AKADEMIA KULTURY FIZYCZNEJ

im. Bronistawa Czecha w Krakowie

Szkola Doktorska

& ®
KRAKOW
1827

mgr Adrianna Dzidek

Rozprawa doktorska

Wplyw zabiegow Kkrioterapii ogolnoustrojowej na cechy skory i profil
wybranych adipokin i sirtuin u 0s6b z r6znym stopniem otluszczenia
organizmu

Promotor:
dr hab. Anna Kurkiewicz-Piotrowska, prof. AKF
Promotor pomocniczy:

dr Olga Czerwinska-Ledwig

Krakow, 2026



Ze szczegolng wdziecznosciq i szacunkiem wspominam prof. dr hab. Wande Pilch,
mojg Panig Promotor, od ktorej rozpoczeta si¢ niniejsza sciezka naukowa. Dzigkuje za cenne
wskazowki, inspiracje oraz stworzenie fundamentow, na bazie ktorych powstata ta dysertacja.



PODZIEKOWANIA

Stowa wdziecznosci kieruje do mojej Pani Promotor, dr. hab. Anny Kurkiewicz-Piotrowskiej,
prof. AKF, za poswiecony mi czas, cenne wskazowki oraz nieoceniong pomoc na kazdym
etapie tworzenia niniejszej pracy. Pani wiedza, zaangazowanie i zaufanie byly dla mnie
ogromnym wsparciem i pozwolity mi na rozwijanie naukowych pasji.

kokok

Serdeczne podzigkowania kieruje do mojej Pani Promotor Pomocniczej,
dr Olgi Czerwinskiej-Ledwig, za cate okazane mi wsparcie naukowe oraz cenne uwagi do
niniejszej pracy. Dziekuje za Zyczliwosc¢ i cierpliwos¢ podczas nauki analiz biochemicznych.

Hkokok

Pragne podzigkowa¢ rowniez wspolpracowniczkom z Zaktadu Chemii i Biochemii za okazang
zyczliwosé i pomoc w przeprowadzeniu badan stanowigcych podstawe niniejszej dysertacji.

Hkokok

Serdeczne podzigkowania sktadam mojemu narzeczonemu Przemkowi. Twoja mitosé,
cierpliwosc i swiadomos¢, ze zawsze moge na Tobie polegac byly dla mnie
nieocenionym wsparciem.

Hkokok

Najserdeczniejsze podzigkowania kieruje do moich ukochanych Rodzicow, na ktorych
wsparcie zawsze moge liczy¢, zarowno w Zyciu prywatnym, zawodowym jak i naukowym.

Hkokok

Dzigkuje pozostatym cztonkom rodziny i przyjaciotom, ktorzy wspierali mnie na kazdym
etapie naukowej drogi, wierzqc we mnie i motywujgc mnie do dalszego dziatania.

Hkokok

Na koniec, chciatabym serdecznie podzigkowaé Ochotnikom niniejszych badan.
To dzieki Wam ta praca powstala.



Spis tresci

WYKAZ SKROTOW 5
SPIS PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKEAD CYKLU DYSERTACYJNEGO 6
1. WSTEP 8
2. CEL PRACY, PYTANIA ORAZ HIPOTEZY BADAWCZE 13
2.1. CEL PRACY ..uutteitteeeetteeeetteeeeteeeeteeeetseeeesseeeesseeesaseessseeassaeaesseessseessssesasaseassaeassaseasseeensssessseeesasaeenssesensseesssens 13
2.2. PYTANIA BADAWCZE .....cuveietieieiieeeieeeeteeeetteeeeteeeetteeeeseeeetaeeeetseessseesssaeesssaeesseseasseessseesssaeesasaeenssesensseessseas 13
2.3. HIPOTEZY BADAWCZE .....oocevviieiieeeteeeeteeeeteeeetveeeiaeeesseeeetseeessseeeesssessasesssaseessesessseessssessseessseenssesensseesnssens 14

3. MATERIAL 1 METODY BADAWCZE 15
3.1. PROTOKOL BADANIA ......uoeieittiiitieeeteeeeteeestteeeetseeeseeeeseeeesseeessseeeesssessssesssasaessesessseeesssessseessssenssesessseesnsses 15
3.2. IMATERIAL ..c.vvveeetteeeeiteeeeite e ettt e eteeeetveeeetaeeeetveeeataeeessaeesaseeessaeesseeeasseeeasaeeassaeanssaeessaeenssseesseeesnsaeenssesensseeessens 17
32,10 GRUPA DAAANG................c.cooociiiiiiiiiee s 17

3.3. IMETODY BADAWCZE ......uvveeteeeeiteeeeireeeeseeesseeeesseeeisseessesesssesesssessssssesasssssssssanssesesssessasssesssseesssssssssesssseesnssees 19
3.3.1.  Pomiary anirOPOMEIIYCINC. ............c.ocevueieiiiiiiiiieiieit ettt ettt 19

3.3.2. Pomiary wybranych cech SKOFY ...............cccccoiiiiniiiiiiiiiiieiiieteeee ettt 19

3.3.3.  Pobieranie krwi i ocena stezen parametrow biochemiCznyCh..................cccccccvcciniiioincccnnicoincceae 20

3.3:4. ZADIEZE WBC ...ttt ettt bbbttt ettt neeen 20

3.3.5. ANQLZA SEALYSIYCZIA ...ttt 21

4. NAJWAZNIEJSZE WYNIKI 22
4.1. CHARAKTERYSTYKA GRUP ....cecouviiiitteeeetreeeitreeeiteeeeiseeesseeeesseeessseeesssessssessssanssesessssessssesssseesssssesssesssssesnsses 22
4.2. ZMIANY CECH SKORY ...eccuvveiirieeeteeeireeeetseeeisseesesseeeisesesssssasssesesssesssssssssesesssesssssssssssssssessssesesssssssssessssseesnsns 22
4.3, WPLYW WBC NA CECHY ANTROPOMETRY CZNE ......00cciiuiiieteeeitreeeerreeeiseeeseseeeesesesseesssssesssseesssssessesessessnsses 28
4.4, ZMIANY W STEZENIACH WYBRANYCH ADIPOKIN ......uvviiirieieureeeirreeeireeenseeenseeenseeessseesssseesssesessssessssessssseesnsns 29
4.5. ZMIANY W STEZENIACH WYBRANYCH SIRTUINY ....cceuveiiiureeieureeeirreeeireeeeiseseeseeeesseeessseesssseesssesessssessssesassssesnnns 31
4.6. ZMIANY W METABOLIZMIE WEGLOWODANOW .......ccoiutiiitieietreeeireeeeiteeesisesesseeeeseeessseessssessssesesssssssssesssssessnnns 33

5. DYSKUSJA 38
6. WNIOSKI 46
7. PISMIENNICTWO 49
ANEKS 62
PUBLIKACJE WCHODZACE W SKEAD CYKLU DYSERTACYJNEGO ....ecevvieirieeeireeeitreeeeteeeeiseeesseeeesesessseesssseesssssessssesnssesens 62

Publikacja nr 1 The Use of Cryotherapy in Cosmetology and the Influence of Cryogenic Temperatures on
Selected Skin Parameters-A Review Of the LiteFQture ..................cccoccciveininiiineininieineeieeetee et 62
Publikacja nr 2 The Role of Increased Expression of Sirtuin 6 in the Prevention of Premature Aging
PAIROMECHANISTIS ...ttt
Publikacja nr 3 Leptyna w otylosci - mozliwosci terapeutyczne
Publikacja nr 4 Use of Measurement Probes to Evaluate the Effect of a Series of Whole-Body Cryostimulation

Treatments on Skin Characteristics in Subjects with Different BMIS .................cccccoveeiniiinniiiniinineeneeee, 98
Publikacja nr 5 Effect of a series of whole-body cryostimulation treatments on vaspin levels in subjects with
different body MASS THACXES .............cccccoiiueciiiiiiiiiiieete ettt sttt 115
Publikacja nr 6 The effect of whole-body cryostimulation treatments on the profile of selected adipokines and
sirtuins in middle-aged individuals with varying degrees of body fatness .............c...cccoccovecenncoineccnnccineenn. 122
OSWIADCZENIA AUTOROW ....ocuiuiiiiiiiititcicact ettt sttt s et s st ea st s et a st s s 133
ZGODA KOMISII BIOETYCZNED .....ocuiuiiiiieieietctcicc ettt ettt s st a st eneas s 161
STRESZCZENIE 162
ABSTRACT 163



Wykaz skrotow

ADP - ang. adiponectin — adiponektyna
ANOVA — ang. analysis of variance — analiza wariancji

ANZCTR - ang. Australian New Zealand Clinical Trials Registry — Australijsko-
nowozelandzki rejestr badan klinicznych

ASP — ang. asprosin — asprozyna

BAT — ang. brown adipose tissue — brazowa tkanka thuszczowa

BMI — ang. body mass index — wskaznik masy ciata

CG —ang. control group — grupa kontrolna

CLNB — Centralne Laboratorium Naukowo-Badawcze

ELISA — ang. enzyme-linked immunosorbent assay — test immunoenzymatyczny
FBG — ang. fasting blood glucose — glukoza na czczo

HbA 1c — hemoglobina glikozylowana Alc

HOMA-IR — ang. homeostasis model assessment of insulin resistance - model homeostazy
do oceny insulinoopornosci

LEP — ang. leptin — leptyna
MPA — ang. Multi Probe Adapter — adapter wielosondowy

QUICKI — ang. quantitative insulin sensitivity check index — indeks iloSciowej oceny
wrazliwos$ci na insuling

RETN — ang. resistin — rezystyna
SG — ang. study group — grupa badana
SIRT — ang. sirtuin — sirtuina

STAT3 — ang. Signal Transducer and Activator of Transcription 3 — przekaznik sygnatu
1 aktywator transkrypcji 3

TAS — ang. Total Antioxidant Status — catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna osocza
TEWL — ang. transepidermal water loss — transepidermalna ucieczka wody

VASP — ang. vaspin - waspina

WAT — ang. white adipose tissue — biala tkanka tluszczowa

WBC - ang. whole body cryotherapy/cryostimulation — krioterapia/kriostymulacja
ogblnoustrojowa

WHO — ang. World Health Organization — Swiatowa Organizacja Zdrowia
WHR - ang. waist-to-hip ratio — stosunek obwodu talii do bioder

WHIR — ang. waist-to-height ratio — stosunek obwodu talii do wysokosci ciata
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1. Wstep

Krioterapia catego ciata (WBC, ang. whole body -cryotherapy/cryostimulation)
to technika polegajaca na ekstremalnym schlodzeniu ciata (w temperaturze powietrza
w komorze ponizej -100°C) przez krétki czas (1-3 minuty) w celu wywotania fizjologicznej
reakcji na zimno [1]. Reakcja organizmu na dziatanie niskiej temperatury otoczenia jest
inicjowanie szeregu reakcji termoregulacyjnych zapobiegajacych obnizeniu temperatury ciata.

Aby utrzymac stalg temperatureg, organizm aktywuje procesy termogenezy drzeniowej
w migsniach i termogenezy bezdrzeniowej w tkance tluszczowej. W pierwszej fazie reakcji
fizjologicznej naczynia krwiono$ne zwezaja si¢, krew przeptywa do zyt glebokich, a cieplo jest
oddawane do krwi zylnej o nizszej temperaturze. Proces ten prowadzi do utrzymania statej
temperatury wewnatrz ciata, a wzrost napi¢cia migsniowego prowadzi do wzmozonej pracy
migséni (tzw. drzenia) i wytwarzania wickszej ilo$ci ciepta [2].

Celem krioterapii nie jest schtodzenie tkanki, ale wywolanie mechanizméw
przenoszenia ciepta z tkanki cieplejszej do tkanki o nizszej temperaturze [3]. Sam termin
,krioterapia” jest uzywany do opisania leczenia pacjentow. Jesli jednak zabieg ma na celu
stymulacje¢ lub wsparcie bioregeneracji, stosuje si¢ termin: kriostymulacja [4].

W Polsce pionierem zabiegow WBC byt dr hab. n. med. Zdzistaw Zagrobelny, kierownik
Katedry Rehabilitacji Akademii Wychowania Fizycznego we Wroctawiu. Pierwsza kriokomora
w Polsce powstala w 1989 r. w Instytucie Niskich Temperatur PAN we Wroclawiu. Bylo to
trzecie na S$wiecie, a drugie w Europie tego typu urzadzenie. Zostalo przetestowane
z udzialem zdrowych ochotnikéw — studentow AWF we Wroctawiu. Kolejne kriokomory
zainstalowano w Szpitalu Specjalistycznym Chorob Narzadu Ruchu w Kamiennej Gorze oraz
w AWF we Wroclawiu [5].

W Polsce, krioterapia ogolnoustrojowa jest refundowana przez Narodowy Fundusz
Zdrowia, a liczbg refundowanych sesji krioterapii ogélnoustrojowej szacuje si¢ na okotlo
650 000 rocznie [6]. Wskazano jednak limity — jednemu pacjentowi, w ramach rehabilitacji,
przystuguje 20 refundowanych zabiegow WBC/rok, realizowanych najczg¢éciej w dwoch
seriach (po 10 zabiegdw).

Pojedyncze ekspozycje, jak réwniez stosowanie serii zabiegow krioterapeutycznych,
sa przedmiotem wielu badan naukowych. Terapia WBC byla i jest stosowana przede wszystkim
w chorobach uktadu mig$niowo-szkieletowego (np. osteoporoza, pourazowe i przecigzeniowe
zmiany w stawach i1 tkankach migkkich, fibromialgia i choroby zapalne) oraz uktadu
nerwowego (np. stwardnienie rozsiane, porazenie spastyczne) [7,8]. Wykazano pozytywny
wptyw WBC na stan psychiczny pacjentow: stosuje si¢ ja miedzy innymi w celu tagodzenia
objawow depresji i leku [9]. WBC znajduje réwniez zastosowanie w medycynie sportowe;.
Wykazano, ze ekstremalne zimno moze poprawia¢ metabolizm a takze posrednio przez
zmniejszenie bolu, stanu zapalnego i szybszg regeneracj¢ moze poprawiac sile fizyczng [10,11].
Ponadto coraz wigcej dowoddéw sugeruje potencjalne zastosowanie niskich temperatur
w dermatologii i kosmetologii [12—-14].

Inng forma terapii zimnem jest ptywanie na $wiezym powietrzu w lodowatych wodach:
rzekach, basenach lub jeziorach (ang. winter swimming, morsowanie). Badania sugeruja,
ze zimowe kapiele wodne przynosza organizmowi szereg korzys$ci: poprawiaja funkcjonowanie
uktadu hormonalnego i krwiotworczego, tagodza zaburzenia nastroju i poprawiaja ogoélne
samopoczucie [15]. Osoby regularnie korzystajace z takich kapieli wodnych zglaszaja poprawe
odpornos$ci. Stwierdzono réwniez, ze stymulacja zimnem poprawia zdolno$¢ radzenia sobie



ze stresem [16]. WBC powszechnie uwazane jest jednak za bardziej komfortowy sposob
chtodzenia ciata. Mimo iz, nie ma rozstrzygajacych dowodow, wskazuje si¢ na lepsze dziatanie
WBC w poréwnaniu z tradycyjnymi metodami krioterapii [17]. Wérdd badan poréwnujacych
dziatanie tych dwoch interwencji mozna wskaza¢ np. badania Castello 1 wsp. [18], ktorzy
wykazali, ze temperatura skory byla istotnie nizsza bezposrednio po WBC (—110°C)
w pordwnaniu z zanurzeniem w zimnej wodzie (—8°C), co prospektywnie bedzie mieé
przetozenie na efekt kliniczny.

Nalezy wskaza¢, ze podczas krioterapii skora jest bezposrednio narazona na dziatanie
niskich temperatur. Spadek temperatury obwodowej, gtownie skornej, wyzwala podstawowe
reakcje termoregulacyjne majace na celu utrzymanie stalej temperatury ciata. Dochodzi do
zwe¢zenia naczyn krwiono$nych w skorze, co zmniejsza przeplyw krwi, a w konsekwencji
minimalizuje transfer ciepta migdzy rdzeniem ciata a warstwami zewngtrznymi [19,20].
Odruchowe zwg¢zanie naczyn, w odpowiedzi na zimno osigga maksimum, gdy temperatura
skory wynosi 31°C lub mniej [20]. Skurcz naczyn powoduje niedokrwienie tkanek,
co w konsekwencji obniza szybko$§¢ procesow metabolicznych i zmniejsza odczuwanie bolu.
Spadek temperatury skory do 18°C wplywa na rozszerzanie si¢ podskérnych naczyn
krwionosnych (tzw. odruch Lewisa), zwigksza si¢ przeptyw krwi, a wraz z nim doptyw tlenu
1 sktadnikow odzywczych do komorek [2,20]. Cykl skurczu naczyn i wazodylatacji powtarza
si¢ co kilka-kilkana$cie minut, co zapewnia minimalne dotlenienie tkanek [21].

Skora pelni wiele funkcji, w tym wydzielnicza, sensoryczng i obronng [22]. Chroni
narzady wewng¢trzne i tkanki, odbiera sygnaly z otoczenia i zapobiega nadmiernej utracie wody.
Oproécz funkcji biologicznych, warunkuje ona wyglad fizyczny cztowieka, co wptywa na jego
samopoczucie 1 jako$¢ zycia [23]. Cechy skory, takie jak nawilzenie, pH i transepidermalna
utrata wody (TEWL, ang. transepidermal water loss), zapewniaja integralno$¢ bariery
naskorkowej. TEWL definiowany jest jako ilo$¢ pary wodnej dyfundujacej przez ustalony
obszar warstwy rogowej naskérka do powierzchni skéry w danej jednostce czasu. Pomiar
TEWL jest jednym z najwazniejszych obiektywnych pomiaréw stosowanych do oceny funkcji
bariery skornej, a jej podwyzszone wartosci moga $§wiadczy¢ o dysfunkcji tej bariery [19].
Wplyw zabiegéw z wykorzystaniem zimna na stan i funkcjonowanie skory, czyli tkanki
bezposrednio reagujacej na stosowany bodziec, nie zostal dotychczas w petni poznany,
a niedosyt informacji naukowych sktonit mnie do podjecia tego typu badan.

Jak  wykazaly dostgpne w literaturze obserwacje, wplyw  zabiegdéw
niskotemperaturowych na organizm czlowieka zalezy w duzej mierze od sktadu jego
ciata [24,25]. Reakcje te sa najprawdopodobniej zwigzane z obecnoscig tkanki thuszczowe;j
petniacej rolg izolatora termicznego. Z drugiej strony wskazano rowniez, ze sktad ciata ma silny
wplyw na stan skory [26], co moze mie¢ zwigzek z reakcja bariery naskorkowej na zimno.
Osoby z wyzszym wskaznikiem BMI maja podwyzszone wyniki tewametryczne, co wskazuje
na ostabienie funkcji bariery skérnej [27]. Moze by¢ to zwigzane z obecnos$cig przewleklego,
subklinicznego stanu zapalnego (ang. low-grade inflammation, stan zapalny o niskim
nasileniu), ktory jest czgscia otytosci i zespotu metabolicznego. Jego obecnos¢ wiaze si¢ takze
z obserwowang w populacji 0s6b otylych zwigkszong czesto$ciag wystepowania niektorych
dermatoz [28].

Otylos¢ definiuje si¢ jako nadmierne gromadzenie lub nieprawidlowy rozktad tkanki
thuszczowej w organizmie, co ma niekorzystny wplyw na zdrowie. Podstawowa przyczyna
otyto$ci jest brak rownowagi pomi¢dzy kaloriami spozywanymi a wydatkowanymi. Nadwage
i otylo$¢, uwazane dawniej za problem krajow o wysokich dochodach, coraz czesciej obserwuje
si¢ obecnie w krajach o dochodach §rednich oraz niskich. Nierzadko zdarza sig, ze otytos¢
paradoksalnie wspotistnieje z niedozywieniem w tym samym kraju, spotecznosci czy nawet
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w tym samym gospodarstwie domowym [29]. Otylo$¢ jest znanym czynnikiem ryzyka wielu
chorob cywilizacyjnych, takich jak: cukrzyca typu 2 1 inne zaburzenia metabolizmu
weglowodanéw [30], nadci$nienie te¢tnicze, choroba niedokrwienna serca [31], stluszczenie
watroby [32], bezdech senny [33] oraz niektére rodzaje nowotwordw (piersi, jajnika, tarczycy,
jelita grubego, trzustki, zotadka, pecherzyka zdtciowego, nerki i okreznicy) [34]. Wedtug
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization) w 2022 1. 1 na 8 0s6b
zyta z otylos$cia, a 43% 0so6b miato nadwage. W 2024 r. 35 miliondw dzieci ponizej 5 roku zycia
miato nadwage. Liczba 0s6b z nadwagg i otytoscia ciagle ro$nie — od 1990 roku otylos¢ wsrod
dorostych wzrosta ponad dwukrotnie, a wérod nastolatkow czterokrotnie [29].

Tkanka tluszczowa jest zbudowana z adipocytéw 1 charakteryzuje si¢ heterogenna
budowa. Dodatkowo, tkanka ta nieustannie ulega remodelingowi. W procesie tym, przede
wszystkim, preadipocyty przeksztatcaja si¢ w adipocyty [35]. Komorki thuszczowe petnig
glownie funkcje magazynowa i termoizolacyjna, jednak ponadto stanowig tkanke wydzielnicza.
Ta funkcja sprawia, ze adipocyty posrednicza w szeregu procesoOw dotyczacych skory i jej
przydatkow: w tym reguluja cykl wzrostowy wlosa, promujg gojenie si¢ ran oraz moduluja
aktywno$¢ uktadu odpornosciowego skory [36].

W obrgbie tkanki tluszczowej mozna przede wszystkim wyr6ozni¢ biala (WAT,
ang. white adipose tissue) oraz brazowa tkanke thuszczowa (BAT, ang. brown adipose tissue).
WAT, bogata w trojglicerydy, stanowi magazyn kwasoéw thuszczowych, a jednoczes$nie odgyrwa
w stosunku do nich rol¢ buforowa. Reguluje przemiany hormonéw ptciowych, sama petni takze
funkcje endokrynne [37]. BAT, zbudowana z komorek bogatych w mitochondria, odpowiada
za uwalnianie energii oraz rozktad lipidow [38]. Chroniczna stymulacja uktadu wspotczulnego
u 0s6b otytych powoduje zakldcenia funkcjonowania BAT - gromadzony jest nadmiar ttuszczu,
a przebieg termogenezy zostaje zaburzony. W przypadku oséb z niedoborem masy ciala,
réwniez opisano patologiczne funkcjonowania BAT, co wynika z jej atroficznego charakteru
w tej populacji [39].

Otylo$¢ nie jest jedynie izolowanym zwickszeniem ilo$ci tkanki thuszczowe;j, ale takze,
w konsekwencji up-regulacji funkcji wydzielniczej tej tkanki, obserwuje si¢ zwigkszone
uwalnianie adipokin do krwiobiegu. Adipokiny s3 substancjami biologicznie czynnymi
wydzielanymi przez tkanke thuszczowa pod wptywem réznych bodzcoéw. Czynniki te dziataja
miejscowo, lecz maja one rowniez zdolno$¢ oddzialywania na bardziej odlegte narzady
i tkanki [40]. Zrédtem jest gtéwnie WAT, a ilo$é uwalnianych adipokin jest czesto skorelowana
z iloscig tej tkanki [41,42]. Wykazano, ze w obrebie samej tkanki thuszczowej adipokiny
moduluja adipogeneze, migracje komoérek odpornosciowych do tej tkanki oraz metabolizm
i funkcjonowanie adipocytéw [37]. Ponadto, ogdlnoustrojowo, biorg one udzial migdzy innymi
w regulacji apetytu i1 sytoSci [43], wydzielaniu i wrazliwo$ci tkanek na insuling [44]
czy progresji stanu zapalnego [45]. Osoby otyle charakteryzuja si¢ brakiem rownowagi mi¢dzy
adipokinami prozapalnymi (wskazywana jest tu m.in. leptyna (LEP), asprozyna (ASP),
rezystyna (RETN), wisfatyna, chemeryna) i1 przeciwzapalnymi (m.in. adiponektyna (ADP),
waspina (VASP), omentyna). Ta dysregulacja przyczynia si¢ do przewlektego stanu zapalnego
o niskim nasileniu, charakterystycznego dla otylos$ci i moze zwigkszaé ryzyko wystapienia
niektorych chordb, w tym choréb metabolicznych [46—48].

Ze wzgledu na ogdlnoswiatowy problem otylosci, adipokiny zyskuja coraz wigksze
znaczenie w diagnostyce 1 nowych strategiach farmakologicznych tej jednostki
chorobowej [48]. Pelen zestaw ludzkich adipokin nie jest jeszcze catkowicie poznany, jednak
ponad 600 wydzielanym biatkom przypisuje si¢ potencjalng rol¢ adipokin [49].
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U os6b z nadwaga stwierdza si¢ wyzsze stezenie we krwi takich adipokin jak LEP [50]
1 ASP [51] oraz nizsze stezenie ADP [52,53] w poréwnaniu z osobami o masie ciata zgodne;j
Z normami.

Leptyna jest biatkiem o charakterze prozapalnym, powstajacym gtownie w dojrzalych
adipocytach [54]. Bierze udzial w kontroli apetytu, uczucia syto$ci, przyjmowania pokarmu,
wydatku energetycznym oraz funkcjach rozrodczych czlowieka [55]. Wydzielanie tego
hormonu do krwi jest stymulowane przez insuling i glikokortykosteroidy a hamowane
uwalnianiem glukagonu i amin katecholowych (adrenalina i noradrenalina). Biosynteza LEP
jest zalezna od masy tkanki ttuszczowej oraz wielkosci adipocytéw — zwigksza si¢ u pacjentow
z otyloscig oraz po spozyciu pokarmu i zmniejsza przy utracie masy ciata oraz podczas
postu [56]. W komorkach tkanki thuszczowej 0sob otytych wykazano nawet dwukrotnie wyzsza
ekspresje mRNA dla LEP w stosunku do komorek pozyskanych od oséb szczuptych [57].
Podobng zalezno$¢ mozna zauwazy¢ w stezeniu LEP w osoczu — szacuje si¢, ze moze by¢ ono
nawet kilkukrotnie wyzsze u o0soéb otylych (nawet ponad 30 ng/ml) w stosunku do osob
szczuplych (norma dla osob o prawidtowej masie ciata: 2-8 ng/ml) [58].

Kolejna adipokina, ASP jest odkrytym w 2016 r. hormonem peptydowym, wydzielanym
glownie przez WAT, podobnie jak leptyna uwazanym za substancj¢ dziatajaca prozapalnie
1 diabetogennie [53]. Ekspresja asprozyny jest indukowana w stanie glodzenia i proces ten jest
skorelowany z uwalnianiem glukozy z watroby. Stwierdzono, Ze st¢Zenie tej adipokiny podlega
dobowym wahaniom — zwigksza si¢ w okresie glodzenia 1 zmniejsza wraz
z poczatkiem przyjecia pokarmu [59]. Kolejne badania sugeruja, ze oprdcz udziatu
w metabolizmie glukozy moze ona odpowiada¢ za utrzymanie rownowagi energetycznej catego
organizmu. Dowiedziono, ze jej stezenie jest patologicznie podwyzszone u 0sob z otyloscia
oraz insulinoopornoscig [53]. W modelu zwierzegcym udowodniono, ze zastosowanie
przeciwcial, ktore neutralizujg dzialanie asprozyny korzystnie wplywa na efekt metaboliczny:
redukuje apetyt i nadmierng mase¢ ciala, poprawia profil glikemii oraz wrazliwos$¢ tkanek na
insuling [60]. Wigcek 1 wsp. [61] dowiedli, Ze zastosowanie serii 20 zabiegdbw WBC obniza
stezenie asprozyny, co sugeruje, ze zabiegi w kriokomorze moga by¢ stosowane jako
wspomaganie zaburzen metabolicznych oraz insulinoopornosci.

Adiponektyna jest przeciwzapalng adipoking, wydzielang w duzych ilosciach gtéwnie
przez tkanke tluszczowa [62]. Stymuluje utlenianie kwasow tluszczowych w migéniach
szkieletowych i1 hamuje produkcje glukozy w watrobie, co prowadzi do poprawy homeostazy
energetycznej calego organizmu [63]. Wykazano, ze st¢zenie adiponektyny w surowicy jest
obnizone u o0séb z otyloscig [64,65]. Badania przeprowadzone w modelu zwierzgcym
wykazaty, ze podawanie adiponektyny prowadzi do zwigkszania wrazliwosci na insuling oraz
wykazuje dzialanie przeciwmiazdzycowe 1 przeciwzapalne. Modulowanie st¢zenia
adiponektyny moze stanowi¢ potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu otylosci, miazdzycy
oraz insulinoopornos$ci/cukrzycy typu 2 [66]. W przegladzie Achari i Jain [52] wskazano,
ze czynnikami wplywajacymi na stezenie tej adipokiny mogg by¢: farmakoterapia, dieta
1 suplementacja oraz intensywny wysitek fizyczny. Wskazano takze na wzrost stezenia
adiponektyny po serii zabiegow WBC [67].

Waspina jest serping pochodzaca z trzewnej tkanki thuszczowej [68]. WAT zostala
zidentyfikowana jako jeden z organdéw docelowych dziatania tej adipokiny, a mechanizm
prawdopodobnie obejmuje normalizacj¢ ekspresji mRNA transportera glukozy-4, LEP, RETN
i ADP [69]. Stezenie VASP we krwi zmienia si¢ w zaleznosci od ilo$ci tkanki thuszczowe;j
w organizmie 1 jest dodatnio skorelowany z BMI. Znacznie nizsze st¢zenia VASP
zaobserwowano w surowicy dzieci z niedowaga w poréwnaniu z grupa kontrolng, podczas gdy
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ekspresja genu dla tej serpiny jest regulowana w gor¢ wraz ze wzrostem masy ciata [68].
Wyzsze stezenia VASP wystepuja u o0sob z insulinoopornoscia i cukrzyca typu II [70].
Organizm zwigksza jej produkcje jako odpowiedz kompensacyjng na zaburzenia metaboliczne.
Adipokina ta bierze roéwniez udziat w regulacji apetytu, co taczy si¢ z dobowymi zmianami
stezenia tego biatka [71]. Odnotowano, ze wraz z umiarkowang utratg masy ciala ilos¢ VASP
w surowicy zmniejszala si¢, czemu rownolegle towarzyszyta poprawa parametrow zwigzanych
z insulinoopornoscia [72].

Sirtuiny (SIRT) u ssakoéw stanowia grupe 7 enzyméw (SIRT1-SIRT7), ktore uczestnicza
w post-translacyjnej modyfikacji biatek. Odgrywaja one wazng role w utrzymaniu zdrowia
RETN i wptywaja na wiele szlakow przyczyniajacych si¢ do zwigkszenia dtugosci zycia [73].
Poczatkowo sirtuiny badano przede wszystkim w kontekscie starzenia si¢ organizméw RETN
1 wyciszania gendw (ang. gene silencing), nastepnie odkryto jednak wiele innych funkcji
biologicznych biatek nalezacych do tej grupy [74]. Obecnie wiadomo, iz SIRT reguluja szereg
proceséw komorkowych, takich jak: metabolizm lipidow oraz glukozy, kancerogeneza,
apoptoza, starzenie si¢ komorki czy naprawa DNA [75]. SIRT1 reguluje procesy
glukoneogenezy oraz glikolizy, a takze transkrypcje genow w odpowiedzi na bodzce stresowe
(m.in. stan zapalny, hipoksja, post). SIRT4 przyczynia si¢ do utrzymania odpowiedniego
poziomu lipidéw w organizmie prowadzac do obnizenia tempa biosyntezy kwasow
thuszczowych. SIRT1 oraz SIRT4 wplywaja na wydzielanie insuliny z komorek [ trzustki [75].
SIRT6 spowalnia przebieg glukoneogenezy, kontroluje geny zwigzane z metabolizmem oraz
cyklem okotodobowym, a takze jest silnie powigzana z aktywnoscig czynnikow prozapalnych
1 starzeniem si¢ komorek [76].

Na poczatku XXI w. zauwazono, ze w wyniku glodzenia dochodzi do wzrostu
aktywnosci biatek z grupy SIRT [77]. Wskazano, ze dtugotrwale ograniczenie podazy kalorii
o 30-50% w diecie prowadzi do spowolnienia starzenia si¢ organizmu [78]. Efekt ten nie
wystepuje, gdy uszkodzone sg geny kodujace te biatka i ulega wzmocnieniu, w przypadku
nadekspresji tych genoéw [79]. Wykazano, ze ekspresja sirtuin jest silniejsza w tkance
thuszczowej niz w watrobie, a silna redukcja masy ciata (np. w konsekwencji zabiegu
bariatrycznego) powoduje zwickszong ekspresje tych biatek zaro6wno w hepatocytach,
jak 1 komorkach tkanki thuszczowej. Zaklada si¢, ze moze by¢ to efektem zmniejszenia nasilenia
stanu zapalnego i obnizenia ilo$ci cytokin prozapalnych [80]. Co ciekawe, takie dziatanie
zaobserwowano réwniez dla kriostymulacji [81,82]. Wskazano, ze wielokrotne zabiegi WBC
moga by¢ stosowane jako terapia wspomagajaca w celu zwigkszenia ste¢zenia wybranych sirtuin
— SIRT1 i SIRT3 [83].

Globalna epidemia otytosci pobudzita rozwdj badan nad tkankg tluszczowa
i czynnikami, ktére na nig wplywaja. Obecnie dostepne metody leczenia otylo$ci obejmujg
terapi¢ zywieniowa, dostosowang aktywno$¢ fizyczng, zmiany zachowan, farmakoterapi¢
i chirurgi¢ bariatryczng [84]. W kontekscie trwajacego globalnego kryzysu otytosci,
identyfikacja skutecznych, uzupehniajacych strategii interwencyjnych wydaje si¢ mieé
kluczowe znaczenie dla zwigkszenia prawdopodobienstwa skutecznej redukcji masy ciata
1 ztagodzenia ogolnoustrojowego stanu zapalnego. W literaturze pojawia si¢ coraz wigcej
danych dotyczacych potencjalu WBC jako niefarmakologicznego srodka wspomagajacego
leczenie otytosci, zaburzen metabolicznych [61,85] i poprawy profilu lipidowego [86,87].
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2. Cel pracy, pytania oraz hipotezy badawcze

2.1. Cel pracy

Celem niniejszej dysertacji byla ocena zmian wywotanych zastosowaniem
pojedynczego bodzca kriogenicznego oraz serii 10. 1 20. zabiegow krioterapii ogdlnoustrojowej
w zakresie wybranych parametrow biofizycznych skory, profilu adipokin i sirtuin oraz
wskaznikow metabolizmu weglowodandéw u 0so6b z nadwagg i otytoscia, a takze okreslenie
r6znic w odpowiedzi na interwencj¢ w zaleznosci od wartosci wskaznika BMI.

2.2, Pytania badawcze

Postawiono nastepujace pytania badawcze:

1. Jak zmieniajg si¢ poszczegdlne cechy skory: stopien nawilzenia warstwy rogowej
naskorka, transepidermalna ucieczka wody, odczyn kwasowo-zasadowy oraz poziom
elastycznosci skory w odpowiedzi na pojedynczy zabieg oraz standardowag (10)
1 powiekszong (20) liczbe zabiegéw krioterapii ogdlnoustrojowej u badanych oséb?

2. Czy warto$¢ wskaznika BMI moduluje badane cechy skoéry oraz czy zmienne te beda
wplywatly na uzyskane efekty po-zabiegowe?

3. Czy/Jak standardowa (10) oraz powickszona (20) liczba zabiegéw krioterapii
ogolnoustrojowej wptywa na aktywnos$¢ endokrynng tkanki tluszczowej, poprzez
zmiany st¢zenia leptyny, asprozyny, waspiny i adiponektyny? Czy efekt ten utrzymuje
si¢ po zakonczeniu serii zabiegowej?

4. Czy wystgpuje korelacja pomigdzy zmianami w profilu wydzielanych adipokin
a warto$cig wskaznika BMI?

5. Czy/i w jakim stopniu standardowa (10) oraz powigkszona (20) liczba zabiegdéw
krioterapii ogdlnoustrojowej wplywa na zmiany st¢zenia sirtuin: SIRT1, SIRT4 oraz
SIRT6 we krwi u 0séb o prawidtowym i1 podwyzszonym BMI? Czy efekt ten utrzymuje
si¢ po zakonczeniu serii zabiegowe;?

6. Czy/Jak standardowa (10) oraz powickszona (20) liczba zabiegéw krioterapii
ogolnoustrojowej wplywa na zmiany w st¢zeniach we krwi wskaznikéw metabolizmu
weglowodandéw: glukozy, insuliny, hemoglobiny glikowanej u oséb o prawidlowym
i podwyzszonym BMI? Czy efekt ten utrzymuje si¢ po zakonczeniu serii zabiegowej?
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2.3. Hipotezy badawcze

1. Pojedynczy zabieg oraz serie 10. i 20. zabiegéw WBC spowoduja istotne zmiany
parametrow biofizycznych skory, przy czym wigksza liczba zabiegow bedzie zwigzana
z wigkszg skalg zmian.

2. Warto$¢ wskaznika BMI determinuje wyjsciowe parametry cech skory,
w szczegolnosci wyzsze wartosci TEWL przed rozpoczeciem interwencji beda
odnotowane u os6b z podwyzszonym wskaznikiem BMI. Reakcja skory osob
z prawidtowym i1 podwyzszonym BMI be¢dzie rozna.

3. Seria zabiegéw krioterapii ogdélnoustrojowej wptynie na profil wybranych adipokin
(Ieptyny, asprozyny, adiponektyny i waspiny), przy czym zakres 1 kierunek
obserwowanych zmian beda zalezne od wartosci wskaznika BMI. U o0séb
z podwyzszonym BMI zmiany w profilu adipokin bedg wskazywaty na modulacj¢
funkcji endokrynnej tkanki thuszczowej, a efekt ten bedzie utrzymywat si¢ po
zakonczeniu interwencji.

4. U osob z nadwagg i otytoscig zmiany w profilu wydzielanych adipokin po zastosowaniu
serii zabiegdw krioterapii ogolnoustrojowej beda zwigzane z wyjsciowa wartoscia
wskaznika BMI. Osoby z wyzszym wskaznikiem BMI beda wykazywaty odmienng
skale zmian st¢zen wybranych adipokin w poréwnaniu do 0séb z nizszym BMI.

5. Seria zabiegowa WBC pozytywnie wplynie na zmiany st¢zenia sirtuin, jednak u os6b
z podwyzszong wartoscig wskaznika BMI wigksza liczba zabieg bedzie konieczna do
uzyskania obserwowalnych zmian (20). Efekty te beda utrzymywaty sie takze po
zakonczeniu interwencji.

6. Seria zabiegbw WBC nie wplynie na zmiany w metabolizmie w¢glowodandéw u os6b
o prawidtowym wskazniku BMI, u oséb z podwyzszong wartoscig wskaznika BMI
nastapig korzystne zmiany wskaznikow metabolizmy weglowodandéw. W tej grupie,
efekty te beda utrzymywaty si¢ takze po zakonczeniu interwencji.
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3. Material i metody badawcze

3.1. Protokol badania

Protokot projektu zostal zatwierdzony przez Komisje Bioetyczng Regionalnej Izby
Lekarskiej w Krakowie (177/KBL/OIL/2023 z dnia 25.09.2023 r.). Projekt zostat
retrospektywnie zarejestrowany w rejestrze badan klinicznych na platformie ANZCTR

(ang.  Australian New  Zealand Clinical Trials Registry): numer rejestracji
ACTRN12626000168358 (10.02.2026 1.).

Przeprowadzone badanie stanowilo prospektywne badanie interwencyjne z grupa
kontrolng i pomiarami powtarzanymi (ang. longitudinal repeated-measures study). Dobor grup
nie byl randomizowany a uczestnikow w grupie kontrolnej dobierano tak, aby odpowiadali
uczestnikom grupy badanej pod wzgledem okreslonych zmiennych.

Badanie obejmowato seri¢ 20 zabiegdéw krioterapii ogélnoustrojowej wykonywanych
codziennie (przez 4 tygodnie, z wyjatkiem sobot i niedziel). Wolontariusze mogli opusci¢
maksymalnie jeden zabieg; w przypadku wigkszej liczby nieobecno$ci uczestnik byl
wykluczany z projektu.

Pomiary sktadu ciala i pobranie probek krwi przeprowadzono przed pierwszym,
dziesigtym i dwudziestym zabiegiem WBC oraz dwa tygodnie po zakonczeniu kriostymulacji.
Wybrane parametry skory mierzono bezposrednio przed i po 1., 10. i 20. sesji WBC w dwoch
miejscach: na twarzy w poblizu ko$ci jarzmowej oraz na wewngetrznej stronie przedramienia
(ryc. 1). Zatozono, ze badanie bedzie przeprowadzane na r¢ce dominujace;.
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3.2. Material

3.2.1. Grupa badana

Warto§¢ BMI jest stosowana jako szybki marker pozwalajacy na ocen¢ masy ciata.
Wskazane zakresy obejmuja:

- niedowaga: BMI ponizej 18,5 kg/m?;

- prawidlowa masa ciata: BMI 18,5 - 24,9 kg/m?;

- nadwaga: BMI 25-29,9 kg/m?;

- otylos$¢ I stopnia: BMI 30-34,9 kg/m?;

- otyto$¢ II stopnia: BMI 35-39,9 kg/m?,

- otytos¢ I1I stopnia: BMI wigksze lub roéwne 40 [88].

Do badania zrekrutowano grupg ochotnikéw, sposréd ktérych wybrano osoby
o prawidlowej masie ciala oraz osoby z nadwagg lub otyle. W kazdej grupie zebrano wywiad
medyczny i1 przeprowadzono kwalifikacje na podstawie kryteriow wiaczenia i wykluczenia.
Wolontariusze biorgcy udziat w badaniu zostali podzieleni zgodnie z okre§lonymi kryteriami
na grupe badang (SG; BMI > 27 kg/m?) oraz grupe kontrolng (CG; BMI 18,5 — 25 kg/m?).
Podczas fazy rekrutacji ochotnicy z grupy CG zostali dopasowani pod wzgledem wieku i ptci
do ochotnikow z grupy SG, aby zapewni¢ porownywalnos$¢ grup i zminimalizowaé ryzyko
potencjalnych czynnikow zaktocajacych. Ostatecznie projekt ukonczyty 23 osoby a ze wzgledu
na rezygnacje uczestnikow w trakcie trwania projektu, ostateczny rozktad zmiennych
niekontrolowanych (np. pte¢) nie byl homogenny w wytonionych grupach (ryc. 2).
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Kryteria wigczenia Kryteria wytaczenia

- Wiek > 18 lat; - Problemy zdrowotne (neurologiczne, ortopedyczne)
- BMI > 27 dla grupy badanej; uniemozliwiajace samodzielne poruszanie sie;
- BMI 18,5-25 dla grupy porownawczej; - Przewlekte choroby endokrynologiczne i dermatologiczne;
- Niekorzystanie z zimowych kapieli podczas badania - Choroby skéry pochodzenia grzybiczego, bakteryjnego lub
i co najmniej 6 miesiecy przed badaniem; wirusowego;
- Zgoda lekarza kwalifikujgcego; - Przyjmowanie lekéw przeciwzapalnych oraz suplementéw
- Pisemna zgoda na dobrowolny udziat w badaniu zawierajacych witaminy i przeciwutleniacze;

- Brak zgody na udziat w badaniu.

[ Rekrutacja ]

Ocena kwalifikowalnosci (n = 40) Ocena kwalifikowalnosci (n = 40)
A
A 4
Wykluczenie (n = 24) . _
+ niespetnianie kryteriow wigczenia Wykluczenie (n =24)
+ przeciwskazania medyczne + Niespelnianie kryteriow
wigczenia
[ Dopasowanie grupy kontrolnej ]
A4 A4
Grupa badana (n = 16) Grupa kontrolna (n = 16)
‘ Badanie gtéwne
A A
Przerwanie interwenciji (rezygnacja z Przerwanie interwencji (rezygnacja z
powoddéw osobistych, infekcje lub powoddéw osobistych, infekcje lub
klaustrofobia) (n = 4) klaustrofobia) (n = 5)
[ Analiza ]
v
Grupa badana (n=12) Grupa kontrolna (n = 11)

Rycina 2. Schemat rekrutacji i badan ochotnikow

Przed rozpoczg¢ciem badania uczestnicy zapoznali si¢ z jego protokotem, celami
i metodami w tym ewentualnymi korzys$ciami i ryzykiem wynikajacym z udzialu w projekcie
oraz podpisali formularze §wiadomej zgody. Udziat w projekcie byt catkowicie dobrowolny.
Kazdy ochotnik zostat poinformowany, ze moze wycofa¢ si¢ z projektu na dowolnym etapie
bez podania przyczyny. Przed badaniem kazdy z wolontariuszy odbyt indywidualng konsultacje
lekarska.

Do kryteriéw wykluczenia nalezaly przeciwwskazania dla WBC zgodne z najnowszymi
wytycznymi [89], a takze przyjmowanie lekow stosowanych w farmakoterapii otylosci,
przeciwzapalnych i suplementow zawierajacych witaminy i przeciwutleniacze oraz brak
wyrazenia pisemnej, §wiadomej zgody na udzial w projekcie.
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3.3. Metody badawcze

3.3.1. Pomiary antropometryczne

Masa ciala zostala zmierzona przy uzyciu metody bioimpedancji za pomoca wagi Jawon
Medical IOI-IOI-353-CE0197 (Jawon Medical Co., Ltd., Gyeongsan, Republika Korei).
Wazrost zostal zmierzony jednokrotnie za pomoca miernika wzrostu Seca 216 (Hamburg,
Niemcy) z doktadnosciag do 5 mm. Ponadto dla kazdego ochotnika obliczono wskaznik BMI.
Obwody talii i bioder zmierzono za pomoca tasmy antropometrycznej z doktadnoscia do 5 mm,
zgodnie z zaleceniami WHO: talia - w polowie odlegto$ci migdzy dolng krawedzig ostatniego
tuku zebrowego a wierzchotkiem grzebienia biodrowego; biodra - w miejscu najwigkszego
obwodu nad posladkami [90]. Dla kazdego badanego obliczono wskazniki: WHtR (stosunek
talii do wzrostu, ang. waist-to-height ratio), okreslajacy stosunek obwodu talii do wzrostu, oraz
WHR (stosunek talii do bioder, ang. waist-to-hip ratio), okre$lajacy stosunek obwodu talii
do obwodu bioder.

3.3.2. Pomiary wybranych cech skory

Parametry skérne mierzono zgodnie z protokotem Laboratorium Fizjologii Skory
(CLNB) Akademii Kultury Fizycznej w Krakowie (certyfikat nr PN-EN ISO 9001:2015:
PW-08606-19). Pomiary przeprowadzono na zdrowej, nieuszkodzonej skorze. Wykorzystano
system Multi Probe Adapter (MPA) (Courage-Khazaka GmBH, Kolonia, Niemcy). Zestaw
zawieral sondy pomiarowe tego samego producenta:

e Corneometer CM 825 (btad pomiaru: = 3%);

e Tewameter TM 300 (btagd pomiaru: utrata wody: + 0,5 g/h/m? dla RH > 30%;
+1,0 g/h/m? dla RH < 30%);

e Skin-pH-Meter PH 905 (btad: + 0,1);

e Cutometer Dual MPA 580.

W pomieszczeniu, w ktorym mierzono biofizyczne cechy skory, panowaly stale
warunki, zgodnie z wymaganiami producenta sond pomiarowych, z wilgotnoscia 45%
1 temperaturg powietrza 21°C. Byly one stale monitorowane podczas wykonywania pomiardw.

Ze wzgledu na przechowywanie elektrody do pomiaru pH w roztworze wodnym chlorku
potasu, aby nie zakloci¢ wynikéw pomiaréw innych parametrow, pomiar pH skory
przeprowadzono jako ostatni z serii analiz.

Do pomiarow korneometrycznych i pH-metrycznych zastosowano metode
I-sekundowa, a do pomiaréw tewametrycznych metode ciagla (20 s). Cykl pomiarowy
wykonany kutometrem obejmowat faze zassania (skora byla zasysana proznia przez 3 s) i faze
relaksacji trwajaca 3 s. Analizowanymi w niniejszej dysertacji parametrami kutometru byty:
RO, okreslajacy jedrnos¢ skory oraz R2 okreslajacy wiskoelastyczno$¢ skory.

Wszystkie pomiary zostaly wykonane w okreslonym miejscu (na twarzy w okolicy
kos$ci jarzmowej oraz na wewngtrznej stronie przedramienia r¢ki dominujacej) trzykrotnie,
a nastepnie obliczono $rednig arytmetyczng wynikow.

19



3.3.3. Pobieranie krwi i ocena st¢zen parametrow biochemicznych

Probki krwi zylnej zostaly pobrane przez diagnoste laboratoryjnego z zyt dotu
odtokciowego przy uzyciu systemu préozniowego (Vacumed FL Medical, Wtochy). W celu
uzyskania surowicy krew pobrano do probowek zawierajacych aktywator krzepnigcia,
pozostawiono do wytworzenia skrzepu, a nastepnie odwirowano a surowice przeniesiono pipeta
do probowek kriogenicznych. Po uprzednim stopniowym zamrozeniu material przechowywano
w temperaturze -80°C do momentu przeprowadzenia analiz laboratoryjnych. W celu uzyskania
surowicy do pomiaru st¢zenia glukozy we krwi na czczo (FBG) uzyto probowki z inhibitorem
glikolizy (fluorkiem sodu).

Stezenia bialek, adipokin 1 sirtuin okre§lono przy uzyciu gotowych zestawow
odczynnikow do wysokoczulych testow immunoenzymatycznych (ELISA): LEP (DRG
Instruments GmbH, Niemcy), ADP (Mediagnost, Niemcy) ASP, WASP i SIRT (Sunredbio SRB
Technology Co., Ltd, Chiny) (Tabela 1.).

Wskazniki biochemiczne: FBG, insulina, fruktozamina i hemoglobina glikozylowana
Alc (HbAlc) zostaly oznaczone w laboratorium medycznym Diagnostyka Medical
Laboratories, posiadajacym akredytacje¢ Polskiego Centrum Akredytacji nr AM 003.
Oznaczenia wykonano zgodnie ze standardowymi procedurami diagnostyki laboratoryjne;j.
Dodatkowo, aby lepiej zilustrowaé metabolizm weglowodandéw, obliczono wskazniki
HOMA-IR (ang. Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance) i QUICKI (ang.
Quantitative Insulin Sensitivity Check Index) [91,92].

Tabela 1. Charakterystyka testow

Test Czulo$é Zakres testu
Leptyna Leptin Sandwitch ELISA; DRG Instruments GmbH, Germany 0,7 ng/ml 0,7 — 100 ng/ml
Adiponktyna Adiponectin ELISA; Mediagnost, Germany <0,27 ng/ml | 0,27 —31000 ng/ml
Asprozyna Human (asprosin) ELISA Kit; Sunredbio Technology Co.,Ltd, Shanghai | 0,756 ng/ml 1 — 300 ng/ml
Waspina Human (vaspin) ELISA Kit; Sunredbio Technology Co.,Ltd, Shanghai | 12,371pg/ml 15 —-3500 pg/ml
SIRT1 Human (SIRT1) ELISA Kit; Sunredbio Technology Co.,Ltd, Shanghai | 0,306 ng/ml 0,5 — 40 ng/ml
SIRT4 Human (SIRT4) ELISA Kit; Sunredbio Technology Co.,Ltd, Shanghai | 0,106 ng/ml 0,15 —40 ng/ml
SIRT6 Human (SIRT6) ELISA Kit; Sunredbio Technology Co.,Ltd, Shanghai | 0,306 ng/ml 0,5 — 40 ng/ml

3.3.4. Zabiegi WBC

Zabiegi WBC przeprowadzano w Matopolskim Centrum Krioterapii w Krakowie.
Przygotowanie do zabiegu przebiegalo zgodnie ze standardowo przyjetymi protokotami. Przed

zabiegiem WBC proszono uczestnikow badania o

kontaktowych i1  okular6w oraz zalozenie  odpowiedniego
kapielowego/szortéw, getrow lub dhugich skarpet zakrywajacych piszczele i stawy kolanowe,
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chodakow z grubg podeszwa, rekawiczek, czapki i maski zakrywajacej nos i usta. Przed kazdym
wejsciem do komory kriogenicznej wykonywano pomiar cis$nienia krwi (ci$nienie krwi
powyzej 160/100 mmHg stanowilo kryterium wykluczenia z dalszego udzialu w projekcie).

Kazda procedura WBC obejmowata 30-sekundowg aklimatyzacj¢ w przedsionku
komory kriogenicznej (-60°C) oraz 3-minutowy zabieg w komorze kriogenicznej (-120°C).
Badani poruszali si¢ w komorze jeden za drugim, zmieniajac kierunek poruszania si¢
co 30 sekund. Po zakofczeniu zabiegu badani opuszczali komor¢ kriogeniczng przez jej
przedsionek. Natychmiast po wyjsciu uczestnicy byli poddawani pomiarom charakterystyki
skodry, a nastgpnie skierowani do sali treningowej, gdzie wykonywali ¢wiczenia aerobowe.

Kazda procedura byla wykonywana pod nadzorem specjalisty, ktéry obserwowat
ochotnikow przez caly czas trwania zabiegu, aby zapewni¢ jak najwigksze bezpieczenstwo
1 mozliwo$¢ szybkiej reakcji w razie wystapienia nieprzewidzianych zdarzen. Uczestnicy
zostali rowniez poinformowani, ze moga opuscic¢ sesje¢ w komorze kriogenicznej przed czasem,
jesli odczuja dyskomfort.

3.3.5. Analiza statystyczna

Wyniki analizowano przy uzyciu oprogramowania JASP 0.19.3 (Uniwersytet
Amsterdamski, Amsterdam, Niderlandy). Uzyskane wyniki przedstawiono za pomoca
podstawowych statystyk opisowych. Rozklad zmiennych analizowano za pomoca testu
Shapiro-Wilka. Wstepne cechy charakterystyczne badanych grup poréwnano za pomoca testu
t-Studenta dla grup niezaleznych. W przypadku zmiennych o rozkladzie normalnym
1 spetieniu wszystkich pozostatych zatozen zastosowano test ANOVA z powtarzanymi
pomiarami (RMANOVA) z testami post hoc (test Bonferroniego). W przypadku naruszenia
zatozenia sferyczno$ci (test Mauchly'ego) zastosowano korekty Greenhouse'a-Geissera.
W przypadku zmiennych o rozktadzie innym niz normalny zastosowano nieparametryczny test
Friedmana, a jako test post hoc: test Conover’a. Do porownania dwoch niezaleznych grup
o rozkladzie innym niz normalny zastosowano nieparametryczny test Manna-Whitney’a.
Wielko$¢  efektu  obliczono za pomocg wspoOlczynnika Omega kwadrat (w?)
1 zinterpretowano w nastgpujacy sposob: 0,01 — maty, 0,06 — umiarkowany i 0,14 — duzy efekt.
Sita (wielko§¢) w testach post hoc mierzono za pomoca wspotczynnika Cohena (d)
1 interpretowano w nastgpujacy sposob: 0,2 — maly, 0,5 — umiarkowany i 0,8 — duzy efekt.
Obecnos¢ korelacji sprawdzono za pomoca testu Spearmana (rho). Poziom istotnosci (o)
ustalono w kazdym przypadku na p < 0,05.

Do oszacowania wielkos$ci proby potrzebnej w niniejszym badaniu wykorzystano
program komputerowy G*Power. Przy zatozeniu analizy wariancji z powtarzanymi pomiarami
(ANOVA: repeated measures, within-between interaction), Sredniej wielkosci efektu (f=0,25),
poziomu istotnosci o = 0,05, mocy testu 80%, dwoch grup badawczych oraz czterech punktéw
pomiarowych minimalna liczebno$¢ proby wynosita 24 uczestnikow.
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4. Najwazniejsze wyniki

Przeglad literatury naukowej (publikacje nr 1, 2, 3 niniejszej dysertacji) pozwolil na
podsumowanie aktualnej wiedzy dotyczacej zastosowania temperatur kriogenicznych
w kosmetologii oraz ich wplywu na cechy skory, roli zwigkszonej ekspresji sirtuiny 6
w zapobieganiu przedwczesnym mechanizmom starzenia si¢ oraz roli leptyny w otylosci.
Wskazane monografie, stanowig integralng cze$¢ niniejszej pracy doktorskiej, przygotowanej
jako zbiér opublikowanych i powigzanych tematycznie artykuldw naukowych. Przeglady
narracyjne stanowig teoretyczny wstep do empirycznej czeSci niniejszej dysertacji,
uzasadniajac zalozone hipotezy badawcze. Szczegdlowy opis uzyskanych podczas analiz
literatury wynikow zostal przedstawiony we wspomnianych trzech opublikowanych pracach
wchodzacych w sklad cyklu.

4.1. Charakterystyka grup

Proces kwalifikacji, przydziat oraz liczebno§¢ grup przedstawiono na rycinie 1.
(Schemat rekrutacji i badan ochotnikéw). Grupe badang stanowito 6 kobiet i 6 mezczyzn.
Grupe kontrolng: 8 kobiet i 3 megzczyzn. Uczestnikdw z grupy kontrolnej dobierano pod
wzgledem okreslonych zmiennych do grupy badanej, gdzie priorytetowym czynnikiem
zmiennym byla warto§¢ BMI. Szczegdétowe dane dotyczace charakterystyki grup zostaty
przedstawione w tabeli 2.

Tabela 2. Charakterystyka grup

SG CG P
x SD x SD SG vs. CG
Wiek [lata] 43,92 13,08 43,55 11,5 0,989
Masa ciala [kg] 92,7 12,96 69,13 10,34 0,006*
Wysokos¢ ciala [em] 171,67 8,34 171,36 8,65 0,839
BMI [kg/m?] 31,34 2,57 23,47 2,29 <0,001*
WHR 0,95 0,08 0,86 0,06 0,216
WHtR 0,59 0,04 0,47 0,05 <0,001*

SG — grupa badana, GC — grupa kontrolna, x — $rednia, SD — odchylenie standardowe, BMI — wskaznik masy ciata,
WHR — wskaznik proporcji obwodu talii do obwodu bioder, WHtR — wskaznik, * — wynik istotny statystycznie.

4.2. Zmiany cech skory

Wyniki dotyczace zmian parametréw biofizycznych skory pod wptywem zastosowanej
interwencji zostaly przedstawione w artykule: Use of Measurement Probes to Evaluate
the Effect of a Series of Whole-Body Cryostimulation Treatments on Skin Characteristics
in Subjects with Different BMIs, wchodzacym w sktad niniejszej dysertacji (publikacja nr 4).
Szeroka analiza dostgpne;j literatury na temat wptywu temperatur kriogenicznych na stan skory
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przeprowadzona przed wykonaniem niniejszych badan postuzyta do napisania kolejnej pracy
wchodzacej w zakres dysertacji: The Use of Cryotherapy in Cosmetology and the Influence
of Cryogenic Temperatures on Selected Skin Parameters - A Review of the Literature
(publikacja nr 1).

Cechy biofizyczne skory zmierzone przed przystapieniem do badania przedstawiono
w tabeli 3. Wskazaly one istotne roznice pomiedzy grupa badang i kontrolng dla wielkosci
TEWL dla twarzy (p < 0,001; d = 1,665; bardzo duza sita efektu) i parametru RO na twarzy
(»<0,001; d=2,611; bardzo duza sita efektu) oraz przedramieniu (p < 0,001; d = 2,324; bardzo
duza sita efektu).

Tabela 3. Podstawowe cechy biofizyczne skory uczestnikow na twarzy i przedramieniu

Twarz
SG CG p
X SD Med Min Max X SD Med Min Max SG vs. CG
Nav[vl‘g]e“‘e 51,73 | 13,12 | 52,30 | 26,07 | 72,93 | 55,77 | 891 | 55,53 | 42,47 | 68,93 0,185
TEWL | 5028 | 342 | 1942 | 1581 | 27,12 | 1094 | 3,50 | 10,50 | 580 | 16,80 | <0,001%
[g/m*/h]
pH 489 | 055 | 483 | 405 | 6,02 | 481 | 0,78 | 500 | 3.47 | 585 0,715
RO 0,30 | 0,06 | 033 | 021 | 038 | 0,18 | 0,03 | 0,08 | 0,13 | 023 | <0,001*
R2 77,04 | 13,96 | 77.69 | 51,63 | 96,90 | 65,52 | 10,52 | 66,77 | 53,63 | 85,93 0,061
Przedrami¢
SG CG p
X SD Med Min Max X SD Med Min Max SG vs. CG
Nav[vl‘g]e“‘e 40,77 | 8,84 | 38,45 | 30,40 | 57,53 | 44,91 | 6,92 | 4590 | 35,20 | 55,70 0,074
TEWL | 5074 | 12,26 | 15,71 | 9,54 | 42,64 | 1294 | 579 | 11,10 | 7,06 | 25,90 0,111
[g/m*/h]
pH 498 | 074 | 464 | 419 | 666 | 467 | 073 | 467 | 376 | 584 0,273
RO 029 | 0,04 | 029 | 022 | 035 | 0,19 | 0,02 | 0,19 | 017 | 022 | <0,001*
R2 79.86 | 6,77 | 81,30 | 69,33 | 90,17 | 75,76 | 6,97 | 77,37 | 64.47 | 83,67 0,369

SG — grupa badana, GC — grupa kontrolna, x — $rednia, SD — odchylenie standardowe, BMI — wskaznik masy ciata,
TEWL — transepidermalna ucieczka wody, R0 — jedrnos¢ skory, R2 — wiskoelastycznos¢ skory, * — wynik istotny statystycznie.

Poczatkowo analizowano wptyw pojedynczej ekspozycji na zimno na wybrane cechy
skory. Sprawdzono wptyw 1., 10. 1 20. zabiegu WBC. Wskazano r6ézne zmiany dla SG i CG.
W grupie os6b w normowadze stwierdzono istotny wzrost nawilzenia warstwy rogowej
naskorka przedramienia po 1. zabiegu (p = 0,020; d = —0,835; duza sita efektu) oraz wzrost
parametru R2 kutometru na przedramieniu po 20. zabiegu (p = 0,025; d =—0,796; umiarkowana
sifa efektu). U os6b z nadwaga lub otyloscig: stwierdzono istotny spadek TEWL na
przedramieniu po 10. zabiegu (p = 0,045; d = 0,652; umiarkowana sita efektu) i 20. zabiegu
(»=0,030; d =0,721; umiarkowana sita efektu). W badanych grupach nie odnotowano zadnych
r6éznic po pojedynczym zastosowaniu bodZca kriogenicznego w postaci WBC dla cech
biofizycznych skory twarzy (tab. 4).
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Tabela 4.Ocena wptywu jednorazowej ekspozycji na zimno

SG CG
p p p p p p
Ivs.ll | IIvs.IV | Vvs.VI | Ivs.II | IIvs.IV | Vs, VI

Nawilzenie Twarz 0,080 0,089 0,167 0,511 0,103 0,561
[1U] Przedramie | 0,332 0,850 0,117 0,020* 0,328 0,156
TEWL Twarz 0,482 0,141 0,089 0,291 0,061 0,082
[g/m*/h] Przedramie | 0,710 0,045* 0,030* 0,341 0,290 0,128
pH Twarz 0,595 0,594 0,339 0,093 0,231 0,445
Przedramie | 0,818 0,562 0,215 0,274 0,341 0,220
RO Twarz 0,381 0,072 0,468 0,424 0,422 0,260
Przedramie | 0,452 0,422 0,921 0,701 0,091 0,109
R2 Twarz 0,243 0,802 0,352 0,095 0,562 0,493
Przedramie | 0,381 0,588 0,054 0,399 0,062 0,025*

SG — grupa badana, GC — grupa kontrolna, x — $rednia, SD — odchylenie standardowe, BMI — wskazniik masy ciata,
TEWL — transepidermalna ucieczka wody, RO — jedrnos¢ skory, R2 — wiskoelastycznos¢ skory, * — wynik istotny statystycznie.
I — pomiar przed 1. zabiegiem WBC; II — pomiar po 1. zabiegu WBC; III — pomiar przed 10. zabiegiem WBC; IV — pomiar
po 10. zabiegu WBC; V — pomiar przed 20. zabiegiem WBC; VI — pomiar po 10. zabiegu WBC.

Dla zobrazowania wplywu serii zabiegdéw w kriokomorze na wybrane cechy skory
poréwnano mig¢dzy soba wyniki wykonane przed 1. (I), 10. (III) i 20. (V) zabiegiem WBC.
Wyniki pomiaréw nawilzenia skory twarzy i przedramion przedstawiono na rycinie 3. Analiza
wynikow pomiaréw korneometrycznych twarzy wykazata istotne réznice dla interakcji
czynnikow: czas i grupa (p = 0,028; ®w?> = 0,055; umiarkowana sila efektu). Wyniki
na przedramieniu réznity si¢ znamiennie w czasie (p = 0,002; ©* = 0,116; duza sita efektu).
Odnotowano takze istotng interakcj¢ dla czynnikow: czas i grupa (p < 0,001; ®* = 0,139; duza
sita efektu). Wyniki analizy post hoc wykazaty, Ze nawilZenie na przedramieniu wzrosto u SG
po petnej, 4 tygodniowej serii w stosunku do pomiaru wyjsciowego (p = 0,004; d = -1,500;
bardzo duza sita efektu), przy czym nie odnotowano zmian mig¢dzy 1. a 10. zabiegiem, a dopiero
migdzy 10. a 20. zabiegiem (p = 0,002; d = -1,820; bardzo duza sita efektu).
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Rycina 3.Pomiar nawilzenia [IU] skory twarzy i przedramion w grupie osob otylych lub z nadwagg (SG) i o prawidlowej
masie ciata (CG) wykonany przed rozpoczeciem projektu (1), po serii 9 zabiegow (I11) i 19 zabiegow (V) WBC
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Wyniki pomiaréw tewametrycznych przedstawiono na rycinie 4. Dla pomiaréw
wykonanych na twarzy wskazano istotne réznice w kolejnych pomiarach (p = 0,002;
o* = 0,124; duza sila efektu), wskazano takze interakcj¢ pomiar % grupa (p <0,001; ®*=0,287;
bardzo duza sita efektu). Wyniki po pelnej serii zabiegowej r6znity si¢ istotnie od wyjsciowych
(»=0,003; d =-0,970; duza sita efektu). Jednoczesénie stan skory po 9.1 19. zabiegach nie r6znit
sie od siebie. Wyjsciowo nizsze wyniki obserwowano u CG (p < 0,001; d = 1,665; bardzo duza
sifa efektu), a w III punkcie pomiarowym u SG (p = 0,018; d = -1,448; bardzo duza sita efektu).
W grupie os6b z nadwagg i1 otyloscig wskazano istotne réznice po 9. zabiegach (I vs. III:
p=0,018; d = 1,048; bardzo duza sita efektu), kiedy to obserwowano najnizsze wyniki, a takze
po 19. zabiegach (Il vs. V: p = 0,042; d = -1,346; bardzo duza sila efektu), gdzie wskazywano
najwyzsze wartosci TEWL. Dla osoéb z prawidlowa masg ciata wyj$ciowe wyniki r6znily si¢
od tych oznaczonych po 9 zabiegach (I vs. III: p < 0,001; d = -2,064; bardzo duza sila efektu)
oraz po 19. zabiegach (I vs. V: p = 0,003; d = -1,640; bardzo duza sita efektu). Obie dtugosci
serii wywotaty w tej grupie istotny wzrost TEWL.

Wyniki tewametrii na skoérze przedramion byly znamiennie rézne w kolejnych
pomiarach (p = 0,006; ®* = 0,132; umiarkowana/duza sita efektu), wskazano takze interakcje
pomiar x grupa (p < 0,001; ®* = 0,225; duza sita efektu). Wskazano, iz wyniki po 19. zabiegu
byly istotnie wyzsze od wyjsciowych (p = 0,028; d = -0,849; duza sita efektu) oraz tych
oznaczonych po 9. zabiegach (p = 0,022; d = -0,928; duza sita efektu). W grupie badane;j
wskazano istotnie wyzsze wyniki po pelnej, 4-tygodniowej serii zabiegdbw w poréwnaniu do
wynikow uzyskanych po 2 tygodniach (III vs. V: p <0,001; d =-2,154; bardzo duza sita efektu).
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Rycina 4. Pomiar transepidermalnej ucieczki wody (TEWL) [g/m2/g] skory twarzy i przedramion w grupie 0sob
z otyloscig lub nadwagq (SG) oraz osob w normowadze (CG) wykonane przed przystgpieniem do projektu (I),
po serii 9 zabiegow (IIl) oraz 19 zabiegow (V) w kririokomorze

Wyniki pomiaréw pH skory przedstawiono na rycinie nr 5. Istotne réznice wskazano
dla pomiaréw zebranych na skorze twarzy dla interakcji pomiar x grupa (p < 0,001; o> = 0,196;
duza sita efektu). Testy post hoc wskazaty istotnie wyzsze wskazania dla SG po 9. zabiegach
(I vs. III: p = 0,042; d = -1,325; duza sita efektu) z powrotnym spadkiem po kolejnych
2 tygodniach (III vs. V: p = 0,001; d = 1,709; duza sila efektu). Wskazano takze, ze grupa SG
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inaczej zareagowala na seri¢ 9. zabiegdw niz CG i w pomiarze III wyniki SG byly istotnie
wyzsze od CG (p = 0,003; d = 1,831; duza sita efektu).

Podobnie jak w przypadku pH skoéry na twarzy, na przedramieniu istotne roznice
wystgpity dla interakcji pomiar x grupa (p = 0,007; ®*>= 0,133; umiarkowana/duza sita efektu).
Kierunki zmian dla obu grup bardzo przypominaly to, co obserwowano na skorze twarzy.
Odczyn kwasowo-zasadowy roznit si¢ istotnie miedzy grupami w potowie serii zabiegowe;j
(p = 0,011; d = 1,354; duza sita efektu). Odnotowano obnizenie si¢ pH u SG miedzy 9. a 19.
zabiegiem (III vs. V: p = 0,005; d = 1,757; duza sita efektu).
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Rycina 5. Pomiar odczynu kwasowo-zasadowego (pH) skory twarzy i przedramion w grupie osob z otylosciq lub
nadwagq (SG) oraz osob w normowadze (CG) wykonane przed przystgpieniem do projektu (1), po serii 9 zabiegow (I11)
oraz 19 zabiegow (V) w kriokomorze

Kutometryczna ocena jedrnosci skory jest mozliwa dzigki monitorowaniu wskaznika
RO. Jego zmiany w SG i CG przedstawiono na rycinie 6. Wskazano istotne roznice w czasie dla
tego wskaznika oceniane na twarzy (p = 0,001; ®* = 0,137; umiarkowana/duza sita efektu),
wskazano takze interakcj¢ pomiar % grupa (p = 0,006; ®* = 0,096; umiarkowana sita efektu).
Znamiennie nizsze wyniki obserwowano po 19. zabiegu w pordéwnaniu z wyjSciowym
pomiarem (I vs. V: p < 0,001; d = 0,995; duza sita efektu). Wskazano takze istotne rdznice
pomiedzy SG a CG (p < 0,001; d = 1,865; bardzo duza sila efektu). Doktadniejsza analiza
z uwzglednieniem tych dwoch czynnikow (pomiar i grupa) wskazala istotne roznice pomigdzy
SG a CG w pomiarach: réznica wyjsciowa (p < 0,001; d = 2,611; bardzo duza sita efektu) oraz
po 9. zabiegach (p = 0,005; d = 2,061; bardzo duza sita efektu). Wyniki uzyskane po pelnej serii
zabiegowej byty zblizone w obu grupach. Co$ czego nie obserwowano dla uczestnikow
o prawidtowych warto$ciach BMI to istotne spadki RO po 19. zabiegach (I vs. V: p < 0,001;
d = 1,839; bardzo duza sila efektu) w poréwnaniu z wartosciami wyjsciowymi. Spadek ten
pozwolil ostatecznie, po 4-tygodniowej serii zabiegdw, na uzyskanie wynikow zblizonych do
tych, jakie obserwowano w grupie kontrolnej przez caly czas trwania projektu.

Dla skory na przedramionach wskazano istotne roznice dopiero po uwzglednieniu grupy
(interakcja: p = 0,004; ®* = 0,160; duza sita efektu). Czynnikiem r6znicujacym byta takze sama
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zmienna: grupa (p < 0,001; ®* = 0,268; bardzo duza sita efektu). W grupie z nadwaga i otylo$cia
obserwowano istotny spadek RO po 19. zabiegach (I vs. V: p <0,001; d = 1,374; bardzo duza
sifa efektu).
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Rycina 6.Pomiar kutometryczny (ocena jedrnosci, R0) skory twarzy i przedramion w grupie osob z otytoscig lub
nadwagq (SG) oraz osob w normowadze (CG) wykonane przed przystgpieniem do projektu (1),
po serii 9 zabiegow (I11) oraz 19 zabiegow (V) w kriokomorze

Wyniki pomiaréw kutometrycznych, tym razem pokazujace wlasciwosci
wiskoelastyczne skory (R2), przedstawiono na rycinie 7. Wyniki dla twarzy i przedramienia nie
r6znily si¢ migdzy grupami w zadnym z punktéw pomiarowych.
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Rycina 7.Pomiar kutometryczny (ocena wiskoelastycznosci, R2) skory twarzy i przedramion w grupie osob z otyloscig lub
nadwagq (SG) oraz osob w normowadze (CG) wykonane przed przystgpieniem do projektu (1), po serii 9 zabiegow (I1I)
oraz 19 zabiegow (V) w kriokomorze
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Wyniki analizy korelacyjnej ujawniajace wspotzmienno$¢ pomigdzy badanymi cechami
biofizycznymi skéry oraz BMI przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Korelacje Spearmana

Spearman's rho p
Nawilzenie twarz Nawilzenie przedramie 0,749 <0,001*
TEWL twarz TEWL przedramie 0,453 0,031*
pH twarz pH przedramig 0,868 <0,001*
RO twarz RO przedramie 0,793 <0,001*
Nawilzenie przedramig RO przedramie -0,474 0,022*
TEWL przedramie RO przedramie 0,409 0,054
TEWL twarz RO twarz 0,653 <0,001*
TEWL twarz R2 twarz 0,492 0,017*
TEWL twarz BMI 0,758 <0,001*
RO twarz BMI 0,675 <0,001*
RO przedramie BMI 0,714 <0,001*

TEWL — transepidermalna ucieczka wody, RO — jedrnos¢ skory, R2 — wiskooelastyczno$¢ skory, BMI — wskaznik masy ciata,
* — wynik istotny statystycznie

4.3. Wplyw WBC na cechy antropometryczne

Jednym z uzupehiajacych elementow niniejszej dysertacji byla ocena wpltywu
zabiegdw kriostymulujacych na zmiany sktadu ciata. Wyniki zostaly przedstawione w artykule:
The effect of whole-body cryotherapy on the profile of selected adipokines and sirtuins
in middle-aged individuals with varying degrees of body fatness, wchodzacym w skiad
niniejszej dysertacji (publikacja nr 6).

Zastosowana interwencja nie miata istotnego wptywu na mas¢ ciala uczestnikow
badania. Wynik ANOVA wskazat istotne réznice dla BMI u SG (p = 0,028; ©? = 0,001; bardzo
maly efekt), jednak przeprowadzone testy post hoc nie ujawnity par wynikow réznigcych si¢
istotnie. Przed interwencjg $redni wynik dla SG wynosit 31,34; po zakonczeniu interwencji
31,04, a po okresie 2 tygodni od jej kasacji: 31,21. Nie stwierdzono réznic w grupie CG
(ryc. 8).
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Rycina 8. Zmiany BMI w czasie w kolejnych pomiarach u 0sob o prawidtowym (CG) i podniesionym BMI (SG), wykonane
przed przystgpieniem do projektu (1), po serii 9 zabiegow (Ill), po serii 19 zabiegow (V) w kriokomorze oraz 2 tygodnie
po kasacji interwencji (VII)
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Wykazano istotne réznice WHtR zarowno w czasie (p < 0,001; ®* = 0,004; maty efekt),
jak 1 dla interakcji: pomiar x grupa (p = 0,010; ®* = 0,002; mata sita efektu). Zaobserwowano
réwniez efekt grupy (p < 0,001). Dalsze analizy wykazaty istotne réznice migdzy pomiarami
Ivs. I (p = 0,043; d = 0,107; mata sita efektu), [ vs. V (p = 0,002; d = 0,149; mata sita efektu)
ilvs. VII (p = 0,001; d = 0,180; mala sita efektu; ryc. 9A). Analizujac grupy osobno, istotne
zmiany zaobserwowano wylacznie w SG mig¢dzy punktami czasowymi I 1 III (p < 0,001;
d = 0,259; mata sita efektu) oraz miedzy I 1 VII (p < 0,001; d = 0,293; mata sita efektu)
wskazujac, ze wyniki po zakonczeniu interwencji byly istotnie nizsze niz wyniki wyj$ciowe,
a wyniki po 2 tygodniach od kasacji interwencji nadal wskazywaly istotnie nizsze warto$ci
niz w warto$¢ wyjsciowa (ryc. 9B).
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Rycina 9. Zmiany parametru WHtR w kolejnych pomiarach u wszystkich uczestnikow — wykres A oraz z podziatem
na grupe o prawidtowym (CG) i podniesionym BMI (SG) — wykres B, wykonane przed przystgpieniem do projektu (1),
po serii 9 zabiegow (I11), po serii 19 zabiegow (V) w kriokomorze oraz 2 tygodnie po kasacji interwencji (VII)

4.4. Zmiany w stezeniach wybranych adipokin

Zmiany stezen adipokin byly jednym z gléwnych celow badan. Wyniki zostaty
przedstawione w artykutach: Effect of a series of whole-body cryostimulation treatments
on vaspin levels in subjects with different body mass indexes oraz The effect of whole-body
cryotherapy on the profile of selected adipokines and sirtuins in middle-aged individuals with
varying degrees of body fatness, wchodzacych w sktad niniejszej dysertacji (publikacje nr 5
i 6). Praca przegladowa, ktora jest konsekwencja przygotowan do podjecia si¢ tego elementu
badan doktorskich to: Leptyna w otytosci - mozliwosci terapeutyczne (publikacja nr 3).

Nie stwierdzono istotnych réznic migdzy wyjsciowymi stezeniami VASP w obu
grupach. Brak réznic migdzy grupa badang a grupa kontrolng utrzymywat si¢ w kazdym
punkcie pomiarowym. Stwierdzono réznic¢ na poziomie trendu (p = 0,059) po pierwszych
dwoch tygodniach zabiegdéw (I vs. III; ryc. 10A). Dalsza analiza wykazata znaczaca zmiang
stezenia VASP u SG (p = 0,026). Kolejne testy wykazaty znaczacy wzrost stezenia tej adipokiny
w potowie serii (p = 0,003), a nastegpnie spadek po serii 19. zabiegow (w zakresie trendu
statystycznego: p = 0,062). Wyniki obserwowane dwa tygodnie po zakonczeniu serii
wskazywaly na dalszy spadek stgzenia adipokiny w porownaniu z drugim pomiarem (III
vs. VII: p=0,013). W grupie kontrolnej nie odnotowano istotnych réznic w zadnym z pomiaréw
czasowych (ryc. 10B).
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Rycina 10. Zmiany stezenia waspiny w kolejnych pobraniach u wszystkich uczestnikow — wykres A oraz z podziatem na grupe
o prawidtowym (CG) i podnesionym BMI (SG) — wykres B, wykonanych przed przystgpieniem do projektu (1),
po serii 9 zabiegow (I11), po serii 19 zabiegow (V) w komorze oraz 2 tygodnie po kasacji interwencji (VII)

Wykazano réznice miedzy poczatkowym stezeniem ASP a stezeniem okreslonym
2 tygodnie po zakonczeniu interwencji (I vs. VII: p = 0,020) (ryc. 11A). Dalsza analiza
wykazala istotne zmiany jedynie w SG (p = 0,008). Pomiar wykonany 2 tygodnie po
zakonczeniu interwencji (VII) byt istotnie nizszy niz te wykonane w 1. (p < 0,001), IIL. (p =
0,006) i V. (p = 0,006) punkcie pomiarowym (ryc. 11B).
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Rycina 11.Zmiany stezenia asprozyny w kolejnych pobraniach u wszystkich uczestnikow — wykres A oraz z podziatem
na grupe o prawidtowym (CG) i podnesionym BMI (SG) — wykres B, wykonanych przed przystgpieniem do projektu (1),
po serii 9 zabiegow (111), po serii 19 zabiegow (V) w kriokomorze oraz 2 tygodnie po kasacji interwencji (VII)
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Stezenia LEP byly znacznie wyzsze u SG w kazdym punkcie pomiarowym (I — p
<0,001; Il-p=0,017; V—p=10,002; VII - p < 0,001 w stosunku do CG. Wskazano na wplyw
czasu na stezenie LEP (p = 0,006). Najwigkszy spadek LEP podczas serii u SG zaobserwowano
po zakonczonej pelnej serii zabiegowej (p = 0,013). Dwa tygodnie po zakonczeniu interwencji
stezenie LEP u SG wzrosto (V vs. VII: p = 0,008). W grupie CG stgzenie LEP spadto w potowie
serii zabiegowej (p = 0,023) i po zakonczeniu petnej serii (p = 0,005) zabiegu, a tendencja
spadkowa utrzymata si¢ rowniez 2 tygodnie po kasacji interwencji (I vs. VII: p = 0,002)
(ryc. 12B).
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Rycina 12.Zmiany stezenia leptyny w kolejnych pobraniach u wszystkich uczestnikow — wykres A oraz z podziatem
na grupe o prawidtowym (CG) i podnesionym BMI (SG) — wykres B, wykonanych przed przystgpieniem
do projektu (1), po serii 9 zabiegow (Il), po serii 19 zabiegow (V) w kriokomorze oraz 2 tygodnie po kasacji
interwencji (VII)

Nie wykazano istotnych zmian st¢zenia ADP w zadnej z badanych grup (ryc. 13).
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Rycina 13. Zmiany stgzenia adiponektyny w kolejnych pobraniach u wszystkich uczestnikow — wykres A oraz
z podziatem na grupe o prawidtowym (CG) i podniesionym BMI (SG) — wykres B, wykonanych przed przystgpieniem
do projektu (1), po serii 9 zabiegow (111), po serii 19 zabiegow (V) w kriokomorze oraz 2 tygodnie po kasacji
interwencji (VII)

4.5. Zmiany w stezeniach wybranych sirtuiny

Ocena zmian stezen sirtuin byta priorytetowym celem badan niniejszej dysertacji.
Wyniki zostaly przedstawione w artykule: The effect of whole-body cryotherapy on the profile
of selected adipokines and sirtuins in middle-aged individuals with varying degrees of body
fatness (publikacja nr 6), wchodzacym w sklad niniejszej dysertacji, a poszerzona analiza
znaczenia sirtuin stala si¢ podstawa kolejnej publikacji wchodzacej w zakres cyklu
publikacyjnego: The role of increased expression of sirtuin 6 in the prevention of premature
aging pathomechanisms (publikacja nr 2).
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Sprawdzono wplyw standardowej serii zabiegow (10) i zwigkszonej (20) na stezenie
sirtuin. Wykazano rézne zmiany dla SG i CG. W grupie SG odnotowano istotny wzrost SIRT1
(p = 0,006). Zmiany stezenia odnotowano po zakonczeniu serii zabiegowej (I vs. V: p <0,001)
w poréwnaniu do pomiaréw wykonywanych przed rozpoczgciem badan oraz miedzy
standardowa (10 zabiegdéw) a zwigkszong (20 zabiegdéw) liczbg zabiegow (111 vs. V: p = 0,008).
Zmiang zaobserwowano rowniez 2 tygodnie po kasacji interwencji w poréwnaniu do danych
wyjsciowych (I vs. VII: p = 0,008). W grupie CG zauwazono spadek stezenia SIRT1 (p =
0,015), ktéry odnotowano kolejno miedzy punktami pomiarowymi [1V (p < 0,001) oraz III
1V (p =0,034). Roznica byta rowniez widoczna mi¢dzy pomiarem wykonywanym 2 tygodnie
po kasacji interwencji 1 wyjsciowym (I vs. VII: p = 0,005) oraz wykonywanym w potowie
interwencji (Il vs. VII: p = 0,021) (ryc. 14).
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Rycina 14, Zmiany stgZenia sirtuiny 1 w kolejnych pobraniach u wszystkich uczestnikow — wykres A oraz z podziatem na
grupe o prawidlowym (CG) i podniesionym BMI (SG) — wykres B, wykonanych przed przystgpieniem do projektu (1),
po serii 9 zabiegow (I11), po serii 19 zabiegow (V) w kriokomorze oraz 2 tygodnie po kasacji interwencji (VII)

W poréwnaniu z drugim pomiarem odnotowano statystycznie istotny wzrost st¢zenie
SIRT4 dwa tygodnie po zakonczeniu serii zabiegdw (III vs. VII: p = 0,048; ryc. 15A). Dalsza
analiza wykazala, ze zmiana byta widoczna na poziomie tendencji statystycznej w grupie SG
(I vs. VII: p=0,063; ryc. 15B).
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Rycina 15. Zmiany steZenia sirtuiny 4 w kolejnych pobraniach u wszystkich uczestnikow — wykres A oraz z podziatem
na grupe o prawidtowym (CG) i podniesionym BMI (SG) — wykres B, wykonanych przed przystgpieniem do projektu (1),
po serii 9 zabiegow (I11), po serii 19 zabiegow (V) w kriokomorze oraz 2 tygodnie po kasacji interwencji (VII)
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Podobng zalezno$¢ odnotowano migdzy drugim a trzecim punktem pomiarowym dla
SIRT6, rowniez w grupie SG (II vs III: p = 0,071). Nie osiaggni¢to jednak zaktadanego progu
istotnosci statystycznej. W grupie CG nie odnotowano zadnych istotnych zmian (ryc. 16).
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Rycina 16. Zmiany stezenia sirtuiny 6 w kolejnych pobraniach u wszystkich uczestnikow — wykres A oraz z podziatem
na grupe o prawidtowym (CG) i podniesionym BMI (SG) — wykres B, wykonanych przed przystgpieniem do projektu (1),
po serii 9 zabiegow (I11), po serii 19 zabiegow (V) w kriokomorze oraz 2 tygodnie po kasacji interwencji (VII)

4.6. Zmiany w metabolizmie weglowodanow

Zmiany w metabolizmie we¢glowodanoéw byly jednym z uzupehniajacych elementow
nieniejszych badan. Wyniki zostaly przedstawione w artykule: The effect of whole-body
cryotherapy on the profile of selected adipokines and sirtuins in middle-aged individuals with
varying degrees of body fatness, wchodzacym w sktad niniejszej dysertacji (publikacja nr 6).

Obie grupy objete obserwacja miescily si¢ w wartosciach referencyjnych dla wszystkich
mierzonych wskaznikéw metabolizmu weglowodandéw (tab. 6). Pomimo tego, stwierdzono
istotne r6znice pomigdzy wytonionymi grupami i wyzsze wartosci wyjsciowe stezenia insuliny
(p =0,002; d = 0,773, umiarkowana sita efektu) w SG.

Tabela 6. Charakterystyka wartosci wyjsciowych metabolizmu weglowodanow

Wartosci SG CG P
referenycjne X SD x SD SG vs. CG
Insulina [pIU/ml] 3-17 10,01 3,73 4,55 2,67 0,002*
FBG [mmol/l] 39-55 5,39 0,53 4,90 0,49 0,876
Fruktozamina [umol/l] 205 - 285 241,33 19,63 24291 | 10,13 1,000
HbAlc¢c [mmol/mol] 20-42 38,92 2,91 36,73 | 3,72 0,190

SG — grupa badana, GC — grupa kontrolna, x - §rednia, SD — odchylenie standardowe, * — wynik istotny statystycznie.

Seria WBC spowodowala istotne obnizenie stezenia insuliny w SG (I vs. V: p = 0,041;
Ivs. VII: p=0,013). W CG stwierdzono wzrost st¢zenia insuliny po 9. zabiegach (I vs. IIL: p =
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0,024), a nastgpnie spadek po zakonczeniu serii zabiegéw (III vs. V: p = 0,035) (ryc. 17).
Na kazdym etapie oznaczane warto$ci miescity si¢ w zakresie warto$ci referencyjnych.
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Rycina 17. Zmiany steZenia insuliny w kolejnych pobraniach u wszystkich uczestnikow — wykres A oraz z podziatlem na grupe
o prawidtowym (CG) i podniesionym BMI (SG) — wykres B, wykonanych przed przystgpieniem do projektu (1),
po serii 9 zabiegow (I11), po serii 19 zabiegow (V) w kriokomorze oraz 2 tygodnie po kasacji interwencji (VII)

Stezenia FBG ulegaty istotnym zmianom w trakcie trwania projektu (I vs. I1I: p = 0,035;
d=0,376, mata sita efektu; [ vs. V: p=0,039; d = 0,352, mata sita efektu; ryc. 18 A) odpowiednio
w pomiarach przed 10. i 20. zabiegiem w poroéwnaniu z pomiarami wyjsciowymi (ryc. 18).
Zaobserwowano réwniez efekt grupowy (p = 0,043; ©? = 0,076; umiarkowana sita efektu)
z istotnie wyzszymi wynikami dla SG.
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Rycina 18. Zmiany stezenia FBG w kolejnych pobraniach u wszystkich uczestnikow — wykres A oraz z podziatem na grupe
o prawidtowym (CG) i podniesionym BMI (SG) — wykres B, wykonanych przed przystgpieniem do projektu (1),
po serii 9 zabiegow (I11), po serii 19 zabiegow (V) w kriokomorze oraz 2 tygodnie po kasacji interwencji (VII)

Dwa markery, ktore daja wglad w dlugoterminowa kontrole glikemii wprowadzone do
badan wiasnych: fruktozamina (p < 0,001; ®?> = 0,061; umiarkowana sita efektu) i HbAlc
(» = 0,004; ®*> = 0,004; znikoma sita efektu), rowniez istotnie zmienily st¢zenia w czasie
objetym obserwacja. Dla fruktozaminy zaobserwowano rowniez istotny wpltyw grupy
(p = 0,001; ®* = 0,225; duza sila efektu). Analiza post hoc wykazala, Ze istotny wplyw czasu
wystapit u CG migdzy pomiarem wyjsciowym, a po zakonczonej serii zabiegowej (I vs. V: p <
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0,001; d = 1,543; bardzo duza sita efektu) oraz po kasacji interwencji (I vs. VII: p <0,001;d =
-1,477; bardzo duza sila efektu). Wskazano réwniez réznic¢ migdzy pomiarem wykonywanym
w potowie serii a tym po zakonczonej (III vs. V: p < 0,001; d = -1,108; duza sita efektu) oraz
2 tygodnie po kasacji (IIl vs. VII: p < 0,014; d = -1,042; duza sila efektu). Istotng roznice
w stezeniu fruktozaminy migdzy grupami zaobserwowano réwniez w V punkcie pomiarowym
(p <0,001) 1 VII (p = 0,003) (ryc. 19).
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Rycina 19. Zmiany stezenia fruktozaminy w kolejnych pobraniach u wszystkich uczestnikow — wykres A oraz z podziatem
na grupe o prawidtowym (CG) i podniesionym BMI (SG) — wykres B, wykonanych przed przystgpieniem do projektu (1),
po serii 9 zabiegow (I11), po serii 19 zabiegow (V) w kriokomorze oraz 2 tygodnie po kasacji interwencji (VII)

Stezenie HbAlc rdéznito si¢ istotnie pomig¢dzy pomiarem wyjSciowym a pomiarem
wykonanym 2 tygodnie po zakonczeniu interwencji (I vs. VII p = 0,004; ryc. 25). Nie wskazano
tu efektu grupy (ryc. 20).
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Rycina 20. Zmiany stgzenia hemoglobiny glikowanej w kolejnych pobraniach u wszystkich uczestnikow — wykres A oraz
z podzialem na grupe o prawidtowym (CG) i podniesionym BMI (SG) — wykres B, wykonanych przed przystgpieniem
do projektu (1), po serii 9 zabiegow (I1l), po serii 19 zabiegow (V) w kriokomorze oraz 2 tygodnie po kasacji interwencji (VII)
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Wyzsze wartosci HOMA-IR odnotowano u SG przed rozpoczeciem serii zabiegowej
(» < 0,001) i po zakonczonej pelnej serii (p = 0,012) w stosunku do CG. Zaobserwowano
zmiang indeksu HOMA-IR w czasie dla SG (p = 0,032). Dalsza analiza wykazata istotny spadek
indeksu po 19. zabiegach WBC (I vs. V: p = 0,009). Efekt ten utrzymywat si¢ po 2 tygodniach
od kasacji interwencji (I vs. VII: p = 0,009) (ryc. 21).
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Rycina 21. Zmiany HOMA-IR w czasie w kolejnych pomiarach u osob o prawidtowym (CG) i podniesionym BMI (SG),
wykonane przed przystgpieniem do projektu (1), po serii 9 zabiegow (I11), po serii 19 zabiegow (V) w kriokomorze
oraz 2 tygodnie po kasacji interwencji (VII)

Wyzsze warto$ci parametrow wyjsciowych dla indeksu QUCIKI odnotowano w CG
stosunku do SG (p = 0,010; d = 1,630), a takze istotng roznice dla interakcji: pomiar x grupa
(» = 0,007; ®* = 0,027). Zaobserwowano rowniez efekt grupowy (p = 0,010; ®> = 0,140, duza
sita efektu) ze znamiennie wyzszymi warto$ciami dla CG (Ryc. 22).
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Rycina 22. Zmiany QUICKI w czasie w kolejnych pomiarach u 0sob o prawidtowym (CG) i podniesionym BMI
(SG), wykonane przed przystgpieniem do projektu (1), po serii 9 zabiegow (I1I), po serii 19 zabiegow (V) w kriokomorze
oraz 2 tygodnie po kasacji interwencji (VII)
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W tabeli 7. wskazano istotne korelacje pomig¢dzy badanymi parametrami dotyczacymi
markeréw biochemicznych obrazujacych metabolizm weglowodanow i lipidow.

Tabela 7. Korelacje markerow biochemicznych obrazujgcych metabolizm weglowodanow i lipidow

Przed. W polowie serii Po zakonczeniu 2 tngdm.? po
rozpoczeciem . . i . . kasacji
o . . zabiegowej serii zabiegowej . .
serii zabiegowej interwencji
Ip V4 I'p p Ip D Ip p
LEP 0,560 | 0,002* 0,459 0,024* 0,532 0,010% 0,564 0,009*
WHR 0,626 | <0,001* | 0,587 0,003* 0,585 0,004* 0,606 0,003*
WHtR 0,893 | <0,001* | 0,869 <0,001* | 0,878 <0,001* | 0,907 <0,001*
BMI HOMA-IR 0,529 | 0,009* - - 0,494 0,017* - -
QUICKI -0,535 | 0,009* - - -0,533 0,009* - -
Insulina 0,542 | 0,008* - - 0,445 0,003* - -
Fruktozamina - - - - -0,690 <0,001* | -0,582 | 0,004*
WHtR 0,474 | 0,015* 0,493 0,014* 0,549 0,007* 0,521 0,017*
HOMA-IR 0,617 | 0,002* - - 0,464 0,026* 0,533 0,009*
QUICKI -0,635 | 0,001* - - -0,489 0,018* -0,546 | 0,010*
LEP Insulina 0,636 | 0,001* - - 0,462 0,026* -0,538 | 0,012*
Fruktozamina - - -0,537 0,008* -0,596 0,003* -0,837 | <0,001*
FBG - - - - - - 0,485 0,026*
HOMA-IR 0,543 | 0,007* - - 0,565 0,005* 0,425 0,048*
QUICKI -0,546 | 0,007* -0,462 0,026* -0,572 0,004* - -
FBG 0,459 | 0,027* - - 0,466 0,025* - -
WHR -
Insulina 0,535 | 0,009* - - 0,514 0,012* - -
HbAlc 0,471 | 0,031* - - - - 0,484 0,042*
Fruktozamina - - - - -0,461 0,027* - -
HOMA-IR 0,656 | <0,001* | 0,500 0,015% 0,592 0,003* 0,507 0,016*
QUICKI -0,662 | <0,001* | -0,469 0,024* -0,623 0,002* -0,497 | 0,018*
FBG 0,611 | 0,002* 0,457 0,028* 0,539 0,008* 0,491 0,020%
WHIR Insulina 0,649 | <0,001* | 0,424 0,044* 0,537 0,008* 0,452 0,035*
Fruktozamina - - -0,471 0,023* -0,719 <0,001* | -0,621 | 0,002*
SIRT1 - - - - - - 0,442 0,041*
ADP -0,539 | 0,008* - - -0,495 0,016* - -
HOMA-IR Fruktozamina - - - - -0,464 0,026* -0,498 | 0,016*
ADP 0,516 | 0,012* - - 0,474 0,022*
QUICKI Fruktozamina - - - - 0,476 0,022* 0,474 0,022*
. ADP -0,507 | 0,014* - - -0,512 0,013*
Insulina 0 zamina | - _ _ _ _ _ 20,503 | 0,014*
FBG Insulina 0,568 | 0,005* - - 0,494 0,016* 0,638 0,001*

BMI — wskaznik masy ciata, LEP — leptyna, WHR — wskaznik proporcji obwodu talii do obwodu bioder, WHtR — wskaznik
proporcji obwodu talii do wysokosci ciata, HOMA-IR - model homeostazy do oceny insulinoopornosci, QUICKI — indeks
ilosciowej oceny wrazliwosci na insuling, FBG — glukoza na czczo, HbAlc — hemoglobina glikozylowana Alc,
ADP — adiponektyna, 1, - wspotczynnik Spearmana, * — wynik istotny statystycznie.
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5. Dyskusja

Wraz ze wzrostem popularnosci zimowych kapieli wodnych i stosowania zabiegdéw
kriostymulacji, obserwuje si¢ wzrost badan dotyczacych wplywu temperatur kriogenicznych na
organizm czlowieka. Badania te obejmuja mi¢dzy innymi powloke zewnetrzng — skore
[13,93,94], ktora jest pierwszym narzagdem majacym kontakt z zimnem, oraz tkanke thuszczowa
[95], powloke wewnetrzng stanowigca izolator, ktory ogranicza wplyw temperatur
kriogenicznych na wnetrze ciata. Oprocz funkcji izolujacej, tkanka thuszczowa pod wptywem
niskich temperatur uwalnia rowniez szereg specyficznych czynnikdw, ktdre rowniez stanowia
przedmiot wielu badan [25].

Obecnie, otyto§¢ uznawana jest za przewlekta, nawracajaca 1 wieloczynnikowa chorobe.
Towarzysza jej zaburzenia metaboliczne i inne powigzane choroby wspoétistniejace. Stopniowo
zagraza niemal kazdemu uktadowi narzadéw [96]. Wigkszo$¢ niechirurgicznych zalecen,
dotyczacych redukcji masy ciata wigze si¢ z trudno$cig w zapewnieniu klinicznie istotnej utraty
masy ciala [84]. Dane literaturowe wskazuja, ze WBC staje si¢ obiecujaca interwencja
wspomagajaca w leczeniu otytosci. Korzystne efekty kriostymulacji obejmuja zmniejszenie
masy ciata, otylo$ci brzusznej oraz nasilenia stanu zapalnego 1 stresu oksydacyjnego [24,97].
Niniejsze badania wskazaly pozytywny efekt zabiegéw kriostymulacji ogdlnoustrojowej na
metabolizm weglowodanow, stezenie LEP 1 ASP, SIRT1 i SIRT4 oraz wskaznik WHtR, a takze
elastyczno$¢ skory i nawilzenie warstwy rogowej naskorka.

Skuteczno$s¢ WBC w niwelowaniu patologicznych zmian wynikajacych z otytosci moze
wynikaé z szeregu czynnikow. Jak wskazaty badania innych autoréw, przewlekta ekspozycja
na zimno prowadzi do wzrostu aktywnosci i objetosci BAT, inicjujac procesy termogenezy
bezdrzeniowej w celu utrzymania statej temperatury ciata, co prowadzi do zwigkszenia
wydatku energetycznego [98]. Wskazano, ze 10-dniowy protokot aklimatyzacji do zimna
(15-16°C) zwigksza aktywnos¢ BAT wraz ze wzrostem termogenezy bezdrzeniowej. Proces
ten skutkowat subiektywnym odczuciem zwickszonego komfortu w zimnym otoczeniu
1 mniejszym drzeniem [99].

Z drugiej strony, Weiner i wsp. [100] w badaniach w modelu zwierzgcym odnotowali
wzrost ekspresji genu VASP w aktywowanym zimnem BAT. Chociaz ekspresja mRNA byta
zwigkszona, stezenie VASP w osoczu byty obnizone po ekspozycji na zimno. Nawigzujac do
funkcji endokrynologicznych VASP [68,69,101], zwickszona ekspresja docelowych proteaz
serynowych w wyniku ekspozycji na zimno moze zwicksza¢ zuzycie VASP, poniewaz taczy si¢
ona z hamowanym enzymem nieodwracalnie, i skutkowaé nizszym st¢zeniem tej adipokiny we
krwi [100,102]. W niniejszym badaniu, w grupie 0osob z prawidlowym BMI nie zaobserwowano
istotnych zmian dotyczacych stezenia VASP. W SG poczatkowo nastgpit znaczny wzrost
stezenia VASP, co mogto by¢ zwigzane z aktywacja tkanki thuszczowej w odpowiedzi na zimno.
We weczedniejszych badaniach wskazano, ze wpltyw zabiegéw niskotemperaturowych na
organizm czlowieka zalezy od skladu ciala, ktory najprawdopodobniej jest zwigzany
z grubos$cig podskornej tkanki thuszczowej dzialajacej jako izolator termiczny [24,25]. I chociaz
zaobserwowane zmiany byly statystycznie nieistotne, dynamika zmian w grupie CG roznita si¢
od tej w grupie SG.

Po kolejnych 10 zabiegach nastapit istotny spadek stezenia VASP. Moze to by¢ wyrazem
adaptacji organizmu do stymulacji kriogenicznej, ktora nastapita z czasem, lub, jak sugerowali
wczesniejsi autorzy [100], konsekwencja wzrostu aktywnosci lub ekspresji jej docelowych
proteaz serynowych. pod wptywem temperatur kriogenicznych. W obecnym projekcie wplyw
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zaproponowanej interwencji na wielkosci wskaznika BMI wskazano wylacznie w grupie
z zaburzonymi jego wartosciami (SG). Wczedniejsze badanie wykazato redukcje tkanki
thuszczowej po serii 20 zabiegbw WBC [95]. Spadek stezenia VASP obserwowany po 19.
zabiegu, ktory utrzymywatl si¢ dalej w pomiarze wykonanym 2 tygodnie po kasacji interwencji,
moégt by¢ $cisle zwigzany ze spadkiem zawartosci tkanki tluszczowej w organizmie
obserwowanym we wczesniejszych badaniach Wigcek i wsp. [95] u oséb otylych poddanych
zabiegom WBC. Spadek VASP moégt by¢ tez zwigzany ze zwigkszong ekspresja genu
kodujacego wasping 1 poOzniejszym wykorzystaniem tego biatka opisanymi wcze$niej
w literaturze [100].

Wyniki badan dotyczacych stezen VASP u oso6b otytych i szczuptych sa rozbiezne.
W niniejszym badaniu zauwazono, ze u 0s6b o prawidtowej masie ciata stezenia VASP byly
nizsze niz w grupie otylej przez caly okres badania, ale nie stwierdzono istotnych korelacji
migdzy stezeniami VASP a BMI w zadnym z punktéw pomiarowych, ktére potwierdzalyby
zwigzek migdzy tymi parametrami. Korner i wsp. [103] réwniez nie odnotowali korelacji
mi¢dzy BMI a stezeniami VASP w surowicy, ale w ich przypadku zaobserwowano odwrotng
zalezno$¢ niz w badaniu wlasnym — osoby otyle charakteryzowaly nizsze st¢zenia VASP
w surowicy. Z drugiej strony, niektérzy autorzy zauwazaja réwniez dymorfizm plciowy
w odniesieniu do wartosci stezenia krazacego VASP w surowicy. W literaturze wskazuje si¢ na
wyzsze stezenia u kobiet w poréwnaniu z mezczyznami [70,103]. Choi 1 wsp. [104] wskazali
na dodatnig korelacje miedzy st¢zeniami VASP w osoczu a BMI u me¢zczyzn, ale zalezno$¢ ta
nie zostata stwierdzona u kobiet. Obie grupy uczestniczace w niniejszym badaniu sktadaty si¢
zardwno z me¢zczyzn, jak i kobiet, co w kontekscie przytoczonych danych literaturowych mogto
mie¢ wplyw na uzyskane wyniki. Dalsze badania obejmujace osoby o wickszej zmiennosci
BMI i ptci moglyby dostarczy¢ wigcej informacji na ten temat.

Podobnie jak w badaniach przeprowadzonych przez Wigcek 1 wsp. [61], niniejsze badanie
réwniez wykazalo istotne obnizenie stgzenia ASP w odpowiedzi na zastosowang interwencje
w postaci serii zabiegbw WBC. Adipokina ta, wydzielana przez WAT, moduluje szybkie
uwalnianie glukozy z watroby [105]. Romere i wsp. [59] wskazali, ze u otylych mezczyzn
z insulinoopornos$cia jej stezenie jest patologicznie podwyzszone. Zaobserwowali podobny
wzrost w dwodch niezaleznych mysich modelach insulinoopornosci (otytos¢ indukowana dietg
i genetyczny model otyltosci ob/ob). U otytych myszy z insulinoopornoscia efekt obnizajacy
stezenie insuliny zostal osiagnigty poprzez immunosekwestracj¢ ASP [59]. Mimo, iz
w obecnym badaniu nie wskazano zadnych korelacji pomigdzy ASP a innymi mierzonymi
parametrami, to zaobserwowano istotne obnizenie stgzenia ASP w grupie SG, ktéremu
towarzyszylo obnizenie wskaznika insulinoopornosci HOMA-IR. Dane te s3 zgodne
z wynikami przedstawionymi przez Romere i wsp. [59].

Korelacje odnotowano natomiast pomi¢dzy innymi adipokinami powigzanymi z otylo$cia
- LEP i ADP. St¢zenia LEP w surowicy korelowaly dodatnio z BMI, WHtR, HOMA-IR oraz
insuling 1 FBG (jednak wylacznie w pomiarze wykonanym 2 tygodnie po kasacji interwencji)
oraz ujemnie z QUICKI i st¢zeniem fruktozaminy. Z kolei stezenia ADP korelowaty ujemnie
ze stezeniem insuliny i HOMA-IR oraz dodatnio z QUICKI. Niniejsze badanie potwierdza
wczesniejsze ustalenia innych autoréw - wyzsze stezenie LEP [50] 1 nizsze stgzenie ADP [52]
odnotowuje si¢ u 0sob z nadwagg i otyloscia.

Kozlowska 1 wsp. [67] wykazali, ze seria 10 zabiegobw WBC spowodowata wzrost
stezenia ADP. W badaniu wzig¢to udzial dwudziestu dwoéch mezezyzn (wiek: 40 £ 13,5 lat),
a wzrostowi ADP w osoczu towarzyszyt spadek insuliny i FBG. Badanie to nie wykazato
wyj$ciowych réznic w stezeniach ADP migdzy grupami, a ADP skorelowana byla ujemnie
jedynie ze st¢zeniem insuliny w surowicy. Nie wykazano korelacji mi¢dzy FBG a ADP, dlatego
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mozna wnioskowac, ze obserwowany istotny spadek FBG nie byt zwigzany ze wzrostem ADP,
ale z ogdlng poprawg parametréw metabolizmu we¢glowodandéw. W niniejszym badaniu nie
zaobserwowano jednak zadnych zmian w st¢zeniu ADP. Podobnie w badaniach innych autorow
- nie zaobserwowano zmian w st¢zeniu ADP po zastosowaniu bodZca kriogenicznego: ani
w monoterapii [25,106], ani w potaczeniu WBC i ¢wiczen aerobowych [107].

Dotychczasowe badania dotyczace wplywu temperatur kriogenicznych na st¢zenie
leptyny przynosza niejednoznaczne wyniki, co wskazuje na potrzebe dalszych analiz w tym
zakresie. Pilch 1 wsp. [25] poddali osoby z nadwagg i otylo$cig serii 20 zabiegow WBC. Autorzy
doniesli, ze pomigdzy 10 a 20 sesjami WBC nastgpilo istotne obnizenie stezenia LEP
w surowicy. Badania te sugeruja, ze w przypadku osob otytych liczba zabiegéw powinna by¢
zwigkszona, powyzej standardowo stosowanej liczby 10. Dane te s3 zgodne z wynikami
niniejszego badania: w CG istotny spadek odnotowano po 10. zabiegu, ale w SG dopiero po
serii 20. zabiegow. Ptaszek 1 wsp. [108] wskazali na spadek stezenia LEP po serii 20 zabiegow
WBC, ale wylacznie u mezczyzn; u kobiet nastapit wzrost LEP. Lubkowska i wsp. [107] ocenili
wplyw sze$ciomiesigcznego programu ¢wiczen z dwoma ekspozycjami na WBC w 20 sesjach
na zmiany mi¢dzy innymi LEP i ADP u os6b otytych. Nie zaobserwowali jednak zmian
w stezeniu tych adipokin. Rowniez Wiecek 1 wsp. [95] nie zaobserwowali zmian w stezeniach
LEP u kobiet w okresie menopauzy z zaburzeniami metabolicznymi poddanych serii 20
zabiegow WBC. W niniejszym badaniu seria zabiegdw WBC przyczynita si¢ do znaczacego
obnizenia st¢zenia LEP w obu grupach, ale analiza wynikow uzyskanych dwa tygodnie po
zakonczeniu interwencji ujawnita réznic¢ migdzy grupami: w CG utrzymywal si¢ trend
spadkowy, podczas gdy w SG zaobserwowano istotny wzrost stezen LEP. Wyzej wymienione
badania wskazuja, ze kierunki zmian LEP mogg zaleze¢ od pici, stopnia otluszczenia organizmu
czy wystepowania chorob wspdtistniejacych, co nalezy uwzgledni¢ w przysztych projektach.

Tang 1 wsp. [109] zwrdcili uwage na zwigzek migdzy SIRT6 a LEP. Wskazali, ze SIRT6
jest istotnym regulatorem homeostazy energetycznej, ktéry promuje ujemny bilans
energetyczny i moze modulowaé sygnalizacj¢ LEP. Niedobor SIRT6 prowadzi do ostabienia
indukowanej leptyna fosforylacji biatka STAT3 (ang. Signal Transducer and Activator
of Transcription 3) 1 zaburzenia sygnalizacji leptynowe;j. Niniejsze badanie wykazato ujemng
korelacje migdzy stezeniami w surowicy SIRT6 a LEP, co potwierdza wcze$niejsze odkrycia.
Nie stwierdzono jednak zadnych zmian w st¢zeniu SIRT6 ani rdéznic migdzy grupami.
W badaniu Kuang i wsp. [110] zauwazono, Zze u oséb z otylo$cig wystepuje zmniejszona
ekspresja SIRT6 w tkance tluszczowej. Kanfi i wsp. [111] wskazali rdowniez ochronng role
SIRT6 przed metabolicznymi konsekwencjami otylosci indukowanej dieta. Brak zmian
w stezeniach SIRT6 w surowicy obserwowany w badaniu wlasnym moze by¢ zwigzany
z niekorzystnymi trendami w zmianach stezen LEP obserwowanych dwa tygodnie po
zakonczeniu serii. Warto rowniez zauwazy¢, ze pomimo braku istotno$ci statystycznej, trendy
zmian SIRT6 w trakcie obserwacji byly odwrotne niz dla LEP.

Niniejsze badanie wykazato rézne kierunki zmian SIRT1 w zaleznos$ci od grupy. Seria
10 zabiegow WBC nie spowodowata istotnych zmian, ale po serii 20 zabiegdéw WBC nastapit
znaczny wzrost w SG i istotny spadek w CG. Ekspresja SIRT1 jest silnie zwigzana z nasileniem
stanu zapalnego w organizmie [112]. Otylo$¢ brzuszna rowniez ma istotny wplyw promujacy
stan zapalny. Badanie przeprowadzone wsrod zdrowych Japonczykow wykazalo, ze osoby
z otylo$cig brzuszng mialy wyzsze stezenie biatka C-reaktywnego i interleukiny-6 oraz nizsze
stezenie ADP w pordwnaniu z osobami bez otyto$ci brzusznej [113].

Wskaznikiem odzwierciedlajacym stopien nagromadzenia tkanki thuszczowej w okolicy
brzusznej jest WHtR. Sugeruje si¢, ze wskaznik ten jest lepszym predyktorem czynnikéw
ryzyka kardiometabolicznego i choréb pokrewnych niz WHR [114-116]. W badaniach
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wlasnych stwierdzono dodatnig korelacj¢ migdzy SIRT1 a WHtR, ale tylko w czwartym
punkcie pomiarowym. W tym czasie WHtR znaczaco zmniejszyto si¢, a stezenie SIRT1 w SG
wzrosto, co moze by¢ spowodowane zmniejszeniem stanu zapalnego. Konieczne sg jednak
dalsze badania, obejmujace réwniez oceng stezen cytokin prozapalnych, aby zweryfikowac te
hipotezg.

Zgodnie z nasza najlepsza wiedza, w niniejszym badaniu po raz pierwszy oceniono
wplyw WBC na stezenie SIRT4. Sirtuina ta przyczynia si¢ do utrzymania odpowiedniego
poziomu lipidow w organizmie poprzez hamowanie biosyntezy kwasow tluszczowych.
Zmniejsza rowniez wydzielanie insuliny z komoérek B trzustki poprzez hamowanie dzialania
dehydrogenazy glutaminowej [75]. Pozytywny wptyw WBC na st¢zenie SIRT4 w surowicy
w grupie SG moze by¢ zatem zwigzany ze spadkiem stgzenia insuliny w tej grupie. Z drugiej
jednak strony wzrost stezenia SIRT4 moze by¢, podobnie jak w przypadku SIRT1, zwigzany
z poprawg wskaznika WHtR, ale w tym przypadku mechanizm musialby by¢ powigzany
z poprawa profilu lipidow we krwi. Konieczne sa dalsze badania, obejmujace ocen¢
parametrow lipidowych, aby potwierdzi¢ lub obali¢ t¢ hipoteze.

Cukrzyca typu 2 jest przewlekla chorobg metaboliczng charakteryzujaca sie
wystepowaniem insulinooporno$ci oraz postepujacym zaburzeniem wydzielania insuliny przez
komorki  wysp trzustkowych. W poczatkowych etapach choroby zwigkszone zapotrzebowanie
na insuling wynikajace ze zmniejszonej wrazliwosci tkanek na jej dzialanie prowadzi do
mechanizmu kompensacyjnego w postaci hiperinsulinemii. Wraz z progresja choroby dochodzi
do stopniowego upo$ledzenia funkcji komodrek P, co skutkuje wzglednym,
a w zaawansowanych stadiach u cz¢sci pacjentdw takze znacznym niedoborem insuliny oraz
rozwojem hiperglikemii. W zaawansowanych stadiach cukrzycy typu 2 moze dochodzi¢ do
znacznego zmniejszenia wydzielania insuliny, wynikajacego z postepujacej dysfunkcji
komorek  wysp trzustkowych, co moze prowadzi¢ do rozwoju wtdrnego niedoboru insuliny.
Cukrzyca typu 2 plasuje si¢ w czotowce najszybciej rozwijajacych si¢ globalnych zagrozen
zdrowotnych tego stulecia [117]. Podobnie jak otytos¢, cukrzyca typu 2 jest przewlekla
1 postepujaca choroba, a najsilniejszym czynnikiem ryzyka cukrzycy typu 2 jest nadmiar tkanki
thuszczowej [118].

W niniejszym badaniu wykazano, ze po serii 20 zabiegdéw WBC stezenie FBG znacznie
spadto, a HbAlc istotnie spadto 2 tygodnie po zakonczeniu interwencji. Bylo to zwigzane ze
spadkiem stezenia insuliny we krwi obserwowanym po 20 zabiegach WBC i poprawa
wskaznika insulinoopornosci HOMA-IR. Zmiany te wykazano tylko w SG. Obserwowana
poprawa wskaznika HOMA-IR sugeruje wywolang przez zastosowang interwencj¢ poprawe
wrazliwosci na insuling w SG. Efekty te utrzymywaly si¢ takze po 2 tygodniach od kasacji
interwencji. Poczatkowo obserwowano wyzsze wartosci insuliny we krwi w SG, ale r6znica ta
nie byla juz p6zniej zauwazalna ani w trakcie serii zabiegowej ani po 2 tygodniach od kasacji
interwencji. W CG wzrost st¢zenia insuliny odnotowano po 10. zabiegu WBC, z ponownym jej
spadkiem po 20. zabiegu WBC. W przypadku fruktozaminy, CG wykazata wzrost wartosci po
20. zabiegu WBC. Warto jednak zauwazy¢, ze pomimo niekorzystnego kierunku zmian,
wartos$ci tych parametrow pozostaty w zakresach referencyjnych, co sugeruje, ze metabolizm
weglowodanoéw nie byt regulowany negatywnie. U Wiecek 1 wsp. [119] réwniez odnotowano
istotny spadek FBG i HbAlc po 30 zabiegach WBC, a takze spadek st¢zenia insuliny i warto$ci
HOMA-IR oraz wzrost QUICKI dwa tygodnie po zakonczeniu interwencji u kobiet po
menopauzie z cukrzyca typu 2. W grupie kontrolnej, skladajacej si¢ z kobiet po menopauzie,
ale bez cukrzycy typu 2, nie zaobserwowano w cytowanym badaniu istotnych zmian.

Karppinen i wsp. [120] przeprowadzili badania z udziatem 19 otylych mezczyzn
(18-50 lat, BMI <30), ktérych przydzielono do grupy badanej (konwencjonalne leczenie
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otytosci i WBC) lub kontrolnej (tylko konwencjonalne leczenie otytosci). Interwencja trwata
12 miesigcy: 5 miesiecy fazy intensywnej i 7 podtrzymujacej. U uczestnikow z obu grup
w fazie intensywnej wlaczona zostala dieta niskokaloryczna, badani uczeszczali réwniez na
sesje grupowe oraz indywidualne, obejmujace terapi¢ behawioralng, jak rowniez poradnictwo
w zakresie diety i aktywnosci fizycznej. Dodatkowo, grupa badana uczestniczyta w 28 sesjach
WBC (2 razy tygodniowo). Pomimo iz, WBC nie wplyne¢lo znaczaco na zwigkszenie utraty
masy ciata, aktywacje¢ BAT ani zmian¢ wickszos$ci reakcji metabolicznych podczas
konwencjonalnego leczenia otylosci, to zaobserwowano wigkszg redukcje stezenia glukozy na
czczo u 0s6b poddanych zabiegom kriostymulacji w stosunku do grupy kontrolnej [120].

Podobnie jak u Karppinen i wsp. [120] w badaniu wlasnym nie wykazano wplywu
temperatur kriogenicznych na redukcje masy ciata, jednak odnotowano zmiany dla wskaznika
WHtR. Chociaz w kazdym punkcie pomiarowym wykazano wyzsze wartosci WHtR w SG,
analiza poszczegolnych grup wykazata, ze to wlasnie w tej grupie nastgpit istotny spadek
wskaznika po serii zabiegow, ktory utrzymywat si¢ po 2 tygodniach od kasacji interwencji.
Zhang 1 wsp.[121] wskazali, ze WHtR jest wskaznikiem bardziej powigzanym z cukrzyca niz
BMI czy WHR. W niniejszym badaniu wskazano na obecno$¢ dodatniej korelacji migdzy
WHItR a wskaznikami metabolizmu weglowodandéw: FBG, insuling i HOMA-IR oraz ujemnag
korelacje z QUICKI i fruktozaming. Korelacje te sugeruja, ze poprawa metabolizmu
weglowodandéw obserwowana u SG moze by¢ powigzana z poprawg wskaznika WHtR.

Wplyw temperatur kriogenicznych na skore jest wielokierunkowy. Wykazano, ze WBC
zmniejsza ilo§¢ ROS, poprzez zwigkszenie catkowitego potencjalu antyoksydacyjnego osocza
(TAS), a takze poprawia krazenie krwi, co zwigksza doplyw tlenu do tkanek i w konsekwencji
poprawe wygladu [1,83,122,123]. Jednak inne mechanizmy dotyczace wplywu na skorg nie sa
jeszcze w pelni poznane. Przedstawione wyniki wskazuja przede wszystkim, ze wpltyw
zabiegdw kriogenicznych na skore zalezy od BMI, a osoby z podwyzszonymi warto$ciami tego
wskaznika reaguja pozytywnymi zmianami.

W niniejszym projekcie wybrano oceng cech skory wylacznie jednej konczyny: reki
dominujacej. Dane literaturowe wskazuja, ze cechy skory moga rézni¢ si¢ migdzy r¢ka
dominujacg 1 niedominujaca: a wyzszy TEWL odnotowano na rgce dominujacej [124],
jednoczes$nie dla tej samej konczyny Enright i Nikolis [125], w obrazowaniu topografii skory,
wykazali wyzsze wartosci parametrow zwigzanych z glebokoscig zmarszczek. Wskazuje to, ze
reka dominujaca, ktdra jest czesciej uzywana do precyzyjnych czynno$ci, moze by¢ bardziej
podatna na starzenie si¢ skory. Chociaz inne badania nie potwierdzily wystepowania roéznic
pomiedzy r¢ka dominujaca a niedominujacg [126,127], w badaniu wlasnym zdecydowano si¢
wykona¢ pomiary jedynie na r¢ce dominujace;.

Kolejnym etapem opracowania omawianej cz¢$ci protokotu badania wlasnego byto
wskazanie obszarow skory, ktore beda objete obserwacja. Wybrano obszary, ktore pozostawaly
niezakryte w czasie trwania zabiegu. Poprzednie badania wykazaly, Zze skéra na roéznych
obszarach ciata reaguje odmiennie na bodziec kriogeniczny. Zgodnie z wcze$niejszymi
obserwacjami, rOwniez w niniejszym badaniu, skora na przedramieniu reagowata silniej na
bodziec kriogeniczny niz skora na twarzy [13,93,128]. Réznice te moga wynika¢ z obecnosci
na twarzy sebum stanowigcego rodzaj izolacji termicznej, co jednak wymaga dalszego
potwierdzenia.

Wartosci nawilzenia warstwy rogowej, pH 1 elastycznos$ci skory roznity si¢ istotnie
w zalezno$ci od miejsca pomiaru. Osoby z nadwagg i otyloscig charakteryzowaty si¢ wyzszymi
warto$ciami nawilzenia stratum corneum oraz jedrno$ci skory, a takze nizszymi warto$ciami
pH na twarzy. U oséb o prawidlowe] masie ciata odnotowano istotnie wyzsze warto$ci pH
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na twarzy. Piotrowska i wsp. [13] oraz Skrzek i wsp. [93] rowniez odnotowaly wyzsze wartosci
nawilZzenia na twarzy w poréwnaniu z konczynami. Jednakze, wyniki pH w analizowanych
badaniach byly niespojne. Piotrowska i wsp. [13] raportowata wyzsze pH na skorze twarzy,
podczas gdy Skrzek i wsp. [93] nie odnotowali r6znic pH na mierzonych obszarach. Kierunki
zmian wynikéw pomiaréw pH skory uzyskanych w niniejszym badaniu sg niejednoznaczne,
ale warto zauwazy¢, ze we wszystkich wymienionych badaniach warto$ci pH miescity si¢
w zakresie warto$ci fizjologicznych.

Po pierwszym zabiegu na skoérze przedramienia w CG zaobserwowano istotng poprawe
nawilzenia stratum corneum. Poprawe nawilzenia wskazano réwniez we wczesniejszym
badaniu [13], ale nie osiggnigto istotnosci statystycznej. W cytowanym badaniu [13] skora
ochotnikéw znajdowata si¢ w zakresie odpowiadajacym skorze suchej, podczas gdy
w niniejszym badaniu stwierdzono, ze skéra ochotnikéw byta odpowiednio nawilzona, co moze
mie¢ wplyw na koncowy wynik badania i sugeruje, ze w przypadku skory suchej sam bodziec
kriogeniczny nie bedzie wystarczajacy.

Badanie przekrojowe [129] wykazalo, Zze otylo$¢ wplywa na stopien nawodnienia
warstwy rogowej naskorka na przedramieniu. Polak-Bielawska i wsp. [94] wskazatly na
dodatnig korelacje pomigdzy masa ciata a poziomem nawodnienia naskérka. W niniejszym
badaniu nie stwierdzono réznic w wyjSciowych parametrach nawilzenia stratum corneum
mi¢dzy grupami ani nie stwierdzono zwigzku miedzy BMI a stopniem nawilzenia stratum
corneum. Po 19. zabiegu skora oséb z SG charakteryzowala si¢ jednak wyzszym poziomem
nawilzenia warstwy rogowej niz przed serig zabiegéw (bez roznic w CG). Otytos¢ powoduje
zmiany strukturalne i funkcjonalne w mikronaczyniach, w tym dysfunkcje §rodblonka. Badania
0s0b otylych wykazaty istotne zmiany w ekspresji genow kodujacych biatka, ktore zmieniaja
natlenienie skory i moga przyczynia¢ si¢ do gorszego gojenia si¢ ran i owrzodzen [130].
Kontrola napigcia naczyniowego i wydzielanie czynnikéw parakrynnych jest w otytosci
uposledzone, co wptywa na czynno$¢ narzadéw i przyczynia si¢ do zaburzenia uwalniania
adipokin i cytokin zapalnych [131]. Jak wspomniano wczesniej, krioterapia powoduje nasilenie
odruchu mikronaczyniowego. Dysfunkcja mikronaczyniowa u osob otylych moze zatem
rowniez wpltywaé na odpowiedz skory na kriostymulacje. W zwigzku z tym mozna
przypuszczaé, ze obserwowany wzrost uwodnienia warstwy rogowej naskorka w grupie SG
mogl by¢ zwiazany z wigksza reaktywnoscig skory u osob otylych na bodziec kriogeniczny.
Jednym z prawdopodobnych mechanizméw moga by¢ zmiany w mikrokrazeniu skornym
zwigzane z chorobg otylosciowa [130], jednak potwierdzenie takiej zalezno$ci wymaga
dalszych badan.

Skora os6b w normowadze inaczej reagowata na bodziec kriogeniczny niz skoéra oséb
z grupy badanej. Przed 10. zabiegiem skora SG na przedramieniu miata nizsze wartosci
nawilzenia i pomiaru TEWL niz na poczatku badania, podczas gdy w CG nastapil wzrost tych
pomiarow. Kolejno, przed 20. zabiegiem WBC nastapit wzrost tych pomiaréw w SG 1 spadek
w CG. Wartos¢ pH wzrosta po 9. zabiegach w SG, zardwno na przedramieniu jak i twarzy,
a nast¢pnie spadia. Ponownie, skora CG zareagowala odwrotnie.

Prawidtowe pH skory miesci si¢ w zakresie 4,1-4,8, co zapewnia integralno$¢ warstwy
rogowej poprzez regulowanie jej homeostazy [132]. Kwasne pH skory chroni komensalng
mikroflorg skory, ktora dziata jako pierwsza linia obrony przed patogenami [133]. W wyniku
szeregu czynnikéw (np. cukrzycy, starzenia si¢ skory i szeregu dermatoz) moze wystapi¢
dysbioza, zwigkszajac ryzyko infekcji [132]. Ma i1 wsp. [134] wskazali na rdznice w
mikrobiomie skory 1 wlasciwos$ciach biofizycznych skory u 0sob o réznym stopniu BMI. Grupa
z nadwaga charakteryzowala si¢ wicksza liczebnoscig: bakterii  Streptococcus
i Corynebacterium oraz grzybow Malassezia i Candida na skoérze twarzy oraz nizszymi
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warto$ciami pH. Wskazano takze na ujemng korelacj¢ pH i z wzgledna liczebnos$cia grzybow
Malassezia, Candida i Cladosporium. Informacje na temat wpltywu BMI na pH skory sg jednak
sprzeczne. Ibuki i wsp. [135] wykazali, ze pH skory bylo nieznacznie wyzsze w grupie oso6b
zwyzszym BMI. Yew i wsp. [136] nie wykazali r6znic w pomiarach pH u 0séb z prawidtowym
i wysokim BMI. Podobnie w niniejszym badaniu - nie wykazano réznic w wyj$ciowych
pomiarach pH mi¢dzy grupami.

W badaniu wlasnym poczatkowo pH w SG znacznie wzrosto, osiggajac wartosci na
granicy fizjologicznego pH skory i w tym punkcie pomiarowym réznica pH byta istotna mi¢dzy
grupami. W SG nastapil pdzniejszy znaczny spadek pH, co dodatkowo potwierdza teze
o konieczno$ci zwigkszenia liczby zabiegdw ze standardowych 10 u oséb o podwyzszonej
masie ciata. Warto zauwazy¢, ze mimo zmian, wartosci pH miescily si¢ w zakresie warto$ci
fizjologicznych przez caty czas. W innej pracy dotyczacej krioterapii [93] wartosci pH rowniez
utrzymywaly si¢ w statym, kwasnym zakresie, ale nie zaobserwowano istotnych roznic
w trakcie serii zabiegowe;j.

Pomiar pH skoéry jest mozliwy dzigki obecnosci wody na jej powierzchni. Najwyzsze
warto$ci pH odnotowuje si¢ w obszarach najbardziej nawodnionych [137]. Zasadowe pH skory
zwigksza aktywnos$¢ proteaz, w tym m.in. proteazy serynowej, co skutkuje degradacja
korneodesmosomow i prowadzi do niefizjologicznego zluszczania naskorka. W konsekwenc;i,
zaburzenie integralnosci bariery naskérkowej nasila réwniez TEWL [138]. Zwigkszona warto$¢
TEWL, wynikajaca z obnizenia funkcji barierowych, wskazywataby zatem na wyzsze wartos$ci
pH. Warto zauwazy¢, ze u uczestnikow badania zaobserwowano odwrotng zaleznos$¢. Wraz ze
wzrostem TEWL warto$ci pH spadaly i odwrotnie. Oba te parametry sa kluczowymi
wskaznikami prawidlowego funkcjonowania bariery hydrolipidowej. Mozliwe, Ze skora,
w odpowiedzi na zwigkszong utrat¢ wody, wyzwala reakcje obronne w celu utrzymania
integralno$ci bariery naskorkowej, obnizajac warto$¢ pH. Na podstawie niniejszych badan
mozna zatem wnioskowac¢, ze krioterapia nie wplywa negatywnie na pH skory, a tym samym
mozna zatozy¢, ze nie ma negatywnego wplywu na mikrobiom skory i barier¢ hydrolipidowa.
Potwierdzenie tej hipotezy wymaga jednak dalszych, bardziej szczegotowych badan.

Jedyna niekorzystng zmiang odnotowang w obu grupach podczas serii zabiegéw byt
wzrost TEWL, ktory moze by¢ spowodowany wzmozonym odruchem naczyniowym
w odpowiedzi na zimno. Piotrowska i wsp. [13] réwniez odnotowaty wzrost TEWL po
pojedynczym zabiegu WBC. SG poczatkowo charakteryzowata si¢ wyzszymi warto§ciami
TEWL niz CG, co jest zgodne z wczesniejszymi obserwacjami [134,139]. Guida i wsp. [140]
zaobserwowali istotnie nizsze wartosci TEWL u osob otylych w porownaniu z grupa
o prawidlowej masie ciata, ale nie wykazano korelacji migdzy TEWL a BMI. W niniejszym
badaniu odnotowano taka korelacje, podobnie jak w badaniach Polak-Bielawskiej 1 wsp. [94]
oraz Yew i wsp. [27]. Autorzy [27] zauwazyli, ze wraz ze wzrostem BMI o 1 km/m?, TEWL
wzrastal o 0,221%. Pacjenci otyli maja wigksze faldy skorne i grubsze warstwy tluszczu
podskoérnego. Aby zapewni¢ prawidtowa termoregulacje, ta grupa, w poréwnaniu z osobami
o prawidtowej masie ciata, wydziela wigcej potu, a zatem parowanie wody z powierzchni skory
jest wyzsze [141].

Warto$¢ RO wskazuje na amplitude na koncu fazy zassania [142]. Im nizsza warto$¢ RO,
tym skora jest jedrniejsza i bardziej napigta. Wyzsze wartosci parametru RO mogg oznaczaé
wickszg wiotko$¢ skory, mniejsza odporno$¢ mechaniczng, mniejsze napigcie sprezyste,
zmiany zwigzane ze starzeniem, fotostarzeniem lub utrata jakosci widkien kolagenowych
i elastynowych. Grupa SG charakteryzowata si¢ wyzszymi wartosciami RO w pomiarze
kutometrycznym, co wskazuje na nizsza jedrno$¢ skory niz obserwowana u 0séb
z prawidtowym BMI. Warto zauwazy¢, ze sredni wiek obu grup byt zblizony, a zatem wplyw
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wieku na ten parametr skory mozna w badanej grupie wykluczy¢. Wptyw otytosci na tempo
starzenia si¢ organizmu, w tym skory, jest coraz cze¢sciej odnotowywany w literaturze [143—
145]. Liu i wsp. [ 143] zwrocili uwage na silne korelacje migdzy otyto$cig a starzeniem si¢ skory
twarzy. W badaniu na modelu zwierzgcym zaobserwowano, ze zawartos¢ kolagenu w skorze
byla podobna w grupie myszy otytych i szczuptych, ale powierzchnia skory osob otytych byta
0 60% wicgksza, co przeklada si¢ na stabsza wytrzymato$¢ mechaniczng tej tkanki [146].

Uzyskane w badaniu wlasnym wyniki wskazuja, Zze seria zabiegow WBC wptywata na
wlasciwo$ci mechaniczne skory oceniane kutometrem, szczegdlnie u osoéb z podwyzszonym
BMI (SG), u ktoérych obserwowano istotne zmniejszenie wartosci RO zar6wno w obrebie skory
twarzy, jak 1 przedramienia. Zmiany te sugeruja poprawe wilasciwosci sprezystych
i zwigkszenie odpornosci skory na odksztatcenie u 0sob z nadwagg i otytoscia, co doprowadzito
do uzyskania parametrow zblizonych do warto$ci obserwowanych u 0s6b z prawidtowym BMI
(CG), u ktorych parametry skory pozostawaty wzglednie stabilne w trakcie badania.
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6. Whnioski

Przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej badania pozwolily na

sformulowanie nastepujacych wnioskow:

l.

U badanych o0so6b po zastosowaniu krioterapii ogdlnoustrojowej odnotowano istotne
zmiany wybranych parametréw biofizycznych skory, obejmujace przede wszystkim
nawodnienie warstwy rogowej naskorka, pH oraz wlasciwosci mechaniczne skory.
Zaréwno po pojedynczym bodzcu kriogenicznym, jak i po serii zabiegéw zmiany byty
bardziej wyrazne w obrebie skory przedramienia niz twarzy. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze odpowiedz skory na ekspozycje na zimno zalezy od liczby zastosowanych
zabiegdw, wartos$ci wskaznika BMI oraz lokalizacji anatomicznej ocenianego obszaru.

Uzyskane wyniki czesciowo potwierdzity hipoteze badawcza. Po pojedynczym zabiegu
WBC obserwowano poprawe wybranych parametrow skoéry: wzrost nawodnienia
1 poprawe wiasciwosci wiskoelastycznych u osoéb z prawidlowa masg ciata oraz
zmniejszenie transepidermalnej utraty wody (TEWL) u os6b z nadwaga i otyloscia.
Po zakonczeniu serii zabiegowej korzystne zmiany obejmujace nawodnienie, pH oraz
jedrnos$¢ skory stwierdzono wytacznie u oséb z podwyzszonym BMI. Efekt byt bardziej
widoczny po zastosowaniu wigkszej liczby zabiegoéw oraz w obrgbie przedramienia.

Wyjsciowe parametry biofizyczne skory — TEWL oraz jedrno$¢ skory oceniana
parametrem RO — r6znity si¢ migdzy grupami. Zgodnie z postawiong hipoteza, u 0s6b
z nadwagg 1 otylo$cig stwierdzono wyzsze wartosci TEWL w obrgbie skory twarzy,
co wskazywalo na obnizong integralno$¢ bariery naskorkowej. Kierunek zmian TEWL
oraz parametru RO rdéznil si¢ pomigdzy grupami, potwierdzajac zrdznicowang
odpowiedz skory na bodziec kriogeniczny. Po wykonaniu 10 zabiegow WBC
odnotowano obnizenie transepidermalnej utraty wody u oséb z nadwaga i otyloscia,
podczas gdy w grupie kontrolnej obserwowano wzrost tego parametru. Obnizenie
warto$ci parametru RO u oso6b z podwyzszonym BMI wskazywato na zmniejszenie
podatnos$ci skory na odksztalcenie 1 poprawe jej wlasciwosci mechanicznych,
prowadzac do wartosci zblizonych do obserwowanych u 0séb z prawidtowym BMI.

Uzyskane wyniki potwierdzily hipotez¢ badawcza. Wartos¢ wskaznika BMI istotnie
réznicowala wybrane wyjSciowe parametry biofizyczne skory — TEWL oraz RO.
Wykazano réwniez, ze odpowiedz skory na krioterapi¢ ogolnoustrojows zalezata
od warto$ci BMI oraz byta modyfikowana przez liczbe zastosowanych zabiegow.

Zastosowanie serii zabiegéw krioterapii ogdlnoustrojowej wigzato si¢ ze zmianami
w profilu wybranych adipokin, obejmujacymi przede wszystkim leptyng, asprozyng
oraz wasping. Obnizenie st¢zenia leptyny obserwowano w obu badanych grupach,
a efekt ten utrzymywat si¢ podczas oceny pozabiegowej wytacznie u 0séb z prawidtowa
masg ciala. U os6b z nadwaga i otytoscia obserwowano stopniowe obnizenie stezenia
asprozyny, ktore osiagneto istotno$¢ statystyczng po zakonczeniu serii zabiegowej
iutrzymywato si¢ podczas oceny pozabiegowej. Nie wykazano istotnych zmian st¢zenia
adiponektyny. W przypadku waspiny odpowiedz bylta zalezna od liczby zastosowanych
zabiegow — po 10 zabiegach WBC odnotowano wzrost jej st¢zenia u osob z nadwaga
1 otylo$cia, natomiast po zakonczeniu petnej serii obserwowano tendencj¢ do obnizenia
tego parametru.
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Uzyskane wyniki czgéciowo potwierdzity hipoteze badawcza. Zmiany wybranych
adipokin wskazywaty na mozliwa modulacj¢ funkcji endokrynnej tkanki ttuszczowej
w odpowiedzi na WBC, jednak zakres i trwato$¢ efektu byly zalezne od wartosci BMI
oraz liczby zastosowanych zabiegdw.

Istotng zalezno$¢ pomigdzy zmianami st¢zenia wybranych adipokin a warto$cia
wskaznika BMI wykazano wylacznie dla leptyny. Zalezno$¢ ta byta istotna
we wszystkich analizowanych punktach czasowych. Obserwowane zmiany profilu
adipokin r6znity si¢ pomi¢dzy osobami z prawidlowym BMI oraz podwyzszonym BMI,
wskazujac, ze odpowiedZ na bodziec kriogeniczny moze zaleze¢ zardwno od liczby
zastosowanych zabiegdéw, jak i1 wyjsciowego statusu metabolicznego okreslonego
warto$cig BML.

Hipoteza badawcza zostala potwierdzona cze$ciowo, poniewaz istotng korelacje
pomigdzy BMI a zmianami profilu adipokin wykazano jedynie w odniesieniu do

leptyny.

Zastosowanie serii 20 zabiegow krioterapii ogolnoustrojowej wigzato si¢ ze wzrostem
stezenia SIRT1 u 0s6b z podwyzszonym wskaznikiem BMI, a efekt ten utrzymywat si¢
podczas oceny pozabiegowej. W grupie kontrolnej obserwowano obnizenie stezenia
SIRT1, a wartosci tego parametru podczas oceny dlugoterminowej réznity si¢ istotnie
pomiedzy grupami. W przypadku SIRT4 odnotowano wzrost st¢zenia podczas oceny
pozabiegowej, natomiast dla SIRT6 po zakonczeniu serii zabiegowej u 0sOb
z podwyzszonym BMI. W grupie kontrolnej nie wykazano istotnych zmian st¢zen
SIRT4 i1 SIRT6. Uzyskane wyniki wskazuja, ze odpowiedz sirtuin na bodziec
kriogeniczny zalezy od liczby zastosowanych zabiegdéw oraz warto$ci BMI.

Hipoteza badawcza zostala potwierdzona czgsciowo. Zastosowanie serii zabiegow
WBC wigzalo si¢ ze zmianami stezen wybranych sirtuin, jednak efekt ten obserwowano
gléwnie u os6b z podwyzszonym BMI i wymagal zastosowania wickszej liczby
zabiegow.

Seria zabiegow krioterapii ogdlnoustrojowej wigzala si¢ ze zmianami wybranych
wskaznikow metabolizmu weglowodandw, obejmujacymi obnizenie st¢zenia glukozy,
insuliny oraz hemoglobiny glikowanej (HbAlc). Spadek stezenia insuliny
obserwowany u 0os6b z nadwagg i otylo$ciag podczas serii zabiegowej utrzymywat si¢
réwniez po jej zakonczeniu. U oséb z podwyzszonym BMI odnotowano zmniejszenie
warto$ci wskaznika HOMA-IR, wskazujace na poprawe insulinowrazliwosci.
Wyjsciowo osoby z podwyzszonym BMI charakteryzowaty si¢ wyzszymi wartosciami
insuliny i HOMA-IR oraz nizszymi wartosciami QUICKI w poréwnaniu z grupa
kontrolna, natomiast rdznice te nie byly obserwowane podczas oceny pozabiegowe;.
U os6b z prawidlowa masg ciala obserwowano wzrost st¢zenia fruktozaminy, ktory
utrzymywal si¢ takze po kasacji interwencji.

Hipoteza badawcza zostala potwierdzona czgsciowo. Zastosowanie serii zabiegow
WBC wigzalo si¢ ze zmianami stezen wybranych sirtuin, jednak efekt ten obserwowano
gléwnie u os6b z podwyzszonym BMI i wymagal zastosowania wickszej liczby
zabiegow.
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Ograniczenia

Mocng strong badania jest jego innowacyjno$¢. Pomimo coraz czgstszego badania
wplywu temperatur kriogenicznych na hormony tkanki ttuszczowej, sirtuiny oraz biofizyczne
cechy skory, nadal brakuje jednoznacznych protokotéw stosowania kriostymulacji
ogolnoustrojowej w przypadku oséb o zwickszonej masie ciala. Przedstawione w niniejszej
dysertacji badania stanowig pierwsze lub jedne z pierwszych, nielicznych analiz, gdzie
obserwowano wptyw zabiegobw WBC stosowanych u 0s6b o podwyzszonym i prawidtowym
wskazniku BMI w standardowej (10 zabiegéw) i rozszerzonej (20 zabiegdw) serii na profil
waspiny, asprozyny, SIRT1, SIRT4, SIRT6, fruktozaminy, glukozy, hemoglobiny glikowanej
oraz insuliny w osoczu.

Niniejszy projekt posiada takze potencjalne ograniczenia. Uczestnicy badania z grupy
kontrolnej zostali dobrani pod wzglgdem cech charakterystyczny grupy badanej. Ostateczny
sktad grupy kontrolnej byt jednak determinowany zakwalifikowaniem ochotnikow, ktérzy
spetniali odpowiednie kryteria naboru oraz eliminowaniem i rezygnacja uczestnikow w czasie
trwania projektu, co spowodowato nierdwnomierny rozktad pitci pomigdzy grupami. Nalezy
jednak podkresli¢, ze priorytetowym czynnikiem zmiennym byta warto§¢ BMI, a ple¢ nie byta
analizowana jako zmienna niezalezna. Ponadto §redni wiek w obu grupach byl poréwnywalny,
co ograniczyto potencjalny wptyw wieku na wyniki. Nalezy wskaza¢ rowniez, iz ostateczna
liczebnos¢ obu grup byta niewielka. Ponadto w badaniach nie uwzgledniono grupy kontrolnej
pasywnej — nie badano w odpowiadajacych punktach czasowych zmian cech skory, poziomu
adipokin, sirtuin oraz metabolizmu weglowodanow u 0sob, ktore nie stosowaty WBC.

Przyszte badania powinny zosta¢ przeprowadzone z udzialem wigkszej liczby i bardziej
zréznicowanej populacji uczestnikow. Szczegdlnie istotne wydaje si¢ uwzglednienie plci,
rodzaju otytosci oraz dystrybucji tkanki thuszczowej (trzewna/podskorna). Réznice hormonalne
pomiedzy kobietami a me¢zczyznami moga wptywaé na odpowiedZ organizmu na zimno
kriogeniczne. Podobnie, osoby o rdéznym stopniu otluszczenia organizmu mogg inaczej
reagowac na bodziec kriogeniczny, co wykazano w niniejszej dysertacji. W konsekwencji,
zmienne te mogg modulowac¢ kierunek zmian i nasila¢ obserwowane zmiany, zaréwno skorne,
jak 1 endokrynologiczne oraz metaboliczne. Uwzglednienie tych zmiennych pozwolitoby na
uzyskanie pelniejszego obrazu dzialania bodzca kriogenicznego na organizm oraz
mechanizmow adaptacyjnych indukowanych jego oddziatywaniem.
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Abstract: Cryotherapy is becoming an increasingly popular method used in medicine, physiotherapy,
and cosmetology. It is used in the form of whole-body cryotherapy (WBC) and local cryotherapy.
It is a tool for achieving analgesic and anti-inflammatory effects. Since the beginning of its use, its
influence on the mental state has also been pointed out. The aim of this study was to analyze the
available literature on the effect of cryogenic temperatures on the skin and the mechanisms induced
by such a stimulus and its influence on well-being. A literature search of keywords or phrases was
performed in PubMed®. Various effects of WBC on skin characteristics (hydration, pH, level of
transepidermal water loss), mechanisms of anti-inflammatory effects, and effects on adipocytes were
shown. Research on the impact of individual skin characteristics is not consistent. Positive effects on
the reduction of inflammation and oxidative stress have been noted. Cryotherapy is also successfully
used in dermatology to treat lentil spots, actinic keratosis, and ingrown toenails, remove viral warts,
or relieve itching in atopic dermatitis. The results of the review also indicate the effectiveness of WBC
as an adjunctive treatment for obesity. The number of papers available on the direct effects of WBC
on the skin is still limited, despite the fact that it represents the first contact of the human body with
cryogenic temperatures. Available data show that cold as a physical stimulus can be a safe and useful
tool in cosmetology.

Keywords: whole-body cryotherapy; local cryotherapy; skin hydration; transepidermal water loss;
skin pH

1. Background

Whole-body cryotherapy (WBC) is defined as the stimulus transmission of cryogenic
temperatures (below —100 °C) for a short period of time (1-3 min) to the surface of the
whole body in order to induce physiological responses to cold. By directly affecting the
entire body, cold as a stimulus used in WBC affects the endocrine and nervous systems [1].
The aim of cold therapy is to induce physiological or psychological benefits [2]. The purpose
of cryotherapy is not to cool the target tissue, but to bring heat from the warmer tissue to
the tissue with a lower temperature [3].

Local cryotherapy occurs through the direct contact of cold with the skin, through
evaporation or convection. The action of direct contact is the use of cold, cooling or ice
compresses, ice massages, and immersion in cold and icy water. Evaporation is a method
of generating cold on the skin by means of a rapidly evaporating liquid spray that uses the
heat of vaporization. Convective cryotherapy is the introduction of nitrogen gas (—160 to
—180 °C) or cold air (—20 to —30 °C) to the skin surface. Deliberate internal administration
of cooled CO, (=50 to —70 °C) using a specialized probe causes necrosis of the nerve fibers
and thus alleviates pain. This method is used for faceted arthrosis [4].
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Another form of cold therapy is outdoor swimming in icy waters (rivers, pools, or
lakes). Research suggests that winter water baths bring about a number of benefits to
the body: Improving endocrine and hematological functions, alleviating mood disorders,
and improving overall well-being [5]. People who regularly use such water baths report
improved immunity. Stimulation with cold has also been found to improve the ability to
cope with stress [6].

Single exposures, as well as the use of a series of cryotherapeutic treatments, are subject
to many scientific studies. WBC therapy has been and is used, first of all, in diseases of the
musculoskeletal system (e.g., osteoporosis, post-traumatic and overload changes in joints
and soft tissues, fibromyalgia, and inflammatory diseases) and the nervous system (e.g.,
multiple sclerosis, spastic paresis) [7,8]. The positive impact of the WBC on mental health
has been demonstrated: It is used to alleviate depression and anxiety syndromes [9]. WBC
is also used in sports medicine. It was shown that extreme cold can improve metabolism,
physical strength, and act as a pain reliever and improve recovery after exercise [10,11].
It is known that the interaction between the action of cold and the body occurs mainly
through the skin. The impact of cold treatments on the condition and functioning of this
tissue is still being understood. The aim of this study was to analyze the available literature
on the effect of cryogenic temperatures on the skin and the mechanisms induced by such a
stimulus and its influence on well-being.

The term cryotherapy is used to describe the treatment of patients. If, however, the
procedure is to stimulate or support bioregeneration, the term cryostimulation is used.

Nowadays, it is recognized that procedures in the cryochamber induce a number
of beneficial physiological reactions, such as analgesic [10], anti-edema [12], and anti-
inflammatory [13] effects, which are associated with effects on the neuromuscular [14],
vascular [15], hormonal [1], and immunological [6] systems. Cryotherapy applied locally is
used as a form of treatment, treatment support and rehabilitation, and as a pain-relieving
factor in some procedures. Other forms of local application of cryogenic temperatures are
cryoablation and cryosurgery.

2. Materials and Methods

The work is a narrative review. The PUBMED database was searched using keywords
to indicate the relevant literature items published up until 2021. The terms allowing the
search for relevant works were the following keywords and their combinations: Whole body
cryotherapy, local cryotherapy, cryostimulation and skin, oxidative stress, inflammation,
skin properties, and fatty tissue. The analyzed scientific items were of both research and
review natures. The data were evaluated to draw conclusions that would answer the
research problem. The article that did not meet the criteria were excluded. The quality
assessment was performed by both researchers, independently. A total of 7 articles focused
on the analgesic effect (3 studies, 4 reviews), 6 on inflammatory markers (5 studies, 1
review), 12 on oxidative stress (5 studies, 7 reviews), 25 on the impact on the skin (15
studies, 10 reviews), 8 on use in dermatology (3 studies, 5 reviews), and 9 on the influence
on body fat (5 studies, 4 reviews).

3. Results
3.1. Analgesic Effect

The analgesic effect of cryogenic temperatures is due to the combined effect of several
mechanisms. Cryostimulation affects the nervous system (switching off sensory receptors
and their connections with proprioreceptors using cold and slowing down the conduc-
tivity in sensory fibers) and the hormonal system (increasing the concentration of beta
endorphins) [16]. Pertovaara et al. [17] proved experimentally that spinal administration of
noradrenaline (NA) to animals relieves pain, which is associated with the activation of the
sympathetic nervous system. Huttunen et al. [18] noted that winter bathing significantly
increased the level of NA in the plasma. Thus, adrenergic stimulation and the constriction
of blood vessels during and after exposure to cold may have a significant effect on reducing
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the perception of pain. Another mechanism is the influence on the release of inflammatory
mediators, which is seen in the case of inflammatory pain [11]. On the other hand, data
from Algafly et al. [19] suggest that cryotherapy may increase the pain threshold and pain
tolerance, which is associated with a significant decrease in nerve conduction velocity. In
their studies, the pain threshold and pain tolerance were assessed by a pressure algometer
(Pain Diagnostic and Thermography, Great Neck, NY, USA) at two different sites. The first
assessment site was iced and the second one was non-iced. The circular probe head of
the algometer was lowered gradually at a steady rate until discomfort was reported (pain
threshold) and removed at the point of the pain becoming unbearable (pain tolerance). The
study showed that with a decrease in skin temperature, an increase in pain threshold and
pain tolerance occurred [19].

Systemic and local cryostimulation is used to delay muscle soreness after physical
effort, relieve pain in sports injuries, and assist in the treatment of joint pain, lower back
pain, tendinitis, or sprains [11,20]. In this type of study, the most common assessment tool
is the Visual Analogue Scale (VAS).

Cold therapy is increasingly used in beauty salons. The effect of cold on the nerve
terminals and the nerve conduction velocity will produce an anesthetic effect [19]. Therefore,
it can be used before, during, or after a painful procedure such as laser therapy. This
technique is also used to improve the comfort of permanent makeup: It reduces redness
and possible bleeding of the treated areas [21]. Different studies on the effectiveness of this
method in offsetting pain sensations have not yet been conducted, and it seems that all
kinds of subjective tools will be sufficient for evaluation.

3.2. Influence of Cryotherapy on the Level of Inflammatory Markers

Inflammation is a set of processes aimed at defending the body against an inflam-
matory initiating agent (e.g., microbial, chemical, or physical). It is characterized by the
presence of an increased internal temperature, increased blood flow, redness, pain, and
impaired function of the inflamed tissue. If the inflammation continues chronically, even
at a low intensity, it will contribute to degradative changes, aging of the body, and the
appearance of a number of pathophysiological changes including those affecting the skin.

It has been noted that exposure of the body to extreme cold reduces the intensity of
inflammatory processes; fewer pro-inflammatory mediators are released, and more anti-
inflammatory cytokines are released [13]. Under the influence of low temperatures, the con-
centration of the acute-phase protein CRP (c-reactive protein), erythrocyte sedimentation
rate (ESR), and the concentration of IgA and IgG immunoglobulins and pro-inflammatory
interleukins (IL-2, IL-8) decrease. On the other hand, the concentration of interleukin-10
(IL-10), which has an anti-inflammatory effect, increases. In addition, cryotherapy improves
humoral and cellular immunity, stimulating B lymphocytes and NK lymphocytes (natural
killers). [22] Inflammation is characterized by increased plasma concentrations of circulat-
ing proinflammatory cytokines (IL-6, IL-9, and TNF-«, among others). Ziemann et al. [23]
demonstrated that the application of a series of 10 WBC treatments reduces TNF-« concen-
trations, indicating an anti-inflammatory effect of cryostimulation. Pilch et al. [24] noted
that a series of 20 cryostimulation treatments significantly reduced CRP protein values
among obese subjects, while no significant changes were noted in subjects with normal
body mass. This is interesting because obesity is a recognized pathophysiological factor
causing chronic inflammation, which increases the likelihood of developing further disease
entities of the metabolic syndrome. This also demonstrates that cryochamber treatments
will not decrease the concentrations of selected cytokines per se, but only normalize their
concentrations.

The activation of inducible nitric oxide synthase (iNOS) during inflammation in
macrophages or muscle cells is thought to result in the release of large amounts of nitric
oxide (NO). It is well known that NO is a major vasodilatory mediator and also inhibits
the expression of proinflammatory cytokines [25]. On the other hand, NO may be a trigger
for inflammation. Wiecek et al. [26] subjected 20 men (mean age of 59) to a series of 24

64



Cosmetics 2022, 9,100

40f11

WBC treatments, at a frequency of every other day. In their study, they demonstrated that a
series of WBC treatments would increase the expression of iNOS, regardless of physical
activity level. Wiecek et al. [26], simultaneously with iNOS, examined the levels of CRP
and interleukins, namely IL-6, IL-10, and IL-1f. They noted no changes in inflammatory
markers. This shows that the body’s responses regarding inflammatory markers after
exposure to cryogenic temperatures may be different. For clinical conditions that proceed
with an increase in inflammatory markers, WBC allows them to decrease. For organisms
with physiological concentrations, the treatments will have no effect.

3.3. Cryotherapy and Oxidative Stress and Skin

The theory of aging regarding the effect of reactive oxygen species (ROS) was proposed
in 1956 by Denham Harman. He suggested that free radicals accumulate over time and are
one of the major factors that contribute to the aging of the body [27]. This concept was the
basis for the development of the free radical theory of mitochondrial aging (MFRTA) [28].
ROS are thought to be formed by electron leakage in the respiratory chain in mitochondria.
This causes damage to the cytosolic components and the mitochondria themselves. A
further consequence is the aging of the body. This theory assumed that ROS are the
only source of mitochondrial damage, and it is impossible to block their formation and
thus completely repair mitochondria and other subcellular components [29]. However,
recently, this theory in relation to the whole organism has been questioned [30-32]. In
spite of that, the free radical theory of aging holds true for the second largest human
organ, the skin. There is a clear correlation between exposure to ROS from both extrinsic
and intrinsic sources and the pro-aging effect [33]. Oxidative stress during aging reduces
the expression of antioxidant enzymes, their concentration, or activity, including SOD
(superoxide dismutase), CAT (catalase), and GPx (glutathione peroxidase). In addition, the
total oxidative status [TOS] increases, while the antioxidant capacity (TAC) decreases [34].

The influence of WBC on the antioxidant status and activity of antioxidant enzymes
was studied in healthy subjects, athletes, and patients with various disorders. Miller
etal. [35] noted that a series of 10 WBC treatments resulted in an increase in total antioxidant
status (TAS) in patients with multiple sclerosis. Wojciak et al. [34] demonstrated an increase
in the GPx activity in erythrocyte and plasma TAC levels after the first WBC treatment
in a group of older, physically active men. They also showed an increase in CAT activity
after a single treatment in young, non-training individuals. Pilch et al. [36] observed a
significant increase in CAT activity after a series of 20 WBC treatments in subjects with
obesity. Sutkowy et al. [37], in a study involving young, healthy men, demonstrated an
increase in the SOD and the GPx activity after a single WBC treatment. Using a series
of treatments (at least 12 WBC treatments) resulted in an increase in SOD activity, and
increasing the number of treatments to 24 potentiated this effect [36]. The SOD activity was
also shown to increase after a series of 20 WBC treatments [38].

3.4. The Impact of Cryotherapy on Skin

The skin is responsible for many defense, secretory, and sensory functions [39]. It is
designed to protect the human body against external harmful factors, at the same time
ensuring contact with the external environment and recognizing its stimuli. In addition,
the skin is equipped with immune cells and a number of receptors essential for the host’s
defense and the maintenance of tissue homeostasis [40].

The human body is homeothermic, which ensures its proper functioning. In turn,
the external temperature (measured on the skin) is dependent on the environment. The
maintenance of relative thermal homeostasis is ensured by adipose tissue and hair, which
do not allow excessive heat loss.

Skin temperature can be measured using a digital thermometer. An electrode is
applied directly to the skin, so temperature measures reflect skin changes with heat lost
rather than the direct effect of cold on the thermometer [19]. Another tool for assessing
skin temperature is the Hanna Instruments HI-8751 telethermometer with an HI-765Ped
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factory-calibrated (ISO 9000) thermistor surface probe [41]. Cholewka et al. in their studies
used thermography and contact thermometry. Thermography was performed with a
Thermovision Camera AGEMA Type 470 and a Thermovision Camera A40 (Flir Systems
Company, Danderyd, Sweden). The distance between the camera and the body needs
to be approximately 1.0-1.5 m, depending on the height and size of the human. Contact
thermometry was performed using thermocouples Ni-Cr-Ni-Al stacked to the surface of
the body with a hypoallergic plaster [42].

In WBC, the temperature of the skin follows the low ambient temperature [43]. Ex-
posing the skin to extreme cold causes significant fluctuations in the skin temperature,
which leads to an increase in the activity of skin thermoreceptors and, consequently, to the
stimulation of the thermoregulation center in the hypothalamus [14,44]. It was indicated
that changes in skin temperature closely correlate with changes in subcutaneous and in-
tramuscular temperatures [41,44]. However, Jutte et al. [45] showed that the variability
of skin temperature is only responsible for 21% of the variability of the temperature in
the muscle. In this research, the absolute value of temperatures was shown, therefore it
cannot be directly compared with results in other papers. Nevertheless, the results of the
studies by Jutte et al. [45] show that the relationship between skin temperature and the
temperature of deep tissues is not clear.

The reaction to cold has two stages. In the first stage, sympathetic adrenergic fibers
are stimulated, releasing NA. The speed of nerve conduction slows down and local blood
vessels narrow [14,46]. In the second stage, there is a rapid expansion of blood vessels and
tissue reperfusion. Such stimulation of microcirculation with increased reperfusion after
limited blood flow in the narrowed vessels increases the supply of oxygen to cells and other
nutrients, which will likely also improve the appearance of the skin. Such an action is to be
expected with repeated exposure to low temperatures. It is indicated that the stimulation
of microcirculation will support the penetration and distribution of medicinal or cosmetic
preparations used immediately after the WBC treatment [1]. As indicated earlier, WBC
has an inhibitory effect on the amount of ROS and stimulates the number of antioxidants
produced by the body [34,35,37]. Therefore, the use of multiple cryotherapy treatments
may bring effects similar to those observed after the use of cosmetics or nutricosmetics that
improve the prooxidative-antioxidant balance [1,47].

With age, an accumulation of cellular damage leading to metabolic dysfunction and
chronic inflammation is observed [48]. Aging cells are responsible for the appearance of
wrinkles and morphological changes in elastin fibers [49]. They are unable to divide but
remain metabolically active. They secrete numerous pro-inflammatory cytokines (including
IL-6, IL-8), growth factors, chemokines, and proteases, known as the aging-associated
secretory phenotype (SASP). It is shown that the number of SASP-expressing fibroblasts
increases with age [50,51]. It has been also noted that in keratinocytes of aging skin, the
secretion of IL-1e is higher, which may be related to the inflammation process occurring in
these cells [52]. It contributes to a malfunction of whole skin tissue. The pro-inflammatory
environment of the skin affects the reconstruction and damage of the extracellular matrix
(ECM), thus disrupting the wound-healing process. Therefore, especially in the elderly, the
inflammation process will affect the appearance and architecture of the skin and also the
immune function of the skin [50].
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Table 1. Changes in selected skin features due to single or repeated whole-body cryotherapy treat-
ments.

Subjects Intervention Observation
women (1 = 43) Hydration: no impact
Piotrowska et al. [53] and men (n = 33) 1 TEWL: deterioration
23.63 (SD = 1.36) pH: no impact
Hydration:

improvement after
the first 3 treatments,
women (n = 20) 10 deterioration after the
5.87 (SD = 7.54) entire series
pH: no impact
Lubrication: no
impact
Hydration:
improvement
Lubrication:
improvement

Skrzek et al. [54]

Kang [55] women (11) 30-40 12

SD: standard deviation; TEWL: Transepidermal Water Loss.

The number of available studies describing the direct impact of cryotherapy on skin
parameters is very limited (Table 1). Piotrowska et al. [53] showed the effect of a single
systemic cryotherapy treatment on the improvement of skin hydration. As a result of
high temperatures, the sweat glands secreted large amounts of fluids and electrolytes.
Shamsuddin et al. [56] proved that the ion reabsorption capacity of the sweat gland is
significantly lower at cool ambient temperatures compared to optimal. Therefore, it can
be presumed that the eccrine glands, in response to extreme cold, will produce sweat
slower, which will reduce water leakage from the extracellular space and, consequently,
will improve the hydration of the stratum corneum. Skrzek et al. [54] also noted an
improvement in the level of hydration after a one-time WBC treatment, but only in three
out of eight measured locations (the chin contour, right cheek, and right lower limb). After
applying a series of 10 treatments, Skrzek et al. [54] showed a decrease in the level of
skin hydration in all measured locations, except for one (the forehead). This exception of
the forehead may be due to a large amount of sebum secreted in this area. A significant
difference in the cited works is the age of the participants and the number of treatments.
Piotrowska et al. [53] investigated the effect of a one-time WBC procedure on skin features
among women and men, whose mean age was 23.63 years. Skrzek et al. [54] studied middle-
aged women (a mean age of 58.7) who underwent a single WBC treatment and a series
of 10 treatments. With age, decreased vasoconstriction in the skin was observed during
exposure to cold. Changes in skin blood flow reactions related to aging may contribute
to thermoregulation disorders [57], which may have an impact on the results of the level
of hydration in the respondents in the studies presented above. Therefore, the initial
improvement in skin hydration demonstrated by Piotrowska et al. [53] could, as in the case
of Skrzek et al. [54], be reversed under the influence of a series of treatments. However, this
hypothesis would require further research to confirm it.

Kang [55] also noted an improvement in epidermal hydration in his research. After
a series of treatments, the level of hydration in the group subjected to cryotherapy was
58% and was 53% in the control group. In his research, Kang [55] also noted the effect
of cold treatments on the amount of sebum on the skin: 34% in the study group, while
in the control group, the change was 27%. The authors indicated the presence of a clear
correlation between the level of hydration and the degree of sebum secretion. In line with
this observation, it can be concluded that in the study by Skrzek et al. [54], the level of
sebum should decrease with the decrease in the level of hydration. However, the authors
of the studies did not notice a decrease in sebum levels as a result of cryotherapy [54]. It
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may be related to the age of the probes and the activity of the sebaceous glands depending
on the activity of the endocrine system [58].

The pH value of the skin is assessed by the presence of water on the surface of the
skin. Changes in the skin microcirculation and the activity of sweat glands generated by
cryogenic temperature will modulate the amount of water on the skin surface, which may
imply changes in the acid-base reaction. Both Piotrowska et al. [53] and Skrzek et al. [54]
suggest lowering the skin pH under the influence of WBC, but their results were not
statistically significant. It is worth noting that, in both studies, the pH value was within
the limits considered beneficial for the skin (in Piotrowska et al. [53], 4.0-6.00; in Skrzek
et al. [54], 5.5-6.08).

3.5. Cryotherapy in Dermatology

Dermatological cryotherapy currently uses temperatures ranging from -70 °C to —196
°C, depending on the area of indication. In dermatology, cryotherapy includes any type
of application of freezing techniques to remodel, elevate, or destroy diseased tissue or its
components [59].

Local cryotherapy using liquid nitrogen is used in dermatology as a therapeutic
method. It is used to treat lip injuries, acne scars, and keloids [60], and is also a technique
for exfoliating the epidermis (cryopeeling) in the case of photo-damaged skin. Due to the
fact that melanocytes are destroyed already at 7 °C, this procedure is also recommended in
the case of melanosis [61].

Cryotherapy is also one of the treatments used to treat lentil spots [21] and actinic
keratosis (AK) [62], which is a major precursor to squamous cell carcinoma. Liquid nitrogen
is also used to remove viral warts caused by the human papilloma virus (HPV) [63].

Cooling the skin relieves itching in atopic dermatitis (AD). Sanders et al. [64], in their
studies on the AD mouse model, noted that heating the skin increases scratching attacks
and significantly shortens the onset of scratching. They observed an inverse relationship in
the case of skin cooling—the onset of scratching was delayed, and the number of attacks
decreased.

Cryotherapy can be also used to treat ingrown toenails. Moreover, Turan et al. [65]
confirmed in their retrospective study that it can greatly and consistently improve the
dermatological life quality index in suitable ingrown toenails.

3.6. WBC vs. Body Fat

Exposure of the body to extreme cold requires high synchronization of the endocrine
and circulatory systems and the activation of a number of metabolic processes in order to en-
sure the body’s homeostasis. The somatic and autonomic nervous system is also stimulated,
which results in increased catecholamine secretion and stimulation of B-adrenergic recep-
tors. These processes intensify, among others, ATP synthesis, lipolysis, and glycogenesis
and increase the activity of membrane transport in muscles [66].

Fontana et al. [67] reviewed the literature of studies on the effects of WBC on obese
patients. The results of the review indicate the effectiveness of WBC as an adjunctive
treatment for obesity. The authors point to the potent antioxidant and anti-inflammatory
activities of cryostimulation, and the importance of WBC as adjunctive therapy in reducing
abdominal obesity and body weight. However, the data shown in the review indicate only
the effect of WBC as an adjunct, not as the main agent.

The dynamics of the temperature of the outer surface of the human body depend
on the ability of tissues to eliminate the loss of heat transferred from the inside of the
body to the skin and the thermal gradient between the external environment and the body.
The first factor takes into account many variables, such as the amount of body fat and
blood supply to the skin and muscles, which will contribute to the formation of thermal
resistance. As the thermal resistance increases, so does the insulating capacity. Tissue
cooling depends on sexual dimorphism, which results from the differences in the amount
and distribution of adipose tissue and the water content in the body. Consequently, the
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isolating capacity of men and women may differ [68], which was confirmed experimentally
by Cuttel et al. [69]. These authors, in their studies, noticed that women were characterized
by lower temperatures assessed on the skin after a one-time WBC treatment than men. This
was also confirmed by Polidori et al. [70]. They noticed that the skin temperature in women
after the WBC procedure was lower by 2.6 °C in relation to the skin temperature in men.
This indicates that women are more sensitive to the effects of extreme cold. According
to the authors, the key element of thermal resistance seems to be fatty tissue, related to
the percentage of fat [70]. This is confirmed by studies conducted in people with different
body compositions. Wyrostek et al. [71] noted that the factor causing differences in the
adaptation to cryogenic temperatures may be the amount of adipose tissue, and therefore,
for people with disturbed body composition, the number of cryotherapy treatments should
be modified. In addition, in a literature review, Fontana et al. [67] indicated that WBC
mimics the effect of exercise-induced WBC, and therefore its efficacy will be related to
initial physical capacity and percent body fat.

Cryotherapy as a tool for reducing adipose tissue and maintaining the correct body
composition can be considered in two ways: As local treatments in the form of cryolipolysis,
using local cooling for non-invasive destruction of adipocytes [72], and systemic, affecting
the entire patient’s body, including metabolites of adipose tissue (lipokines) [24].

Cryolipolysis is based on the assumption that adipocytes are less resistant to cooling
than other water-rich skin cells. Cryolipolysis is a non-invasive method used to reduce the
number of localized fat deposits by inducing local inflammation of adipose tissue caused
by a low temperature. Proper use of low temperatures causes their apoptosis. In turn, the
fat cells are absorbed by macrophages and digested by them [73].

4. Conclusions

Cryotherapy has a strong effect on the human body, including the skin, and this effect
depends on the number of treatments. The effect of a single visit to the cryochamber may
be the opposite of the effect of 10 or 12 treatments, and such series are most often used in
rehabilitation or therapy.

Numerous studies indicate a reduction in the severity of inflammation and oxidative
stress, which may indirectly affect the aging process of the skin and improve its appearance.
An important effect of the treatment is the improvement of blood circulation. At present,
there are only a few studies available on the effects of WBC on basic skin characteristics,
and the results are not consistent. Nevertheless, the authors unanimously emphasize the
safety of cryotherapy treatments for the skin. Further studies on the effects of cryotherapy
on the skin seem necessary, and the basic question is how the amount of body fat will
modify the effect of cryogenic temperatures on skin tissue in women and men.

Study Limitations

The main limitation of the present review is the small number of publications address-
ing the issue under study, which directly examined, in an objective manner, the effects of
WBC treatments on the skin. A second important limitation is an inability to double-blind
the studies. Another limitation is the different treatment protocols and variable conditions
for performing treatments in different centers, which implies different degrees of cryogenic
effects on the skin.

Author Contributions: Conceptualization, A.P.; methodology, A.P; software, A.D.; validation, A.D.
and A.P,; formal analysis, A.D.; investigation, A.D. and A.P,; resources, A.D.; data curation, A.D.;
writing—original draft preparation, A.D. and A.P.; writing—review and editing, A.D. and A.P;
visualization, A.D.; supervision, A.P; project administration, A.P. All authors have read and agreed
to the published version of the manuscript.

Funding: This research received no external funding.

Institutional Review Board Statement: Not applicable.

69



Cosmetics 2022, 9,100 90f11

Informed Consent Statement: Not applicable.
Data Availability Statement: Not applicable.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

References

1. Sieron, A,; Cieslar, G.; Stanek, A. Cryotherapy: Theoretical Bases, Biological Effects, Clinical Applications; a-Medica Press: Bielsko-Biata,
Poland, 2010.

2. Bouzigon, R.; Grappe, E; Ravier, G.; Dugue, B. Whole- and Partial-Body Cryostimulation/Cryotherapy: Current Technologies
and Practical Applications. J. Therm. Biol. 2016, 61, 67-81. [CrossRef] [PubMed]

3.  Fayyad, D.M.; Abdelsalam, N.; Hashem, N. Cryotherapy: A New Paradigm of Treatment in Endodontics. J. Endod. 2020, 46,
936-942. [CrossRef] [PubMed]

4. Hermann, J. Kryotherapie. Z. Rheumatol. 2009, 68, 539-542. [CrossRef] [PubMed]

5.  Knechtle, B.; Waskiewicz, Z.; Sousa, C.V,; Hill, L.; Nikolaidis, P.T. Cold Water Swimming—Benefits and Risks: A Narrative Review.
Int. |. Environ. Res. Public Health 2020, 17, 8984. [CrossRef] [PubMed]

6.  Huttunen, P; Kokko, L.; Ylijukuri, V. Winter Swimming Improves General Well-Being. Int. |. Circumpolar. Health 2004, 63, 140-144.
[CrossRef]

7. Doets, ]J.R.; Topper, M.; Nugter, A.M. A Systematic Review and Meta-Analysis of the Effect of Whole Body Cryotherapy on
Mental Health Problems. Complement Ther. Med. 2021, 63, 102783. [CrossRef]

8.  Kwiecien, S.Y.; McHugh, M.P. The Cold Truth: The Role of Cryotherapy in the Treatment of Injury and Recovery from Exercise.
Eur. |. Appl. Physiol. 2021, 121, 2125-2142. [CrossRef]

9.  Rymaszewska, J.; Ramsey, D. Whole Body Cryotherapy as a Novel Adjuvant Therapy for Depression and Anxiety. Arch. Psychiatry
Psychother. 2008, 2, 49-57.

10. Cholewka, A.; Drzazga, Z.; Sierori, A.; Stanek, A. Thermovision Diagnostics in Chosen Spine Diseases Treated by Whole Body
Cryotherapy. |. Therm. Anal. Calorim. 2010, 102, 113-119. [CrossRef]

11. Hohenauer, E.; Taeymans, ].; Baeyens, ].P; Clarys, P; Clijsen, R. The Effect of Post-Exercise Cryotherapy on Recovery Characteris-
tics: A Systematic Review and Meta-Analysis. PLoS ONE 2015, 10, €0139028. [CrossRef]

12. Stanek, A.; Sieroni, A. Wspétczesna Krioterapia Ogélnoustrojowa w Odnowie Biologicznej Contemporary Whole-Body Cryother-
apy in Wellness. Acad. Med. Siles 2012, 66, 64-70.

13. Lubkowska, A.; Dudziriska, W.; Bryczkowska, 1.; Dotegowska, B. Body Composition, Lipid Profile, Adipokine Concentration,
and Antioxidant Capacity Changes during Interventions to Treat Overweight with Exercise Programme and Whole-Body
Cryostimulation. Oxid Med. Cell. Longev. 2015, 2015, 803197. [CrossRef] [PubMed]

14. Herrera, E;; Sandoval, M.C.; Camargo, D.M.; Salvini, T.E. Motor and Sensory Nerve Conduction Are Affected Differently by Ice
Pack, Ice Massage, and Cold Water Immersion. Phys. Ther. 2010, 90, 581-591. [CrossRef]

15. Hohenauer, E; Deliens, T.; Clarys, P; Clijsen, R. Perfusion of the Skin’s Microcirculation after Cold-Water Immersion (10 °C) and
Partial-Body Cryotherapy (—135 °C). Skin Res. Technol. 2019, 25, 677-682. [CrossRef] [PubMed]

16. Malanga, G.A.; Yan, N.; Stark, J. Mechanisms and Efficacy of Heat and Cold Therapies for Musculoskeletal Injury. Postgrad. Med.
2015, 127, 57-65. [CrossRef] [PubMed]

17. Pertovaara, A.; Kalmari, J.; Med, B. Comparison of the Visceral Antinociceptive Effects of Spinally Administered MPV-2426
(Fadolmidine) and Clonidine in the Rat. J. Am. Soc. Anesthesiol. 2003, 98, 189-194. [CrossRef]

18. Huttunen, P; Lando, N.G.; Meshtsheryakov, V.A.; Lyutov, V.A. Effects of Long-Distance Swimming in Cold Water on Temperature,
Blood Pressure and Stress Hormones in Winter Swimmers. J. Therm. Biol. 2000, 25, 171-174. [CrossRef]

19. Algafly, A.A.; George, K.P. The Effect of Cryotherapy on Nerve Conduction Velocity, Pain Threshold and Pain Tolerance. Br. J.
Sports Med. 2007, 41, 365-369. [CrossRef]

20. Bleakley, C.; McDonough, S.; Gardner, E.; Baxter, G.D.; Hopkins, ].T.; Davison, G.W. Cold-Water Immersion (Cryotherapy) for
Preventing and Treating Muscle Soreness after Exercise. Cochrane Database Syst. Rev. 2012, 2, CD008262. [CrossRef]

21. Herman, J.; Rost-Roszkowska, M.; Skotnicka-Graca, U. Skin Care during the Menopause Period: Noninvasive Procedures of
Beauty Studies. Postep. Derm. Alergol. 2013, 30, 388-395. [CrossRef]

22.  Smolander, J.; Leppiluoto, J.; Westerlund, T.; Oksa, J.; Dugue, B.; Mikkelsson, M.; Ruokonen, A. Effects of Repeated Whole-Body
Cold Exposures on Serum Concentrations of Growth Hormone, Thyrotropin, Prolactin and Thyroid Hormones in Healthy Women.
Cryobiology 2009, 58, 275-278. [CrossRef] [PubMed]

23. Ziemann, E.; Olek, R.A.; Grzywacz, T.; Kaczor, ].J.; Antosiewicz, J.; Skrobot, W.; Kujach, S.; Laskowski, R. Whole-Body
Cryostimulation as an Effective Way of Reducing Exercise-Induced Inflammation and Blood Cholesterol in Young Men. Eur.
Cytokine Netw. 2014, 25, 14-23. [CrossRef] [PubMed]

24. Pilch, W.; Wyrostek, J.; Major, P.; Zuziak, R.; Piotrowska, A.; Czerwiriska-Ledwig, O.; Grzybkowska, A.; Zasada, M.; Ziemann, E.;
Zychowska, M. The Effect of Whole-Body Cryostimulation on Body Composition and Leukocyte Expression of HSPA1A, HSPBI,
and CRP in Obese Men. Cryobiology 2020, 94, 100-106. [CrossRef] [PubMed]

25. Stanek, A.; Fazeli, B.; Bartu§, S.; Sutkowska, E. The Role of Endothelium in Physiological and Pathological States: New Data.

Biomed. Res. Int. 2018, 2018, 1098039. [CrossRef] [PubMed]

70



Cosmetics 2022, 9,100 100f 11

26.

27.

28.
29.

30.

32.

33.

34.

35.

36.

37

38.

39.

41.

42.

43.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.
52.

53.

Wiecek, M.; Szygula, Z.; Gradek, J.; Kusmierczyk, J.; Szymura, J. Whole-Body Cryotherapy Increases the Activity of Nitric Oxide
Synthase in Older Men. Biomolecules 2021, 11, 1041. [CrossRef]

Harman, D. Aging: A Theory Based on Free Radical and Radiation Chemistry. Sci. Aging Knowl. Environ. 1956, 11, 298-300.
[CrossRef]

Harman, D. The Biologic Clock: The Mitochondria? J. Am. Geriatr. Soc. 1972, 20, 145-147. [CrossRef]

Gruber, ].; Schaffer, S.; Halliwell, B. The Mitochondrial Free Radical Theory of Ageing-Where Do We Stand? Front. Biosci. 2008,
13, 6554-6570. [CrossRef]

Lapointe, ].; Hekimi, S. When a Theory of Aging Ages Badly. Cell. Mol. Life Sci. 2010, 67, 1-8. [CrossRef]

Buffenstein, R.; Edrey, Y.H.; Mele, ]. The Oxidative Stress Theory of Aging: Embattled or Invincible? Insights from Non-Traditional
Model Organisms. Age 2008, 30, 99-109. [CrossRef]

Bonawitz, N.D.; Shadel, G.S. Rethinking the Mitochondrial Theory of Aging: The Role of Mitochondrial Gene Expression in
Lifespan Determination. Cell Cycle 2007, 6, 1574-1578. [CrossRef] [PubMed]

Rinnerthaler, M.; Bischof, J.; Streubel, M.K_; Trost, A.; Richter, K. Oxidative Stress in Aging Human Skin. Biomolecules 2015, 5,
545-589. [CrossRef] [PubMed]

Wojciak, G.; Szymura, J.; Szygula, Z.; Gradek, J.; Wiecek, M. The Effect of Repeated Whole-Body Cryotherapy on SIRT1 and SIRT3
Concentrations and Oxidative Status in Older and Young Men Performing Different Levels of Physical Activity. Antioxidants 2021,
10, 37. [CrossRef] [PubMed]

Miller, E.; Mrowicka, M.; Malinowska, K.; Mrowicki, J.; Saluk-Juszczak, J.; Kedziora, ]. Effects of Whole-Body Cryotherapy on a
Total Antioxidative Status and Activities of Antioxidative Enzymes in Blood of Depressive Multiple Sclerosis Patients. World |.
Biol. Psychiatry 2011, 12, 223-227. [CrossRef] [PubMed]

Pilch, W.; Wyrostek, J.; Piotrowska, A.; Czerwiniska-Ledwig, O.; Zuziak, R.; Sadowska-Krepa, E.; Maciejczyk, M.; Zychowska, M.
Blood Pro-Oxidant/Antioxidant Balance in Young Men with Class II Obesity after 20 Sessions of Whole Body Cryostimulation: A
Preliminary Study. Redox Rep. 2021, 26, 10-17. [CrossRef]

Sutkowy, P.; Wozniak, A.; Rajewski, P. Single Whole-Body Cryostimulation Procedure versus Single Dry Sauna Bath: Comparison
of Oxidative Impact on Healthy Male Volunteers. Biomed. Res. Int. 2015, 2015, 406353. [CrossRef]

Lubkowska, A.; Dotegowska, B.; Szyguta, Z. Whole-Body Cryostimulation-Potential Beneficial Treatment for Improving Antioxi-
dant Capacity in Healthy Men-Significance of the Number of Sessions. PLoS ONE 2012, 7, e46352. [CrossRef]

Sybilski, A. Skin-the Most Important Organ of Our Body. Let’s Take Care of It! Pediatr. Med. Rodz. 2012, 8, 375-379.

Nguyen, A.V.; Soulika, A.M. The Dynamics of the Skin’s Immune System. Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, 1811. [CrossRef]
Chesterton, L.S.; Foster, N.E.; Ross, L. Skin Temperature Response to Cryotherapy. Arch. Phys. Med. Rehabil. 2002, 83, 543-549.
[CrossRef]

Cholewka, A_; Stanek, A.; Sieron, A.; Drzazga, Z. Thermography Study of Skin Response Due to Whole-Body Cryotherapy. Skin
Res. Technol. 2012, 18, 180-187. [CrossRef] [PubMed]

Darkenski, R.; Kazandjieva, J.; Tsankov, N. Skin Barier Function: Morpgological Basis and REGULATORY Mechanisms. J. Clin.
Med. 2011, 4, 36-45.

Kennet, J.; Hardaker, N.; Hobbs, S.; Selfe, ]. Cooling efficiency of 4 common cryotherapeutic agents. |. Athl. Train. 2007, 42,
343-348. [PubMed]

Jutte, L.S.; Merrick, M.A_; Ingersoll, C.D.; Edwards, ].E. The Relationship between Intramuscular Temperature, Skin Temperature,
and Adipose Thickness during Cryotherapy and Rewarming. Arch. Phys. Med. Rehabil. 2001, 82, 845-850. [CrossRef] [PubMed]
Leppiluoto, J.; Westerlund, T.; Huttunen, P.; Oksa, J.; Smolander, J.; Dugué, B.; Mikkelsson, M. Effects of Long-Term Whole-Body
Cold Exposures on Plasma Concentrations of ACTH, Beta-Endorphin, Cortisol, Catecholamines and Cytokines in Healthy
Females. Scand. ]. Clin. Lab. Investig. 2008, 68, 145-153. [CrossRef]

de Lima Cherubim, D.J.; Buzanello Martins, C.V.; Oliveira Farifia, L.; da Silva de Lucca, R.A. Polyphenols as Natural Antioxidants
in Cosmetics Applications. J. Cosmet. Dermatol. 2020, 19, 33-37. [CrossRef]

Waaijer, M.E.C,; Parish, W.E.; Strongitharm, B.H.; van Heemst, D.; Slagboom, P.E.; de Craen, A.].M.; Sedivy, ].M.; Westendorp,
R.GJ.; Gunn, D.A.; Maier, A.B. The Number of P16INK4a Positive Cells in Human Skin Reflects Biological Age. Aging Cell 2012,
11, 722-725. [CrossRef]

Waaijer, M.E.C.; Gunn, D.A.; Adams, P.D.; Pawlikowski, ].S.; Griffiths, C.E.M.; van Heemst, D.; Slaghboom, P.E.; Westendorp,
R.G.J.; Maier, A.B. P16INK4a Positive Cells in Human Skin Are Indicative of Local Elastic Fiber Morphology, Facial Wrinkling,
and Perceived Age. ]. Gerontol. -Series A Biol. Sci. Med. Sci. 2016, 71, 1022-1028. [CrossRef]

Pilkington, S.M.; Bulfone-Paus, S.; Griffiths, C.E.M.; Watson, R.E.B. Inflammaging and the Skin. J. Investig. Dermatol. 2021, 141,
1087-1095. [CrossRef]

Campisi, J. Aging, Cellular Senescence, and Cancer. Annu. Rev. Physiol. 2013, 75, 685-705. [CrossRef]

Okazaki, M.; Yoshimura, K.; Uchida, G.; Harii, K.; Okazaki, M. Correlation between Age and the Secretions of Melanocyte-
Stimulating Cytokines in Cultured Keratinocytes and Fibroblasts. British |. Dermatol. 2005, 2, 20-23. [CrossRef] [PubMed]
Piotrowska, A.; Aszklar, K.; Dzidek, A.; Ptaszek, B.; Czerwiriska-Ledwig, O.; Pilch, W. The Impact of a Single Whole Body
Cryostimulation Treatment on Selected Skin Properties of Healthy Young Subjects. Cryobiology 2021, 100, 96-100. [CrossRef]
[PubMed]

71



Cosmetics 2022, 9,100 110f11

55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.

62.

63.

64.

65.

66.
67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Skrzek, A.; Ciszek, A.; Nowicka, D.; Debiec-Bak, A. Evaluation of Changes in Selected Skin Parameters under the Influence of
Extremely Low Temperature. Cryobiology 2019, 86, 19-24. [CrossRef] [PubMed]

Kang, ].-H. The Comparison about The Effect of Thermotherapy and Cryotherapy on The Skin. Kor. |. Aesthet Cosmetol. 2013, 11,
281-288.

Shamsuddin, A.K.M.; Kuwahara, T.; Oue, A.; Nomura, C.; Koga, S.; Inoue, Y.; Kondo, N. Effect of Skin Temperature on the Ion
Reabsorption Capacity of Sweat Glands during Exercise in Humans. Eur. |. Appl. Physiol. 2005, 94, 442-447. [CrossRef]
Charkoudian, N. Mechanisms and Modifiers of Reflex Induced Cutaneous Vasodilation and Vasoconstriction in Humans. J. Appl.
Physiol. 1985, 109, 1221-1228. [CrossRef]

Dabrowska, A.K.; Spano, E; Derler, S.; Adlhart, C.; Spencer, N.D.; Rossi, R.M. The Relationship between Skin Function, Barrier
Properties, and Body-Dependent Factors. Skin Res. Technol. 2018, 24, 165-174. [CrossRef]

Hundeiker, M.; Sebastian, G.; Bassukas, D.; Ernst, K. Kryotherapie in Der Dermatologie. J. Dtsch. Dermatol. Ges. 2003, 1, 322-327.
Ashique, K.; Kaliyadan, E; Jayasree, P. Cryotherapy: Tips and Tricks. J. Cutan Aesthet. Surg. 2021, 14, 244-247. [CrossRef]
Farberg, A.S.; Donohue, S.; Farberg, A.M.; Teplitz, RW.; Rigel, D.S. SKIN in-Depth Reviews Cutaneous Implications of Whole
Body Cryotherapy. SKIN J. Cutan. Med. 2017, 1, 15-17.

Pasquali, P.; Segurado-Miravalles, G.; Gonzilez, S. Sequential Treatment of Actinic Keratosis with Cryotherapy and Ingenol
Mebutate: Reflectance Confocal Microscopy Monitoring of Efficacy and Local Skin Reaction. Int. |. Dermatol. 2018, 57, 1178-1181.
[CrossRef] [PubMed]

Kwok, C.S.; Gibbs, S.; Bennett, C.; Holland, R.; Abbott, R. Topical Treatments for Cutaneous Warts. Cochrane Database Syst. Rev.
2012, 2012(9), CD001781. [CrossRef]

Sanders, K.M.; Hashimoto, T.; Sakai, K.; Akiyama, T. Modulation of Itch by Localized Skin Warming and Cooling. Acta Derm
Venereol 2018, 98, 855-861. [CrossRef] [PubMed]

Turan, C.; Sahin, T.; Eksioglu, HM. How Effective Is Cryotherapy Applied to the Nail Fold in Ingrown Toenails? Acta Dermatoven-
erol. Alp. Pannonica Adriat. 2020, 29, 11-19. [CrossRef] [PubMed]

Baranow, A.M.T. Cieplnofizyczne Procesy Przeprowadzania Krioterapii. Acta Bio-Optica et Inform. Med. 2005, 11, 47-50.
Fontana, ].M.; Bozgeyik, S.; Gobbi, M.; Pitera, P.; Giusti, E.M.; Dugué, B.; Lombardi, G.; Capodaglio, P. Whole-Body Cryostimula-
tion in Obesity. A Scoping Review. J. Therm. Biol. 2022, 106, 103250. [CrossRef] [PubMed]

Hammond, L.E.; Cuttell, S.; Nunley, P.; Meyler, ]. Anthropometric Characteristics and Sex Influence Magnitude of Skin Cooling
Following Exposure to Whole Body Cryotherapy. Biomed. Res. Int. 2014, 2014, 628724. [CrossRef]

Cuttell, S.; Hammond, L.; Langdon, D.; Costello, J. Individualising the Exposure of —110 °C Whole Body Cryotherapy: The
Effects of Sex and Body Composition. J. Therm. Biol. 2017, 65, 41-47. [CrossRef]

Polidori, G.; Cuttell, S.; Hammond, L.; Langdon, D.; Legrand, E; Taiar, R.; Boyer, EC.; Costello, ].T. Should Whole Body
Cryotherapy Sessions Be Differentiated between Women and Men? A Preliminary Study on the Role of the Body Thermal
Resistance. Med. Hypotheses 2018, 120, 60-64. [CrossRef]

Wyrostek, J.; Piotrowska, A.; Czerwiriska-Ledwig, O.; Zuziak, R.; Szyguta, Z.; Cison, T.; Zychowska, M,; Pilch, W. Complex Effects
of Whole Body Cryostimulation on Hematological Markers in Patients with Obesity. PLoS ONE 2021, 16, €0249812. [CrossRef]
Kilmer, S.L.; Burns, A.J.; Zelickson, B.D. Safety and Efficacy of Cryolipolysis for Non-Invasive Reduction of Submental Fat. Lasers
Surg. Med. 2016, 48, 3-13. [CrossRef] [PubMed]

Krueger, N.; Mai, S.V.; Luebberding, S.; Sadick, N.S. Cryolipolysis for Noninvasive Body Contouring: Clinical Efficacy and Patient
Satisfaction. Clin. Cosmet. Investig. Dermatol. 2014, 7, 201-205. [PubMed]

72



International Journal of
Molecular Sciences

Publikacja nr 2 The Role of Increased Expression of Sirtuin 6 in the Prevention of
Premature Aging Pathomechanisms

Review

The Role of Increased Expression of Sirtuin 6 in the Prevention
of Premature Aging Pathomechanisms

Adrianna Dzidek 17, Olga Czerwiriska-Ledwig 2", Malgorzata Zychowska 37, Wanda Pilch 2

and Anna Piotrowska 2*

check for
updates

Citation: Dzidek, A.;
Czerwinska-Ledwig, O.;
Zychowska, M.; Pilch, W,
Piotrowska, A, The Role of Increased
Expression of Sirtuin 6 in the
Prevention of Premature Aging
Pathomechanisms. Int. J. Mol. Sci.
2023, 24,9655. hutps:/ /doi.org/
10,3390/1jms24119655

Academic Editor: Wajid Zaman

Received: 19 April 2023
Revised: 23 May 2023
Accepted: 20 May 2023
Published: 2 June 2023

() _©®

Copyright @ 2023 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org / licenses /by /
4.0/).

! Doctoral School of Physical Culture Science, University of Physical Education, 31-571 Krakow, Poland

2 Institute for Basic Sciences, Faculty of Physiotherapy, University of Physical Education,

31-571 Krakow, Poland

Faculty of Health Sciences and Physical Culture, Biological Fundation of Physical Culture, Kazimierz Wielki
University in Bydgoszcz, 85-064 Bydgoszcz, Poland

*  Correspondence: anna.piotrowska@awf.krakow.pl

Abstract: Sirtuins, in mammals, are a group of seven enzymes (SIRT1-SIRT7) involved in the post-
translational modification of proteins—they are considered longevity proteins. SIRT6, classified
as class IV, is located on the cell nucleus; however, its action is also connected with other regions,
e.g., mitochondria and cytoplasm. It affects many molecular pathways involved in aging: telomere
maintenance, DNA repair, inflammatory processes or glycolysis. A literature search for keywords or
phrases was carried out in PubMed and further searches were carried out on the Clinical Trials.gov
website. The role of SIRT6 in both premature and chronological aging has been pointed out. SIRT6 is
involved in the regulation of homeostasis—an increase in the protein’s activity has been noted in
calorie-restriction diets and with significant weight loss, among others. Expression of this protein
is also elevated in people who regularly exercise. SIRT6 has been shown to have different effects
on inflammation, depending on the cells involved. The protein is considered a factor in phenotypic
attachment and the migratory responses of macrophages, thus accelerating the process of wound
healing. Furthermore, exogenous substances will affect the expression level of SIRT6: resveratrol,
sirtinol, flavonoids, cyanidin, quercetin and others. This study discusses the importance of the role of
SIRT6 in aging, metabolic activity, inflammation, the wound healing process and physical activity.

Keywords: sirtuins; SIRT6; gene expression; aging; inflammation; metabolism; aging pathomechanism;
physical activity

1. Introduction

Silent information regulator (Sir) proteins belong to NAD*-dependent deacetylases,
enzymes catalyzing the deacetylation reaction. Sirtuins were first discovered in the yeast
Saccharomyces cerevisiae by virtue of their role in the establishment of transcriptional si-
lencing of mating-type loci. Further studies have shown that Sir2 is also crucial in the
partitioning of carbonylated proteins between mother and daughter cells, as well as for
silencing at yeast telomeres and in the rDNA. The conserved enzymes called sirtuins,
originally discovered in yeast, are produced by almost all organisms, from non-nucleated
prokaryotes, to unicellular archaea and bacteria, to mammals [1,2].

Sirtuins play an important role in maintaining health and affect many pathways that
increase the lifespan of organisms [1]. In mammals, they constitute a group of seven
proteins (SIRT 1-7) belonging to class III histone deacetylases (HDACs). Sirtuins have
a common catalytic domain of NAD", consisting of about 260 amino acid residues [2].
Individual sirtuin isoforms differ in sequence and length in the N- and C-terminal domains,
which affects their enzymatic activity, cellular localization and substrate specificity [3].

Initially, sirtuins were studied in the context of organism aging and gene silencing,
but many other biological functions of proteins belonging to this group have been revealed
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in mammalian cells [4]. Studies on yeast aging showed a relationship between the Silent
Information Regulator 2 (Sir2) gene and the viability of budding yeast [5].

Sirtuin 6 (SIRT6), belonging to class IV, is in the cell nucleus. SIRT6 promotes the
repair of double-stranded DNA breaks by forming a complex with DNA-dependent protein
kinase (DNA-PK) [6]. It has a hydrophobic pocket where the myristoylated group is located
before being cleaved from the modified protein [7,8]. It has been suggested that this enzyme
exhibits higher deacylase activity than deacetylase activity [4].

In a healthy organism or with minor damage, this protein promotes cell proliferation
and activation of repair processes, while in the case of serious damage, it supports the
apoptosis of damaged cells. It is in this mechanism that SIRT6 prevents the proliferation of
damaged cancer cells [9,10]. SIRT6 slows down the course of gluconeogenesis by inhibiting
the action of the PGC-1« factor. The activity of PGC-1a depends on the degree of its acetyla-
tion. This process is controlled by the acetyltransferase GCN5. SIRT6 causes deacetylation
and phosphorylation of GCN5, which increases its acetylase activity. Over-acetylating
PGC-1a, the acetyltransferase leads to a decrease in its activity and, consequently, to the
inhibition of gluconeogenesis [11,12].

The association of sirtuins with aging is a well-known topic. Imai et al. [13] pointed to
several mechanisms, including; effects on metabolism and regulation of circadian clock
mechanisms, and emphasized that sirtuin activity decreases with age, which should be
associated with a decrease in NAD*. The most important sirtuin described by the paper’s
authors was SIRT1. Furthermore, it has been the most extensively studied protein of the
mammalian sirtuin family. However, it has been shown that not only a loss of SIRT1
activity enhances DNA damage, but also SIRT6 [14]. Therefore, the authors of this review
considered it interesting to examine the significance of SIRT6 in the aging process. The
mechanisms of SIRT6 action indicate that this protein should be considered as an important
element coordinating processes related to maintaining homeostasis and thereby inhibiting
the premature aging of the organism. In this respect, knowledge of the mechanisms of
SIRT6 action and factors modifying its expression becomes an interesting issue for a number
of specialists. Therefore, the aim of this study was to indicate how this protein acts in a
healthy organism, what changes are observed in pathological processes and what internal
and external stimuli modify the process of SIRT6 expression.

2. Structure

SIRT6 is a widely expressed protein [15]. Mahlknecht et al. [15] demonstrated that the
human SIRT6 genomic sequence has one single genomic locus, which spans a region of
8427 bp. The human SIRT6 gene is located on chromosome 19p13.3 and consists of eight
exons ranging in size from 60 bp (exon 4) to 838 bp (exon 8). The mRNA for human SIRT6
encodes a protein of 355 amino acids, with a predicted molecular weight of 39.1 kDa and
an isoelectric point of 9.12 [9]. SIRT6 is composed of two main domains—a large domain
containing a nucleotide binding and Rossmann fold (responsible for binding NAD*) and
a small domain containing a Zn?* binding loop. Zinc ions play a role in maintaining the
integrity of the catalytic domain and stabilizing the enzyme structure [16].

Activation and Reactivation of Gene Expression

The DNA molecule, which is a long strand, is wound around histone proteins that
constitute a structural element of chromatin, The modification reaction of histone proteins
is histone deacetylation, which involves the detachment of an acetyl group from the N-
terminus of the histone. This reaction is carried out by histone deacetylases [17].

SIRT6, as a histone deacetylase, inhibits the transcriptional activity of several transcrip-
tion factors and deacetylates specific histone lysine residues, such as H3K9 and H3K56,
depending on NAD* [18].

The N-terminal extension of SIRTé is important for chromatin association and the
internal catalytic activity of the core domain [16]. As a non-histone protein deacetylase,
SIRT6 deacetylates forkhead box O1 protein, pyruvate kinase M2, C-terminal binding
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protein and GATA-binding protein 3 [18]. The C-terminal extension is essential for proper
nuclear localization [16].

Although SIRT6-mediated histone deacetylation generally correlates with chromatin
condensation and gene silencing [19,20], there is also evidence that SIRT6 can activate cer-
tain genes by mediating histone deacetylation. For example, SIRT6 acts as a transcriptional
coactivator of erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) to protect against oxidative stress in human
mesenchymal stem cells, and it has been found that SIRT6 is in a protein complex with Nrf2
and RNAP II [21,22]. Nrf2 is one of the master regulators of antioxidant responses—binds
to the antioxidant response elements (AREs) and activates antioxidant genes, for example,
heme oxygenase 1 (HMOX1), which is known for counteracting reactive oxygen species
(ROS). In aging cells, a decrease in Nrf2-ARE activity is observed, which may be caused
by oxidative stress-related tissue degeneration [21]. Nrf2 activation occurs during evasion
from Keap1l-mediated proteasomal degradation in the cytosol [23]. SIRT6 activates Nrf2
by inhibiting Keap1 transcription and directly interacting with Nrf2 [24]. It is indicated
that SIRT6 is required for HOMX1 induction in response to oxidative stress and SIRT6
deficiency increases basal cellular ROS [21] (Figure 1).

Oxidative
stress

Antioxidative
effect

\ Keap1 « | Nrf2 expression

« HMOX1 activation

e - onrf2 A%€
e —

Figure 1. SIRT6 and Nrf2 path. ROS—reactive oxygen species; SIRT6—sirtuin 6, Keapl—Kelch-like
ECH-associated protein 1, Nrf2—erythroid 2-related factor 2; ARE—antioxidant response elements;
HMOX1—heme oxygenase 1.

3. Aging

Aging of the body is a physiological, dynamic and inevitable process. It is believed
that the aging process begins at different times in different systems (the skin is one of the
first organs to age). However, aging usually begins in the fourth decade of life and ends at
the end of biological life. Important factors influencing aging are extrinsic, biological and
psychosocial factors. However, the basic determinant of organism aging is the individual’s
genotype [25]. Lopez-Otin et al. [26] proposed nine so-called hallmarks of aging: telomere
attrition, genomic instability, loss of proteostasis, epigenetic alterations, deregulated nu-
trient sensing, mitochondrial dysfunction, stem cell exhaustion, cellular senescence and
altered intercellular communication. There are some symptoms that occur in psychological
aging, but at a younger age [27]. It is associated with accelerated or premature aging, where
interrelated molecular and cellular phenomena are intensified.

Nowadays, it is hypothesized that SIRT6 regulates lifespan by influencing a series
of processes that control aging, such as genome stability, transcriptional processes of
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DNA repair elements, the ability to regulate telomere length and metabolic homeostasis
(including carbohydrate metabolism) [9,28,29] (Figure 2).

GENOME
STABILITY

ROLE IN
AGING

THE ABILITY TO
REGULATE METABOLIC
HOMEOSTASIS

Figure 2. The role of the SIRT6 in aging.

Mostoslavsky et al. [30] demonstrated that mice deficient in SIRT6 are small and
develop dysfunctions related to the loss of subcutaneous fat, lordokyphosis and severe
metabolic defects by 2-3 weeks of age. These symptoms can be considered similar to those
associated with premature aging. These mice eventually died after about 4 weeks. On
the other hand, Kanfi et al. [8] observed an extended lifespan of transgenic mice with
overexpression of SIRT6 compared to wild-type mice. Interestingly, a significant difference
was only observed in males. The authors suggested that this may be related to lower
levels of insulin-like growth factor 1 (IGF1) in serum, altered levels of phosphorylation of
major IGF1 signaling components and higher levels of IGF1 binding protein, which affects
lifespan regulation [31].

Betry et al. [32] conducted a study on 14 men and 12 women in their sixth and seventh
decades of life with similar anthropometric and metabolic parameters. The participants
underwent six tests: mini-mental state examination—a test that allows for the detection
of cognitive dysfunction; Doubis’ five-word test—a screening memory task specifically
built to discriminate hippocampal memory deficits; Chair Stand Test—allowing for the
detection of fall risk in senior patients; Time Up&Go, walking speed and balance tests—
allowing for the quantifiable assessment of motor function and serving as an important
observation of functional capacity, Center for Epidemiologic Studies Depression scale—
CES-D; and Cognitive Difficulties Scale—CDS. Based on the results obtained in the above
tests, patients were assigned to the frail group (first tercile of the index score) or the robust
group (individuals from the third tercile). The researchers [32] indicated that skeletal
muscle biopsies taken from individuals in the robust group showed significantly lower
expression of SIRT6. However, no differences were observed in the level of expression of
this protein in leukocytes isolated from the patients’ blood. In the Betry et al. [32] study, an
interesting correlation was also noted. The levels of CPTTh mRNA are strongly correlated
with SIRT6 levels in skeletal muscle. The authors suggested that the overexpression of
CPT1b in the robust group may at least partially explain their better metabolic profile,
and the significant inverse correlation with the level of SIRT6 expression in muscle could
be associated.

SIRT6 is a central regulator of mitochondrial activity in the brain. Deficiency of this pro-
tein in the central nervous system leads to mitochondrial deficiency with marked changes
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in metabolite content and global downregulation of mitochondria-related genes [33]. The
metabolomic changes observed in SIRT6 deficiency lead to an increase in ROS genera-
tion. Smirnov et al. [33] indicated that the deficit of SIRT6 in the brain occurs during the
aging process of the human brain, especially in patients with Parkinson’s, Alzheimer’s,
Huntington’s and Amyotrophic lateral sclerosis disease.

Telomeres shorten with increased turmover and chronological age in somatic stem
cells. In early adult life, telomeres help to stabilize the nuclear genome, whereas, in
post-reproductive age, they decrease the intensity of age-related changes [34]. Michishita
et al. [35] indicated that SIRT6 is associated with specific telomeres, and cells with reduced
SIRTé activity show telomere structures resembling defects observed in Werner syndrome.
The Werner syndrome protein (WRN) plays an important role in telomere metabolism
and during DNA replication. The connection between WRN and chromatin is closely
related to SIRTé-dependent deacetylation of telomeric residues H3K9 and H3K59. Genomic
instability with loss of SIRT6 may thus be related to loss of WRN-chromatin connection and
influence the redirection of the cell towards premature aging [36]. The cited researchers [35]
concluded that SIRT6 contributes to maintaining the specialized chromatin state in mam-
malian telomeres, which in turn is required for proper telomere metabolism and function.
Michishita et al.’s study links SIRT6's chromatin regulation with telomere maintenance and
premature aging syndrome [35].

Another mechanism in which SIRT6 expression will interfere with the aging process
is its influence on retrotransposon activity. Transposable elements are DNA sequences
capable of integration into other genomic locations [12]. Class I retrotransposons transport
via intermediate RNA. Balestrieri et al. [37] identified L1 retrotransposons as a class of
transcriptional elements that strongly mediate genomic instability and play a role in age-
related pathologies. SIRT6 is a strong repressor of L1 activity, binding to the 5" UTR of L1
loci. In response to DNA damage and aging, SIRT6 has a reduced ability to bind to L1 lodi,
contributing to the activation of previously silenced retroelements [38].

Skin aging is the first and most visible sign of aging in the body. Technical advance-
ments in recent years have allowed for a broader examination of the aging process in
various types of skin cells. Fibroblasts, as the most numerous types of cells in the der-
mis, are directly or indirectly responsible for most skin aging characteristics [39]. Sharma
et al. [6] demonstrated significantly decreased SIRT6é expression in fibroblasts of older
individuals (above 50 years old) compared to younger individuals (below 18 years old).
Furthermore, it was shown that fibroblasts of older individuals were more resistant to
reprogramming into induced pluripotent stem cells (iPSCs) compared to fibroblasts of
younger individuals. The inclusion of SIRT6é with classical Yamanaka factors in older
fibroblasts improved their reprogramming efficiency, which was then similar to that of
younger individuals [6].

MicroRNAs (miRNAs) are a class of non-coding RNAs that play a significant role in
gene regulation; modulating numerous biological processes; including aging. The influence
of miRNAs on the post-transcriptional regulation of SIRT6 is still being studied. Sharma
et al. [6] confirmed that SIRT6 regulates the transcription of miR-766, and blocking miR-766
significantly improves the efficiency of reprogramming aging cells. Higher levels of miR-
766 in older fibroblasts were inversely correlated with SIRT6 levels [6]. Increasing SIRT6
activity in fibroblasts may therefore slow down skin aging.

An important factor accelerating the aging of the organism is an unhealthy diet and
low levels of physical activity and their far-reaching consequences in the form of metabolic
syndrome. SIRT6 is indicated as a potential therapeutic target against metabolic syndrome.
This protein is associated with calorie reduction. Activating SIRTé is also suggested to have
potentially beneficial effects on age-related metabolic diseases. The development of small
molecule SIRT6 activators could therefore have great therapeutic potential [40].
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4. Metabolic Activity

SIRTé is involved in regulating glucose homeostasis in the body. It has been shown
that SIRT6 levels are increased during fasting. Additionally, by increasing the expression of
genes involved in gluconeogenesis, it controls this process in the liver. Zhong et al. [41]
discovered that the expression of gluconeogenic genes was increased in livers with SIRT6é
deficiency. Researchers also identified the role of SIRT6 as a corepressor of Hiflx (Hypoxia-
inducible factor 1«), a critical regulator of the response to nutritional stress. Cells deficient
in SIRT6 exhibit increased Hifla activity, thus showing increased glucose uptake. SIRT6,
therefore, acts as a corepressor of the transcription factor Hifle, reducing glycolysis during
normal nutrition and stimulating mitochondrial fatty acid oxidation [41].

Kim et al. [42] pointed out that liver-specific deletion of SIRT6 in mice leads to pro-
found changes in gene expression, causing increased glycolysis, intensified triglyceride
synthesis, decreased (3-oxidation and liver steatosis. Other authors suggest that SIRT6
may therefore be a potential target in the treatment of liver diseases characterized by
lipid accumulation [43].

Dominy et al. [11] indicated the usefulness of activating liver SIRT6 in the therapeutic
treatment of insulin-resistant diabetes. Xiong et al. [44] demonstrated a significant decrease
(50%) in glucose-stimulated insulin secretion in mice subjected to SIRT6 knockdown in
pancreatic beta cells. The mice also had lower levels of ATP in the studied cells compared
to the wild-type control group. An increased number of damaged mitochondria was also
identified. Based on the obtained results, the authors suggested that SIRT6 regulates proper
insulin secretion through the regulation of mitochondrial glucose oxidation. Therefore,
activating the protein may be helpful in improving insulin secretion in diabetic states. The
process described here takes place in the mitochondria. This underscores that SIRT6 acts in
many cellular organelles, so it can be said that it acts throughout the cell.

Further experiments have indicated that mice with SIRTé knockout were more suscep-
tible to high-fat diet-induced obesity, attributed to adipocyte hypertrophy. Moreover, in-
creased macrophage infiltration into the examined adipose tissue was observed, indicating
an intensified inflammatory process in these mice. It was found that SIRT6 regulates energy
homeostasis by modulating the activity and expression of lipase in adipose tissue [45]. Kanfi
et al. [40] noticed increased glucose tolerance and insulin secretion stimulated by glucose in
mice with SIRTé overexpression. Their study indicated that SIRT6 overexpression increases
triglyceride clearance in the blood and reduces triglyceride production in adipose tissue.
Mice with SIRT6 overexpression subjected to a high-fat diet accumulated significantly less
visceral fat, LDL cholesterol and triglycerides compared to wild-type mice. This suggests a
protective role of SIRT6 against metabolic consequences of obesity caused by an improper
diet [40]. Tang et al. [46] came to similar conclusions—SIRT6 overexpression in the arcuate
nucleus of the hypothalamus in mice reduced their body weight induced by a high-fat diet.
A decrease in the weight of eWAT (epididymal white adipose tissue) and iWAT (inguinal
white adipose tissue) and adipocyte size was also observed. Furthermore, the impairment
of leptin activity in the POMC neurons of mice subjected to SIRT6é neuron-specific knock-
out was demonstrated. These mice exhibited a predisposition to obesity and increased
food consumption.

Increased SIRTé levels were observed in in vivo models—in mice after fasting, rats
after caloric restriction and in vitro—in cell cultures in a medium deprived of nutrients. The
authors indicated that the increase in SIRT6 levels is caused by the stabilization of the SIRT6
protein, not an increase in SIRT6 transcription. Moreover, p53 positively regulates SIRT6
protein levels under standard growth conditions but does not play a role in regulating
SIRT6 under caloric restriction [47]. It is widely known that calorie restriction diets (CR)
slow down aging processes and may contribute to extending life [48]. In light of the above
research, it can be suggested that the beneficial effects of a calorie-restricted diet are strongly
related to increased SIRT6 stability, and the increased expression of the protein generated
by factors other than starvation may exhibit similar effects to CR [47]. The role of SIRT6 in
metabolism has been summarized in Table 1.
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Table 1. Role of the SIRT6 in metabolic activity regulation.

SIRT6 and Metabolic Activity

SIRT6 plays a protective role against the metabolic consequences
of diet-induced obesity, which suggests a potentially beneficial
effect of SIRT6 activation on age-related metabolic diseases [40].
In obese patients, the expression of SIRT6 is reduced. It suggests
that SIRT6 is an attractive therapeutic target for treating obesity
and obesity-related metabolic disorders [45].

SIRT6 plays a critical role in fat metabolism, and may therefore be
Fat metabolism a potential target in the treatment of liver diseases characterized
by lipid accumulation [42].

Obesity

Activation of hepatic by SIRT6 may be therapeutically useful for
Carbohydrate metabolism treating insulin-resistant diabetes [11].
SIRT6é may be useful to improve insulin secretion in diabetes [44].

SIRT6 is an important molecular regulator for POMC neurons to

Bupeigy balstice promote negative energy balance [46].
SIRT6 appears to function as a corepressor of the Hifl x—a critical
regulator of nutrient stress responses [41].

Other Expression of SIRT6 increased upon nutrient deprivation in

cultured cells. The increase in SIRT6 levels is due to the
stabilization of the SIRT6 protein, and not via an increase in
SIRT6 transcription [47].

The “sirtfoods” diet, combing sirtuin-activating foods belonging to both Mediter-
ranean and Asian diets, may be a promising dietary strategy in preventing chronic dis-
eases, thereby ensuring healthy aging [4%]. “Sirtfoods” can be found in: olive oil [50];
red wine [51]; grapes [52,53]; apple, strawberries, onion and cabbage [53]; soybeans [54];
tofu [55]; licorice [56]; shallot [56]. Pallauf et al. [49] suggested that omega-3 fatty acids,
vitaming and antioxidants do not work in isolation. They should synergistically work to
prevent chronic diseases.

5. Inflammation

The role of SIRTé's involvement in inflammation is complex. This protein can have
both pro- and anti-inflammatory properties, depending on the type of cells involved [36]. It
has been suggested that SIRT6 acts as a pro-inflammatory agent by functioning as a lysine
deacetylase, removing fatty acyl modifications from K19 and K20 of TNF-x and thereby
promoting the secretion of TNF-a from the cell [57].

A characteristic feature of inflammatory diseases is endothelial dysfunction. Fac-
tors associated with this phenomenon include the increased release of pro-inflammatory
cytokines, adhesion molecules and tissue matrix-degrading enzymes (collagenases and oth-
ers). At the transcriptional level, this is regulated by the histone deacetylase SIRT6 through
its action on the pro-inflammatory transcription factor nuclear factor-xB (NF-xB) [58]. In
a study by Lappas et al. [59], the role of SIRT6 in regulating inflammation in endothelial
cells was determined. They evaluated markers of inflammation in human umbilical vein
endothelial cells (HUVECs) in the presence of lipopolysaccharide (LPS) as a model agent
for initiating inflammation. LPS decreased SIRT6 expression in HUVEC cells, which agrees
with previous observations by other authors [60,61]. In contrast, SIRT6 knockdown in-
creased the expression of a number of pro-inflammatory cytokines (IL-18, IL-6, IL-8), the
COX-prostaglandin system, extracellular matrix remodeling enzymes (MMP-2, MMP-9
and PAI-1), the adhesion molecule ICAM-1 and angiogenesis-related growth factors (VEGF
and FGF-2). Knockdown of SIRT6 increased the expression of NF-xB. In contrast, SIRT6
overexpression was associated with decreased NF-xB transcriptional activity. Thus, they
indicated that the loss of SIRT6 in endothelial cells is associated with the up-regulation of
genes involved in the progression of inflammation and associated vascular remodeling.
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Hence, the authors conclude that the up-regulation of SIRT6 expression is a potential
pharmacological target for drugs that reduce the inflammatory destruction of blood vessels.
Such action will have the potential to nullify the negative manifestations of cardiovascular
disease, diabetes and a range of neurodegenerative diseases. An extensive discussion of
this topic was carried out in the work of Guo et al. [62].

Earlier, the role of LPS was identified as a factor that decreases the expression of
SIRTS. It is suggested that this mechanism is based on the weakening of NF-xB signaling
through H3K39 deacetylation on chromatin. NF-kB is a key factor involved in regulating
cell apoptosis, aging, inflammation and immune system function [63]. Hyperactive NF-xB
signaling can therefore contribute to both normal and premature aging. Hence, the role of
SIRT6 in reducing the activity of this factor is significant [64].

Balestrieri et al. [37] demonstrated reduced SIRT6 expression and lower interstitial
collagen content in cells obtained from homogenates of atherosclerotic plaques from the
carotid arteries of people with diabetes compared to plaques obtained from people without
diabetes. In addition, plaques obtained from patients with diabetes were characterized
by greater inflammation and oxidative stress. Subsequent trials showed that atheroscle-
rotic plaques obtained from diabetic patients treated with GLP-1 (glucagon-like peptide-1
receptor) drugs for 26 =+ 8 months indicated higher expression of SIRT6 and collagen, as
well as a lower intensity of inflammation and oxidative stress than cells obtained from
untreated patients. This indicates the involvement of SIRT6 in the inflammatory changes
of atherosclerotic lesions in diabetes and the role of GLP-1 in modulating it. These results
were further supported by observations in an in vitro model. Endothelial progenitor cells
(EPCs) and endothelial cells (ECs) were used as model cells. Both types of cells treated
with high glucose medium (25 mmol/L) in the presence of GLP-1 (100 nmol/liraglutide)
showed higher expression of SIRT6 and lower expression of nuclear factor-kB compared to
control cells (only treated with high glucose). The results obtained by Balestrieri et al. [37]
confirmed the controlling involvement of SIRT6 in the inflammatory pathways of diabetic
atherosclerotic lesions. From the perspective of skin wellbeing, this is an important obser-
vation. The incidence of diabetic complications involving the skin and its appendages is
high, and identifying treatment options to nullify the underlying pathomechanism, i.e.,
vascular destruction, is an important topic here.

The promising role of SIRTé regulation is indicated to support the treatment of:
atherosclerosis [65]; diabetic atherosclerosis [66]; diabetes-associated inflammatory dis-
eases [67]; diabetic nephropathy [68]; adipose tissue inflammation [69]; oxidative stress in
the heart triggered by high-fat diet-induced obesity [70] and osteoarthritis [61,71].

6. Role in the Wound Healing Process

With age, the loss of homeostasis leads to a series of clinical consequences, including
impaired wound healing. Macrophages play a key role in wound healing, as they are re-
sponsible for suppressing excessive inflammatory states, removing cell debris and initiating
and coordinating tissue remodeling and regeneration [72,73]. Activated macrophages can
be divided into two phenotypes: M1 (mainly involved in pro-inflammatory responses) and
M2 (responsible for anti-inflammatory actions) [19,73].

SIRTé is considered a key factor in switching macrophage phenotypes and migratory
responses, and therefore, it is believed to play a role in the wound healing process [18]. To
illustrate the effect of SIRT6 on wound healing, Koo et al. [18] created a mouse model with
SIRT6 deletion (mS6KO). Wounds were excised on the dorsal skin of female mS6KO and
control group mice (WT). Slower wound healing was observed in mS6KO mice. Reduced
collagen content in the granulation tissue of mS6KO mice was demonstrated, as well as sup-
pressed angiogenesis gene activity in mS6KO mice. Moreover, increased M1 macrophage
infiltration with decreased M2 macrophage numbers, as well as more pro-inflammatory
cytokines TNF-a, IL-13 and IL-6 were noted. This suggests that the specific deficiency
of SIRT6 in bone marrow cells has an impact on the temporal response of the wound
healing process by inhibiting epithelial regeneration, angiogenesis and collagen deposition.
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Thandavarayan et al. [22] arrived at similar conclusions. In a mouse model with diabetes,
they showed that SIRT6 deficiency reduced VEGF expression, increased the expression
of pro-inflammatory markers (including TNF-«, IL-1) and intensified oxidative stress
when siRNA against SIRT6 was administered. Yang et al. [74] described the molecular
mechanism that connects SIRT6 and angiogenesis.

Furthermore, exogenous substances that are associated with the modification of the
intensity of sirtuin expression can affect changes in the rate of wound healing. This issue
has been the subiject of several research projects [75-79].

Resveratrol, a sirtuin activator, by increasing the proliferation of keratinocytes, acceler-
ates wound healing, while sirtinol, a sirtuin inhibitor, will delay their closure. This suggests
the role of administering natural or synthetic SIRT6 activators as factors accelerating wound
healing processes [77].

Flavonoids are polyphenolic secondary metabolites synthesized by fungi and plants;
possessing various pharmacological activities. It has been shown that compounds from
this group modulate the activity of SIRT6 by altering its structure.

SIRT6 activators presumably bind near the acetylated peptide substrate binding site.
Inhibitors, on the other hand, are likely to bind in a way that disrupts NAD* binding.
Cyanidin is indicated as the strongest SIRT6 activator [80]. Other activators include: N-
acetylamines [81], icariin [82], ergothioneine [83]. Significant inhibitory power for SIRT6
activity has been shown for galloylated catechins [80]. Compounds that will exhibit
inhibitory activity on SIRT6 activity include quercetin, vitexin [84], peptides containing
netioacetylated lysine [85] and EX-527 [86]. The role of SIRT6 in the wound healing process

is shown in Figure 3.
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Figure 3. The role of SIRT6 in the wound healing process.

7. Role of Physical Activity

Appropriate levels of physical activity are an important element in preventing pre-
mature disability, the progression of various lifestyle diseases and aging. Increasing the
endurance capacity of skeletal muscles is a new strategy in the fight against metabolic
diseases associated with obesity, and this can be achieved by shifting skeletal muscle fibers
towards slow-twitch, oxidative fibers. Aging leads to a gradual decrease in physical activity
and disturbances in energy homeostasis. Numerous studies have focused on the correlation
between changes in activity levels and SIRT6 expression [87-92] (Figure 4).
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Figure 4. Modifying role of physical activity and the influence of SIRT6 on metabolism based on: [35,85-90].

The expression of SIRT6 is increased in chronically exercising individuals. Introducing
resistance training as a modification of current physical activity allows for an increase
in SIRT6 concentration in the blood of older men [65]. A factor that increases SIRT6
expression is significant weight loss achieved through diet therapy and exercise in morbidly
obese individuals [88].

SIRTé6 regulates aging and a series of metabolic processes. Roichman et al. [89] showed
that SIRT6 overexpression leads to a reduction in frailty and an extension of lifespan in
both male and female mice. Older transgenic SIRT6 mice maintained normal glucose
production in the liver and glucose homeostasis by improving the utilization of two major
gluconeogenic precursors, lactate and glycerol. Therefore, SIRT6 overexpression protected
older individuals from impaired carbohydrate homeostasis. The authors indicated that the
mechanism of this beneficial phenomenon is associated with increased gene expression
for proteins involved in gluconeogenesis in the liver, de novo synthesis of NAD* (which
is also the basis for the beneficial effects of physical training) and systemically increases
the release of glycerol from adipose tissue. SIRT6 optimizes energy homeostasis in older
age, which is associated with the carbohydrate theory of aging. It was also noted that it is
precisely SIRT6 that mediates the beneficial effect of regular physical activity in preventing
insulin resistance [90].

The study by Song et al. [91] indicated that SIRT6 is crucial in regulating the con-
figuration of muscle fibers toward the oxidative type. They also indicated that a SIRT6
activator (MDL801) could produce the same effects as physical training. Genetic inactiva-
tion of SIRT6 in skeletal muscle decreased, while its transgenic overexpression increased
mitochondrial oxidative capacity and exercise performance in the model animals studied.
The authors indicated that the ablation of SIRT6 in skeletal muscle led to reduced exercise
performance. The authors tested the hypothesis that SIRT6é induction may be mediated
by endocrine/paracrine signaling (Il-6 enhanced SIRT6 expression) and/or a stimulus
effect (stimulating the muscle with electrodes also enhanced SIRT6 expression). SIRT6
ablation also reduces the number of mitochondria; knockout muscles also had significantly
more mitochondria with abnormal structures. Reduced mitochondrial DNA content and
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suppressed expression of genes related to mitochondrial biogenesis were observed. The
consequence was the suppression of basal, ATP-related and maximal respiration in SIRT6
knockout mice observed in this study. SIRT6 ablation impairs the ability to meet the cell’s
energy needs through oxidative phosphorylation [91].

The mechanism linked SIRT6 to the downregulation of Soxé, a key repressor of the
free-fiber-specific gene, by increasing CREB transcription. This mechanism demonstrates
how suppressed SIRT6 expression links to the mitochondrial theory of aging in how the
beneficial effects of regular physical activity on life extension and quality of life binding
can be explained.

It has also been indicated, in studies conducted on young men, that even a single
bout of aerobic exercise (at 80% of peak oxygen uptake) will affect the expression of SIRT6
and telomerase, the enzyme responsible for maintaining the proper length of telomeres
protecting the ends of DNA strands [92]. This observation will again allow for linking
SIRT6 to the telomeric theory of aging.

8. Conclusions

Research suggests that the activation of SIRT6 and its role in various biochemical
processes may have a positive impact on health and longevity. Several pathomechanisms
associated with accelerated aging of the body as a whole, as well as individual systems,
could be inhibited by an increased expression of this protein. Modulating SIRT6 activity
can therefore be a valuable tool for supporting the treatment of age-related diseases and
improving quality of life, thereby contributing to longevity. In addition to well-known
lifestyle modifications, such as caloric restriction and intermittent fasting, research is being
conducted to identify new pharmacologically active molecules and dietary components
with recognized roles in promoting longevity. Furthermore, physical activity might be a
valuable tool for modifying and /or modulating SIRT6 for health and longevity. As seen
in relation to the presented results in this review, not all aspects related to the activity of
SIRT6 are fully understood. Hence, there is a necessity and need for systematic, controlled
research into this continually emerging area of investigation.
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1. Wstep i cel

Otylos¢ i zwiazane z nig schorzenia staty si¢ globalnym problemem medycznym — w
2022r. 43% os6b dorostych charakteryzowato si¢ nadwagg a 16% otyltoécig. Wedtug
WHO (ang. World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia) otylo§é
definiuje si¢ jako ,nieprawidlowe lub nadmierne gromadzenie sie tkanki thuszczowej,
ktére moze mieé niekorzystny wplyw na zdrowie”. Podstawowa przyczyng otytosci jest
brak réwnowagi pomig¢dzy kaloriami spozywanymi a wydatkowanymi. Nadwagg i
otytos¢, uwazane dawniej za problem krajéw o wysokich dochodach, coraz czgsciej
obserwuje si¢ obecnie w krajach o dochodach $rednich oraz niskich. Nierzadko zdarza
sig, ze otylos¢ paradoksalnie wspolistnieje z niedozywieniem w tym samym kraju,
spoteczno$ci czy nawet w tym samym gospodarstwie domowym [1].

Rozwojowi otylosci sprzyja coraz czeSciej wystepujacy siedzacy tryb Zycia, brak
aktywnosci fizycznej oraz spozywanie produktéw o duzej zawartosci energii w postaci
cukrow prostych oraz thuszczoéw [1]. Czynniki te obserwowano zwlaszcza w okresie
pandemii Covid-19 [2,3]. Ponadto wskazuje si¢ takze inne czynniki predysponujace do
otylosci, niezalezne od bilansu kalorycznego, takie jak: wplyw neuroendokrynnej
aktywnosci mozgu, zmiany ilosciowe 1 jakosciowe mikrobioty jelitowe) czy
zmniejszenie masy mig¢$niowej i sity [4].

Nadmierne otluszczenie organizmu jest znanym czynnikiem ryzyka wystapienia
szeregu choroéb cywilizacyjnych, do ktérych zaliczy¢ mozna przede wszystkim:
nadcis$nienie t¢tnicze, chorob¢ niedokrwienng serca [5], cukrzyce typu 2 1 inne
zaburzenia metabolizmu weglowodandw [6], stluszczenie watroby [7], bezdech senny
[8], tuszczycowe zapalenie stawdw [9], zaburzenia miesigczkowania (prowadzace do
braku owulacji i bezptodnosci) [10] oraz niektére rodzaje nowotwordw (m.in. nerek,
trzustki, zotadka, jelita grubego, piersi, jajnika, pgcherzyka zétciowego i tarczycy) [11].
Wszystkie te choroby moga prowadzi¢ w blizszej lub dalszej perspektywie czasu do
zwigkszonego ryzyka $mierci [5]. Poglebiajgcy si¢ kryzys zdrowotny, jakim jest otylosc,
odwraca niedawny wzrost §redniej dlugosci zycia i stanowi ogromne obcigzenie dla
systeméw opieki zdrowotnej. Wskazuje si¢ takze na duze obcigzenie ekonomiczne i
gospodarcze — opuszczone dni w pracy spowodowane chorobg [12,13].

Otyto$¢ to nie tylko zwigkszona ilo$¢ tkanki tluszczowej, ale takze zwigkszone
uwalnianie adipokin do krwiobiegu. Ze wzgledu na ogdlno$wiatowy problem otytosci,
adipokiny zyskuja coraz wigksze znaczenie w diagnostyce i nowych strategiach
farmakologicznych tej jednostki chorobowej [14].
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2. Material i metoda

Dokonano przegladu artykutéw naukowych o charakterze przeglagdowym oraz ba-
dawczym z lat 2017-2024. Przeglad oparto na pozycjach wyszukanych przy pomocy
bibliometrycznej bazy danych PUBMED. Wyselekcjonowanie odpowiednich pozycji
naukowych byto mozliwe dzigki zastosowaniu stéw kluczy: otytos¢ (ang. obesity), tkanka
tluszczowa (ang. adipose tissue), adipokiny (ang. adipokines), leptyna (ang. leptin).
Kryterium wiaczenia stanowit jgzyk (wlgczono prace napisane w j¢zyku polskim i angiel-
skim) oraz dostgpnos$¢ do pelnej wersji publikacji naukowej. Procz opisu pierwszych
badan dotyczacych leptyny, nie omawiano badan prowadzonych w modelu zwierzgcym.

3. Wyniki

3.1. Tkanka thuszczowa

Tkanka thuszczowa (AT, ang. adipose tissue) jest dynamicznym narzadem, rozmiesz-
czonym w calym organizmie. Nalezy do grupy tkanek tacznych, majacych zapewnic¢
spdjnos¢ narzadom i uktadom [15,16]. Zbudowana jest z komérek thuszczowych — adi-
pocytoéw, preadipocytéw i komérek uktadu odpomosciowego. Nieustannie ulega prze-
budowie, posiada niemal nieograniczong zdolnoé¢ do rozszerzania si¢ w czasie otytodci
[16,17]. Stanowi od 20-28% masy ciala zdrowych osob, w zalezno$ci od plci i stanu
energetycznego. W otyto$ci moze stanowi¢ do 80% masy ciata [15].

Tkanka thuszczowa, oprocz regulowania homeostazy energetycznej, petni funkcj¢
ochraniajacg mechanicznie narzady, sama jest takze narzadem endokrynnym. Wydziela
cytokiny zwane adipokinami, ktére wplywaja na funkcje szeregu tkanek oraz catego
organizmu [18-21].

Wyrézniono bialg tkank¢ thuszczowa (WAT, ang. white adipose tissue) oraz brg-
zowg tkanke tluszczowq (BAT, ang. brown adipose tissue). Najwigksza czgéé AT to
WAT, ktdra sktada si¢ gtéwnie z adipocytow, ale zawiera rébwniez preadipocyty, fibro-
blasty, komorki odpomo$ciowe oraz komorki naczyniowe [15, 16, 22]. WAT znajduje
si¢ w glownych narzadach i naczyniach krwionosnych w jamie brzusznej oraz w tkance
podskomej i wytwarza duza liczbg adipokin i lipokin [15]. BAT stanowi Srednio 4,3%
calej AT u osoby dorostej i mozna ja znalez¢é w odcinku szyjnym, nadobojczykowym,
pachowym, przykregostupowym, érédpiersiowym oraz w zlogach brzusznych. Pemi
funkcje ochronng przed hipotermig, poprzez rozpraszanie energii w postaci ciepta (termo-
geneza). Wskazuje si¢ takze na dziatanie BAT przeciw otylosci i cukrzycy [15, 16, 23].

Otylo$¢ powoduje przewlekly stan zapalny tkanki thiszczowej o niskim nasileniu.
W obrazie otyto$ci, AT moze si¢ rozszerza¢ poprzez powigkszenie istniejacych adipo-
cytow (hipertrofia) lub poprzez zwigkszenie liczby adipocytow (hiperplazja). Maksymalna
hipertrofia moze skutkowaé¢ wyczerpaniem zdolnosci magazynowania lipidow w adipo-
cytach i wywotaé ektopowe magazynowanie tluszczu w innych narzadach, takich jak
watroba, przyczyniajac si¢ tym samym do rozwoju zespotu metabolicznego. Ponadto,
zwigkszone magazynowanie lipiddw powoduje niedotlenienie i zwigkszona $mieré
komorek. Adipocyty zaczynajg wydzielaé cytokiny prozapalne, przede wszystkim: czynnik
martwicy nowotwordw (TNF-a, ang. Tumor Necrosis Factor a), interleukiny: IL-6, IL-8
oraz MCP-1 (bialtko chemotaktyczne monocytow) [16,22].
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3.2. Adipokiny

W okresie obejmujagcym lata 50.-70. XX w., w badaniach prowadzonych w mo-
delach zwierzgeych wykazano na istnienie czynnikéw regulujacych mase ciata wyste-
pujacych w krazeniu — adipokin. Odnotowano normalizacj¢ masy ciala otylych gryzoni,
po wprowadzeniu do ich krwiobiegu krwi pobranej od gryzoni szczuplych [24-26].
Odkrycia te rozpoczety nowy kierunek badan zwigzanych z patofizjologia otytosci.

Pelen gamitur ludzkich adipokin nadal nie jest w dok}adnie scharakteryzowany,
jednak wskazuje si¢ na obecno$¢ 600 potencjalnych biatek wydzielanych przez tkanke
tluszczowa. Adipokiny wytwarzane przez AT sa substancjami biologicznie aktywnymi,
dziatajagcymi jak hormony. Komdrkowe biatka sygnalizacyjne regulujg réZne procesy
biologiczne w narzadach docelowych, w tym w migsniach, sercu, moézgu, trzustce,
watrobie i uktadzie odpornosciowym [17].

Adipokiny przyczyniajg si¢ do regulacji apetytu i sytosci, dystrybucji thuszczu,
wydatku energetycznego, nasilenia stanu zapalnego oraz homeostazy weglowodanowej
poprzez kontrole wydzielania insuliny i wrazliwosci tkanek na ten hormon [21].
U os6b z prawidlowym stanem metabolicznym istnieje rownowaga pro- i przeciwzapal-
nych adipokin [17]. W otylo$ci, wzrost WAT prowadzi do zmian w profilu adipokin —
zwieksza si¢ stezenie adipokin prozapalnych (leptyna, rezystyna) oraz obniza si¢ stg-
zenie adipokin przeciwzapalnych (adiponektyna) [19]. Trzewna akumulacja tkanki thusz-
czowe]j zwigzana jest z przerostem adipocytow, ktore rekrutuja naciekajace komorki
odpomosciowe. Uwalniane sg adipokiny, ktore prowadza do rozwoju ogdInoustrojowego
stanu zapalnego o niskim nasileniu (LGI, ang. Low Grade Inflamination) oraz szeregu
konsekwencji metabolicznych, w tym przede wszystkim insulinoopornosci.

Zwigkszone zuzycie energii, np. poprzez zastosowanie ¢wiczen fizycznych, bedzie
stymulowalo termogenez¢ i poprzez popraw¢ metabolizmu weglowodandéw zwiazang
ze zwigkszong utylizacjg glukozy przez tkanki insulinowrazliwe, bedzie wywolywaé
obnizenie LGI [20]. Wydzielanie leptyny zmienia si¢ w dysfunkcji tkanki thuiszczowej
i moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju choréb zwigzanych z otytoscia [21]. To dwustronne
polaczenie leptyna — AT pozwala na projektowanie szeregu mozliwosci terapeutycznych.

3.2.1. Leptyna i mozliwosci terapeutyczne

Leptyna, jedna z najbardziej znanych adipokin prozapalnych to hormon peptydowy,
zawierajacy 167 reszt aminokwasow, wytwarzany gtownie przez WAT [27]. Mniejsze
ilosci leptyny wykryto takze w BAT, tozysku, zotgdku, migsniach, szpiku kostnym, zg-
bach i mézgu. Leptyna krazy we krwi w postaci wolnej (forma aktywna biologicznie),
jak i zwigzanej z biatkami osocza. Rownowaga migdzy wolng i zwiazang leptyna reguluje
jej biodostepno$¢ [28]. Leptyna bierze udziat w kontroli apetytu, uczucia sytosci, przyj-
mowania pokarmu, wydatku energetycznym, funkcjach rozrodezych oraz plodnosci
[27]. Jej stgzenie we krwi jest wprost proporcjonalne do masy tkanki thuszczowej
i odzwierciedla stan metaboliczny organizmu - zwigksza si¢ u pacjentdw z otyloscia
oraz po spozyciu pokarmu i zmniejsza przy utracie wagi oraz podczas postu [29]. Me-
chanizm ten jest zwigzany z adaptacyjng odpowiedzig fizjologiczng na stan glodu [28].
Wydzielanie leptyny jest stymulowane poprzez insuling, kortykosteroidy oraz TNF-a,
a hamowane pod wplywem katecholamin oraz hormonéw tarczycy [28].

Hiperleptynemia wywotana otylo$cig stymuluje produkcje cytokin prozapalnych:
TNF-q, IL-6, IL-2, IL-1p oraz hamuje uwalnianie cytokiny przeciwzapalnej (IL-4)
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oraz adiponektyny [17,20]. Leptyna stymuluje wydzielanie TNF-a, a z drugiej strony
ekspozycja na TNF-a zwigksza ekspresj¢ leptyny w tkance thuszczowej. Taki mecha-
nizm tworzy petle sprz¢zenia zwrotnego promujgca stan zapalny, ktory u wigkszosci
pacjentow otylych przyjmuje forme LGI [28].

Pionierskie badania nad leptyng dotyczyty jej roli w regulacji homeostazy energe-
tycznej i otylosci, a punkty uchwytu tego biatka wskazywano na poziomie centralnego
uktadu nerwowego. Zauwazono, Ze u 0séb z niedoborem leptyny w dziecinstwie rozwija
si¢ otylos¢. Pacjentow tych leczono substytucyjnie leptyna, ktora hamowata nadmierny
apetyt i zwickszata wydatek energetyczny. Obecnie wiadomo, ze wigkszo$¢ otytych
pacjentéw charakteryzuje si¢ jednak podwyzszonym st¢Zeniem krazacej we krwi leptyny
w poréwnaniu z osobami o prawidlowej masie ciata [30]. Wskazuje si¢, ze u tych oséb
wystepowaé moga mechanizmy zwigzane z opormo$cig na ten hormon [31]. Jednak
dokladne poznanie tych mechanizméw wcigz pozostaje niezbadane. Wskazuje si¢ migdzy
innymi na upo$ledzenie transportu leptyny przez barier¢ krew mozg [32]. W zwiazku
z tym, terapie farmakologiczne otylosci z zastosowaniem leptyny wymagaja prowa-
dzenia dalszych badan.

Tabela 1. Czynniki warunkujace zmiany stezenia leptyny
Bodzec Kierunek zmian stezenia
leptyny

Operacja bariatryczna [33]

20 zabiegow krioterapii ogélnoustrojowej
BMI>30 [34]
20 zabiegow krioterapii ogélnoustrojowej
BMI <249 [34]
20 zimowych kapieli wodnych
BMI prawidiowe [35]
Dieta ketogeniczna [36]

Zmodyfikowana dieta $rédziemnomorska [37]

Dieta bogata w blonnik [38]

Dieta wysokobiatkowa
i niskoglikemiczna [39]
Stosowanie oleju z czarnuszki
(Nigella sativa L.) [40]
Trening acrobowy [41, 42]

l — —— — — —— l «—

Trening oporowy [43]

Zrédto: opracowanie wlasne; # spadek stgZenia; $ wzrost stezenia;  —pbrak zmian; BMI (ang. Body Mass
Index) [kg/m?)

W pracy Wilhelm i wsp. (2021) porownano wyniki badan biochemicznych krwi
98 pacjentow — w tym wyniki 47 oséb oczekujgcych na operacje bariatryczng (wiek
45,04 + 10,67 lat; BMI 46,92 +7,42 kg/m?) z wynikami 51 0s6b po operacji bariatrycznej
(wiek 41,67 11,27 lat; BMI 32,21 24,43 kg/m?). Stwierdzono istotnie wyzsze st¢zenia
leptyny u skrajnie otylych pacjentdw przed operacja bariatryczng i wskazano na zna-
czace obnizenie st¢zenia tego biatka w surowicy po operacji bariatrycznej (p < 0,001).

39

91



Adrianna Dzidek, Anna Piotrowska
Wzrost masy tkanki thiszczowej prowadzi do znacznej indukcji leptyny, a jej ekspresja
zmniejsza si¢ podczas utraty masy ciala [33].

Najskuteczniejszg aktywacje BAT u ludzi uzyskuje si¢ termogeneza wywotang
zimnem [44]. Leitner i wsp. (2019) wskazali, ze aktywnos¢ BAT zbliza si¢ do szczytowej
funkcji tuz po rozpoczgeiu chlodzenia. Po usunigeiu ekspozycji na zimno aktywna
objeto$¢ BAT spada, jednak proces dezaktywacji utrzymuje si¢ nawet do kilku godzin.
Kinetyka ludzkiego BAT charakteryzuje si¢ zatem szybkim wzrostem w odpowiedzi
na bodziec kriogeniczny, ale stopniowym spadkiem po ponowny ogrzaniu organizmu
[45]. Na tej podstawie wskazuje sie, ze krotkotrwala ekspozycja na zimno, jakg jest
krioterapia ogdlnoustrojowa, moze by¢ stosowana w celu aktywacji BAT i leczenia
otytosci oraz chorob wspolistniejacych.

Leptyna, odgrywajaca kluczowg rolg¢ w kontroli homeostazy energetycznej, dziata
poprzez wiazanie z receptorami LepR (receptor dla leptyny), wystgpujacymi giownie
w podwzgorzu. Biatko to stymuluje termogenezg BAT poprzez aktywacj¢ osrodkowych
LepR dziatajgcych giéwnie poprzez sympatyczny uktad nerwowy [44]. Obnizenie ste-
zenie leptyny podczas serii zabiegdéw krioterapii ogoélnoustrojowej, na co wskazuja
ponizsze prace, moze zatem byc¢ §cile powigzane z aktywacja BAT.

Pilch i wsp. (2022) odnotowali znaczny spadek ste¢zenia leptyny oraz TNF-o po
seril 20 zabiegéw krioterapii ogolnoustrojowej (WBC, ang. Whole Body Cyrotherapy)
u mezczyzn z roznymi stopniami otytosci (grupa o BMI 30-34,9 kg/m? oraz grupa
0 BMI > 35 kg/m?). W grupie kontrolnej, o prawidtowej masie ciata (BMI < 24,9) nie
wskazano roznic w stezeniu leptyny po serii zabiegéw WBC [34]. Ptaszek i wsp. (2023)
analizowali zmiany stezen wybranych adipokin, w tym takze leptyny, pod wptywem
20 zabiegow WBC oraz 20 zimowych kapieli wodnych (tzw. morsowanie). W badaniu
tym uczestniczyta takze grupa kontrolna, ktdra nie byta poddana Zadnym zabiegom.
Kazda z grup skladata sig¢ z 30 osob (15 mezczyzn i 15 kobiet). Wskazano na wzrost
stgzenia leptyny u kobiet i mgzczyzn uprawiajacych zimowe plywanie oraz tendencj¢
wzrostowg u kobiet poddanych zabiegom WBC. Jedynie u mgzczyzn po serii WBC
odnotowano znamienny spadek stgzenia leptyny [35]. Zaznaczy¢ jednak nalezy, ze
w badaniach tych wzigly udziat osoby 0 BMI uznawanym za warto$¢ prawidlowa. Nato-
miast w projekcie Pilch i wsp. (2022) grupy eksperymentalne stanowity osoby otyte,
ktorych wyjsciowe wartosci stezenia leptyny wykraczaly poza zakres referencyjny.
Moze to oznaczaé, ze pozytywne dziatanie kriostymulacji bedzie zauwazalne jedynie
u 0s0b z zaburzeniami funkcjonowania tkanki thuszczowej lub Ze zmiana stgzenia leptyny
wywotana przez bodziec termiczny bedzie inna u 0séb z prawidtowsg jej aktywnoscig
oraz u 0s0b z leptynoopornoscig. Tezg t¢ podkreslajg kolejne badania, gdzie obnizenie
stgzenia leptyny wskazano po zastosowaniu 10 zabiegéw WBC wykonywanych z czgsto-
tliwoScig raz/dwa razy w tygodniu u osob z cukrzyca typu II lub zespotem metabo-
licznym, ktérych BMI wahato si¢ w granicach 26,5-30,2 kg/m? i odpowiadato osobom
znadwaga i otylo$cia [46].

Poza bodZcowaniem organizmu niskimi temperaturami, badano takze inne mozliwosci
wplywu na sklad ciala, a przez to modyfikowanie st¢zenia leptyny we krwi. Jako terapie
uzupehniajgce, pomagajace regulowac czynniki zapalne, zaleca si¢ niektore skladniki
diety oraz ekstrakty ziolowe [47]. Obecnie wiadomo juz, Ze zastosowanie diety ketoge-
nicznej [36], zmodyfikowanej diety srédziemnomorskiej [37], diety bogatej w blonnik
[38] oraz wysokobiatkowej i niskoglikemicznej [39] moze znaczaco obnizy¢ stezZenie
leptyny. Codzienna suplementacja olejem z czarnuszki (Nigella sativa L.) powoduje
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obnizenie stgZenia cytokin prozapalnych zwigzanych z otyloscig (IL-1, IL-1B) oraz
leptyny [40]. Lederer i wsp. (2022) wskazali na reakcj¢ leptyny zalezna od plci przy
zmianie diety. W wyniku przejscia mg¢zczyzn stosujgcych wczesniej diet¢ mieszang
(fleksitarianizm) na diet¢ bogata w migso po 4 tygodniach stwierdzono istotny wzrost
stgzenia leptyny. U kobiet nie odnotowano podobnych zaleznosci [41]. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze zmiana diety dotyczyla m¢zezyzn zdrowych o prawidiowym BMI. U wo-
lontariuszy, procz roznic w st¢zeniu leptyny, nie odnotowano zadnych niepozadanych
aberracji w wynikach testow laboratoryjnych. Nie jest zatem jasne, czy wzrost st¢zenia
leptyny w tym przypadku prowadzit do patologicznie zwigkszonego stanu zapalnego [41].
Brak negatywnego wplywu mimo wzrostu leptyny moze takze wynika¢ z krétkiego
czasu prowadzenia obserwacji, co jednak wymagatoby potwierdzenia w kolejnych ba-
daniach o przedluzonym protokole badawczym. Na uwage zastuguje jednak obserwo-
wana réznica reakcji na zmiang diety zalezna od pici. Do podobnych wnioskéw doszli
Kempf'i wsp. (2022), ktérzy rowniez potwierdzili, Ze st¢zenie leptyny w surowicy krwi
koreluje z plcig [39].

Osmiotygodniowy trening aerobowy o wysokiej intensywnosci potgczony z dietg
wysokobiatkowa obnizy? st¢zenie leptyny u chtopcéw z otyloscia (wiek 5-12 lat; BMI
pomiedzy 85. a 99. percentylem dla danej grupy wiekowej) [41]. Badania Li i wsp.
(2022) wskazuja, ze juz sam 16-tygodniowy trening aerobowy (4 dni w tygodniu po
60 min) wplynat na znaczace obniZenie st¢zenia leptyny w surowicy krwi u otytych,
nastoletnich dziewczynek [42]. Praca Rezaceshirazi (2022) wskazuje jednak, Ze nie
kazdy rodzaj treningu bedzie tak efektywny jak trening aecrobowy. W randomizowanych
badaniach z udzialem otytych megzczyzn wskazano, Ze trening aerobowy w poréwnaniu
z oporowym moze by¢ uzyteczng formg treningowa u osoéb z grupy ryzyka rozwoju
choréb metabolicznych, w tym poprzez obniZenie st¢zenia leptyny [43]. Wyniki badanh
na ten temat nie sa jednak spdjne. Valinejad i Khodaei (2022) odnotowali spadek stg-
Zenia leptyny zaréwno w grupie z treningiem aerobowym, jak i oporowym. Uczestnicy
badan mieli jednak dodatkowo stosowang diet¢ ketogeniczng, a w grupie kontrolne;j,
ktéra utrzymywata wylgcznie diete ketogeniczng, réwniez nastapit spadek st¢Zenia
leptyny. Nie mozna zatem jednoznacznie stwierdzié, czy przy zastosowaniu samego
treningu oporowego, bez diety ketogenicznej, wyniki bytyby podobne [48]. Pozytywny
wplyw odpowiedniej diety i éwiczen fizycznych na st¢zenie leptyny potwierdzili takze
Salas-Salvad6 i wsp. (2019) oraz Cipryan i wsp. (2021) [49,50].

Leptyna dziata jako cytokina immunomodulujaca, regulujaca reakcje zapalne i funkcje
odpornoéciowe [29]. Zdolnoé¢ do magazynowania energii (regulowana przez sprzezenie
zwrotne migdzy tkanka thuszczowa a mozgiem), koordynowana przez leptyne, jest po-
wigzana ze zdolnoscig tej adipokiny do aktywowania/wygaszania pewnych reakcji
fizjologicznych na podstawie dostgpnosci energii. Jedng z tych reakcji jest zdolnos¢ do
aktywacji uktadu odpornosciowego w celu zwalczania infekcji [51]. Receptor leptyny
ulega ekspresji w calym ukiadzie odpornosciowym, a regulacyjne dziatanie leptyny obej-
muje ukfad odpornosci wrodzonej i nabytej [52]. Przewlekte LGI i podwyzszone steZenie
leptyny w otylosci zaburzaja funkcje uktadu odpornosciowego, zwigkszajac tym samym
ryzyko cigzkiego przebiegu roznych chorob zakaznych, co obserwowano chociazby na
przykiadzie choroby COVID-19 [51, 53].

Dodatkowo leptyna wykazuje dzialanie angiogenne i aterogenne, co wskazuje na jej
potencjalny wplyw na rozwdj chorob wspolistniejacych w otylosci — cukrzycy typu II
oraz chordb uktadu krazenia [17]. ObnizZenie st¢zenia leptyny moze by¢ zatem réwniez
obiecujgcg strategig zapobiegania chorobom cywilizacyjnym wspolistniejagcym z otyloscia.
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4. Whnioski

Adipokiny staja si¢ obiecujagcym celem terapeutycznym u osob z otytoscia. Leptyna,
prozapalna adipokina, odgrywa wazna rol¢ w otylo$ci oraz w patogenezie zaburzen
metabolicznych zwigzanych z t3 jednostka chorobowg. W oparciu o dost¢gpne dowody
naukowe mozna stwierdzi€, ze istotne obniZenie st¢zenia leptyny jest mozliwe do uzy-
skania poprzez zastosowanie odpowiedniej diety, treningéw aerobowych oraz zabiegow
kriostymulacji ogdnoustrojowej. Pojawiaja si¢ dowody na korzystny efekt faczenia kilku
bodzcow, ktorych celem ma byc¢ obnizenie st¢zenia leptyny (przede wszystkim pola-
czenie treningu i diety). Na efektywnos¢ tych niefarmakologicznych metod obnizania
stgzenia leptyny wplyw moze mie¢ ple¢ otylego pacjenta. Modulacja stezenia leptyny
tymi metodami moze by¢ stosowana jako gléwna lub wspomagajaca terapia leczenia
otytosci, zwlaszcza u 0sob, u ktdrych ze wzglgddéw zdrowotnych nie mozna zastoso-
wac leczenia farmakologicznego.
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Streszczenie

Otytos¢ to globalny problem bgdacy uznanym czynnikiem wystgpowania szeregu choréb cywilizacyjnych
i, w konsekwencji: przedwczesnej sSmierci. W patogenezie oraz przebiegu tej choroby obserwuje si¢ zaburzenia
zwigzane z wytwarzaniem oraz aktywnoscig adipokin. Jest to zréznicowana grupa zwigzkow wytwarzanych
przez komérki tkanki thuiszezowej o szerokim wplywie tak na tkanki lokalne, jak i caly organizm. Wplywaja
na kolejne etapy procesow metabolicznych, modulujge jednoczesnie nasilenie stanu zapalnego i stresu oksy-
dacyjnego, rozwdj otylosei 1 innych chordb wspolistniejgeych. W niniejszym przegladzie opisano funkcje jednej
z najwczesniej poznanych, prozapalnych adipokin — leptyny. Podkre§lono jej rol¢ w badaniach dotyczacych
patogenezy otyloéci i jej powiklan, w regulacji apetytu i uczucia sytoéci, a przez to w ilosci przyjmowania
pokarmu. Opisano takze szereg form niwelowania jej patologicznie wysokiego st¢zenia, w tym zastosowanie
diety ketogenicznej oraz bodzcow fizykalnych, w tym Krioterapii ogélnoustrojowej. Opisano znaczenie aktyw-
nosci fizycznej oraz metod laczonych w postaci interwencji dietetyczno-treningowych. Obiecujgce wyniki
notuje si¢ dla zastosowania ¢wiczen aerobowych o wysokiej intensywnosci. Leptyna wcigz pozostaje waznym
markerem oraz celem terapeutycznym dla skutecznych interwencji zwigzanych z leczeniem otylosci.

Stowa kluczowe: otyloé¢, adipokiny, leptyna

Leptin in Obesity — Therapeutic Options

Abstract

Obesity is a global problem that is a recognized factor in a number of diseases of civilization and, consequently:
premature death. In the pathogenesis and course of this disease, disorders related to the production and
activity of adipokines are observed. This is a diverse group of compounds produced by adipose tissue cells
with a wide impact on both local tissues and the whole body. They influence the subsequent stages of me-
tabolic processes while modulating the severity of inflammation and oxidative stress, the development of
obesity and other comorbidities. This review describes the functions of one of the earliest known pro-
inflammatory adipokines - leptin. Its role in studies of the pathogenesis of obesity and its complications, in
the regulation of appetite and satiety sensation, and thus in the amount of food intake, is highlighted. Also
described are a number of forms of leveling its pathologically high concentration, including the use of
ketogenic diets and physical stimuli, including systemic cryotherapy. The importance of physical activity
and combined methods in the form of dietary and training interventions are described. Promising results
are noted for the use of high-intensity aerobic exercise. Leptin still remains an important marker and thera-
peutic target for effective interventions related to the treatment of obesity.

Keywords: obesity, adipokines, leptin
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Abstract: Whole-body cryotherapy (WBC) is a widely used method that exposes the body
to extremely low temperatures to induce physiological responses. While its analgesic,
anti-inflammatory, and anti-edema effects are well-documented, the effects of WBC on
the skin are not yet fully understood. The aim of this study was to evaluate the effects
of a single session of WBC and a series of 10 and 20 treatments on selected biophysical
properties of the skin in normal-weight and overweight or obese subjects. Twenty-three
volunteers took part in the study—12 in the study group (SG, BMI > 27) and 11 in the
control group (CG, BMI 18-25). Skin hydration, transepidermal water loss (TEWL), pH,
and skin elasticity were measured each time before and after the 1st, 10th, and 20th WBC
treatments. All assessments were carried out under standard conditions using specialized
probes. The skin in response to the cryogenic stimulus differed according to BMI and
anatomical location. In SG: skin firmness on the face (p < 0.001) and forearm (p < 0.001),
hydration (p = 0.004), and pH (p = 0.005) on the forearm significantly improved, while
TEWL increased after a series of treatments in both groups (p = 0.028). WBC appears to
be a safe and effective method of modulating the biophysical properties of the skin, with
effects varying by BMI and body region. However, the role of WBCs in exacerbating TEWL
should continue to be observed, and in the future, it is also advisable to develop methods
to offset this adverse effect.

Keywords: cryotherapy; cryostimulation; corneometry; tewametry; cutometry; biophysical
features of the skin; consequences of obesity; safety of treatments

1. Introduction

Whole-body cryotherapy (WBC) is defined as the technique of extreme cooling of the
body (below —100 “C) for a short period (1-3 min) to induce a physiological response to
cold [1]. The term cryostimulation refers to the use of cold exposure among healthy subjects
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(e.g., athletes); cryotherapy, on the other hand, refers to the use of cold in medical treatment
including the management of injuries, inflammation, and other disorders [2].

Cryogenic temperatures have been successfully used in patients with rheumatoid
arthritis [3], multiple sclerosis [4], fibromyalgia [5], and more recently, adjunctively in the
treatment of obesity [6-8]. The effects of cryotherapy on improving mood and mental state
are also indicated [9-11]. Additionally, growing evidence suggests the potential use of low
temperatures in dermatology and cosmetology [12-14].

The skin is responsible for many functions including secretory, sensory, and de-
fense [15]. It protects internal organs and tissues, receives signals from the environment,
and prevents excessive water loss. In addition to its biological functions, it defines a per-
son’s physical appearance, affecting his or her well-being and quality of life [16]. Skin
characteristics such as hydration, pH, and TEWL ensure the integrity of the epidermal
barrier. TEWL, defined as the amount of condensed water diffusing through a fixed area of
the stratum corneum into the air in a given unit of time, is one of the most important param-
eters characterizing the skin barrier. Increased values may be associated with epidermal
barrier dysfunction [17].

In cryotherapy, the skin is directly exposed to low temperatures. A decrease in
peripheral temperature, primarily of the skin, triggers basic thermoregulatory responses
aimed at maintaining a constant body temperature. There is a constriction of blood vessels
in the skin bed, reducing blood flow and consequently minimizing heat transfer between
the body’s core and outer layers [18,19].

As previous studies have indicated, the effects of low-temperature treatments on
the human body are dependent on body composition [8,20]. These reactions are most
likely related to the presence of adipose tissue acting as an insulator. On the other hand,
however, it has also been pointed out that body composition has a strong influence on
skin condition [21]. Individuals with a higher BMI have been reported to have higher
tewametric scores, indicating reduced skin barrier capacity [22]. This may be related to
the presence of chronic, subclinical inflammation that is part of obesity and metabolic
syndrome. Its presence is associated with a higher incidence of certain dermatoses in obese
individuals [23].

Single exposures to cold [13] and the use of a series of WBC treatments [24] and their
effects on basic skin characteristics have already been the subject of scientific research.
However, the number of publications addressing this topic is still small. A 2021 study [13]
evaluated the effect of a single 3 min WBC treatment on skin features. A total of 77 young
people (age 23.63 + 1.36) participated. This study suggests that a single WBC treatment
leads to an improvement in skin hydration and a decrease in acid-base reaction, but
statistical significance was not reached. However, an unfavorable direction of change
was indicated for skin barrier function as assessed by evaluating TEWL (transepidermal
water loss), measured in men on the zygomatic bone. The study by Skrzek et al. [24]
involved 22 middle-aged women (58.7 = 7.54) who underwent 10 WBC treatments. Skin
characteristics were measured before and after the first and last treatment. After the first
treatment, there was an increase in hydration, which was statistically significant in only
one of the eight measured locations on the body. An adverse effect on the hydration level
of the stratum corneum was noted for the entire treatment series. Other changes in skin
characteristics were not noted, while it was indicated that different parts of the skin react
differently to low temperatures.

The aim of the present study was to evaluate the impact of a single cryogenic stimulus
and a series of 20 WCB treatments on selected skin characteristics in overweight/obese and
normal-weight subjects.
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2. Materials and Methods
2.1. Study Group

A group of volunteers was recruited for the study, from which normal-weight and
overweight or obese subjects were selected [25]. In each group, medical history was
taken, and inclusion and exclusion criteria were applied. Study volunteers were grouped
according to the indicated criteria in a study group (SG) with a BMI (body mass index)
above 27 and a control group (CG) with a BMI within the normal range (18-25). Participants
in the study group (SG), consisting of individuals with increased body fat, were matched
to the control group (CG) based on age and gender. Ultimately, 23 subjects completed the
project (Figure 1).

Assessed for eligibility (n = 40) I I Assessed for eligibility (n = 40) I
Excluded (n = 8) Excluded (n = 0)
~#| «not meeting nclusion cntena .
+ medical contraindications
[ Matching the control group ]
Study group (n = 16) l [ Control group (n=16)
D (resig: due to Di dueto
personal reasons. Infections or claustrophobia) personal reasons. Infections or dausirophobia)
(n=4q) (n=5)
| (i }
Study group (n = 12) J [ Control group (n = 11) ‘

Figure 1. Patient flow chart.

The inclusion criteria considered in the process of qualifying participants for the
project were BMI > 27 for the study group; BMI 18.5-25 for the control group; not taking
winter baths, and no use of systematic cryotherapy at least 6 months prior; written consent
for voluntary participation in the study; and consent of the qualifying physician. The
exclusion criteria were chronic endocrine and dermatological diseases; skin conditions
of fungal, bacterial, or viral origin; health problems (neurological or orthopedic) that
prevent independent movement; taking anti-inflammatory medications and supplements
containing vitamins and antioxidants; and lack of consent to participate in the study.

Participants read the study protocol and signed consent forms before starting the
study. Participation in the project was completely voluntary. Each volunteer was informed
that they could withdraw from the project at any stage, without providing a reason. The
study protocol was approved by the Bioethics Committee of the Regional Medical Chamber
in Krakéw (177 /KBL/OIL /2023 dated 25 September 2023). Interventional studies involv-
ing animals or humans and other studies that require ethical approval must specify the
authority that provided approval and the corresponding ethical approval code.
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2.2. Study Protocol

A medical consultation was conducted for each participant prior to the study. The
study protocol consisted of a series of 20 sessions of systemic cryotherapy taking place
daily (4 weeks excluding Saturdays and Sundays). Participants were allowed to miss one
cryotherapy treatment; multiple absences resulted in exclusion from the study. Before
each entry into the cryotherapy chamber, blood pressure was measured (blood pressure
above 160/100 mmHg prevented participation in the treatment and further participation in
the project).

Body composition was assessed before the first treatment in the cryochamber. Selected
skin parameters were measured immediately before and after the 1st, 10th, and 20th WBC
sessions at two locations: on the face near the zygomatic bone and on the inside of the
forearm (Figure 2). It was assumed that the survey would be conducted on the dominant
hand. In the room where the biophysical skin features were measured, constant conditions
prevailed, as required by the manufacturer of the measurement probes, with humidity of
45% and air temperature of 21 “C monitored during the tests.

1 ID« 5
wec
weatment || lmalm.nl Vi

2- 9 WBC ° 11-19 WBC
treatment

Q

selected skin soloctod skin selected skin
foatures features features

selocted skin salaciad s seloctod skin
foatures features foatures

Figure 2. Research flow chart.

2.3. Cyrotherapy

Preparation for the procedure followed standard protocols. Before entering the cry-
ochamber, volunteers were asked to remove jewelry and glasses and to dress in appropriate
attire: a cap, a mask covering the nose and mouth, a bathing suit/shorts, gloves, gaiters
or long socks covering the tibias and knee joints, and clogs with thick soles. Each WBC
procedure included a 30 s acclimatization in the cryochamber atrium (—60 °C), followed by
a 3 min treatment in the cryochamber proper (—120 °C). Volunteers walked in a single file,
changing direction every 30 s. They exited the cryochamber through its atrium. Immedi-
ately after exiting, participants underwent skin characteristics measurements and, in turn,
were directed to the training room, where they performed aerobic exercises. Each treatment
took place under the supervision of a specialist who monitored its progress through a
window built into the cryochamber. Participants were informed that they could leave the
cryochamber early if they experienced discomfort.

2.4. Anthropological Measurements

Body height was measured once using a Seca 216 growth meter (Hamburg, Germany),
with an accuracy of 5 mm. Body weight was measured with a JAWON MEDICAL IOI-
353-CE0197 scale (Jawon Medical Co., Ltd., Gyeongsan, Republic of Korea) using the
bioimpedance method. In addition, BMI was calculated for each subject.
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2.5. Skin Characteristic Measurements

Skin parameters were measured according to the protocol of the Skin Physiology Lab-
oratory (CLNB) of the AKF in Krakow (Academy of Physical Culture in Krakow, certificate
number PN-EN ISO 9001:2015: PW-08606-19). Measurements were performed on healthy,
undamaged skin. The Multi Probe Adapter (MPA) System (Courage-Khazaka GmBH,
Cologne, Germany) was used. The set included measuring probes from the same manufac-
turer: (1) Corneometer CM 825 (measurement error: +3%); (2) Tewameter TM 300 (mea-
surement error: water loss: +0.5 g/ h/m? for RH > 30%; +1.0 g/ hm? for RH < 30%);
(3) Skin-pH-Meter PH 905 (error: +0.1); and (4) Cutometer Dual MPA 580. Due to the
storage of the pH measurement electrode in potassium chloride aqueous solution, the skin
pPH measurement was made last in the series of measurements so as not to disturb the
measurement results of other parameters.

A 1-s measurement method was used for the corneometric and pH-metric measure-
ments and a continuous (20 s) method for the tewametric measurements. The cutometer
test included a suction phase (the skin was suctioned with a vacuum for 3s)and a3 s
relaxation phase. All measurements were taken at a given location three times, and the
arithmetic mean of the results was calculated.

2.6. Statistical Analysis

The results were analyzed using JASP 0.16.4 (University of Amsterdam, The Netherlands)
and were presented using basic descriptive statistics. The type of distribution of variables
was analyzed using the Shapiro-Wilk test. The initial characteristics of the study groups were
compared using the Student’s i-test for independent groups. For variables with a normal
distribution and with all other assumptions met, the ANOVA test for repeated measures with
post hoc tests (Bonferroni test) was used. The effect size was calculated using the Omega
squared coefficient (w?) and interpreted as follows: 0.01-small, 0.06-medium, and 0.14-large.
Effect size in post hoc tests was measured by Cohen’s coefficient (d) and interpreted as
follows: 0.2-small, 0.5-medium, and 0.8-large. For variables with a non-normal distribution,
the Friedman nonparametric test was used. The presence of correlation was checked using
Spearman’s test (rho). The significance level («) was set at p <0.05.

3. Results
3.1. Group and Baseline Skin Characteristics

The study group (SG) consisted of six women and six men. The control group (CG)
included eight women and three men. Detailed characteristics of each group are shown in
Table 1. Biophysical characteristics of the skin measured before the study are shown in Table 2.

Table 1. Characteristic of the group.

SG CG

P
X SD X SD SG vs. CG

Age 4392 13.08 4355 115 0.989
[years]
"";‘l’(ig“ 927 12.96 69.13 10.34 0.006
Height 171.67 8.34 171.36 8.65 0.839

[em]

BMI
lkg/m?] 31.34 257 23.47 229 <0.001

SG—study group, GC—control group, x—average, SD—standard deviation, BMI—body mass index.
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Table 2. Baseline biophysical features of the participants’ skin on the face and forearm.
Face
Study Group Control Group p
% SD  Med Min Max ¥ SD  Med Min Max  SGvs.CG
Hyﬁrlj]ﬁm 5173 13.12 5230 2607 7293 5577 891 5553 4247 6893 0.185
TEWL
2 2028 342 1942 1581 2712 1094 350 1050 5.80 16.80 <0.001
[g/m?/h]
pH 489 055 483 405 602 481 078 500 347 585 0.715
R 030 006 033 021 038 018 003 018 013 023 <0.001
R? 77.04 1396 7769 5163 9690 6552 1052 66.77 53.63 8593 0.061
Forearm
Study group Control group P
% SD Med Min Max x SD  Med Min Max SGvs. CG
Hyﬁ’lj]ﬁm 4077 884 3845 3040 5753 4491 692 4590 3520 5570 0.074
TEWL
2 2074 1226 1571 954 4264 1294 579 1110 706 2590 0.111
[g/m?/h]
pH 498 074 4.64 4.19 6.66 4.67 0.73 4.67 3.76 5.84 0.273
R® 0.29 0.04 0.29 0.22 0.35 0.19 0.02 0.19 017 022 <(0.001
R? 7986 677 8130 6933 9017 7576 697 7737 6447 B3.67 0.369
SG—study group, GC—control group, x—average, SD—standard deviation, BMI—body mass index, TEWL—
transepidermal water loss, RP—skin firmness, R*—skin elasticity
3.2. Study of the hmpact of Single Exposure WBC
Initially, the effect of a single cold exposure on the measured skin characteristics
was assessed. The effect of the 1st, 10th, and 20th treatments was checked. Different
changes were indicated for SG and CG. In the normo-weight group, a significant increase
was indicated in forearm hydration after the 1st treatment (p = 0.020; d = —0.835) and an
increase in the R? cutometer parameter on the forearm at the 20th treatment (p = 0.025;
d = —0.796). In overweight or obese subjects: there was a significant decrease in TEWL
on the forearm at the 10th treatment (p = 0.045; d = 0.652) and 20th treatment (p = 0.030;
d =0.721). There were no differences among the study groups after a single application
of the cryogenic stimulus in the form of WBC for biophysical characteristics of facial skin
(Table 3).
Table 3. Studying of the effect of single exposure on a cold exposure.
SG CG
Ivs. 11 Mivs. IV Vwvs. VI Ivs. II I vs. IV Vwvs. VI
Hydration Face 0.080 0.089 0.167 0511 0.103 0.561
(U] Forearm 0.332 0.850 0.117 0.020* 0.328 0.156
TEWL Face 0.482 0.141 0.089 0.291 0.061 0.082
[8/m*/h]  Forearm 0.710 0.045 0.030* 0.341 0.290 0.128
- Face 0.595 0.594 0.339 0.093 0231 0.445
P Forearm 0.818 0.562 0.215 0.274 0.341 0.220
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Table 3. Cont.
SG CG
Ivs. II Il vs. IV Vs, VI Tvs. I1 vs. IV Vvs. VI
0 Face 0.381 0.072 0.468 0.424 0.422 0.260
% Forearm 0.452 0.422 0.921 0.701 0.091 0.109
S Face 0.243 0.802 0.352 0.095 0.562 0.493
& Forearm 0.381 0.588 0.054 0.399 0.062 0.025*
SG—study group, GC—control group, SD—standard deviation, BMI—body mass index, TEWL—transepidermal
water loss, R"—skin firmness, R2—skin elasticity, * p < 0.05. [—measurement before 1st cryotherapy; ll—
measurement after 1st cryotherapy; Ill—measurement before 10th cryotherapy; IV—measurement after 10th
cryotherapy; V—measurement before 20th cryotherapy; VI—measurement after 10th eryotherapy
3.3. Study of the Impact of Multiple Exposures WBC
The next step investigated whether there was an adaptation of the skin to the cryogenic
stimulus over time. A comparison of differences in measurements of skin biophysical
characteristics before and after WBC treatment for the 1st, 10th, and 20th treatments was
performed (Table 4). A difference was indicated for the effect on the tewametric score for
the SG forearm (p = 0046; w? = 0.135). Further analysis of the results indicated a difference
between the effect produced by the 10th and 20th treatments (p = 0.023; d = —1.023).
The CG indicated a difference in skin firmness R” (p = 0.009; o* = 0.205). A difference is
noted between the effect induced by the 10th and 20th treatments (p = 0.032; d = 1.183),
and between the effect induced by the 1st and 10th there was a difference at the level of
statistical trend (p = 0.063; d = —1.152)
Table 4. Studying the effect of adaptation on the effect of a single cold exposure.
SG CcG
Al A10 A20 Al A10 A20
SD x sD x SD p x SD X SD X SD P
Hydration [IU] Face 713 703 969 1088 777 719 0.623 799 809 623 619 654 779 0873
Forearm 758 776 611 546 1249 876 0.078 426 313 893 874 647 822 0275
TEWL Face 5.08 3.6 259 196 1025 1506 0172 320 270 924 794 678 770 0105
[g/m*/h] Forearm 1696 2033 341 548 1799 1287 0046* 477 415 1773 1497 1191 1591 0.144
pH Face 074 074 052 D046 071 04 0.614 07 048 047 029 054 057 0484
Forearm 074 081 063 070 08 0.75 0857 069 06 034 029 045 043 0212
- Face 030 088 004 005 005 009 0.913 002 001 002 002 002 001 0337
Forearm 003 003 030 08 002 002 0.094 002 002 004 003 002 001 0009°
2 Face 1516 1592 781 438 1435 1876 0779 381 269 43 3.08 358 372 0463
Forearm 754 558 820 504 1113 854 0.401 432 345 1102 971 558 542 0529

SG—study group, GC—control group, X—average, SD—standard deviation, BMI—body mass index, TEWL—
transepidermal water loss, RY—skin firmness, R>—skin elasticity, * p < 0.05

3.4. Study of Impact of Series of WBC on Selected Skin Characteristics

To illustrate the effect of a series of treatments of WBC on selected skin characteristics,
the results performed before the 1st (I), before the 10th (III), and before the 20th treatment
(V) were compared among themselves.
The results of skin hydration measurements on the face and forearms are shown in
Figure 3. Analysis of the results of the corneometric measurements on the face indicated
significant differences in measurements only for the interaction measurement x group
(p = 0.028; w? = 0.055).
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Figure 3. Measurement of hydration [IU] of the skin of the face and forearms in a group of obese
or overweight (SG) and normo-weight (CG) subjects taken before the project (1), after a series of
9 treatments (I} and 19 treatments (V) WBC.

For the forearm, significant differences in the results were indicated (p = 0.002;
@2 =0.116). An interaction of score x group was noted (p < 0.001; »* = 0.139). Subsequent
tests indicated that the results after a series of 4 weeks of treatments were significantly
different from baseline (p = 0.012; d = —0.793) and also those after 2 weeks (p = 0.022;

= —0.826). When the type of group was included in the analysis, it was indicated that
only the results obtained in the SG group were responsible for these differences. Thus, the
results after the full 4-week series in the obese and overweight group were significantly
different from the baseline results of this group (p = 0.004; d = —1500) and the results after
the 9-treatment series (p = 0.002; d = —1820). In contrast, there were no differences between
skin hydration at baseline and after 9 treatments.

The results of the tewametric measurements showing the magnitude of TEWL are
shown in Figure 4. Significant differences were indicated for measurements on the face
(p = 0.002; w? = 0.124), and a measurement x group interaction was also indicated (p < 0.001;
®* = 0.287). Assessing the significance of the effect of the number of treatments on the state
of the skin barrier assessed tewametrically, only a trend for the significance of difference
I vs III was indicated. However, the results after 19 treatments were significantly different
from the baseline (p = 0.003; d = —0.970). At the same time, the skin condition after 9 and
19 treatments did not differ. When group type was added to the analysis, it was indicated
that baseline SC and CG scores differed significantly (p < 0.001; d = 1.665). In the obese and
overweight group, significant differences were indicated after 9, when the lowest scores
were observed, and after 19 treatments, where the highest TEWL values were indicated. For
normal-weight subjects, baseline results differed from those determined after 9 treatments
(p <0.001; d = —2.064) and after 19 treatments (p = 0.003; d = —1.640). Both series lengths
induced a significant increase in TEWL in this group.

Tewameter results on the skin of the forearms were significantly different (p = 0.006;
w? =0.132), and a measurement x group interaction was indicated (p < 0.001; w?=0.225). It
was indicated that the results after the 19th treatment were significantly higher than baseline
(p = 0.028; d = —0.849) and those determined after nine treatments (p = 0.022; d = —0.928).
Taking the group additionally into account, it was indicated that the baseline scores of
participants in the two groups did not differ. The study group indicated significantly higher
results after the full 4-week series of treatments compared to those obtained after 2 weeks
(p <0.001;d = —2.154).
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Figure 4. Measurement of transepidermal water loss (TEWL) [g/m?/g] the skin of the face and
forearms in a group of obese or overweight (SG) and normo-weight (CG) subjects taken before the
project (1), after a series of 9 treatments (I1I) and 19 treatments (V) WBC.

The results of skin acid-base (pH) measurements are shown in Figure 5. Significant
differences were indicated for measurements collected on facial skin only for the outcome
x group interaction (p < 0.001; w? = 0.196). Post hoc tests indicated significantly higher
indications for SG after 9 treatments (p = 0.042; d = —1.325) with a return decrease after
another 2 weeks (Il vs. V: p = 0.001; d = 1.709). It was also indicated that the SG group
responded differently to a series of nine treatments, and in Measure I, SG results were
significantly different from CG (p = 0.003; d = 1.831).
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o SG o 86
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5.5 /
5.0
Y 45 -
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| m v | nm v
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Figure 5. Measurement of acid-base reaction (pH) of the skin of the face and forearms in a group of
obese or overweight (SG) and normo-weight (CG) subjects taken before the project (1), after a series
of 9 treatments (I1I) and 19 treatments (V) WBC.

As with skin pH on the face, on the forearm significant differences occurred only
for the outcome x group interaction (p = 0.007; w? = 0.133). The directions of change for
both groups closely resembled what was observed on facial skin. pH in the SG increased
significantly in Measure III (difference vs. CG p = 0.011; d = 1.354) and decreased in Measure
V (difference vs. Il p = 0.005; d = 1.757).

Cutometric assessment of skin firmness is possible by monitoring the R” index. Its
changes in SG and CG are shown in Figure 6. Significant differences in this index assessed
on the face were indicated (p = 0.001; w? = 0.137), and interaction with the group was also
indicated (p = 0.006; w? = 0.096). Significantly lower scores were observed for measurement
V compared to baseline (I) measurement (p < 0.001; d = 0.995), and significant differences
between the SG and CG were also indicated (p < 0.001; d = 1.865). A closer analysis
including these two factors (measurement and group) indicated significant differences
between SG and CG in all measurements: baseline difference (p < 0.001; d = 2.611); after
nine treatments (p = 0.005; d = 2.061) except the last one. Results after 20 treatments were

106



Appl. Sci. 2025, 15, 2897

100f 17

similar in both groups. Something that was not observed for participants with normal BMI
values was significant decreases in R” after 19 treatments (p < 0.001; d = 1.839) compared to
baseline. This decrease ultimately allowed, after a 4-week series of treatments, for results
similar to those observed in the control group throughout the project.
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Figure 6. Measurement of cutometric measurement (firmness assessment, R®) of the skin of the face
and forearms in a group of obese or overweight (SG) and normo-weight (CG) subjects taken before
the project (I), after a series of 9 treatments (III) and 19 treatments (V) WBC.

For skin on the forearms, significant differences were indicated only after accounting
for the group (interaction: p = 0.004; w? = 0.160). The variable itself was also a differentiating
factor: group (p < 0.001; w? = 0.268). In the group with higher BMI values, significantly
higher scores were observed in Measure I compared to CG (p < 0.001; d = 2.324). In
the overweight and obese group, a significant decrease in R” was observed after 19 runs
(p <0.001; d = 1.374), after 9 runs the decrease was within the statistical trend (p = 0.072;
d = 1.448).

The results of cutometric measurements, this time showing visco-elasticity of the skin
(R2), are shown in Figure 7. The results for the face and forearm did not differ between the
groups at any of the measurement points.
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Figure 7. Measurement of cutometric measurement (visco-elasticity evaluation, R2) of the skin of

the face and forearms in a group of obese or overweight (SG) and normo-weight (CG) subjects taken
before the project (I), after a series of 9 treatments (I11) and 19 treatments (V) WBC.

3.5. Correlations

The results of the correlation analysis are shown in Table 5. The results of skin
parameters measured on the forearm correlated with those assessed on the face for hydra-
tion (p < 0.001; Spearman’s rho = 0.749), TEWL (p = 0.031; Spearman’s rho = 0.453), pH
(p < 0.001; Spearman’s tho = 0.868) and the R” parameter (<0.001; Spearman’s rho = 0.893).
Also indicated was the presence of a correlation between the R? value and hydration
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(p = 0.022; Spearman’s rho = —0.474) of the skin on the forearm. A correlation was noted
between TEWL and R? on the forearm (0.054; Spearman'’s rho = 0.409) and facial TEWL
with: R (p < 0.001; Spearman’s rho = 0.653); R? (p = 0.017; Spearman’s rho = 0.492) and
BMI (p < 0.001; Spearman’s rho = 0.758). A correlation with the R” parameter was also indi-
cated for BMI, both for the face (p > 0.001; Spearman’s rho = 0.675) and forearm (p < 0.001;
Spearman’s rho = 0.714).

Table 5. Spearman’s Correlations.

Spearman’s rho P
Hydration face Hydration forearm 0.749 <0.001*
TEWL face TEWL forearm 0.453 0.031*
pH Face pH forearm 0.868 <0.001*
RO face RC forearm 0.793 <0.001*
Hydration forearm R’ forearm —0.474 0.022*
TEWL forearm R? forearm 0.409 0.054
TEWL face R? face 0.653 <0.001*
TEWL face R? face 0.492 0.017*
TEWL face BMI 0.758 <0.001*
RO face BMI 0.675 <0.001*
RY forearm BMI 0.714 <0.001 *

TEWL—transepidermal water loss, RY—skin firmness, R2—skin elasticity, BMI—body mass index, * p <0.05

4, Discussion

The literature highlights the significance of cryotherapy in cosmetology, emphasizing
the strong effect of cryogenic temperatures on the condition of human skin [12,26]. In
the present study, skin elasticity and stratum corneum hydration in the SG significantly
improved after a series of WBC treatments. The effect of cryogenic temperatures on the
skin is multidirectional. It is known that WBC has an inhibitory effect on the amount of
ROS and stimulates antioxidant production [27,28]. However, other mechanisms regarding
the effect on the skin are not yet fully understood. It has been suggested that stimulation of
circulation will increase the supply of oxygen to the cells and nutrients, which consequently
improves the appearance of the skin [1,29]. The present results primarily indicate that the
effect of cryochamber treatments on the skin is dependent on BMI, with those with elevated
values of this index responding with positive changes in a number of the biophysical
measurements used in this project.

In the present project, it was chosen to evaluate skin features on only one limb. The
literature data indicate that skin features may differ between the dominant and non-
dominant hand. Higher TEWL was indicated on the dominant hand in the study of
Treffel et al., [30], while Enright and Nikolis [31], in skin topography imaging, indicated
higher SEW values associated with winkles depth on the dominant hand. This indicates
that the dominant hand may be more prone to skin aging. Although other studies have
not confirmed a relationship between skin features and the dominant and non-dominant
hand [32,33], randomizing the choice of limb seemed an inappropriate choice.

The values of stratum corneum hydration, pH and skin elasticity differed significantly
depending on the site of measurement. Obese subjects showed higher hydration and
firmness values and lower pH values on the face. In normal-weight subjects, significantly
higher pH values were recorded on the face. Piotrowska et al. [13] and Skrzek et al. [24]
also reported higher hydration values on the face compared to the extremities. However,
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the pH results in the analyzed studies were inconsistent. Piotrowska et al. [13] reported
higher pH on facial skin, while Skrzek et al. [24] noted no pH differences in the measured
areas. The directions of changes in the results of pH measurements obtained in the present
study are inconclusive, but it is worth mentioning that in all the mentioned studies, pH
values were within the range of physiological values.

Previous studies have shown that skin on different areas of the body responds differ-
ently to WBC. Consistent with previous observations, also in the present study, the skin
on the forearm responded more strongly to the cryogenic stimulus than the skin on the
face [13,24,34].

A cross-sectional study [35] found that obesity affects the degree of hydration of the
stratum corneum on the forearm. In the present study, no differences were found in baseline
hydration parameters between the groups, nor was there a relationship between BMI and
the degree of hydration. After the 19th treatment, however, SG skin had higher values of
hydration of the stratum corneum than before the treatment series, with no differences
noted in CG.

An improvement in hydration was observed after the first treatment on forearm skin
in CG, and the noted increase reached statistical significance. An improvement in hydration
was also indicated in an earlier study [13], but statistical significance was not achieved. In
that study [13], the skin of the volunteers was in the range corresponding to dry, while in
the present study, the skin of the volunteers was determined to be properly moisturized,
which may affect the final outcome of the study and suggest that for dry skin, the cryogenic
stimulus alone will not be sufficient.

The only adverse change noted in both groups during the treatment series was in-
creased TEWL, which may be due to an increased vascular reflex in response to cold.
Piotrowska et al. [13] also reported an increase in TEWL after a single WBC treatment.
SG was initially characterized by higher TEWL values than CG, which is consistent with
previous observations [36,37]. Guida et. et al. [38] reported significantly lower TEWL
values in obese subjects compared to the normal-weight group, but no correlation between
TEWL and BMI was indicated. In the present study, such a correlation was noted, as was
Yew et al. [22]. The authors noted that as BMI increased by 1 km/m?, TEWL increased
(0.221%). Obese patients have larger skin folds and thicker layers of subcutaneous fat. For
proper thermoregulation, this group, compared to normal fat subjects, will sweat more,
hence water evaporation from the skin surface will be higher [39].

The normal pH of the skin is in the range of 4.1-4.8, which ensures the integrity and
integrity of the stratum corneum and the regulation of epidermal barrier homeostasis [40].
Acidic skin pH also protects the commensal skin microflora, which acts as the first line
of defense against pathogens [41]. As a result of a number of factors (e.g., diabetes, skin
aging, and skin diseases), microbial dysbiosis can occur, increasing the risk of infection [42].
Ma et al. [36] did not indicate changes in the skin microbiota among individuals with
varying degrees of body fatness. The present study did not indicate differences in baseline
pH measurements between the groups, which is consistent with the results of Yew et al. [43],
who also showed no differences in pH measurements in subjects with normal and high BML
However, the study by Ibuki et al. [44] indicated that skin pH was slightly higher in the
group with higher BML. Initially, the pH in the SG increased significantly, reaching values
on the borderline of physiological skin pH, with a subsequent significant decrease. CG
reacted inversely to the treatments, but pH values were within the range of physiological
values throughout. In other work on cryotherapy [24,45], the pH values also remained in a
constant acidic environment, but in contrast, no significant differences were noted during
the treatment series. Therefore, it can be concluded that cryotherapy does not negatively
affect the pH of the skin, and thus it can be assumed that it does not have a negative effect

109



Appl. Sci. 2025, 15,2897

13 0f 17

on the skin’s microbiome and hydrolipid barrier controlled by its well-being. However,
confirmation of this hypothesis requires further research.

Measurement of pH is assessed by the presence of water present on the skin surface.
The highest pH values were indicated in the most hydrated areas [46]. Increased TEWL
would therefore indicate higher pH values. It is worth noting that an inverse relationship
was noted in the study participants. As TEWL increased, pH values decreased, and vice
versa. Both characteristics are key indicators of proper hydrolipid barrier function. It is
possible that the skin, in response to increased water loss, triggers defensive reactions to
maintain the integrity of the epidermal barrier, thus decreasing the pH value.

The SG group was characterized by higher RY values in the cutometric measurement,
indicating lower skin firmness than observed in subjects with normal BMI values. It is
worth noting that the average age of the two groups was similar to each other, and therefore
the influence of age on this skin parameter can be excluded. The influence of obesity
on the rate of aging of the body including the skin has been increasingly noted in the
literature [47-49]. Liu et al. [47] pointed to strong correlations between obesity and facial
skin aging. In a study on an animal model [50], it was observed that the collagen content of
the skin was similar in a group of obese and lean mice, but the surface area of the obese
skin was 60% larger which translates into a weaker mechanical strength of this tissue.

The skin of the obese subjects in the present study responded differently to the cryo-
genic stimulus than the skin of subjects with normal BMI values. Before the 10th treatment,
the SG's skin on the forearm had lower corneometric values than baseline and higher tewa-
metric values, followed by an increase in these values. The forearm skin of normal-weight
subjects reacted inversely. There was an initial increase in these values and a decrease
between the 10th and 20th treatments. The pH value initially increased in the SG, with a
subsequent decrease in values. Again, the CG’s skin reacted inversely.

Walker et al. [51] noted no differences in epidermal thickness among obese (BMI 35-50)
and normal-weight (BMI 18-27) subjects. The present study did not examine epidermal
thickness. There is an important element that is worth considering in future studies using
high-frequency ultrasound imaging.

Obesity causes structural and functional changes in microvessels, including endothe-
lial dysfunction. However, studies of obese individuals have noted significant alterations
in the expression of genes encoding proteins that alter skin oxygenation and may con-
tribute to poorer wound and ulcer healing [51]. Control of vascular tone and secretion of
paracrine factors is impaired, affecting organ function and contributing to an altered release
of adipokines and inflammatory cytokines [52]. As mentioned earlier, cryotherapy results
in enhanced microvascular reflex. Systemic microvascular dysfunction in obese individuals
may therefore also affect the skin and the effectiveness of treatments. Accordingly, it can
be concluded that the skin of obese people, with a baseline higher degree of vascular
dysfunction, responds more strongly to the cryogenic stimulus.

Individuals exposed to a series of repeated, intermittent periods of cold exposure
should exhibit a number of physiological adaptations that alter the strength and quality of
the body’s response to the initial episodes of cold exposure [19]. The present study, however,
indicates that the vast majority of skin parameters studied do not show adaptations to
the cryogenic stimulus, and each treatment, regardless of whether it is the first or last ina
series, produces an identical effect. Adaptation differences were observed for TEWL on
facial skin in the group of subjects with higher BMI (the last treatment induced a stronger
effect than the first treatment). Similarly, different responses to the first and last treatments
in the series were observed in skin hydration and for the R7 parameter in SG. In each case,
these changes were on the skin on the forearms, which, as described earlier, responds more
strongly than the skin on the face.
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The present study confirms the positive effects of 20 WBC treatments on the skin,
particularly in obese individuals. Other works have also indicated the positive effects of
WBC treatments in obese individuals on weight and fat loss [6,53,54], improvement of lipid
profile [55], and anti-inflammatory effects of this form of physical treatment [6,20,56]. Thus,
cryogenic treatments should be considered as a safe form of health support for people
struggling with overweight and obesity.

Study Limitations

Study participants were matched in terms of study group characteristics, but the
groups were small in size. Further studies conducted with a larger number of volunteers
would provide a more complete picture of the effects of a series of systemic cryotherapy
treatments on skin conditions.

5. Conclusions

Whole-body cryotherapy appears to be a safe treatment for the skin. Baseline mea-
surements of skin characteristics, including TEWL and skin firmness, showed variability
among study groups. Positive effects of cryotherapy among obese subjects were indicated
for forearm skin hydration and pH, and skin firmness in both locations. The upper extremi-
ties appear to be more sensitive to cold exposure than the facial region. The effect of the
cryogenic stimulus will depend on the number of treatments, BMI, and the anatomical
location of the assessed skin areas.
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ABSTRACT

Rim: To analyze the effect of WBC treatment on waspin levels in subjects with normal and elevated BMI.

Materials and Methods: Twenty-three participants were divided into a study group (BMI >27) and a control group (BMI: 18.5-25). Blood samples were
collected before 1st (1), after 9th (Il) and 15th (Ill) treatment and 2 weeks after the serie was completed (IV).

Results: Changes in vaspin levelss have been reported in study group (p=0.026). Initially, an increase in adipokine level was observed (1vs. II; p=0.013), with

asubsequent decrease (11 vs. IIl; p=0.062) after 20 sessions WBC.

Condusions: The effect of WBC on vaspin regulation and its potential use in obesity treatment will depend on the number of treatments and BMI.

KEYWORDS: obesity, adipokines, vaspin, whole body cyrotherapy, cryostimulation

INTRODUCION

According to the World Health Organization (WHO), in
2022. 16% of adults characterized by obesity and 43%
overweight [1]. The global epidemic of obesity has fueled
research on adipose tissue and the factors thatinfluence
it. There is now a growing body of data in the literature
on the potential of whole body cryotherapy (WBC) as
a non-pharmacological adjunct to the treatment of
obesity, metabolic disorders [2,3] and improvement of
lipid profile (4, 5].

WBC is defined as the technique of extreme cooling of
the body (below -100°C) for a short period of time (1-3
min) to induce a physiological response to the cold [6]. The
analgesic, anti-edema, anti-hemorrhagic, anti-inflammatory
and anti-oxidative effects of cryogenic temperatures are
indicated [7-9]. Positive effects on sleep quality are also
indicated [10]. The purpose of cryotherapy is not to cool
the tissue, but to induce mechanisms to transfer heat from
warmer tissue to lower temperature tissue [11].

Adipose tissue is made up of adipocytes and is constantly
undergoing remodeling. It is characterized by almost
unlimited hypertrophy. It has storage, thermoregulatory
and protective functions for internal organs. It is also an
endocrine organ that secretes chemokines, cytokines and
adipokines [12].

Adipokines are biologically active substances secreted
under the influence of various stimuli. Their source is
mainly white adipose tissue (WAT) and often the amount
of adipokines released is correlated with the amount of
WAT. Within adipose tissue, adipokines have been shown
to modulate adipogenesis, immune cell migration into
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adipose tissue, and adipocyte metabolism and function
[13]. They also have the ability to affect farther organs
and tissues [14]. Obese individuals are characterized by
an imbalance of pro- and anti-inflammatory adipokines.
This dysregulation contributes to the chronic low-grade
inflammation characteristic of obesity [15].

Vaspin (VASP, visceral adipose tissue-derived serpin),
a serpin 12 derived from visceral adipose tissue, was
discovered in 2005[16]. Itis produced in VAT and subcutaneous
adipose tissue, skin, liver, pancreas, placenta, stomach,
cerebrospinal fluid, hypothalamus and ovaries [17]. WAT has
been identified as one of waspin'’s target organs of action,
and the mechanism likely involves normalizing the mRNA
expression of glucose transporter-4 (GLUT4), leptin, resistin
and adiponectin [16]. This serpin has protease activity and
it has been indicated that its targets are calicrein 7 and
14, which are involved in skin exfoliation. Vaspin-heparin
interactions have also been described, which accelerate
the inhibition of kallikrein 7 [18].

Blood levels of VASP vary with the amount of body
fat and are positively correlated with BMI. Significantly
lower levels of waspin were observed in the serum of
underweight children compared to controls, while gene
expression for this serpin is up-regulated with increasing
body weight [18]. Higher levels of waspin are indicated in
people with insulin resistance and type Il diabetes [19].
Chang etal.[20] noted that with moderate weight loss, serum
waspin levelss decreased, accompanied by improvements
in insulin resistance-related parameters.

VASP is also involved in appetite regulation and its
level fluctuates diurnally [21]. Based on studies in rats
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and humans, several regulators of VASP expression in
VAT have been described. Its serum levels increased with
insulin resistance, obesity and elevated leptin levels and
decreased with weight loss [18]. Up-regulation was observed
in liver and brown adipose tissue (BAT) after exposure
to a high-fat diet [18]. And although little is still known
about the physiological stimuli affecting the expression
and secretion of VASP, the possibility of its up-regulation
points to potential applications in the treatment of obesity
and related diseases.

AIM

The aim of the present study was to analyze the effects
of a single treatment, as well as a series of 10" and 20"
treatments of systemic cryotherapy, on the VASP profile
in subjects with normal and elevated BMI.

MATERIALS AND METHODS

STUDY GROUP

A group of volunteers was recruited for the study, from
which normal-weight and overweight or obese subjects
were selected [23]. A medical history was taken in each
group to verify inclusion and exclusion criteria (Table 1).

Study volunteers were grouped according to the indicated
criteria - a study group (SG) with a BMI (Body Mass Index)
above 27 and a control group (CG) with a BMI within the
normal range (18-25). The study group (SG), which consisted
of individuals with increased body fat, was matched on a
pairing basis (age, gender) with participants who constituted
the control group (CG). Ultimately, 23 subjects completed
the project (Fig.1).

Participants were familiarized with the study protocol and
signed consent forms before the study began. Participation
was completely voluntary. Each volunteer was informed
that he or she could withdraw from the project at any
stage of the project, without giving a reason. The project
protocol was approved by the Bioethics Committee of the
Regional Medical Chamber of Cracow (177/KBL/OIL/2023
dated 25/09/2023).

RESEARCH PROTOCOL

The study was preceded by a medical consultation, and
included a series of 20 WBC treatments held daily (4 weeks
excluding Saturdays and Sundays). It was permissible to
miss a treatment once; with more absences, the participant
was eliminated from the project. Prior to each entry into

the cryochamber, blood pressure was checked (blood
pressure above 160/100 mmHg prevented continued
participation in the project).

Body composition measurements and blood draws were
taken: before the first, 10th and 20th WBC treatments,
and 2 weeks after completion of the entire series (Fig. 2).

BLOOD COLLECTION AND BIOCHEMICAL TESTS

Venous blood samples were collected by a laboratory
diagnostician from the veins of the parietal fossa using a
vacuum system (Vacumed). Blood was collected on an empty
stomach.To obtain serum, blood was collected into tubes
containing a clotting activator, clotted, then centrifuged
and pipetted into cryoprobes. Until laboratory testing, the
material was stored at -80°C. VASP determinations were
carried out using ready-made, high-sensitivity reagent
kits by immunoenzymatic assay (ELISA).

ANTHROPOMETRIC MEASUREMENTS

Height of the body was measured once using a Seca
216 (Germany) growth meter with an accuracy of Smm.
Body weight was measured using a Jawon Medical 10}
353-CE0197 scale (Korea). BMI was calculated for each
volunteer.

CRYOTHERAPY

Preparation for the procedure was conducted according
to generally accepted standards. Volunteers were asked to
remove jewelry, glasses, and dress in appropriate attire:a
cap, a mask covering the nose and mouth, a bathing suit/
shorts, gloves, gaiters or long socks covering the tibias
and knee joint, and clogs with a thick sole. Each WBC
procedure included a 30-second acclimatization in the
cryochamber atrium (-60°C) and a 3-minute treatment
in the cryochamber proper (-120°C). Volunteers moved
one behind the other, changing walking direction every
30 seconds. They also exited the cryochamber through its
atrium. Immediately after the treatment, the probationers
performed aerobic exercises. Each treatment took place
under the supervision of a specialist. Participants were
informed that they could leave the cryochamber early if
they felt unwell.

STATISTICAL ANALYSIS

The analysis was performed using JASP 0.16.4 software
(University of Amsterdam, Amsterdam, the Netherlands).
The results obtained were presented using basic descriptive

Table 1. Criteria considered in the process of qualifying participants for the project

Inclusion criteria

Exclusion criteria

— BMI > 27 for the study group;
~ BMI18.5 - 25 for the comparison group;

~ Chronic endocrine and dermatological diseases;
~ Skin conditions of fungal, bacterial or viral origin;

~ No use of winter baths during the study and at least 6 months before; — Health problems {neurological, orthopedic) that prevent

~ Non-use of systemic cryotherapy at least 6 months prior;
~ Written consent for voluntary participation in the study;
— Consent of the qualifying physician.

independent movement;
~ Taking anti-inflammatory medications and supplements containing
vitamins and antioxidants;

~ Lack of consent to participate in the study.
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statistics. The type of distribution of variables was analyzed
using the Shapiro-Wilk test. Group characteristics were
compared using Student’s t-tests. ANOVA analysis with
repeated measures (RMANOVA) was performed. If the
assumption of sphericity was violated (Mauchly test),
Greenhouse-Geisser corrections were applied. For variables
with a non-normal distribution, the nonparametric Friedman
test was used, with Conover's test as a post hoc test. Effect
sizes were calculated using the Omega2 coefficient (w2)
and interpreted as follows: 0.01 - small, 0.06 - medium and
0.14 - large effect. The presence of correlation was checked
using Spearman’s test (rho). The level of significance (a)
was set at p<0.05 in each case.

RESULTS
CHARACTERISTICS OF THE GROUPS

The study group (SG) consisted of 6 women and 6 men.
The control group (CG) consisted of 8 women and 3 men.
Details are provided in Table 2.

VASP LEVELS IN THE NORMAL AND ELEVATED BMI
GROUPS

The results of VASP levels are shown in Table 3. and
Fig. 3. No significant differences were indicated between
the baseline VASP levels for the two groups. The lack of
differences between the study and control groups persisted
at each measurement point.

EFFECT OF SERIES OF SYSTEMIC CRYOTHERAPY
TREATMENTS ON VASP LEVEL

Toillustrate the effect of a series of cryotherapy treatments
on VASP level, the results performed in consecutive
measurements (I-IV) were compared with each other (Fig. 4).
There was a difference at the trend level (p=0.059) between
the 1stand 2nd measurements. Further analysis indicated a
significant change inVASP level in SG (p=0.026). Subsequent
tests indicated a significant increase in adipokine level after
a series of 10 treatments (p=0.003), with a subsequent
decrease after a series of 20 treatments (within therange
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Table 2. Characteristics of the group

P
x s x s SGvs. (G
Age [years] 43.92 13.08 43.55 1ns 0.989
Wielght [kg] 927 129 69.13 1034 0.006
Height [am] 17167 8.34 17136 8.65 0.839
BMI (kg/m] 3134 257 2347 129 <0.001
6~ study group, 6C - control goup, 7. — average, SO — standard deviation, BM — body mass index
e LN ) Hw v
S e 0062 0013
3000 b3 : - 2
— 2500 . ”
£ 2000 -
1500
&
-~ B
0= . ] ' . ‘ : . Fig. 3. Changes inVASP
sC cc ¢ < SG (=2 sc « level over time in 5G
(study group) and CG
! " m w (control group).

Table 3. Results of waspin level (pg) before the project (1) before 10 (Il) and 20 systemic cryotherapy treat-
ments (lll) and 2 weeks after the treatment series was completed (IV)

P
5 S Med Min  Max % SO Med Min Max 6@
| 107506 93526 73450 22783 306450 108511 809.80 60283 41117 256950 0978
Il 130006 102377 103867 21283 335617 94298  649.07 74617 30283 242617 0334
Il 114894 93847  737.00 36283 298950 107649 73329 87775 35107 290617 0840
IV 112492 94170 82700 34450 314950 84331 37704 65775 47775 162275 0410
56— test group, GC — cantrol group, 7. — mean, SO — standard deviation, Med — medion, Min — minimum safue, Max alve, *p < 0.05

84
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Fig. 4. Changes in BMI
and weight in SG (study
group).
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of staystance trend: p=0.062). Results obser ved two weeks
after the completed series indicated a further decrease
in adipokine levels compared to the 2nd measurement
(p=0.013). For the control group, there were no significant
differences in any of the time measurements.

There was a statistically significant difference in BMI
changes in the SG group (p=0.028; w’=0.001), but further
analysis did not indicate a significant difference between.
A similar relationship was noted for SG weight (p=0.030;
w?<0.001). No differences were noted in CG.

No correlation was noted between VASP |evel and BMI.
There was also no correlation indicated between adipokine
levels and gender.

DISCUSSION

With the increasing popularity of winter water bathing
and the use of cryotherapy treatments, there is an increase
in research on the effects of cryogenic temperatures
on the human body. These studies include the outer
shell - the skin [22-24], which is the first organ to come
into contact with the cold, and the inner shell - the
adipose tissue [25] an important insulator that limits
the effects of cryogenic temperatures and the factors
it secretes [26].

Chronic cold exposure causes anincrease in the activityand
size of brown adipose tissue (BAT), initiating the processes
of non-drone thermogenesis to maintain a constant body
temperature [27]. Increased caloric intake also produces a
similar effect, referred to as diet-induced thermogenesis [28].
On the other hand, adipocytes are assumed to be more
sensitive to cooling than other cell types. Topical application
of low temperatures initiates apoptosis of adipocytes while
not affecting surrounding tissues. Subsequently, adipocytes
are engulfed by macrophages and digested. The final result
is a reduction in subcutaneous adipose tissue at the site
of the stimulus [29).

Weiner et al. [30] reported an increase in VASP gene
expression in cold-activated BAT in animal model studies.
Although mRNA expression was increased, plasma VASP
levels were reduced after cold exposure. Regarding the
endocrine functions of VASP [16,18,31], increased expression
of target proteases by cold exposure may increase VASP
consumption and result in lower levels of this adipokine
in the bloodstream [30].

Initially, there was a significant increase in VASP levels
in SG, which may have just been related to the activation
of adipose tissue in response to cold. After the next 10
treatments, there was a significant decrease in VASP level.
This could be an expression of the body’s adaptation to
the cryogenic stimulus that occurred over time, or, as
suggested by earlier authors, a consequence of increased
protease expression under the influence of cryogenic
temperatures [30].

In the current project, the effect of the treatments on BMI
was indicated, however, only in the group with impaired
values of this variable (SG). An earlier study [25] znoted a
reduction in body fat after a series of 20 WBC treatments. The
decrease in VASP level after the final series of treatments,

which persisted further in the follow-up measurement,
may have been precisely related to the decrease in body
fat observable by Wiecek et al. in obese subjects under
the influence of WBC [25] or related to the increased gene
expression and subsequent protein utilization previously
described in the literature [30].

It has previously been pointed out [26, 32], hat the effect
of low-temperature treatments on the human body is
dependent on body composition, which is most likely
related to the presence of adipose tissue acting as a thermal
insulator. A study [24], on the effect of a series of WBCs
on skin characteristics, also notes a similar relationship -
the skin of obese people responded differently to a series
of treatments than the skin of people with a normal BML.
In the group of people with a normal BMI, no significant
changes were observed regarding VASP levels. And although
the observed changes were statistically insignificant, the
dynamics of change observed in Figure No.3 were different
from those in SG.

The results of studies on VASP |evels in obese and lean
subjects are divergent [33, 34]. In the present study, it was
noted that normal-weight subjects had lower VASP levels
throughout the study period, but there were no significant
correlations between VASP levels and BMI at any of the
measurement points to support this claim. Korner et al.
also noted no correlation between BMI and plasma VASP
levels, but in their case the opposite relationship was noted
- obese subjects had lower VASP |evels.

On the other hand, some authors also note a sexual
dimorphism regarding the value of circulating VASP levels
in serum. Higher levels in women compared to men are
indicated [19, 34]. Choi et al. [33] indicated a positive
correlation between plasma VASP levels and BMlI among
men, but this relationship was not found in women. In the
present study, both groups consisted of both men and
women, which may have influenced the results. Subsequent
studies including subjects with greater variation in BMI
and gender could provide more insight into this topic.

CONCLUSIONS

Analysis of the data taken indicates that the effect of
systemic cryostimulation on plasmaVASP level is dependent
on the BMI of the participants and the number of treatments
applied in a series. The obese and overweight group was
more sensitive to the cryogenic stimulus. A significant
increase in the level of the tested serpin before the 10th
treatment was observed in those with an increased BMI,
while prolonging the series no longer yielded significant
changes in the level of waspin. The profile of changes in
subjects with a normal BM| appears different, but further
studies with gender breakdown, greater group differentiation
and larger numbers are needed.

STUDY LIMITATION

The strength of the present study is its innovation: for
the first time, the effect of WBC treatments applied in a
standard (10 treatments) and extended (20 treatments)
series on the plasma VASP profile was observed. The study
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also has some limitations. Study participants were matched ~ who did not use WBC at the same time (passive control
on a pairing basis in terms of study group characteristics.  group). Future projects should also consider gender and
However, the final sizes of the two groups were small.  obesity type as variables that may affect the direction of
Also, changesin vaspin levels were not studied in subjects ~ WBC-induced changes.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywards: Whole-body cryostimulation (WBC), a widely utilized intervention involving exp w© ly low tem-
Whole body cyrotherapy petalures, elicits a range of physiol ,‘ 1 Growing evidence suggests that WBC may serve as a
Adipokines 1 | strategy “for obesity and the modulation of bolic ho-
prnn. meostasis. The aim oﬁ.he study was to evaluate the effects of a series of WBC sessions on the profile of selected
m:ﬁn adipokines, sirtuins, and carbohydrate metabolism in individuals with normal and elevated BMI. A total of 23
Sirtuln volunteers participated in the study: 12 in the study group (SG; BMI >27) and 11 in the control group (CG; BMI
Obesity 18.5-25). Blood samples were collected: prior to the 1st (1), after the Sth (1), after the 19th (1II) WBC treatment,
and two weeks following the cessation of the intervention (IV). The WBC series had a positive impact on fasting
blood glucose (1 vs 11 p=0.035; I vs [11 p=0.039), glycated hemoglobin (I vs IV p=0.004), and asprosin (Ivs IVp =
0.020). A positive effect was observed in SG on levels of: asprosin (I vs IV p < 0.001), SIRT1 (p < 0.001), insulin
(1 vs 111 p=0.041, 1 vs IV p=0.013), and HOMA-IR (1 vs 11l p=0.009, [ vs IV p=0.009). The WBC series lowered
leptin concentrations in SG (I vs 11l p=0.013) and CG (I vs 11l p=0.005). However, the downward trend did not
continue in SG after the intervention was discontinued. A series of WBC i d carbohy
bolism and modulated adipokine and sirtuin profiles, with the most pronounced cffccu observed in in-
dividuals with elevated BML Howcvcr. this effect gencrally may require a longer treatment series.
1. Introduction Igesic, anti-infl y and anti-edema effects have been

conﬁrmed [6,44]. Cryogenic temperature therapy has been successfully

Whole-body cryostimulation (WBC) is defined as a technique of
extreme cooling of the body (below —100 “C) for a short period of time
(1-3 min) to induce a physiological response to cold [41]. The purpose of
cryostimulation is not to cool the target tissue, but to induce the transfer
of heat from warmer surrounding tissues to the colder area [11]. By
directly affecting the entire body, cold as a stimulus used in WBC affects
the endocrine and nervous systems [41]. It has been proven that expo-
sure of the h body to cryogenic temp causes a ber of
beneficial biochemical and physiological reactions. In particular,

applied in the g of patients with rheumatoid arthritis [40],
multiple sclerosis [9], fibromyalgia [20], and, more recently, as an
adjunct in the treatment of obesity [13,39,52].

Obesity is defined as excessive accumulation or abnormal distribu-
tion of body fat, which has an impact on health. Excessive body fatness is
a known risk factor for many non-communicable diseases, which include
hypertension, ischemic heart disease, type 2 diabetes and other disor-
ders of carbohydrate metabolism, fatty liver or sleep apnea [25]. Ac-
cording to a report of the WHO (World Health Organization) published
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2025, in 2022, 43% of adults aged 18 years and over were overweight
and 16% were living with obesity. In 2024, 35 million children under the
age of 5 were overweight [61]. Currently available tr for
obesity include nutritional therapy, tailored physical acﬂvity, behav-
ioral changes, pharmacotherapy and bariatric surgery [48]. In the
context of the ongoing global obesity crisis, identifying effective com-
plementary intervention strategies appears to be of critical importance
for enhancing the likelihood of successful weight reduction and miti-
gating inflammation.

Adipose tissue has storage and thermal insulation functions, but also
functions as an endocrine organ, secreting bioactive substances — adi-
pokines [5,38], Their source is mainly WAT (white adipose tissue) and the
amount of adipokines released is often correlated with the amount of
this adipose tissue [43]. The full set of human adipokines is not yet fully
characterized, but more than 600 potentially secretory proteins have
been identified [23]. Adipokines have the ability to affect other organs
and tissues, Many of them are important in various physiological pro-
cesses in the body [4:]. Adipokines are involved in, among other things:
fat distribution [28], appetite and satiety regulation (2], insulin secre-
tion and sensitivity [22], endothelial fu [27], infl ion [29],
blood p e [58] and h is [16]. Obesity is associated with
both ive and qualitative ch in adipose tissue. This directly
affects adipokine secreuon and may Increas: the risk of developing
certain diseases, including metabolic diseases [37]. Higher concentra-
tions of leptin (LEP) [30] and asprosin (ASP) [32] and lower concen-
trations of adiponectin (ADP) [1] are found in subjects with increased

Cryoblology 122 (2026) 105599

sirtuins in aging mechanisms, the review of the previous research [35]
has highlighted the role of SIRT6 in regulating homeostasis and in-
flammatory processes [7]. Elevated expression of this protein has also
been observed in individuals who i gularly and follow
calorie-restricted diets. It has been indicated that multiple WBC treat-
ments can be used as an adjunctive therapy to increase the concentration
of selected sirtuins [55].

The aim of the present study was to analyze the effects of a single
treatment, as well as a series of 10 and 20 treatments of systemic
cryostimulation, on the profile of selected adipokines, sirtuines and
carbohydrate metabolism in subjects with normal and elevated BML

2. Material and methods

2.1. Study group

A group of volunteers was recruited for the study, from which a
control group (CG; normal weight subjects with BMI (18.5-25.0) and a
study group (SG, overweight or obese subjects with BMI1>27) were
selected [47). During the recruitment phase, the SG was matched on a
pairwise basis (age, gender) with participants who constituted the CG.
Ultimately, 23 subjects completed the study (Fig. 1).

Participants wem famllianud with the study protocol and signed
written informed consent forms before starting the study. A medical
consultation was conducted for each participant prior to the study.
Volunteers didn't present any medical conditions, including metabolic

body weight compared to normal weight WBC tr

appear to have a positive effect on adipokines, as confirmed in prevluus
preliminary studies [34,51]. WBC t are g Ly ¢

safe and have a limited number of eonmundxcauons [8, :S]

Sirtuins in mammals constitute a group of seven proteins (SIRT 1-7)
involved in the post-translational modification of proteins [4]. Sirtuins
are crucial for preserving overall health and influence multiple biolog-
ical pathways that contribute to lifespan extension [17]. SIRT1 regulates
both gluconeogenesis and glycolysis, as well as gene transcription in
response to stress stimuli, including inflammation, hypoxia and fasting.
SIRT4 contributes to the maintenance of lipid homeostasis by inhibiting
fatty acid biosynthesis. Both SIRT1 and SIRT4 affect insulin secretion
from pancreatic f cells [15]. In addition to the well-known role of

di nor any other contraindications indicated in the latest guide-
lines [3]. Participation was completely voluntary. Volunteers were
informed that they could withdraw from the project at any stage,
without providing a reason. The project protocol was approved by the
Bioethics C of the Regional Medical Chamber of Cracow (no
177/KBL/OIL/2023 dated September 25, 2023).

2.2, Research protocol

The study included a series of 20 WBC treatments held daily (4
weeks, excluding Saturdays and Sundays). Volunteers were allowed to
miss one treatment; participants with more absences were excluded
from the project. Prior to each entry into the cryochamber, blood

Assesed for eligibility (n = 40) |

I Assesed for eligibility (n = 40) l

Excluded (n = 24)
Excluded (n = 24)
inclusion criteria
:m’:;" ool + rot meeling inclueion criteria

B

‘ Study group (n = 16)

DOiscontinued ntervention
(resignation due to personal
reasons. Infecicns or
claustrophabial (n = 4)

Discontinuad mtervention
(resignation due 1o personal
reasons. Infections or
claustrophobis) {n = 5)

|

Control group (n = 11)

Fig. 1. Patient flow chart.
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pressure measurements were performed (blood pressure above 160/100
mmHg was an exclusion criterion for continued participation in the
project).

Body position and blood samples were taken
before the 1st, 10th and 20th WBC treatments, and 2 weeks after cas-
sation of cryostimulation (Fig. 2). A medical history was taken in each
group to verify inclusion and exclusion criteria.

Exclusion criteria to cryostimulation:

Acute illnesses or infections, g | malaise, skin | severe
anemia (Hb < 80 g/L), electrolyte abnormalities, moderate-severe
thrombocytopenia (PLT <50 x 109/L), pregnancy, cachexia, current
therapy with cardiotoxic or spasmogenic drugs, claustrophobia, cold
intolerance, organ insufficiency, age over 80 years, lack of written

Inclusion criteria

Cryobiology 122 (2026) 105599

informed Pri e of di cardi ; endocrinolog-
ical; i logical logical/psychiatric, dermatological; onco-
logical, ophthalmological [3].

2.3. Blood collection and evaluation of levels of biochemical parameters

Samples of venous blood were collected by a laboratory diagnosti-
cian from the veins of the antecubital fossa from probands using a
vacuum system (Vacumed FL Medical, Italy). In order to obtain serum
used for further analyses, blood was collected in tubes ining a
coagulation activator, allowed to clot, then centrifuged and obtained
serum was pipetted into cryotubes. After prior gradual freezing, the
material was stored at —80 °C until the laboratery analyses were

Exclusion criteria

< Age >18 yoars

BMI > 27 for the study group;
- BMI 185 - 25 for the comparison group.
- No use of winter baths during the study
and at least € months before;
- Nonruse of systemk cryotherapy at least

M

~ Health problems {neurclogical, orthopedic)
that prevent incependent movement;

~ Chronic endocrine and dermatological
diseases;

- S&In conditions of fungal, bacterial or viral

6 months prior;

- Consent of the qualifying physiclan.

« Written consent for voluntary parcipaton
In the study.

Wi

Study group

= Guallfication

¢ 5l 2R
1% AN

medical interview
Measurement  Blood
anthropometric  collection

& ]
e 4

2-9 WBC
treatment

BN,

Measuroment Blood
anthropomelric collection
10. |
wec @ , t
treatment ‘.&

T

Measurement Blood
anthropometric collection

11-19 WBC
treatment

oks

Y SN

anthropometric collection

origin

~ Taking antidnflammatory medications and
supplements conaining vamins and
antioxdants;

- Lack of consent to partcpate in the study.

™
-
Dy

Control group

- Qualification
° § based on
a survey and
D). edicalin

medical interview

Measurement Blood
lﬂm‘lk collection

1 n

WBC o g

treatment *,

" -

g

12
kN,
Measurement  Blood
anthropometric collection

10.

|

wec @ |

treatment :k

Fig. 2. Research flow chart.
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performed. In addition, a test tube with a glycolysis inhibitor (sodium
fluoride), was used to obtain serum for fasting blood glucose (FBG)
measurement.

Cryobiology 122 (2026) 105599

obtained were presented using basic descriptive statistics. The distri-
bution of variables was analyzed using the Shapiro-Wilk test. Group
characteristics were compared using Student's t-tests. Repeated-

Adipokine and sirtuin protein concentrations were d ined using
ready-to-use high-sensitivity enzyme-linked immuncsorbent assya
(ELISA) reagent kits: LEP (DRG Instruments GmbH, Germany), ADP
(Mediagnost, Germany) ASP and sirtuines (Sunredbio SRB Technology
Co., Ltd, Shanghai) (Table 1.).

lysis of variance (RMANOVA) was performed. If the
assumption of sphericity was violated (Mauchly test), Greenhouse-
Geisser corrections were applied. For variables with a non-normal dis-
tribution, the nonparametric Friedman test was used, with Conover’s test
as a post hoc test, The nonparametric Mann-Whitney test was used to

The indicators: FBG, insulin, fructosamine and glycated h lobi
Alc (HbAlc) were determined in lhe medical diagnostic laboratory. To
better ill lism, the HOMA-IR (Homeostasis
Model Assessment of lnsulm Resistance) de QUICKI (Quantitative In-
sulin Sensitivity Check Index) indices were calculated [19,24].

ke

2.4, Antropometric measurments

Body weight was measured with a JAWON MEDICAL 10I-101-353-
CE0197 scale (Jawon Medical Co., Ltd., Gyeongsan, Republic of
Korea) using the bioimpedance method. Body height was measured once
using a Seca 216 mechanical stadiometer (Hamburg, Germany), with an
accuracy of +5 mm. In addition, BMI was calculated for each volunteer.
Waist and hip cir were d using an
tape to the nearest 5 mm, as recommended by the WHO: waist - at the
midpoint between the lower edge of the last rib arch and the apex of the
iliac crest; hips - at the maximum circumference over the buttocks [62].
Ratios were calculated for each proband: WHIR (Waist to Height Ratio),
defined as the ratio of waist circumference to height, and WHR (Waist to
Hip Ratio), defined as the ratio of waist circumference to hip
circumference.

pometric

2.5. Cyrostimulation

Preparation for the procedure followed standard protocols. Before
the cryostimulation treatment, probands were asked to remove jewel-
lery, contact lenses and glasses, and to dress in appropriate attire: a
bathing suit/shorts, gaiters or long socks covering the tibias and knee
joints, clogs with thick soles, gloves, cap and a mask covering the nose
and mouth. Each WBC procedure included a 30-s acclimatization in the
cryochamber atrium (-60 °C) and a 3-min treatment in the cryo-
chamber proper (-120 “C). Probands walked one behind another,
changing walking direction every 30 s. They exited the cryochamber
through its atrium, After the treatment, the probands performed aerobic
exercises. Each procedure was performed under the supervision of a
specialist who observed the vol hroughout the proced Par-
ticipants were also informed that they could leave the cryochamber
session early if they felt unwell,

2.6. Statistical analysis

The results were analyzed using JASP version 0.19.3 software
(University of Amsterdam, Amsterdam, the Netherlands). The results

Table 1
Characteristics of the tests.
Test Senstivity
Leptin Leptin Sandwitch ELISA; DRG I GmbH, 0.7 ng/mi
German
Adiponectin  Adi ia ELISA; Medi Germany <0.27 ng/
ml
Asprosin Human (ssprosin) ELISA Kit; sunredbio (SRB) 0.756 ng/
Technology Co.,Ltd, Shanghai ml
SIRT1 Human (SIRT1) ELISA Kit; sunredbio (SRB) 0.306 ng/
Technology Co. Ltd, Shanghai ml
SIRT4 Human (STRT4) ELISA Kit; sunredbio (SRB) 0.106 ng/
Technology Co, Ltd, Shanghai ml
SIRTS Human (SIRT&) ELISA Kit; sunredbio (SRB) 0.306 ng/
Technology Co. Lid, Shanghal ml

two ind dent groups with a non-normal distribution. Effect
sm were calculated using the omega-squared coefficient (@?) and
interpreted as follows: 0.01 - small, 0.06 - medium and 0.14 - large ef-
fect. The presence of correlations was checked using Spearman's test
(rho). The level of significance (@) was set at p < 0.05 in each case,

3. Results
3.1. Subjects’ characteristics

The study group (SG) included six women and six men. The control
group (CG) consisted of 8 women and 3 men, Detailed characteristics of
each group are shown in Table 2.

3.2. Effect of a series of systemic cryostimulation treatments on body
composition

The applied intervention did not have a significant effect on the body
weight of the study participants. There was a statistically significant
difference in BMI changes in the SG group (p = 0.028; w” = 0.001), but
further analysis did not indicate a significant difference between sub-
jects. No differences were noted in CG.

Differences were indicated for WHIR, both over time (p < 0.001; o*
= 0.004) and within group {p = 0.010; @* = 0.002). A group effect was
also observed (p < 0.001), Further analyses indicated significant dif-
fi between Lvs Il (p =0.043), I vs Il (p = 0.002)
and I vs IV (p = 0.001). When analyzing the groups separately, signifi-
cant changes were observed exclusively in the SG group between time
points I and III (p < 0.001) and between I and IV (p < 0.001) (Fig. 3).

3.3. Effect of a series of ic cryostimulation tr on
carbohydrate metabolism

Both groups were within the reference values for all measured in-
dicators of carbohydrate metabolism (Table 3),

Higher baseline values in insulin concentration (p = 0.002) in the SG
were indicated. The WBC series resulted in a significant reduction in
insulin concentration in SG (I vs, Il p = 0.041; 1 vs. IV p = 0.013). The
CG showed an increase in insulin after 10 treatments (1 vs. Il p = 0.024),
with a subsequent decrease after the treatment series was completed,
but at each stage the values were within the reference range (Il vs. lll p
= 0.035) (Fig. 4).

Table 2
Characteristics of the group.
SG cG P SG vs. CG
x D x sD
Age [years] 43.92 13.08 4355 15 0.989
Weight [kgl 927 12.96 59.13 1034 0.006*
Height fem] 171.67 834 171.36 865 0.839
BMI [kg/m’] 31.34 257 23.47 229 <0.001*
WHR 0.95 0,08 0.86 0.06 0.010*
WHIR 059 0.04 0,47 0.05 <0.001*

SG-study group, GC-control group, x— average value, SD-standard deviation,
BMI-body mass index, WHR-waist to hip ratio, WHIR - waist to height ratio,
*-statistically significant result for p < 0,05.
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Fig. 3. Changes in WHIR level over time and over time in SG and in CG.
significant difference in fructosamine concentration between groups
Tl R Vi e - was also observed at the 3rd (p < 0.001) and 4th (p = 0.003) mea-
hlciriont points (Fig. 6). HbAlc differed significantly between the
“‘:"m 56 LG léé’c v, baseli ement and that ob d at the last time point, i.e., 2
bl s x sD weeks after the intervention checkout (Fig. 7).
Insulln (U7 217 1001 373 455 267 0.002* Higher HOMA-IR values were indicated in the SG at the 1st (p <
mi] 0.001) and 3rd (p = 0.012) points. A change in the HOMA-
FBG [mmol/1] 3.95.5 539 053 490 049 0876 IR index within time for SG was observed (p = 0.032). Further analysis
"“[’:‘m” 205-285 241.33. 1963 24291 1013 1.000 indicated a significant decrease in the index after 20 WBC treatment (p
=0.009). This effect persisted in follow up (I vs IV p = 0.009) (Fig. 5).
HbAlc [mmol/  20-42 38.92 291 36.73 372 0.1%
mG : Higher baseline parameter values for CG were indicated (p = 0.010), as
: well as a significant difference within the group for the QUCIKI index (p
SG-study group, GC-control group, x— value, SD dard devi B o ! =
».statistically significant result for p < 0.00; = 0.007). A group effect was also observed (p = 0.010) (Vig. 9).
3.4. Effect of a series of sy ic cryostimulati on
adipokines level
12 O CG To illustrate the effect of a series of cryostimulation treatments on
11 - ASP, LEP and ADP levels, the results performed in consecutive mea-
® SC surements (I-1V) were compared with each other (Figs. 10 and 11).
o _ A difference was indicated between the initial ASP concentration,
1 lvs. Il and the concentration determined 2 weeks after the end of the inter-
f— 9 4 > I vs. IV vention (p = 0.020). Further analysis of each group indicated, significant
£ p=0.041 2 changes in SG (p = 0.008). Measurement taken 2 weeks after end of the
) p=0.002 p=0.013 intervention was significantly lower in 1st (p < 0.001); 2nd (p = 0.006)
3 8 and 3rd (p = 0.006).
T:‘ LEP concentrations were significantly higher in SGs at each mea-
= s lvs. 1l surement point (1st p < 0.001; 2nd p = 0.017; 3rd p = 0.002; 4th p <
g p=0_024 0.001). An effect of time on LEP levels was indicated, which was
£ 6 observed in both SG (p = 0.008) and CG (p = 0.006). The greatest
decrease in LEP during the SG series was observed after the 20th WBC
5 = Ivs. 1l treatment (p = 0.013). Two weeks after end of the intervention, LEP
5 levels increased (111 vs IV p = 0.008). In CG, changes were observed after
4 - p=0.035 both the 10th (p = 0.023) and 20th (p — 0.005) treatments compared to
[ 1 the 1st, and the decreasing trend d at the IV ement point
I ” |” IV as well (1 vs IV p = 0.002).
No significant changes in ADP levels were indicated.
Fig. 4. Changes in insulin level over time in SG and in CG,
3.5. Effect of a series of ic eryostimulati on sirtuins
FBG concentrations changed significantly over the course of the  level

project (p = 0.035 and p = 0.039 in measurements before the 10th and
20th weauments vs baseline measurements, respectively (Fig. 5.). A
group effect was also observed (p = 0.043; w* = 0.076).

Two markers that provide insight into long-term glycemic control:
fructosamine (p < 0.001; @* = 0.061) and HbAlc (p = 0.004; ©* =
0.004) also changed their concentrations significantly. For fructosamine
an effect of group (p = 0.001; % = 0.225) was also observed. Post hoc
analysis indicated that a significant time effect occurred in CG: I vs Il (p
< 0.001) Tvs IV (p < 0.001); Hvs I (p < 0.001), I vs IV (p < 0.014). A

The effect of the 10, and 20 treatments on level of sirtuin was
hecked. Different changes were indi d for SG and CG. Anincrease in
SIRT1 was indicated in the SG group (p = 0.006). Changes in concen-
trations were noted between the 1st and 3rd measurement points (p <
0.001) and 2nd and 3rd (p = 0.008). The change was also observed
between I and IV measurement point (p = 0.008). In CG, there was a
decrease in SIRT1 concentration (p = 0.015), which was noted
sequentially between measurement points | and 11l (p < 0.001) and I
and Il (p = 0.034). A difference was also evident between measurement
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Fig. 6. Changes in fructosamine level over time in SG and CG.

1 (p = 0.005) and 11 (0.021) and IV (Fig. 12).

There was a statistically significant increase in SIRT4 level 2 weeks
after the completed treatment series (IV) compared to the 2nd mea-
surement (p = 0.048). Post hoc analysis showed that the change was
evident at the level of statistical significance in SG (p=0.063) (Fig. 12). A
similar relationship was noted between the 2nd and 3rd measurement
points for SIRT6, also in the SG group (p = 0.071). However, the
assumed threshold of statistical significance was not reached. No sig-
nificant changes were noted in the CG group (Fig. 14).

3.6. Correlation analysis
The results of the correlation analysis are presented in lable 4,

4. Discussion

Literature data indicate that WBC is emerging as a promising

v

adjunctive intervention for the treatment of obesity, Beneficial effects of
eryostimulation include a decrease in systemic inflammation, oxidative
stress, body weight and abdominal obesity [15,54]. In the present
research positive effects of WBC treatments on carbohydrate meta-
bolism, LEP and ASP levels, SIRT 1 and SIRT4, as well as WHIR index
have been demonstrated, However, it should be emphasized that the
main limitation of this study remains the small and heterogencous
sample size. Future studies should include larger groups, divided by
gender and body fat content.

Wigeek et al. [49] reported a significant decrease in FBG and HbAlc
after 30 WBC treatments, as well as a decrease in insulin and HOMA-IR
and an increase in QUICKI two wecks after cessation of the intervention
in postmenopausal women with type [I diabetes mellitus (T2DM). In the
control group, consisting of post: P | but without T2DM,
no significant changes were observed. In the present study, it has been
shown that after a series of treatments of 20 WBC treatments FBG levels
decreased significantly, and HbAle 2 weeks after cessation of the
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intervention. Thiswas associated with adecrease in blood insulin
observed after 20 WBC treatments and the improvement in the
HOMA-IR insulin resistance index. The observed improvement in
HOMA-IR suggests enhanced insulin sensitivity in SG. These effects were
maintained at follow-up. A decrease in insulin levels and HOMA-IR were
shown only in SG. Initially, higher insulin values were noted in SG, but
this difference was no longer noted later, either during the series or in
the follow-up. In CG, an increase in insulin was noted after the 10th WBC
treatment, with a decrease again after the 20th WBC series. For fruc-
tosamine, the CG also showed an increase in values after the 20th WBC
treatments. It is noteworthy, however, that despite the unfavorable
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Fig. 9. Changes in QUICKI level over time in SG and CG.

direction of changes, the values of these parameters remained within
reference ranges, suggesting that carbohydrate metabolism was not

adversly affected,
Similar to p dies conducted by Wigeek et al. [27,44], the
p study also d d a significant reduction in ASP. ASP,

secreted by WAT, modulates rapid glucose release from liver [36].
Romere et al. [36] indicated that in obese men with insulin resistance,
its levels are pathologically elevated. They observed similar increases in
two independent mouse models of insulin resistance (diet-induced
obesity and Ob mutation). In obese mice with insulin resistance, an
insulin-lowering effect was achieved through i questration of
ASP [36]. In this study a significant reduction in ASP was observed in the
SG group, accompanied by a reduction in the HOMA-IR insulin resis-
tance index. These data are consistent with the findings reported by
Romere et al. [43].

However, a correlation was detected between another adipokines
linked to obesity - LEP and ADP [18.28]. LEP serum concentrations
correlated positively with BMI, WHR, HOMA-IR and insulin and FBG (at
follow up only) and negatively with QUICKI and fructosamine. In
contrast, ADP levels correlated negatively with insulin and HOMA-IR
and positively with QUICKI. The present study confirms previous find-
ings - higher LEP levels [30] and lower ADP [1] were noted in the
overweight and obese volunteers.

However, no changes in ADP concentrations were observed in the
present study. In a study by other authors, there were also no changes in
ADP concentrations, either with monotherapy [31,60], or with a com-
bination of WBC and aerobic exercise [23]. Adiponetin reduces
pro-inflammatory cytokines and oxidative stress, leading to improved
insulin sensitivity. ADP inhibits hepatic glucose secretion and increases
FBG and fatty acid utilization by skeletal muscle lowering FBG levels and
resulting improved whole-body energy homeostasis [10,56]. Kozlowska
et al.[21] indicated that a series of 10 WBC treatments resulted in an
increase in adiponectin levels. Twenty-two men (age = 40 + 13.5)
participated in the study, and the increase in plasma ADP was accom-
panied by a decrease in insulin and FBG. This study did not indicate
baseline differences in ADP levels between groups, and adiponectin
correlated negatively only with insulin serum concentration. No corre-
lation between FBG and ADP was indicated, threfore it can be concluded
that the observed significant decrease in FBG was not related to an in-
crease in ADP, but to an overall improvement in parameters of carbo-
hydrate metabolism.
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LEP serum concentration, The authors of the study suggest that for obese
13 Ivs. lll p<0.001 O CG individuals, the number of treatments should be increased, above the
I vs 1il p=0.008 standard number of 10. These data are consistent with those of the
12 el @ SG present study - in CG, a significant decrease was noted after the 10th
lvs. IV treatment, but in SG only after a series of 20, Lubkowska et al. [23]
— p=0.008 evaluated the effect of a six-month exercise program with two exposures
E 1 1 - to WBC in 20 sessions on changes in, amang others, LEP and ADP in
gt obese individuals were assessed. They noted no change in the concen-
o 10 - tration of these adipokines. Wigeek et al. [50] also found no change in
L LEP levels in P | with bolic disorders undergoing a
= series of 20 WBC treatments. Ptaszek etal. [33] indicated in their study a
— 9 m | P =0.043 decrease in LEP levels after a series of 20 WBC treatments, but only in
E men; in women, there was an increase in LEP.
— 8 - In this study, a series of WBC treatments significantly lowered LEP
v concentrations in both groups, but the analysis of the results obtained
two weeks after the cessation of the intervention revealed a difference
= . 1 vs. IV p=0.005 between the groups - in CG the downward trend continued, while in SG
Il'vs IV p=0.021 there was a significant increase in LEP concentrations. Tang et al.[45]
6 - : pointed out the relationship between SIRT6 and LEP, They indicated
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Fig. 12. Changes in SIRT1 level over time.

LEP is considered an adipokine that reveals a key role in weight
regulation [14]. It affects the central nervous system, inhibiting food
intake and stimulating energy expenditure [14,42,46], In the literature,
data on the effects of cryogenic temperatures on LEP concentrations are
inconclusive. Pilch et al. [31] subjected overweight and obese subjects
to a series of 20 WBC treatments. In the cited study, authors reported
that between 10 and 20 WBC sessions there was a significant decrease in

that SIRT6 is an important regulator that promotes negative energy
balance and can modulate LEP signaling, and SIRTS deficiency leads to
an impairment of leptin-induced phosphorylation of signal transducer
and activator of transcription 3 (STAT3). The present study indicated a
negative correlation between SIRT6 and LEP, which confirms previous
findings. However, no changes in SIRT6 activity or differences between
groups were identified. The review [7] indicated that individuals with
obesity have reduced SIRT6 adip pression. They also noted a
protective role for SIRT6 against the metabolic consequences of
diet-induced obesity [7]. The lack of change in SIRT6 levels may be
related to the unfavorable trends in LEP levels observed two weeks after
the end of the series. It is also worth noting that, despite the lack of
statistical significance, the trends in SIRT6 changes during follow-up
were opposite to those in LEP.
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This study demonstrated different directions of change in SIRT1
depending on the group. A series of 10 WBC treatments resulted in no
significant changes, but after a series of 20 WBC treatments, there was a
significant increase in SG and a significant decrease in CG. Expression of
SIRT1 is strongly associated with inflammation in the body [57].
Abdominal obesity also has a significant impact on inflammation in the
body. A study of healthy Japanese men found that those with abdominal
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decrease in insulin in this group. On the other hand, however, an in-
crease in SIRT4 levels may be, as in the case of SIRT1, associated with an
improvement in WHtR, but in this case the mechanism would have to be
linked to an improvement in body lipid levels. However, further studies
assessing lipid levels are required to confirm or refute this hypothesis.

5. Concl

obesity had higher levels of C-reactive protein (hs-CRP) and
interleukin-6 (IL-6), and lower levels of ADP pared to those with
abdominal obesity [26]. An indicator that reflects fat accumulated in the
abdominal area is WHIR. It is suggested that this index is a better pre-
dictor of cardiometabolic risk factors and related diseases than WHR
[12,35,59]. Although higher WHIR values were shown in SGs at each
measurement point, analysis of the groups separately indicated that it
was in this group that there was a significant decrease in the index after
the treatment series, which persisted in the follow up. A positive cor-
relation between SIRT1 and WHIR was found, but only at the 4th
measurement point. At that time, WHIR decreased significantly and
SIRTL levels in SG increased, which may be due to a decrease in
inflammation. However, further studies including inflammatory cyto-
Kines are needed to verify this theory.

Also, the presence of a positive correlation between WHtR and BMI,
LEP and carbohydrate metabolism indices: FBG, insulin and HOMA-IR,
and a negative correlation with QUICKI and fructosamine were indi-
cated in the present study.

To the best of our knowledge, in our study, the effect of WBC on
SIRT4 levels was studied for the first time. SIRT4 contributes to the
maintenance of adequate lipid levels in the body by inhibiting fatty acid
biosynthesis. It also reduces insulin secretion from pancreatic fi-cells by
inhibiting the action of glutamine dehydrogenase [15]. The positive
effect of WBC on SIRT4 levels in the SG group may be related to the

WBC appears to be a potential non-pharmacological adjunct inter-
vention for excessive body weight and the management of obesity-
related metabolic disturbances. WBC positively affects carbohydrate
metabolism and obesity-associated adipokines leptin and adiponectin,
as well as the activation of SIRT1 and SIRT4, with the most meaningful
benefits observed in overweight and obese individuals. However, the
achieved effects of cold therapy depend on the number of treatments and
the individuals' BML

5.1. Study limitation

Study participants were matched in terms of study group charac-
teristics. However, the final sizes of the two groups were small. Also,
changes in adipokines and sirtuins levels were not studied in subjects
who did not use WBC at the same time (passive control group). Future
studies should be conducted with a larger number of volunteers, taking
into account gender and type of obesity as variables that may influence
the direction of these changes, which would provide a more complete
picture of the impact of changes caused by WBC.
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Table 4
Spearman's correlations.
st 2nd 3rd 4th
o P ) P Ty P e P
BMI Leptin 0,560 0.002* 0,459 0.024* 0.532 0.010* 0.564 0.009*
WHR 0,626 <0.001* 0,587 0.003* 0.585 0.004* 0.606 0.003*
WHIR 0.893 <0.001 0.869 <0.001* 0.878 <0.001* 0.907 <0.001*
HOMA-IR 0.529 0.009* - - 0.454 0.017* - -
QUICK! -0.535 0.009* - - -0.533 0.009* - -
Insulin 0.542 0.008* S - 0.445 0.003* a .
Fructosamine - - - - -0.690 «<0.001* -0.582 0.004*
Leptin WHIR 0.474 0.015* 0.493 0.014* 0.549 0.007* 0.521 0.017*
HOMA-IR 0.617 0.002* - - 0.464 0.026* 0533 0.000*
QUICKI -0.635 0.001* - - —0.489 0.018* —-0.546 0.010*
Insulin 0,636 0.001* - - 0.462 0.026* -0.538 0.012*
Fructosamine - - -0.537 0.008* -0.596 0.003* -0837 <0.001*
FBG - - - - - . 0.485 0.026*
WHR HOMA-IR 0.543 0.007* - - 0.565 0.005* 0.425 0.048*
QUICK! —~0.546 0.007* -D.462 0.026* -0.572 0.004* - .
FBG 0.459 0.027* - - 0.466 0.025* - -
Insulin 0.535 0.009* - - 0.514 0.012* - -
HbAlc 0.471 0.031* - - - - 0.484 0.042
Fructosamine - - - - ~0.461 0.027* - -
WHIR HOMA-IR 0.656 <0.001* 0.500 0.015* 0.592 0.003* 0.507 0.016*
QUICKI —0.662 <0.001* —0.469 0.024* -0.623 0.002* -0.497 0.018*
FBG 0.611 0.002* 0.457 0.028* 0.539 0.008* 0.491 0.020*
Insulin 0.649 <0.001* 0.424 0.044° 0.537 0.008* 0.452 0.035*
Fructosamine . - ~0.471 0.023* -0.719 <0.001* -0.621 0.002*
SIRT1 . - - - - - 0.442 0.041*
HOMA-IR Adiponectin -0.539 0.008* - - ~0.495 0.016* - -
Fructosamine - - - - ~0.464 0.026* ~0.498 0.016*
QUICKI Adiponectin 0,516 0.012* - - 0.474 0.022* - -
Fructosamine = - - - 0.47¢ 0.022¢ 0.474 0.022%
Insulin Adiponectin -0.507 0.014* - - -0.512 0.013* - -
Fructosamine - - - - - - ~0.503 0.014*
FBG Insulin 0.568 0.005* - - 0.494 0.016% 0.638 0.001*

r, - Spearman's rho; *-statistically significant result results for p < 0.05.
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Oswiadczenia autorow

Krakow, 07.01.2026

mgr Adrianna Dzidek

Szkola Doktorska Nauk o Kulturze Fizycznej
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej

Akademia Kultury Fizycznej

Im. Bronistawa Czecha w Krakowie

OSwiadczenie pierwszego autora

M¢j udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: ,,The Use of Cryotherapy in
Cosmetology and the Influence of Cryogenic Temperatures on Selected Skin Parameters—A

Review of the Literature™ , Cosmetics, 2022, 9, 100; https://doi.org/10.3390/ cosmetics9050100
obejmowal:

- Przeszukiwanie baz danych w celu wyselekcjonowania odpowiednich pozycji;
- Przygotowanie bazy danych;

- Przygotowanie pierwowzoru tekstu;

- Walidacje i wizualizacje tekstu;

- Redagowanie i edycje tekstu.

Oswiadezam, e méj udziat wkiadu pracy w powstanie artykutu wyniést 55%.

Podpis
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Krakéw, 07.01.2026
dr hab. Anna Kurkiewicz-Piotrowska, prof. AWF
Zaklad Chemii i Biochemii
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

Im. Bronistawa Czecha w Krakowie
Oswiadczenie wspélautora

M6j udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: ,The Use of Cryotherapy in
Cosmetology and the Influence of Cryogenic Temperatures on Selected Skin Parameters—A
Review of the Literature ”, Cosmetics, 2022, 9, 100; https://doi.org/10.3390/ cosmetics9050100
obejmowal:

- Przygotowanie koncepcji artykulu przegladowego;
- Opracowanie metodologii;

- Sprawdzenie wyszukanych pozycji literaturowych;
- Pomoc w przygotowaniu pierwowzoru tekstu;

- Walidacje tekstu;

- Redagowanie i edycje tekstu;

- Nadzor i administracj¢ projektu.

Oswiadczam, ze moj udziat wkladu pracy w powstanie artykulu wyniost 45%.
Podpis
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Krakéw, 07.01.2026
mgr Adrianna Dzidek
Szkola Doktorska Nauk o Kulturze Fizycznej
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

Im. Bronislawa Czecha w Krakowie
Oswiadczenie pierwszego autora

Mo¢j udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: M6j udzial w przygotowaniu
publikacji pod tytulem: ,, The Role of Increased Expression of Sirtuin 6 in the Prevention of
Premature  Aging ~ Pathomechanisms”, Int J Mol Sci. 2023:24(11):9655. doi:
10.3390/ijms24119655; obejmowat:

- Koncepcj¢ badan;

- Przeszukiwanie baz danych w celu wyselekcjonowania odpowiednich pozyciji;
- Przygotowanie bazy danych;

- Przygotowanie pierwowzoru tekstu;

- Wizualizacje tekstu.

Oswiadczam, ze m6j udzial wkladu pracy w powstanie artykutu wyniost 51%.

Podpis
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Krakéw, 07.01.2026
dr Olga Czerwinska-Ledwig

Zaklad Chemii i Biochemii
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

im. Bronistawa Czecha w Krakowie

OS$wiadczenie wspolautora

Moj udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: ,, The Role of Increased Expression
of Sirtuin 6 in the Prevention of Premature Aging Pathomechanisms” Int J Mol Sci.
2023;24(11):9655. doi: 10.3390/ijms24119655; obejmowat:

- Walidacje tekstu;
- Redagowanie i edycje tekstu;
- Administracje¢ projektu.

Os$wiadczam, ze moj udziat wkladu pracy w powstanie artykutu wynidst 10%.

Podpis
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Krakow, 07.01.2026
dr hab. Anna Kurkiewicz-Piotrowska, prof. AWF
Zaklad Chemii i Biochemii
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

im. Bronistawa Czecha w Krakowie
Os$wiadczenie wspolautora

M¢j udzial w przygotowaniu publikacji pod tytutem: ,, The Role of Increased Expression
of Sirtuin 6 in the Prevention of Premature Aging Pathomechanisms” Int J Mol Sci.

2023:24(11):9655. doi: 10.3390/ijms24119655; obejmowal:
- Przygotowanie koncepcji badan;
- Opracowanie metodologii badan;
- Walidacje tekstu;
- Redagowanie i edycjg tekstu;
- Pozyskiwanie funduszy.

Os$wiadczam, Zze méj udzial wkiadu pracy w powstanie artykutu wynidst 24%.

Podpis
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Krakéw, 07.01.2026
mgr Adrianna Dzidek
Szkola Doktorska Nauk o Kulturze Fizycznej
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

Im. Bronislawa Czecha w Krakowie

Oswiadezenie pierwszego autora

M¢j udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: Leptyna w otylosci - mozliwosci
ferapeufyczne. In book: Fizjoterapia i aktywnos¢ fizyczna jako podstawy zdrowia czlowicka
Tom 1; Wydawnictwo Naukowe TYGIEL, Lublin. Wrzesieri 2024, 36-45, obejmowatl:

- Przeszukiwanie baz danych w celu wyselekcjonowania odpowiednich pozycji;
- Przygotowanie bazy danych;

- Przygotowanie pierwowzoru tekstu;

- Walidacje i wizualizacje tekstu;

- Redagowanie i edycje tekstu.

Oswiadezam, ze méj udzial wkiadu pracy w powstanie artykulu wyniést 55%.

Podpis
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Krakow, 07.01.2026
dr hab. Anna Kurkiewicz-Piotrowska, prof. AWF
Zaktad Chemii i Biochemii
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

Im. Bronislawa Czecha w Krakowie

Oswiadczenie wspélautora

Moj udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: Leptyna w otylosci - mozliwosci
terapeutyczne. In book: Fizjoterapia i aktywno$¢ fizyczna jako podstawy zdrowia czlowieka
Tom 1; Wydawnictwo Naukowe TYGIEL, Lublin. Wrzesien 2024, 36-45 obejmowal:

- Przygotowanie koncepcji artykutu przegladowego;
- Opracowanie metodologii;

- Sprawdzenie wyszukanych pozycji literaturowych;
- Pomoc w przygotowaniu pierwowzoru tekstu;

- Walidacje tekstu;

- Redagowanie i edycje tekstu;

- Nadzo6r i administracj¢ projektu.

Os$wiadczam, ze m6j udzial wkladu pracy w powstanie artykulu wyniost 45%.

Podpis
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Krakéw, 07.01.2026
mgr Adrianna Dzidek
Szkola Doktorska Nauk o Kulturze Fizycznej
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

Im. Bronistawa Czecha w Krakowie
OS$wiadczenie pierwszego autora

M¢j udzial w przygotowaniu publikacji pod tytutem: ,, Use of Measurement Probes to
Evaluate the Effect of a Series of Whole-Body Cryostimulation Treatments on Skin
Characteristics in Subjects with Different BMIs”, Applied Sciences, 2025, 15, 2897; doi:
10.3390/app15062897; obejmowat:

- Koncepcje badan;

- Opracowanie metodologii badan;

- Formalng analiz¢ badan;

- Przeprowadzenie badan;

- Zbieranie i opracowanie wynikow;
- Przygotowanie pierwowzoru tekstu;
- Walidacje i wizualizacje tekstu;

- Redagowanie i edycje tekstu;

- Nadz6r nad projektem;

- Pozyskiwanie funduszy.

Oswiadczam, ze méj udzial wkiadu pracy w powstanie artykulu wynidst 51%.

Podpis
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Krakéow, 07.01.2026
dr Olga Czerwinska-Ledwig

Zaklad Chemii i Biochemii
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

im. Bronistawa Czecha w Krakowie

OS$wiadczenie wspolautora

Mo¢j udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: , Use of Measurement
Probes to Evaluate the Effect of a Series of Whole-Body Cryostimulation Treatments on Skin

Characteristics in Subjects with Different BMIs”, Applied Sciences, 2025, 15, 2897; doi:
10.3390/app15062897; obejmowat:

- Pomoc w opracowaniu wynikow;
- Pomoc przy wizualizacji i walidacji tekstu;

- Redagowanie i edycje tekstu.

Oswiadczam, ze mdj udzial wkladu pracy w powstanie artykulu wynidst 12%.

Podpis
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Tarnow, 09.01.2026
Agata Szlachetka
Zaklad Kosmetologii
Wydzial Lekarski i Nauk o Zdrowiu

Akademia Tarnowska

Oswiadczenie wspolautora

Moj udziat w przygotowaniu publikacji pod tytulem: ,, Use of Measurement Probes to
Evaluate the Effect of a Series of Whole-Body Cryostimulation Treatments on Skin
Characteristics in Subjects with Different BMIs”, Applied Sciences, 2025, 15, 2897; doi:
10.3390/app15062897; obejmowat:

- Pomoc w opracowaniu metodologii badan;
- Pomoc przy przygotowaniu bazy danych;
- Pomoc przy wizualizacji tekstu;

- Redagowanie i edycja tekstu.
Oswiadezam, ze méj udzial wkiadu pracy w powstanie artykutu wyniosl 5%.

Podpis
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Poznan, 09.01.2026
prof. dr hab. Ewa Ziemann
Zaklad Lekkiej Atletyki i Przygotowania Motorycznego
Wydziat Lekarski i Nauk o Zdrowiu
Akademia Wychowania Fizycznego,

im. Eugeniusza Piaseckiego w Poznaniu

Oswiadczenie wspélautora

Moj udzial w przygotowaniu publikacji pod tytutem: ,, Use of Measurement Probes to
Evaluate the Effect of a Series of Whole-Body Cryostimulation Treatments on Skin
Characteristics in Subjects with Different BMIs”, Applied Sciences, 2025, 15, 2897; doi:
10.3390/app15062897; obejmowat:

- Pomoc w opracowaniu metodologii badan;
- Pomoc przy wizualizacji tekstu;
- Redagowanie i edycje tekstu;

- Nadzorowanie projektu.

Oswiadczam, ze moj udziat wktadu pracy w powstanie artykutu wyniést 5%.

Podpis

Podpisano przez/ Signed by
Ewa

Ziemann

Data/ Date: 27.01.2026 09:09
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Lublin, 09.01.2026 .

dr n. med. i n. o zdr. Dorota Kasprzak
Wydziat Nauk o Zdrowiu
Akademia Nauk Stosowanych

Wincentego Pola w Lublinie

Oswiadczenie wspolautora

Méj udziat w przygotowaniu publikacji pod tytutem: ,, Use of Measurement Probes to
Evaluate the Effect of a Series of Whole-Body Cryostimulation Treatments on Skin
Characteristics in Subjects with Different BMIs ", Applied Sciences, 2025, 15, 2897;
doi: 10.3390/app15062897; obejmowat:

- Pomoc w przygotowywaniu zgromadzonych danych;
- Pomoc przy wizualizacji tekstu;
- Redagowanie i edycje tekstu;

Os$wiadczam, ze méj udziat wkladu pracy w powstanie artykutu wyniost 5%.

Podpis
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Bydgoszcz, 09.01.2026

dr hab. Mariusz Zasada
Katedra Indywidualnych i Zespolowych Aktywnosci F izycznych
Wydzial Nauk o Zdrowiu i Kulturze Fizycznej

Uniwersytet Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy

Oswiadczenie wspélautora

M¢j udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: ,, Use of Measurement Probes to
Evaluate the Effect of a Series of Whole-Body Cryostimulation Treatments on Skin
Characteristics in Subjects with Different BMIs”, Applied Sciences, 2025, 15, 2897; doi:
10.3390/app15062897; obejmowal:

- Pomoc w opracowaniu metodologii badan;
- Pomoc przy wizualizacji tekstu;

- Redagowanie i edycje tekstu;

- Nadzor projektu.

Os$wiadczam, ze méj udzial wkladu pracy w powstanie artykulu wyniést 5%.
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Krakow, 07.01.2026

dr hab. Anna Kurkiewicz-Piotrowska, prof. AWF
Zaklad Chemii i Biochemii

Wydzial Rehabilitacji Ruchowej

Akademia Kultury Fizycznej

im. Bronislawa Czecha w Krakowie
O$wiadczenie wspolautora

Méj udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: ,, Use of Measurement Probes to
Evaluate the Effect of a Series of Whole-Body Cryostimulation Treatments on Skin
Characteristics in Subjects with Different BMls”, Applied Sciences, 2025, 15, 2897; doi:
10.3390/app15062897; obejmowatl:

- Przygotowanie koncepcji badan;

- Opracowanie metodologii badan;

- Analiz¢ formalng;

- Pomoc w przygotowaniu pierwowzoru tekstu;
- Pomoc przy wizualizacji i walidacji tekstu;

- Redagowanie i edycje tekstu;

- Nadz6r projektu.

Os$wiadczam, ze méj udzial wkladu pracy w powstanie artykulu wyniost 17%.

Podpis
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Krakéw, 07.01.2026

mgr Adrianna Dzidek
Szkola Doktorska Nauk o Kulturze Fizycznej

Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

Im. Bronistawa Czecha w Krakowie

Os$wiadczenie pierwszego autora

Moj udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: M6j udzial w przygotowaniu
publikacji pod tytutem: ,, Effect of a series of whole-body cryostimulation treatments on vaspin

levels in subjects with different body mass indexes”’, Acta Balneol. 2025;67(2):114-120. doi:
10.36740/ABAL202502106; obejmowat:

- Koncepcj¢ badan;

- Opracowanie metodologii badan;

- Formalng analiz¢ badan;

- Przeprowadzenie badan;

- Wykonywanie oznaczen biochemicznych;

- Zbieranie i opracowanie wynikow;

- Przygotowanie pierwowzoru tekstu;

- Walidacjg i wizualizacjg tekstu;

- Redagowanie i edycje tekstu;

- Nadz6r nad projektem;

- Pozyskiwanie funduszy.

O$wiadczam, Zze m6j udzial wkladu pracy w powstanie artykulu wyniost 51%.
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Krakéw, 07.01.2026
dr Olga Czerwinska-Ledwig
Zaklad Chemii i Biochemii
Wydzial Rehabilitacji Ruchowe;j
Akademia Kultury Fizycznej

im. Bronislawa Czecha w Krakowie

Oswiadczenie wspélautora

Moj udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: M6j udzial w przygotowaniu
publikacji pod tytulem: ,, Effect of a series of whole-body cryostimulation treatments on vaspin
levels in subjects with different body mass indexes’’, Acta Balneol. 2025;67(2):114-120. doi:
10.36740/ABAL202502106; obejmowal:

- Pomoc przy przeprowadzeniu badan;
- Pomoc przy wykonywaniu oznaczen biochemicznych;
- Pomoc w opracowaniu wynikow;

- Redagowanie i edycje tekstu.
Os$wiadczam, ze m6j udzial wkladu pracy w powstanie artykutu wyniést 12%.

Podpis
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Krakow, 07.01.2026

dr Roxana Zuziak

Zaklad Chemii i Biochemii
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

im. Bronistawa Czecha w Krakowie

Os$wiadczenie wspoélautora

M¢j udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: Méj udzial w przygotowaniu
publikacji pod tytulem: ,, Effect of a series of whole-body cryostimulation treatments on vaspin
levels in subjects with different body mass indexes'', Acta Balneol. 2025;67(2):114-120. doi:
10.36740/ABAL202502106; obejmowat:

- Pomoc przy wykonywaniu oznaczen biochemicznych;

- Redagowanie i edycje tekstu,

Oswiadczam, ze méj udzial wkladu pracy w powstanie artykutu wyniost 5%.
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Krakow, 07.01.2026
dr Joanna Kryst
Zaktad Chemii i Biochemii
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

im. Bronislawa Czecha w Krakowie

OSwiadczenie wspélautora

Moj udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: Moj udzial w przygotowaniu
publikacji pod tytulem: ,, Effect of a series of whole-body cryostimulation treatments on vaspin
levels in subjects with different body mass indexes "', Acta Balneol. 2025;67(2):114-120. doi:
10.36740/ABAL202502106; obejmowat:

- Pomoc przy wykonywaniu oznaczen biochemicznych;

- Redagowanie i edycje tekstu.
Oswiadezam, ze m6j udzial wkladu pracy w powstanie artykutu wyniést 5%,

Podpis
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Krakow, 07.01.2026

mgr Marta Morawiec

Zaklad Kosmetologii Estetycznej
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

im. Bronistawa Czecha w Krakowie

Oswiadczenie wspélautora

Moj udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: M6j udzial w przygotowaniu
publikacji pod tytutem: ,, Effect of a series of whole-body cryostimulation treatments on vaspin
levels in subjects with different body mass indexes”’, Acta Balneol. 2025;67(2):114-120. doi:
10.36740/ABAL202502106; obejmowat:

- Pomoc przy przeprowadzaniu badan;

- Redagowanie i edycje tekstu.
O$wiadczam, ze m6j udziat wkladu pracy w powstanie artykutu wyniost 5%.
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Krakow, 07.01.2026
dr hab. Anna Kurkiewicz-Piotrowska, prof. AWF

Zaklad Chemii i Biochemii
Wydzial Rehabilitacji Ruchowe;j
Akademia Kultury Fizycznej

im. Bronistawa Czecha w Krakowie

Oswiadczenie wspolautora

Méj udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: M6j udzial w przygotowaniu
publikacji pod tytulem: ,, Effect of a series of whole-body cryostimulation treatments on vaspin

levels in subjects with different body mass indexes”’, Acta Balneol. 2025;67(2):114-120. doi:
10.36740/ABAL202502106; obejmowal:

- Przygotowanie koncepcji badan;

- Opracowanie metodologii badan;

- Analize formalna;

- Pomoc w przeprowadzeniu badan;

- Pomoc w przygotowaniu pierwowzoru tekstu;
- Pomoc przy wizualizacji i walidacji tekstu;

- Redagowanie i edycje tekstu;

- Nadzor projektu.

Oswiadczam, ze moj udzial wkladu pracy w powstanie artykulu wynidst 22%.

Podpis
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Krakow, 02.03.2026
mgr Adrianna Dzidek

Szkota Doktorska Nauk o Kulturze Fizycznej
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

Im. Bronistawa Czecha w Krakowie

O$wiadczenie pierwszego autora

Moj udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: ,The effect of whole-body
cryostimulation treatments on the profile of selected adipokines and sirtuins in middle-aged
individuals with varying degrees of body famess”, Cryobiology, 2026, 122, 105599;
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2026.105599 obejmowal:

- Przygotowanie pierwowzoru tekstu;

- Redagowanie i edycj¢ tekstu;

- Walidacje i wizualizacje tekstu;

- Konceptualizacj¢ badan;

- Przygotowanie metodologii badan;

- Pozyskiwanie funduszy;

- Przeprowadzanie bada;

- Administracj¢ projektu;

- Nadz6r nad projektem;

- Gromadzenie danych;

- Analiz¢ formalng i statystyczna.
Oéwiadezam, ze méj udzial wkladu pracy w powstanie artykulu wynidsl 55 %.

Podpis
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Krakéw, 03.03.2026
dr Olga Czerwinska-Ledwig
Zaklad Chemii i Biochemii
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

im. Bronislawa Czecha w Krakowie

Oswiadcezenie wspélautora

Mo6j udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: ,The effect of whole-body
cryostimulation treatments on the profile of selected adipokines and sirtuins in middle-aged
individuals with varying degrees of body famess”, Cryobiology, 2026, 122, 105599;
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2026.105599 obejmowat:

- Redagowanie i edycjg tekstu;

- Walidacje i wizualizacjg tekstu;

- Pomoc w konceptualizacji badax'l;-

- Pomoc w przeprowadzeniu oznaczen biochemicznych;

- Pomoc przy analizie statystycznej.
Oswiadczam, ze méj udzial wkladu pracy w powstanie artykutu wynidst 8%.
Podpis
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Krakéw, 03.03.2026
dr Roxana Zuziak
Zaklad Chemii i Biochemii
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

im. Bronistawa Czecha w Krakowie

OSwiadczenie wspélautora

M¢j udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: ,,The effect of whole-body
cryostimulation treatments on the profile of selected adipokines and sirtuins in middle-aged
individuals with varying degrees of body fatness”, Cryobiology, 2026, 122, 105599;
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2026.105599 obejmowal:

- Redagowanie i edycje tekstu;
- Pomoc przy analizie statystycznej;

- Pomoc w gromadzeniu i porzadkowaniu danych.
Oswiadczam, ze mdj udzial wkladu pracy w powstanie artykutu wyniost 5%.

Podpis
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Krakow, 03.03.2026
dr Joanna Kryst
Zaklad Chemii i Biochemii
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizyczne)

im. Bronislawa Czecha w Krakowie

Os$wiadczenie wspélautora

Mo6j udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: The effect of whole-body
cryostimulation treatments on the profile of selected adipokines and sirtuins in middle-aged
individuals with varying degrees of body famess”, Cryobiology, 2026, 122, 105599,
https:/doi.org/10.1016/j.cryobiol.2026.105599 obe¢jmowal:

- Pomoc przy wykonywaniu oznaczen biochemicznych;

- Redagowanie i edycj¢ tekstu;

- Pomoc przy gromadzeniu i porzagdkowaniu danych.

O$wiadezam, ze moj udzial wkladu pracy w powstanie artykutu wyniost 5%.

Podpis
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Krakow, 07.01.2026

mgr Marta Morawiec

Zaklad Kosmetologii Estetycznej
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

im. Bronistawa Czecha w Krakowie

Oswiadczenie wspélautora

Moj udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: M6j udzial w przygotowaniu
publikacji pod tytutem: ,, Effect of a series of whole-body cryostimulation treatments on vaspin
levels in subjects with different body mass indexes”’, Acta Balneol. 2025;67(2):114-120. doi:
10.36740/ABAL202502106; obejmowat:

- Pomoc przy przeprowadzaniu badan;

- Redagowanie i edycje tekstu.
O$wiadczam, ze m6j udziat wkladu pracy w powstanie artykutu wyniost 5%.

Podpis
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Krakow, 03.04.2026
prof. dr hab. Zbigniew Szyguta
Zaklad Medycyny Sportowej i Zywienia Cztowieka
Wydzial Wychowania Fizycznego i Sportu
Akademia Kultury Fizycznej

im. Bronistawa Czecha w Krakowie
Ofwiadczenie wspoélautora

Méj udzial w przygotowaniu publikacji pod tytutem: ,,The effect of whole-body
cryostimulation treatments on the profile of selected adipokines and sirtuins in middle-aged
individuals with varying degrees of body fainess”, Cryobiology, 2026, 122, 105599;
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2026.105599 obejmowat:

- Redagowanie i edycje tekstu;
- Wizualizacje tekstu;
- Pomoc w przeprowadzeniu badan;

- Pomoc przy kuracji danych.
Oswiadczam, ze m¢j udziat wkladu pracy w powstanie artykuhu wyni6st 4%.

Podpis
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Krakow, 03.03.2026
prof. dr hab. Tomasz Palka,
Zaktad Fizjologii i Biochemii
Wydziat Wychowania Fizycznego i Sportu
Akademia Kultury Fizycznej
Im. Bronistawa Czecha w Krakowie

Oswiadczenie wspétautora

Méj udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: ,,The effect of whole-body
cryostimulation treatments on the profile of selected adipokines and sirtuins in middle-aged
individuals with varying degrees of body fatness”, Cryobiology, 2026, 122, 105599,
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2026.105599 obejmowat:

- Redagowanie i edycje tekstu;
- Wizualizacje tekstu;
- Pomoc w opracowaniu metodologii badan;

- Pomoc przy kuracji danych.

Oswiadczam, ze méj udziat wkiadu pracy w powstanie artykutu wyni6st 3%.

Podpis
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Krakéw, 02.03.2026
dr hab. Anna Kurkiewicz-Piotrowska, prof. AKF
Zaklad Chemii i Biochemii
Wydzial Rehabilitacji Ruchowej
Akademia Kultury Fizycznej

Im. Bronistawa Czecha w Krakowie
Os$wiadcezenie wspolautora

Mdj udzial w przygotowaniu publikacji pod tytulem: ,The effect of whole-body
cryostimulation treatments on the profile of selected adipokines and sirtuins in middle-aged
individuals with varying degrees of body fatness”, Cryobiology, 2026, 122, 105599;
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2026.105599 obejmowat:

- Przygotowanie pierwowzoru tekstu;

- Redagowanie i edycje tekstu;

- Walidacje i wizualizacje tekstu;

- Pomoc przy konceptualizacji badan;

- Pomoc w przygotowaniu metodologii badan;
- Pomoc w przeprowadzaniu badan;

- Nadzér nad projektem;

- Analiz¢ formalng.

Oswiadczam, ze moj udzial wkladu pracy w powstanie artykulu wynidst 15%.

Podpis
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Zgoda Komisji Bioetycznej

/— " Komisja Bioetyczna
= :3 przy Okregowej Izbie Lekarskie]
"iny w Krakowie

Nr 177 /KBL/OIL/2023 z dnia 25 wrzesnia 2023 r.

Na posiedzeniu w dniu 25 wrzesnia 2023 r. Komisja zapoznala sie z wnioskiem
(dokumentacja w zataczeniu) zlozonym przez :

Koordynator Badania: mgr Adrianna Dzidek
Akademia Wychowania Fizycznego im. B. Czecha, Al. Jana Pawta Il 78, 31-571

Krakow

Tytul badania: Wplyw zabiegow krioterapii ogélnoustrojowej na wybrane cech
skory oraz profil wybranych adipokin i sirtuin w 0s6b w $rednim wieku z
réznym stopniem otluszczenia organizmu.

Do wniosku dotgczono:
= Whniosek w sprawie wyrazenia zgody na przeprowadzenie eksperymentu
medycznego
= Protokét badania

« Streszczenie protokotu

= Zyciorys gldwnego badacza

= Informacja dla Pacjenta

« Formularz Swiadomej Zgody Pacjenta z klauzulg o ,Ochronie Danych
Osobowych”

= Kserokopia polisy ubezpieczeniowej OC lekarza nadzorujacego badanie

= Kserokopia polisy ubezpieczeniowej Osrodka, w ktorym bedzie realizowane
badanie

s Lista osrodkow Biorgeych Udziat w Badaniu

Komisja wyraza zgode na przeprowadzenia badania na warunkach przedstawionych
we wniosku.

Zgoda Komisji dla Osrodka jest wazna do dnia waznosci Polisy Ubezpieczeniowe]
Skiad i dziatanie Komisji zgodne z zasadami Dobrej Praktyki Klinicznej (GCP) oraz
wymogami lokalnymi

Lista cztonkow Komisji biorgeych udzial w posiedzeniu stanowi zatacznik do
niniejszego dokumentu.

Pouczenie: W ciagu 14 dni od otrzymania niniejszej opinii Wnioskodawcy przysiuguje
prawo odwotania do Komisji Odwotawczej za posrednictwem Komisji Bioetycznej
przy OIL w Krakowie

Krakéw, dnia 09.10.2023 r, Przewodnig¢zacy Komisji Bioetycznej

| . .
Dr Mariusz Janikowski

U Kupricza Tl &, 31123 Keakdw Korto Kovisji Bostycme
tel 128191712 Bank FDS A
e-mal alrawzyl@hipdratesay #51240 4650 111 0000 5149 3957
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Streszczenie

Otylos¢ stanowi jedno z kluczowych wyzwan zdrowia publicznego XXI wieku. W jej
przebiegu obserwuje si¢ zaburzenia funkcji endokrynnej tkanki thuszczowej, zwigzane ze
zmieniong produkcja i aktywnoscig adipokin, a takze przewlekly stan zapalny o niskim
nasileniu oraz nieprawidlowo$ci metaboliczne. Coraz wigcej danych wskazuje, ze krioterapia
ogo6lnoustrojowa (WBC, ang. whole body cryotherapy/cryostimulation) moze stanowic
uzupehniajaca, niefarmakologiczng strategi¢ wspierajaca regulacje homeostazy metabolicznej
u osoOb z nadmierng masg ciala. Metoda ta polega na krotkotrwalej ekspozycji organizmu na
ekstremalnie niskie temperatury w celu wywotania wielouktadowej odpowiedzi fizjologiczne;.
Pomimo dobrze udokumentowanego dzialania przeciwbdlowego, przeciwzapalnego
1 przeciwobrzekowego, jej wpltyw na funkcj¢ endokrynnag tkanki tluszczowej, sirtuiny,
metabolizm weglowodanoéw oraz parametry biofizyczne skory nie zostat dotychczas w petni
poznany.

Celem pracy byta ocena wptywu pojedynczego bodzca kriogenicznego oraz serii 10
1 20 zabiegdw krioterapii ogdlnoustrojowej na wybrane parametry biofizyczne skory, profil
adipokin 1 sirtuin oraz wskazniki metabolizmu weglowodandéw u o0s6b z nadwaga 1 otytoscia
w poroéwnaniu z osobami o prawidtowym BMI.

Do badania zrekrutowano 80 osob, sposrod ktorych 32 spehity kryteria wiaczenia.
Uczestnikow zakwalifikowano do grupy badanej (SG, BMI > 27; n = 16) oraz kontrolnej (CG,
BMI 18-25; n = 16). Ostatecznie badanie ukonczyto 23 uczestnikow (SG: n=12; CG: n= 11).

Ocena parametrow biofizycznych skory obejmowala pomiar nawilzenia warstwy
rogowej naskorka, TEWL, pH oraz elastycznos$ci skory, wykonywany przed i po 1., 10. oraz
20. zabiegu WBC. Analizy biochemiczne krwi przeprowadzono przed interwencja, po 9.1 19.
zabiegach oraz 2 tygodnie po zakonczeniu serii.

Reakcja skory na bodziec kriogeniczny wykazywata zréznicowanie zalezne od BMI
oraz lokalizacji anatomicznej. U os6b z nadwaga i otyto$cig obserwowano istotng poprawe
jedrnosci skory twarzy i1 przedramienia, wzrost nawilzenia oraz zmiany pH w obrebie
przedramienia, przy jednoczesnym wzro$cie TEWL po zakonczeniu interwencji w obu
grupach. Efekty byly bardziej wyrazne w obrebie przedramienia niz skory twarzy.

Krioterapia ogoélnoustrojowa wigzata si¢ ze zmianami wybranych wskaznikow
metabolicznych, obejmujacymi glukoze na czczo, insuling oraz HbAlc. W grupie badanej
obserwowano rowniez korzystne zmiany wskaznikow insulinoopornosci (HOMA-IR,
QUICKI) oraz wybranych adipokin i sirtuin. W obu grupach odnotowano spadek leptyny,
natomiast odpowiedz innych adipokin oraz sirtuin byla zréznicowana i zalezna od liczby
zabiegdw oraz wyjsciowego BMI. U osob z prawidlowa masg ciala zaobserwowano wzrost
fruktozaminy utrzymujacy si¢ w obserwacji odroczone;.

Krioterapia ogolnoustrojowa wydaje si¢ by¢ metoda bezpieczng, ktora moze
modulowaé parametry biofizyczne skory oraz wybrane wskazniki metaboliczne. Odpowiedz
organizmu na bodziec kriogeniczny zalezy od liczby zabiegdw, wartosci BMI oraz lokalizacji
anatomicznej ocenianych obszardw.
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Abstract

Obesity is one of the key public health challenges of the 215 century. It is characterized
by disturbances in the endocrine function of adipose tissue, associated with altered production
and activity of adipokines, as well as low-grade chronic inflammation and metabolic
abnormalities. A growing body of evidence suggests that whole-body cryotherapy (WBC) may
serve as a complementary, nonpharmacological strategy to support the regulation of metabolic
homeostasis in overweight individuals. This method involves brief exposure of the body
to extremely low temperatures to induce a multisystem physiological response. Despite its well-
documented analgesic, anti-inflammatory, and anti-edematous effects, its impact on the
endocrine function of adipose tissue, sirtuins, carbohydrate metabolism, and biophysical
parameters of the skin has not yet been fully understood.

The aim of this study was to evaluate the effect of a single cryogenic stimulus and
a series of 10 and 20 systemic cryotherapy treatments on selected biophysical parameters
of the skin, adipokine and sirtuin profiles, and carbohydrate metabolism indices in overweight
and obese individuals compared with individuals with a normal BMI.

A total of 80 individuals were recruited for the study, of whom 32 met the inclusion
criteria. Participants were assigned to the study group (SG, BMI > 27; n = 16) and the control
group (CG, BMI 18-25; n = 16). Ultimately, 23 participants completed the study (SG: n = 12;
CG:n=11).

The assessment of skin biophysical parameters included measurements of stratum
corneum hydration, TEWL, pH, and skin elasticity, performed before and after the 1%, 10",
and 20" WBC treatments. Biochemical blood analyses were conducted before the intervention,
after the 9" and 19" treatments, and 2 weeks after the completion of the treatment series.

The skin’s response to a cryogenic stimulus varied depending on BMI and anatomical
location. In overweight and obese individuals, a significant improvement in skin firmness
of the face and forearm, increased hydration, and changes in pH within the forearm were
observed, accompanied by an increase in TEWL after the intervention in both groups.
The effects were more pronounced in the forearm than in the facial skin.

Systemic cryotherapy was associated with changes in selected metabolic markers,
including fasting glucose, insulin, and HbA 1c. The study group also showed beneficial changes
in insulin resistance markers (HOMA-IR, QUICKI) and selected adipokines and sirtuins.
A decrease in leptin was noted in both groups, while the response of other adipokines
and sirtuins varied and depended on the number of treatments and baseline BMI. In individuals
with normal body weight, an increase in fructosamine was observed that persisted during
follow-up.

Systemic cryotherapy appears to be a safe method that can modulate the biophysical
parameters of the skin and selected metabolic markers. The body’s response to the cryogenic
stimulus depends on the number of treatments, BMI, and the anatomical location of the assessed
areas.
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