢¢ wzigcia udziatu w badaniu podpisaty deklaracje $wiadome;
1 dobrowolnej zgody na uczestnictwo, zawierajacg klauzule anonimowos$ci 1 poufnos$ci

danych.
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W  celu zapewnienia poréwnywalnego zywienia badanych w okresie
zaaplikowanego programu treningowego, kazda z uczestniczek zostata objeta programem
dietetycznym oraz dostata wlasny plan dietetyczny. Kobiety miaty okreslony wskaznik
podstawowej przemiany materii (ang. basal metabolic rate, BMR). Nastgpnie wyliczono
wspotczynnik aktywnos$ci fizycznej (ang. physical activity level, PAL) wedlug wzoru

przedstawionego ponizej:

TEE
BMR

PAL=

gdzie TEE to deklarowany dobowy catkowity wydatek energetyczny (ang. total energy
expenditure), ustalony metodg chronometrazowo - tabelaryczng w przedziale
tygodniowym. Zgodnie z biezagcymi normami zywienia okreslonymi dla populacji Polski
(Jarosz i wsp. 2017), opracowana dieta byta dostosowana do indywidualnego wskaznika
PAL oraz masy ciala kazdej z uczestniczek badania. Za opracowanie programu
dietetycznego odpowiedzialny byt dr Maciej Buryta z Instytutu Nauk o Kulturze

Fizycznej Uniwersytetu Szczecinskiego.

3.2 Metody badawcze
3.2.1 Aplikacja programu treningowego

Uczestniczki badania realizowaty trening typu High Low Impact Aerobik (Hi-Lo
Combo), w ktorym wystepuja zroznicowane aktywnos$ci: naskoki, marsz oraz bieg. Jest
to kombinacja High Impact Aerobiku z Low Impact Aerobikiem. Kluczowa dla
odroznienia obu tych form treningu jest sita nacisku stopy na podloze mierzona
w kilogramach. Pierwsza z nich stanowi intensywna choreografi¢ zbudowang z szybkich
wyskokow, biegu i naskokéw. Ta intensywna forma aerobiku poprawia wydolnos¢
1 koordynacj¢ ruchowa, lecz stanowi duze obcigzenie dla stawow konczyn dolnych oraz
kregostupa. Polecana jest zatem dla os6b przygotowanych kondycyjnie do intensywnego
wysitku fizycznego. Odmiang aerobiku odpowiednig dla o0s6b rozpoczynajacych
aktywno$¢ fizyczng jest Low Impact Aerobik, charakteryzujacy si¢ spokojnym tempem
przy jednoczesnym zaangazowaniu wielu grup mig¢sniowych. Ten rodzaj ¢wiczen
rowniez poprawia kondycje oraz wydolnos¢ oddechowa osob ¢wiczacych, ale jest

obarczony zdecydowanie nizszym ryzykiem kontuzji (Grodzka-Kubiak 2002).
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Stosowany w niniejszym eksperymencie trening aerobowy byt polaczeniem
dwoch wyzej opisanych form aerobiku, przez co uzyskang aktywno$¢ mozna byto uznaé
za intensywng, a jednoczesnie nie wymagata wczesniejszego przygotowania
kondycyjnego oraz nie podwyzszata ryzyka kontuzji uczestniczek. Opracowano jednolity
12-tygodniowy plan treningowy, ktory podzielono na cztery 3-tygodniowe fazy treningu
wlasciwego przedstawione szczegdélowo Tabeli 1. Trening wlasciwy byt poprzedzony
tygodniowg faza zapoznawcza podczas ktorej uczestniczki projektu Ewiczyly
z intensywnoscig wynoszaca 50% ich tetna maksymalnego (ang. maximum heart rate,

HRmax).

Tabela 1 Charakterystyka 12-tygodniowego treningu aerobowego

Ilo$¢ jednostek Intensywnos$¢
Numer Opis
treningowych (HRmax)
Kroki bazowe, marsz oraz
9 jednostek
wprowadzana symetryczna
I treningowych 60-cio 50-60% .
praca ramion; tempo
minutowych
muzyczne 135-140 BPM
Nowe figury, symetryczna
praca ramion,
9 jednostek . . )
naprzemienne ¢wiczenia
I treningowych 60-cio 55-65% o .
] o niskiej 1 wysokiej
minutowych _ _
intensywnosci; tempo
muzyczne 135-140 BPM
Nowe figury, asymetryczna
praca ramion,
9 jednostek
) . wprowadzono figury
11 treningowych 60-cio 60-70%
przestrzenne,
minutowych
tempo muzyczne 140-152
BPM
Nowe figury przestrzenne,
9 jednostek sHyP .
asymetryczna praca ramion;
v treningowych 60-cio 65-75%
] tempo muzyczne 150-152
minutowych
BPM

BPM - uderzen na minut¢ (ang. beats per minute)
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Kazda jednostka treningowa sktadata si¢ z nastepujacych czesci:

e rozgrzewka (10 minut);

e czeS¢ glowna (43 minuty) — potaczenie Ewiczen o wysokiej 1 niskiej
intensywno$ci (¢wiczenia o wysokiej intensywnos$ci zawieraty podskoki, skoki
o zr6znicowanym czasie trwania fazy lotu oraz bieg; ¢wiczenia o niskiej
intensywnos$ci to aktywnos$ci, podczas ktorej przynajmniej jedna stopa stale
znajdowala si¢ na podlozu); tej fazie towarzyszyla muzyka o zmiennym tempie
oraz rytmie;

e (¢wiczenia rozciggajace i ¢wiczenia oddechowe (7 minut).

Powyzszy program treningowy byt zrealizowany pod kierunkiem dr hab.
Aleksandry Jazdzewskiej, prof. AWFiS, Zaktad Fitness i Sportéw Sitowych Akademii
Wychowania Fizycznego i Sportu im. Jedrzeja Sniadeckiego w Gdansku.

3.2.2 Analiza masy oraz skladu ciala

Pomiary wybranych wskaznikéw antropometrycznych przeprowadzono u kazdej
uczestniczki przed rozpoczeciem oraz po zakonczeniu 12-tygodniowego programu
treningowego. W celu zapewnienia powtarzalnych warunkéw oraz najdoktadniejszych
pomiarow masy i sktadu ciala badania te przeprowadzano rano, na czczo, okoto 3 godziny
po przebudzeniu. Uczestniczki otrzymaty doktadne wskazdwki dotyczace przygotowania
do pomiaréw. Zaktadaty one powstrzymanie od spozywania alkoholu, kawy, napojow
energetycznych oraz §rodkoéw diuretycznych, jak roéwniez unikanie duzej aktywnoS$ci
fizycznej, goracych kapieli czy masazy co najmniej 12 godzin przed badaniem. Na
30 minut przed pomiarem kazda uczestniczka byta proszona o oddanie moczu.

Masa i sktad ciata zostaty oznaczone metoda bioimpedancji, ktorej podstawg jest
ocena opornosci organizmu na przeplyw tadunkéw elektrycznych. Do pomiaru
bioimpedancji wykorzystywane jest urzadzenie bedace generatorem pradu przemiennego
o natezeniu okoto 800 pA i1 czestotliwosci ok. 50 kHz. W takich warunkach mozna
zatozy¢, ze impedancja wynika gléwnie z oporu, kontrolujacego przeptyw pradu przez
ptyny wewnatrzkomorkowe. Zwykle stosowany jest uklad dwoéch elektrod
wprowadzajacych prad oraz dwoch elektrod detekcyjnych. W ten sposdb mierzony jest

spadek napigcia spowodowany impedancja. Elektrody te zwykle sg umieszczane
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w uktadzie rece-stopy, badz stopa-stopa. Pomiar skladu ciala wykorzystuje rozne
zdolnos$ci przewodzenia pradu przez poszczegélne czgsci ciata, co wynika z roznej
zawartosci wody (Kushner 1992).

Pomiar masy i sktadu ciata wykonano przy zastosowaniu urzadzenia Tanita TBF
300M (Horton Health Initiatives, USA) uprzednio podlaczonego i skalibrowanego
o wage ubran (0,2 kg). Do urzadzenia wprowadzono dane kazdej uczestniczki badania tj.
wiek, wzrost, pte¢. Kazda osoba stawata gotymi stopami w wyznaczonych miejscach
1 utrzymywata stalg pozycje ciata do momentu ukonczenia pomiaru.

Wykonano pomiary nastepujacych wskaznikow:

e catkowita masa ciata (ang. body mass, kg);

e masa beztluszczowa (ang. free fat mass, FFM, kg);

e masa tkanki thuszczowej (ang. fat mass, FM, kg);

e procentowa zawarto$¢ tkanki ttuszczowej (ang. fat mass percentage, %FM);
e BMI;

¢ indeks impedancji tkanek (ang. tissue impedance, Q);

e caltkowita zawarto$¢ wody w organizmie (ang. total body water, TBW, kg);

e BMR (kJ lub kcal).

Badania wszystkich uczestniczek przeprowadzono w Laboratorium Wysitku
Fizycznego 1 Genetyki w Akademii Wychowania Fizycznego i Sportu im. Jedrzeja
Sniadeckiego w Gdansku pod kierunkiem prof. dr hab. Zbigniewa Jastrzebskiego.

3.2.3 Pomiar wskaznikow biochemicznych

Analiza biochemiczna zostala przeprowadzona przed rozpoczgciem 1 po
zakonczeniu 12-tygodniowego programu treningowego. Probki krwi pobierano
kazdorazowo rano, na czczo, z zyly tokciowej. Krew zebrano do dwoch probowek
aspiracyjno-prozniowych  S- Monovette o pojemnosci 4,0 ml 2z kwasem
etylenodiaminotetraoctowym (K3 EDTA; 1,6 mg EDTA/ml krwi) i zelem separujacym
(Sarstedt AG i CO., Niimbrecht, Niemcy). Analiza morfologiczna byta przeprowadzona
przy uzyciu probowek 2,6 ml S-Monovette z K3 EDTA (1,6 mg EDTA/ml krwi) (Sarstedt
AG 1 CO., Niimbrecht, Niemcy). Do dalszych badan biochemicznych wykorzystywano
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osocze krwi, ktore uzyskiwano przez wirowanie krwi przez 15 min. przy 1500 x g
w temperaturze pokojowej. Wykonano nast¢gpujace badania biochemiczne:

e stezenie glukozy (mg/dl);

e stezenie TG (mg/dl);

e stezenie catkowitego cholesterolu (ang. total cholesterol, TC, mg/dl);

e stezenie HDL (mg/dl);

e stezenie LDL (mg/dl).

Wszystkie analizy biochemiczne wykonano przy zastosowaniu automatycznego
analizatora A15 (Bio-SYSTEMS S.A, Barcelona, Hiszpania). Stezenia TC oraz TG
okreslono wykorzystujac enzymatyczny zestaw diagnostyczny wedlug zalecen
producenta (BioMaxima S.A., Lublin, Polska). Do wyznaczenia st¢zeh HDL w osoczu
zastosowano metode enzymatyczng z wykorzystaniem ludzkiego przeciwciata anty-3-
lipoproteinowego, wedlug protokotu producenta (BioMaxima S.A., Lublin, Polska).
Stezenie LDL w osoczu oznaczono metodg bezposredniag wedtug protokotu producenta
(PZ Cormay S.A., Lomianki, Polska). Zastosowane procedury analityczne byly
weryfikowane przy uzyciu surowic kontrolnych: wieloparametrowej (BIOLABO S.A.S.,
Maizy, Francja), o normalnym poziomie (BioNormL) oraz wysokim poziomie
(BioPathL) wskaznikow lipidowych (BioMaxima S.A., Lublin, Polska).

Analizy biochemiczne zostaly przeprowadzone na zlecenie w Zakladzie

Diagnostyki Laboratoryjnej we Wronkach.
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3.2.4 Analizy genetyczne

Wszystkie procedury zwigzane z izolacja DNA 1 genotypowaniem wykonano
w warunkach jatowych z uzyciem komor laminarnych z zachowaniem zasad sterylnosci,
przy uzyciu rgkawiczek jednorazowych oraz jatowych, jednorazowych probowek

1 koncowek do pipet.

3.2.4.1 Pobor materialu biologicznego

Materiat do analiz stanowity izolaty DNA uzyskane z wymazow nablonka jamy
ustnej pobranych od uczestniczek badan za pomocg sterylnych szpatutek (Puritan, USA)
poprzez pocieranie wewnetrznej strony policzkéw 0sob badanych po wczesniejszym
doktadnym wyptukaniu jamy ustnej woda. Wymazowki umieszczono w szczelnie
zamknietych, sterylnych probowkach opisanych kolejnym numerem uczestniczki
badania. Poczatkowo pobrany materiat biologiczny byl przetrzymywany w lodéwce
(temp. 4°C), a nastgpnie transportowany w warunkach obnizonej temperatury do
laboratorium. Do momentu rozpoczecia analiz genetycznych wymazowki bytly

przechowywane w stanie zamrozenia (temp. -20°C).

3.2.4.2 1zolacja DNA

W celu izolacji DNA z materiatu biologicznego (komorki nabtonka jamy ustnej)
pobranego od uczestniczek badan wykorzystano zestaw odczynnikowy GenElute
Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, Niemcy) zgodnie z procedurg
zalecang przez producenta. Wybrany zestaw umozliwia izolacje catkowitego
genomowego DNA ze $wiezych 1 mrozonych tkanek zwierzecych oraz hodowli
komorkowych. Zastosowana metoda izolacji pozwala otrzyma¢ do 25 pg DNA
z pojedynczej komérki, czyli 25 pug z 2 x 10° komérek lub 30 pg DNA z 25 mg tkanki.
Najwazniejszymi zatozeniami tego etapu jest uzyskanie czystego izolatu materiatu
genetycznego, ktory bedzie pozbawiony bialek, enzymdéw 1 innych inhibitorow, ktére
moglyby utrudni¢ nastgpne etapy badan.

Protokot izolacyjny zaproponowany przez producenta zaktada, ze najpierw probki
poddaje si¢ trawieniu enzymatycznemu za pomocg buforu lizujacego, by doprowadzi¢ do
denaturacji makroczasteczek, a RNA jest usuwane z roztworu. W nastepnym kroku
membrana krzemionkowa znajdujaca si¢ w kolumnach filtracyjnych jest aktywowana.

Otrzymany lizat zostaje przeniesiony na wspomniang kolumng, ktérej] membrana wigze
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DNA, a pozostaly roztwor jest usuwany przez wirowanie. W celu oddzielenia DNA od
zanieczyszczen przeprowadza si¢ dwukrotne przemywanie zwigzanego z membrang
DNA. Na koniec czysty materiat DNA jest wymywany z membrany, a otrzymany izolat
moze by¢ przechowywany w zamrazarce do czasu przeprowadzenia analiz genetycznych.

Schematyczny przebieg procedury izolacji przedstawiono na Rysunku 3.

Wymaz nablonka

Liza komorek 1
uwolnienie DNA

b= 4
=

Aktywancja Ea

membrany .

wigzace] DNA g
Wiazanie DNA E‘
z membrana o

Przemywanie E
ZWigzanego z
membrana DNA

Wymywanie DNA
z membrany

cay

Izolat DNA

Rysunek 3. FEtapy zastosowanej procedury izolacji genomowego DNA
(https://www.sigmaaldrich.com/life-science/molecular-biology/dna-and-rna-
purification/mammalian-total-rna-miniprep-kit.html;  data  dostepu:  27.04.2021;

zmodyfikowano).
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Zastosowana procedura izolacyjna skladala si¢ z 6 gtownych etapow:
L. Liza komorek:
e Wymazéwki z pobranym materiatlem biologicznym zanurzono
w proboéwkach typu Eppendorf z 200 pl buforu zawieszajacego
(Resuspension Solution);
e Do zawiesiny komoérek dodano 20 pl Proteinazy K (20 mg/ml) oraz
200 pl buforu lizujacego (Lysis Solution C);
e Kazdg probke zworteksowano do uzyskania homogenicznego
roztworu (okoto 15 s), nastgpnie zwirowano (2000 x g przez 30 s),
inkubowano w temperaturze 70°C przez 10 min i ponownie
zwirowano (2000 x g przez 30 s).
II. Usunigcie RNA z roztworu:
e Do probek dodano po 20 ul roztworu RNazy A (RNase A Solution);
e Zworteksowano przez okoto 30 s do uzyskania homogenicznego
roztworu,
e Inkubowano przez 2 min w temperaturze pokojowej;
e Probki krotko zwirowano (2000 x g przez 30 s).
II.  Przygotowanie kolumny — aktywacja membrany krzemionkowe;j:
e Do kolumn filtracyjnych umieszczonych w probdéwkach zbiorczych
dodano po 500 pl buforu aktywujacego (Column Preparation
Solution);
e Kolumny zwirowano (12000 x g przez 1 min), w celu zebrania
catkowitego przesaczu w probowce zbiorczej;
e Otrzymany przesacz odrzucono, pozostawiajac jedynie kolumny
filtracyjne, ktore przeniesiono do nowych probéwek zbiorczych.
IV.  Wiazanie DNA z kolumng filtracyjna:
e Do probek dodano po 200 pl etanolu;
e Zworteksowano do uzyskania homogenicznego roztworu (okoto 15 s);
o Catkowita objetos¢ kazdej probki (okoto 640 pl) przeniesiono do
wczesniej przygotowanych kolumn filtracyjnych;

e Zwirowano (6500 x g przez 1 min);
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e Przesacz  odrzucono, pozostawiajac  kolumny filtracyjne
zmembranami ze zwigzanym materialem genetycznym, ktore
przeniesiono do nowych probowek zbiorczych.

V. Przemywanie zwigzanego z membrang DNA:

e Dodano na kazda kolumng¢ po 500 pl buforu myjacego (Wash
Solution);

e Zwirowano (6500 x g przez 2 min);

e Przesacz odrzucono, pozostawiajac kolumny filtracyjne, ktore byty
umieszczane w nowych probowek zbiorczych;

e Powtorzono procedure przemywania, dodajac po 500 pl buforu
myjacego (Wash Solution);

e Zwirowano (14000 x g przez 3 min);

e Probowki z przesgczem odrzucono, umieszczajac kolumny filtracyjne
w nowych proboéwkach zbiorczych, ktére pozostawiono otwarte na 2
min w celu odparowania etanolu.

VL.  Wymywanie DNA z membrany:

e Do kazdej kolumny filtracyjnej dodano po 200 pl buforu
wymywajacego (Elution Solution);

e Préby inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 min;

e Zwirowano (6500 x g przez 1 min);

e Kolumny odrzucono, a probowki zbiorcze z przesgczem (bgdacym

wyizolowanym genomowym DNA) doktadnie opisywano.

[lo$¢, integralnos¢ i czystos¢ otrzymanego DNA oceniano stosujgc analizator
Agilent BioAnalyzer 2100 (Agilent, USA). Po pozytywnej ocenie izolaty
przechowywano w temperaturze -70°C do czasu ich wykorzystania w analizach
genetycznych.

Ostatecznie material biologiczny oraz komplet wynikéw obejmujacych badania
genetyczne, antropometryczne, biochemiczne oraz testy fizjologiczne przeprowadzone
przed rozpoczgciem i po zakonczeniu treningu uzyskano dla 182 kobiet. Materiat
genetyczny wyizolowano dla 168 z nich, poniewaz 14 wymazéw nie spetniato

standardow czystosci mikrobiologicznej niezbednej do izolacji DNA.
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3.2.4.3 Genotypowanie metodg real-time PCR

Wybrane cztery punkty polimorficzne zlokalizowane w dwéch genach:
e 151800795, podstawienie G=C w pozycji -174 regionu promotorowego genu /L6;
e 151800796, podstawienie G—=C w pozycji -572 regionu promotorowego genu /L6;
e 151800797, podstawienie A—=G w pozycji -597 regionu promotorowego genu /L6;

e 151800587, podstawienie C—T w pozycji -889 regionu promotorowego genu

IL14;

genotypowano z wykorzystaniem tancuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerase

chain reaction, PCR) w odmianie PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR).

Zasada i przebieg reakcji PCR

Lata 80-te XX wieku byty przelomowe dla rozwoju technik biologii molekularne;j
1 nauk biochemicznych, poniewaz w tym czasie Kary Banks Mullis wraz ze
wspotpracownikami opisat i opatentowal technik¢ PCR. Ta rewolucyjna metoda
umozliwia szybka amplifikacj¢ kwaséw nukleinowych, co pozwala otrzymac¢ wiele kopii
dowolnego regionu genomu w warunkach laboratoryjnych. Za to odkrycie Kary Mullis
oraz jego wspotpracownik Michael Smith otrzymali w 1993 roku Nagrode Nobla
w dziedzinie chemii (Jarczak i1 Slaska 2011).

Reakcja PCR oparta jest na procesie replikacji DNA, ktory w warunkach in vivo
pozwala na podwojenie catkowitego DNA przed podziatem komorki (faza S cyklu
komoérkowego). Natomiast PCR jest reakcjg enzymatyczng zachodzacg w warunkach in
vitro, w ktorej przy udziale termostabilnej polimerazy i innych sktadnikow reakcji
zachodzi wielokrotna selektywna amplifikacja wybranych fragmentéw DNA. W sktad
mieszaniny reakcyjnej wchodzg (Allison 2019):

e matrycowy DNA;

e dwa startery oligonukleotydowe komplementarne do koncéw sekwencji DNA
podlegajacej amplifikacji;

e termostabilna polimeraza DNA (polimeraza Taq, Pfu);

e Dbufor reakcyjny, zapewniajacy optymalne srodowisko dzialania polimerazy;

e jony magnezu;

e cztery trifosforany deoksynukleotydow (dNTP): dATP, dGTP, dTTP, dCTP.
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W cyklicznie powtarzajacych si¢ etapach wielokrotnego podgrzewania i ozigbiania
probki ilos¢ syntetyzowanego DNA jest podwajana, a nowo powstate fragmenty staja si¢
matrycg w kolejnych cyklach (Kawiak i Zabel 2012). Klasyczna reakcja PCR
przedstawiona na Rysunku 4. prowadzona jest w termocyklerach - urzadzeniach
zapewniajacych szybkie zmiany temperatury. W celu okre$lenia obecnosci oczekiwanego
fragmentu DNA, po zakonczeniu reakcji PCR przeprowadza si¢ analizg elektroforetyczng

(Allison 2019).
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v& & LY 5 > )
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starter 3 5 3 5
nukleotyd \ |ﬁ| 11 <:
€ Denaturacja termiczna DNA
@ Przylaczanie starterow (hybrydyzacja)
© Wydluzanie starteréw (elongacja)
Rysunek 4. Schemat cyklu reakcji PCR
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Polymerase chain reaction.svg; data dostepu:

29.04.2021; zmodyfikowano).

PCR w czasie rzeczywistym

Obecnie istnieje wiele odmian reakcji PCR, w$rod najpopularniejszych mozna
wymieni¢: PCR z zastosowaniem odwrotne] transkryptazy (RT-PCR), PCR
z zastosowaniem wielu par starterow (multiplex-PCR), polimorfizm dlugosci
fragmentow restrykcyjnych (PCR- RFLP), losowa amplifikacje polimorficznego DNA
(RAPD-PCR) oraz PCR w czasie rzeczywistym. Opracowane odmiany reakcji stuza nie
tylko do celow naukowych, lecz rowniez do diagnostyki chordb czy badania
pokrewienstwa (Fletcher 1 wsp. 2013).

W niniejszej pracy zostala wykorzystywana odmiana real-rime PCR z analiza
Ww czasie rzeczywistym, ktéra umozliwia iloSciowa oraz jakosciowa oceng otrzymanego

produktu podczas trwania reakcji PCR. Jest to mozliwe dzigki wykorzystaniu pomiaréw
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fluorescencji emitowanej przez znakowane odpowiednimi barwnikami produkty reakcji.
Poziom emitowanej fluorescencji podczas reakcji PCR jest wprost proporcjonalny do
ilosci powstajacego produktu. Reakcja real-time PCR jest przeprowadzana
w termocyklerach sprzezonych ze spektrofluorymetrem 1 nie wymaga wykonywania
elektroforezy, co znacznie skraca czas uzyskania wynikow (Allison 2019).
W celu uzyskania sygnatu fluorescencji mozna wykorzysta¢ dwa typy metody:
e pierwsza z zastosowaniem fluorescencyjnych barwnikow wigzacych si¢ do
dwuniciowego DNA (np. SYBR Green), reakcja jest malo swoista;
e druga z zastosowaniem r6znego rodzaju fluorescencyjnych  sond
oligonukleotydowych (tj. TagMan, FRET, Molecular Beacons, Scorpion, Light

Cycler ), reakcja ma charakter swoisty.

Obecnie najczesciej wykorzystuje si¢ specyficzne metody oparte na hybrydyzacji
sond oligonukleotydowch typu TagMan (sondy hydrolityczne, degradacyjne)
z wybranym docelowym fragmentem DNA. Wspomniane sondy sg wyznakowane na
koncu 5’ fluorescencyjnym barwnikiem reporterowym emitujacym §wiecenie (np. VIC,
FAM), a na koncu 3’ barwnikiem wygaszajagcym ttumigcym $wiecenie (np. TAMRA,
DABCYL). Zastosowana polimeraza Taq charakteryzujaca si¢ aktywnoscig nukleazowg
5’—3’ wydluzajac ni¢ DNA degraduje sonde, powodujac uwolnienie barwnika
reporterowego od barwnika tlumigcego, co powoduje pojawienie si¢ fluorescencji
(Rysunek 5). Proces ten ma miejsce podczas kazdego cyklu przyczyniajac si¢ do
stopniowego wzrostu sygnatu fluorescencyjnego, co daje mozliwos¢ detekcji tego
sygnalu w kazdym momencie trwania reakcji PCR. Wywotany sygnal mierzony jest
fluorymetrem, a powstaly poziom emitowanej fluorescencji jest proporcjonalny do ilosci

otrzymanego produktu podczas przebiegu reakcji PCR (Allison 2019).
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Rysunek 5. Schemat reakcji PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem sond TagMan
(http://a.umed.pl/zms/dokumenty/2018/P-2-SOBCZAK-PRACA%20MGR-2015.pdf;
data dostepu: 29.04.2021).

Szczegotowy opis procedury genotypowania

Uzyskane izolaty DNA byly genotypowane w czterech punktach polimorficznych
zlokalizowanych w dwoch genach z wykorzystaniem metody real-time PCR,
z zastosowaniem znakowanych fluorescencyjnie sond molekularnych typu TaqMan,
czyli tzw. sond degradacyjnych. Wykorzystano gotowe zestawy odczynnikéw: TagMan®
Pre-Designed SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems, USA), ktorych numery
identyfikacyjne przedstawiono w Tabeli 2. W sktad odczynnikéw wchodzg startery oraz
dwie sondy molekularne typu TagMan wyznakowane fluorescencyjnie barwnikami VIC
1 FAM, ktére wigza si¢ z mniejsza bruzda DNA (ang. minor groove binding, MGB),

komplementarne do obu wersji allelicznych w wybranych punktach polimorficznych.
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Tabela 2 Punkty polimorficzne poddane genotypowaniu przy uzyciu gotowych zestawow

odczynnikow TagMan® Pre-Designed SNP Genotyping Assay

Numer
identyfikacyjny
Gen Polimorfizm | Podstawienie Pozycja
zestawu
odczynnikow
-174 regionu
rs1800795 G—-C C 1839697 20
promotorowego
-572 regionu
IL6 rs1800796 G—C C 11326893 10
promotorowego
-597 regionu
rs1800797 A—G C 1839695 20
promotorowego
-889 regionu
ILIA rs1800587 C-T C 9546481 30
promotorowego

Procedura genotypowania byla jednakowa dla wszystkich badanych miejsc

polimorficznych. Wszystkie proby byly genotypowane w duplikacie. W sklad

wykorzystanej mieszaniny reakcyjnej o objetosci 10 ul (na 1 probe) wchodzity:
ykorzy 1) y yjnej )¢ n prooeg y

izolat DNA;

woda sterylna;

bufor reakcyjny z Mg?* (10x): 700mM Tris-HCI ph 8.6/25°C, 166mM (NH4)2SO4,
25mM MgCl (Novazym, Polska);

wodny roztwor trojfosforanéw deoksynukleotydow: dATP, dGTP, dTTP, dCTP
o stezeniu 2,5 mM kazdy (Novazym, Polska);

termostabilna polimeraza z aktywno$cig 5°-3° egzonukleazowg (AllegroTaq
Polimeraza DNA 5 U/uL, Novazym, Polska);

specyficzny dla kazdego polimorfizmu zestaw zawierajacy startery i sondy
molekularne TagMan MGB (TagMan Pre-Designed SNP Genotyping Assays,
20x, Applied Biosystems, USA).

Probki zawierajace mieszaniny reakcyjne umieszczono w termocyklerze (C1000

Touch Thermal Cycler, Bio-Rad, Niemcy) i poddawano dzialaniu temperatury

zmieniajacej si¢ zgodnie z zalecanym profilem temperaturowo-czasowym. Poczatkowo

probki byty poddawane denaturacji wstgpne] w temperaturze 95°C przez 5 min.
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Nastepnie mialo miejsce 45 dwuetapowych cykli. W kazdym z nich najpierw nastepowata
denaturacja w temperaturze 92°C przez 15 s, a pdzniej przytaczanie starterow i elongacja
w temperaturze 60°C przez 1 min. Po zakonczeniu kazdego z cykli rejestrowano przyrost
ilosciowy produktow. Wyniki poddano analizie z wykorzystaniem apletu dyskryminacji
alleli dostgpnego w ramach oprogramowania Bio-Rad CFX Manager 3.1 (Bio-Rad,
Niemcy).

Odczytano genotypy we wszystkich badanych punktach polimorficznych dla
kazdej analizowanej probki. Bylo to mozliwe dzigki uzyciu sond TagMan
komplementarnych do okre§lonych wersji allelicznych, ktore mogly wystapic
w analizowanym punkcie polimorficznym i byly wyznakowane barwnikiem FAM
(emitujagcym sygnal fluorescencyjny po wzbudzeniu laserowym w zakresie zielonej
barwy $wiatta) lub barwnikiem VIC (emitujgcym sygnat fluorescencyjny po wzbudzeniu
laserowym w zakresie zo6tte] barwy S$wiatta). Na podstawie obserwacji sygnatow
fluorescencji okreslano genotyp wedlug schematu:

e sygnal fluorescencji na kanale zielonym — probe klasyfikowano jako
homozygote pierwszego typu;

e sygnat fluorescencji na kanale zottym — probe klasyfikowano jako homozygote
drugiego typu;

e sygnal na obydwu kanalach jednoczesnie — probe klasyfikowano jako

heterozygote.

Wszystkie analizy genetyczne wykonano w Centrum Badan Strukturalno-
Funkcjonalnych Cztowieka Uniwersytetu Szczecinskiego oraz Laboratorium Wysitku
Fizycznego 1 Genetyki w Sporcie Akademii Wychowania Fizycznego im. Jedrzeja
Sniadeckiego w Gdansku jako analizy wtasne pod kierunkiem dr hab. Agaty Leonskiej-

Duniec, prof. AWFiS.
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3.2.5 Analiza statystyczna

Do sprawdzenia normalnos$ci rozktadu zmiennej losowej zastosowano test
Shapiro-Wilka w programie Statistica 13.3. Do sprawdzenia istotnosci wpltywu
zastosowanego treningu na badane zmienne zastosowano test kolejnosci par Wilcoxona,
bedacy nieparametryczng alternatywa dla testu t-Studenta dla grup zaleznych.

Po zakonczeniu genotypowania ustalono czgsto$¢ alleli przez bezposrednie
zliczanie. Dalsze etapy analizy statystycznej przeprowadzono pod kierunkiem dr. hab. n.
med. Mariusza Kaczmarczyka z Zakladu Biochemii Katedry Biochemii i Chemii
Medycznej Pomorskiego Uniewersytetu Medycznego w Szczecinie. Analiza statystyczna
otrzymanych wynikow genotypowania zakladata weryfikacje stanu réwnowagi
Hardy’ego-Weinberg’a w analizowanych grupach z uzyciem testu Chi-kwadrat.
Nieparametryczna analiza wariancji pomig¢dzy wigcej niz dwiema grupami zostata
przeprowadzona przy zastosowaniu testu Friedmana. W celu zbadania wptywu zmian
polimorficznych na odpowiedZz potreningowg w zakresie wybranych zmiennych
antropometrycznych 1 biochemicznych przeprowadzono analize statystyczng
z wykorzystaniem dwuczynnikowego testu analizy wariancji z powtorzonymi pomiarami
(ang. two-way ANOVA with repeated measures).

Analiza haplotypéw przeprowadzono za pomocg R (https://cran-r. project.org,
wersja 3.1.0) przy uzyciu pakietu haplo.stats i funkcji regresji haplo.glm. Jako zmienng
zalezng zastosowano zmian¢ procentowg w trakcie treningu, natomiast haplotypy /L6
zostaly uzyte jako zmienne niezalezne. Poziom istotnosci statystycznej ustalono na
p<0,05.

Interakcje migdzy genami analizowano dla pojedynczych w ogdlnym modelu
liniowym loci z zastosowaniem nast¢pujacych modeli penetracji: model dominujacy
(DOM), recesywny (REC) oraz model homozygota-heterozygota (lub heterozygota-
homozygota, HOM-HET/HET-HOM). Model DOM zaktada obecno$¢ przynajmniej
jednego allelu ryzyka w obu loci. Model REC zaktada obecno$¢ allelu ryzyka w postaci
homozygotycznej w obu loci, podczas gdy model HOM-HET zaktada obecnos$¢ postaci
homozygotycznej allelu ryzyka w jednym locus 1 heterozygotycznej postaci w drugim
locus. Dodatkowo, kazda z czterech mozliwych kombinacji genotypow dla modelu
HOM-HET analizowano indywidualnie (HOM1-HET, HOM2-HET, HET-HOM1, HET-
HOM?2, gdzie HOM1 to homozygota dla allelu ryzyka danego, a HOM2 to homozygota

dla allelu gléwnego.

40



4. WYNIKI BADAN

4.1. Wyniki pomiaréw antropometrycznych

W badaniu wzi¢lo udziat 201 uczestniczek. Wszystkie z nich ukonczyly 12-
tygodniowy program treningowy, jednak dla 182 uczestniczek zgromadzono komplet
wynikéw pomiaréw antropometrycznych oraz biochemicznych mierzonych przed i po
zakonczeniu okresu treningowego. Ponizej przedstawiono wyniki pomiarow
antropometrycznych dla 182 uczestniczek (Wykresy 1-9).

Na Wykresie 1 przedstawiono srednie warto$ci masy ciala przed przystgpieniem
do cyklu treningowego (60,59 kg) oraz po jego zakonczeniu (59,85 kg). Zaobserwowana

roznica charakteryzowata si¢ istotno$cig statystyczng (p<0,0001).

srednia masa ciala [kg]
p<0,0001

80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00

10,00

0,00
przed treningiem po treningu
Wykres 1. Warto$ci $rednie masy ciata uczestniczek badania przed rozpoczgciem i po

zakonczeniu 12-tygodniowego programu treningowego.

Wykres 2 przedstawia $rednie warto$ci wspotczynnika BMI obliczone przed i po
zakonczeniu 12-tygodniowego cyklu treningowego. Srednia warto§¢ BMI przed
treningiem wynosita 21,59 kg/m?, a po zakonczeniu cyklu treningowego obnizyta sie do

21,36 kg/m?. Zaobserwowana réznica byla istotna statystycznie (p<0,0001).
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BMI [kg/m2]

p<0,0001
30,00
25.00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00
przed treningiem po treningu
Wykres 2. Wartosci $rednie BMI uczestniczek badania przed rozpoczgciem i po

zakonczeniu 12-tygodniowego programu treningowego.

Ponizsze wykresy przedstawiaja $rednie wartosci wskaznika dziennego
zapotrzebowania kalorycznego BMR wyrazonego w kJ oraz w kcal (Wykresy 3 1 4,
odpowiednio). Warto§¢ BMR szacowana w kJ przed rozpoczgciem treningu wyniosta
6056,02 kJ, zas po jego zakonczeniu 6018,88 kJ. Wspdtczynnik BMR szacowany w kcal
wynidst odpowiednio 1447,72 kcal przed rozpoczeciem cyklu treningowego, zas$ po jego
zakonczeniu 1442,85 kcal. Obie uzyskane réznice byly istotne statystycznie (w obu

przypadkach p<0,0001).
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BMR [kJ]

p<0,0001
6 600,00
6 400.00
6 200,00
6 000.00
5 800,00
5 600,00
5 400,00
5200,00
przed treningiem po treningu

Wykres 3. Wartosci $rednie BMR uczestniczek badania przed rozpoczeciem i po

zakonczeniu 12-tygodniowego programu treningowego wyrazone w kJ.

BMR [kcal]
p<0,0001
1 550,00
1 500,00
1 450,00
1 400,00
1 350,00
1.300,00
1 250.00
przed treningiem po treningiem

Wykres 4. Wartosci $rednie BMR uczestniczek badania przed rozpoczeciem i po

zakonczeniu 12-tygodniowego programu treningowego wyrazone w kcal.
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Zaobserwowano réwniez obnizenie $redniej wartosci impedancji tkanek po 12-
tygodniowym cyklu treningowym. Przed rozpoczeciem eksperymentu wynosit on 549,90
Q, za$ po jego zakonczeniu 536,54 Q, co zostalo przedstawione na Wykresie 5. Uzyskana

roznica uzyskata prog istotnosci statystycznej przy wartosci p=0,0001.

opor tkankowy [Q]
p=0,0001

700,00
600,00
500,00
400,00
300,00
200,00

100,00

0,00
przed treningiem po treningu
Wykres 5. Wartosci $rednie indeksu impedancji tkanek uczestniczek badania przed

rozpoczeciem i po zakonczeniu 12-tygodniowego programu treningowego.

Kolejnym wskaznikiem mierzonym przed i po zakonczeniu cyklu treningowego
byt poziom FM, wyrazony w kg oraz w zawartosci procentowej. Srednia warto§¢ FM
uczestniczek badania wynosita 14,81 kg przed cyklem treningowym oraz 13,86 kg po
jego zakonczeniu (Wykres 6). Ten sam wskaznik wyrazony jako warto$¢ procentowa
wynosit 23,86% przed 12-tygodniowym cyklem treningowym oraz 22,53% po jego
zakonczeniu (Wykres 7). Roznice w wartosciach obu parametréw charakteryzowaty si¢

istotnoscig statystyczng przy p<0,0001.
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FM [ke]

p<0,0001
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

przed treningiem po treningu

Wykres 6. Wartosci $rednie FM uczestniczek badania przed rozpoczgciem 1 po

zakonczeniu 12-tygodniowego programu treningowego.

FM [%]
p<0,0001
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00
przed treningiem po treningu

Wykres 7. Wartosci srednie FM wyrazone w procentach dla uczestniczek badania przed

rozpoczeciem i po zakonczeniu 12-tygodniowego programu treningowego.
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Na Wykresie 8 przedstawiono srednie wartosci FFM u uczestniczek badania.
Warto$¢ FFM przed rozpoczeciem programu treningowego wynosita 45,69 kg, zas po
jego zakonczeniu wzrosta do 46,12 kg, uzyskujac przy tym prog istotnosci statystycznej

(p<0,0001).

FFM [kg]
p<0,0001

50.00
48.00

46,00

42,00

40,00

38,00
przed treningiem po treningu
Wykres 8. Warto$ci $rednie masy beztluszczowej uczestniczek badania przed

rozpoczeciem 1 po zakonczeniu 12-tygodniowego programu treningowego.

Zaobserwowano nieznaczny wzrost $redniej warto§ci TBW z 33,46 kg przed
rozpoczeciem cyklu treningowego do 33,80 kg po jego zakonczeniu, przy czym
zaobserwowana roznica charakteryzuje si¢ istotnoscig statystyczng (p<0,0001), co

przedstawiono na Wykresie 9.
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TBW [kg]
p<0,0001
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28,00
przed treningiem Po treningu

Wykres 9. Warto$ci $rednie TBW w organizmach uczestniczek badania przed

rozpoczeciem i po zakonczeniu 12-tygodniowego programu treningowego.
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4.2. Wyniki pomiarow biochemicznych

Wyniki pomiaréw biochemicznych mierzonych przed i po zakonczeniu programu
treningowego uzyskano dla 182 uczestniczek. Srednie wartosci TC badanego w osoczu
krwi zostatly przedstawione na Wykresie 10. Wynosity one odpowiednio: 169,97 mg/dl
przed rozpoczgciem cyklu treningowego oraz 168,42 mg/dl po jego zakonczeniu, ale

zaobserwowana roznica nie osiggneta progu istotnosci statystycznej (p=0,1370).

TC [mg/dl]
p=0,1370
250,00
200,00
150,00

100,00

50,00

0,00
przed treningiem po treningu

Wykres 10. Warto$ci $rednie TC w osoczu krwi uczestniczek badania przed

rozpoczgciem 1 po zakonczeniu 12-tygodniowego programu treningowego.

48



W prezentowanych badaniach przeprowadzono réwniez pomiary stezen TG
w osoczu krwi uczestniczek. Przed treningiem $rednia wartos¢ TG wynosita 80,21 mg/dl,
za§ po ukonczeniu catego cyklu treningowego 83,67 mg/dl. Uzyskana zmiana nie

osiggneta progu istotnosci statystycznej (p=0,0954).

stezenie TG [mg/dl]
p=0,0954

140.00
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80.00
60,00
40,00

20.00

0,00
przed treningiem po treningu

Wykres 11. Wartosci $rednie TG w osoczu krwi uczestniczek badania przed

rozpoczeciem i po zakonczeniu 12-tygodniowego programu treningowego.
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Zaobserwowano roéwniez nieistotny statystycznie (p=0,3803) wzrost wartosci
srednich stezen LDL. Przed rozpoczeciem programu treningowego wartos¢ tego
parametru wynosita 88,75 mg/dl, za§ po ukonczeniu wzrosta do 90,54 mg/dl, co
przedstawia Wykres 12.

stezenie LDL [mg/dl]
p=0,3803

120,00
100,00

80,00

40,00

20,00

0,00
przed treningiem po treningu

Wykres 12. Wartoéci $rednie LDL w osoczu krwi uczestniczek badania przed

rozpoczeciem i po zakonczeniu 12-tygodniowego programu treningowego.
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Na Wykresie 13 przedstawiono $rednie stezenie HDL, ktore przed treningiem
wynosito 65,10 mg/dl, po czym zmniejszylo si¢ do 61,14 mg/dl po jego ukonczeniu.

Zaobserwowana roznica byta istotna statystycznie (p=0,0001).

stezenie HDL [mg/dl]
p=0,0001
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10,00

przed treningiem po treningu

Wykres 13. Wartosci $rednie HDL w osoczu krwi uczestniczek badania przed

rozpoczeciem 1 po zakonczeniu 12-tygodniowego programu treningowego.

Istotna statystycznie (p=0,0002) okazala si¢ rowniez uzyskana réznica pomi¢dzy
srednim stezeniem glukozy u badanych kobiet przed rozpoczgciem treningu oraz po jego

zakonczeniu, wynoszac odpowiednio 78,15 mg/dl oraz 75,52 mg/dl (Wykres 14).
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stezenie glukozy [mg/dl]
p=0,0002
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Wykres 14. Wartosci $rednie st¢zenia glukozy w osoczu krwi uczestniczek badania przed

rozpoczeciem i po zakonczeniu 12-tygodniowego programu treningowego.
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4.3 Wyniki genotypowania

W celu przeprowadzenia badan genetycznych pobrano wymazy nabtonka z jamy
ustnej od 201 uczestniczek, ktére ukonczyty kompletny 12-tygodniowy cykl treningowy.
Wyizolowany z probek materiat genetyczny zweryfikowano nastgpnie pod wzgledem
ilosci, integralnos$ci 1 czystosci DNA. Wynik pozytywny tej kontroli uzyskato 168 prob,
ktore zostaly poddane dalszej procedurze genotypowania w wybranych miejscach
polimorficznych zlokalizowanych w genach IL14 oraz IL6.

Dla wszystkich uzyskanych probek DNA odczytano genotypy w badanych
miejscach  polimorficznych z  wykorzystaniem analizy dyskryminacji alleli
w oprogramowaniu Bio-Rad CFX Manager 3.1 (Bio-Rad, Niemcy). Przyktadowy wynik
takiej analizy przedstawiono na Rysunku 6. Btad genotypowania (ang. genotyping error)
wynosit ponizej 1%, za§ poziom odczytu (ang. cell rate) przekraczat 95% i byt rozumiany

jako proporcja prob, ktorych uzyskane wyniki nie budzily zadnych watpliwosci.
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Allelic Discrimination ] Wl A: Sample Call | Tye { RFU1 O RFUZ §

' ' ' ' de | |Goe B1 Allele 1 Auta 3546 1031

o | e 82 Allele 1 Auta 3412 1081

4000 + E G1 83 Heterozygote At 2282 3513

= " G12 ad Heterozygote Ao 2154 3415

- *J HoT 85 Heterozyqote | Adto 1994 3092

> 3000 L F, . |HO2 86 Allele 2 Auto 207 4381

; % A | HO3 87 Heterozygote At 2151 3361

2 |Ho4 83 Heterozygote  Auto 2296 3481

5 2000 + 1 HO5 89 Alele 2 Auto 316 3588

; HOB ] Allele 1 Auto 3428 934
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1000 + A o w&fw ] |HO8 52 Allele 2 Auto 143 £281

o |Hog 93 Allele 1 Auto 3044 893
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RFU for Allele 1 - FAM [ Polar Coordinates
1 2 3 4 5 6 | 7 8 g | 0 i3 12 Selected Fluorophores
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D View call map
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- I

Rysunek 6. Przyktadowe wyniki analizy dyskryminacji alleli. W lewej gdérnej czesci przedstawiono rzut grupowania analizowanych prob ze

wzgledu na rozpoznany genotyp; prawa gorna czgs$¢ przedstawia tabele genotypow przyporzadkowanych dla poszczegélnych prob; dolna czesé

przedstawia obraz ptytki oraz probki z zaznaczong zréznicowang fluorescencjg na poszczeg6lnych kanatach odczytu.
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Czgstosci wystgpowania genotypoéw 1 alleli polimorfizméw zlokalizowanych
w genach IL1A oraz IL6 przedstawiono w Tabeli 3. We wszystkich badanych miejscach
polimorficznych rozktad czgstosci genotypow pozostawal w rownowadze Hardy'ego-
Weinberg'a (HWE) (p>0,05 dla kazdego genu testowanego niezaleznie), co

przedstawiono na Wykresach 15-18.

Rozklad czestosci genotypow w punkcie

polimorficznym
IL1A4 rs1800587
GG
8%
BAA
‘ %‘f; HAG
AG : ki
42% | » : GG
| p=0.852

Wykres 15. Rozktad czgstosci genotypdéw opisanych w punkcie /L1714 rs1800587 dla prob
DNA uzyskanych od 168 uczestniczek badania.
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Rozklad czestosci genotypdéw w punkcie
polimorficznym
IL6 151800795

OGG
acG
ECcC

p=0.438

CG
46%

Wykres 16. Rozklad czgstosci genotypow opisanych w punkcie /L6 rs1800795 dla prob
DNA uzyskanych od 168 uczestniczek badania.

Rozklad czestosci genotypoéw w punkcie
polimorficznym L6 rs1800796

CC
CcG 1%
14%

aGG
ocG
ee

GG _
as p=1.000

Wykres 17. Rozklad czgstosci genotypdéw opisanych w punkcie /L6 rs1800796 dla prob
DNA uzyskanych od 168 uczestniczek badania.
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Rozklad czestosci genotypow w punkcie
polimorficznym /L6 1s1800797

AA
21%

0GG
OAG
BAA

p=0.438

AG
46%

Wykres 18. Rozklad czgstosci genotypow opisanych w punkcie /L6 rs1800797 dla prob
DNA uzyskanych od 168 uczestniczek badania.
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Tabela 3 Rozktad czestosci wystepowania genotypow i alleli wszystkich analizowanych

miejsc polimorficznych w genach IL1A4 1 IL6

Liczba uczestnikow 168
badania (n)
IL14 AA 85
n (% 50,6%
rs1800587 %) (30.6%)
Czestosc AG 70
genotypow n (%) (41,7%)
GG 13
n (%) (7,7%)
A 240
n (%) (71,4%)
Czestosc¢ alleli
G 96
n (%) (28,6%)
IL6 GG 55
n (% 32,7%
rs1800795 %) (32.7%0)
Czestosc CG 78
genotypow n (%) (46.4%)
CcC 35
n (%) (20,8%)
G 188
n (%) (56,0%)
Czestos¢ alleli
C 148
n (%) (44,0%)
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Liczba uczestnikow

badania (n) 168
IL6 GG 143
n (% 85,1%
rs1800796 o) | B8
Czestosc CG 24
genotypow n (%) (14,3 %)
CcC 1
n (%) (0,6%)
G 310
n (%) (92,3%)
Czestosc¢ alleli
C 26
n (%) (7,7%)
IL6 GG 55
n (% 32,7%
rs1800797 ) (32,7%)
Czestose AG 78
genotypow n (%) (46,4%)
AA 35
n (%) (20,8%)
G 188
n (%) (56,0%)
Czestosc¢ alleli
A 148
n (%) (44,0%)
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4.4 Wyniki analizy statystycznej

4.4.1 Analiza pojedynczych polimorfizmow

W celu weryfikacji hipotez zakladajacych, zZe:
1. obecnos¢ okreslonych alleli i genotypow opisywanych w wybranych punktach
polimorficznych (rs1800587 zlokalizowany w genie ILIA oraz rs1800795,
rs1800796 1 rs1800797 zlokalizowane w genie /L6) ma wplyw na potreningow3g
reakcj¢ adaptacyjng organizmu czlowieka;
2. wybrane polimorfizmy (rs1800587 zlokalizowany w genie /LA oraz rs1800795,
rs1800796 1 rs1800797 zlokalizowane w genie /L6) moga by¢ wykorzystane jako
markery genetyczne umozliwiajace okreslenie predyspozycji do otytosci
1 rozwoju niekorzystnych wtasciwosci metabolicznych zwigzanych ze wzrostem
masy ciata;
przeprowadzono analize statystyczng z wykorzystaniem dwuczynnikowego testu analizy
wariancji z powtorzonymi pomiarami (ang. two-way ANOVA with repeated measures).
W przypadku testoéw dotyczacych polimorfizmu rs1800796 w genie /L6, z powodu
niskiej czestosci wystgpowania (0,6%) homozygot CC, analizowano je tacznie
z heterozygotami CT.

Biorac pod uwage réwnoczesny wptyw treningu i genotypu wskazano na istnienie
dwoch istotnych statystycznie interakc;ji:

1. pomiedzy czestoscia genotypow rs1800587 w genie IL1A4 a potreningow3 reakcja
w zakresie zmian poziomu TBW (p=0,045; Wykres 19);

2. pomiedzy czgstoscig genotypow rs1800797 w genie /L6 a potreningowg reakcja
w zakresie zmian wskaznika BMI (p=0,039; Wykres 20).

Wykazano istotny statystycznie wplyw  przeprowadzonego treningu
u uczestniczek badania w obrebie takich parametréw jak: masa ciata, BMI, %FM, FM,
FFM, TC, stezenie HDL oraz stezenie glukozy dla polimorfizmu /L14 rs1800587, IL6
rs1800797, IL6 rs1800796, IL6 rs1800795 (Tabela 4-7). Zaobserwowano rowniez istotny
statystycznie wplyw treningu na TBW dla polimorfizmu /L6 rs1800797, IL6 rs1800796
oraz IL6 rs1800795 (Tabela 4-7).

W Tabeli 4 przedstawiono wartosci zmian potreningowych poszczegolnych
parametréw antropometrycznych oraz biochemicznych dla okre§lonych genotypow

opisanych w punkcie polimorficznym rs1800587 ILIA. Analiza wptywu genotypu na
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wybrane parametry antropometryczne oraz biochemiczne nie wykazata istotnosci
statystycznej dla zadnego z nich. Jednakze mozna zaobserwowac zblizong do istotno$ci
statystycznej korelacje pomigdzy genotypami a wskaznikiem BMI (p=0,053).

Pomimo, ze analiza wptywu genotypu oraz treningu badanych oddzielnie na
warto$ci TBW nie uzyskata poziomu istotnosci statystycznej (odpowiednio p=0,233 oraz
p=0,433), wykazano obecno$¢ wspomnianego powyzej istotnego statystycznie (p=0,045)
zwigzku pomigdzy czestoscig genotypow rs1800597 w genie ILIA a potreningowg
reakcjag w zakresie zmian poziomu TBW. Dla nosicielek genotypu CC odnotowano
spadek poziomu TBW w organizmie, podczas gdy dla nosicielek przynajmniej jednego

allelu T tendencja byta odwrotna (Wykres 19).

Zmiany TBW u nosicielek poszczegdlnych genotypow
1114151800587

40

35
3
2
1
1

TT (n=85) TC(n=70) CC (n=13)

TBW (kg)
o i [e] o 8 i o

Eprzed treningiem M po treningu

Wykres 19. Zmiany TBW u nosicielek poszczegolnych genotypow IL1A4 rs1800587.
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Tabela 4 Korelacja czegstosci genotypow opisanych dla rs1800587 w genie /IL/A z uwzglednieniem potreningowych zmian parametrow

antropometrycznych oraz biochemicznych

TT (n=85) TC (n=70) CC (n=13) wartosé p | wartosé p warto$¢ p dla
. dla dla rownoczesnego
Zmienna przed po przed po przed po wplywu | wplywu wplywu
treningiem | treningu |treningiem | treningu | treningiem | treningu . treningu i
x+SD | x+SD | x+SD | x+SD | x£SD x+Sp | SemOypu | fremingu |, otypu
Masa ciata (kg) | 60,3+8,0 | 59579 | 61,4+7,0 | 60,8+6,9 58,1 £8.,5 57,4+83 0,289 <0,0001* 0,864
BMI (kg/m?) 21,6 £24 | 21,4+273 21,8+2.4 21,6 £2,4 20,1+24 199 £2.5 0,053 0,0001* 0,926
%FM (%) 239+5,5 | 222458 | 24,1+53 | 23,1+5,5 22,8+5,9 21,2+5,1 0,583 <0,0001* 0,12
FM (kg) 14,7+52 13,6 £53 15,1+49 14,4+ 5,0 13,6 £53 12,6 £4,8 0,482 <0,0001* 0,273
FFM (kg) 454+34 | 46,0+3,5 | 462+29 | 46,6+29 443 +£32 44,6 +£3,3 0,095 0,005* 0,483
TBW (kg) 332+2,77 | 33,7+2,6 | 33,9+2,1 34,1+2,1 33,2+3.8 32,8 +2,6 0,233 0,433 0,045*
TC (mg/dL) 169,0 + 26,0 | 169,0 +29,0]169,0 + 24,0 | 167,0 £26,0 | 184,0+ 19,0 | 174,0 21,0 0,293 0,065 0,238
TG (mg/dL) 76,0 £24,0 | 80,0+£27,0 | 83,0+£40,0 | 85,0+33,0 | 90,0+33,0 [ 101,0£72,0 0,094 0,13 0,696
HDL (mg/dL) | 64,0+£13,0 | 61,0+13,0 | 66,0+ 14,0 | 62,0£15,0 | 67,0+ 12,0 | 60,0+ 12,0 0,785 0,0001* 0,737
LDL (mg/dL) 89,0 £22,0 | 92,0+£26,0 | 86,0+ 22,0 | 88,0+22,0 [ 100,0+ 23,0 | 93,0+ 15,0 0,275 0,795 0,282
((;’lll‘gljgf‘; 79,0 10,0 | 76,0+ 11,0 | 78,0+ 10,0 | 76,0£9,0 | 78,0+ 13,0 | 72,0+8,0 0,705 0,001* 0,388

x- warto$¢ $rednia; SD — odchylenie standardowe; BMI-indeks masy ciata; FM — masa tkanki thuszczowej; FFM — masa beztluszczowa; TBW-catkowita masa wody
w organizmie; TG-stezenie triglicerydow; TC- cholesterol catkowity; HDL-stezenie lipoprotein o duzej gestosci; LDL-stezenie lipoprotein o niskiej gestosci; *roznica
istotna statystycznie, przy p<0,05.
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Korelacje czgstosci genotypow opisanych dla punktu rs1800797 w genie IL6 ze
zmianami  potreningowymi poszczegélnych parametréw  antropometrycznych oraz
biochemicznych przedstawiono w Tabeli 5. Nie wykazano istotnosci statystycznej dla zadnego
parametru podczas analizy wptywu genotypu na badane parametry.

Cho¢ analiza wptywu genotypu na BMI nie osiggnela progu istotnos$ci statystycznej
(p=0,397), wykazano obecno$§¢ wspomnianego powyzej istotnego statystycznie (p=0,039)
zwigzku pomiedzy czestoscig genotypow rs1800797 w genie /L6 a potreningowa reakcja

w zakresie zmian tego wskaznika, co zostato przedstawione na Wykresie 20.

Zmiany BMI u nosicielek poszczegolnych genotypow /L6
151800797
30.0

0.0 II II II

GG (n=55) AG (n=78) AA (n=35)

BMI (kg/m2)
= B B B
o o o o

wn
o

® przed treningiem ™ po treningu

Wykres 20. Zmiany BMI u nosicielek poszczegolnych genotypow /L6 rs1800797.
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Tabela 5 Korelacja czgstosci genotypow opisanych dla rs1800797 w genie /L6 z uwzglgdnieniem potreningowych zmian parametrow

antropometrycznych oraz biochemicznych

GG (n=55) AG (n=78) AA (n=35) wartosé | wartose | YWartosé p dia
dla dla rownoczesnego
Zmienna przed po przed po treningu przed po p P wplywu

treningiem treningu |treningiem treningiem | treningu wplywu | wplywu . .

+SD +8D +SD x+5D + SD +SD |genotypu | treningu treningu i

X X X X X genotypu
Masa ciata (kg) 60,8 + 8,4 60,1 + 8,1 61,0+38.1 60,0 £8.0 59,5+5,1 59,1+54 0,717 <0,0001* 0,240
BMI (kg/m?) 21,6 £3,0 214+£29 | 21,8+2.2 21,5+2,1 21,0+£1,9 | 21,0£2.0 0,397 <0,0001* 0,039*
%FM (%) 24,0+5,9 22,9+6,1 24.0+5.,6 224+55 234+44 | 22,1+£5,0 0,313 <0,0001* 0,506
FM (kg) 15,0+ 5,6 143+5,6 15,0£5.2 13,9+52 14,0£3.,5 13,2+4,0 0,586 <0,0001* 0,249
FFM (kg) 453+£3,0 46,0+£32 | 459+34 46,3 +3,4 452+£24 | 46,0£2.8 0,749 <0,0001* 0,191
TBW (kg) 33,5+24 33,825 | 33,625 339+25 33,1+3,0 33,7+2,1 0,780 0,002 0,635
TC (mg/dL) 169,0+£ 22,0 [168,0£26,0(170,0=27,0( 167,0+30,0 |172,0+24,0|172,0+24,0 0,774 0,516 0,680
TG (mg/dL) 83,5 £ 38,9 83,1+£274 | 77,4+30,2 | 83,6+429 | 81,3+24,1 | 84,8+25,0 0,839 0,254 0,536
HDL (mg/dL) 66,0+ 122 61,5+13,0 | 64,6+13,6 | 59,8 +13,7 | 64,8 +14,7 | 63,4+13,9 0,680 <0,0001* 0,260
LDL (mg/dL) 86,1 £19,3 90,0+=19,9 | 89,9+23,7 | 90,5+25,6 | 90,5+22.0 | 91,5+24,7 0,769 0,253 0,627
Glukoza (mg/dL) [ 79,2+10,8 76,7+10,1 | 79,0+94 75,8+9,9 74,7+83 | 73,0+10,3 0,061 0,003 0,780

x-warto$¢ §rednia; SD — odchylenie standardowe; BMI-indeks masy ciata; FM — masa tkanki thuszczowej; FFM — masa beztluszczowa; TBW-catkowita masa wody
w organizmie; TG-st¢zenie triglicerydow; TC-cholesterol catkowity; HDL-stezenie lipoprotein o duzej gestosci; LDL-st¢zenie lipoprotein o niskiej gestosci; *roznica
istotna statystycznie, przy p<0,05.
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Analiza czgsto$ci poszczegdlnych genotypow w obrebie polimorfizmu rs1800795
w genie /L6 na odpowiedz potreningowa nie wykazalta istotnosci statystycznej dla zadnego
badanego parametru. Wykazano jednakze istotny statystycznie wptyw genotypu na wartosci
stezen glukozy (p=0,034). U homozygot CC zaobserwowano najnizszy poziom glukozy,
u homozygot GG najwyzszy, a u heterozygot odnotowano wartosci posrednie przez caty okres

trwania badan (Wykres 21).

Wplyw genotypu IL6 rs1800795 na stezenie

glukozy

100

90

% 80

g 70

B 60

S 50

o 40
2

g 30
N

2 20
w

10

0

GG (n=55) CG (n=78) CC (n=35)

Wykres 21. Wplyw poszczegodlnych genotypow IL6 rs1800795 na stezenia glukozy.

65



Tabela 6 Korelacja czgstosci genotypow opisanych dla rs1800795 w genie /L6 z uwzglgdnieniem potreningowych zmian parametrow

antropometrycznych oraz biochemicznych

GG (n=55) CG (n=78) CC (n=35) wartosé p | wartose | WATTOSEP dla
dla dla rownoczesnego
Zmienna przed po treningu przed po przed po p wplywu
treningiem <+SD treningiem | treningu | treningiem | treningu wplywu WPIYW“ treningu i
< +SD x+SD x+SD x + SD x+SD genotypu | treningu genotypu
Masa ciata (kg) | 60,3 +8,4 59,5+8,2 61,3+8.,0 60,5+ 8,0 59,4+5,0 589+53 0,505 <0,0001* 0,488
BMI (kg/m?) | 21,6+3,0 | 213+29 | 21,8+22 | 21,621 [ 21,119 | 21,0£20 039 | <0,0001* 0,109
%FM (%) 23,7461 | 225+64 | 242454 | 22,7454 | 235+45 | 222450 | 0847 | <0,0001* 0,831
FM (kg) 14,7 +£5.,8 139 +5.8 152+5,1 14,1 £5,1 (14,1 +3,6 13,2+4,0 0,599 <0,0001* 0,562
FFM (kg) 45,6 +£3,3 45,9 +3.2 46,0 £3,5 46,5 +3,5 45,0+2,3 45,8 £2.8 0,383 <0,0001* 0,191
TBW (kg) 334+24 33,7+2,5 33,7+2,5 34,0+2,5 33,0+29 33,5+2,0 0,447 0,002* 0,669
TC (mg/dL) 168,0 £21,0 | 166,0+21,0 | 169,0 £27,0 | 168,0+32,0| 174,0+25,0 | 173,0+ 25,0 0,497 0,375 0,974
TG (mg/dL) 83,1+39,0 | 81,8+27,7 | 77,2+30,2 | 84,0+42,9 | 82,5+23,8 | 85,9+2472 0,824 0,27 0,376
HDL (mg/dL) 659+123 | 61,9+13,1 | 64,7+13,6 | 59,7+13,7 | 64,7+14,7 | 63,1 £13,9 0,679 0,00009* 0,306
LDL (mg/dL) 85,7+ 18,8 | 88,0+17,2 | 89,2+23,5 | 91,5+26,5 | 92,5+23,1 | 92,4+253 0,411 0,364 0,814
811121/{((1)5)1 79,4 +10,9 77,2+99 78,7+9,6 | 75.8+10,4 | 75,0£8,0 72,3+9,1 0,034* 0,002* 0,933

x- warto$¢ $rednia; SD — odchylenie standardowe; BMI-indeks masy ciata; FM — masa tkanki thuszczowej; FFM — masa beztluszczowa; TBW-catkowita masa wody
w organizmie; TG-stezenie triglicerydow; TC- cholesterol catkowity; HDL-stezenie lipoprotein o duzej gestosci; LDL-stezenie lipoprotein o niskiej gestosci, *réznica
istotna statystycznie, przy p<0,05.
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Tabela 7 przedstawia wyniki analizy statystycznej dla punktu polimorficznego
rs1800796 -572 G>C w obrebie odcinka promotorowego /L6. Analiza réwnoczesnego
wpltywu przeprowadzonego programu treningowego i genotypu nie wykazata istotnych
statycznie korelacji. Nie wykazano rowniez istotno$ci statystycznej poszczeg6élnych

genotypow wobec badanych parametrow.
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Tabela 7 Korelacja czgstosci genotypoéw opisanych dla rs1800796 w genie /L6 z uwzglednieniem potreningowych zmian parametrow

antropometrycznych oraz biochemicznych

GG (n=143) CCHCG (n=29) wartos¢ p | wartos¢ wartos¢ p dla
Zmienna pl:zec.l po pl.'ze(.i po treningu | < (ila pldla rélwnOCfesn.ego
treningiem | treningu | treningiem piywu ( wpiywu | wpiywu treningu
x + SD x + SD x +SD x 8D genotypu | treningu i genotypu
Masa ciata (kg) 60,3 +7,1 59,5+£7,0 | 62,3+10,1 61,7+9,7 0,207 0,00009* 0,675
BMI (kg/m?) 21,5+23 21,3+23 22,1+3,0 21,9+29 0,211 0,0004* 0,476
%FM (%) 238+5,3 225+54 24,1+ 6,6 22,8+6,9 0,794 <0,0001* 0,993
FM (kg) 14,7+ 4,7 13,7+4,8 15,6 6,7 14,8 +6,7 0,349 <0,0001* 0,718
FFM (kg) 455+3.,0 459+3,1 46,7+ 4,0 47,1+3.8 0,086 0,001* 0,842
TBW (kg) 33,3+2,5 33,7+2.3 342+29 34,6 £2,7 0,098 0,017* 0,783
TC (mg/dL) 171,0£24,0 | 169,0 +26,0 [ 163,0+26,0 | 165,0+33,0 0,246 0,915 0,261
TG (mg/dL) 79,8 +£28,2 | 83,2+343 82,6 £ 50 86,4 + 38,9 0,643 0,317 0,955
HDL (mg/dL) 652+134 | 61,4131 | 64,5+13.2 59,3+15,7 0,589 0,0002* 0,535
LDL (mg/dL) 90,0+22,3 | 90,8233 | 81,7+18,9 88,9 £25,6 0,251 0,061 0,134
Glukoza (mg/dL) 78,0 £9,8 75,6 + 10,2 78,8 +9,9 75,193 0,929 0,006* 0,561

x- warto$¢ srednia; SD — odchylenie standardowe; BMI-indeks masy ciata; FM — masa tkanki tluszczowej; FFM — masa bezttuszczowa; TBW-catkowita masa wody
w organizmie; TG-st¢zenie triglicerydow; TC-cholesterol catkowity; HDL-stezenie lipoprotein o duzej gestosci; LDL-stezenie lipoprotein o niskiej gestosci; *réznica
istotna statystycznie, przy p<0,05.
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4.4.2 Analiza haplotypow genow /L6 (rs1800795, 1800796, 1800797)

W niniejszym badaniu wykonano analiz¢ haplotypow dla miejsc polimorficznych
rs1800795, rs1800796 oraz rs1800797 odcinka promotorowego genu /L6, w celu
zidentyfikowania zwigzku wyrdznionych haplotypow z parametrami skladu ciata oraz
biochemicznymi. Z o$miu mozliwych teoretycznie haplotypow (teoretyczna maksymalna
liczba haplotypow wynosi 2", gdzie n to liczba /oci w postaci heterozygotycznej) dla 168
uczestniczek badania otrzymano sze$¢ haplotypdéw, z czego trzy z nich: GGG, CGA,
GCG (rs1800795, 1800796, 1800797) wystepowaly z czesto$cia wyzsza niz 1%,
stanowigc 98,2% wszystkich haplotypow. Wykres 22 przedstawia rozklad procentowy
poszczegbdlnych haplotypow.

Procentowy udzial poszczegolnych haplotypow /L6
151800795, 151800796, 1s1800797

inne (GGA. CGG,

GCG CCG)
7.60% 1.80%

GGG
47.50%

CGA
43.10%

= GGG =CGA =GCG inne (GGA. CGG. CCG)

Wykres 22. Czesto$¢ wystgpowania poszczegdlnych haplotypow IL6 wsrod 168

uczestniczek badania.

Przeprowadzona analiza czgstosci haplotypow w powyzszych punktach
polimorficznych /L6 sugerowala silny zwigzek miedzy miejscami polimorficznymi /L6
rs1800795 oraz rs1800797. Celem potwierdzenia tego zwigzku zastosowano wzorzec

rownowagi sprzezen (ang. linkage disequilibrium, LD) dla 1000 genomoéw populacji
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zachodniej Europy (Rysunek 7). W ten sposob potwierdzono nielosowe powigzanie alleli

w populacji ogodlne;.

rs1800797
re18007496 <
rs1800795

Block 1 (0 ki
1 2 i]

Rysunek 7. Wzorzec rownowagi sprzgzen wsrdd rs1800795, rs1800796 oraz rs1800797
dla 1000 genomo6w populacji zachodnioeuropejskiej. Wartosci przedstawiajg r2 x 100 ze

schematem kolorow od biatego (r12=0) do czarnego (r2=1).

Przeprowadzona analiza haplotypéw nie stwierdzita istotnie statystycznych
zalezno$ci migdzy najczgsciej] wystepujacymi haplotypami: GGG, CGA, GCG,
a odpowiedzig potreningowa u uczestniczek badania. Jednakze rzadko wystepujace
haplotypy IL6 tj: GGA, CGG oraz CCG zwigzane byly z mniejszymi zmianami kilku
fenotypow tj. masy ciata (p=0,002), BMI (p<0,0001), %FM (p=0,017), FM (p<0,0001),
FFM (p<0,0001), TC (p<0,0001), stgzenia TG (p<0,0001), stezenia HDL (p<0,0001),
stezenia LDL (p<0,0001), stezenia glukozy (p<0,0001), w modelu recesywnym (Tabela

8). Jednak szacowanie indywidualnych efektow haplotypoéw nie bylo mozliwe.
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Tabela 8 Analiza haplotypow /L6 (rs1800795, 1800796, 1800797) - liniowy model zmian

sktadu ciala 1 parametréw biochemicznych podczas treningu z warto§ciami wyjsciowymi

(przed treningiem) jako zmiennymi towarzyszacymi

genotypy
CGA GCG genoty([j)é er,aélléié )(GGA,

OVER 0’5162’3197 ), 0’;’20(%33)’ 0,48 (0,66), p=0,472

Ma?ﬁgc)ia*a DOM O’SZO(%S)’ Oﬁio(g’i;)’ 0,40 (0,66), p=0,550
REC 0’350(’%53)’ Z’Iﬁ 0(’11’15?’ 25,89 (1,84), p=0,002*

OVER O’Szo(ﬂ’loj)’ 0’}120(,01’3111)’ 0,18 (0,21), p=0,409

(kz?r/gm DOM O’Sio(,%’ggg)’ 0’;i()(g’21§)’ 0,14 (0,21), p=0,532
REC 0’}110(,00’23)’ 0’;0(,00’;‘?’ 21,99 (0,34), p<0,0001*

OVER -0i31:10f2,5265), O’gio(’%g)’ 0,70 (0,94), p=0,456

%FM (%) | DOM '0193:0052’3307)’ '03:20(,2’1530)’ 0,65 (0,94), p=0,486
REC 'Oijojofgzs‘gz)’ 2’;0(,2532?’ 7,51 (3,13), p=0,017*

OVER -033052;3138), O’gﬁo(’%gg ) 0,60 (0,68), p=0,379

FM (kg) | DOM -0§200f3,7217), O’SEO(,%;S)’ 0,55 (0,86), p=0,421
REC 'Oi)ozlofg’glo)’ 2’;)20(’11’32)’ 6,63 (1,64), p<0,0001*

OVER 0’52()(%61;)’ O’ﬁio(g’ég)’ 20,26 (0,53), p=0,625

FFM (kg) | DOM O’;io(ﬂ’g‘sl)’ O’ﬁio(%f)’ 20,30 (0,53), p=0,576
REC 0’;20(,00’%’)’ 0’;20(,19’31?’ 5,49 (1,19), p<0,0001*

OVER O’;io(g’ig)’ °’§30‘%§§” 0,14 (0,55), p=0,794

TBW (kg) | DOM 0}20(,04(2)3)’ 0’330(%39)’ 0,13 (0,55), p=0,808
REC 0’}2 0(,%‘;‘3)’ _0;‘:009’6331)’ 0,17 (12,50), p=0,989

OVER 1’520(’25’33)’ 2’}12 0(’56’53)’ 12,37 (8,44), p=0,145

TC (mg/dL) | DOM 0’}20(,39’3?)’ 1’525%‘38’) 1,84 (8.45), p=0,163

REC 2,16 (3.89), 1,59 (2,03), 7,11 (5,028-03),
p=0,579 p=0,938 p<0,0001*
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genotypy
genotypy rzadkie (GGA,
CGA GCG CGG, CCG)
2,14 (3,36), 0,02 (6,54), _
OVER p=0.524 p=0.997 -6,43 (12,70), p=0,613
4,52 (5,006), 2,00 (6,80), _
TG (mg/dL) | DOM p=0373 p=0.769 -5,91 (12,69), p=0,642
3,73 (4,54), -32,92 (27,43), %
REC p=0.412 p=0.232 171 (17), p<0,0001
0,76 (1,11), '1554 (2915)’ —
OVER p=0,498 p=0.475 4,64 (4,22), p=0,273
HDL -0,44 (1,68), -2,12 (2,26), _
(mg/dL) DOM p=0.794 p=0,349 4,03 (4,22), p=0,341
REC 2,99 (1,92), -2,67 (1,00), -31,09 (5,504¢-03),
p=0,121 p=0,790 p<0,0001*
0,12 (2,07), 3,75 (4,06), -
OVER p=0,955 p=0,357 8,97 (9,37), p=0,340
LDL -0,07 (3,13), 2,88 (4,40), _
(mg/dL) DOM p=0.983 p=0.513 8,68 (9,82), p=0,378
REC -0,76 (1,87), 18,59 (18,71), -6,54 (4,208¢-03),
p=0,833 p=0,322 p<0,0001*
-1,16 (1,00), -0,96 (2,13), _
OVER p=0.247 p=0.652 5,10 (3,87), p=0,189
Glukoza -0,96 (1,49), -0,57 (2,12), _
(mg/dL) DOM p=0.520 p=0.796 5,32 (3,73), p=0,156
REC -2,37 (1,72), -1,48 (9,11), -20,73 (2,653¢-03),
p=0,171 p=0,871 p<0,0001*

Przedstawione warto$ci to iloraz szans (przedziat ufnosci) przed poprawka FDR; OVER- model
naddominujacy; DOM-model dominujacy; REC — model recesywny; BMI — indeks masy ciata; FM — masa
tkanki thuszczowej; FFM — masa beztluszczowa; TBW- catkowita masa wody w organizmie; TG —st¢zenie
triglicerydéw; TC — cholesterol catkowity; HDL — stezenie lipoprotein o duzej gestosci; LDL — stezenie
lipoprotein o niskiej ggstosci; *roznica istotna statystycznie, przy p<0,05.
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4.4.3 Analiza interakcji miedzygenowych

Majac na wzgledzie mozliwo$¢ interakcji miedzy poszczegdlnymi genami oraz
silng nierownowage sprz¢zen migdzy wariantami rs1800795 1 rs1800797 IL6 zbadano
interakcje pomiedzy /L1714 rs1800587 a IL6 rs1800795, jak rowniez IL1A rs1800587 a IL6
rs1800796 (Tabela 9-10, odpowiednio). Oddziatywania mi¢dzygenowe analizowano dla
pojedynczych loci. Analize ograniczono do interakcji drugiego stopnia, tj. kazdorazowo
badano oddzialywania pomi¢dzy dwoma genami.

Wspotwystepowanie polimorfizmoéw genu IL1A4 rs1800587 oraz IL6 rs1800795
wykazywato istotny wpltyw na %FM oraz FM (p=0,045; p=0,040, odpowiednio)
u uczestniczek bedacych nosicielkami genotypu TC-GG (model heterozygotyczo-
homozygotyczny HET-HOM?2, Tabela 9). Analogiczng interakcj¢ zaobserwowano dla
polimorfizmu genu /L1A4 rs1800587 oraz IL6 rs1800796, co przektadalo si¢ na istotne
zmiany %FM (p=0,045) u nosicielek genotypu TC-GG (model heterozygotyczo-
homozygotyczny HET-HOM2, Tabela 8). Zmiana w %FM 1 FM w okresie treningu byta
zwykle wyzsza u nosicieli genotypu heterogenetycznego (TC) dla wariantu /LA
1 homozygotycznego (GG) IL6. Chociaz te interakcje byly nominalnie istotne, Zadna
z nich nie pozostawata istotna po wielokrotnej korekcji testow (ang. False Discovery Rate
correction, FDR correction). Wykazano rowniez, iz wspotwystepowanie wariantow /L 1A
rs1800587 oraz IL6 rs1800795 wiazato si¢ ze znaczaca zmiang stezenia TG w modelu
homozygotyczo-heterozygotycznym  (HOMI1-HET)  (p=5,47e-06, Tabela 9).
W przeciwienstwie do wczesniejszych analiz, wplyw interakcji IL1A4 rs1800587 1 IL6
rs1800795 na zmiane stezen TG pozostal istotny po korekcie FDR. Kobiety, u ktérych
wspotistniaty warianty /L1714 rs1800587 oraz IL6 rs1800795 w modelu homozygotyczno-
heterozygotycznego (HOM1-HET genotyp CC-CG) mialy istotnie wigkszg zmiang TG
w okresie treningu (wspdlczynnik 77,31, SD = 16,45, wartos¢ p po korekcji FDR 6,017e-
05, Tabela 9).

73



Tabela 9 Interakcja IL1A4 rs1800587 oraz IL6 rs1800795 - model liniowy zmian sktadu ciata i parametréw lipidowych podczas treningu

z warto$ciami wyjsciowymi (przed treningiem) jako zmiennymi towarzyszacymi

HOMI-HET HOM2-HET | HET-HOM1 | HET-HOM2
DOM REC HOM-HET CC-CG TT-CG TC-CC TC-GG
Masa ciala 0.15 (0.26), 0,59 (0.71), | 0.06 (0.24), _ 20,12 (0.28), 0,40 (0.51), 0,16 (0.33),
(ke) p=0,577 p=0,407 p=0807 | "042(0,92),p=0,644 p=0,677 p=0,433 =0,626
0,02 (0,08), 0.23 (0.23), | 0,002 (0,08), - 20,06 (0,09), 0,14 (0,16), 0,06 (0,11),
2 - —
BMI (keg/m’) p=0,768 p=0,308 p=0,976 0,16 (0,29), p=0,592 p=0,470 p=0,407 p=0,582
0,23 (0.37), 20,48 (1,01), | 0,67 (0.34), - 20,19 (0,40), 1,18 (0,72), 0,93 (0,46),
0 0 —
70EM (%) p=0.537 p=0,632 p=0,051% | 97(1,30),p=0,660 p=0.636 p=0.103 p=0,045*
0,05 (0.27), 20,10 (0,73), | 0,41 (0.25), - 20,16 (0,29), 0,66 (0,52), 0,69 (0.33),
FM (kg) p=0,861 p=0.891 p=0,010¢ | -21(0.94),p=0.825 p=0,570 p=0.213 p=0,040*
20,12 (0.21), 0,75 (0,57), | 0,13 (0,19), - 0,10 (0.22), 20,56 (0.41), 20,03 (0,26),
FFM (kg) p=0.579 p=0.187 p=0497 | “0:92(0,73),p=0,210 =0.644 p=0.168 p=0.896
20.25(022), | -115(0,58), | -0,19(0,20), 0,01 (0.23), 20,49 (0,42), 20,04 (0.27),
TBW (ke) p=0f246 : p=0(,050 ) p=0f348 " | -089 075, p0238 p=0(,961) p=0f244 : p=0(,874 )
116 (338), | -10,46 (9,16), | -3,84 (3,09), 22,99 (3,58), 20,53 (6,61), 33,79 (4,22),
TC (mg/dL) p=0(,732) p=0,(255 ) p=0f217) 8,26 (11,72), p=0,482 p=0f404) p=0f936) p=0(,370)
TGL 808 (5.01), | 832(13.63), | 126 (4.62), 7731 (16,45), 33,71 (5,36), 5,34 (9.37), 74,78 (6,31),
(me/dL) p=0,109 p=0,542 p=0,786 p=5,47¢-06* p=0,491 p=0,589 p=0,450
HDL 050 (L6S). | BIL@SH, | 046 (LSS | , oo sen o] 127 (LS) 5.4 (3.26), 0,79 (2,10),
(mg/dL) p=0,765 p=0,493 p=0,767 ’ e ’ p=0,477 p=0,109 p=0,706
LDL 0,35 (3,12), 4,16 (3.47), | 416 (2,85), 33,49 (10,34), 20,95 3,31), 35,46 (6,04), 33,70 (3,91),
(me/dL) p=0.911 p=0.624 p=0,146 p=0,748 p=0,774 p=0,368 p=0,345
Glukoza 037 (L50), | 606 (400, | 0.68 (L3N | o s n o001 | 082 (LSS) 11,27 (2,92), 0.47 (1.86),
me/dL) 0,303 0,132 0,619 64 (5,17), =0, 0,607 0,665 0,303
(mg p p p p p p

Przedstawione wartosci to iloraz szans (przedziat ufnosci) przed poprawka FDR; DOM — model dominujacy: przynajmniej jeden allel ryzyka w obu loci; REC — model
recesywny: homozygoty dla allelu ryzyka w obu Joci; HOM-HET — ogdlny model homozygota — heterozygota obejmujacy cztery kombinacje analizowane indywidualnie
w kolejnych kolumnach tabeli, HOM1 — homozygota dla allelu ryzyka; HOM2 — homozygota dla allelu glownego; BMI-indeks masy ciata; FM — masa tkanki thuszczowe;j;
FFM — masa bezttuszczowa; TBW-catkowita masa wody w organizmie; TG-stezenie triglicerydow; TC-cholesterol calkowity; HDL-st¢zenie lipoprotein o duzej gestosci; LDL-
stezenie lipoprotein o niskiej gestosci; *rdznica istotna statystycznie, przy p<0,05.



Tabela 10 Interakcja ILIA rs1800587 oraz IL6 rs1800796 - model liniowy zmian skladu ciata i parametrow lipidowych podczas treningu

z warto$ciami wyjsciowymi (przed treningiem) jako zmiennymi towarzyszacymi

HOMI-HET | HOM2-HET | HET-HOMI HET-HOM2

DOM REC | HOM-HET CC-CG TT-CG TC-CC TC-GG
Masa ciata (kg) 0’5 3 0(%‘3 ) N/A | 0,18 (0,24), p=0,464 N/A O’Szo(%gg ), N/A 0,10 (0.25), p=0.693
BMI (kg/m?) 0’1120(2’612)’ N/A | 0,04 (0,08), p=0,630 N/A 0’320(%71 D N/A 0,002 (0,08), p=0,979
%EM (%) O oos | NA|077039,p-0025| N O on N/A 0,93 (0,46), p=0,045*
FM (kg) O’gi ) N/A | 0,53 (025),p=0,034*|  N/A 0’5352’3?’ N/A 0,44 (0,26), p=0,092
FFM (kg) 0’;i()(%33 D N/A | -0.23 (0,20), p=0,233 N/A '05030(8’1345)’ N/A -0.24 (0.20), p=0,243
TBW (kg) O’szég’;‘;’)’ N/A | -0,11 (0,20), p=0,584 N/A 0’}1%%226)’ N/A 20,15 (0,21), p=0,480
TC (mg/dL) 'Oij P (esD: N/A | 1,16 (3,12), p=0,710 N/A > ’Sio(é’%)’ N/A 20,45 (3.25), p=0,889
TGL (mg/dL) 0’320(99’;‘2)’ N/A | -0,52 (4,69), p=0,912 N/A 2’320(87’;39 ), N/A 20,31 (4,86), p=0,949
HDL (mg/dL) '3197:90(3’2140)’ N/A | 1,49 (1,55), p=0,339 N/A 0’132529’37 D N/A 1,61 (1,61), p=0,318
LDL (mg/dL) 2’310(56??’ N/A | -0,09 (2,89), p=0,976 N/A 3 ’;Z()(Z’égg)’ N/A 11,84 (3,00), p=0,540
Glukoza 2047 (2,79), - 71,08 (2.47), _
" s N/A | 0,44 (1,38), p=0,749 N/A S ees N/A 0,88 (1,44), p=0,541

Przedstawione wartosci to iloraz szans (przedziat ufnosci) przed poprawka FDR; DOM — model dominujacy: przynajmniej jeden allel ryzyka w obu loci; REC — model
recesywny: homozygoty dla allelu ryzyka w obu loci; HOM-HET — ogdlny model homozygota — heterozygota obejmujacy cztery kombinacje analizowane indywidualnie
w kolejnych kolumnach tabeli, HOM1 — homozygota dla allelu ryzyka; HOM2 — homozygota dla allelu gldéwnego; BMI-indeks masy ciala; FM — masa tkanki ttuszczowej;
FFM — masa bezttuszczowa; TBW-catkowita masa wody w organizmie; TG-stezenie triglicerydow; TC-cholesterol calkowity; HDL-st¢zenie lipoprotein o duzej gestosci; LDL-
stezenie lipoprotein o niskiej gestosci; *rdznica istotna statystycznie, przy p<0,05.
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5. DYSKUSJA

Glownym celem badawczym prezentowanej dysertacji doktorskiej byto
okreslenie wptywu wybranych polimorfizméw (rs1800587, rs1800795, rs1800796 oraz
rs1800797) zlokalizowanych w 2 genach (/LA oraz IL6) na zmiany masy i sktadu ciata
oraz wybranych wskaznikow biochemicznych wywotanych 12-tygodniowym
programem treningowym. Ponadto przeprowadzony eksperyment miat pozwoli¢ na
ustalenie roli wariantow allelicznych oraz genotypow w ksztattowaniu odpowiedzi
potreningowej organizmu czlowieka oraz ustali¢ ich przydatnos$¢ jako potencjalnych
markerow genetycznych umozliwiajacych okreslenie predyspozycji do otytosci i rozwoju

niekorzystnych zmian metabolicznych zwigzanych ze wzrostem masy ciata.

Przedstawione badanie obejmowato grupe 201 studentek Akademii Wychowania
Fizycznego 1 Sportu w Gdansku w wieku 21+1 lat (zakres 19-24 lat), ktére spetnialy
kryteria kwalifikujace do udziatu w eksperymencie. Czynniki $rodowiskowe takie jak
dieta, aktywno$¢ fizyczna, brak chordb wspoétistniejacych, a nawet wiek mozna uznaé za
ujednolicone. Kazda =z wuczestniczek =zostata poddana $ciSle zdefiniowanemu
1 przebiegajgcemu pod kontrolg ekspertéw 12-tygodniowemu programowi treningowemu
oraz zostala objeta programem dietetycznym. Pomiary antropometryczne oraz
biochemiczne zostaty przeprowadzone przed oraz po zakonczeniu okresu treningowego.
Od uczestniczek zostat takze pobrany wymaz z nabtonka jamy ustnej, z ktorego
wyizolowano DNA stanowigcy material do badan genetycznych opartych o real-time
PCR. Komplet wynikow zgromadzono dla 182 uczestniczek badania, jednak po ocenie
czystosci 1 integralnos$ci wyizolowanego materiatu DNA wyodrebniono 168 prob, ktore
zostaly poddane genotypowaniu. Taki sposob zaprojektowania i przeprowadzenia
eksperymentu pozwolit na ograniczenie czynnikow srodowiskowych jako potencjalnych
przyczyn zmian migdzyosobniczych, tworzac doskonate tlo do badan genetycznych.
Markery molekularne zostaly wytypowane na podstawie analizy piSmiennictwa
1 wezesniejszych wynikow badan wlasnych. Przeprowadzone badania, obejmujace cztery
punkty polimorficzne zlokalizowane w dwoch genach, a takze analize haplotypow
1 interakcji miedzygenowych, daly mozliwo$¢ kompleksowego spojrzenia na problem
okreslenia wptywu wybranych wariantow allelicznych gendéw kodujacych IL-1o oraz
IL- 6 na adaptacyjng odpowiedZ organizmu wywotang zaaplikowanym programem

treningowym.



W prezentowanej dysertacji udato si¢ przeprowadzi¢ po raz pierwszy w Polsce,
a w przypadku niektérych markerow molekularnych rowniez po raz pierwszy na $wiecie,
przekrojowe analizy dotyczace wptywu wybranych punktow polimorficznych na zmiany
masy 1 skladu ciala oraz wybranych wskaznikow biochemicznych wywotanych
zaaplikowanym programem treningowym. Przeprowadzone badania pozwolity opisaé
unikatowe interakcje, nierejestrowane w prowadzonych wcze$niej przez innych
naukowcow analizach, ktére zwykle dotycza pojedynczych punktow polimorficznych
1 nie obejmujg wpltywu aktywnosci fizyczne;.

W  ramach niniejszej pracy sformutowano 3 hipotezy badawcze,
a przeprowadzone badania i otrzymane wyniki umozliwily ich weryfikacj¢. Pierwsza
hipoteza, odnoszaca si¢ do wplywu okreslonych alleli i genotypéw w wybranych
punktach polimorficznych [IL14 (rs1800587) oraz IL6 (rs1800795, rs1800796,
rs1800797) na odpowiedz potreningowa organizmu w zakresie zmian masy i sktadu ciata
oraz glikemii i poziomu wskaznikow lipidogramu u kobiet realizujacych 12-tygodniowy
program treningowy, zostata zweryfikowana cze$ciowo pozytywnie. Wykazano bowiem
istotnie statystyczny wptyw polimorfizmu genu /L/4 na odpowiedZz potreningowsq
w zakresie zmian TBW (p=0,045) oraz wplyw polimorfizmu genu /L6 na odpowiedz
potreningowa w zakresie zmian BMI (p=0,039). Dla pozostatych polimorfizméw genu
IL6 powyzsza hipoteza zostata zweryfikowana negatywnie, gdyz nie zaobserwowano
znamiennych statystycznie zaleznosci.

Druga hipoteza badawcza dotyczyla mozliwosci wykorzystania badanych
polimorfizméw ILIA (rs1800587) oraz IL6 (rs1800795, rs1800796, rs1800797) jako
markery genetyczne umozliwiajagce okreslenie predyspozycji do otylosci i rozwoju
niekorzystnych wlasciwos$ci metabolicznych zwigzanych ze wzrostem masy ciata. Na
podstawie osiagnigtych wynikéw oraz analizy statystycznej mozliwe bylto czesciowo
pozytywne zweryfikowanie powyzszej hipotezy. Wykazano istotny statystycznie
izolowany wpltyw genotypu w obrebie polimorfizmu genu /L6 (rs1800795, -174 G>C) na
stezenie glukozy badanych uczestniczek (p=0,034). Dla pozostatych polimorfizmow
hipoteza zostala zweryfikowana negatywnie, poniewaz nie wykazano istotnych
statystycznie zalezno$ci.

Trzecia hipoteza badawcza zaktadata obecno$¢ okreslonych haplotypow
1 interakcji migdzygenowych oraz ich wpltyw na potreningowa reakcje adaptacyjng
organizmu cztowieka w zakresie zmian masy 1 sktadu ciala oraz glikemii i poziomu

wskaznikow lipidogramu u kobiet realizujacych 12-tygodniowy program treningowy.

77



Hipoteza ta zostata zweryfikowana pozytywnie. Analiza haplotypéw wykazala, iz dla
haplotypow rzadko wystepujacych: GGA, CGG oraz CCG (rs1800795, 1800796,
1800797) obserwowano znaczgco statystycznie mniejsze zmiany nastepujacych
parametréw: masy ciata, BMI, %FM, FM, FFM, TC, stezenia TG, stezenia HDL, stezenia
LDL i stgzenia glukozy w modelu recesywnym. Niestety nie jest mozliwe szacowanie
efektow indywidualnych haplotypéw. Analiza interakcji genowych miedzy ILIA
rs1800587 a IL6 rs1800795 oraz miedzy IL1A rs1800587 a IL6 rs1800796 wykazata, ze
ich wspotwystepowanie wptywa znaczaco na %FM oraz FM u uczestniczek bedacych
nosicielkami genotypu TC-GG. Nosicielki genotypu TC-GG wykazywaly wigksze spadki
%FM 1 FM. Ponadto, w przypadku wspotwystepowania wariantow /L4 rs1800587 oraz
IL6 151800795 w wariancie homozygotyczno-heterozygotycznym (genotyp CC-CG)

kobiety wykazywaly istotnie wieksze wzrosty TG w okresie treningu.

5.1 Wplyw treningu na  wartoSci  wybranych  parametrow

antropometrycznych oraz biochemicznych

Brak regularnej aktywnosci fizycznej, rozumianej jako wykonywanie ¢wiczen 4-
6 razy w tygodniu przez okres 20-60 minut oraz wysokokaloryczna dieta stoi u podstaw
otylosci, ktoérej konsekwencjg jest insulinoopornosé. Otylos¢ definiowana jest jako
nieprawidlowe, nadmierne gromadzenie tkanki tluszczowej, za§ wskaznik BMI jest
wykorzystywany do jej klasyfikacji (WHO 2010). Blisko 30 lat temu odkryto, iz otytos§¢
powinna by¢ tez rozumiana jako przewlekly proces zapalny, z kolei tkanke thuszczowa
mozna postrzega¢ jako aktywny narzad wydzielania wewngtrznego o charakterze endo-
i parakrynnym (Kershaw i Flier 2004). Majac powyzsze na uwadze u osob otylych
obserwowane sg podwyzszone stezenia IL-6, IL-1, TNFa, rezystyny czy leptyny
(Friihbeck 2004). Poprawa bilansu energetycznego na skutek podejmowanego wysitku
fizycznego wplywa korzystnie nie tylko obnizajgc mase ciala, ale rowniez przyczyniajac
si¢ do poprawy gospodarki weglowodanowej, co skutkuje prewencjg insulinoopornosci.
Liczne badania przeprowadzone w celu identyfikacji efektow prozdrowotnych regularnie
podejmowanego wysitku fizycznego wykazuja jego pozytywny wplyw m.in. na uktad
krazenia, gospodarke weglowodanowa oraz lipidowa, jak rowniez uktad szkieletowy, czy
sfere psychiczng cztowieka. Nastepstwem tego oddziatywania jest mozliwos$¢ unikniecia

choréb cywilizacyjnych tj. nadci$nienia t¢tniczego, otylosci, cukrzycy typu II,
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osteoporozy czy depresji. Przykladem takiego dzialania jest obserwacja, ze
systematycznie podejmowany wysitek fizyczny przyczynia si¢ do zmian adaptacyjnych
w obrebie ukladu krazenia zmniejszajac ryzyko wystapienia choroby wiencowej o 30-
50% przy zachowaniu wydatku energetycznego na poziomie 700-2000 kcal na tydzien
(Sobieszczanska i wsp. 2009). Umiarkowana aktywno$¢ fizyczna wplywa na
zmniejszenie ekspresji czynnika TNF-a, co stanowi wazny czynnik obnizajacy ryzyko
wystgpienia choroby Alzheimera (Phillips 1 wsp. 2014). Badanie przeprowadzone przez
Tuomilehto 1 wsp. (2001) w grupie 522 pacjentéw w srednim wieku z nadwagg (BMI
przecietnie 31 kg/m?) wykazato, iz wprowadzenie umiarkowanej aktywnosci fizycznej
w wymiarze 2,5 godzin na tydzieh zmniejszyto ryzyko zapadalno$ci na cukrzyce
u badanych os6b 0 63-69% (Tuomilehto 1 wsp. 2001).

Analiza izolowanego wplywu przeprowadzonego programu treningowego
(niezalezna od genotypu) na zmiany masy i sktadu ciata wykazala istotny statystycznie
spadek masy ciata (p<0,0001), BMI (p<0,0001), BMR (p<0,0001), FM (p<0,0001) oraz
oporu tkankowego (p=0,0001). Zaobserwowano réwniez wzrost TBW (p<0,0001) oraz
FFM (p<0,0001). Powyzsza obserwacja byta zgodna z oczekiwaniami oraz z wczes$niej
opisywanymi efektami treningu w dostgpnym pismiennictwie naukowym (Cvorovic
1 wsp. 2021; Riebe i wsp. 2018). W badaniu Cvorovic i wsp. (2021) wzigto udziat 325
mezezyzn w wieku 29+4.5 lat, ktérzy zostali poddani 12-tygodniowemu treningowi.
Badanymi parametrami antropometrycznymi byta masa ciata oraz BMI. Oba parametry
statystycznie obnizyty si¢ na skutek zastosowanego treningu (Cvorovic i wsp. 2021).
Przeglad systematyczny doniesien naukowych dotyczacych wptywu aktywnos$ci
fizycznej na ryzyko wystepowania réznych chordb cywilizacyjnych wsrdd populacji
dorostych Kanadyjczykoéw wykazat znaczace obnizenie ryzyka u oséb podejmujacych
regularng aktywnos$¢ fizyczng w wymiarze 150 minut tygodniowo. Wykazano redukcje
ryzyka wystapienia cukrzycy typu Il o 40%, raka piersi o 20%, raka jelita grubego o 30%,
nadci$nienia tetniczego o blisko 50%, czy choroby sercowo-naczyniowej o 33%
w stosunku do osob niepodejmujacych zadnej aktywnosci fizycznej (Warburton i wsp.
2010). Powyzsze badania stanowig potwierdzenie powszechnie istniejgcego przekonania
o prozdrowotnym wptywie podejmowanego wysitku fizycznego na caly organizm
czlowieka. Regularna aktywno$¢ fizyczna zapewnia nie tylko wlasciwe funkcjonowanie
uktadu krazenia czy gospodarke weglowodanowa, ale znaczaco redukuje skutki stresu,

poprawia nastrdj, redukuje stany lekowe oraz depresyjne (Stanton i wsp. 2014).
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Dodatkowo niezalezna od genotypu analiza zmian wybranych parametrow
biochemicznych na skutek 12-tygodniowego programu treningowego wykazata znaczacy
spadek stezenia glukozy (p=0,0002) wsrdd uczestniczek badania. Nalezy podkresli¢, ze
przed rozpoczeciem eksperymentu u 3 kobiet odnotowano hiperglikemie (poziom
glukozy na czczo we krwi wynosit 106-118 mg/dl). Natomiast po zakonczeniu 12-
tygodniowego programu treningowego poziom glukozy we krwi u tych osob wrocit do
prawidtowego poziomu, co potwierdza wazng role aktywnosci fizycznej 1 diety u osob
z predyspozycjami do podwyzszonego stezenia glukozy we krwi. Uzyskane wyniki sg
zgodne z oczekiwaniami i doniesieniami w dostepnej literaturze fachowej (Richter 1 wsp.
2001; Wang i Xu 2017).

Utrzymywanie si¢ przez dtuzszy czas podwyzszonego st¢zenia glukozy we krwi
moze by¢ przyczyng wielu powaznych problemow zdrowotnych. Badania kliniczne
potwierdzaja potrzebe¢ wczesnego uchwycenia defektu metabolizmu weglowodanow
i wprowadzenia terapii polegajacej na zapobieganiu rozwojowi pelnoobjawowej
cukrzycy (Jagielski i Piesiewicz 2011). Podejmowanie aktywnosci fizycznej nie tylko
zapobiega wystepowaniu cukrzycy typu II, ale ma wplyw réwniez na redukcje
wystepowania konsekwencji klinicznych tej jednostki chorobowej. Majac powyzsze na
uwadze LaMonte 1 wsp. (2005) przeprowadzili analiz¢ dostgpnych doniesien
literaturowych dotyczacych omawianego zagadnienia (LaMonte 1 wsp. 2005). Konwar
1 wsp. (2019) przeprowadzili badanie wsrod 3234 kobiet oraz mezczyzn obarczonych
wysokim ryzykiem wystapienia cukrzycy typu II. Srednia wieku w grupie badanej
wynosita 51 lat, za$ §rednia BMI 34.0 kg/m?. W wyniku randomizacji wyszczegdlniono
3 podgrupy. Pierwsza z nich otrzymywata placebo, druga metformine (lek stosowany
w terapii cukrzycy), za$ trzecia zostala podana zmianie stylu zycia majgcy na celu
redukcje masy ciala o co najmniej 7% tygodniowo oraz zakladajaca co najmniej 150
minut aktywno$ci fizycznej tygodniowo. Badanie byto prowadzone przez $rednio przez
2,8 lat. Otrzymane wyniki nie pozostawiaja watpliwosci, bowiem zastosowana zmiana
stylu zycia skutkowata redukcja wystapienia cukrzycy o 58% w porownaniu z placebo,
za$ zastosowanie terapii z uzyciem metforminy obnizyto ryzyko o 31% w poroéwnaniu do
placebo (Konwar i wsp. 2019). Podobne wyniki otrzymali Tuomilehto i wsp. (2001)
w badaniu interwencyjnym przeprowadzonym posrdd 522 osob o $redniej wieku 55 lat
z uposledzong tolerancja glukozy, wykazujacych $rednig wartos¢ BMI na poziomie 31.0
kg/m?. Zastosowana interwencja polegata na wprowadzeniu diety redukcyjnej oraz

regularnej aktywnosci fizycznej. Po ponad 3 latach obserwacji zaobserwowano spadek
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ryzyka wystgpienia cukrzycy o 58% (p<0,001) w poréwnaniu do grupy, w ktoérej nie
zastosowano wyzej opisanej interwencji (Tuomilehto 1 wsp. 2001).

Nalezy jednak zaznaczy¢ fakt, iz po zastosowaniu programu treningowego
zaobserwowano nieoczekiwany nieznaczny wzrost Sredniego st¢zenia TG oraz LDL
w osoczu krwi uczestniczek eksperymentu (odpowiednio p=0,0954 oraz p=0,3803),
nieznaczny spadek TC (p=0,1370) oraz znaczacy spadek S$redniego stezenia HDL
(p=0,0001). Otrzymane wyniki nie byty zgodne z zatozeniami wstgpnymi eksperymentu,
poniewaz powszechnie uznaje si¢ wysitek fizyczny jako czynnik pozytywnie wptywajacy
na gospodarke lipidowa cztowieka (Wang i Xu 2017). Fikenzer i wsp. (2018) stwierdzili,
iz regularny wysitek fizyczny przyczynia si¢ do obnizenia $rednich st¢zen LDL oraz TG
przy jednoczesnym wzroscie stezen HDL (Fikenzer i wsp. 2018). Liczne badania
naukowe dowiodly korzystnego wptywu aktywnosci fizycznej na profil lipidowy.
Durstine i wsp. (2002) w przeprowadzonej analizie dostepnych badan stwierdzili, ze juz
15-20 minut szybkiego marszu badz truchtu w tygodniu wiaze si¢ ze wzrostem stezenia
HDL z 2 do 8 mg/dl (Durstine 1 wsp. 2002). Wplyw wysitku fizycznego na poziom HDL
jest niekwestionowany, nie mniej w ré6znych badaniach obserwowane sg znaczace rdznice
w poziomie tej odpowiedzi. Wykazali to Leon i wsp. (2002) w badaniu przeprowadzonym
posrod 675 zdrowych ochotnikow, ktorzy wzigli udziat w 20-tygodniowym treningu
wytrzymalo$ciowym. Badanie wykazalo znaczacy Sredni wzrost st¢zenia HDL o 3,6%,
natomiast odpowiedz osobnicza bardzo si¢ réznita 1 wahata si¢ od spadku stezenia
o $rednio 9,3% u 25% 0s6b z najstabszg odpowiedzig, do wzrostu o $rednio 18% u 25%
0s0b z najwyzsza odpowiedzig potreningowa. Nasuwa si¢ wigc pytanie o przyczyne tych
rozbieznosci. Po doglebnym przeanalizowaniu dostepne;j literatury mozna jej upatrywac
w samym charakterze zastosowanego treningu. Zastosowany program treningowy
zakladatl stopniowy wzrost intensywnosci ¢wiczen od poziomu 50-60% do 65-75%
HRmax uczestniczek. Tygodniowy wymiar ¢wiczen obejmowatl 180 minut. Co wigcej,
kazda jednostka treningowa skladata si¢ z rozgrzewki, czesci glownej oraz czesci
koncowej (relaksacyjnej). Istotna wydaje si¢ struktura czg¢sci gldéwnej, w ktorej skiad
wchodzily naprzemiennie ¢wiczenia o wysokiej 1 niskiej intensywnos$ci, co przypomina
trening interwalowy. Okresy wysoko intensywne zblizone sg do ¢wiczen anaerobowych,
co zmniejszato taczng objetos¢ Ewiczen o charakterze aerobowym. Zbyt niska tagczna
objetos¢ tychze ¢wiczen mogta by¢ przyczyng uzyskanego obrazu profilu lipidowego.
Whnioski te potwierdzaja doniesienia naukowe, wskazujace, iz korzystne zmiany

w obrebie HDL, LDL oraz TG obserwowane sa podczas treningéw o niskiej badz
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umiarkowanej intensywnosci (¢wiczenia ponizej progu anaerobowego). Zastosowanie
¢wiczen o wysokiej intensywnos$ci (powyzej progu anaerobowego) nie przyczynia si¢ do
korzystnych zmian profilu lipidowego, a czasem moze nawet korzystne tendencje
odwraca¢ (Drygas iwsp. 2000). Istniejg sprzeczne doniesienia naukowe mowigce
o wptywie ¢wiczen aerobowych na poziom LDL oraz HDL w osoczu krwi (Wang 1 Xu
2017). Ocena tych wynikow jest rowniez niezwykle trudna, poniewaz osoby badane
czesto stosujg rownoczesnie terapi¢ lekowa badz poddawani sg restrykcyjnej diecie, co
wrecz uniemozliwia stwierdzenie izolowanego wptywu wysitku fizycznego na powyzsze
parametry. Odpowiedzig na te ograniczenia byla meta-analiza przeprowadzona przez
Kodama i wsp. (2007), w sktad ktérej wchodzito 25 randomizowanych kontrolowanych
badan. Uzyskane wyniki wykazaty wzrost HDL o 2,53 mg/dl, gdy ¢wiczenia aerobowe
osiggaly intensywnos¢ 64,8% maksymalnej wydolnosci tlenowej (Kodama 1 wsp. 2007).

5.2 Wplyw obserwowanych genotypow na odpowiedz potreningowa

Odpowiedz potreningowa podlega wplywom nie tylko czynnikow
srodowiskowych tj. stosowanej diety, chordb wspdtistniejacych, stosowanej
suplementacji badz leczenia podstawowego, ale réwniez czynnikéw genetycznych.
Nalezy podkresli¢, ze ok. 99,9% sekwencji DNA przypadkowo wybranych genomow
ludzkich jest identycznych, a za zmienno$¢ genetyczng odpowiada zaledwie ok. 0,1%
sekwencji nukleotydow. Najczeséciej sa to zmiany polimorficzne dotyczace pojedynczych
nukleotydow badz pewnych sekwencji genow. Analiza polimorfizméw moze
doprowadzi¢ do poznania genomu ludzkiego w stopniu umozliwiajagcym dostrzezenie
unikalnych interakcji mi¢dzy poszczegdélnymi SNPs oraz opisania ich wplywu na
indywidualng zmienno$¢ w odpowiedzi na realizowany trening.

Poczatkowo badania genetyczne oparte na modelu rodzinnym obejmujace
zarbwno analizy bliznigt monozygotycznych 1 dizygotycznych, jak 1 rodzin
wielopokoleniowych, wykazaly niezwykle istotng role czynnikow genetycznych
w rozwoju nadwagi i otylosci. Metody te opieraly si¢ na zalozeniu, ze bliznigta
jednojajowe maja identyczne geny, a zatem réznice pomi¢dzy nimi wynikaja jedynie
z wptywu §rodowiska, za$ bliznieta dwujajowe majg srednio potowe wspolnych genow,
co sprawia, ze roznice mogg wynika¢ zarowno z wptywu czynnikéw genetycznych, jak
1 srodowiskowych (Oniszczenko 2008). Ograniczeniem tej metody byl brak mozliwos$ci

analizy konkretnych sekwencji nukleotydowych. Gwattowny rozwoj technik biologii
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molekularnej umozliwit poznanie sekwencji ludzkiego genomu. Obecnie coraz czgsciej
przeprowadzane s3 badania asocjacyjne calego genomu (ang. genome-wide association
studies, GWAS). W badaniach GWAS nie wybiera si¢ konkretnych gendéw, lecz to wynik
przeprowadzonej analizy wskazuje geny odpowiadajace za wystgpowanie danej cechy
czy choroby (tzw. geny kandydackie). Wystepowanie okreslonych wariantéw genow
moze sprzyja¢ nadmiernemu gromadzeniu przez organizm tkanki tluszczowej, jak
rowniez mozliwe jest wystepowanie wariantow genoéw, ktore chronig przed rozwojem
otylosci (Huang 1 Hu 2015). Jest to mozliwe dzigki zastosowaniu mikromacierzy,
umozliwiajacych jednoczesne genotypowanie kilkudziesigciu tysigcy SNPs (Tam 1 wsp.
2019). Odpowiedz na pytanie, ktére czynniki: sSrodowiskowe czy genetyczne w znaczacy
sposOb wplywaja na obserwowane cechy oraz predyspozycje jest mozliwa przy
odpowiednim dobraniu grupy badanej. Nalezy podkresli¢, ze do rzadkosci nalezg takze
badania dotyczace wpltywu poszczegélnych polimorfizméw na zakres potreningowe;j
odpowiedzi adaptacyjnej organizmu.

Interleukiny to czasteczki o dziataniu plejotropowym, ktérych podwyzszone
stezenia obserwuje si¢ w przypadku wystepowania roznego typu zaburzen homeostazy,
badz tez w stanach zapalnych. Ich zakres dziatania jest niezwykle szeroki, biorg udziat
w rozlicznych szlakach sygnalowych. Podwyzszone stezenia IL-6 w przypadku
zaistnialego stanu zapalnego, czy otytosci moga wskazywac na rolg jaka przypisuje si¢
tej czasteczce, czyli kontrolera stanu zapalnego. Co wigcej IL-6 stoi na strazy utrzymania
homeostazy, czyli powrotu do stanu rownowagi po okresie jej zaburzenia (Xing i wsp.
1998). Jednym z najbardziej istotnych induktorow wydzielania IL-6 jest IL-1. Badanie
Kern 1 wsp. (2001) wykazato, iz stgzenia IL-1 oraz IL-6 u 0sob otytych osiggajag wyzsze
stezenia niz u oso6b z prawidlowa masg ciala. Zatem podejmowanie wysitku fizycznego
w celu redukcji masy ciata powinno wykazywac¢ bezposredni wptyw na poziomy stezen
tychze czasteczek w ludzkim organizmie. Istnieja liczne badania naukowe szukajace
genetycznych przyczyn otytoséci w polimorfizmach w obrebie genow IL1A4 oraz IL6
(Wernstedt i wsp. 2004; Carter i wsp. 2008; Um iwsp. 2011; Han 1wsp. 2020).
Ostrowski 1 wsp. (2000) badali wplyw wysitku fizycznego na st¢zenie IL-6 oraz IL-1ra
w osoczu. Zostato ono przeprowadzone posréd 53 uczestnikOw maratonu i wykazato
gwattowny wzrost poziomu IL-6 w osoczu natychmiast po jego zakonczeniu. Wykazano
istotny statystycznie zwigzek miedzy wzrostem stezenia IL-6 w osoczu a intensywnoscig
biegu (p<0,05) natomiast brak takiej zaleznosci w stosunku do jego czasu trwania.

Zaobserwowano rowniez znaczacy wzrost st¢zenia IL-1ra w osoczu po 1,5 godzinnym
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biegu. Co wigcej wzrost st¢zenia IL-1ra korelowal ze wzrostem stezenia IL-6 (p<0,01).
Otrzymane wyniki potwierdzily hipotetyczny zwigzek mi¢dzy stezeniem IL-6 w osoczu
a intensywnoscig biegu (Ostrowski 1 wsp. 2000).

Na podstawie przeprowadzonego przegladu literaturowego oraz biorgc pod uwage
fizjologiczng rol¢ IL-la oraz IL-6 wybrano do niniejszego badania cztery punkty
polimorficzne w obrebie genu /L 14 (-889 C>T) oraz IL6 (-597 A>G, -174 G>C oraz- 572
G>C). Nalezy podkresli¢ nowatorski charakter niniejszego eksperymentu, poniewaz
przeprowadzona analiza dostepnej literatury naukowej nie wykazala zadnego badania
opisujacego wplyw wyzej wymienionych polimorfizméw na odpowiedz potreningowa u
osob zdrowych. Dostepne sa publikacje opierajace si¢ na wynikach badan
przeprowadzonych w grupie osob chorych, majacych na celu okreslenie tychze
polimorfizmow jako czynnikéw predysponujacych do wystgpienia pewnych jednostek
chorobowych tj. astmy, choroby wiencowej, mlodzienczego przewlektego zapalenia
stawow, zwyrodnienia kregostupa (Fishman i1 wsp. 1998; Eskola i wsp. 2010; Settin;
Elsaid 1 wsp. 2014). W zwiazku z tym wyniki i wnioski z niniejszej dysertacji maja
charakter pionierski 1 moga postuzy¢ jako dodatkowe zrodio informacji o osobie
podejmujacej wysitek fizyczny, okres$lajac na poziomie molekularnym wrodzong
charakterystyke metaboliczng danej osoby. W przysztosci takie informacje moga zostac
potencjalnie wykorzystane do skuteczniejszej kontroli uzyskiwanych efektow
potreningowych, jak rowniez do projektowania zindywidualizowanych programéw
treningowych dostosowanych do konkretnej osoby. Nie bez znaczenia bylaby tez

mozliwo$¢ oceny bezpieczenstwa zastosowanego treningu.

5.2.1 Korelacja miedzy efektami potreningowymi a genotypami ILI1A4
(rs1800587)

Badania polimorfizmu odcinka promotorowego genu /LA -889 C>T (rs1800587)
prowadzone byly w celu odkrycia genetycznych podstaw otylosci, rozumianej jako
przewlekly stan zapalny. Um i wsp. (2011) przeprowadzili analiz¢ genetyczng 260
otytych kobiet z Korei, wykazujac zwigzek miedzy polimorfizmem -889 C>T a wzrostem
BMI. Czgstos¢ wystepowania genotypu CT badz TT byta znaczaco nizsza w grupie kobiet
o BMI wynoszacym 27-29 kg/m? niz w grupie, gdzie BMI byto ponizej 25 kg/m?. Drugim
badanym polimorfizmem ILI/A byl +4845 G>T (rs17561). Zaobserwowano istotny

statystycznie zwigzek mi¢dzy oboma polimorfizmami genu /L/4 a WHR. Czgstos¢
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wystepowania jednego badz dwodch kopii haplotypu TT (rs1800587, rs17561) byla
znaczaco nizsza u kobiet z WHR wyzszym badz rownym 0,91 niz u kobiet o WHR
nizszym od 0,90. Dodatkowo wykazano istotnie statystyczng zalezno$¢ z aktywnoscig
transkrypcyjnag, ktorg badano w preadipocytach linii 3T3-L1 (badanie in vitro) oraz na
otyltych myszach (badanie in vivo). Uzyskane wyniki pozwolily badaczom na
wyciggnigcie wniosku, ze polimorfizm genu IL1A4 -889 C>T ma zwiazek z otyloScig
u ludzi, za$ IL-10 moze odgrywac kluczowa role w rozwoju otytosci (Um i wsp. 2011).
Badanie polimorfizmoéw genu IL1A4 (rs17561, rs1800587) przeprowadzone wsrod 460
nastolatkow z Meksyku ($rednia wieku wynosita 16 lat) wykazato, iz haplotyp TT byt
zwigzany z niewielkim wzrostem BMI ws$réd chlopcow. Takiej zalezno$ci nie
stwierdzono dla dziewczat (Mendoza-Carrera 1 wsp. 2019). Jednakze Carter i wsp. (2008)
w przeprowadzonym wczesniej badaniu wsrod 556 uczestnikow z chorobg wiencowsg
serca nie wykazali obecno$ci zwigzku mi¢dzy polimorfizmem /L4 rs1800587 a BMI.
Stwierdzono natomiast, iz homozygoty TT (-889 C>T) maja o 1,8 cm wigkszy obwod
talii (p=0,04) za$ nosiciele genotypu TT (+3954 C>T) az 0 4 cm (p=0,0004), co sktonito
badaczy do wniosku, iz badany polimorfizm moze by¢ genetyczng podstawa otytosci
brzusznej (Carter i wsp. 2008). Badanie przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej nie wykazalo znaczacego zwigzku migdzy BMI a poszczegdlnymi
genotypami, jednak wynik byt zblizony do progu istotnosci statystycznej, a nosiciele
genotypu CC wykazywali nizsze wartosci BMI w poréwnaniu z nosicielami pozostatych
genotypéw (p=0,053). Obserwacja ta jest zgodna z zaprezentowanymi powyzej
wynikami uzyskanymi przez innych naukowcéw, jednak wymaga potwierdzenia na
wiekszej grupie badanej obejmujgcej osoby obu pici, zarowno z prawidtowg masg ciala,
jak 1 z nadwagg 1 otytos$cia.

Wyniki badan przytoczonych powyzej moga §wiadczy¢ o zasadno$ci wyboru
polimorfizmu tegoz genu do prezentowanych w dysertacji analiz. Do tej pory nie zostaly
przeprowadzone badania naukowe badajace wptyw polimorfizmu /L/A4 na odpowiedz
potreningowg u oséb zdrowych, sportowcow czy ludzi aktywnych. Dotychczas
przeprowadzone badania dotycza wplywu polimorfizméw genu /L/RA na odpowiedz
potreningowg u ludzi (Cauci 1 wsp. 2010). Istnieja takze doniesienia naukowe mowigce
o wplywie polimorfizméw genéw dla rodziny IL-1 na regeneracj¢ organizmu po treningu
(Dennis 1 wsp. 2004). Zatem uzyskane wyniki maja charakter innowacyjny i wymagaja
dalszych badan. Nalezy takze zauwazy¢ konieczno$¢ jednoczesnej analizy nie tylko masy

ciata, ale takze jego sktadu. BMI wyliczane jest na podstawie masy ciata oraz wzrostu.
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Spadek BMI w wyniku zastosowanego treningu moze, lecz nie musi by¢ obserwowany
ze wzgledu na réwnoczesng zmiang skladu ciata. Masg ciata nalezy analizowa¢ majac na
uwadze jej sktadowe, czyli thuszczowa mase ciata oraz bezttuszczowa, ktérg stanowig
kosci, woda, organy wewngtrzne, krew 1 inne plyny. Zawarto§¢ wody w ludzkim
organizmie jest zalezna od wieku. Najwiecej wody, bo okoto 70% maja noworodki, za$
jej zawarto$¢ w organizmie spada wraz z wiekiem. Osiggajac u osob starszych poziom
nawet okoto 40-45%. Fizjologicznie m¢zczyzni wykazuja wyzsza zawartos¢ wody (okoto
60%) niz kobiety (okoto 55%) (Ayvaz i Riza Cimen 2011; Thibault i wsp. 2012).
Analiza statystyczna otrzymanych wynikow wykonana w ramach niniejszej
dysertacji nie wykazala istotno$ci statystycznej migdzy TBW a genotypem w ramach
poszczegbdlnych polimorfizméw w obrebie genu /L1714 (-889 C>T) oraz IL6 (-597 A>G,
- 174 G>C oraz -572 G>C). Co ciekawe w obrebie badanego polimorfizmu genu /L 14
nie wykazano réwniez wplywu treningu na wartosci TBW, co jest zbiezne z
obserwacjami Ljubojevic i wsp. (2014), ktorzy w swym badaniu okre§lali zmiang masy i
sktadu ciata na zastosowany trening w formie zumby. Na potrzeb¢ niniejszej analizy
warto zaznaczy¢, iz trening zumby najczesciej jest klasyfikowany jako rodzaj treningu
aerobowego. Zatem wyniki uzyskane w wyzej przytoczonym badaniu moga by¢
odnoszone do wynikow uzyskanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskie;j.
Ljubojevic 1 wsp. (2014) wykazali bowiem wzrost $redniej beztluszczowej masy ciata
oraz TBW wsérod badanych 12 kobiet w wieku 25-35 lat. Uczestniczki badania trenowaly
zumbe przez trzy tygodnie, a kazdy trening sktadat si¢ z czeSci rozgrzewkowe;,
zasadniczych ¢wiczen zumby oraz koncowej cze$ci wyciszajacej. Niestety w ramach tego
badania nie wykonano analizy genetycznej (Ljubojevi¢c 1 wsp. 2014). Niezwykle
interesujagcym 1 nowatorskim jest wykazanie w ramach niniejszej dysertacji istotnosci
statystycznej migdzy czesto$cig genotypow rs1800597 w genie IL1A a potreningowa
reakcja w zakresie zmian poziomu TBW (p=0,045). Nosicielki genotypu CC wykazywaty
spadek poziomu TBW, za$ nosicielki przynajmniej jednego allelu T wykazywaty
odwrotng tendencje. Zatem genotyp CC moze by¢ uznany za niekorzystny, poniewaz jego
obecnos¢ moze by¢ powigzana ze spadkiem TBW w odpowiedzi na zaaplikowany
trening. Szybsza utrata wody u posiadajacych go kobiet moze prowadzi¢ do zaburzen

homeostazy ustrojowe;j.
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5.2.2 Korelacja miedzy efektami potreningowymi a genotypami IL6
(rs1800795)

Kolejny badany polimorfizm -174 G>C (rs1800795) jest jednym z najczgsciej
badanych punktow polimorficznych zlokalizowanych w genie /L6, pod katem
wiasciwosci predykcyjnych dla niektorych chorob tj. choroby uktadu krazenia (Sie 1 wsp.
2006), chorob wspotistniejacych z otytoscig (Goyenechea 1 wsp. 2007), przewlekla
obturacyjna chorobg ptuc (Cordoba-Lants i wsp. 2008), czy nieprawidtowym poziomem
glukozy na czczo (Huth i wsp. 2009). Do tej pory nie odnotowano badan naukowych
skupiajacych si¢ na wptywie polimorfizmu -174 G>C na odpowiedz potreningowa u osoéb
zdrowych. Istnieja pojedyncze badania tegoz polimorfizmu u sportowcéw badz oséb
aktywnych fizycznie (Lulinska-Kuklik i wsp. 2019; Yamin i wsp. 2008). Polimorfizm
- 174 G>C zostat badany w celu okreslenia ryzyka kontuzji u 0s6b uprawiajacych sport
(Yamin 1 wsp. 2008). W ramach wymienionego badania przebadano 70 zdrowych
studentéw wychowania fizycznego, ktorzy zostali poddani ¢wiczeniom ekscentrycznym
w obrgbie stawu tokciowego na najwyzszym mozliwym dla danej osoby poziomie.
Badanie wykazato, iz uczestnicy bedacy jednoczesnie nosicielami allelu C w pozycji 174
odcinka promotorowego wykazywali wyzsze stezenia kinazy kreatyninowej, co moze
swiadczy¢ o wyzszym stopniu uszkodzenia mig$ni (Yamin i wsp. 2008). Ortlepp 1 wsp.
(2003) jako jedni z pierwszych przeprowadzili badanie wsrod 1929 pilotow
rekrutowanych w Niemieckim Instytucie Medycyny Lotniczej Sit Powietrznych, dzielac
ich na grupe palaczy oraz oso6b nie palacych. Wykazano, ze osoby palace, bedace
nosicielami allelu C wykazywali obnizong sprawnos$¢ fizyczng oraz podwyzszone
stezenia leukocytow oraz monocytow (Ortlepp i wsp. 2003). Dostepna literatura
wskazuje, iz polimorfizm -174 G>C jest réwniez badany pod katem predykcyjnym
w obrgbie  réznych  jednostek chorobowych m.in. cukrzycy, osteoporozie
(Papaoikonomou i wsp. 2014; Leon-Sudrez 1 wsp. 2018). Majac na uwadze powyzsze
badania, zasadnym byto przeprowadzenie zaprezentowanych analiz wplywu
polimorfizmu -174 G>C na odpowiedz potreningowa, badz tez jego potencjalny potencjat
predykcyjny w kierunku otytosci i chordb z nig wspotistniejacych.

W niniejszej pracy badawcze] wykazano istotny statystycznie wptyw genotypu
na warto$ci stezen glukozy (p=0,034). Homozygoty CC notowaly najnizsze stezenia
glukozy, heterozygoty CG warto$ci posrednie, za§ homozygoty GG najwyzsze.
Wspomniana wcze$niej analiza indywidualnych wynikéw uczestniczek badania

wykazata, ze 3 wuczestniczki posiadaly podwyzszone stezenia glukozy przed
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rozpoczeciem treningu. Dwie z nich posiadaty genotyp GG, za$ jedna genotyp GC.
Ponadto stezenia glukozy u nosicielek genotypu CC utrzymywaty si¢ w granicach od 59
do 90 mg/dl. Prawidtowe stezenie glukozy we krwi na czczo wynosi 70-99 mg/dl.
Zarowno jej zbyt niski poziom (hipoglikemia), jak 1 zbyt wysoki (hiperglikemia) moga
objawia¢ si¢ negatywnymi objawami, prowadzacymi czgsto do bardzo powaznych
konsekwencji zdrowotnych. Dlugo utrzymujace si¢ zaburzenia poziomu glukozy
prowadza do cukrzycy typu II, ktora nieleczona badz leczona nieskutecznie wplywa
negatywnie na inne narzady organizmu ludzkiego, w tym narzad wzroku, uktad sercowo
naczyniowy, uktad krzepnigcia. Do najsilniejszych czynnikow ryzyka cukrzycy typu 11
zalicza si¢ otylo$¢ oraz brak aktywnosci fizycznej (Fletcher i wsp. 2002). Wyniki
otrzymane w ramach niniejszej dysertacji sg zbiezne z wynikami meta-analizy Huth
1 wsp. (2009), wyjasniajacej zwigzek migdzy polimorfizmem -174 G>C a stezeniem
glukozy we krwi, poziomem IL-6 oraz BMI. Analiza byta przeprowadzona na dostgpnych
badaniach IL-6 w kontek$cie cukrzycy typu II w populacji kaukaskiej, w ktorych byto
badane BMI. Powyzsze kryteria spetnito 17 badan, w ktérych tacznie uczestniczyto
25 635 o0sob. Wykazano istnienie zwigzku miedzy wystepowaniem allelu C polimorfizmu
-174 G>C a obserwowanymi nizszymi st¢zeniami glukozy na czczo. Meta-analiza zostata
przeprowadzona, poniewaz obserwowano sprzeczne wyniki, co do zwigzku
polimorfizmu -175 G>C a st¢zeniem glukozy. W ramach przeprowadzonej analizy Huth
1 wsp. (2009) zauwazyli, ze wickszo$¢ badan wykazata obnizenie poziomu glukozy na
czczo, cho¢ obserwacje te nie osiggaly progu istotno$ci statystycznej. Dopiero po
zsumowaniu otrzymanych wynikow czastkowych wykazano istotny statystycznie
zwigzek pomiedzy wystepowaniem allelu C a nizszym $rednim stezeniem glukozy na
czczo, co rowniez potwierdzity niniejsze badania.

Analiza wptywu genotypu na parametry antropometryczne oraz biochemiczne
w ramach niniejszej pracy dla polimorfizmu -174 G>C nie wykazata innych istotnie
statystycznie zaleznos$ci. Warto przytoczy¢ w tym miejscu badanie Pereira i wsp. (2012),
ktore w swym zalozeniu bylo najbardziej zblizone do badania wlasnego ze wzgledu na
zastosowanie u 451 badanych kobiet treningu fizycznego. Uczestniczki badania zostaly
podzielone na dwie grupy treningowe: grupe wykonujaca trening wzmacniajacy oraz
grupe wykonujaca trening aerobowy. Obie grupy trenowaly przez 10 tygodni, 3 razy
w tygodniu. Po zakonczeniu fazy treningowej zbadano BMI, mase ciala, wzrost kazdej
z uczestniczek oraz odpowiedz potreningowg na podstawie przeprowadzonych testow

fizycznych m.in. testu szybkosci chodu na 10 m czy testu TUG (ang. time up and go).
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Przeprowadzone badanie nie wykazato wptywu pojedynczego polimorfizmu -174 G>C
na zmian¢ mierzonych parametrow tj. BMI, mas¢ ciata, wzrost, stezenie 1L-6, co jest
rowniez zgodne z obserwacjami otrzymanymi w ramach badania wlasnego. Pereira i wsp.
(2012) zbadali réwniez polimorfizmy TNF-o (rs1800629) oraz IL10 (rs1800896), dla
ktorych pojedynczo réwniez nie zaobserwowano istotnych statystycznie zwigzkow
z badanymi parametrami. Natomiast niezwykle istotna okazata si¢ analiza interakcji
miedzygenowych. Uczestniczki badania bedace nosicielami genotypu GG dla TNF-a, CC
badz CG dla IL6 oraz GG dla IL10 wykazywaty lepsze wyniki potreningowe w tescie
fizycznym TUG niz nosicielki pozostatych genotypow (p=0,001) (Pereira i wsp. 2013).
Przytoczone badanie pokazuje konieczno$¢ kontynuowania badan nad pojedynczymi
polimorfizmami, ale rowniez ich analiz¢ w konteks$cie interakcji migdzygenowych, ktore
niewatpliwie istnieja 1 moga przyczynia¢ si¢ do modyfikacji cech fenotypowych, co
zostato rowniez wykazane w niniejszym badaniu i opisane w dalszej cz¢sci rozdziatu.
Majac na uwadze wspomniane wyzej rozbiezno$ci obserwowane w zakresie
profilu lipidowego na zastosowany trening, zasadnym wydaje si¢ poglebienie wiedzy na
temat wptywu polimorfizmow genu /L6 na obserwowane stezenia lipoprotein we krwi
cztowieka. Fizjologicznie IL-6 moze hamowac lipazg lipoproteinowg tkanki ttuszczowej
1 stymulowa¢ zwigkszong lipolize, co moze prowadzi¢ do zwigkszenia stezen TG, LDL
oraz zmniejszenia stezen HDL. Zasadnym jest wigc badanie wplywu polimorfizmow
w obrebie genu /L6 na profil lipidowy. Otrzymane wyniki dotyczace braku zwigzku
z genotypu w obrebie polimorfizmu -174 G>C z parametrami lipidowymi w ramach
badania wlasnego sg po czesci sprzeczne z obserwacjami otrzymanymi przez Halverstadt
1wsp. (2002), ktorzy wykazali jego wplyw na poziom HDL. Zaobserwowano, ze
homozygoty CC wykazujg wyzsze przyrosty stezen HDL na skutek treningu niz pozostate
genotypy. Co wiecej, wzrost stezen dla genotypu CC byt 7-krotnie wyzszy w porownaniu
ze wzrostami st¢zen obserwowanymi dla genotypu GG oraz 2-krotnie wyzszy niz dla
genotypu GC. W badaniu udziat brato 65 ochotnikoéw obu ptci w wieku od 50 do 75 lat,
ktorzy uczestniczyli w treningu aerobowym przez 24 tygodnie (Halverstadt i wsp. 2005).
Podobne wyniki, cho¢ w kontekscie polimorfizmu -572G>C (rs1800796) uzyskali Barati
1wsp. (2019), w badaniu na grupie 182 pacjentow z BMI >30, podzielonej na dwie
podgrupy ze wzgledu na wystepowanie, badz nie, zespolu metabolicznego. Badanie
wykazato zwigzek miedzy obecnoscig polimorfizmu -572 G>C a BMI (p=0,031),
stezeniem HDL (p=0,01) oraz stezeniem LDL (p=0,037). Nie wykazano jednak

znaczacego zwigzku migdzy wystgpowaniem tego polimorfizmu a ryzykiem wystapienia
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zespotu metabolicznego wg klasyfikacji Miedzynarodowej Federacji Diabetologiczne;j
(Barati i wsp. 2019).

Brak podobnych obserwacji w badaniu wlasnym moze wynika¢ ze znacznych
roznic w grupie badanej, co do jej liczebnosci, pici oraz wieku. W tym konteks$cie
niezwykle ciekawe jest badanie Henningsson i wsp. (2006), w ktorym ple¢ okazata si¢
czynnikiem determinujacym obserwowane badz nie zaleznosci. Grupe badang stanowity
tam 252 kobiety w wieku Srednio 42 lat oraz 245 me¢zczyzn w wieku $rednio 51 lat,
ktorych material biologiczny zostat poddany genotypowaniu oraz zbadano parametry
biochemiczne. Jedynie dla kobiet zaobserwowano istotny statystycznie zwigzek migdzy
poszczegoblnymi genotypami polimorfizmu -174 G>C a stg¢zeniem ogdlnym cholesterolu
oraz LDL. W przypadku mezczyzn nie odnotowano zadnej znaczacej zalezno$ci w tym
zakresie. Nosicielki genotypu CC wykazywaly nizsze poziomy stgzen TC oraz LDL
(p<0,001) (Henningsson i wsp. 2006). Badanie to pokazuje jak inne czynniki moga
interferowaé z czynnikami genetycznymi, niekiedy zupelnie zmieniajagc obserwowane
fenotypy. Potwierdza to niejako, cho¢ w odniesieniu do innych parametréw, badanie
wczesniejsze wykonane przez Roth 1 wsp. (2003), wykazujace jedynie u mezczyzn
zwigzek miedzy wystgpowaniem polimorfizmu -174 G>C a FFM. Megzczyzni bedacy
nosicielami genotypu CC odznaczali si¢ znaczaco nizszym FFM niz ci posiadajacy
genotyp GG (p=0,020). Niezwykle istotna w konteks$cie interpretacji wynikéw badania
bedacego przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej jest obserwacja poczyniona przez
Roth i wsp. (2003), moéwigca o braku widocznych zaleznos$ci migdzy genotypami
w obrebie polimorfizmu -174 G>C a masg ciata, BMI czy FFM przy poddaniu analizie
catej grupy badanej (kobiet i m¢zczyzn) (Roth i wsp. 2003). W badaniu wtasnym réwniez

nie obserwowano zalezno$ci miedzy FFM czy FM a badanymi polimorfizmami /6.

5.2.3 Korelacja miedzy efektami potreningowymi a genotypami IL6
rs1800797 oraz rs1800796

Niezwykle rzadko opisywanym polimorfizmem w literaturze jest rowniez zmiana
pojedynczego nukleotydu A na G w pozycji 597 promotora genu kodujacego IL6
(rs1800797). W niniejszym badaniu wilasnym zbadano jego wplyw na parametry
antropometryczne oraz biochemiczne, jak roéwniez na odpowiedz potreningows.
Uzyskane wyniki wykazaly istotny statystycznie zwigzek miedzy czgstoscig geotypow

rs1800797 w genie IL6 a potreningowa odpowiedzig w zakresie zmian wskaznika BMI
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(p=0,039). Najwickszy spadek w obrebie BMI odnotowano dla genotypu AG, natomiast
dla genotypow AA wartos¢ BMI pozostawala niezmieniona na skutek zastosowanego
treningu. Wystepowanie u kobiet genotypu AG moze predysponowac je do lepszej
odpowiedzi potreningowej w zakresie spadku BMI. Co ciekawe, nie odnotowano
znaczacego statystycznie izolowanego wplywu genotypéw w obrebie polimorfizmu -597
A>G genu /L6 na warto§¢ BMI u badanych uczestniczek (p=0,397). W ramach badania
wlasnego poszukiwano réwniez istotnych statystycznie zmian innych parametrow
antropometrycznych (masa ciata, FM, TBW) oraz biochemicznych (TC, LDL, HDL, TG,
stezenie glukozy) w odpowiedzi na 12-tygodniowy program treningowy. Analiza
statystyczna otrzymanych wynikow nie wykazata Zadnych istotnych zaleznosci migdzy
genotypem w obrebie polimorfizmu -572 G>C a wymienionymi wyzej parametrami.
Analiza rownoczesnego wplywu przeprowadzonego treningu oraz genotypu rOwniez nie
wykazala istotnych statystycznie korelacji z wyzej wymienionymi parametrami.
W dostepnym pismiennictwie nie istnieja zbiezne w zatozeniach analizy, ktore mogltyby
by¢ odniesieniem do niniejszego badania wiasnego. Przeprowadzony przeglad
literaturowy nie wykazat podobnych publikacji dotyczacych wptywu polimorfizmu -597
A>G genu /L6 na odpowiedz potreningowa, co czyni niniejsze wyniki pionierskimi i nie
ma mozliwo$ci ich jednoznacznego poréwnania z innymi danymi literaturowymi.
Jednoczesnie wyniki dotyczace braku wplywu genotypu na BMI sg zbiezne z tymi
otrzymanymi przez Slattery 1 wsp. (2008). Celem powyzszego badania bylo zbadanie,
czy zwigzek wystgpowania otytosci i nowotworu piersi jest modyfikowany przez
wystepowanie okreslonych genotypow w obrebie genu kodujacego IL6 -597A>G
(rs1800797), -572G>C (rs1800796), -174G>C (rs1800795), IVS2G>A (rs2069832)
iekson 5 C>T (rs2069849). Grupe badang stanowilo 1176 kobiet pochodzenia
kaukaskiego oraz 576 kobiet pochodzenia latynoamerykanskiego chorujacych na raka
piersi, za$ grupg¢ kontrolng 1330 kobiet pochodzenia kaukaskiego oraz 727 kobiet
pochodzenia latynoamerykanskiego. Dla Zadnego z badanych polimorfizméw nie
stwierdzono zwigzku z BMI os6b badanych (Slattery i wsp. 2008). Podobne obserwacje
wykazali Boeta-Lopez 1 wsp. (2018) w badaniu przeprowadzonym wsréd 473
uczestnikow badania w wieku 17+8 lat z Teksasu, ktorego celem bylo wykazanie
ewentualnej zaleznos$ci pomig¢dzy wystgpowaniem polimorfizmow genu /L6 (rs1800796
oraz rs1800797) a predyspozycja do wystgpienia otylosci 1 zespolu metabolicznego. Nie
wykazano zadnych zalezno$ci migdzy wystepowaniem polimorfizmu -597 A>G

a oznaczonymi poziomami BMI, masg ciata, WHR, ci$nieniem krwi, TC, TG, stezeniem
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glukozy, enzymow watrobowych oraz biatka C-reaktywnego (ang. C-reactive protein,
CRP). W przypadku polimorfizmu rs 1800796 zaobserwowano znaczaco wyzsze wartosci
WHR, CRP oraz nizsze st¢zenia IL-6 (Boeta-Lopez i wsp. 2018). Otrzymane wyniki
badania wlasnego moga postuzy¢ zatem jako pierwsze doniesienie o wplywie
polimorfizmu -572 G>C na odpowiedz potreningowa w zakresie zmian BMI u badanych
kobiet. Jednakze, do wynikow tych nalezy podchodzi¢ z ostrozno$cig bowiem w celu
zweryfikowania tych obserwacji konieczne sg kolejne badania na wickszej liczbie
ochotnikow.

Badania pojedynczych polimorfizméw sa w chwili obecnej standardowym
kierunkiem poszukiwania podstaw genetycznych pewnych tendencji, cech danego
organizmu czy przyczyn choroby. Nalezy jednak mie¢ na uwadze fakt, iz rzadko jeden
punkt polimorficzny jest w petni odpowiedzialny za dane schorzenie badz wystapienie
cech fenotypowych. Stad, cho¢ analiza indywidualna jest cennym narzedziem
poznawczym 1 moze udzieli¢ odpowiedzi na wiele pytan badawczych, to dopiero analiza
wielu markerow genetycznych jednoczesnie moze rzuci¢ nowe §wiatto na wczesniej juz
znane zaleznos$ci, badz dostarczy¢ nowych informacji. Haplotyp, czyli zestaw SNPs
potozonych na jednej chromatydzie, jest dziedziczony od jednego z rodzicow. Dla
chromatyd, na ktérych markery genetyczne si¢ znajduja sa polozone w swoim $cistym
sasiedztwie, czesto istnieje zalezno$¢ statystyczna, zwana nierOwnowaga sprzezen.
Jednym z zasadniczych aspektéw analizy haplotypow jest identyfikacja wzorcow LD
w roznych regionach i populacjach. W ten sposdéb mozliwe jest potwierdzenie badz
wykluczenie nielosowego powigzania alleli w populacji ogdlnej. Glownym i pierwotnym
celem prowadzenia analizy haplotypdéw byta che¢ poznania linii ewolucyjnej wybranych
gatunkoéw, w tym cztowieka. Obecnie wiadomo, iz analiza haplotypdéw moze dostarczy¢
unikatowych informacji na temat obserwowanych cech fenotypowych, a takze zaleznosci

w obrebie genow (Zhao 1 wsp. 2003).

5.2.4 Analiza haplotypow /L6 na obserwowana odpowiedZ potreningowa

W niniejszym badaniu wykonano réwniez analiz¢ haplotypow dla polimorfizmow
odcinka promotorowego genu /L6 (rs1800795, rs1800796 oraz rs1800797). Analiza
czestosci haplotypow w powyzszych punktach polimorficznych sugerowata silny
zwigzek migdzy miejscami polimorficznymi /L6 rs1800795 oraz rs1800797. Zaleznos¢

ta zostala potwierdzona dla populacji ogdlnej przy zastosowaniu wzorca rownowagi
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sprzezen dla 1000 genoméw populacji zachodniej Europy. Co wigcej nie wykazano
istotnych statystycznie zalezno$ci migdzy najczgsciej wystepujacymi haplotypami GGG,
CGA, GCG a odpowiedzig potreningowg wsrdd uczestniczek. Zaobserwowano natomiast
zwigzek miedzy rzadko wystepujacymi haplotypami (GGA, CGG, CCG) a masg ciata
(p=0,002), BMI (p<0,0001), %FM (p=0,017), FM (p<0,0001), FFM (p<0,0001), TC
(p<0,0001), stezeniem TG (p<0,0001), stezeniem HDL (p<0,0001), stezeniem LDL
(p<0,0001) 1 stezeniem glukozy (p<0,0001). Jednak szacowanie indywidualnych efektow
haplotypoéw nie bylo mozliwe. Konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan w celu
zaobserwowania powyzszych zaleznosci. Slattery i wsp. (2008) przeprowadzili analizg
haplotypow dla polimorfizméw rs1800797, rs1800796, rs1800795, rs2069832
11s2069849. Badania wptywu pojedynczego polimorfizmu na BMI nie wykazaly
istotnych statystycznie rdéznic miedzy poszczegdlnymi genotypami, jednak analiza
haplotypow wykazata nizsze wartosci srednie BMI wsréd badanych kobiet pochodzenia
kaukaskiego, u ktéorych wystepowal haplotyp GGCAC (w kolejnosci: rs1800797,
rs1800796, rs1800795, rs2069832 1 rs2069849; p=0,02). Haplotyp ten byt zdecydowanie
rzadziej obserwowany w latynoamerykanskiej grupie kontrolnej (19%) niz wsrod kobiet
pochodzenia kaukaskiego (43%). Wyniki badania wtasnego wskazuja na dalszy kierunek
badan 1 potwierdzaja istnienie zwigzku pomigdzy badanymi polimorfizmami
a parametrami odpowiedzi potreningowej. W dostepne;j literaturze nie sg dost¢pne inne
wyniki analizy haplotypoéw na odpowiedz potreningowa, stad niniejsze badanie moze

wskazywac kierunek dalszego rozwoju badan naukowych.

5.2.5 Analiza interakcji miedzygenowych

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej przeprowadzono réwniez analize¢
interakcji miedzygenowych. Jak wspomniano we wstepie, interleukiny naleza do cytokin
wykazujacych dziatanie plejotropowe, tzn. moga wpltywac na wiele r6znych komorek jak
1 na inne cytokiny. Powszechnie przyjete jest, ze interakcja miedzy genami jest
kluczowym aspektem architektury genetycznej ztozonych wieloprzyczynowych
fenotypow. Obecnos¢ takich zaleznosci thumaczy wystepowanie fenotypow, ktore nie sa
jedynie efektem aktywnosci allelu dominujagcego badz recesywnego. Interakcja
miedzygenowa sprawia, ze aktywno$¢ jednego genu moze by¢ ostabiona, badz

wzmocniona za sprawg obecnosci innego genu (Phillips 2008).
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Niniejsze badanie wykazato, iz wspotwystepowanie polimorfizméw genu /L1714
rs1800587 oraz IL6 rs1800795 wykazuje istotny statystycznie wptyw na FM oraz %FM
(odpowiednio p=0,040; p=0,045) u uczestniczek bedacych nosicielkami genotypu TC-
GG (rs1800587, rs1800795). Analogiczng interakcje zaobserwowano dla polimorfizmu
genu IL1A rs1800587 oraz IL6 rs1800796, co przekladalo si¢ na istotne zmiany %FM
(p=0,045) u nosicielek genotypu TC-GG. Spadek w %FM i FM w okresie treningu byt
zwykle wyzszy u nosicieli genotypu heterogenetycznego (TC) dla wariantu IL1A4
1 homozygotycznego (GG) IL6. Wykazano réwniez, iz wspotwystepowanie wariantow
IL1A4 1s1800587 oraz IL6 rs1800795 wiazato si¢ ze znaczaca zmiang stezenia TG
w modelu homozygotyczno-heterozygotycznym (p=>5,47e-06). Nosicielstwo zestawu
genotypow TC-GG zarowno w obrebie genow IL1A rs1800587 1 IL6 rs1800795 oraz IL 1A
rs1800587 1 IL6 rs1800796 moze by¢ uznane za korzystny, a jego nosicielki moga tatwiej
uzyska¢ oczekiwane efekty potreningowe w zakresie zmian skladu ciala. Kobiety,
u ktorych wspotistniaty warianty IL1A4 rs1800587 oraz IL6 rs1800795 w modelu
homozygotyczno-heterozygotycznym (genotyp CC-CG) mialy istotnie wigkszy wzrost
TG w okresie treningu (p=6,017e-05). Taki zestaw genotypéw (CC-CG) moze zostaé
uznany za niekorzystny, a jego nosicielki moga by¢ obcigzone czynnikiem ryzyka
rozwini¢cia niekorzystnych zmian potreningowych w obrgbie parametréw lipidogramu.
Przeprowadzony w ramach niniejszej pracy przeglad literaturowy nie wykazat badania
opisujacego zaleznosci miedzygenowych na odpowiedz potreningows, stad otrzymane

wyniki mozna uzna¢ za nowatorskie i wymagajace weryfikacji w dalszych badaniach.

5.3 Ograniczenia oraz zalety przeprowadzonego badania wraz z predykcja

wykorzystania badan w praktyce

Wszystkie opisane wyniki obejmujgce jednoczesny wplyw programu
treningowego 1 izolowanych genotypéw w badanych punktach polimorficznych nalezy
interpretowa¢ majac na uwadze takze ograniczenia niniejszego badania. Pierwszym
z nich jest stosunkowo mato liczna grupa badana. Mata liczebnos¢ przektada si¢ znaczaco
na mniejsza liczebno$§¢ w obrgbie konkretnego genotypu, co moze powodowaé brak
mozliwosci wykazania istotno$ci statystycznej pewnych zmian adaptacyjnych
w odpowiedzi na trening. Niestety rozbudowanie grupy badanej nie bylo mozliwe ze
wzgledu na restrykcyjne kryteria wlaczenia i wylaczenia do badania. Specyfika badania

genetycznego wymaga uzyskania grupy badanej jak najbardziej jednolitej pod wzglgdem
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wystepujacych cech srodowiskowych, ktore mogtyby wptywac na obserwowany fenotyp.
Osoby badane musiaty zadeklarowaé, iz przez ostatnie 6 miesigcy nie podejmowaty
aktywnosci fizycznej oraz przez co najmniej 6 miesiecy przed badaniem nie przyjmowaty
zadnych lekow badz suplementow diety. Kryterium wykluczajagcym byta takze obecnos¢
chorob uktadu sercowo-naczyniowego badz pozytywny wywiad w kierunku zespotu
metabolicznego. Wszystkie osoby zadeklarowaty abstynencj¢ nikotynowa. Powyzsze
kryteria zapewnity bardzo ujednolicong grupe badang, stwarzajac idealne tto do badania
genetycznego, ale z calg pewnoscig wptynely na niska liczebno$¢. Nie bez znaczenia
moze réwniez okaza¢ si¢ dlugos$¢ trwania okresu treningowego. Mozliwe jest, ze 12
tygodniowy trening byt niewystarczajacym okresem do zaobserwowania znaczacych
zmian w badanej grupie. Z drugiej strony, znaczne wydluzenie okresu treningowego
wigzalo si¢ z licznymi trudno$ciami organizacyjnymi przy przeprowadzeniu tak
dlugotrwatego programu treningowego oraz precyzyjng kontrolg ¢wiczen w tak duzej
grupie. Przyjeta liczebnos$¢ grupy byla maksymalng mozliwg do przeprowadzenia tego
badania eksperymentalnego w dysponowanych warunkach. Niewatpliwym wyzwaniem
jest rowniez utrzymanie stalej diety przez okres blisko 3 miesi¢cy. Kazda z uczestniczek
badania zostata poinstruowana co do koniecznosci utrzymania jednolitej diety, zostal
takze przygotowany indywidualny program dietetyczny, bazujac na zebranym
wywiadzie, jednak nie istniala mozliwo$¢ skutecznej kontroli dietetycznej u osob
badanych. Kolejnym aspektem, ktory mogt wplyngé negatywnie na uzyskane wyniki
wplywu badanych czynnikow genetycznych na odpowiedz potreningowg byt brak
mozliwo$ci  ujednolicenia  czasu  wolnego  uczestniczek  badania.  Celem
zminimalizowania zmienno$ci w tym wzgledzie uczestniczki zostaly zapoznane z celami
badania i oczekiwaniami. Niewatpliwym ograniczeniem badania byt rowniez fakt, iz do
badania nie zgtosili si¢ me¢zczyzni, przez co nie jest mozliwe wykazanie ewentualnych
réznic migdzy kobietami a me¢zczyznami. Jak wskazuje literatura fachowa pte¢ moze
mie¢ tutaj znaczacy wplyw na uzyskane obserwacje. Analiza statystyczna danych
uzyskanych przez Mendoza-Carrera 1 wsp. (2019) wykazata istotng statystycznie
zalezno$¢ miedzy wystepowaniem haplotypu TT (rs17561, rs1800587) a wystepowaniem
podwyzszonych wartosci BMI (p<0,008) jedynie u mezczyzn, przy czym nie
zaobserwowano takiej zaleznosci u kobiet (Mendoza-Carrera i wsp. 2019).

Kolejnym parametrem mogacym znacznie wplyngé na otrzymane wyniki jest
wiek uczestnikow badan. Z niniejszego badania wykluczane byly wszystkie osoby

ponizej 19 oraz powyzej 24 roku zycia, celem wyeliminowania zmienno$ci zwigzane;j
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z wiekiem. W badaniu wlasnym grupa badana to kobiety w wieku $rednio 21 lat, za$
w badaniach przytoczonych w niniejszej dysertacji srednie wieku sg znacznie wyzsze, co
moze mie¢ wplyw nie tylko na wyjSciowe parametry, ale rowniez odpowiedz
potreningowa. Wptyw wieku na obserwowane zaleznosci wykazali Chiappelli 1 wsp.
(2005) w przeprowadzonym badaniu w 200-osobowej grupie 0sob, ktoérzy doswiadczyli
zawalu mieénia sercowego oraz 257-osobowej grupie os6b zdrowych (Chiappelli i wsp.
2005). Innym ograniczeniem badania wykonanego w ramach tej pracy doktorskiej jest
fakt, iz bralty w nim udzial wytacznie osoby z prawidtowa masg ciata. Poszerzenie grupy
badanej o osoby z nadwagg oraz otyle z catg pewnoscig ukazatoby niedostrzezone dotad
zalezno$ci, a przeprowadzona analiza miataby wigksza warto$¢ poznawcza. Co wigcej
znajomos$¢ poziomu stezen IL-6 oraz IL-1a umozliwitoby dalsze wnioskowanie na temat
uzyskanych wynikéw zmiennosci genetycznej. Poznanie tych parametrow przed oraz po
zastosowanym programie treningowym mogtoby wskazaé, czy aktywnos$¢ fizyczna
spowodowata znaczace zmiany stezen badanych parametrow oraz czy badane
polimorfizmy z nimi koreluja.

Ogromng zaletg niniejszego badania byto osiggnigcie jednolitej grupy badanej. Co
wigcej, wybrane polimorfizmy, jak i1 zalozenia badania tj. badanie odpowiedzi
potreningowej u oséb zdrowych, lecz nie bedacych wytrenowanymi sportowcami,
sprawia, ze wyniki uzyskane w ramach niniejszego badania majg charakter unikatowy
1 pionierski. Majac na uwadze, ze przeprowadzone badania odnosza si¢ do cech
ilo§ciowych determinowanych wielogenowo (tj. masa ciata, wskazniki biochemiczne)
wnioskowanie na podstawie zmiennosci pojedynczych polimorfizmow jest obarczone
ryzykiem nadinterpretacji. Z tego powodu wykonano dodatkowe poglebione analizy tj.:
analiz¢ haplotypdéw oraz analiz¢ interakcji migdzygenowych, co stanowi istotny walor
badawczy niniejszego badania.

Uzyskane wyniki niewatpliwie sg obiecujace i wskazujg kierunek dalszych badan.
Potwierdzaja znaczenie badan genetycznych we wspotczesnych naukach o kulturze
fizycznej. Oczywiscie konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan w szerszej grupie
badanej, w ktérej wyzej wymienione czynniki ograniczajace zostang wyeliminowane
badz ich wptyw zostanie ograniczony. Majac na wzgledzie ogromng warto$¢ poznawcza
badan genetycznych oraz uzyskane wyniki, nalezy w przysztosci rozszerzy¢ rowniez
zakres badanych zaleznosci genetycznych o polimorfizmy genow kodujacych takie

czasteczki jak np. TNF-a, IL-10, IL-1.
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Poznanie uwarunkowan genetycznych procesdw zachodzacych w organizmie
czlowieka moze umozliwi¢ w przysztosci projektowanie indywidualnych programow
treningowych prozdrowotnych oraz sportowych. Pozyskana wiedza moze réwniez
pozwoli¢ na wczesne ukierunkowanie osoby zainteresowanej sportem do uprawiania
dyscyplin sportowych, do ktorych jest ona predysponowana. Co wigcej, mozliwe bedzie
takze trafne przewidywanie rezultatow treningu. Takie podej$cie do aktywnosci fizycznej
moze nie tylko wpltynag¢é na wicksza efektywnos$¢ treningu, ale réwniez jego
bezpieczenstwo. Mozliwe stanie si¢ bowiem okre§lenie indywidualnych wartosci
progowych dla konkretnych przecigzen organizmu badz predykcja ryzyka wystgpienia
jednostek chorobowych zwigzanych z uprawianiem sportu. Wiedza o podlozu
genetycznym zmian adaptacyjnych obserwowanych w odpowiedzi na realizowany
trening prozdrowotny moze by¢ rowniez wykorzystywana m.in. do prognozowania zmian
masy ciala i tkanki thuszczowej oraz wskaznikéw biochemicznych tj. poziomu glukozy
1 profilu lipidéw jakie beda zachodzi¢ w organizmie pod wptywem regularnego wysitku
fizycznego. W przysztosci moze stworzy¢ warunki do zindywidualizowania oraz
zwigkszenia efektywnosci prozdrowotnych programow treningowych, poprzez
planowanie ich w oparciu o genotyp danej osoby, co moze skutkowa¢ chociazby
efektywna i bezpieczng utratg wagi. RoOwnie istotnym aspektem praktycznym, zwtaszcza
w kontekscie zdrowia publicznego w obliczu epidemii choréb metabolicznych, jest
mozliwos¢ oceny osobistej predyspozycji do otytosci oraz innych schorzen na tle
metabolicznym i co za tym idzie, podj¢cie wezesnych dziatan prewencyjnych, co wydaje

si¢ by¢ niezwykle istotng kwestia.
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6. WNIOSKI

Majac na uwadze zakladane cele i hipotezy niniejszego badania oraz uzyskane

wyniki badan sformutowano nast¢pujace wnioski:

1.

Genotyp CC dla polimorfizmu rs1800587 genu /L/A moze by¢ uznany za
niekorzystny, a jego obecno$¢ moze by¢ powigzana ze spadkiem TBW
w odpowiedzi na zastosowany trening. Moze to stac si¢ przyczyng szybszej utraty
wody u posiadajacych go kobiet, co moze prowadzi¢ do zaburzen homeostazy
ustrojowe;j.

Wystepowanie u kobiet genotypow GG oraz GA w obrgbie polimorfizmu /L6
rs1800797 moze predysponowa¢ je do lepszej odpowiedzi potreningowej
w zakresie spadku BMI. Natomiast homozygoty AA muszg zachowywac¢ bardziej
restrykcyjne warunki dietetyczne 1 poddawaé si¢ bardziej intensywnemu
wysitkowi fizycznemu w poréwnaniu z nosicielkami allelu G, aby uzyskaé

podobne efekty potreningowe.

. Allel rs1800795 G genu IL6 moze by¢ odpowiedzialny za wyksztalcenie

niepozadanych efektéw w zakresie metabolizmu weglowodanéw u jego
nosicielek. Z tego wzgledu polimorfizm ten moze shuzy¢ jako marker genetyczny
umozliwiajacy okreslenie predyspozycji do rozwoju hiperglikemii.

W przeprowadzonym badaniu nie wykazano, iz polimorfizmy gendéw ILI1A4
(rs1800587) oraz IL6 (rs1800796, rs1800797) moga peli¢ role markera
genetycznego do okreslania predyspozycji do otylosci badz innych
niekorzystnych zmian metabolicznych zwigzanych ze wzrostem masy ciala w
badanej populacji. Konieczne sg dalsze, poszerzone badania w celu potwierdzenia
tych obserwacji.

Wplyw na potreningowa odpowiedz adaptacyjng organizmu czlowieka
w zakresie zmian masy 1 skladu ciata oraz glikemii i poziomu wskaznikéw
lipidogramu moze nie by¢ widoczny przy rozpatrywaniu pojedynczych punktow
polimorficznych. Dopiero jednoczesna analiza wielu markerow genetycznych
moze dostarczy¢ nowych unikatowych informacji na temat obserwowanych cech
fenotypowych.

Wykazano wptyw rzadko wystepujacych haplotypéw IL6 - GGA, CGG, CCG
(rs18000795, 1s1800796 oraz 1s1800797, odpowiednio) na odpowiedz

potreningowg uczestniczek badania w zakresie parametrow antropometrycznych
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oraz biochemicznych. Jednak ze wzgledu na fakt, Zze nie bylo mozliwe
oszacowanie indywidualnych efektow tych haplotypow uzyskane wyniki
wskazujg dalszy kierunek badan, by oceni¢ izolowany wptyw powyzszych
haplotypoéw na potreningowg reakcje adaptacyjng organizmu cztowieka.

7. Nosicielstwo genotypow TC-GG zaréwno w obrebie gendw IL1A4 rs1800587 1 IL6
rs1800795 oraz IL1A4 rs1800587 1 IL6 rs1800796 moze by¢ zwigzane z wigkszym
spadkiem %FM 1 FM w odpowiedzi na zastosowany trening fizyczny. Taki zestaw
genotypOdw moze by¢ uznany za korzystny, a jego nosicielki moga tatwiej uzyskac
oczekiwane efekty potreningowe w zakresie zmian skladu ciata.

8. Zestaw genotypow CC-CG obserwowany dla wariantu /.14 rs1800587 oraz IL6
rs1800795 moze zosta¢ uznany za niekorzystny, a jego nosicielki mogg byc¢
obcigzone czynnikiem ryzyka rozwinigcia niekorzystnych zmian potreningowych

w obrebie parametrow lipidogramu (TG).

Przeprowadzone badanie wykazato istotny wptyw dwoch pojedynczych SNPs
(rs1800587, rs1800797) na obserwowane cechy fenotypowe (TBW, BMI). Jednoczes$nie
przeprowadzona analiza haplotypdéw oraz interakcji miedzygenowych dowiodta, iz jest
to cenne narzedzie poznawcze w zakresie obserwacji odpowiedzi potreningowej. Analizy
pojedynczych SNPs nie pozwalajg na uzyskanie pelnej informacji w tym zakresie.
Uzyskane wyniki sa nowatorskie i wyznaczaja kierunek dalszego rozwoju badan

genetycznych w tym obszarze.
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7. STRESZCZENIE

Systematyczna aktywno$¢ fizyczna, podejmowana zgodnie ze stanem
czynnosciowym organizmu, wywiera pozytywny wptyw na szereg zmian adaptacyjnych
w ludzkim organizmie, poczawszy od obnizenia masy ciata, poprzez redukcje masy
tkanki thuszczowej, wzrost masy miesni, poprawe tolerancji glukozy i profilu lipidéw,
usprawnienie pracy ukladu krazenia, a konczac na poprawie ogdlnego samopoczucia
i zdrowia psychicznego. Konsekwentnie, niewystarczajacy poziom wysitku fizycznego
jest jedng z przyczyn otytosci, ktdrg mozna postrzegac nie tylko jako problem estetyczny,
ale rowniez jako schorzenie zwigzane z ogolnoustrojowym stanem zapalnym
o charakterze przewlektym. Liczne badania opisujace zmiany adaptacyjne zachodzace w
odpowiedzi na zastosowany trening fizyczny wykazaly znaczace roznice
miedzyosobnicze, co moze sugerowac istnienie pewnych zmiennych genetycznych,
bedacych ich przyczyna.

Kluczowymi cytokinami stanu zapalnego sg IL-1 i IL-6. Odgrywaja one szereg
16l fizjologicznych w organizmie m.in. reguluja metabolizm lipidéw 1 weglowodanow
oraz wplywajag na poziom leptyny. Interleukiny te powigzano licznymi cechami
zwigzanymi z otytos$cia, jak réwniez obserwowano wptyw wysitku fizycznego na ich
stezenia. W zwigzku z tym, gtéwnym celem badan bylo okreslenie wptywu wybranych
polimorfizméw (rs1800587 zlokalizowany w genie ILIA oraz rs1800795, rs1800796
1151800797 zlokalizowane w genie /L6) na zmiany masy i sktadu ciata oraz wybranych
wskaznikow biochemicznych wywotanych 12-tygodniowym programem treningowym.
Dodatkowym celem badan byto ustalenie przydatnosci wybranych polimorfizmoéow jako
potencjalnych markerow genetycznych umozliwiajacych okreslenie predyspozycji do
otylosci 1 rozwoju niekorzystnych zmian metabolicznych zwigzanych ze wzrostem masy
ciala.

Grupe badang stanowilo facznie 201 kobiet, ktére spetnialy okre$lone kryteria
kwalifikujace do uczestnictwa w projekcie. Przed rozpoczeciem fazy treningowe;j
wszystkie uczestniczki badan zostaly objete programem dietetycznym 1 uzyskaly
indywidualny plan dietetyczny. Uczestniczki projektu zrealizowaly 12-tygodniowy
program treningowy. Przed oraz po zakonczeniu okresu treningowego u uczestniczek
metoda bioimpedancji zbadano nastepujace parametry: catkowita mase ciata, FFM, FM,
%FM, BMI, indeks impedanc;ji tkanek oraz TBW. Od kazdej uczestniczki pobrano przed

1 po zakonczeniu programu treningowego probki krwi, w ktoérych oznaczano st¢zenia:
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glukozy, TG, TC, HDL i LDL. Ponadto pobrano wymazy nabtonka jamy ustnej od 182
uczestniczek do dalszych badah genetycznych. Skutecznie wyizolowanie DNA byto
mozliwe dla 168 probek. Uzyskany materiat poddano genotypowaniu z wykorzystaniem
reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Otrzymane wyniki byly poddawane analizie
statystycznej.

Wyniki przeprowadzonej analizy statystycznej wykazatly istnienie zalezno$ci
pomigdzy obecnoscig okreslonych genotypow 1 alleli opisywanych w wybranych
punktach polimorficznych w badanych genach a wielkoscia odpowiedzi potreningowej
rejestrowanej w zakresie analizowanych zmiennych u kobiet realizujacych program
treningowy. Biorgc pod uwage roéwnoczesny wptyw treningu i genotypu wskazano na
istnienie dwoéch statystycznie istotnych zalezno$ci pomigdzy czgstoscig genotypow
rs1800587 w genie ILIA a potreningowa reakcja w zakresie zmian poziomu TBW
(p=0,045) oraz pomiedzy czestoscia genotypow rs1800797 w genie /L6 a potreningowa
reakcja w zakresie zmian wskaznika BMI (p=0,039). Dodatkowo wykazano izolowany
wpltyw genotypu /L6 rs1800795 na wartosci stezen glukozy (p=0,034). Na podstawie
analizy haplotypéw przeprowadzonej dla punktow polimorficznych zlokalizowanych
w genie /L6 stwierdzono zwigzek migdzy trzema rzadko wystepujacymi haplotypami
a potreningowg reakcja w zakresie zmian masy ciata (p=0,002), BMI (p<0,0001), %FM
(p=0,017), FM (p<0,0001), FFM (p<0,0001), TC (p<0,0001), a takze stezen TG
(p<0,0001), HDL (p<0,0001), LDL (p<0,0001) i glukozy (p<0,0001). Analiza interakcji
mig¢dzy genami pozwolita dodatkowo zaobserwowac istotny wplyw wspotwystepowania
polimorfizmoéw genow IL1A rs1800587 oraz IL6 rs1800795 (p=0,045), jak rowniez IL1A4
rs1800587 oraz IL6 rs1800796 (p=0,045) na potreningowe zmiany %FM oraz FM.
Wykazano réwniez, ze wspotwystepowanie wariantow ILIA 1s1800587 oraz IL6
rs1800795 wigzalo si¢ z potreningow3a reakcja w zakresie zmian poziomu TG (p=5,47¢-
06).

Podsumowujac uzyskane wyniki stwierdzono, ze genotyp CC w punkcie
rs1800587 w genie IL1A moze by¢ uznany za niekorzystny, jego obecnos¢ moze by¢
powigzana ze spadkiem TBW w odpowiedzi na zaaplikowany trening. Moze to stac si¢
przyczyna szybszej utraty wody u posiadajacych go kobiet, co moze prowadzi¢ do
zaburzen homeostazy ustrojowe;j. Z kolei wystgpowanie u kobiet genotypow GG oraz GA
w punkcie rs1800797 w genie IL6 moze predysponowac je do lepszej odpowiedzi
potreningowej w zakresie spadku BMI. Natomiast homozygoty AA musza zachowywac

bardziej restrykcyjne warunki dietetyczne i poddawaé si¢ bardziej intensywnemu
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wysitkowi fizycznemu w poréwnaniu z nosicielkami allelu G, aby uzyska¢ podobne
efekty potreningowe. Allel G (IL6 1s1800795) moze by¢ odpowiedzialny za
wyksztalcenie niepozadanych efektéw w zakresie metabolizmu weglowodandéw u jego
nosicielek. Z tego wzgledu polimorfizm ten moze stuzy¢ jako marker genetyczny
umozliwiajacy okreslenie predyspozycji do rozwoju hiperglikemii. Analiza haplotypow
wykazata wptyw rzadko wystepujacych haplotypow IL6: GGA, CGG, CCG (rs18000795,
rs1800796 oraz rs1800797, odpowiednio) na odpowiedZ potreningowa uczestniczek
badania w zakresie parametrow antropometrycznych oraz biochemicznych. Jednak ze
wzgledu na fakt, ze nie bylo mozliwe szacowanie indywidualnych efektow tych
haplotypow uzyskane wyniki wskazuja dalszy kierunek badan. Natomiast analiza
interakcji migdzygenowych wykazata, ze nosicielstwo genotypéw TC-GG zaréwno
w obrebie genow IL1A4 rs1800587 1 IL6 rs1800795 oraz IL1A4 rs1800587 1 IL6 rs1800796
moze by¢ zwigzane z wigkszym spadkiem %FM i FM w odpowiedzi na zastosowany
trening fizyczny. Taki zestaw genotypdw moze by¢ uznany za korzystny, a jego nosicielki
moga latwiej uzyska¢ oczekiwane efekty potreningowe w zakresie zmian sktadu ciala.
Natomiast zestaw genotypow CC-CG obserwowany dla wariantu /L/A rs1800587 oraz
IL6 151800795 moze zosta¢ uznany za niekorzystny, a jego nosicielki moga by¢
obcigzone czynnikiem ryzyka rozwinig¢cia niekorzystnych zmian potreningowych
w obrebie parametrow lipidogramu. Przeprowadzone analizy statystyczne dowiodly, ze
jednoczesna analiza wielu markerow genetycznych jest cennym narzedziem poznawczym
w zakresie obserwacji odpowiedzi potreningowe;.

Otrzymane w toku badan dane genetyczne moga stuzy¢ za dodatkowe zrodto
informacji o osobie podejmujacej wysitek fizyczny, okre§lajagce na poziomie
molekularnym jej wrodzong charakterystyke metaboliczng. W przysziosci takie
informacje beda mogly by¢ potencjalnie wykorzystane do projektowania
zindywidualizowanych form aktywno$ci fizycznej oraz skuteczniejszej kontroli
uzyskiwanych efektow potreningowych. Taka wiedza mogtaby by¢ wykorzystana jako
nowatorskie narzgdzie profilaktyki prozdrowotnej, pomocnej przy ocenie ryzyka
wystgpienia i zapobieganiu schorzen takich jak otytos$¢, cukrzyca typu II czy choroby

uktadu krwiono$nego.
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8. ABSTRACT

Systematic physical activity, undertaken in accordance with the functional state
of the organism, has a positive effect on a number of adaptive changes in the human body,
ranging from a reduction in body weight, reduction of body fat, increase in muscle mass,
improvement of glucose tolerance and lipid profile, improvement of the cardiovascular
system, and improvement of general well-being and mental health. Consequently,
insufficient exercise is one of the causes of obesity, which can be seen not only as an
aesthetic problem but also as a condition associated with chronic systemic inflammation.
Numerous studies describing the adaptive changes occurring in response to applied
physical training have shown significant inter-individual differences, which may suggest
the existence of some genetic variables underlying them.

IL-1 and IL-6 are key inflammatory cytokines that play several physiological roles
in the body, including regulating lipid and carbohydrate metabolism and influencing
leptin levels. These interleukins have been associated with a number of obesity-related
characteristics, and the effect of exercise on their concentrations has also been observed.
Therefore, the main aim of this study was to determine the effect of selected
polymorphisms (rs1800587 located in the IL/A gene and rs1800795, rs1800796 and
rs1800797 located in the /L6 gene) on changes in body weight and composition and
selected biochemical parameters induced by a 12-week training programme. An
additional aim of the study was to determine the usefulness of selected polymorphisms as
potential genetic markers for determining the predisposition to obesity and the
development of adverse metabolic changes associated with weight gain.

The study group consisted of a total of 201 women who met specific eligibility
criteria for participation in the project. Before starting the training phase, all study
participants were included in a dietetic programme and received an individual dietary
plan. The participants completed a 12-week training programme. Before and after the
training period the following parameters were measured: total body weight, FFM, FM,
%FM, BMI, tissue impedance index and TBW. Blood samples were taken from each
participant before and after the training programme to determine glucose, TG, TC, HDL
and LDL concentrations. In addition, oral epithelial swabs were collected from 182
participants for further genetic testing. Successful DNA isolation was possible for 168
samples. The material obtained was genotyped using a real-time PCR reaction. The

obtained results were subjected to statistical analysis.
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The results of the statistical analysis showed the existence of correlations between
the presence of specific genotypes and alleles described at selected polymorphic points
in the studied genes and the magnitude of the post-training response recorded in the range
of the analysed variables in women implementing a training programme. Taking into
account the simultaneous effect of training and genotype, two statistically significant
correlations were found between the frequency of rs1800587 genotypes in the /L1A4 gene
and the post-training response in terms of changes in TBW level (p=0.045) and between
the frequency of rs1800797 genotypes in the /L6 gene and the post-training response in
terms of changes in BMI (p=0.039). Additionally, an isolated effect of the /L6 rs1800795
genotype on glucose concentrations was demonstrated (p=0.034). Based on haplotype
analysis performed for polymorphic points located in the /L6 gene, an association was
found between three rare haplotypes and post-training response in terms of changes in
body weight (p=0,002), BMI (p<0,0001), %FM (p=0,017), FM (p<0,0001), FFM
(p<0,0001), TC (p<0,0001), and concentrations of TG (p<0,0001), HDL (p<0,0001),
LDL (p<0,0001) and glucose (p<0,0001). Gene-gene interaction analysis further
observed a significant effect of co-occurrence of IL/A4 rs1800587 and /L6 rs1800795
(p=0,045) and IL1A4 rs1800587 and /L6 rs1800796 (p=0,045) gene polymorphisms on
post-workout %FM and FM changes. It was also shown that the co-occurrence of /L1714
rs1800587 and /L6 rs1800795 variants was associated with a post-workout response in
terms of TG level changes (p=5.47¢-06).

Summarising the results, it was concluded that the CC genotype at rs1800587 in
the /LA gene may be considered unfavourable, its presence may be associated with
a decrease in TBW in response to applied training. This may be the cause of more rapid
water loss in women who have it, which may lead to disturbances in body homeostasis.
On the other hand, the occurrence of GG and GA genotypes in women at rs1800797 in
the /L6 gene may predispose them to a better post-workout response in terms of BMI
decrease. In contrast, AA homozygotes must maintain a more restrictive diet and undergo
more intense exercise compared to carriers of the G allele to achieve similar post-workout
effects. The G allele (/L6 rs1800795) may be responsible for the development of adverse
effects on carbohydrate metabolism in its carriers. Therefore, this polymorphism may
serve as a genetic marker to determine the predisposition to develop hyperglycaemia. The
analysis of haplotypes showed the influence of rare /L6 haplotypes - GGA, CGG, CCG
(rs18000795, rs1800796 and rs1800797, respectively) on post-workout response of

female participants in the anthropometric and biochemical parameters. However, as it was
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not possible to estimate the individual effects of these haplotypes, the results obtained
point in a further direction of research. On the other hand, intergenic interaction analysis
showed that carrying TC-GG genotypes in both /L7A rs1800587 and /L6 rs1800795 and
IL1A rs1800587 and /L6 rs1800796 may be associated with a greater decrease in %FM
and FM in response to applied physical training. This set of genotypes may be considered
beneficial and its carriers may more easily achieve the expected post-training effects on
body composition changes. On the other hand, the set of CC-CG genotypes observed for
the variant /L1A4 rs1800587 and /L6 rs1800795 may be considered unfavourable, and its
carriers may be burdened with the risk factor of developing unfavourable post-training
changes in lipidogram parameters. The statistical analyses performed proved that the
simultaneous analysis of multiple genetic markers is a valuable cognitive tool for
observing the post-workout response.

The genetic data obtained in the course of the study may serve as an additional
source of information about the person undertaking physical exercise, determining at the
molecular level their innate metabolic characteristics. In the future, such information
could potentially be used to design individualised forms of physical activity and to better
control post-workout effects. Such knowledge could be used as a novel prophylactic tool
for health prevention, helping to assess and prevent conditions such as obesity, type 2

diabetes and cardiovascular disease.
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10. INDEKS SKROTOWCOW

A - Alanina

AMP - adenozynomonofosforan

AMPK - kinaza aktywowana adenozyno-5'-monofosforanem
ATP - adenozynotrifosforan

BMI - wskaznik masy ciata

BMR - wskaznik podstawowej przemiany materii
C - cytozyna

CHD - choroba niedokrwienna serca

COPD - przewlekta obturacyjna choroba ptuc
DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

DOM- model dominujacy

FFM - masa beztluszczowa

FM - masa tkanki thuszczowe;j

G - Guanina

HDL - lipoproteiny o wysokiej gestosci
HOM-MET - model homozygotyczno-heterozygoryczny
HRmax - tgtno maksymalne

IgA - immunoglobulina typu A

IgG - immunoglobulina typu G

IgM - immunoglobulina typu M

IL-1 - interleukina 1

IL-11 - interleukina 11

IL-18 - interleukina 18

IL-1F10 - interleukina 1F10

IL-1FS - interleukina 1F5

IL-1F6 - interleukina 1F6

IL-1F7 - interleukina 1F7

IL-1F8 - interleukina 1F8

IL-1F9 - interleukina 1F9

IL-1ra - antagonista receptora interleukiny 1
IL-1RI - receptor IL-1 typ I

IL-1RII - receptor IL-1 typ II
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IL-1a - interleukina 1o

IL-1p - interleukina 1B

IL-33 - interleukina 33

IL-6 - interleukina 6

IL-6R - receptor interleukiny 6

JAK - Janus kinaza

LD - wzorzec rOwnowagi sprzezen

LDL - lipoproteiny o niskiej gestosci

MAPK - kinaza aktywowana miogenami

MRI - badanie rezonansu magnetycznego

mRNA - matrycowy kwas rybonukleinowy
multiplex-PCR - PCR z zastosowaniem wilu par starteréw
NF-kB - jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B
OVER - model naddominujacy

PAF - czynnik aktywujacy ptytki krwi

PAL - wspotczynnik aktywnosci fizyczne;j

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy

PCR-RFLP - polimorfizm dlugo$ci fragmentéw restrykcyjnych
RAPD-PCR - losowa amplifikacje polimorficznego DNA
Real-Time PCR - PCR w czasie rzeczywistym

REC - model recesywny

RNA - kwas ryboksynukleinowy

RT-PCR - PCR z zastosowaniem odwrotnej transkryptazy
SD - odchylenie standardowe

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu

SOCSS3 - biatko supresorowe sygnalizacji cytokin

STAT - przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji

T - tyrozyna

TBW - catkowita zawartos¢ wody w organizmie

TC - cholesterol calkowity

TEE - dobowy calkowity wydatek energetyczny

TG - triglicerydy

TIR - domena Toll-IL-receptor

TNF-a - czynnik martwicy nowotworow
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WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia
WHR - stosunek obwodu talii do obwodu bioder

Q - op6r tkankowy
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