Akademia Wychowania Fizycznego i Sportu im. Jedrzeja Sniadeckiego

w Gdansku

JOANNA JOLANTA SAMULAK

Stezenie N-tlenku trimetyloaminy (TMAQO) w osoczu krwi

ludzkiej w warunkach fizjologicznych i patologicznych

PRACA DOKTORSKA

PROMOTOR: dr hab. Robert Olek

PROMOTOR POMOCNICZY: dr hab. n. med. Lukasz Lewicki

Praca cze$ciowo wykonana w ramach realizacji projektu NCN

2014/15/B/NZ7/00893

Gdansk, 2021



Spis tresci

SHESZCZENIC .. nveeee ettt 4
I ] o T 5
L1 ZATOWIC .. 5
1.1.1  AktywnoS8C fiZyCzna .........c.ovviiiiiiii i, 5

O 0 I 1<, P 6

1.2 Trimetyloamina (TMA) .....oiiiiiiiii e e, 6
1.3 N-tlenek trimetyloaminy (TMAO) ........ccoiiiiiiiiiiiiieee 7
131 BUdOWa ..o 7
1.3.2 FUunKCja ..o, 7
1.3.3  WYSIEPOWANIE ...vvietiite et et et et e e e e e eee e e enaeeanans 8
1.3.4 Determinanty wptywajace na stgzenie TMAO w osoczu ........... 9
1.3.4.1 Mutacja genu FMO3 .. ..., 9

1342  WICK .o 9

1343  PreC oo 10

1344 DICA cooviinii e 10

1.3.4.5  Filtracjanerkowa ...........ccooiiiiiiiiiii 10

1.3.4.6  Reakcje wolno rodnikowe .............cccooeeviiiiiiiiinnnn.. 11

1.4 Choroby sercowo-naczyniowe (ChSN) ..., 12
1.4.1 Patogeneza miaZdZyCy .......covviiniieiiiiiieaiiiiieeiieeeieennenn, 13
1.4.1.1 Profil lipidowy .......oviiii 13

1.4.1.2 Stan zapalny .........cooiiiiiiii 13

1.4.1.3 Stres oksydacyjny ....oo.vvviiiiiiiii 14

L4144 TMAO (e 15

1.4.2 Prewencja ChSN ... ..o e, 16
1.4.2.1 Aktywnos$¢ fizyczna .........oooviiiiiiiii 16

N D 1< - P 16

1.4.3 Interwencja dietetyczno-treningowa a TMAO ...................... 17

1.5 L-Karnityna .....oooeeiiniii e e 18
1.5.1 Dziatanie antyoksydacyjne i przeciwzapalne ........................ 18
1.5.2 Zastosowanie L-karnityny w ChSN ..., 19

2 Rl e 20
3. Materiaty 1metody ....o.vvvniiii i e 21
3.1 Badanie 1 ..o 21



311 Badanie LA ..ottt 21

3.1.2 Badanie 1B ... 25

3.2 Badanie 2 ... 27
3.3 Badanie 3 ... 34
WIYNIKT oo 37
4.1 Badanie TA ... 37
4.2 Badanie 1B ... 45
4.3 Badani€ 2 ... 47
4.4 Badanie 3 ... 51

c DYSKUS A L 56
WHIOSKI ..o e 64

. PISMIENNICIWO .ooveiiiiiiiii el 05
WYKAZ TYCIN L.t 82
SPIS tADCL ... e 84
WYKAZ SKIOtOW ..o e, 85
ADSLrakt .o 88



Streszczenie

Celem niniejszej pracy byto 1). okreslenie czy stgezenie N-tlenku
trimetyloaminy (TMAO) w osoczu krwi jest modyfikowane podczas dhugotrwalej
suplementacji karnityng i po jej zaprzestaniu, oraz czy ma to wplyw na wybrane
wskazniki stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego u zdrowych ludzi; II). ustalenie czy
24-tygodniowy trening oporowy zmienia stezenie TMAO w osoczu, oraz w jakim
stopniu wlaczenie suplementacji karnityng do procesu treningowego wptynie na
zmian¢ stezenia TMAO; III). okres$lenie czy stezenie TMAO w osoczu u oséb
z chorobg sercowo-naczyniowa (ChSN) rozni si¢ od stezenia tego zwigzku u oséb
zdrowych.

W pracy zostaty poddane analizie trzy oddzielne badania. Oznaczenia wykonane
zostaly we krwi ludzkiej, kobiet, w przedziale wieku 43-91 lat, u ktoérych nie
zdiagnozowano trimetyloaminurii.

Gltoéwne wyniki tej pracy wskazuja, ze stgzenie TMAO w osoczu krwi ludzkiej
moze ulega¢ modyfikacji pod wplywem suplementacji karnityng. Istotnych zmian
w stezeniu TMAO nie stwierdzono po 24 tygodniach treningu oporowego. Nie
zaobserwowano takze roznic pomiedzy stgzeniem TMAO w osoczu krwi kobiet
z ChSN a grupa kobiet zdrowych. Nalezy takze podkresli¢, ze pomimo istotnego
podwyzszenia st¢zenie TMAO w osoczu wynikajacego z suplementacji karnityna, nie
odnotowano zmian w profilu lipidowym oraz wybranych wskaznikdéw stanu zapalnego
1 stresu oksydacyjnego badanych. Co istotne, u oséb z prawidtowa funkcja nerek
stezenie TMAO w osoczu wraca do wartosci sprzed okresu suplementacji.

Karnityna i TMAO maja przeciwstawne wlasciwosci. Karnityna cechuje si¢
dziataniem przeciwzapalnym 1 antyoksydacyjnym. Z kolei TMAO posiada
wlasciwosci prozapalne 1 prooksydacyjne. Co ciekawe suplementacja karnityng
podwyzsza stezenie kragzacego TMAO. Ponadto, powszechnie znane sg korzystne
wlasciwos$ci regularnego wysitku fizycznego, a nasze badania wykazaty, ze 24-
tygodniowy proces treningowy nie wplynat na stgzenie TMAO w osoczu. Niemniej
jednak, zaobserwowano roznice w stezeniu trimetyloaminy (TMA) pomigdzy osobami
z ChSN a zdrowymi. Dlatego konieczne sg dalsze badania w celu okreslenia
potencjalnych korzysci lub szkodliwego dziatania metabolitéw mikrobiomu

jelitowego.



Wstep

Zespoly komorek o podobnej budowie i funkcji taczg sie¢ w tkanki. Rozne tkanki
wspolpracuja ze soba, umozliwiajac petnienie okreslonych funkcji. Takze narzady
sg odpowiednio pogrupowane i wspotdziataja ze sobg. W ten sposdéb powstaja
nadrzedne w stosunku do nich zespoty zwane uktadami narzagdow, tworzac najwyzszy
poziom organizacji: organizm.

W organizmie czlowieka nieustannie zachodzg réznorodne procesy. Prawidtowo
funkcjonujacy organizm cieszy si¢ zdrowiem. Zmiany chorobowe, to zaburzenie

warunkow fizjologicznych — warunki patologiczne.

1.1 Zdrowie

Zdrowie to stan, w ktorym wszystkie procesy zyciowe przebiegaja
prawidtowo, dziataja wszystkie narzady i cztowiek ma dobre samopoczucie. Na ten
stan skladaja si¢ zdrowie fizyczne, psychiczne i spoteczne (WHO, 2020). Istotny
wplyw na utrzymanie zdrowia ma tryb zycia, a w szczegdlnos$ci regularna aktywnos$¢

fizyczna 1 zbilansowana dieta (WHO, 2020).

1.1.1 Aktywnos¢ fizyczna

Aktywno$¢ fizyczna definiowana jest jako wymagajacy wydatku
energetycznego ruch ciala (WHO, 2010). Zaangazowane w ten ruch mig$nie
szkieletowe zuzywaja nagromadzone substraty energetyczne, a mechanizmy
regulacyjne pozwalaja na usprawnienie transportu glukozy do komorek migsniowych.
Systematyczna aktywno$¢ pozwala na prawidlowe funkcjonowanie uktadow
krazeniowego 1 oddechowego. Ponadto aktywnos$¢ fizyczna przynosi korzysci dla
zdrowia psychicznego (Schuch i wsp. 2016), opdznia wystagpienie demencji
(Livingston 1 wsp. 2017) 1 moze przyczynia¢ si¢ do utrzymania prawidtowej masy
ciata (WHO 2010) i ogdlnego samopoczucia (Das i Horton, 2012).

Z kolei dtugotrwate czuwanie w pozycji siedzacej, potlezacej lub lezacej, przy

niskim zuzyciu energii, okre$lane jest siedzacym trybem zycia (Tremblay i wsp. 2017).



Innowacje technologiczne, rosngce wykorzystanie transportu samochodowego oraz
tryb pracy, czesto przed komputerem, przyczyniaja si¢ do zmiany wzorcow
aktywnosci fizycznej (WHO 2020). Udowodniono, ze wysoki poziom siedzgcego
trybu zycia jest zwigzany z chorobami cywilizacyjnymi, oraz wynikajacej z tych
chordb, zwigkszonej Smiertelnosci (Ekelund i wsp. 2019, Keadle i wsp. 2017). Szacuje
si¢, ze gdyby globalna populacja byla bardziej aktywna od czterech do pigciu

milionéw zgondw rocznie mozna byloby unikngé¢ (WHO 2010, Strain i wsp. 2020).

1.1.2 Dieta

Zbilansowana dieta dostarcza do organizmu niezbednych skladnikéw
pokarmowych, wykorzystywanych jako material energetyczny, budulcowy, czy tez
odgrywajacych istotna rol¢ regulacyjna. Btedy zywieniowe, takie jak nadmiar cukrow
prostych, duza zawarto$¢ nasyconych kwaséw tluszczowych to czynniki negatywnie
wpltywajace na zdrowie cztowieka. W ostatnich latach szczegdlng uwage zwrocono
na metabolity mikrobiomu jelitowego, modulujace stan zdrowia zywiciela (Yong
1 Pedersen 2021). Liczne badania wykazaly pozytywny zwigzek metabolitow
mikrobiomu z rozwojem chordb cywilizacyjnych, takich jak nadci$nienie, miazdzyca
tetnic, niewydolno$¢ serca, choroby neurodegeneracyjne, a takze insulinoopornos¢

1 cukrzyca (Coutinho-Wolino 1 wsp. 2021, Dambrowa i wsp. 2016).

1.2 Trimetyloamina (TMA)

Jednym z metabolitow produkowanych przez mikrobiom jest trimetyloamina
(TMA). Pierwsze informacje na temat metabolizmu tego zwigzku pozyskiwane byty
na podstawie wynikow badan posrednich — poprzez pominigcie przewodu
pokarmowego (iniekcje dozylng), lub wczes$niejsze niszczenie mikrobiomu
(zastosowanie antybiotykow o szerokim spektrum dziatania) (Rebouche i wsp. 1984).
Obecnie wiadomo, ze TMA moze by¢ produkowane przez 36 gatunkow bakterii
obecnych w jelitach, nalezacych do gromady: Firmicutes, Proteobacteria
1 Actinobacteria (Falony 1 wsp. 2016). Bakterie te wykorzystuja karnityng, choling lub
betaing jako zrodito energii, co skutkuje powstaniem TMA. TMA dostaje si¢ do

watroby, gdzie w reakcji katalizowanej przez flawinomonooksygenaz¢ 3 (FMO3 ang.



flavin mono-oxygenase 3) ulega przemianie do N-tlenku trimetyloaminy (TMAO)

(Kaysen i wsp. 2015, Tang i wsp. 2015).

1.3 N-tlenek trimetyloaminy (TMAQO)

1.3.1 Budowa

TMAO (C 3H 9N O) jest matym zwigzkiem organicznym z klasy tlenkéw amin

o masie molowej 75.11, schematycznie przedstawiona na Rycinie 1.

Ryc. 1. Schemat budowy. Kolory reprezentuja: niebieski — azot (N), czerwony — tlen
(O), czarny — wegiel (C), biaty — wodor (H).

1.3.2 Funkcja

TMAO petni wazne funkcje fizjologiczne. W zywych organizmach morskich
TMAO przyczynia si¢ do osmoregulacji gtéwnie poprzez wplyw na przepuszczalnosé
btony komorkowej. Uwaza si¢, ze wysokie stezenie TMAO u ryb polarnych obniza
temperature¢ zamarzania plyndw ustrojowych poprzez zwickszenie stgzenia
osmotycznego (Nordlie, 2009). TMAO wykazuje réowniez zdolno$¢ do ochrony
enzymoOw przed dzialaniem wysokiego ci$nienia hydrostatycznego (Yancey i wsp.

2004). Co wazniejsze, TMAO chroni biatka przed roéznymi czynnikami



destabilizujacymi, takimi jak mocznik (Ganguly i wsp. 2018). Ma to szczegdlne
znaczenie wsrdd organizméw morskich, ktore zachowuja wysoki poziom mocznika
w swoich ptynach ze wzgledu na wtasciwosci izoosmotyczne z woda morska. Jednak
mocznik moze powodowac destabilizacje w uktadach enzymatycznych (Zhang 1 wsp.
2017).
Badania in vitro wykazaty, ze TMAO stabilizuje struktur¢ tancuchow ciezkich
miozyny (Kumemoto i wsp. 2012). Ponadto, TMAO moduluje aktywno$¢ ATPazy
miozynowej. W przypadku braku filamentow aktynowych aktywno$¢ ATPazy jest
wzmacniana przez TMAO (Kumemoto i wsp. 2012). Natomiast aktywno$¢ ATPazy
aktywowanej aktyna oraz predko$¢ poslizgu zmniejszaja si¢ wraz ze wzrostem
stezenia TMAO (Kumemoto i wsp. 2012).

TMAO jako zwigzek opiekunczy (chemiczny czaperon) (Shepshelovich i wsp.
2005), hamuje tworzenie agregatow bialkowych, a przez to moze odgrywac istotng
role w rozwoju chorob neurodegeneracyjnych (Paul, 2007).

1.3.3 Wystepowanie

Ze wzgledu na swoja funkcje, TMAO w duzych stezeniach wystepuje
w tkankach ryb morskich. Udowodniono, ze stezenie wzrasta proporcjonalnie
do glebokosci srodowiska naturalnego (Yancey, 2005). Znany jest gatunek ryby
zyjacej na glebokosci okoto 8000 metréw (Pseudoliparis amblystomopsis), ktory ma
najwyzszy wsrdd znanych ryb poziom TMAO (Yancey i wsp. 2002).

Tabela 1. Stezenie TMAO w osoczu i1 mig$niach ryb dorszoksztattnych w zakresach

glebokosci wystepowania roznych gatunkéw (Gillett 1 wsp. 1997).

zakres osocze migsnie
gatunelk glebokosci (mM) (mmol/kg)
A. microlepis 530-2940 m 159 £ 46 211+ 14
C. leptolepis 2000-3900 m  1.5+0.5 158 £20
C. fillifer 2000-3000 m 15.0+£4.0 177 £8
C. armatus 3000-5200m  4.4+2.8 1735
C. cinereus 225-2830m  15.1 £6.1 121+ 11
A. pectoralis 200-2200 m 3.8+ 1.7 83+ 10
wartos¢ p <0.001 <0.001




Ostatnie badanie wykazalo obecnos¢ TMAO roéwniez w migéniach szkieletowych
cztowieka. Co wigcej, TMAO podany doustnie zwigksza stezenie tego zwigzku

w migsniach (Taesuwan i wsp. 2017).

1.3.4 Determinanty wplywajace na st¢zenie TMAO w osoczu

Stezenie TMAO w osoczu zalezy od wielu czynnikéw i dlatego obserwowane
sg r6znice miedzyosobnicze (Romano 1 wsp. 2015) oraz zmiennosci
wewnatrzosobnicza (Kiithn i wsp. 2017). Badania wéréd zdrowych osob (n=349)
wykazaly, ze stezenie TMAO w osoczu na czczo miesci si¢ w zakresie 0.73-126 pM,
z mediang 3.45 uM (zakres miedzykwartylowy, 2.25-5.79 uM) (Wang i wsp. 2014).
Jak wspomniano powyzej, TMAO powstaje w reakcji katalizowanej przez FMO3,
w zwigzku z czym aktywno$¢ tego enzymu jest jednym z kluczowych czynnikow

decydujacym o stezeniu TMAO.

1.3.4.1 Mutacja genu FMO3

Badania  genetyczne  oszacowaly, ze  czgstos¢ — wystgpowania
heterozygotycznych nosicieli genu FMO3 wynosi od 0.5 do 11 procent w zaleznos$ci
od badanego pochodzenia etnicznego. Zglaszano przypadki z niemal wszystkich
czesci $wiata 1 obu plci, chociaz wydaje si¢, ze kobiety, zwlaszcza pochodzenia
afrykanskiego, moga by¢ czesciej dotkniete taka modyfikacja (Messenger i wsp.
2013). Powoduje ona zaburzenie w syntezie enzymu FMO3, a tym samym brak
mozliwosci przemiany TMA w TMAO, co powoduje jego wzrost stezenia.
7 organizmu, wraz z moczem czy z potem usuwany jest TMA — ktory posiada
specyficzny zapach, charakterystyczny dla ryb. Schorzenie to nosi nazwe
trimetyloaminurii, potocznie nazywane jest zespolem zapachu rybiego (Dolphin i wsp.

1997).

1.3.4.2 Wiek

Poréwnanie grupy mtodych dorostych (przedziat wiekowy 18-44 lata, n = 109)

z osobami starszymi (powyzej 65 lat, n = 77) wykazato, ze stezenie TMAO w osoczu

jest istotnie wyzsze w grupie osob starszych (odpowiednio 2.93+2.89 uM



110.52 +8.09 uM). Nalezy przy tym nadmieni¢, Ze nie odnotowano znaczacych réznic
pomiedzy grupami w cechach klinicznych, takich jak: pte¢, wskaznik masy ciata
(BMI), trojglicerydy (TG), cholesterol catkowity (TCh), lipoproteiny o niskiej gestosci
(LDL), lipoproteiny o wysokiej gestosci (HDL), aminotransferaza alaninowa (ALT),
aminotransferaza asparaginianowa (AST), poziom glukozy na czczo (FBQG),
kreatynina czy mocznik, a takze rozkurczowe cis$nienie krwi (DBP). Jedynie
skurczowe ci$nienie krwi (SBP) byto wyzsze w grupie oséb starszych w poréwnaniu

z mtodsza grupa (Ke 1 wsp. 2018).

1.3.4.3 Ple¢

Ekspresja watrobowego FMO3 jest zalezna od pici — u kobiet zaobserwowano
zardwno wicksze ilo§ci mRNA jak i samego biatka (Meijuan i wsp. 2017). Niemniej
jednak w niektorych badaniach obserwowano zalezno$¢ stgzenia TMAO w osoczu od
ptei (Obeid 1 wsp. 2017, Manor 1 wsp. 2018, Barrea 1 wsp. 2019), podczas gdy inne
badania takich réznic nie wykazujg (Wang 1 wsp. 2014, Rohrmann 1 wsp. 2016).

1.3.4.4 Dieta

Wzrost spozycia produktow zawierajacych TMAO, takich jak ryby i owoce
morza, oraz prekursorow TMAO, takich jak jaja czy wolowina powoduje wzrost
poziomu TMAO we krwi i moczu (Cho i wsp. 2017). Jednak nie wszystkie badania
wykazywatly zwigzek miedzy dieta a poziomem TMAO (Kithn i wsp. 2017).
Zwyczajowe spozywanie czerwonego, przetworzonego lub biatlego migsa nie ma
wptywu na stgzenie TMAO w osoczu populacji oséb dorostych zyjacych w Bawarii
(Rohrmann i wsp. 2016). Ponadto, poréwnujac wegetarian i osoby odzywiajace si¢ bez
zadnych wylaczen nie wykazano réznic w TMAO osocza (Lin, 2019). Co wigcej
spozywanie szesciu jajek tygodniowo przez 8 tygodni nie miatlo wptywu na TMAO

w osoczu na czczo (West 1 wsp. 2014).

1.3.4.5 Filtracja nerkowa

W warunkach fizjologicznych, krazacy TMAO jest filtrowane przez nerki

1 usuwane wraz z moczem (Wranne, 1956). Wysoki wskaznik klirensu nerkowego

10



TMAO wskazuje, ze oprocz przesaczania kigbuszkowego, co najmniej 50% jego
nerkowego wydalania moze zachodzi¢ przez wydzielanie kanalikowe. Poziom
krazacego TMAO ro$nie wraz z pogorszeniem funkcji nerek (Kaysen 1 wsp. 2015,
Mueller 1 wsp. 2015, Missailidis 1 wsp. 2016). U pacjentow z przewlekla
niewydolnoscig nerek (CKD) hemodializa lub przeszczep nerki powoduje znaczne
zmniejszenie stezenia TMAO (Stubbs i wsp. 2016). Podczas jednej sesji hemodializy
nastepuje znaczne obnizenie (okoto 60%) stezenia TMA 1 TMAO w osoczu (Stubbs
1 wsp. 2016).

cholina, betaina, karnityna choroby kardiometaboliczne ------~
i choroby nerek ------ 4
NOWOIWOTY  ~--m-~ -g
Choling TMA lyase 1
choroby neurologiczne ------
l il Mo L N-tlenek trzymetyloaminy
trzymamoamlna Flavin Mono-caygonase 1
(TMA) T e — (TNlAO)

95% TMAO
usuwane przez nerki

Ryc. 2. Uproszczony schemat metabolizmu TMA; potencjalne dzialanie TMAO
(Chhibber-Goel 1 wsp. 2017; zmodyfikowane).
1.3.4.6 Reakcje wolnorodnikowe

Wykazano réwniez, ze zrédtem TMAO moze by¢ reakcja TMA z anionem

ponadtlenkowym,  nadtlenkiem  wodoru,  kwasem  podchlorawym  czy
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nadtlenoazotynem, eliminujac w ten sposob reaktywne formy tlenu (ROS) i azotu

(RNS) (ryc. 3).

eH|

TMAO

TMA

oci
Hypochlorite

NO,
Mitrite

NO,
ZHl  Nitrate

Peroxynitrite —/
T‘_\\ 0 son'

Nltm%:xide /, Sl.?:ro:id:\

INOS
i lakal DUOK2 ppr
'\.

Meutrophil

Host inflammatory response

Ryc. 3. Uproszczony schemat przemiany TMA w TMAO przy udziale ROS 1 RNS
(Winter 1 wsp. 2013; zmodyfikowane).

Ostatnie badania sugeruja, ze TMAO ma zwigzek z réznymi stanami patologicznymi

(ryc. 2).

1.4 Choroby sercowo-naczyniowe (ChSN)

Wraz z rozwojem cywilizacji doszto do zwiekszonej zachorowalnosci na

choroby uktadu krazenia. Do grupy chordb sercowo-naczyniowych zalicza si¢ wiele

12



roznych jednostek chorobowych. Wiele z nich jest zwigzanych z procesem

miazdzycowym w naczyniach krwionos$nych.

1.4.1 Patogeneza miazdzycy

Postgpujacy proces miazdzycowy prowadzi do gromadzenia si¢ w blonie
wewnetrznej lipidow, kolagenu i ztogdw wapnia. Z nagromadzonego materiatu

powstaje blaszka miazdzycowa.

1.4.1.1 Profil lipidowy

Wczesne zmiany miazdzycowe charakteryzujg si¢ nagromadzeniem komorek
piankowych pochodzacych gltownie z makrofagéw obcigzonych cholesterolem
(Yousuf i wsp. 2013). W zwigzku z tym zainteresowania kliniczne skupity si¢ na
wskaznikach krazacych lipidow, takich jak: TG, TCh, HDL, LDL, TCh/HDL (Daniels
1 wsp. 2009).

1.4.1.2 Stan zapalny

Wiadomo takze, ze kluczowag role¢ w wystgpowaniu 1 rozwoju zmian
miazdzycowych odgrywa stan zapalany. Komorki krwi (leukocyty i ptytki krwi)
indukuja wydzielanie cytokin prozapalnych (Patzelt i Langer, 2012; Pamukcu 1 wsp.
2010). Zwigkszone poziomy markerow zapalnych w osoczu, w tym biatka
C- reaktywnego (CRP), interleukiny-6 (IL-6), czynnika martwicy nowotworoéw o
(TNF-a) 1 selektyny L (SELL) sa uwazane za markery aktywacji immunologicznej
leukocytdw 1 makrofagow, podczas gdy selektyna P (SELP) jest markerem aktywacji
ptytek krwi (Blann i wsp. 2003). Krwiopochodne mediatory zapalne powoduja
uszkodzenie §rodblonka tetniczego. Czasteczki adhezyjne, takie jak czasteczka adhezji
komorek naczyniowych-1 (VCAM-1) 1 czasteczka adhezji migdzykomodrkowej-1
(ICAM-1), sa wykorzystywane jako markery dysfunkcji $rédbtonka (Hwang i wsp.
1997).
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1.4.1.3 Stres oksydacyjny

Istnieja dwie koncepcje przedstawiajace udzial stresu oksydacyjnego
w powstawaniu miazdzycy (Stocker i Keaney, 2004). Pierwsza jako przyczyne
wskazuje stres oksydacyjny indukowany czynnikami sercowo-naczyniowymi. Druga
koncepcja przedstawia czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego jako przyczyng
powstawania procesu zapalnego, wywotujacego stres oksydacyjny. Koncepcja ta
zaktada rowniez, ze pod wptywem procesu zapalnego nastepuje produkcja wolnych
rodnikéw, ktore przyczyniaja si¢ do remodelingu tkankowego (Stocker i Keaney,
2004). Niezaleznie od tego, ktora koncepcja jest poprawna, stres oksydacyjny jest
zwigzany z miazdzyca, a w potaczeniu ze stanem zapalnym odgrywa wazng rol¢ nie
tylko w inicjowaniu miazdzycy, ale takze w zwigkszaniu jej nasilenia, prowadzac do
destabilizacji blaszek miazdzycowych (Forstermann i wsp. 2017, Teng i wsp. 2017,
Violi i wsp. 2017).

peknieta blaszka
miazdzycowa

stan zapalny

komorki piankowate  komorki miesni gtadkich

Ryc. 4. Czynniki przyczyniajace si¢ do rozwoju miazdzycy indukowane stresem

oksydacyjnym (Runge i wsp. 2010, zmodyfikowany).
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Dobrze zdefiniowanym mediatorem dysfunkcji srodbtonka jest utleniony LDL
(ox-LDL), ktéry prowadzi do powstawania ,komorek piankowatych” (Berliner
1 Heinecke 1996, Kita 1 wsp. 2001). Gtownym utleniaczem odpowiedzialnym za
oksydacje LDL jest kwas podchlorawy wytwarzany przez mieloperoksydaze (MPO)
(Podrez i wsp. 200, Malle i wsp. 2006, Abdo i wsp. 2017). Enzym ten uwalniany jest
przez neutrofile i monocyty podczas aktywacji komorek zapalnych. MPO inicjuje oraz
podtrzymuje ostry i przewlekty stan zapalny prowadzac do uszkodzenia tkanek
w wyniku nasilania stresu oksydacyjnego (Malle 1 wsp. 2006, Winterbourn 1 wsp.
2000, Lau i Baldus, 2006). MPO jest uznawane za marker faczacy proces zapalny
ze stresem oksydacyjnym, jak rowniez za niezalezny od innych parametréw czynnik
ryzyka sercowo-naczyniowego (Brennan i wsp. 2003, Tang 1 wsp. 2006, Tang 1 wsp.
2009, Sinning i wsp. 2008).

Ostatnie badania wykazaly, ze wyzszy poziom MPO w surowicy jest rozpoznawany

jako czynnik ryzyka rozwoju choroby wiencowej (Teng i wsp. 2017).

1.4.1.4 TMAO

W 2011 Wang i wsp. zasugerowali, ze¢ TMAO moze uczestniczy¢ w rozwoju
miazdzycy — poprzez zmniejszenie odwrotnego transportu cholesterolu TMAO
podnosi wychwyt cholesterolu w $cianie naczynia, co prowadzi do tworzenia komorek
piankowatych makrofagéw i rozwoju zmian miazdzycowych (Wang i wsp. 2011).
Od tego czasu liczne badania przedstawialy zwigzek migdzy wyzszym ryzykiem
zaburzen sercowo-naczyniowych a podwyzszonym poziomem TMAO w osoczu.
Ostatnie meta-analizy wykazaly, ze u pacjentow z wysokim stezeniem TMAO
W osoczu czestos¢ wystepowania powaznych niepozadanych zaburzen sercowo-
naczyniowych jest znacznie wyzsza niz u pacjentdéw z niskim stezeniem TMAO
(Heianza i1 wsp. 2017), a na kazde 10 uM przyrostu TMAO $miertelno$¢ wzrasta
0 7,6% (Schiattarella 1 wsp. 2017).

15



1.4.2 Prewencja ChSN

1.4.2.1 Aktywnos¢ fizyczna

Towarzystwa naukowe zalecajg wykonywanie regularnych ¢wiczen w celu
osiggnigcia sprawnosci fizycznej, pozadanej masy ciala i zdrowia uktadu sercowo-
oddechowego. Regularne ¢wiczenia sprzyjaja ochronie przed miazdzycg poprzez
zmniejszenie lub zapobieganie stresowi oksydacyjnemu i redukcji stanu zapalnego
(Szostak i1 Laurant, 2011). Regularne ¢wiczenia prowadza do obnizenia aktywnosci
oksydazy NADPH i produkcji anionorodnika ponadtlenkowego. Zmniejszenie
generacji ROS zachowuje biodostgpnos¢ tlenku azotu co w efekcie dziata
przeciwmiazdzycowo (Szostak i Laurant, 2011). Skurcz migsni szkieletowych uwalnia
cytokiny przeciwzapalne, takie jak interleukina-6 (IL-6) (Szostak i Laurant, 2011).
IL- 6 hamuje wytwarzanie TNF-a (ang. tumor necrosis factor -ar) w tkance thuszczowe;j
1 makrofagach. Obnizenie poziomu krazacego TNF-a moze rowniez posredniczy¢
w przeciwmiazdzycowym dzialaniu aktywnosci fizycznej (Szostak i Laurant, 2011).

Jako najkorzystniejszy rodzaj wysitku sugerowany jest trening tlenowy,
wytrzymato$ciowy. Jednak w pracy przegladowej (Strasser i Schobersberger, 2011)
stwierdzono, ze trening oporowy jest co najmniej tak samo skuteczny jak trening
wytrzymatosci tlenowej w zmniejszaniu gléwnych czynnikéw ryzyka chordb
sercowo-naczyniowych. Gtowne korzys$ci treningu oporowego, obejmowaly zmiane
sktadu ciata, mobilizacj¢ trzewnej 1 podskornej tkanki tluszczowej, obnizenie
spoczynkowego ci$nienia krwi, poprawe profilu lipidowego krwi oraz lepsza kontrole
glikemii. Przy czym nalezy podkresli¢, ze wysitek fizyczny, aby byl skutecznym

elementem profilaktyki chorob sercowo-naczyniowych, musi by¢ systematyczny.

1.4.2.2 Dieta

Sktadniki odzywcze, takie jak kwasy tluszczowe omega-3, niektore witaminy
i polifenole zmniejszaja lub tagodza pojawianie si¢ zmian miazdzycowych.
Aktywno$¢ tych zwigzkow jest zwigzana migdzy innymi ze zmniejszeniem
odpowiedzi zapalnej, migracji leukocytéw, aktywacji czasteczek adhezyjnych oraz
wlasciwosciami antyoksydacyjnymi przyczyniajgcymi si¢ do redukcji utleniania LDL

(Torres 1 wsp. 2015).
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Naukowy Komitet Doradczy Amerykanskiego Towarzystwa
Kardiologicznego (Scientific Advisory Committee of the American Heart
Association) stwierdzit, ze imponujacy wptyw na ChSN ma dieta srodziemnomorska
(Martinez-Gonzalez i wsp. 2019). Taki styl odzywiania opiera si¢ na spozyciu duzej
ilosci warzyw 1 owocow, produktow petnoziarnistych, oleju z pierwszego tloczenia
oraz orzechow. Umiarkowane spozycie dotyczy ryb i drobiu, natomiast mate nabiatu,
czerwonego mi¢sa oraz stodyczy.

Zdrowe wiasciwosci diety $rodziemnomorskiej przypisuje si¢ glownie
addytywnemu lub synergistycznemu oddziatywaniu sktadnikéw, takich jak kwas
oleinowy (®-9) 1 kwasy tluszczowe a-linolenowe (w-3), przeciwutleniacze
1 polifenole, ktore, jak wykazano, wywierajg wptyw szczegolnie na ci$nienie krwi,
aktywnos$¢ krzepniecia i funkcje srodbtonka (Torres 1 wsp. 2015).

Poniewaz diety bogate w czerwone migso sg silnie zwigzane z chorobami serca,
zasugerowano, ze istotnym czynnikiem sprawczym moze by¢ powstawanie TMAO
z karnityny (Koeth i wsp. 2013). Zastanawiajace jest jednak, ze istotnym zrodiem
TMAO sa ryby (Zhang i wsp. 1999), a spozycie ryb wigze si¢ z pozytywnym wptywem
na uklad sercowo-naczyniowy (Tong i wsp. 2019). Dlatego jest to dosy¢

kontrowersyjna kwestia w tym temacie (Landfald i wsp. 2017).

1.4.3 Interwencja dietetyczno-treningowa a TMAO

Badania sprawdzajace efekty interwencji zwigzanych ze stylem zycia
a poziomem TMAO s3g znikome. Troseid 1 wsp. (2016) stwierdzili, ze trzy miesigce
modyfikacji diety w potaczeniu z zaleceniami dotyczacymi aktywnosci fizycznej nie
mialy wplywu na poziomy TMAO u 34 otylych dorostych przygotowujacych si¢ do
operacji bariatrycznej (Troseid i wsp. 2016). Podobnie w innej obserwacji nie
stwierdzono zmian w poziomie TMAO u 220 dorostych po dziewigciu miesigcach
interwencji dietetycznej w potaczeniu z zaleceniem aktywnosci fizycznej
(Randrianarisoa i wsp. 2016). Trudno jest interpretowa¢ wplyw efektéw aktywnosci
fizycznej na poziom TMAO na podstawie tych badan, poniewaz uczestnicy otrzymali
jedynie zalecenia dotyczace zwigkszenia poziomu aktywnosci fizyczne;.

W badaniu Erickson i wsp. (2019), grupe oséb starszych, otytych, opornych na
insuling poddano 12 tygodniowej kontrolowanej interwencji treningowej w potaczeniu

z modyfikacja dietetyczng. Trening, oparty o wysitek ciggly, 50-60 minut dziennie, na
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biezni mechanicznej lub ergometrze rowerowym, 5 razy w tygodniu, przy zachowaniu
indywidualnych obcigzen. Dodatkowo grupa zostala podzielona na osoby
spozywajace diete rOwnowazng dziennemu zapotrzebowaniu (eukaloryczng) lub
o obnizonej ilosci kalorii -500 (hipokaloryczng). Ograniczenie spozycia kalorii
w polaczeniu z ¢wiczeniami wplywa na zmniejszenie poziomu TMAO, podczas gdy
dieta eukaloryczna w polaczeniu z ¢wiczeniami sprzyjata niewielkiemu wzrostowi.
Mimo to, w grupie eukalorycznej zaobserwowano zmniejszenie masy ciala, otylosci
brzusznej, poziomu trojglicerydow 1 cholesterolu, a takze poprawe obwodowe;j
insulinowrazliwoséci. Moze to sugerowaé, iz indukowane dieta ograniczenie kalorii
polaczone z ¢wiczeniami moze w wigkszym stopniu wptywaé na zmiany poziomu

TMAO, w porownaniu z dietg eukaloryczng i aktywnoscig fizyczna.

1.5 L-karnityna

L-karnityna jest witamino-podobnym zwigzkiem o budowie zblizonej do
aminokwasow, ktory odgrywa wazng rolg w wspomaganiu czynnosci metabolicznych
organizmu. Gtéwnag funkcja L-karnityny jest transport kwaséw ttuszczowych do
mitochondriow w celu przetworzenia ich w energi¢. (Wong i wsp.2016). Ponadto, L-
karnityna moze wptywac¢ na mase¢ migs$ni szkieletowych poprzez spowalnianie procesu
degradacji bialek. W badaniach na modelu zwierzecym wykazano, ze suplementacja
karnityng przyczynia si¢ do zwigkszenia st¢zenia insulinopodobnego czynnika
wzrostu-1 (IGF-1) (Keller i wsp. 2013, Wong i wsp. 2016), doprowadzajac do
aktywacji szlaku sygnalowego i1 hamowania procesu proteolizy. Szczegdtowy

mechanizm zostal szerzej omowiony w pracy przegladowej (Sawicka i wsp. 2020).

1.5.1 Dzialanie antyoksydacyjne i przeciwzapalne

Wiele badan in vitro 1 in vivo wykazato, ze L-karnityna posiada wtasciwosci
antyoksydacyjne (Yu i wsp. 2011, Zhao i1 wsp. 2017, Ribas 1 wsp. 2014, Lee 1 wsp.
2014). Skutecznie usuwa ROS 1 RNS chronigc przed peroksydacja lipidow, oraz przed
utlenianiem grup tiolowych w zwiazkach niskoczasteczkowych (glutation, cysteina
1 homocysteina) w ludzkim osoczu (Kolodziejczyk i wsp. 2011). Oprocz potencjatu

antyoksydacyjnego, L-karnityna charakteryzuje si¢ wlasciwosciami
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przeciwzapalnymi (Winter i wsp. 1995). Meta-analiza badan na ludziach wykazuje
potencjalne korzystne dziatanie L-karnityny obnizajace poziom krazacego CRP

(Sahebkar, 2015).

1.5.2 Zastosowanie L-karnityny w ChSN

Wiasciwosci antyoksydacyjne 1 przeciwzapalne L-karnityny sugeruja, ze moze
ona poprawia¢ funkcje srodbtonka przeciwdziata¢ agregacji ptytek krwi (Mohammadi
1 wsp. 2016). Ponadto, udziat L-karnityny w metabolizmie energetycznym mig$nia
sercowego, przyczynil si¢ do przeprowadzenia wielu badan wsrdd pacjentow
z cigzkimi zaburzeniami sercowo-naczyniowymi, takimi jak choroba wiencowa,
przewlekta niewydolnos¢ serca i choroba naczyn obwodowych (Ferrari 1 wsp. 2004,
DiNicolantonio i wsp. 2013, Shang i wsp. 2014, Song i wsp. 2017, Wang i wsp. 2018).
Meta-analiza obejmujaca 13 kontrolowanych badan wykazata, Ze zastosowanie
L-karnityny u pacjentdow z ostrym zawalem migsnia sercowego zmniejsza
smiertelnos¢, arytmi¢ komorowa i objawy dusznicy bolesnej w poréwnaniu do placebo
odpowiednio o 27%, 65% 1 40% (DiNicolantonio i wsp. 2013). Z kolei meta-analiza
Song i wsp. (2017) zestawiajaca badania na pacjentach z przewlekla niewydolno$cia
serca pokazuje, ze zastosowanie L-karnityny nie wplywa na redukcje $miertelnosci.
Niemniej jednak, autorzy zaobserwowali poprawe funkcji i budowy lewej komory,
oraz niektorych wskaznikow niewydolnosci serca po suplementacji L-karnityng (Song
1 wsp. 2017). Na uwagg zastuguje fakt, iz w jednym z badan u pacjentéw po ostrym
zawale mig$nia sercowego L-karnityna podawana byta w ilosci 6g/dziennie przez 12

miesigcy, tagodzac skutki ostrego zawatu migsnia sercowego (Iliceto 1 wsp. 1995).

Poniewaz TMAO sugerowany jest jako istotny czynnik w rozwoju i progresji
stanow patologicznych (Wang i wsp. 2011, Suzuki i wsp. 2016, Gruppen i wsp. 2017),
a L-karnityna wcigz jest stosowana jako suplement diety (Baltazar-Martins 1 wsp.
2019, Wardenaar 1 wsp. 2017), nalezy wyjasni¢ jak dlugotrwale stosowanie
L- karnityny czy zwigkszona aktywno$¢ fizyczna wplywa na stezenie TMAO
w osoczu w$rod zdrowych ludzi, oraz czy w warunkach patologicznych, takich jak
stabilna choroba wiencowa (SChW) oraz ostry zespot wiencowy (OZW) stezenie

TMAO w osoczu jest rézne w poroOwnaniu do os6b zdrowych.
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2. Cele:

1. Okreslenie czy stgzenie TMAO w osoczu krwi jest modyfikowane podczas
dtugotrwatej suplementacji karnityng i po jej zaprzestaniu, oraz czy ma to
wplyw na wybrane wskazniki stanu zapalnego 1 stresu oksydacyjnego

u zdrowych ludzi.
2. Ustalenie czy 24-tygodniowy trening oporowy zmienia st¢zeniec TMAO

W osoczu, oraz w jakim stopniu wigczenie suplementacji karnityng do procesu

treningowego wptynie na zmiang stezenia TMAO.

3. Okreslenie czy stgzenie TMAO w osoczu u oséb z chorobg sercowo-

naczyniow3 rézni si¢ od stezenia tego zwigzku u 0s6b zdrowych.
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3. Materialy i metody

Przed rozpoczgciem badan wszyscy chetni zostali zapoznani z procedurg
badawcza oraz wyrazili pisemng zgode na uczestnictwo w badaniach. Oznaczenia
wykonane zostaly we krwi ludzkiej, kobiet, w przedziale wieku 43-91 lat, u ktérych

nie zdiagnozowano trimetyloaminurii. Material zostat pobrany w latach 2016-2019.

3.1 Badanie 1

A Y /

1 .. 2 1es]
start koniec 4 miesiace 12 miesiecy
suplementacja

czas 0 6 miesigcy 10 miesiecy 18 miesigcy

Ryc. 5. Schemat badania nr 1 (badanie 1A — 24 tygodnie suplementacji; badanie
1B — 12 miesigczna kontrola po zakonczeniu suplementacji). Strzykawki wskazuja

terminy, w ktorych pobierana byta krew. Szczegdty procedur opisane sg ponizej.
3.1.1 Badanie 1A
Protokot badania zostat zatwierdzony przez Niezalezng Komisj¢ Bioetyczng

ds. Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym NKBBN / 354-
304/2015.
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Badana grupa

Do badan zrekrutowano zdrowe, niepalgce, nie przyjmujace lekéw
obnizajacych cholesterol, kobiety w wieku od 65 do 70 lat (osoby z ChSN; chorobami
watroby 1 nerek; zaburzeniami zotagdkowo-jelitowymi, w tym wrzody Zzoladka,
nadzerki; chorobami nerwowo-mig¢sniowymi; cukrzyca 1 innymi przewleklymi

ciezkimi chorobami wykluczono z badania w trakcie rekrutacji).

Procedura badania

Uczestnicy badania zostali pierwotnie zrekrutowani do innego badania,
ktérego celem byla ocena wplywu suplementacji L-karnityng na funkcje mig$ni
szkieletowych (Sawicka 1 wsp. 2018).

Protokot badania zostat zatwierdzony przez Niezalezng Komisj¢ Bioetyczng
ds. Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (NKBBN / 354-
304/2015).

Wszyscy badani wyrazili §wiadomg pisemng zgodg¢ przed rozpoczeciem
procedury eksperymentalnej. Protokot wypetlito 20 niepalacych, zdrowych, nie
bedacych na diecie wegetarianskiej, aktywnych fizycznie kobiet, w wieku od 65 do 70
lat bez leczenia obnizajacego cholesterol. Nastapit podzial na dwie grupy
suplementacja L-karnityng (n = 11) i placebo (n =9). Uczestniczki podzielono na dwie
grupy: suplementowane L-karnityng i placebo. W czasie 24 tygodni badanym
podawano dziennie 1500 mg L-winianu L-karnityny lub izoazotowe placebo. Badane
poinstruowano, aby suplementy spozywane byly po gtownym positku. Suplementy
zostaty dostarczone przez firme¢ Tree Nutrition Ltd. (Gdynia, Polska). Wyniki tych
badan zostaly wczesniej opublikowane (Samulak 1 wsp. 2019a, Olek 1 wsp. 2019).
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n=42
przebadanych wolontariuszy

} l

n=14 -
n=28
NIEPOWODZENIA PRZESIEWOWE ZAKWALIFIKOWANI DO BADANIA PRZSIEWOWEGO
przyczyny i
- nie spe}niono kryteri(')w wiqczenia (11:3) LOSOWO PRZYDZIELENI
- spelnione kryteria wylaczenia (n=11)
\ 4
n=14 n=14
L-Karnityna placebo
czas 0 ]
\4 l
WYCOFANO WYCOFANO

n=1 wycofano z powodu niezgodnosci z procedura
n=1 problemy zotadkowo-jelitowe
n=1 powdd osobisty

n=1 problemy zotadkowo-jelitowe
n=1 bole i zawroty glowy
n=1 problemy zdrowotne nie zwigzane z suplementacja

24 tydzien

4

1 m¢zezyzna i 1 palaca kobieta osoby wykluczone z analiz
statystycznych ze wzgledu na jednorodno$¢ grupy

Ryc. 6. Schemat blokowy interwencji i pobierania prébek w badaniu 1.

Tabela 2. Charakterystyka badanych w badaniu 1.(Srednie + odchylenie standardowe)

Zmienne placebo L-Karnityna
wiek (lata) 66.4+1.3 67.8+2.3
wysoko$¢ (cm) 162.0+5.3 159.0+54
BMI ( kg/m?) 26.5+4.4 27.5+4.5
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Pobieranie probek krwi

W okresie suplementacji krew pobierana byta trzykrotnie: na poczatku, po 12
1 24 tygodniach suplementacji. Probki krwi pobrano z zyty tokciowej, do probéwek
zawierajacych wersenian potasowy (EDTA) jako antykoagulant, lub na skrzep. Po
odwirowaniu przy 2000 g w 4 °C przez 10 min otrzymano osocze i surowic¢. Materiat

przechowywany byt do analizy w -80 ° C.

Oznaczanie biochemiczne

Wolng L-karnityng i TMAO oznaczano w osoczu metodg UPLC / MS / MS,
jak opisano wczesniej (Grinberga i wsp. 2015).

Stezenia VCAM-1, ICAM-1, SELL, SELP, CRP, IL-6, TNFa w surowicy
okreslono testami immunoenzymatycznymi (ELISA) przy uzyciu dostepnych na
rynku zestawow (IL-6, TNF-a - R&D Systems, Minneapolis, USA; VCAM- 1, ICAM-
1, SELL, SELP, CRP - Cloud-Clone Corp., Houston, USA; insulina - DRG
Instruments GmbH, Marburg, Niemcy).

Stezenie cholesterolu catkowitego (TCh), cholesterolu HDL (HDL),
cholesterolu LDL (LDL), trojglicerydow (TG) zostaly okreslone przy uzyciu
standardowego automatycznego analizatora Cobas6000 (Roche Diagnostics,
Mannheim, Niemcy).

Stezenia ox-LDL 1 MPO w surowicy zostaty okreslone za pomocg metody
ELISA przy uzyciu dostepnych na rynku zestawdéw (ox-LDL — Immunodiagnostik
AG, Bensheim, Niemcy; MPO - Abnova Corp., Taipei, Tajwan); grupy karbonylowe
bialek (PC), spektrofotometrycznie przy uzyciu zestawu Protein Carbonyl
Colorimetric Assay Kit (Cayman Chemical, Michigan, USA); homocysteina (Hcy),
metoda immunochemiluminescencji z uzyciem Immulite 2000 XPi (Siemens
Healthcare Diagnostics Inc.); 1 kwas moczowy (UA), przy uzyciu analizatora
Cobas6000 (Roche Diagnostics, Mannheim, Niemcy).

Aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej (Alt), a takze st¢zenia
nieestryfikowanych kwasow ttuszczowych (NEFA) 1 glicerolu oznaczono przy uzyciu
standardowych zestawdéw (Randox Laboratories Ltd.). Testy przeprowadzono przy

uzyciu spektrofotometru Super Aquarius CE9200 (Cecil Instruments Ltd.).
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Analiza statystyczna

Obliczenia przeprowadzono za pomocg oprogramowania Statistica 13.1 (Dell
Inc., Tulsa, OK, USA). Analiza wariancji (ANOVA) dla powtarzanych pomiarow
zostata przeprowadzona w celu zbadania interakcji miedzy suplementacja a czasem.
W przypadku, gdy ANOVA data znaczacy efekt, do pordwnan post hoc zastosowano
test post-hoc Tukey’a dla nieréwnej liczebnosci n. Ponadto analize kontrastow
zastosowano do oceny konkretnych, zaplanowanych wcze$niej poréwnan, pomiedzy
grupami w danym punkcie czasowym. Za statystycznie istotny uznano poziom
prawdopodobienstwa P <0,05. Wszystkie dane wyrazono jako $rednig + SE (btad

standardowy).

3.1.2 Badanie 1B

Protoko6t badania zostat zatwierdzony przez Niezalezng Komisje Bioetyczng
ds. Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym NKBBN / 354-
304/2015 1 NKBBN/354-201/2017.

Badana grupa

Pomiary przeprowadzono na osobach, ktére ukonczyly badanie oceniajgce
wplyw suplementacji L-karnityng na prace migsni szkieletowych (Samulak i wsp.
2019b). Z powodow osobistych pomiary nie zostaty przeprowadzone u dwoch osob
Dlatego w analizach statystycznych brano pod uwage wyniki grupy 18 kobiet w wieku
65-70 lat, w podziale na dwie podgrupy: suplementacja L-karnityng (n = 10) i placebo
(n = 8). Wyniki tych badan zostaty wcze$niej opublikowane (Samulak i wsp. 2019b).

Procedura badania
Osoby poddane suplementacji opisanej w badaniu 1A odwiedzity laboratorium
4 1 12 miesigcy po zaprzestaniu suplementacji. Protokot badania zostat zatwierdzony

przez Niezalezng Komisje Bioetyczng ds. Badan przy Gdanskim Uniwersytecie

Medycznym (NKBBN /354-304 / 2015 oraz NKBBN / 354-201 / 2017).
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Pobieranie probek krwi

Probki krwi pobrano z zyly tokciowej. Liczbe biatych krwinek (WBC) okreslano
w pelnej krwi za pomocg automatycznego analizatora hematologicznego (Sysmex XT
2000, Global Medical Instrumentation, Inc; Mundelein, IL, USA). Surowice i osocze
(pobrane na EDTA) otrzymano przez odwirowanie przy 2000 g w 4°C przez 10 min.

Materiat do analizy przechowywano w temperaturze - 80°C.

Oznaczanie biochemiczne

TMAO w osoczu okreslono metoda UPLC / MS / MS, w Laboratorium
Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN (Warszawa) jak opisano
wczesniej (Jaworska 1 wsp. 2017). Stezenie TCh, HDL, LDL i TG oznaczono przy
uzyciu Cobas6000 (Roche Diagnostics, Mannheim, Niemcy).

Zwyczajowe spozycia ryb

Do oceny czestotliwo$ci spozycia ryb, zostata skonstruowana ankieta, na
podstawie wczesniej zastosowanej metody (Kasielski 1 wsp. 2016). Ankieta

przedstawia czestotliwos$ci spozywania rodzajow ryb i owocow morza:

FO0 - nigdy / sporadycznie,
F1 - 1-2 razy w miesiacu,
F2 - raz w tygodniu,

F3 - 2-5 razy w tygodniu,

F4 - codziennie.

Analiza statystyczna

Obliczenia statystyczne przeprowadzono za pomocg programu Statistica 13.1
(Dell Inc., Tulsa, OK, USA). Uzyskane wyniki poddano analiziec ANOVA dla
powtarzanych pomiaréw z porownaniami post hoc Tukey’a dla nieréwnej liczebnosci
n. Poziom prawdopodobienstwa p<0.05 uznano za istotny statystycznie. Wszystkie

dane wyrazono jako $rednig + SE.
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3.2 Badanie 2

Protoko6t badania zostat zatwierdzony przez Niezalezng Komisje Bioetyczng
ds. Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (NKBBN / 354-
201/2017).

Badana grupa

Do badan zrekrutowano =zdrowe, niepalace, nie przyjmujace lekow
obnizajacych cholesterol, kobiety w wieku od 65 do 70 lat (z rekrutacji wylaczono
osoby z ChSN; chorobami watroby i nerek; zaburzeniami zotgdkowo-jelitowymi,
w tym wrzody zotadki nadzerki; chorobami nerwowo-mig$niowymi; cukrzyca
1 innymi przewleklymi ci¢zkimi chorobami oraz z przeciwwskazaniami do
wykonywania badania rezonansu magnetycznego). Ponadto badane przedstawity

zas$wiadczenia lekarskie o braku przeciwskazan do regularnego wysitku fizycznego.

Procedura badania

Uczestniczki podzielono na trzy grupy (tab. 3).

Tabela 3. Charakterystyka badanych w badaniu 2 z podziatem na podgrupy ($rednia +
SEM).

trenujgca L-leucyna + L-
kontrojl‘fl L-leucyna karlfiWna
wiek (lata) 67.1+0.7 67.8+0.7 67.8+0.7
masa ciala (kg) 72.8+2.8 70.2+2.8 69.3+2.8
wysokos¢ (cm) 162.0+1.0 159.0+1.0 158.0+1.0
BMI (kg/m?) 279+1.0 27.7+1.0 275+1.0
tkanka tluszezowa 365420  363+2.0 36.4 +2.0

(%)

Przez 24 tygodnie wszystkie badane uczestniczyly dwa razy w tygodniu

W programie treningu oporowego zgodnie z protokolem opisanym wczes$niej (Bell
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1 wsp. 2017). Grupa trenujaca kontrolna uczestniczyla w protokole treningowym bez
zadnej suplementacji, podczas gdy dwie inne grupy otrzymywaty albo 4000 mg L-
leucyny dziennie albo 1000 mg L-winianu L-karnityny w potaczeniu z 3000 mg L-

leucyny dziennie przez caty czas trwania badania. okres (ryc.6).

rupa do kwalifikacji (n=100
rekrutacja e i )

Y wylaczenie (n=40)
. kryteria wykluczenia (n=34)
. odmowa uczestnictwa (n=3)

randomizacja (n=60)

+ e inne powody (n=3)
rozfozenie
A
»
Trenujaca kontrola grupa < L- leucyna > II{lel_lt(;yna +L-
n=20 = arnityna grupa
(n=20) grupa (n=20) iy

v

kontynuacja

1 ‘,

ukonczenie interwencji (n=15)

ukonczenie interwencji (n=14) ukoficzenie interwencji (n=15)

A

poddane analizie

| l ‘

przeanalizowane (n=12) przeanalizowane (n=13) przeanalizowane (n=12)
wylaczone z analizy (n=2) wylaczone z analizy (n=2) wylaczone z analizy (n=3)

Ryc. 7. Schemat blokowy interwencji i pobierania probek w badaniu 2

Wszystkie grupy przeszly ten sam protokot treningowy. Treningi odbywatly si¢
w grupach do 12 os6b, dwa razy w tygodniu, w poniedzialki i §rody lub we wtorki
i czwartki na komercyjnej sitowni. Kazde zajecia odbywaly si¢ pod kontrola. W ciagu
24 tygodni badani planowo powinni uczestniczy¢ w 48 jednostkach treningowych po
45 - 60 min. Do analizy zostaty wiaczone osoby, ktore uczestniczyty w minimum 80%

zajec. Sesje treningowe rozpoczynano od 10-minutowej rozgrzewki na biezni (marsz),
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a nast¢pnie uczestnicy wykonywali 3 zestawy po 4 ¢wiczenia: wypychanie ci¢zaru na
suwnicy (ryc.8), wyprost ndg z obcigzeniem (ryc.9), przyciaganie drazka wyciagu
dolnego w siadzie (ryc.10), $cigganie dragzka wyciggu gornego z szerokim uchwytem
(ryc.11), wyciskanie sprzed klatki piersiowej siedzac (ryc.12), wyciskanie nad gtowe
siedzac (ryc.13).

Ryc. 8. Pozycja wyjsciowa i pozycja koncowa w ¢wiczeniu ,,wypychanie ci¢zaru na

suwnicy”.
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Ryc. 9. Pozycja wyjsciowa 1 pozycja koncowa w ¢wiczeniu ,,wyprost nog

z obcigzeniem”.

Ryc. 10. Pozycja wyjsciowa 1 pozycja koncowa w ¢wiczeniu ,,przyciagganie drgzka

wyciggu dolnego w siadzie”.
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Ryc. 11. Pozycja wyjsciowa i pozycja koncowa w ¢wiczeniu ,$cigganie drazka

wyciagu gornego z szerokim uchwytem?”.

Ryc. 12. Pozycja wyjsciowa i pozycja koncowa w ¢wiczeniu ,,wyciskanie sprzed klatki

piersiowej siedzac”.
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Ryc. 13. Pozycja wyj$ciowa i pozycja koncowa w ¢wiczeniu ,,wyciskanie nad gtowe

siedzac”.

Wypychanie ci¢zaru na suwnicy 1 wyprost ndg z obcigzeniem byty
przeprowadzane na kazdej sesji treningowej, a wyciskanie sprzed klatki piersiowej
siedzac 1 przyciaganie dragzka wyciggu dolnego w siadzie tylko w poniedziatek /
wtorek, podczas gdy wyciskanie nad gloweg siedzac i1 $cigganie drazka wyciggu
gbérnego z szerokim uchwytem tylko w srode / czwartek. Kazda sesja konczyta si¢ 10
minutowym rozluznieniem na ergometrze rowerowym. Przez pierwsze dwa tygodnie
uczestnicy wykonywali ¢wiczenia z obcigzeniem 65% jednego maksymalnego
powtorzenia (1RM), kazde ¢wiczenie 10-12 powtdrzen w 3 seriach. Po dwoch
tygodniach obcigzenie pracg zwigkszono do 80% 1RM, kazde ¢Ewiczenie 6-8
powtérzen w 3 seriach. Obciazenie treningowe byto indywidualnie dostosowane
1 modyfikowane w trakcie realizacji programu treningowego. Program ¢wiczen byt

zgodny z wczesniej opisanym protokotem (Bell 1 wsp. 2017).

Pobieranie probek krwi

Probki krwi na czczo pobierano z zyty tokciowej przed badaniem (tydzien 0),

po 12 1 24 tygodniach suplementacji. Liczbe biatych krwinek (WBC) okreslano
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w petnej krwi za pomocg automatycznego analizatora hematologicznego (Sysmex XT
2000, Global Medical Instrumentation, Inc; Mundelein, IL, USA). Surowice i osocze
(pobrane na EDTA) otrzymano przez odwirowanie przy 2000 g w 4°C przez 10 min.

Materiat do analizy przechowywano w temperaturze - 80°C.

Oznaczanie biochemiczne

TMAO,  asymetryczna  dimetyloarginina ~ (ADMA),  symetryczna
dimetyloarginina (SDMA), w osoczu, argining, ornityne, cytruling i proling oznaczono
metoda UPLC / MS / MS w Laboratorium Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii
1 Biofizyki PAN (Warszawa). Oprzyrzadowanie sktadalo si¢ z ultrasprawnego
chromatografu cieczowego Waters Acquity potagczonego ze spektrometrem masowym
z potrojnym kwadrupolem Waters TQ-S. Rozdziat chromatograficzny prowadzono
stosujac kolumne Waters HILIC (1,7 um, 2,1 mm x 50 mm). Faza ruchoma A byta
woda Mili-Q z dodatkiem 1ml 25% NH4sOH na 1000ml wody, a fazg ruchoma B byt
Iml kwasu mrowkowego w 1000ml acetonitrylu. Spektrometr mas pracowal w trybie
monitorowania wielu reakcji (MRM) - dodatnia jonizacja przez elektrorozpylanie
(ESI+). Dla wszystkich analizowanych zwigzkow zoptymalizowane ustawienia
spektrometru mas byly nastgpujace: napigcie kapilary 108 = 2,5kV, temperatura
desolwatacji = 380°C, przeptyw gazu desolwatacyjnego = 300 1 / h, przeptyw gazu
stozkowego = 150 1/ h, ci$nienie gazu nebulizatora = 7,0 bar, temperatura zrodla =
150 ° C. Stezenia CRP, IL-6, TNF-a w surowicy okreslono metodg enzymatycznego
testu immunologicznego przy uzyciu dostgpnych w handlu zestawow (IL-6, TNF-a -
R&D Systems, Minneapolis, USA; CRP - DRG Instruments GmbH, Marburg,
Niemcy). Stezenie TCh, HDL i TG okre$lono za pomoca standardowego
automatycznego analizatora Cobas6000 (Roche Diagnostics, Mannheim, Niemcy).
Wzor Friedewalda zostal wykorzystany do obliczenia poziomoéw cholesterolu

lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) przy uzyciu cholesterolu TCh, TG i HDL.

Analiza statystyczna

Wszystkie obliczenia wykonano przy uzyciu oprogramowania Statistica 13.1
(Dell Inc., Tulsa, OK, USA). Normalnos$¢ rozktadu zostata ustalona testem Shapiro-

Wilka. W danych o rozktadzie normalnym wykonano analiz¢ ANOVA, natomiast
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w przypadku braku normalno$ci rozkladu test Kruskala-Wallisa. W przypadku
zaobserwowania znaczacego efektu zastosowano test wielokrotnych poréwnan
Dunna. Za statystycznie istotny uznano poziom prawdopodobienstwa p <0,05. Dane

wyrazono jako $rednig + SE (lub jako mediana przy braku normalnos$ci rozktadu).

3.3 Badanie 3

Badanie zostato zatwierdzone przez Komisj¢ Bioetyczng przy Okrggowej Izbie

Lekarskiej w Gdansku (KB-27/16 1 KB 32-17).

Badana grupa

Kryterium wilaczenia pacjentéw z ChSN byta kwalifikacja do angiografii
wiencowej. Populacja badana sktadata si¢ z kolejnych pacjentéw ze stabilng dusznica
bolesng, ktorzy zostali w zakwalifikowani do konwencjonalnej koronarografii
(n=200), a takze pacjentow z OZW, ktorzy zostali przyjeci do szpitala z bolem w klatce
piersiowej (n=200). Grupa kontrolna (n =200) pacjentéw z niskim i srednim ryzykiem
choroby wiencowej, bez incydentoéw OZW w przesztosci. Kryterium wykluczenia byli
nieprzytomni pacjenci. Kontrole rekrutowano w tym samym regionie wsréd badanych
bez wlasnej historii chorob sercowo-naczyniowych. Cz¢§ciowo wyniki tych badan
zostaly wczesniej opublikowane (Bordoni i wsp. 2020a, Bordoni i wsp. 2020b,

Bordoni 1 wsp. 2021)

Z populacji zostaly wyselekcjonowane 3 grupy pacjentdw jako kryterium
kwalifikacji przyjeto pte¢ zenska oraz wykluczono chore na cukrzyceg:
1). Grupa kobiet z ostrym zespotem wiencowym (OZW) (n=23).
2). Grupa kobiet ze stabilng chorobg wiencowg (SChW), zakwalifikowana do
konwencjonalnej koronarografii (n=25).

3). Grupa kobiet z niskim ryzykiem choroby wiencowej (n=35), (Kontrola).
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Tabela 4. Charakterystyka badanych w badaniu 3.

kontrola ozw SChw
wiek (lata) 65.5+6.3 68.8 £12.2 69.6 £ 10.5
wysokos$¢ (cm) 161.6 £5.7 1624 +7.5 162.5+7.6
masa ciala (kg) 67.4+11.2 71.8+11.6 71.8+11.8
BMI (kg/m?) 259+39 27.7+43 269 +3.7

Procedura badania

oceniono nastepujace czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego:

W grupie OZW 1 SChW przeprowadzono wywiad kliniczny, a nast¢pnie

hipercholesterolemia (zdefiniowana jako stezenie cholesterolu catkowitego

>5 mmol/ | lub leczenie lekami obnizajacymi stezenie lipidow);

otytos¢ (wskaznik masy ciata >30 kg / m2);

n= 547

pacjenci zakwalifikowani do badama

n= 358 mezczyzn
n= 189 kobiet

h 4

KONTROLA
n= 89 mezczyzn
n= 64 kobiet

l

GRUPA ChINS
n= 269 mezczyzn

n= 125 kobiet

klasyfikacja do badania

KRYTERIA WYKLUCZENIA
- pte¢ meska n= 358
- cukrzyca n= 106
GRUPA OZW
n=23

Y

GRUPA SChW

n=25

Ryc.14. Schemat blokowy interwencji w badaniu 3.

N

KONTROLA
n=35
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Pobieranie probek krwi

Probki krwi zylnej pobrano z zyly tokciowej bezposrednio po przyjeciu do
rutynowych pomiaréw. Probki osocza przygotowano przez wirowanie przy 1300 g
przez 10 minut w 18-25 © C i trzymano zamrozone w -80 ° C do pdzniejszej analizy

TMA 1 TMAO.

Oznaczanie biochemiczne

Stezenia TMA 1 TMAO w osoczu okreslono przy pomocy UPLC/MS/MS
wedtug metody opisane przez Bordoni i wsp. 2020b.
Stezenie TCh, HDL, LDL, TG, kreatynina, zostaly okreslone przy uzyciu
standardowego automatycznego analizatora Cobas6000 (Roche Diagnostics,
Mannheim, Niemcy).
Obliczenie wskaznika aterogennosci (ang. atherogenic index of plasma; AIP).

Wskaznik wyliczany jest ze wzoru: (Cholesterol catkowity-HDL) -HDL.

Analiza statystyczna

Przeprowadzono analizy statystyczne przy uzyciu oprogramowania IBM SPSS
Statistics 25. Do analiz wykonano wykresy skrzynkowe (ang. boxplot) przy pomocy
jezyka programowania R oraz programu R Studio. W pierwszej kolejnosci
sprawdzono podstawowe zatozenia testow parametrycznych takie jak rownoliczno$¢
grup, normalno$¢ rozktadu analizowanych zmiennych oraz homogeniczno$¢ wariancji
w badanych grupach. W tym celu wykorzystano odpowiednio analiz¢ czgstosci, test
normalno$ci rozktadu Shapiro-Wilka oraz test Levene’a. Z racji spelnienia dla
wiekszosci zmiennych ww. zalozen wykonano ogdlny wielowymiarowy model
MANOVA (ang. multivariate analysis of variance), po czym przeprowadzono odrebne
analizy dla kazdej zmiennej oraz testy post-hoc HSD Tukeya. Jako globalny poziom

istotnos$ci ustalono p<0.05.
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4. Wyniki
4.1. Badanie 1A

Stezenie TMAO i wolnej karnityny w osoczu

Dziesigciokrotne podwyzszenie stezenia TMAO w osoczu odnotowano po 12

tygodniach suplementacji i utrzymalo si¢ na podobnym poziomie do 24 tygodnia

suplementacji. W tym czasie w grupie placebo stezenie TMAO utrzymywalo si¢ na

zblizonym poziomie do wartosci sprzed okresu suplementacji (ryc. 15).
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czas (tygodnie)

Ryec. 15. Stezenie TMAO w osoczu grup placebo (0) oraz otrzymujacych L karnityng

(#); * p< 0,05, ** p< 0,01 w porownaniu z placebo w tym samym czasie # p< 0,005,

## p< 0,001 w poréwnaniu do czasu 0 w tej samej grupie.
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Zmianom tym towarzyszylo zwigkszenie poziomu wolnej karnityny w grupie

suplementowanej L-karnityng (ryc. 16).
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czas (tygodnie)

Ryc. 16. Stezenie wolnej karnityny w osoczu placebo (0) oraz suplementowanych
L-karnityng (¢); * p< 0,05, ** p< 0,01 w poréwnaniu z placebo w tym samym czasie;

# p< 0,005, ## p< 0,001 w porownaniu do czasu 0 w tej samej grupie.
Biomarkery stanu zapalnego

Nie stwierdzono statystycznie istotnych zmian w stezeniach VCAM-1, ICAM-
1, SELL, SELP, CRP, IL-6 i TNF-o w surowicy w wyniku 24-tygodniowej

suplementacji (Tab. 5). Zaobserwowano jedynie istotng réznice mi¢dzy grupami

w stezeniu CRP w surowicy (gtowny efekt grupy; p = 0.04).

38



Azieue op o1uZOTUIAIRSO]

ou0o§eIZSYZ1d 10S01IBM 4 {0 MOIOMIOMOU AJTMUBW JTUUAZ) :0- N, {9 BUDNIMAUL :9-T[ QUMAI[BAI ) OfeIqd ¥ ‘BUAPIR[AS-d :dTAS

RUAP[OIS-T TS ‘[-2fomoxiowoAzpdiw 1[zoype exz0)1stzo :[-INVII [-YoAMOIUAzoeu 310woy Izaype eyzo9)stzd :[-INVDA

LoL 96’ 61T STT0F990  60°0F950 90°0 F $9°0 010 ¥850 (;_T-8u) 0-INL
€96 8¢ €01’ TOFIT TOFSI €OF6'1 €0 FTT (_T-3u) 4x9-T1
6€Y 0¥0° 999 COFLI €OF8I Y0OF6T €0 F9C (_T1-8w) 340
1429 981" 8TL €€ F €5T 61 F 6¥C 61 F90C LT F1ITC (_71-81) d14S
0€S’ L6L 16¢° 8T F 99¢ € F v6¢ €7 F89¢ 61 FELE (_71-81) T174S
184 86’ 916 TTF9ET LT F8TT ST T8 8T F ¥ET (_71-31) INVOI
016 L8T 8ST 9¢ F 6LE 9¢ F L6€ 8T F6C€ v1F0ve (,_T1-3") [-INVOA
vdn4s, sn2o vdnis 20 od pazid od pazad
VAONY 0qaovjd Uy~

‘foeyuowodns yoeruposAy 4 od

1 pazid 0qaoe[d 1 Aukjrurey-T yoednid m Aommoins m ogaujedez nuejs A1dyIeworg °¢ e[oqe]

39



Metabolity lipidow

Podobnie protokét suplementacji nie wplynat na stezenie wskaznikdéw profilu
lipidowego w surowicy krwi (Tab. 6). Niemniej jednak zaobserwowano istotne
obnizenie st¢zenia TCh, LDL i TG w obu grupach w czasie (gléwny efekt czasowy;

odpowiednio p = 0.007, p=0.021, p = 0.033).
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Inne markery

Inne okreslone metabolity w surowicy krwi, mocznik, kreatynina, Alt, glukoza,
insulina 1 obliczony model homeostatycznej oceny insulinoopornosci (ang.
Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance; HOMA-IR) mieScily
si¢. w normach zakresu fizjologicznego i suplementacja nie miata na nie wptywu.
Zaobserwowano jedynie znaczacy spadek st¢zenia kreatyniny w obu grupach po 24

tygodniach suplementac;ji.
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4.2. Badanie 1B

Pod koniec protokotu suplementacji stezenie TMAO w osoczu osiagne¢to 33,6
+ 6,7 uM w grupie suplementowanej L-karnityng, podczas gdy w grupie placebo byto
t0 2,9 £ 0,3 uM (ryc.17). Cztery miesigce po zaprzestaniu suplementacji TMAO

w osoczu zmniejszyto si¢ do poréwnywalnego w grupie placebo i1 pozostato

niezmienione przez nastepne osiem miesiecy (ryc. 17).

®
g gplacebo
— w L-Karmitvna
§
u
g , "
- .
o

— M o e Ll

koniec 4 miesiace 12 miestecy

Ryec. 17. Stezenia TMAO w osoczu w grupach placebo i L-karnityny. * p <0,001
w poroOwnaniu z grupg placebo w tym samym czasie, { p <0,001 w poréwnaniu do

wynikoéw uzyskanych po zakonczeniu suplementacji w tej samej grupie.

W tym samym czasie u krazace wskazniki profilu lipidowego nie ulegaty

zmianie zardGwno w czasie suplementacji jak i po jej zakonczeniu (Tab. 9).
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Tabela 9. Metabolity profilu lipidowego w surowicy w grupach L-karnityny i placebo

po 24 tygodniach suplementacji (koniec) oraz 4 i 12 miesigcy po zaprzestaniu

suplementacji L-karnityng i placebo.

L-karnityna placebo
koniec 4 m-ce 12 m-cy koniec 4 m-ce 12 m-cy
TCh (mg-dL™") 217+ 12 21316 211+13 199 £ 15 21110  202+11
HDL (mg-dL ™) 67+5 72+6 70+5 61+4 72+7 67+5
LDL (mgdL %) 127+ 10 119+ 14 115+ 12 117+13 120+ 10  117+7
TG (mg-dL ) 114 +18 116 + 14 130 +22 103 +18 98 + 12 89+ 14

Podobnie liczba leukocytéw pozostata niezmieniona i1 nie réznita si¢ miedzy grupami

(Tabela 10).

Tabela 10. Liczba krazacych biatych krwinek w grupach L-karnityny i placebo po 24

tygodniach suplementacja (koniec) oraz 4 1 12 miesi¢cy po zaprzestaniu suplementacji.

L-karnityna placebo

koniec 4 m-ce 12 m-cy koniec 4 m-ce 12 m-cy

Leuko (10°L™") 5.7+0.5 6.1£0.6 6.6+£0.8 54+04 5705 55+04
Neutro (10°-L™") 3.0+03 34+0.5 3.7+0.5 3.0+0.2 30+04 2.7+0.2
Limfo(10°-L™Y) 2.0+0.2 2.0+0.2 2.1+0.2 1.84+0.2 21+02 2.1+£02
NLR 1.0+0.2 1.7+£0.2 1,8+0,2 1.7+£0.2 1.5£02 1.4+0.01
Mono (10°-L™") 0.51+£0.04 0.51+0.03 0.54 £ 0.05 0.45+0.06 0.46+0.06 0.45+0.04

PLT (10°>L™Y) 279+ 16 272 +12 291 +13 249 + 19 248 +18 253423

Leuko: leukocyty, Neutro: neutrofile, Lympho: limfocyty, NLR: neutrofile-limfocyty, Mono: monocyty, PLT: ptytki krwi.

Nie stwierdzono réznic w zwyczajach zywieniowych dotyczacych spozycia

ryb 1 owocdéw morza (tabela 11).
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Tabela 11. Czgstotliwos¢ spozycia ryb.

L-karnityna placebo
srednia czestotliwosé srednia czestotliwosé

dorsz F1 FO-F3 F1 FO-F3
tosos Fl1 FO-F2 F2 FO-F3
makrela F1 FO-F2 F1 FO-F2
sledz F1 FO-F3 F1 FO-F3
pstrag FO FO-F1 F1 FO-F3
tunczyk FO FO-F1 FO FO-F2
fladra FO FO-F1 FO FO-F1
morszczuk FO FO-F1 FO FO-F1
wegorz FO FO-F1 FO FO-F1
mintaj FO FO-F1 FO FO-F1

FO: nigdy / okazjonalnie, F1: 1-2 razy w miesiacu, F2: raz w tygodniu, F3: 2-5 razy w tygodniu.

4.3 Badanie 2

Trening oporowy nie wptynal na zmiany stezenia TMAO w osoczu w okresie
24 tygodni — nie zaobserwowano r6zni¢ statystycznie istotnych w czasie zard6wno
w grupie kontrolnej jak i suplementowanej Leucyna. Natomiast suplementacja L-

Karnityna spowodowata dziesigciokrotny wzrost stezenia TMAO w osoczu (ryc. 18).

47



804

dkk

60 —
=)
Q 401
<
= |
|_

204 l é

J=ma Ha

0 12 24

czas (tygodnie)

Ryc. 18. Mediana z zakresem mi¢dzykwartylowym st¢zeh TMAO w osoczu w grupie
kontrolnej (biata) z suplementacja L-leucyng (przekatna) oraz z suplementacja
L-leucyng + L-karnityng (kreskowanie). *, ** 1 *** oznaczajg wartosci p odpowiednio

0,05, 0,01 10,001.
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Wzrost TMAO w osoczu, wynikajacy z suplementacji L-karnityna, nie

wplywatl na zmiany st¢zenia ADMA, SDMA oraz aminokwasow bioracy udziat

w metabolizmie L-argininy. Ponadto, brak korelacji migdzy TMAO a ADMA

(rs=0,014,p

0,338).

0,220), TMAO i SDMA (rs = 0,009, p
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Tabela 14. Spozycie energii i sktadnikow odzywczych w diecie (Srednia + SEM).

dieta trenujqca kontola L-leucyna L-leucyna+L-karnityna
zuzycie energii (Mj/d) 6.5+0.7 6.6+0.3 7.0£0.6
spozycie biatka (%) 18+1 18+1 18+1
spozycie ttuszczy (%) 36+2 34+3 362
spozycie weglowodanow (%) 46+2 48£3 46+2
4.4 Badanie 3

Poréwnano stezenia TMAO, TMA, TMAO/TMA w trzech podgrupach OZW,
SChW, Kontrola.

. TMAOuM

(=)

KOTROLA OZW SChw

Rys. 19. TMAO w zalezno$¢ od grupy badanej; $rednia arytmetyczna oraz 95%

przedziaty ufnosci.
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0.6

e
=

TMA uM

0.0

KONTROLA OZW SChW

Ryc. 20. TMA w zaleznosci od grupy badanej; $rednia arytmetyczna oraz 95%

przedziaty ufnosci.

Poziom TMA wzrastat wraz z ryzykiem zaawansowania CVD, najwyzszy

poziom zaobserwowano w grupie pacjentow z stabilng chorobg wiencowa.
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=)

TMA/TMAO uM

Lh

KONTROLA OZW SChw

Ryc. 21. TMAO/TMA w zalezno$ci od grupy badanej; srednia arytmetyczna oraz 95%

przedziaty ufnosci.
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Tabela 15. Wyniki analizy jednozmiennowej, testem efektow miedzy obiektowych

oraz analiza post-hoc testem HSD Tukeya.

»a, b7 §rednie arytmetyczne roznigce si¢ od siebie istotnie statystycznie posiadajg te same indeksy

literowe w obrebie jednej zmiennej; test post-hoc Tukeya HSD; p < 0,05.

R?
grupa M <D F czqstkzo skory moc
wen’ gowa obserwowana
ne
kontrola  6.18 5.55
T(l:ﬁé)o OZW 4.46 272 0.69 0.506 0.02 -0.01 0.162
SChw 5.41 6.97
kontrola  0,53a 0.07
TMA (UM) OZW 0.58 0.1 472  0.12 0.11 0.08 0.775
SChw 0.60a 0.11
kontrola 11.65 10.34
TMAO/TM OZW 7.65 469 1.56 0.216 0.04 0.01 0.322
A (uM)
SChw 8.75 9.93
kontrola 78.44 16.78
eGFR
. OZW 76.57 3876 0.16 0.852 0 -0.02 0.074
(ml/min)
SChw 7435  27.51
kontrola 0.12 0.24
AIP OZW 0.19 025 095 0.39 0.02 0 0.21
SChWw 0.22 0.38
kontrola 5.9la 1.29
WBC OZW 9.32a 2.86 22.06 <0.001 0.36 0.34 1
(10"3/ul) . . . . . .
SChW 7.40a 1.55
kontrola 181.6ab 53.68
TCh— OZW 2123a 4893 7.06 0.001 0.15 0.13 0.921
(mg-dL ')
SChW 22576 b 32.05
kontrola 116.57 54.26
TG— OZW 116.3 5336 1.2 0.307 0.03 0.01 0.255
(mg-dL ')
SChwW 97.68 42 .4
kontrola  58.83 18.23
HDL
— OZW 68.91 20.61 2.59 0.081 0.06 0.04 0.503
(mg-dL ')
SChw 66.12 13.02
kontrola 99.11a 49.07
LDL— OZW 120.09 4391 6.82 0.002 0.15 0.12 0911
(mg-dL ')
SChW 140.08a 29.43

M: mediana, SD: odchylenie standardowe, 7% ETA kwadrat — miara sity efektu.
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W celu porownania grup kontrola, OZW 1 SChW dla 10 zmiennych zaleznych
(parametry krwi, nerkowe, wzrost, wiek) wykonano analiz¢ wariancji MANOVA.
Jako wspotczynnik mocy efektu uzyto n?2.

Ogo6lny model wielozmiennowy okazal si¢ by¢ istotny statystycznie, F (30,
132)=2,78;p<0,001;12=0,39; test L Wilksa. Oznacza to, ze mozna byto spodziewac
si¢ istotnych roznic  statystycznych réwniez w przypadku poréwnan
jednozmiennowych. W celu odnalezienia zmiennych dla ktérych wyniki badanych
grup roznity si¢ istotnie statystycznie przeprowadzono dalsze analizy.

W przypadku poréwnan jednowymiarowych roznice okazaty si¢ by¢ istotne dla
zmiennych WBC, cholesterol i LDL. Dla WBC najwyzszymi wynikami
charakteryzowata si¢ grupa OZW, nieco mniejszymi SChW, a najmniejszymi grupa
kontrolna. Zaréwno wspolczynnik #? jak i R’ wskazuja, ze roznice te sa duze. Dla
zmiennej cholesterol najwyzszymi wynikami odznaczata si¢ grupa SchW, podczas
gdy najnizszymi grupa kontrolna. Istotne okazaty si¢ poréwnania kontrola vs SChW
oraz kontrola vs OZW. Wspdlczynnik #*> wskazuje réwniez na obecnoéé duzych
roznic. Podobnie jak w zmiennej cholesterol ksztattuja si¢ wyniki LDL. Jednak dla
zmiennej LDL jedynym istotnym statystycznie poréwnaniem jest kontrola vs SChW.

Wspotczynnik #? wskazuje na duza moc efektu.
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5. Dyskusja

Gléwne wyniki tej pracy wskazuja, ze stezenie TMAO w osoczu krwi ludzkiej
moze ulega¢ modyfikacji pod wplywem suplementacji karnityna. Istotnych zmian
w stezeniu TMAO nie stwierdzono po 24 tygodniach treningu oporowego. Nie
zaobserwowano takze roznic pomiedzy stgzeniem TMAO w osoczu krwi kobiet
z ChSN a grupa kobiet zdrowych. Nalezy takze podkresli¢, Zze pomimo istotnego
podwyzszenia st¢zenie TMAO w osoczu wynikajacego z suplementacji karnityna, nie
odnotowano zmian w profilu lipidowym oraz wybranych wskaznikéw stanu zapalnego
1 stresu oksydacyjnego badanych. Co istotne, u oséb z prawidtowa funkcja nerek
stezenie TMAO w osoczu wraca do wartosci sprzed okresu suplementacji.

Badania nad TMAO zostaly zapoczatkowane juz pod koniec XIX wieku
(Dunstan 1 Goulging, 1894). W ubieglym stuleciu TMAO byt postrzegany gtéwnie
jako stabilizator biatek w warunkach stresu $rodowiskowego, przede wszystkim
w warunkach wysokiego ci$nienia hydrostatycznego (Yancey i wsp. 2002). W 2011
r. Wang i wsp. zasugerowali, ze TMAO przyczynia si¢ do rozwoju miazdzycy, a przez
to ChSN. Poniewaz diety bogate w czerwone migso sg silnie zwigzane z chorobami
serca, karnityna zostala wskazana jako gtowny sktadnik odpowiedzialny za rozwoj
miazdzycy, a jako lacznik uznano metabolizm karnityny do TMAO (Koeth 1 wsp.
2013).

Od tego czasu kilkukrotnie wykazano, ze zastosowanie suplementacji
L- karnityng podwyzsza poziom TMAO w osoczu (Fukami i wsp. 2015, Miller i wsp.
2016, Vallance i wsp. 2018). U pacjentow z wrodzonymi chorobami metabolicznymi,
ktorzy wymagaja suplementacji L-karnityng, $rednie stgzenie TMAO w osoczu
wynosito 120 uM, co bylo warto$cig ~ 45-krotnie wyzszag w porownaniu do oséb
zdrowych nie suplementowanych (Miller i wsp. 2016). Vallance i wsp. 2018 podali,
ze suplementacja L-karnityng (1000 mg dziennie przez ponad 1 rok) u pacjentow
z zaburzeniami mitochondrialnymi wywotywata ~ 12-krotny wzrost stezenia TMAO
(mediana 3.54 uM w porownaniu do 43.26 uM po suplementacji). W naszym badaniu
u zdrowych kobiet odnotowano 10-krotny wzrost TMAO w osoczu po 12 tygodniach

suplementacji, ktoéry pozostawat podwyzszony przez kolejne 12 tygodni; niezaleznie
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od tego czy zastosowano 1.5 g L-winianu L-karnityny dziennie (Samulak i wsp.
2019a), czy 1.0 g L-winianu L-karnityny dziennie (badanie 2). Co ciekawe po 6
miesigcach suplementacja L-karnityng w ilosci 0.9 g dziennie u pacjentow
dializowanych, oprécz zwigkszonego poziomu TMAQO zaobserwowano obnizenie
stezenia wskaznikow uszkodzenia naczyn krwiono$nych oraz stresu oksydacyjnego
(Fukami i wsp. 2015).

Istotng role w wystepowaniu i progresji miazdzycy tetnic i ChNS odgrywa stan
zapalny. CRP jest wskaznikiem o okreslonym zwigzku z incydentami sercowo-
naczyniowymi. Z kolei podwyzszone poziomy IL-6, TNF-a i SELL sg uwazane za
markery immunologicznej aktywacji leukocytéw i makrofagéw, natomiast SELP jest
markerem aktywacji ptytek krwi. Mediatory stanu zapalnego przenoszone przez krew
powoduja uszkodzenie $rodbtonka naczyniowego. Czasteczki adhezyjne, takie jak
VCAM-1 i1 ICAM-1, s3 wykorzystywane jako markery dysfunkcji $rodbtonka.
Wykazano takze, ze TMAO sprzyja rozwijaniu stanu zapalnego w komoérkach (Sun
1 wsp. 2016, Chouiwsp. 2019, Ke 1 wsp. 2018). Konsekwentnie u chorych ze stabilng
dtawicg obserwowano bezposrednig korelacje miedzy TMAO a CRP (Chou 1 wsp.
2019). Analiza przekrojowa populacji niemieckiej wykazata dodatni zwigzek migdzy
TMAO w osoczu a TNF-q, ale nie stwierdzono istotnego zwigzku miedzy TMAO
a CRP lub IL-6. (Rohrmann i wsp. 2016). W naszym badaniu 10-krotny wzrost
TMAO w osoczu, wywotany suplementacja L-karnityng, nie wptywatl na markery
zapalne tj. ICAM, VCAM, L-selektyne, P-selektyng, biatko C-reaktywne, czynnik
martwicy nowotworu i interleukina-6 (Samulak i wsp. 2019a). Ponadto stosunek
liczby neutrofili do limfocytow (NLR), ktéry jest wskaznikiem ogdlnoustrojowego
stanu zapalnego, zwigzanego z subkliniczng miazdzyca te¢tnic (Shang 1 wsp. 2014),
w trakcie 1 po suplementacji utrzymywat si¢ na poziomie 1,8 (Olek 1 wsp. 2019),

poréwnywalnym do grupy kontrolnej z badania (Demirkol i wsp. 2014).

Stan zapalny w potaczeniu ze stresem oksydacyjnym odgrywa wazna rol¢ nie tylko
W procesie powstawania, ale takze powiekszania blaszek miazdzycowych, prowadzac
do ich destabilizacji (Malle 1 wsp. 2006, Abdo 1 wsp. 2017, Teng i wsp. 2017). Ostatnie
badania wykazaty, ze do rozwoju miazdzycy przyczynia si¢ MPO (Vita i wsp. 2004),
uwalniane przez aktywowane leukocyty (Baldus i wsp. 2003). Produkowane przez
MPO silne pro-oksydanty (na przyktad HOCI), utleniajg lipoproteiny o niskiej
gestosci, w efekcie czego powstaja ox-LDL, ktore indukuja dysfunkcje $rodbtonka
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(Meuwese i wsp. 2007). Prospektywne badanie kohortowe w regionie Sirente,
obejmujace 363 osoby w wieku >80 lat, wykazato zwickszone ryzyko $miertelnosci
u nastepnie do wodoronadtlenku moczanu (Meotti 1 wsp. 2011), co sugeruje, ze UA
moze wptywac na progresje dysfunkcji srodbtonka (Silva 1 wsp. 2018). Rzeczywiscie,
ryzyko $miertelno$ci znacznie wzrasta w UA poziomu w surowicy> 7 5 mg / dl [~ 450
uM] (Ndrepepa i wsp. 2012). W badaniach epidemicznych zbadano réwniez zwigzek
miedzy CVD i Hcy we krwi (Fortin 1 Genest, 1995, Nygard 1 wsp. 1995, Geisel 1 wsp.
2003). Hcy ostabia funkcja $rodbtonka poprzez produkcje nadtlenku wodoru
(Starkebaum i Harlan. 1986) i anionu ponadtlenkowego (Lang i wsp. 2000) i moze
zwigksza¢ utlenianie LDL (Pfanzagl i wsp. 2003). Niemniej jednak, zaden z tych
markerow nie zmienit si¢ w okresie suplementacji, pomimo zmian w poziomie TMAO
1 pozostalty w normalnych zakresach. L-karnityna dziala ochronnie na wywotlany
oksydacja spadek tioli drobnoczasteczkowych i peroksydacje lipidow w osoczu
(Kolodziejezyk 1 wsp. 2011), a suplementacja L-karnityng obniza poziom oksydacji
LDL u chorych na cukrzyce (Malaguarnera i wsp. 2009). Jednak suplementacja
L- karnityng nie wptyneta na st¢zenie ox-LDL ani PC w naszym badaniu. Moze to
wynikac¢ z braku stresu oksydacyjnego, poniewaz obserwowane przez nas wartosci ox-
LDL (Koubaa i wsp. 2010, Basati i wsp. 2011) i PC (Cakatay i wsp. 2008) byty
poréwnywalne do stwierdzonych wczesniej u zdrowych ochotnikow w podobnym

wieku.

Badania in vitro wykazaty, ze TMAO, poprzez zwigkszone wytwarzanie RFT,
hamuje srodblonkowa synteze NO, a tym samym produkcje NO (Sun i wsp. 2016, Ke
1 wsp. 2018), przez co posrednio rowniez moze wplywaé na rozwdj miazdzycy. Jako
posredni biochemiczny marker produkcji NO zaproponowano stosunek L-arginina /
ADMA (Bode-Boger i wsp. 2007). Jednak w naszych badaniach zadnej roznicy
w stosunku L-arginina / ADMA migdzy pacjentami z podwyzszonym TMAO
w osoczu. Warto zauwazy¢, ze osoby biorgce udzial w badaniu nie miaty cukrzycy
ani nadcisnienia tetniczego z TCh 1 TG w prawidtowych zakresach, a st¢zenie ADMA
w osoczu oraz L-arginina / ADMA byly porownywalne z warto$ciami prawidlowymi

0s6b zdrowych (Luneburg i wsp. 2011)

Mechanizmy patofizjologiczne taczg ChSN ze stanem zapalnym, nasilong

generacja RFT i akumulacja lipidow. Wezesne zmiany miazdzycowe charakteryzuja
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si¢ gromadzeniem komorek piankowatych pochodzacych gtownie z cholesterolu
nagromadzonego w makrofagach (Tang 1 wsp. 2015). Dlatego metabolizm
cholesterolu odgrywa istotng role w rozwoju miazdzycy (Tang i wsp. 2013), a wysokie
stezenia LDL w surowicy odgrywaja gtowng role w powstawaniu i progresji
miazdzycy. Natomiast HDL hamuje gromadzenie si¢ LDL w naczyniach, ogranicza
stany zapalne i uszkodzenia srodbtonka (Badimon i Vilahur, 2012). Metaanaliza badan
z udziatem pacjentow poddawanych dializie sugeruje, ze suplementacja L-karnityng
moze pozytywnie wplywaé¢ na poziom LDL w surowicy, chociaz nie wigzata si¢
z istotng zmiang poziomu TCh, HDL i TG w surowicy (Huang i wsp. 2013). Podobnie
profil lipidowy poprawia si¢ po suplementacji L-karnityng u kobiet z choroba
zwyrodnieniowg stawu kolanowego (Malek Mahdavi i wsp. 2015). W naszym badaniu
po 24 tygodniach suplementacji zaobserwowano znaczace zmniejszenie st¢zenia TCh,
LDL i TG w surowicy, ale nie mozna tego przypisa¢ L-karnitynie. Jedynym
prawdopodobnym wytlumaczeniem tej zmiany moga by¢ sezonowe wahania st¢zenia
lipidow w surowicy w populacji osob starszych (Woodhouse 1 wsp. 1993),

zwazywszy, ze protokot badania rozpoczat si¢ zima, a konczyt latem.

Czynniki zwigzane ze stylem zycia, jak na przyktad dieta, wptywaja na produkcje
TMAO (Zhu 1 wsp. 2020). Poprzednie badania wykazaly, ze osoby spozywajace
wszystkie pokarmy wykazujg zdolnos¢ do wytwarzania TMAO z diety, osiggajac
wyzsze poziomy TMAO w osoczu niz wegetarianie po spozyciu L-karnityny (Koeth
1 wsp. 2013). Ponadto, zastosowanie interwencji dietetycznej u zdrowych dorostych
0sob, powoduje wzrost stezenia TMAO zaréwno we krwi, jak i w moczu po 4
tygodniach diety bogatej w czerwone migso. Stezenie TMAO w osoczu krwi byto
srednio trzykrotnie wyzsze niz po zastosowaniu w tym samym czasie diety bezmigsnej
1 diety bogatej w biate migso (Wang i wsp. 2018). Aczkolwiek, nawykowe spozywanie
czerwonego, przetworzonego lub biatego mig¢sa nie miato wptywu na TMAO w osoczu
u dorostych Niemcow (Rohrmann i wsp. 2016). Co wigcej, nie wykazano rozbiezno$ci
w stezeniu TMAO w osoczu w odniesieniu do restrykcyjnego przestrzegania diety
wegetarianskiej (Obeid 1 wsp. 2017) oraz w bezposrednim poroéwnaniu wegetarian
1 0s0b spozywajacych wszystkie produkty (Lin i wsp. 2019). Ponadto stwierdzono, ze
wysokie spozycie migsa w ramach diety paleolitycznej nie zwigksza tworzenia TMAO

w 4-tygodniowym randomizowanym badaniu z grupg kontrolng (Genoni i wsp. 2019).
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Poniewaz TMAO wystepuje w tkankach zwierzat morskich (Gillett i wsp.
1997), a jego stezenie wzrasta proporcjonalnie do gltgbokosci srodowiska naturalnego
(Yancey 1 wsp. 2004), Spozycie ryb i owocoOw morza bezposrednio zwigksza poziom
TMAO w organizmie cztowieka (Zhang i wsp. 1999), spozycie ryb w diecie powoduje
wzrost stezenia TMAO we krwi krazacej (Zhang i wsp. 1999). W ciaggu 2 godzin po
spozyciu ryb stezenie TMAO w osoczu osigga ~ 150 uM (Cho i wsp. 2017).
Jednoczes$nie dowiedziono, ze wigksze spozycie ryb w diecie zmniejsza ryzyko chorob
sercowo-naczyniowych (Tong 1 wsp. 2019). Dlatego niektorzy autorzy wskazujac ten
paradoks, poddaja w watpliwo$¢ aterogenne dzialanie TMAO (Landfald i wsp. 2017).

W badanych przez nas grupach zwyczaje zywieniowe nie roznity si¢ pomigdzy
grupami, ze szczegdlnym uwzglednieniem spozycia ryb (Samulak i wsp. 2019b), co
pozwala stwierdzi¢, ze to suplementacja karnityng jest odpowiedzialna za zmiany

stezenia TMAO w osoczu badanych.

Pomimo ré6znic miedzyosobniczych oraz zmienno$ci wewngtrzosobniczej
w krazacym TMAO (Romano i wsp. 2015, Kiithn i wsp. 2017), na podstawie
metaanalizy 7 badan wykazano zalezno$¢ mi¢dzy wzrostem st¢zenia TMAO o 10 uM
1 podwyzszeniem ryzyka zgonu z jakiejkolwiek przyczyny o 7.6%. Skojarzenie
TMAO 1 $miertelno$¢ utrzymywata si¢ we wszystkich badanych i we wszystkich
badanych populacjach metaanalizy (Schiattarella 1 wsp. 2017). Jako ze w wyniku
suplementacji L-karnityng zwigksza si¢ st¢zenie krazacego TMAO (Fukami i wsp.
2015, Miller i wsp. 2016, Vallance i wsp. 2018, Samulak i wsp. 2019a), nalezatoby
zaobserwowany negatywny wplyw suplementacji L-karnityng w dotychczasowych
badaniach. Jednak L-karnityna jest stosowana w leczeniu pacjentdw z chorobami
uktadu krazenia od dziesi¢cioleci 1 nie wykazano dotychczas zadnego pogorszenia
stanu zdrowia pacjentdéw w wyniku stosowania tego zwigzku (patrz prace przegladowe
Shang 1 wsp. 2014, Song i wsp. 2017, Wang 1 wsp. 2018). Nawet jesli pozytywny
wptyw L-karnityny zostat ostatnio zanegowany, ze wzgledu na brak korzystnego
dziatania w zakresie niewydolnosci serca, niestabilnej dtawicy piersiowej, ponownego
zawalu mig$nia sercowego, czy zmniejszenia $miertelnosci, (Shang i wsp. 2014),
nadal nie wykazano, ze moze by¢ zwiazkiem szkodliwym chociaz pacjentom po
ostrym zawale mig$nia sercowego podawano nawet 6 g / dzien przez 1 rok) (Iliceto
1 wsp. 1995). Co wigcej, genetyczne ograniczenie wychwytu karnityny prowadzi do

ostabienia pracy i niewydolnosci serca (Grube i wsp. 2011). Ponadto wiele badan
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wskazuje ochronng rolg LC przed dysfunkcja s$rédblonka 1 agregacja ptytek
(Mohammadi i wsp. 2016) lub kardiomiopatig (Wang i wsp. 2018).

Regularna aktywno$¢ fizyczna jest znanym czynnikiem ochronnym przed
chorobami takimi jak choroby uktadu krazenia (WHO 2010, Lee i wsp. 2012).
Cwiczenia uwazane sa za silny bodziec do poprawy funkcji $rodbtonka (Di
Francescomarino i wsp. 2009), ze szczegolnym uwzglednieniem ¢wiczen aerobowych
(Seals 1 wsp. 2019). Trening oporowy jest okreslany jako mniej skuteczny (Casey
1 wsp. 2007); w zwigzku z tym rdzne markery funkcji srodblonka nie ulegaja zmianie
nawet po przedluzonym programie treningowym (Casey i wsp. 2007, Olson i wsp.
2006, Da Boit 1 wsp. 2017). Pomimo to, niewiele jest prac opisujacych zalezno$¢
pomigdzy stezeniem TMAO a aktywnos$cig fizyczng. W 2019 Erickson i1 wsp.
opublikowali wyniki badan podejmujacych temat wptywu 12-tygodniowego programu
treningowego w potaczeniu z interwencja dietetyczng u oso6b otytych BMI 35.9 + 5.3
kg/m? w wieku 66.1 + 4.4 lat. Badani, 5 dni w tygodniu, wykonywali wysitek ciagty
przez 50-60 minut na biezni lub ergometrze rowerowym (z intensywnos$cig 60—65%
HR max. na poczatku procesu i stopniowo zwigkszang w trakcie sesji, tak ze do 4
tygodnia uczestnicy uzyskiwali intensywno$¢ na poziomie 80-85% HR max.).
Ponadto grupa zostala podzielona na dwie podgrupy: spozywajace diete
hipokaloryczng i eukoloryczng. Wykazano, ze srednia procentowa zmiana w TMAO
byta istotnie rézna pomig¢dzy grupami, ulegata obnizeniu w grupie poddanej
treningowi w potaczeniu z restrykcja kaloryczng. Niemniej jednak, w bezwzglednych
wartosciach zmian nie odnotowano. Autorzy zaobserwowali réwniez korelacje
pomigdzy TMAO a wyjsciowg wartosciag VOmax (r = 0.67, p = 0.004) (Erickson
1 wsp. 2019). Taka zaleznos$¢ nie zostata potwierdzona kolejnych badaniach (Stelle
1 wsp. 2021). Nie zaobserwowano ro6znic w stezeniu TMAO na czczo u me¢zczyzn
wytrenowanych wytrzymatosciowo (VOrmax. 56.7 £ 8.2 mlO»/kg/min) w poréwnaniu
do me¢zczyzn prowadzacych siedzacy tryb zycia (VOomax. 39.9 + 6.0 mlO2/kg/min).
Co wigcej, 10-dniowa dieta wysokotluszczowa nie wptywata na stezenie TMAO
w tych grupach (Steele i wsp. 2021). Podobnie w naszych badaniach 24-tygodniowa
interwencja treningowa nie wplyneta na stezenie TMAO na czczo. Nalezy rowniez
zauwazy¢, ze dieta osob biorgce udzial w naszych badaniach nie rdznita si¢ pomiedzy
grupami. Jedyny czynnik modyfikujacy stezenie TMAO w naszych badaniach, to

wzbogacenie diety L-karnityna.
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CVD jest $cisle powigzany z chorobg nerek (Gansevoort i wsp. 2013). Nawet
niewielkie uposledzenie czynno$ci nerek zostato uznane za czynnik ryzyka sercowo-
naczyniowego (Taguchi 1 wsp. 2019). Poniewaz TMAO jest wydalane glownie
poprzez filtracj¢ nerkowa. (Rebouche, 1991, Rebouche i Chenard, 1991), wyzszy
poziom TMAO w osoczu u ludzi zasugerowano jako marker uszkodzenia nerek (Hauet
1 wsp. 2000). Warto zwréci¢ uwage, iz choroby uktadu krazenia oraz choroby nerek
sg ze sobg $cisle powigzane (Gansevoort i wsp. 2013), a pogorszona czynnos¢ nerek
jest silnie zwigzana z chorobowoscig i $miertelno$cig pacjentow z niewydolnoscia
serca (Damman 1 wsp. 2017). Ponadto u pacjentow z przewlekta chorobg nerek
stwierdzono podwyzszone stezenie TMAO w osoczu (Bain 1 wsp. 2006)
1 zasugerowano, ze moze ono by¢ markerem niedokrwiennego uszkodzenia nerek
(Hauet 1 wsp. 2000). Wspotczynniki filtracji klebuszkowej oséb suplementowanych
L-karnityng w tym badaniu miescily si¢ w normie (Samulak i wsp. 2019a), a cztery
miesigce po zaprzestaniu suplementacji, stezenie TMAO powrodcito do wartosci
poréwnywalnych z obserwowanymi przed rozpoczeciem suplementacji (Samulak

i wsp. 2019b).

Wiele prac wykazuje zwigzek pomiedzy podwyzszonym stezeniem TMAO
a zwiekszonym ryzykiem powaznych incydentow sercowo-naczyniowych (Tang
1 wsp. 2013, 2015, Suzuki i wsp. 2016, Gruppen i wsp. 2017). W naszych badaniach
nie zaobserwowano réznic w stezeniu TMAO pomiedzy kontrola OZW i SChW.
Podobne wyniki zostaly przedstawione przez Yin 1 wsp. 2015 oraz Meyer 1 wsp. 2016.
Brak wzrostu poziomu TMAO wykazano u pacjentow z bezobjawowa miazdzyca
1 udarem moézgu (Yin i wsp. 2015). Ponadto nie zaobserwowano, zwigzku pomiedzy
stopniem zawansowania miazdzycy, a mikrobiomem jelitowym oraz poziomem
TMAO we krwi (Yin i wsp. 2015). Nie zaobserwowano takze zalezno$ci pomiedzy
TMAO a stopniem zwapnienia naczyn oraz grubosci kompleksu intima-media w ciggu
10 lat (Meyer 1 wsp. 2016). Mozliwe, ze TMAO moze mie¢ znaczenie etiologiczne
w poézniejszych etapach procesu chorobowego, w podgrupach wysokiego ryzyka lub
wsrod osob starszych. Wlaczenie do analizy pacjentéw 1 pacjentki z chorobami
wspotistniejagcymi nie zmienito znaczaco wynikoéw analizy — nie zaobserwowano
roznic w stezeniu TMAO pomiedzy grupami (Bordoni i wsp. 2020b). Ponadto, podziat

na grupy na podstawie wielonaczyniowej choroby wiencowej (iloSci zwe¢zonych
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naczyn wiencowych potwierdzonych w badaniu koronarograficznym), rdwniez nie
wykazal istotnych réznic w stezeniu TMAO w zaleznosci od ilo$ci zwezonych naczyn
wiencowych potwierdzonych w badaniu koronarograficznym (Bordoni 1 wsp. 2021).
Pomimo braku roéznic w TMAO, w naszych badaniach zaobserwowano wyzszy
poziom TMA u kobiet z CVD niz u kobiet zdrowych. Moze to by¢ zwigzane
z réznicami mig¢dzy ptciami w ukladzie redoks i odpowiedzi metabolicznej (Kander
1 wsp. 2016). W warunkach fizjologicznych kobiety wydaja si¢ by¢ mniej podatne na
stres oksydacyjny niz mezczyzni, co moze mie¢ rézny wptyw na rozw6j CVD, réznice
migdzy ptciami w odpowiedzi na stres oksydacyjny moga wptywac na ryzyko rozwoju
miazdzycy (Kander i wsp. 2016).

Rola prekursorow zywieniowych TMAO w ryzyku CVD jest mieszana, przy
czym wykazano, ze czerwone mig¢so zwigksza ryzyko CVD, podczas gdy ryby sa
uwazane za kardioprotekcyjne (Lloyd-Jones i wsp. 2010). Ponadto najnowsze dane
sugeruja, ze doustna suplementacja prekursorem TMAO, L-karnityng, moze
przyczynia¢ si¢ do obnizenia poziomu lipoprotein w osoczu (Serban 1 wsp. 2016),
pomimo dziatania na st¢zenie kragzacego TMA czy TMAO.

Pomimo duzego postgpu w zakresie strategii zapobiegania, farmakoterapii
1 interwencyjnego leczenia chordb sercowo-naczyniowych, a zdarzenia sercowo-
naczyniowe nadal stanowig gléwng przyczyne zgondw we wspodlczesnym Swiecie
(Wang 1 wsp. 2011). Nasze wyniki potwierdzajg potrzebe dalszych badan w celu

okreslenia roli TMAO w warunkach fizjologicznych i patologicznych.
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Whioski

Wyniki tych badan wykazuja, Ze:

1. Suplementacja karnityng w sposob istotny, ale nie permanentny podwyzsza
stezenie TMAQO w osoczu; przy czym zmiany te nie majag wplywu na profil
lipidowy oraz wybrane wskazniki stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego
badanych.

2. 24-tygodniowy trening oporowy nie jest czynnikiem wplywajagcym na
modyfikacj¢ stezenia TMAO w osoczu.

3. Choroba sercowo-naczyniowa nie powoduje zmian ste¢zenia TMAO w osoczu
krwi, niemniej jednak zaobserwowano roznice w stezeniu TMA pomiedzy

grupami.

Karnityna i TMAO maja przeciwstawne wlasciwosci. Karnityna cechuje si¢
dziataniem przeciwzapalnym 1 antyoksydacyjnym. Z kolei TMAO posiada
wlasciwosci prozapalne 1 prooksydacyjne. Co ciekawe suplementacja karnityng
podwyzsza stezenie kragzacego TMAO. Pomimo faktu, ze suplementacja karnityng
wykazuje pozytywne wlasciwosci (Shang 1 wsp. 2014, Song 1 wsp. 2017, Wang i wsp.
2018), badacze zasugerowali niekorzystne dzialanie TMAO na organizm cztowieka
(Tang i wsp. 2013, 2015, Suzuki i wsp. 2016, Gruppen i wsp. 2017). Co ciekawe,
powszechnie znane sg korzystne wtasciwosci regularnego wysitku fizycznego (WHO
2010, 2020, Lee 1 wsp. 2012, Taesuwam 1 wsp. 2017, Schuch 1 wsp. 2016, Das 1 wsp.
2012) nasze badania wykazaly, ze 24-tygodniowy proces treningowy nie wptynat na
stezenie TMAQO w osoczu. Niemniej jednak, zaobserwowano roznice w stezeniu TMA
pomigdzy osobami z chorobg sercowo-naczyniowg a zdrowymi. Dlatego konieczne sg
dalsze badania w celu okreslenia potencjalnych korzysci lub szkodliwego dziatania

metabolitow mikrobiomu jelitowego.
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Wykaz rycin

Ryc. 1. Schemat budowy. Kolory reprezentuja: niebieski — azot (N), czerwony — tlen
(O), czarny — wegiel (C), biaty — wodor (H).

Ryc. 2. Uproszczony schemat metabolizmu TMA; potencjalne dzialanie TMAO
(Chhibber-Goel i wsp. 2017; zmodyfikowane).

Ryc. 3. Uproszczony schemat przemiany TMA w TMAO przy udziale ROS i RNS
(Winter 1 wsp. 2013; zmodyfikowane).

Ryc. 4. Czynniki przyczyniajace si¢ do rozwoju miazdzycy indukowane stresem
oksydacyjnym (Runge i wsp. 2010 zmodyfikowany).

Ryc. 5. Schemat badania nr 1 (badanie 1A — 24 tygodnie suplementacji; badanie 1B —
12 miesigczna kontynuacja po zakonczeniu suplementacji). Strzykawki wskazuja
terminy, w ktorych pobierana byta krew. Szczegdty procedur opisane sg ponize;j.
Ryc. 6. Schemat blokowy interwencji i pobierania probek w badaniu 1.

Ryc. 7. Schemat blokowy interwencji i pobierania probek w badaniu 2.

Ryc. 8. Pozycja wyjsciowa 1 pozycja koncowa w ¢wiczeniu ,,wypychanie ci¢zaru na
suwnicy”.

Ryc. 9. Pozycja wyjSciowa i1 pozycja koncowa w ¢Ewiczeniu ,,wyprost nog
z obcigzeniem”.

Ryc. 10. Pozycja wyjsciowa 1 pozycja koncowa w ¢wiczeniu ,,przycigganie drgzka
wyciagu dolnego w siadzie”.

Ryc. 11. Pozycja wyjsciowa i pozycja koncowa w ¢wiczeniu ,$cigganie drazka
wyciagu gornego z szerokim uchwytem”.

Ryc. 12. Pozycja wyj$ciowa i pozycja koncowa w ¢wiczeniu ,,wyciskanie sprzed klatki
piersiowej siedzac”.

Ryc. 13. Pozycja wyj$ciowa 1 pozycja koncowa w ¢wiczeniu ,,wyciskanie nad glowe
siedzac”.

Ryc.14. Schemat blokowy interwencji w badaniu 3.

Ryec. 15. Stezenie TMAO w osoczu grup placebo (0) oraz otrzymujacych L karnityng
(#); * p<0,05, ** p< 0,01 w poréwnaniu z placebo w tym samym czasie # p< 0,005,

## p< 0,001 w poréwnaniu do czasu 0 w tej samej grupie.
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Ryec. 16. Stezenie wolnej karnityny w osoczu placebo (o) oraz suplementowanych L-
karnityng (#); * p< 0,05, ** p< 0,01 w poréwnaniu z placebo w tym samym czasie;
# p< 0,005, ## p< 0,001 w poréwnaniu do czasu 0 w tej samej grupie.

Rys. 17. Stezenia TMAO w osoczu w grupach placebo i L-karnityny. * p <0,001
w pordéwnaniu z grupg placebo w tym samym czasie, § p <0,001 w poréwnaniu do
wynikow uzyskanych po zakonczeniu suplementacji w tej samej grupie.

Ryc. 18. Mediana z zakresem mi¢dzykwartylowym stezen TMAO w osoczu w grupie
kontrolnej (biata) z suplementacja L-leucyng (przekatna) oraz z suplementacja
L-leucyng + L-karnityng (kreskowanie). *, ** 1 *** oznaczajg warto$ci p odpowiednio
0,05, 0,01 10,001.

Ryc. 19. TMAO w zalezno$¢ od grupy badanej; $rednia arytmetyczna oraz 95%
przedziaty ufnosci.

Ryc. 20. TMA w zalezno$ci od grupy badanej; Srednia arytmetyczna oraz 95%
przedziaty ufnosci.

Ryc. 21. TMAO/TMA w zalezno$ci od grupy badanej; §rednia arytmetyczna oraz 95%

przedziaty ufnosci.
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Spis tabel

Tabela 1. Stezenie TMAO w osoczu i mi¢$niach ryb dorszoksztattnych w zakresach
glebokosci wystepowania roznych gatunkow. (Gillett 1 wsp. 1997).
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SEM).
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Tabela 6. Metabolity lipidow w surowicy w grupach L-karnityny i placebo przed i po
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suplementacji L-karnityng i placebo.

Tabela 10. Liczba krazacych biatych krwinek w grupach L-karnityny i placebo po 24
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oraz analiza post-hoc testem HSD Tukeya.
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Wykaz skrotow

UM - mikromole

IRM — jedno maksymalne powtorzenie

ADMA - asymetryczna dimetyloarginina

AIP — wskaznik aterogennos$ci (wskaznik miazdzycowy)
ALT — aminotransferaza Alaninowa

Alt — aminotransferaza alaninowa

Ang. - angielska

ANOVA — analiza wariancji

AST — aminotransferaza Asparginianowa

ATP — adenozyno — 5’- trzyfosforan

ATPaza — adenozynotrzyfosfataza fosfohydrolazy ATP
BMI — Body Mass Index — wskaznik masy ciata
ChNS — choroba niedokrwienna serca

ChSN - choroby sercowo - naczyniowe

CKD - przewlekta niewydolnos¢ nerek

CRP- biatko C — reaktywne

DBP - ci$nienie rozkurczowe krwi

EDTA — kwas etylenodiaminnotetraoctowy

FBG — poziom glukozy na czczo

FMO3 — flawinomonooksygenaza 3

g — gramy

HCY — homocysteina

HDL - lipoproteina wysokiej gestosci

HOMA - IR — model homeostatycznej oceny insulinoopornosci
HSD Tukeya — test post hoc Tukeya

ICAM-1 — czasteczka adhezji migdzykomodrkowej — 1
IGF-1 — insulinopodobny czynnik wzrostu — 1

IL-6 — interleukina-6

K - kontrola

LDL — lipoproteina niskiej gestosci

Leuko — leukocyty
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Lympho (lym) — limfocyty

mg — miligramy

MJ - megadzul

Mono — monocyty

MPO — mieloperoksydaza

mRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy
n — liczba uczestnikow

NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynoadeninowgo
NCN — Narodowe Centrum Nauki

NEFA — nieestryfikowane kwasy thuszczowe
Neutro (neutr)— neutrofile

NKBBN - Niezalezna Komisja Bioetyczna ds. Badan Naukowych
NLR — neutrofile-limfocyty

O - tlen

Ox-LDL — utlenowany LDL

OZW - ostry zespot wiencowy

P — poziom prawdopodobienstwa

PC — biatko karbonylowe

PLT — ptytki krwi

RNS — reaktywne formy azotu

ROS — reaktywne formy tlenu

SBP — ci$nienie skurczowe krwi

SChW — stabilna choroba wiencowa

SD — $rednie odchylenie standardowe
SDMA - symetryczna dimetyloarginina

SE — btad standardowy

SELL — selektyna L

SELP — selektyna P

SEM - btad standardowy $rednia

Tch — cholesterol catkowity

TG - trojglicerydy

TMA - trimetyloamina

TMAO — N Tlenek Trimetyloaminy
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TNF-a — czynnik martwicy nowotworéw o

UA — kwas moczowy

UPLC / MS/MS — ultrasprawna chromatografia cieczowa
USA - Stany Zjednoczone

VCAM-1 — czasteczka adhezji komoérek naczyniowych — 1
WBC — biate krwinki

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia

Wsp. - wspotautor

®-3 — kwas linolenowy

®-9 — kwas oleinowy
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Abstrakt

The purpose of this study was I). determining whether the concentration of
trimethylamine N-oxide (TMAO) in the blood plasma is modified during long-term
carnitine supplementation and after its discontinuation, and whether it has an impact
on selected indicators of inflammation and oxidative stress in healthy people; II).
determining whether the 24-week resistance training changes the concentration of
TMAO in the plasma, and to what extent the inclusion of carnitine supplementation in
the training process will change the concentration of TMAOQ; III). determining whether
the plasma concentration of TMAO in people with cardiovascular disease (CVD)
differs from the concentration of this compound in healthy people.

Three separate studies were analyzed in the study. The determinations were
made on human blood of women aged 43-91 years who had not been diagnosed with
trimethylaminuria.

The main results of this study indicate that the concentration of TMAO in
human blood plasma may be modified by carnitine supplementation. No significant
changes in the concentration of TMAO were found after 24 weeks of resistance
training. There were also no differences between the concentration of TMAO in the
blood plasma of women with CVD and the group of healthy women. It should also be
emphasized that despite a significant increase in the concentration of TMAO in the
plasma resulting from carnitine supplementation, no changes in the lipid profile and
selected indicators of inflammation and oxidative stress were observed. Importantly,
in people with normal kidney function, the concentration of TMAO in plasma returns
to the values before the supplementation period.

Carnitine and TMAO have opposite properties. Carnitine has anti-inflammatory and
antioxidant properties. In turn, TMAO has pro-inflammatory and pro-oxidative
properties. Interestingly, carnitine supplementation increases the concentration of
circulating TMAO. In addition, the beneficial properties of regular exercise are well
known, and our research has shown that the 24-week training process did not affect
plasma TMAO levels. Nevertheless, differences in the concentration of
trimethylamine (TMA) were observed between people with CVD and healthy people.
Therefore, more research is needed to determine the potential benefits or harmful

effects of metabolites in the gut microbiome.
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