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WYKAZ SKROTOW

WYKAZ SKROTOW

AA (arachidonicacid) - kwasu arachidonowy

ACBP (acyl-CoA (Coenzyme A)inding protein) - biatka transportage aktywne reszty

acylowe

ACC (acetyl-CoA carboxylase) karboksylaza acetylo-CoA

ACP (acyl carrier protein) - biatkowy na@nik grup acylowych

ACP desaturase (acyl-acyl carrier protein desaturase} desaturaza acylo-ACP
ACS (acetyl-CoA synthetase) syntetaza acetylo-CoA

AMP (AdenosineMonophoghate-adenozynomonofosforan

AMPK (AMP-activated proteirkinase)- kinaza AMP

ANP (atrial natiuretic peptyde) przedsionkowy peptyd antydiuretyczny

ASP (acylatingstimulation protein) - biatko stymulugce acylaci

ATP (adenosindriphosphate} adenozynotrifosforan

BAT (brown adiposetissue) -brunatna tkanka ttuszczowaabowa tkanka ttuszczowa

bHLH-LZ (basichelix-loop-helix - leucinezipper) - zasadowa domena biatkowa o

budowie helisa-tla-helisa-suwak leucynowy

cAMP (cyclic adenosinanonophosphate cykliczny 3’, 5’-adenozynomonofosforan
CETP (cholesterolestertransferprotein) - biatko transportujce estry cholesterolu
ChoRE (carbohydrateresponselement)- sekwencja odpowiedzi naggilowodany

ChREBP (carbohydrate+esponsivelementbinding protein)- biatko wiazace
sekwenagt odpowiedzi na wglowodany

Cig 30(Cold-inducedglycoprotein 0f30 kDa) —pierwotna nazwa elongazy 3
CoA (Coenzym@e) - koenzym A

CPT I (carnitine palmitoyltransferase) - transferaza palmitynianu karnityny
D5D — (A5 destauraselelta-5fatty acid desaturasg- A5 desaturaza

D6D — (A6 desaturaselelta-6fatty add desaturasg- A6 desaturaza

DHA (docosdexaenoicacid) - kwas dokozaheksaenowy

DPA (docosgentaenoicacid) — kwas dokozapentaenowego

EDTA (Ethylena@iamingetraacetic acid)- kwas etylenodiaminotetraoctowy, kwas

wersenowy
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EFA (EssentialFatty Acid) —niezlxdne kwasy ttuszczowe
EGF (epidermalgrowth factor) - naskorkowy czynnik wzrostu

ELOVL (elongation ofverylong chain fatty acids} biatka z rodziny elongaz

katalizupce reakcje wydkania taxcucha wglowego
EPA (eicosgentaenoiacid) — kwas eikozapentaenowy

FABPpm (plasmamembrane-associateatty acid-binding protein) - biatko

transportujce kwasy ttuszczowe zwiane z btoa komorkows

FAD (flavin adeninedinucleotide)- nukleotyd flawino-adeninowy

FADS (fatty acid desaturase} destaurazy kwaséw ttuszczowych

FAS (fatty acidssynthase) syntaza kwasow tluszczowych

FATP4 (fatty acid transportprotein 4) - biatko transportuce kwasy ttuszczowe typu 4
FFA (freefatty acids) -wolne kwasy ttuszczowe

FIAF (fastinginducedadiposefactor)- czynnik adipocytarny indukowany gtodzeniem
GIP (gastranhibitory protein) - peptyd hamujcy czynnd¢ zotadka

GLP-1 (glucagonlike peptided) - peptyd glukagonopodobny

GLUT (glucosetransporter)- transporter glukozy

IGF (insulin-likegrowth factor) - insulinopodobny czynnik wzrostu

LBP (lipid-binding proteins)- biatka transportuge lipidy

LCFA (long-chainfatty acids)— dtugotaixcuchowe kwasy ttuszczowe

LIPID MAPS - LIPID MetabolitesAnd PathwaysStrategy

LPL (lipoproteinlipase)- lipaza lipoproteinowa

LXR (liver X receptor)- watrobowy receptor X

LXRE (LXR response&lement)- element odpowiedzi na LXR

MCFA (mediumehainfatty acids) -sredniotaxcuchowe kwasy tluszczowe
MCP-1 (monocytechemotactiqrotein 1) - czynnik chemotaktyczny monocytow
Mix (Maxdike factorX) —czynnik transkrypcyjny

MT (metallothionein)- metalotioneina

MUFA (monaunsaturatedatty acids) -jednonienasycone kwasy tluszczowe

NAD (nicotinamideadeninedinucleotide) dinukleotyd nikotynamidoadeninowy

(post& utleniona)
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NADH (nicotinamideadeninedinucleotide)- dinukleotyd nikotynamidoadeninowy
(post& zredukowana);

NEFA (non-esterifiedfatty acids) - niezestryfikowane kwasy ttuszczowe
NNKT - NiezledneNienasycon&wasyTtuszczowe

PAI-1 (plasminogeractivator inhibitor 1) - inhibitor aktywatora plazminogenu
PCD1 (palmitoilo-CoA desaturasedl) — desaturaza palmitoilo-CoA

PCR (polymerasechain reaction)- reakcja tacuchowa polimerazy

PPAR (peroxisomeproliferator-activatedreceptors) receptory aktywowane przez

proliferatory peroksysomalne

PPRE (peroxisomeproliferator respons@&ement)- element odpowiedzi na

proliferatory peroksysomow

PUFA (polyunsaturatedatty acids)— wielonienasycone kwasy tluszczowe
RBP-4 (retinol binding protein) - biatko whazace retinol-4

RT (reversdranscription) -odwrotna transkrypcja

RXR (retinoid X receptor)- retinowy receptor X

S1P(site-1 protease) proteaza jako pierwsza przecueg SREBP

S2P(site-2 protease) proteaza jako druga przecigeg SREBP

SAT (saurated fatty acids} nasycone kwasy ttuszczowe

SCAP (SREBP<¢leavageactivating protein) - biatko aktywuace hydroliz SREBP
SCD (stearylo-CoA desaturase} desaturaza stearylo-CoA

SCFA (short-chain fatty acids) -krétkotaacuchowe kwasy ttuszczowe

SFA (saturatedfatty acids)— nasycone kwasy ttuszczowe

SNP (single nucleotidepolymorphism) polimorfizm pojedynczych nukleotydow
SRE (sterol regulatoryelement)- sekwencja odpowiedzi na sterole

SREBP (sterol regulatoryelementbinding protein) - biatko wiazace sekwengj

odpowiedzi na sterole

TAG (triacylglycerol) - triacyloglicerol

TF (tissuefactor) - czynnik tkankowy

TGF -p (transforminggrowth factor g) - transformujcy czynnik wzrostowy
TNFa (tumornecrosisfactor a) - czynnik martwicy nowotworu

Tris (Tris(hydroksymetylo)aminomefanTris(hydroksymetylo)aminometan
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UCP-1 (uncoupling protein-1) — termogenina

UNSAT (unsaurated fatty acids) nienasycone kwasy ttuszczowe

VLCFA (verylongchainfatty acid) - kwasy ttuszczowe o bardzo dtugimiéaichu
VLDL (verydow-densitylipoprotein) - lipoproteiny o bardzo matejgtdsci

WAT (white adiposetissue) -biata tkanka ttuszczowapita tkanka ttuszczowa
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1. WSTEP

Lipidy to heterogenna grupa zwkow organicznych, nierozpuszczalnych
w wodzie i rozpuszczalnych w rozpuszczalnikach pviganych. Powszechnie znanych
jest ok. 22 500 zwikow lipidowych. W przyrodzie wyspuja gtdwnie jako kwasy
tluszczowe, woski, ikozanoidy, sfingolipidy, stexpl prenole oraz witaminy
rozpuszczalne w tluszczach. W organizmie pehoil¢ budulca bton fosfolipidowych,
materialu energetycznego oraz cglpowiedzialne za railzykomorkows transdukag
sygnatu. Rozwoj lipidomiki oraz metod badawczychdmiedzinie spektrometrii mas
lipidow, w pohczeniu z zaawansowanymi nemiziami bioinformatycznymi oraz
technikami obrazowania dostarczyly znacilo$¢ danych, ktore przyczynity sido
opracowania nowego oraz doktadniejszego systemasyfiacji lipidow. Pierwszy
migedzynarodowy system klasyfikacji, nazewnictwa oramldwy lipidow opracowany
w projekcie LIPID Metabolites And Pathways Strate@yiPID MAPS) zostat
opublikowany w 2005 roku, a naphie uaktualniony w 2009 roku w The Journal of
Lipid Research. Zgodnie z przyg w projekcie definigj lipidow jako hydrofobowych
lub amfipatycznych csteczek, ktore w cadoi lub w czsci pochodz z reakcji
kondensacji reszt ketoacylowych i/lub reszt izopsmeych, zostatlo wyrinionych
8 gtébwnych kategorii, takich jak rodniki acylowelicgrolipidy, glicerofosfolipidy,
sfingolipidy, sacharolipidy, poliketydy, steroleaar prenole. Do kategorii rodnikéw
acylowych, licacych 3562 zwizki lipidowe, zostaly zaklasyfikowane kwasy
tluszczowe oraz ich koniugaty, ktore stanpviedra sparod 14 klas tej kategorii
[30,31,139].

Kwasy tluszczowe s to kwasy karboksylowe zawiesap, r@nej diugdci,
tancuch wodorowglanowy. Znanych jest kilka kryteriow podzialu kwas
tluszczowych. Najogciej wywanymi w oparciu o biomedyczne znaczenie tych
zwiazkOow s podzialy ze wzgidu na biologiczny i chemiczny charakter kwaséw
tluszczowych. W aspekcie biologicznym ima wyr&ni¢c endogenne kwasy
tluszczowe, ktéreassyntetyzowane w organizmie zwiecym oraz egzogenne kwasy
tluszczowe tzwNiezbzdne NienasyconeKwasy Ttuszczowe (NNKT EssentialFatty
Acid —EFA), ktére nie mogby¢ syntetyzowane w organizmie zwiecym i musz by¢
dostarczane w pgwieniu. Chemiczny podziat kwasow tluszczowych ulgdgia

obecnd¢, ilos¢, pozycg oraz konfigurag geometrycza wigzar podwojnych



WSTEP

w tancuchu weglowym. Wyr&nia sk nasycone kwasy tluszczowsa@rated fatty
acids, SFA, SAT) nie posiadaje whzan podwojnych oraz nienasycone kwasy
tluszczowe (nsaurated fatty scidsUNSAT) zawierajce jedno lub wicej wiazan
podwojnych. Ze wzgldu na ilég¢ wiazaan podwdjnych w tacuchu weglowym kwasy
tluszczowe mana podziek na jednonienasyconemfnaunsaturated fatty acids
MUFA) oraz wielonienasycone kwasy ttuszczowelyunsaturatedfatty acids PUFA)
[7,25,67,99].

Obecna¢ wigzan podwojnych w tacuchu weglowym mazna opisa w dwojaki
sposéb, postugag sk nomenklatlgy n-x (@—x lub omega-x) lul* (lub delta-x).
W pierwszym przypadku x wskazuje poémie whzania podwoOjnego poprzez
oznaczenie atomu ggla liczac od grupy metylowej f&cucha wglowego, natomiast
przy oznaczeniu\*, x wskazuje potzenie wizania podwojnego poprzez oznaczenie
atomu wegla liczac od grupy karboksylowe] kwasu tluszczowego.zdé@ wihzanie
podwdjne w nomenklaturz&* jest poprzedzone prefiksem cis- lub trans-, wskazu
konformacg czasteczki wzgédem podwdjnego wieani [7, 99].

Nazwy zwyczajowe najegciej pochodz od nazwy surowca, z ktérego kwas
zostat wyodgbniony po raz pierwszy. W literaturze spotyka skrotowy zapis nazw
kwaséw tluszczowych, polegay na uyciu samych liczb z pomistiem nazw.
Wedtug tej zasady skrécony zapis kwasu linolowega&:2 ©, 12 lub 18:2 Oc, 129,
gdzie pierwsza liczba oznacza ligzetomow wgla, liczba po dwukropku — liczb
wigzan podwojnych, natomiast zapisane w nawiasie kugsyezby to numery atomow
wegla, przy ktérych wysipuje whzanie nienasycone.

Obecne w przyrodzie nienasycone kwasy tluszczowgjmpuja konfiguracg
,CIS” (W zapisie skroconym: c, cis lub Z), co ozmagze tarcuchy weglowe znajduyj sie
po tej samej stronie podwojnego agania. W konfiguracji ,trans” (t, trans lub E)
w odr&nieniu do typu ,cis”, tacuchy weglowe znajduj sie po przeciwnej stronie
podwdjnego wizania [7, 25, 99].

Kwasy tluszczowe majrozna diugas¢ tancucha wglowego, co jest podstaw
podziatu na krotko-grednio-, ditugo- i bardzo diugatauchowe kwasy ttuszczowe.
Krétkotancuchowe kwasy ttuszczowsehrt-chain fatty acids, SCFA) posiadajod 2-6
atomow wegla, sredniotaicuchowe kwasy tluszczowemédiumehain fatty acids,
MCFA) od 8-10, diugotacuchowe kwasy tluszczowéo(ig-chain fatty acids, LCFA)
od 12-18 oraz bardzo diugalauchowe kwasy ttuszczoweefy long chain fatty acids,

VLCFA) posiadaj 20 i wiecej atoméw wgla w taacuchu [25,72,139].

-6 -
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Kwasy ttuszczowe wyspujace bez paiczer z innymi casteczkami nazywane
sa wolnymi kwasami ttuszczowymi lub niezestryfikowany kwasami ttuszczowymi
(freefatty acids FFA, non-esterifiedfatty acids, NEFA).

Kwasy tluszczowe petairole budulca bton fosfolipidowych oraz materiatu
energetycznego, reguiugkspresj genéw odpowiedzialnych za metabolizm axikidw
organicznych, a tale wzrost i ranicowanie komérek. Wymienione efekty dziatarmia s
tkankowo-specyficzne i zatee od struktury kwasow ttuszczowych, a Aakod ich
wlasnego metabolizmu w oldlenej tkance [15,21,22,139]. \&ksza¢ naturalnie
wystepujacych kwasow tluszczowych ma zmiendtugas¢ tancucha, od 4 do 36 lub
wigce] atomow wgla. Kwasy ttuszczowe pochagz katabolizmu triacylogliceroli
i fosfolipidow albo z syntezy endogennej, w ktGsapstratem jest glukoza [139].

Kwasy tluszczowe s jednym z podstawowyclirodet energii dla negnia
sercowego i mesni szkieletowych. Triacyloglicerole magazynowaneadipocytach
zawieraj kwasy tluszczowe peke funkcg energetyczma 90% catkowitej puli
kwasow ttuszczowych w komorkach ssakéw stamdiiasy ttuszczowe zawiergge od
16-18 atomow wygla w taacuchu. Kwasy VLCFA znajdajsie we wszystkich tkankach
organizmu i petni szczegélnie istotne funkcje biologiczne to je$t mmaczaco mniej
niz pozostatych frakcji kwaséw ttuszczowych. ¥da jest obecrig tych zwihzkow
w komorkach nerwowych, tkance skornej, aztakiektorych gruczotach wydzielania
wewrgtrznego, ktérych komorki wypogane 8 w wigksze ilagci diugotaicuchowych

kwasoéw ttuszczowych [55,71,135].

1.1 Biosynteza kwasow ttuszczowych — lipogeneza

Synteza kwasoOw tluszczowych przebiega przede wsmrystv cytoplazmie
komorek watroby, tkanki tluszczowej, nerek, pluc i gruczotuuti©wego.
Najwazniejszym prekursorem jest glukoza, a produktermckarym jest kwas
palmitynowy. Biosynteza kwaséw tluszczowydd novoobejmuje szlaki metaboliczne
katalizowane przez karboksytaacetylo-CoA &cetyl-CoA carboxylase— ACC, EC
6.4.1.2) oraz syntazkwasow ttuszczowychfdtty acids synthase— FAS, EC 2.3.1.85)
[72,139,141]. Substratem dla tego procesu jestyle€oA, pochodzcy z przemian
szkieletow wglowych glukozy, innych cukréw prostych oraz aminalsow
glukogennych dostarczonych w diecie. Powstaly doceédpA musi zosta
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przetransportowany z mitochondriéw do cytozolu. Wewzna btona mitochondrialna
jest nieprzepuszczalna dla acetylo-CoA i dlategsicpaje proces kondensacji acetylo-
CoA ze szczawiooctanem z wytworzeniem cytryniandiryktatwo przenika przez bitgn
mitochondriala. W cytozolu, cytrynian ulega rozszczepieniu priaze cytrynianove
zaleena od ATP, co umgiwia odtworzenie czsteczki acetylo-CoA. Decydagym
etapem w syntezie kwaséw tluszczowych jest twoezanalonylo-CoA [58,95,139].
Proces ten Kkatalizuje karboksylaza acetylo-CoA pepr przyhczenie CQ do
czasteczki acetylo-CoA. ACC wygbuje w postaci dwoch lizoform: ACC1 i ACC2.
Najmniejsz funkcjonalra, podjednostk kazdej z izoform ACC jest homodimer
[8,66,98,139]. Izoforma ACC1 wygiuje w cytoplazmie komorek tkanki ttuszczowej,
atake komoérek gruczotow piersiowych, gdzie powstaty anglo-CoA funkcjonuje
jako donor dwuwglowych reszt do syntezy kwaséw ttuszczowych [1}, Tfforma
ACC2 znajduje s w cytoplazmie komoérek nsnia sercowego oraz gdni
szkieletowych i katalizuje powstanie malonylo-CoAtory dziata jako inhibitor
palmitoilotransferazy karnitynowej Icdrnitine palmitoyltransferasel — CPT I, EC
2.3.1.2) regulupc transport aktywnych reszt acylowych, ktéaensistpnie utlenianie
w mitochondrium. Obie izoformyasaktywne w cytoplazmie komarekatvobowych, co
wynika ze ztaoncici przemian metabolicznych zachadych w hepatocytach. ACC1
IACC2 wykazup identyczm specyfikk substratow, roznia sig natomiast
powinowactwem do substratu, wyomym r&nymi wartgciami statej Km, ktére dla

poszczegodlnych substratow zostaly przedstawiorebwit. [8,14,66,76,98,134].

Tab. 1. Powinowactwo (wyraone jako wartosci Km) do substratow izoform
karboksylazy acetylo-CoA [134].

Wartas¢ Km dla Wartas¢ Km dla
ACC1 ACC2
ATP 106.5 +/- 2.6uM 57.6 +/- 0.9uM
HCOy 2.73 +/- 0.29 mM 2.25 +/- 0.10 mM
acetylo-CoA 21.5 +/- 1.0uM 31.7 +/- 1.5uM

Kolejnym etapem biosyntezy kwasow tluszczowych pediczenie acetylo-CoA
oraz malonylo-CoA z biatkowym goikiem grup acylowych gcyl carrier protein,

ACP), w wyniku czego powstaje odpowiednio acetyl6fAoraz malonylo-ACP. Jest to

-8-
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pierwszy etap katalizowany przez syrtaavaséw ttuszczowych (FAS). Kompleks
FAS jest polipeptydem zawiengym 7 aktywnéci enzymatycznych. Enzym wygluje
w postaci homodimeru (2x272kDa) i tylko taka stuurkt jest aktywna biologicznie
[6,58,95,121,139]. FAS katalizuje 7 reakcjiastkowych potrzebnych do syntezy
palmitynianu. Enzym posiada rozdziat przestrzenmkgji, w ktérym mana wyr@nic¢

3 domeny. Domena pierwsza posiada transgerazetylo-S-[ACP], transferaz
malonylo-S-[ACP] i syntag 3-ketoacylo-[ACP]. Domena druga posiada redukiaz
ketoacylo-[ACP], dehydrataz3-hydroksyacylo-[ACP] i reduktazenoilo-[ACP] oraz
domena trzecia z hydrolazacylo-[ACP]. Kolejne cykle zachodz a2 do momentu
powstania 16-wglowego palmitoilo-ACP, ktéry nie nie by dalej wydhzany i pod
wpltywem enzymu tioesterazy ulega hydrolizie do painianu i ACP. W biosyntezie
nasyconych kwaséw tluszczowych o nieparzystej lezatoméw wgla zamiast
malonylo-ACP wysipuje propionylo-ACP [6,67,121].
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Ryc. 1. Synteza kwasow ttuszczowych [67].
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Palmitynian, gtéwny produkt syntezy kwasow tlusagyoh, mae ulegé
procesom elongacji i desaturacji fornmj puk réznych kwaséw ttuszczowych.
Nowozsyntetyzowane kwasy tluszczowezabezpieczone przed procesgroksydacii,
poniewa malonylo-CoA hamuje dziatanie acylotransferazynkgny, ktora bierze
udziat w transporcie kwasow ttuszczowych do mitowr@w celem ich utlenienia.

Synteza kwaséw ttuszczowych zachodzi w okresie ssyjtaa energia jest
magazynowana Ww postaci triacylogliceroli. Kwasy s#tzowe zanim zostan
przeksztalcone do triacylogliceroli, muszzostd aktywowane do pochodnych
acylowych. Dziataniem acylotransferazy dwa aktywkwasy tluszczowe zostgj
pofaczone wizaniem estrowym z dwoma atomamkgha wiazan karboksylowych
w czasteczce glicerolo-3-fosforanu. Produktem reakgi javas fosfatydowy, z ktorego
zostaje odszczepiona reszta kwasu fosforowego veepr® katalizowanym przez
fosfataz. Powstaje diacyloglicerol, do ktérego prmga s¢ trzeci aktywny kwas
ttuszczowy formujc triacyloglicerol. Taka cisteczka zostaje naphie upakowana do
frakcji VLDL lipoprotein i jest transportowana z awoby do krwi. Lipaza
lipoproteinowa obecna na powierzchni btony tkahliszczowej uwalnia i wprowadza
do wrgtrza komorki kwasy tluszczowe z frakcji VLDL, ktorea ponownie
przeksztatcane w triacyloglicerole i zmagazynow@ah@,25,67,99].

1.2. Lipoliza, p-oksydacja kwasow ttuszczowychfi-oksydacja Knoopa)

oraz transport kwasow tluszczowych

Anabolizm kwasow tluszczowych polega na utleniakivaséw ttuszczowych,
czemu towarzyszy wytwarzanie ATP. Glukagon i kootyzvydzielane w czasie gtodu
stymulup lipazg hormonowraliwa. Efektem dziatania enzymu jest uwolnienie kwasow
tluszczowych i glicerolu z rezerw biatej tkanki shczowej. Glicerol zostaje
wykorzystany jako substrat w procesie glukoneoggneatomiast kwasy ttuszczowe
jako substraty w procesig-oksydacji. Utlenianie kwasow tluszczowych odbywa s
w matrix mitochondrium. Kwasy tluszczowe masnajpierw zost& zamienione
w aktywny metabolit przez pstzenie z koenzymem A. Reakcja ta wymaga udziatu
ATP jako zrédta energii i jest katalizowana przez syntetazylo-CoA (tiokinaza),
ktGra umiejscowiona jest na zegirenej btonie mitochondrialnej. W catym szlaku
degradacji kwasow tluszczowych jest to jedyny etdpry wymaga energii zawartej

w ATP. Dalsze przemiany aktywnych reszt acylowyahegap na ich oksydacji, co
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wymaga wprowadzenia kwasow tluszczowych z cytoplazdo mitochondrium.
Transport odbywa e&i z wykorzystaniem przedoika karnitynowego. Do matrix
przechodz tylko aktywne reszty acylowe, koenzym A jest zlyzy i nie zostaje
przetransportowany do winrza mitochondrium.

Kwasy ttluszczowe o diugim dauchu weglowym przenika przez wewntrzng
btone mitochondriala w polkczeniu z Kkarnityn. Karnityna obficie wysipuje
w migsniach. Jest syntetyzowana z lizyny i metioniny watrebie i nerkach. Aktywacja
nizszych kwaséw ttuszczowych i ich utlenianie zaozachodz w mitochondriach
niezalenie od karnityny.

Enzym, palmitoilotransferaza karnitynowa | (CPT Bpajduacy sk po
zewretrznej stronie btony mitochondrialnej, katalizujez@ksztalcenie acylo-CoA
w acylokarnityr, ktora przenika do mitochondriow, przez co kwasgaczowe staj
si¢ dostpne dla szlak(-oksydacji. Translokaza karnitynoacylokarnitynovezzath jako
btonowy wymienny przerimik karnityny. Transport acylokarnityny do wirea
mitochondriow jest spkzony z przeniesieniem jednej asteczki karnityny na
zewmtrz. W mitochondrium acylokarnityna reaguje z Co&, wyniku tej reakcji
powstaj acylo-CoA i wolna karnityna, ktdreasnasgpnie uwalniane do macierzy
mitochondrialnej. Reakcja jest katalizowana przatmgitoilotransferag karnitynows |,
Zwigzam z wewretrzna powierzchma btony mitochondrialnej [7,9,25,67,99,114].

Palmitoilotransferaza i -0 Acylo- MITOCHONDRIA

Iz‘ karnitynowa \v(\"//\\(lz = karnityna

] ChHy

BOOC—CHz—Cl—CHZ—N—CHg
|

H CH;
F_S Acyl & Acyl ﬂq
LA | g8

l — Kamityna 8 Karnityna <——

- Acylo- Acylo- ) /

= ~ SN H
— Larnityna C)%A ~ kamityna

Ryc. 2. Transport kwasow tluszczowych [67].

Oksydacja kwasow ttuszczowych obejmuje powtaaEse sekwencje czterech
reakcji takich jak utlenianie (przez FAD), uwodnerutlenianie (przez NAD) i tioliza.
Reakcje te tworg cykl degradacji kwasu tluszczowego, ktérego proeirkjest kolejne
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Ryc. 3. Utlenianie kwasow ttuszczowych [67].
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Sumaryczna reakcja p-oksydacji kwasu palmitynowego
palmitoilo-CoA + 7FAD + 7NAD + 7CoA + 7HO = 8 acetylo-CoA + 7FADH+ 7NADH + 7H

usuwanie jednostek dwwglowych w postaci acetylo-CoA z #oa taicucha kwasu
tluszczowego. W przypadku kwasu tluszczowego o yséey liczbie atomow wgla,
pod koniec ostatniego cyklu acylo-CoA posiada 4mgtavegla i jest rozszczepiany na
2 casteczki acetylo-CoA. W przypadku kwasow ttuszczowyc nieparzystej liczbie
atomow wgla, acylo-CoA zawiera 5 atomoOw¢gla i ulega rozszczepieniu na
trojweglowy propionylo-CoA oraz dwugglowy acetylo-CoA. Propionylo-CoA ulega
przemianie w bursztynylo-CoA i w tej formie agiza s¢ jako substrat do cyklu kwasu
cytrynowego. Poniewaacetylo-CoA mae by utleniany do dwutlenku ggla i wody,
proces ten przebiega rownie/ mitochondriach, zachodzi catkowite utlenienieaedéw
tluszczowych.

ngmijaca:

Z oksydacji palmitynianu do GO H,O catkowita ilé¢ wytworzonego ATP wynosi
129 casteczek [7].
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B-oksydacja kwasow ttuszczowych nienasyconych

Utlenianie kwasow tluszczowych nienasyconych piegdizmodyfikowanym
szlakiemB-oksydacji. Do utleniania nienasyconych kwasowztzewych niezbdne g
dwa dodatkowe enzymy: izomeraza i reduktazali Javas tluszczowy posiada
wigzania podwaojne przy nieparzystych atomaciyle, p-oksydacja zachodzi tak samo,
jak w przypadku nasyconych kwaséw tluszczowych domentu pojawienia ei
w trzecim cyklu cisA3-enoilo-CoA. Zwizek ten zostaje wtedy przeksztatcony przy
udziale izomerazy w trans%*enoilo-CoA, ktéry ulega analogicznym reakcjom
utleniania jak w przypadku kwaséw ttuszczowych wpstej liczbie atomow wgla.

W przypadku wielonienasyconych kwaséw tluszczowyetapcych wiazania
podwojne przy parzystych atomackgha, na jednym z etapo@roksydaciji powstaje
2,4-dienoilowy zwazek pdredni, ktory jest przeksztatcany przez redukte4-
dienoilo-CoA w cisA®*enoilo-CoA, ktdry nasgpnie zostaje przeksztalcony przez
izomeraz w formeg trans, ktéra ulega analogicznym reakcjom utlemiafak
w przypadku kwasow tluszczowych o parzyste] liczbiatomow wgla
[7,9,25,67,99,114].

1.3. Cykl Randla

W 1936 roku Philip Randle zaproponowat schemat mrae metabolicznych
dotyczicych wspoéizawodnictwa substratdw energetycznyclthajak glukoza i kwasy
ttuszczowe. Cykl Randle’a (cykl glukoza-kwasy tlcsawe) opisuje biochemiczny
mechanizm kontrolagy przeptyw i pobieranie substratow energetycznydkankach,
w koordynacji z hormonami, ktore kontradujsizenie substratow w keeniu.
Pocatkowo opisywane zmiany dotyczyly jedynie gdni i tkanki ttuszczowej, dag
pocatek rozwojowi nowych koncepcji. Koordynacja regyilaprzemian pomgdzy
metabolizmem glukozy i kwasow tluszczowych w zatdci od potrzeb
energetycznych tkanek jest kluczowa w utrzymaniméastazy energetycznej.

W okresie sytéci, wzrost stzenia glukozy we krwi stymuluje wydzielanie
insuliny. Insulina zwgksza wychwyt glukozy w mgéniach i tkance ttuszczowej, hamuje
uwolnienie kwaséw tluszczowych z tkanki ttuszczoweyvicksza estryfikag kwaséw
tluszczowych w mgsniach i tkance ttuszczowej. Glukoza stanowi wtethywge zrodto

energii w procesach metabolicznych, elimgaujdziat kwaséw ttuszczowych.
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Po positku bogatym w lipidy, w okresie aktywio fizycznej, w okresie
gtodzenia oraz w cukrzycy, w 0soczu ieowystpi¢ wzrost s¢zenia kwasow
tluszczowych. Glukoza jest katabolizowana w ogrammym stopniu w komorkach
migsniowych i zostaje zmagazynowana w postaci glikogehodobnie pirogronian,
ktdrego casteczki nie zostaly utlenione w cyklu Krebsa, ujegkarboksylacji do
szczawiooctanu i wspomagajdziat mediatoréw w cyklu kwasu cytrynowego.

W okresie gtodu, gdy stenie glukozy i insuliny jest niskie, naptije lipoliza
i wzrost stzenia kwasow tluszczowych, ktore zostayykorzystane w komorkach
migsni do produkcji energii. Ponadto watwobie z niecatkowitego katabolizmu kwasow
tluszczowych powstaj ciata ketonowe, utleniane ngshie w komdrkach
pozavwatrobowych posiadagych mitochondria. Kwasy ttuszczowe oraz ciata ketee,
jako zrédto energii, oszeglzap zuwzywanie glukozy przez inne tkanki, za wigiem
tkanek zalenych od glukozy np. mozgu. Inhibicja utlenianialglay ma miejsce na
etapie katalizowanym przez dehydrogenapirogronianow, a magazynowane
w komorce pirogronian i mleczana ssubstratami dla glukoneogenezy. Inhibicja
utleniania glukozy przez kwasy tluszczowe zostatwperdzona déwiadczalnie
W migsniu sercowym, wtrobie i komérkactg-trzustki.

Od czasu pierwszych publikacji Randle’a do czasd&caych zostat dobrze
poznany wptyw hormondéw na metabolizm energetyc¥vyadomo,ze wysoki stosunek
insulina/glukagon, charakterystyczny dla fazy $gtosprzyja magazynowaniu lipidow
I glukozy. Przeciwnie, wysoki stosunek glukagondlirsa w fazie gtodu, stymuluje
proces lipolizy w tkance tluszczowej oraz uruchaglizkoneogenezw watrobie, aby
dostarczy glukoz do tkanek od niej zataych.

Mechanizm hamowania katabolizmu glukozy przez kwatkyszczowe,
zaproponowany przez Randle’a, dotyczyt krotkoteomiago zablokowania aktywsa
etapow glikolitycznych. \&6d nich wyréni¢ mazna transport glukozy oraz reakcje
fosforylacji dotycace fosfofruktokinazy 1 i dehydrogenazy pirogroniaep (PDH).
Oksydacja kwasow tluszczowych zksza stzenie acetylo-CoA oraz NADH, ktére s
inhibitorami dla PDH. C&c¢ puli acetylo-CoA w paiczeniu ze szczawiooctanem
prowadzi do powstania cytrynianiu, ktory w cytoptde hamuje aktywnid
fosfofruktokinazy 1. Skutkiem procesu inhibicji jesagromadzenie w cytoplazmie
glukozo-6-fosforanu, ktory jest inhibitorem heksukay.

Transport glukozy do komérek odbywa firzez biatka GLUT — transportery
glukozy. Mechanizm regulacji wychwytu glukozyzrnd siec pomidzy tkankami i nie
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zostat w catéci poznany. GLUT 4 jest odpowiedzialny za wychwylukpzy
w komorkach mgsni  szkieletowych, mgsniu sercowym i tkance tluszczowe.
Z zalazenia, w cyklu Randle’a zaobserwowano zahamowaaiestokacji GLUT 4 do
btony komorkowej i zmniejszenie wychwytu glukozyoPes inhibicji jest wynikiem
zahamowania ekspresji genu dla GLUT4 regulowarnsgpiSREBP-1c pod wptywem
kwasoéw ttuszczowych [21,56].

W hepatocytach transport glukozy odbywa sizy udziale GLUT 2, ktory jest
kontrolowany przez stenie glukokinazy, zatem wysoka aktywstidransporteréw nie
jest w tej] tkance decydigym inhibitorem. Aktywne reszty acylowe
diugotarcuchowych kwaséw tluszczowych bezpmnio hamuy aktywnaé
katalityczrmy glukokinazy, co mee ttumaczy inhibicje utleniania glukozy przez kwasy
tluszczowe.

Regulacja aktywniwi dehydrogenazy pirogronianowej jest kompleksowa
i obejmuje kontrad poprzez stzenie substratow i produktdow, modyfikacje
kowalencyjne przez odwracalrfosforylacg oraz regulag na poziomie transkrypciji
oraz translacji. Natomiast hamowanie fosfofruktaiyn 1 i 2 odbywa siprzez dobrze
poznany inhibitor allosteryczny — cytrynian.

Hamowanie utleniania kwasow tluszczowych przez giakzostalo opisane
przez Randle’a, jednak wyjaienie ograniczato ei tylko do roli insuliny, nie
dostarczajc wiarygodnych dowodéw. W latach '70 McGarry przesst propozycg
mechanizmu hamowania utleniania kwasow tluszczowyeh ktérym kluczowym
mediatorem byt malonylo-CoA. Glukoza w szlaku glik@eznym zostaje utleniona do
pirogronianu. Pirogronian zostaje ngmstie przeksztatcony do acetylo-CoA. €&
ulega utlenieniu w cyklu Krebsa, natomiaste&¢z po regeneracji z cytrynianu
w cytoplazmie, zostaje przeksztalcona do malonydé-CWzrost stzenia malonylo-
CoA hamuje aktywn@& palmitoilotransferazy karnitynowej | — CPT | oraktywuje
syntaz kwasow tluszczowych. Skutkiem inhibicji jest zapiezzenie nowopowstatych
kwasow ttuszczowych przed oksydaoyaz promowanie ich estryfikacji do TAG.

Podstawy zalzen cyklu Randle’a zostaly poszerzone i uzupetnionéchilz
odkryciu w latach '90 nowej funkcji kwaséw tluszewych jako ligandow dla
czynnikéw transkrypcyjnych. Dobrze poznany zostéé¢ wptyw weglowodandéw na
ekspresj kluczowych enzymow metabolizmu zaréwno lipidow jalglukozy. Do
gtidbwnych czynnikow transkrypcyjnych zalicza ¢ sibiatko wiazace sekweng]

odpowiedzi na sterolesterol regulatoryelementbinding proteins - SREBP), receptor
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aktywowany przez proliferatory peroksysomalmzeroxisome proliferator-activated
receptors - PPAR) oraz biatko wirace sekweng odpowiedzi na wglowodany
(carbohydrate+esponsivelementbinding protein- ChREBP).

Waznym aspektem w cyklu Randle’a jest @oe insulinooporngci tkanek.
Praca Randle’a opublikowana w 1936 roku spowodowefsost zainteresowania
ta koncepgy, zgodnie z ktar zjawisko wspoizawodnictwa substratow stanowi
potencjalny mechanizm przyczyriay sk do insulinoopornéci u os6éb otytych
i u chorych na cukrzyctypu 2. Randle i wsp. zatgli, ze stymulowany insulin
metabolizm glukozy ulega zaburzeniu przez patsagny poziom wolnych kwaséw
ttuszczowych. Modyfikacje i uzupetnienia koncepsji w dalszym cigu tematem
licznych bada [38,52,114,124].

1.4. Trawienie i wchianianie lipidow

Okoto 90% spaywanych ttuszczow stanowitriacyloglicerole (TAG). Pozostata
cze$¢ sktada si z cholesterolu, estréw cholesterolu, fosfolipiddmaz wolnych kwaséw
tluszczowych. Trawienie lipidow rozpoczynae siv zotadku, przy udziale lipazy
zotadkowej wydzielanej przez gruczoty duatadka. Triacyloglicerole nie magzosta
przetransportowane przez btony komorkowe, ukegajtem hydrolizie. Wzotadku,
lipaza zotadkowa trawi czsciowo triacyloglicerole do diacylogliceroli i wolci
kwasow tluszczowych. Ten etap jest wystargzgjdla dalszej emulsyfikacji. Kolejny
etap trawienia triacylogliceroli odbywagsiv jelicie cienkim. Zemulgowane krople
tluszczu mieszaj sie z zOfcia, wydzielarm przez pcherz zétciowy. Sekrecja jest
regulowana przez hormon cholecystokiniZ6t¢ ma silne wiaciwosci zmniejszania
napkcia powierzchniowego, dgi temu proces emulsyfikacji zapatkowany

w zotadku maze by¢ kontynuowany.

Do swiatta dwunastnicy zostawydzielone synteztyzowane w trzustce enzymy,
a mianowicie lipaza trzustkowa, esteraza i fostadg Lipaza trzustkowa jest gtownym
enzymem w hydrolizie TAG, rozklada awiania a-glicerolu i ma szczegdlne
powinowactwo do diugofecuchowych kwasow ttuszczowych. Skfadnikiem soku
trzustkowego jest kolipaza, ktora chroni lipazzustkova przed hamujcym dziataniem
soli zétciowych, wspomagag dziatanie lipazy. Produktami reakcji katalizowehy

przez lipaz trzustkows 53 kwasy tluszczowe orgmonoacyloglicerole.
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W soku trzustkowym znajdujecsiakze esteraza, dla ktérej substratamiestry
cholesterolu, monoacyloglicerole oraz inne estpydbwe, takie jak estry witaminy A
z kwasami karboksylowymi. W przeciwigtwie do lipazy, esteraza wymaga, dla
prawidtowego funkcjonowania, obecwo soli zétciowych. Spérdd fosfolipaz w soku
trzustkowym znajduje esi przede wszystkim fosfolipaza ;A Podobnie jak inne

trzustkowe proenzymy jest aktywowana przez trypsyn

Kwasy zotciowe to naturalne detergenty, ktoresyntetyzowane przezatvobs,
I magazynowane zoOfcia w pecherzyku zotciowym zanim zostan wydzielone do
dwunastnicy. Zwgzki te syntetyzowaneasv postaci koniugatéw z glicynlub taurym.
W z0fci wyskpuja gtdwnie jako pochodne kwasu cholanowego, a miaciewkwas
cholowy (3,7,12-trihydroksycholanowy), kwas deoksylowy (3,12-
dihydroksycholanowy), kwas chenodeoksycholowy @l#droksycholanowy) oraz
kwas litocholowy (3-hydroksycholanowy). W fizjolaginym pH g jonami, dlatego
czesto okrglenia ,solezotciowe” i kwasy zélciowe” stosowaneaszamiennie. Kwasy
zOlciowe may zdolnag¢ do tworzenia struktur stabilnych termodynamiczaieanych
micellami. Kwasy wchodge w skiad tych agregatéwa séwnowaone przez wolne
kwasy ttuszczowe rozpuszczonezici. Dla tworzenia struktur micelarnych konieczne
jestscisle okrelone, minimalne szenie kwasowzétciowych, tzw. krytyczne micelarne
stezenie. Tworzone micelle mgjdobrze zdefiniowanwielko$¢ < 4nm, mniejsz niz
krople tluszczu. W ten sposob zemulgowane vmieg krople tluszczu patzone
z micellami zostaj rozbite na drobne ggteczki, co umdiwia ich dalszy transport
w wodnym srodowisku jelita. Micelle transportyjtakze witaminy rozpuszczalne
w tluszczach. W enterocytach ngmije wchtanianie kwasow tluszczowych oraz
B - monoacylogliceroli oraz (30-40%) cholesterolu.wdsy zofciowe nasipnie

podlegag reabsorpcji w procesie &enia watrobowo-jelitowego.

Dalsze przemiany kwasow tluszczowych wchmyzh do enterocytow zale
od diugdci tancucha weglowego. Srednio- i krétkotsicuchowe kwasy tluszczowe
uwalniane g bezpdrednio do k#zenia wrotnego. Dtugofecuchowe kwasy tluszczowe
sa transportowane do witrza enterocyta poprzez dyfgzjbiermm w formie
uprotonowanej albo przez pokenie z biatkami transportigymi lipidy (lipid-binding
proteing LBP). W btonie komorkowejabka szczoteczkowego wyglja trzy biatka
transportuice kwasy tluszczowe takie jak biatko transpaxaj kwasy ttuszczowe

zwigzane z btoa komdrkows (plasmamembrane-associatef@tty acid-binding protein,
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FABPpm), biatko transportage kwasy ttuszczowe typu 4aty acid transportprotein
4, FATP4) oraz transporter kwaséw ttuszczowych — €&D®8/e wrtrzu enterocyta,
diugotarcuchowe kwasy tluszczowe i kwasy ttuszczowe z przgnym koenzymem A
sa odwracalnie wjzane odpowiednio z biatkami transpogttymi kwasy ttuszczowe
(fatty-acid-binding proteins FABPS) oraz z biatkami transpoaymi aktywne reszty
acylowe @cyl-CoA binding protein, ACBP). Diugotacuchowe kwasy tluszczowe
w reakcji tioestryfikacji katalizowanej przez btomgp syntaz acetylo-CoA écetyl-CoA
synthase ACS) tworz aktywne reszty acylowe, ktére ngstie @ transportowane do
szorstkiego retikulum endoplazmatycznego celem tngdsacji do TAG
[7,9,25,40,46,67,99,101,114].

Glicerol, wymagany dla reakcji reestryfikacji, jestpozyskiwany
z 3-monoacylogliceroli, powstatych z hydroliay,-diacylogliceroli w swietle jelita,
z hydrolizy monoacylogliceroli oraz pochagego ze szlaku glikolitycznego glicerolo-
3-fosforanu. Glicerol produkowany vwietle jelita z TAG nie jest wykorzystany do
resyntezy nowych triacylogliceroli, lecz przechodezpdrednio do kizenia wrotnego.
Diugotaacuchowe kwasy ttuszczowe w postaci TA@ astpnie wbudowane do
chylomikronow. Jest to dia, bogata w lipidy cwsteczka. Gtownymi sktadowymias
triacyloglicerole, estry cholesterolu, fosfolipidyaz apolipoproteiny, gtownie Al oraz
B48. Nowozsyntetyzowane chylomikrony w postacgcherzykow uwolnionych
Z aparatu Golgiego, zosjajwolnione do uktadu limfatycznego na drodze faziptora
plazmatycza, transportuyjc kwasy tluszczowe po catym organizmie. Na powienkc
komorek znajduj sic receptory dla chylomikrondéw. Hydroliza azan w TAG
chylomikronow, dziataniem lipazy lipoproteinowejyalnia kwasy tluszczowe, ktore za
pomoa nasnikdw zostag przetransportowane do komaorek (gtéwnie desmii tkanki
ttuszczowej). Niezestryfikowane kwasy tluszczowe Bastpnie przeksztatcone
w aktywne reszty acylowe i wykorzystane w komoére&oj materiat zapasowy do
budowy triacylogliceroli, jako sktadniki btony komkwej albo utlenione do CO
i H,O. Casteczka chylomikronu, gdy utraci ekiszas¢ lipidéw, nadal pozostaje bogata
w estry cholesterolu. W takiej formie asteczl te okresla sk jako chylomikron
resztkowy. Taka posta przy wyciu receptorOw, zostaje wytapana na powierzchni
komérek watrobowych, wchionjita w procesie endocytozy i zmetabolizowana,
z ostatecznym uwolnieniem wewtrz komérki niezestryfikowanego cholesterolu oraz

aminokwasow. Natomiast kréotkdleuchowe kwasy tluszczowe, beZpadnio
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wchtonite z enterocytow do krwiobiegu, zostajykorzystane przez atrobe jako
wysokokaloryczny sktadnik diety [7,9,25,40,46,67]198.,114].

1.5. Watroba

Watroba, potaona wewatrzotrzewnowo, jest wielofunkcyjnym gruczotem
obecnym u wszystkich &gowcdw i stanowi ox¢ uktadu pokarmowego. Jednosgtk
struktural watroby jest zrazik wtrobowy. G zrazika tworzy zyla centralna.
W nara@ach znajdyj sie mate skupiska tkankia¢znej, gdzie wystepayjtrzy rodzaje
struktur megdzyzrazikowych: d¢tnica, zyta i przewdd zotciowy. Jest to tzw. triada
watrobowa. Zrazik wypetniaj promienscie utazone szeregi (blaszki) komoérek
watrobowych (hepatocytow), a pogdizy blaszkami, rowniepromiengcie, przebiegaj
naczynia wiosowate (zatoki atvobowe), przez ktore krew przeptywa od obwodu
zrazika do zyly centralnej. Sciany zatoki witrobowej zbudowane as wytacznie
z komoreksrodbtonka, ktére wykazuajobecndé licznych otworéw o rénej wielkasci.
Na wewrtrznej powierzchniséroédbtonka umocowane asdos¢ liczne makrofagi
(komérki Browicza-Kupffera), wychwytage z krwi drobnoustroje oraz fagocyicg
stare erytrocyty. Na zewtrznej powierzchni znajdajsie adipocyty magazynage
lipidy i witamine A. Podstawow jednostlq strukturalno-czynniziowa watroby jest
hepatocyt. Ze wzgtlu na rozmait& petnionych funkcji hepatocyt jest wypasay we
wszystkie organelle komoérkowe.

Watroba jest narmtdem dobrze ukrwionym, znajdujecsiu uktadzyty wrotnej
utworzony przez bezzastawkowgyly nieparzystych nasdlow jamy brzusznej.
Krazenie wrotne ma na celu doprowadzenie dgreby, wchiongtych w przewodzie
pokarmowym, sktadnikéw pokarmowych. Od sprawaiowatroby uzaléniona jest
sprawn@¢ ukfadu trawienia i kgzenia, a tym samym catego organizmuatiba
spetnia funkag metabolicza, wydzielnicza, magazynujca oraz detoksykacym Jest
centralnym nargdem przemiany cukréw, biatek i lipidéw. aWvoba odgrywa ral
w regulowaniu skfadu krwi i w przebiegu proceséwerticznych o podstawowym
znaczeniu dla organizmu. Syntetyzuje biatka osoczgnniki krzepngcia krwi, jak
fibrynogen i protrombig, ponadto cholesterol i triacyloglicerole, insulpoalobne
czynniki wzrostu ipisulin-like growth factor, IGF) oraz angiotensyn Bierze udziat

w procesach trawienia poprzez wydzielani®ici, gromadzonej w gxherzyku
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z6lciowym. Watroba magazynuje glikogen, tluszcze, biatka i witam(A, D, E,
niewielkie ilosci B12 i C). Do funkcji detoksykacyjnej nalg neutralizacja substanciji
szkodliwych, metabolizowanie lekéw, ponadto grudaw reguluje gospodagkelaza

I miedzi, ktore si w niej gromadz. W hepatocytach odbywagsiozktad hemoglobiny
[115].

1.6. Tkanka tluszczowa

Tkanka tluszczowa jest odmiantkanki kcznej widciwej | sklada si
z elementéw morfotycznych — adipocytow oraz istwtigdzykomorkowej. Adipocyty
rozwijaja sie z fibroblastow, komorek tkanki aéznej, powstatych w czasie
embriogenezy z mezodermy. U dorostych osobnikOowvirlisza czs¢ lipidow jest
luzno akumulowana wewtrz adipocytow utrzymywanych przez &iewtdkien
kolagenowych. Do sktadnikow istoty etizykomorkowej naliea komérki podcieliska,
komorki naczyt, wibkna nerwowe, leukocyty, makrofagi, fibroblastyaz preadipocyty,
odpowiedzialne za integralf® struktury. Adipocyty zgromadzone as
w charakterystycznych skupiskach zwanych zrazikatraziki s silnie unaczynione,
dzieki czemu komérki maj dostp do substratow niezdnych do syntezy kwasow
tluszczowych oraz maguwalnia do kmzenia zaréwno produkty lipolizy, jak i liczne
substancje czynne.

Wyréznia sk dwa rodzaje tkanki ttuszczowej: bigkank ttuszczow (WAT —
white adiposetissue,zwana take zO6ta) i brunatn, tkanke ttuszczows (BAT — brown
adiposetissue,zwana take bmzows). Komorki biatej tkanki ttuszczowejasprawie
w catasci wypetnione duaa kropla ttuszczu bogat w triacyloglicerole (85-90% masy
komorki), z mniejsz, w poréwnaniu do komorek brunatnej tkanki ttuszeep iloscia
mitochondriow. ddro jest umiejscowione na obeze komérki. Cienka warstwa
cytoplazmy otacza wymienione organelle. W trakcazwoju, miode adipocyty
zawieraj wiele matych kropelek lipidowych, ktore w momendejrzewania komorki
Zlewap sig, tworzac duza pojedyncz krople. Pomimo zmiennej objosci, dojrzate
adipocyty g duzymi komoérkami, osigajac rozmiary setki do tysty razy wiksze nk
krwinek czerwonych, fibroblastéw i komoérek uktaddpornagciowego. Ich rozmiar
moze Sk znacznie zmientaw zaleznosci od ilosci nagromadzonych triacylogliceroli
(TAG). Biala tkanka tluszczowa spetnia liczne fugkcm.in. jest izolatorem

termicznym, amortyzatorem oraz przede wszystkimasta zrodio energii. Obecrié
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w catlym organizmie, a szczegolnie w skorzesaitaej i tkance podskornej, ma istotne
znaczenie w termoregulacji. Ze wgdl na zdolné& magazynowania energii oraz jej
dostarczenia gdy jest to niezime, biata tkanka tluszczowa jest najwi@jszym
uktadem buforowym dla bilansu energetycznego. K&mA&WAT tworza torebki
tluszczowe, otaczage niektére nargly wewretrzne jamy brzusznejdrédpiersia oraz
skupiska wokét naczykrwionasnych, chromic narady przed wstrasami. Tkanka jest
aktywna metabolicznie. Wiele substancji syntetyzoyeh i wydzielanych przez
adipocyty ma znaczenie nie tylko lokalne, ale erdziat w kontroli homeostazy
ogolnoustrojowe;.

Druga postaca jest brunatna tkanka tluszczowa. W organizmie gprge
w mniejszej ilgci w poréwnaniu do biatej tkanki ttuszczowej. Drabnliczne krople
tluszczu oraz liczne mitochondria wypehaiagah komorke, w ktorej pdro jest
umiejscowione na obrza komorki. W okresie dojrzewania, brunatna tkanka
tluszczowa jest mniej aktywna metabolicznie, choaoma przypadku ekspozycji na
zimno mae sk uaktywnt. U cziowieka, brunatna tkanka tluszczowa pojawia s
w ostatnim trymestrzeycia ptodowego i w rozwiriej postaci funkcjonuje w okresie
niemowkctwa. U dorostych osobnikow ulega zanikowi, a wgstvanie ogranicza @i
do tkanki podskornej okolicy milzytopatkowej i szyisrédpiersia oraz okolic diych
tetnic brzusznych i nerek [115, 157].

Brunatna tkanka ttuszczowa specjalizuje wi produkcji ciepta. Zdoln@& BAT
do generowania ciepta jest zawana z ekspregjtermogeniny (UCP-1 — uncoupling
protein-1) na wewgtrznej btonie mitochondriow [4]. Biatko to uznaj&e za marker
tkankowy [117]. Aktywacja tego biatka prowadzi dowarcia kanatéw protonowych
i uwolnienia energii bez wykorzystania energii clenej zmagazynowanej
w wysokoenergetycznych zgzkach ATP [97]. Za najbardziej istotny dla rozw&AT
uwaza sk wptyw uktadu wspoétczulnego. Przekakiem jest tu noradrenalina [29,157].

Tkanka tluszczowa jest aktywnym gruczotem wydziglanvewrgtrznego.
Adipocyty syntetyzuj czynne peptydy zwane adipokinami oraz substanejgatkowe,

w tym estrogeny, ktore dziataw obrbie tkanki ttuszczowej (dziatanie autokrynne
| parakrynne) oraz na odlegte ngdly i tkanki (dziatanie endokrynne). Ich produkcja

I uwalnianie jest uwarunkowane w znacym stopniu przez stan pglvienia.
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Tab. 2. Biatka produkowane przez adipocyty [36,448165,104,120,125,130-
132].

Leptyna, czynnik martwicy nowotworow

Cytokiny i bialka zwizane z o (tumornecrosisfactora, TNF-a), interleukina

cytokinami  (cytokinez related® (intedeukin 6, 11-6), czynnik adipocytarny

proteins) indukowany gtodzeniemfgstinginduced adipose
factor, FIAF), metalotioneina njetallothionein,
MT)

Inhibitor aktywatora plazminogenu fldsminogen

activator inhibitor 1, PAI-1), czynnik tkankowy
(tissuefactor TF);

Biatka zwihzane z ukladem
krzepnecia

biatkcAdipsyna  complement factorD), adiponektyna

Skiadowe ~ dopetniacza i “piatko stymulujce acylagj (acylating stimulation

zwiazane z uktadem dopetniacza

protein ASP);
Inne biatka zwizane z uktadem Czynnik chemotaktyczny monocytowm@nocyte
odporngciowym chemotactigrotein 1,MCP-1);
Lipidy i biatka zwhzane 7z Lipaza lipoproteinowa lipoprotein lipase, LPL),
metabolizmem [ transportefrbiatko transportujce estry cholesteroliclfolesterol
lipidow estertransferprotein, CETP), apolipoproteina E;

Aromataza zalma od cytochromu P450
Enzymy zwiazane z metabolizmemdehydrogenaza Brhydroksysteroidowa (BHSD),
hormondéw steroidowych dehydrogenaza PBthydroksysteroidowa Typu [
(11BHSD1);

Angiotensynogen (biatko uktad
renina—angiotensyna)

[

Rezystyna, apelina, wisfatyna, omentyna, waspina,
Inne biatka (pozostate adipokiny) | Biatko wiazace retinol-4 (etinol binding protein 4,
RBP-4)

Adipocyty posiadaj wiele receptoréw, ktore as odpowiedzialne za ich
wrazliwos¢ na regulujce czynniki humoralne, a tym samym utliiaja interakcje
tkanki ttuszczowej z uktadami dokrewnym, nerwowyrodporndciowym. W tab. 3.
przedstawiono ligandy dla hormonalnych receptordvecoych w adipocytach oraz

wpltyw tych zwizkOw na procesy biologiczne.
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Tab. 3. Ligandy receptoréw hormonalnych stwierdzongh w adipocytach
oraz wptyw tych zwigzkow na procesy biologiczne [36].

Receptor Glowny efekt biologiczny

Leptyna g;[])s;::;;(;lzjcr: utlenianie kwasov
Insulina gj;)lilri;();l)igz;zneza i wychwyt glukozy
Glukokortykosteroidy (+) lipoliza

Glukagon (+) lipoliza

Katecholaminy (+) lipoliza

Hormony piciowe Regulacja rozwoju adipocytow
T3- tyroksyna, T4-trojjodotyronina (+) lipoliza

Insulinopodobny hormon wzrostu ingulindike | (+) adipogeneza
growthfactor 1 IGF -J)

Hormon wzrostugrowth hormone GH (+) lipoliza

Prostaglandyny () lipoliza

Czynnik martwicy nowotworowtgmornecrosis| (+) lipoliza i wzrost
factora TNF-qa,), insulinoopornéci

Interleukina 6 iptereukin 6IL-6,) (-) lipaza lipoproteinowa, —(*

lipoliza
Adenozyna (-) lipoliza (+) wychwyt glukozy
Adiponektyna (+) wrazliwosé na insulirg
Gastryna Regulacja ekspresji leptyny
Cholecystokinina Regulacja ekspresji leptyny

Peptyd hamugy czynnd¢ zotadka | (+) synteza kwaséw ttuszczowych
(gastranhibitory protein GIP) i triacylogliceroli

Peptydu glukagonopodobnego
(glucagon like peptide-GLP-1,)

(+)synteza kwasow tluszczowych

Bialko  pobudzajce acylag (acylation

stimulating protein ASP) (+)synteza triacylogliceroli

Przedsionkowy peptyd antydiuretyczngtrial

natiuretic peptyde ANP Regulacja metabolizmu glukozy

(+) lipogeneza, indukcja

Angiotensyna |l insulinoopornéci

Zwiekszenie  wraliwosci  na

Bradykinina . .

insuling
Naskorkowy czynnik wzrostu epidermal| Regulacja réonicowania
growth factor EGH adipocytow
Transformugcy  czynnik  wzrostowy f | Hamowanie rénicowania
(transforminggrowth factor TGF $) adipocytow
Melatonina Synergistyczne  dziatanie  do

insuliny
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1.7. Wprowadzenie do elongaz i desaturaz

Wydtuzanie kwasow ttuszczowych onleuchach zbudowanych z egej niz 16
atomow wegla zachodzi w szlaku elongacyjnym i polega naaniu jednostek dwu-
lub tréjweglowych. Zaréwno egzogenne jak i endogenne kwaggztzowe mag
ulega& procesowi elongacji do dlugdtachowych kwaséw tluszczowych.
Na wydiuwzanie tacucha kwasu ttuszczowego skiagak cztery etapy, w ktorych bigr
udziat kolejno nagpujace enzymy: elongaza (syntaza ketoacylo-CoA), rexha-
ketoacylo-CoA, dehydrataZ&hydroksyacylo-CoA oraz reduktaza 2-trans enoiléxCo
[33,64,72,139,142].

R -CO-CoA + Malony]l — CoA

syntaza ketoacylo-Cos
L
B—C0O—CH, - 00— Coa

redukiaza p-ketoacylo-Cos

*
R - CHOH - CH, - C0 - CoA

dehydrataza B-hydroksyacylo-CoA

L
R-CH=CH-CO - CoA

redukiaza 2-trans enoilo-C oA

L
R~ CH, ~ CH, - CO ~ CoA

Ryc. 4. Reakcja elongaciji kwasow tluszczowych [72].

Elongacja zachodzi przede wszystkim w retikulum agtazmatycznym (RE),
ale take w mitochondrium oraz w peroksysomach komorek witkdanek. W RE
wydtuzanie tacuchow kwaséw tluszczowych jest procesem bardzidiywanym
w poréwnaniu do elongacji mitochondrialnej [139]. &¢ngacji odbywajcej sk w RE
donorem atomow wgla dla wydhlienia casteczki kwasu tluszczowego jest
trojweglowy malonylo-CoA, natomiast w mitochondrium fupkcte spetnia
dwuweglowy acetylo-CoA [72,139,141,142]. Wiedza na temgtituzania taacuchéw
kwasoéw ttuszczowych w mitochondrium oraz w peroksyach wymaga uzupetnienia
i dalszych bada

Desaturacja odbywa ¢iprzy udziale transbtonowych desaturaz acylo-CoA

w retikulum endoplazmatycznym. Desaturacja w koradrkssakow wymaga obedod
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uktadu cytochromu b5 niezbinego w przenoszeniu elektronéw. Substratami dih ty
enzymow § aktywne reszty acylowe kwasow ttuszczowych.

Naprzemienne reakcje elongacji i desaturacji prawado biosyntezy puli
réznorodnych kwasoOw tluszczowych. Hashimoto i wsp. evglgstupc metody
bioinformatyczne zbadali struktur56 eukariotycznych genoméw uzysiaij 265
homologéw elongaz i 275 homologoéw desaturaz. Wypikicy badaczy pokazaty zu
réznorodnd¢ budowy enzymoéw, ale z zachowaniem statych motywéwekwenciji
aminokwasow. Na podstawie analizy filogenetycznepgazy zostaty podzielone na
dwie podgrupy takie jak elongazy nasyconych/jedeocasyconych kwasow
tluszczowych (,S/MUFA Elongase”) oraz elongazy wi@knasyconych kwasow
tluszczowych (,PUFA”). Stosaf analogiczne kryteria desaturazy zostaly podzelon
na cztery podgrupy. Wy#hi¢ maozna desaturazy Kkatalizige wprowadzenie
podwdjnego wizania w nasycony tecuch weglowy (,First Desaturase”), porizy juz
istniejace wiazanie podwdjne, a koniec acylowy (,Omega Desattyaatho pomedzy
juz istniepce whzanie podwojne, a koniec karboksylowy (,Front-endsBturase”).
Czwarta grupa to sfingolipidowe desaturazy ("Spblpyd Desaturase”). Kala
z wymienionych podgrup ma okitena specyfike substratow. Znajoma¢ tej specyfiki
pozwala na okidenie jakie kwasy tluszczowe mody¢ syntetyzowane w obbie
pojedynczego organizmu. Miowosci biosyntezy kwasow tluszczowych a s
determinowane przez wzajemnie gm#one uklady elongaz | desaturaz,
charakterystyczne dla danego gatunku [47].

Wspoéiczénie stosuje si liczne modele diwiadczalne z udziatem zwiertz
laboratoryjnych takich jak myszy i szczury, ktorycelem jest wspne badanie
ekspresji ranych genéw pod wpltywem okdlenych czynnikow srodowiskowych.
Modele te, podlega¢ réznorodnym modyfikacjom, stajsic cennymzrodiem wiedzy
pozwalajcym zgtbia¢ procesy molekularne i biochemiczne zachwdzw organizmie
cztowieka. Ze wzgldu na powszechne zycie zwierat laboratoryjnych we
wspomnianych modelach bada mozliwosci budowania analogii w stosunku do
organizmu ludzkiego, niniejsza praca ograniczadsi porownania elongaz i desaturaz

oraz gendw dla tych enzymow, \étde u myszy, szczurdw oraz cztowieka.
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1.8. Elongazy

Elongazy kwasow ttuszczowych EC 2.3.1.to acylotransferazy katalizige
procesy wydtaania taaicuchow weglowych. Werdéd elongaz wyrénia sk trzy grupy.
Pierwsza grupa to enzymy katalizcg elongag nasyconych i jednonienasyconych
kwasow ttluszczowych, do ktérych nadeELOVL 1, 3, 6 i 7, druga grupa to enzymy
katalizupce elongag wielonienasyconych kwasow ttuszczowych oznaczoaieo j
ELOVL 2 i 5. ELOVL4 wykazuje specyfik substratow zaréwno dla nasyconych jak
i nienasyconych kwasow tluszczowyalszystkie enzymy zaliczone do rodziny elongaz
charakteryzuje podohistwo strukturalne [58]. Ceahwspdlr dla tej grupy enzymow
jest obecn& od pkciu do siedmiu regionow transbtonowych, region hgpga reszty
histydynowe (HXXHH) oraz sekwencja sygnatu retencjiv retikulum
endoplazmatycznym (KKXX) [45,58].

Sparod wszystkich gendw dla elongaz, geny dla Elo®Igvl5 oraz Elovi6
ulegap ekspresji w wikszaici tkanek, podczas gdy geny dla Elovi2, Elovi3, Eld
oraz Elovl7 wykazuj ograniczon specyfik tkankow [45].

Ekspresja gendw dla elongaz pozostaje pod kantliety oraz hormondw i jest
regulowana na poziomie transkrypcyjnym poprzez peog jadrowe i czynniki
transkrypcyjne. Aktywn& biatek enzymatycznych jest determinowana ekspres;j
genow [58,62,63,64,71,139,142].

Tab. 4. przedstawia zebrane dane datyezelongaz u wybranych gatunkow
ssakow, ich oznakowanie, synonimy nazwy, numer I|Bazo lokalizacgg na

chromosomie, wedtug Entrez Gene.

Tab. 4. Dane dotycgce elongaz u wybranych gatunkow ssakow, ich
oznakowanie, synonimy nazwy, numer ID oraz lokalizgj¢ na chromosomie wedtug

Entrez Gene.

ID
) Lokalizacja ng
Elongaza Organizm Nazwa Entrez .
chromosomie
Gene
ELOVL1 CztowiekHomo sapiens [Sscl oraz CGI-88 64834 1p34.2
Szczur wdrowny
Elovll ) 679532 5936
Rattus norvegicus
Mysz domowa Sscl AA407424 oraz
Elovil 54325 4D2.1
Mus musculus BB151133
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ELOVL2 CztowiekHomo sapiens [Ssc2 oraz FLJ20334 54898 6p24.2
Szczur wdrowny
Elovl2 ] 498728 17p12
Rattus norvegicus
Mysz domowa
ElovI2 Ssc2 oraz Al317360 54326 13A3.3
Mus musculus
) ) CIG30 CIG-30 oraz
ELOVL3 CztowiekHomo sapiens 83401 10g24.32
MGC21435
Szczur wdrowny
Elovi3 ] 309449 1954
Rattus norvegicus
Mysz domowa o
Elovi3 CIN-2 i Cig30 12686 19C3
Mus musculus
) ] ADMD STGD2 oraz STGD3
ELOVL4 CztowiekHomo sapiens 6785 6ql14
Gene].
Szczur wdrowny
Elovi4 ) 315851 8031
Rattus norvegicus
Mysz domowa
Elovl4 83603 9E2
Mus musculus
) ) HELO1 dJ483K16.1 RP3-
ELOVL5 CztowiekHomo sapiens 60481 6p21.1-p12.1
483K16.1
Szczur wdrowny
Elovl5 ] rELO1 171400 8031
Rattus norvegicus
Mysz domowa
Elovi5 68801 9E1
Mus musculus
) ) FAE LCE MGC5487 oraz
ELOVL6 CztowiekHomo sapiens 79071 4 925
FLJ23378
Szczur wdrowny
Elovl6é ] rELO2 Lce2 171402 2q42
Rattus norvegicus
Mysz domowa FAE LCE C77826
Elovl6 170439 3G3
Mus musculus MGC107467
ELOVL7 CztowiekHomo sapiens [FLJ23563 79993 5gl12.1
Szczur wdrowny
Elovl7 ] 361895 2q14
Rattus norvegicus
Mysz domowa AI840082 oraz
Elovl7 74559 13D2
Mus musculus 9130013K24Rik
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1.8.1. Elongaza 1

Elongaza 1 (ELOVL1) katalizuje syntezasyconych i jednonienasyconych
kwasow ttuszczowych od 20 do 26 atomowgla w tacuchu [45,72,135,142].
W daswiadczeniach przeprowadzonych przez Yu Wang i 2] stwierdzonoze
specyficznymi substratami dla tego enzymurasszty acylowe kwasow ttuszczowych
takich jak kwas palmitynowy, oleinowy, arachidovdpkozanowy oraz tetrakozanowy.
W mysich modelach daviadczalnych z niedoborem mieliny zwanych Jimpyia®ing,
wykazano obriona elongac kwaséw ttuszczowych o diuga od 20-22 atomow
wegla w taacuchu, ktorej towarzyszyta zmniejszona ekspresjaudggelovil w mozgu
mutantow. Wyniki tych bada sugeruy kluczows role elongazy 1 w syntezie
sfingolipidéw oraz w tworzeniu sfingomieliny [1038].

Brak jest danych na temat badania ekspresji gealeldingazy 1 w tkankach
ludzkich. U szczuréw, wykazano ekspregenu dla elongazy 1 w tkankach takich jak
ptuca, mdzg, nerki oraz serce. Niska ekspresjagpygt w watrobie, brunatnej tkance
tluszczowej oraz skorze. U myszy wykazano wysekspresj genu dla elongazy 1
w zotadku, ptucach, nerkach, skorze i jelicie. Umiarkowagkspresj stwierdzono
w biatej tkance tluszczowej, atrobie, sledzionie, mdzgu, lazowej tkance tluszczowej,

sercu i mgsniach oraz stabekspresj w jadrach [5,135].

1.8.2. Elongaza 2

Gen kodujcy elongaz 2 zostat opisany w roku 2000 [135]. Na podstaveida
okreslono, ze mysia i ludzka elongaza 2 hioudziat w elongacji takich kwasow jak
arachidonowy, eikozapentaenowy, dokozatetraenowyaz ordokozapentaenowy
w transfekowanych démlzach, a take w ssaczych komérkach HEK293. Wykazano
zdolna¢ elongacji kwasu y-linolenowego w przypadku mysiej ELOVL2
w przeciwiéasstwie do enzymu ludzkiego. Wyniki badaopublikowanych przez
Tikhonenko [128] wykazaty spadek ekspresji ElovR2ovi4 oraz obrnienie zawartci
kwasu dokozaheksaenowego (DHA, C22:6n-3) dt&2:6n-3w siatkowce zwierd,
prezentuyjcych model cukrzycowy. Zmiana skfadu kwaséw ttusmozch w obebie
siatkowki, spowodowata zmian stosunku n-6/n-3 PUFA, promagj dziatanie
prozapalne kwasow ttuszczowych w rozwoju retinapatkrzycowej. Spadek ekspresji

elongazy 2 oraz elongazy 4 w rozwoju retinopatikreycowej sugeruje udziat obu
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izoform w syntezie PUFA o diugimdauchu, niezbdnych dla prawidtowego rozwoju
siatkdwki oraz procesu widzenia [128]. Stwierdzom® specyficznymi substratami dla
elongazy 2 s reszty acylowe wielonienasyconych kwaséw ttuszomiwsktadajcych

sig z 20 do 24 atomodw ggla w taacuchu oraz kwas oleinowy [142]. Brak jest danych
na temat badania ekspresji genu w tkankach czt@aviktkankach szczurzych wyspk
ekspresj elongazy 2 oznaczono watwobie, ptucach, moézgu inerkach. U myszy,
najwyzszy poziom ekspresji dla Elovl 2 wykazanoadrpch oraz w watrobie, a staby

w biatej tkance tluszczowej, ptucach, mézgu i nerkg 35].

1.8.3. Elongaza 3

Elovi3 byt pierwszym genem zidentyfikowanym i opigen dla elongaz,
pocatkowo nazwanym Cig 30 (Cold-induced glycoprotein 3@ kDa). U myszy
eksponowanych na dziatanie niskich temperatur zZelmsvano zwikszory ekspresj
genu kodujcego Cig30 w brunatnej tkance ttuszczowejd stawinzanie do pierwotnej
nazwy [136].

Elongaza 3 bierze udziat w elongacji kwaséw tlusggch nasyconych
i jednonienasyconych o diugm do 24 atoméw wgla w tacuchu [135,147].
Specyficznym substratem dla tego enzymu jest reazidowa kwasu oleinowego.
Wzrost ekspresji dla genu Cig 30 zaobserwowano wdamach na myszach
eksponowanych na dziatanie temperatury 4°C. Poekspresji genu kodagego Cig30
w komorkach tkanki ttuszczowej w grupie zwigtrpprzebywajgcych w temperaturze
4°C byt 200-krotnie wiszy niz w grupie kontrolnej zwier, przebywajcych
w temperaturze 28°C [136]. Kolejne badania prowadza zwierat pozbawionych
Elovl 3 wykazaly przerost gruczotow tojowych i nadgukcg TAG oraz woskow
w skorze i wiosach. Brak syntezy elongazy 3 matofgat st zniszczonym futrem
i zwiekszory przezskora utra, wody u zwierat, co wynikato z nieprawidtowej
zawartdci lipidow, z nadmiarem kwasu arachidowego oraz iefjemonymi ilgciami
diugotarcuchowych kwaséw tluszczowych X€2-26) [147]. W ostatnich badaniach
zostalo wykazane,ze umyszy pozbawionych genu kogtggo elongaz 3,
przebywagcych w temperaturze 30°C, wygity zaburzenia akumulacji ttuszczu, co

sugerujeze ELOVL3 jest wana dla utrzymania homeostazy lipidowej [146].
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Brak jest danych na temat badania ekspresji geaulElv tkankach ludzkich.
U szczuréw wykazano obedito mRNA dla elongazy 3 tylko w skorze. U myszy
natomiast wykazano #6a, zalena od czuldci zastosowanych metod detekcji,
ekspresj genu dla elongazy 3. Stwierdzono wysogkspresj w brunatnej tkance
tluszczowej i vatrobie, niskk w skorze, biatej tkance ttuszczowej, nerkach cseNie
zaobserwowano ekspresji w ptucacirach, mgsniach, sledzionie, mozgu, jelitach
oraz grasicy [3,45,57,135,136,146,147].

1.8.4. Elongaza 4

Odkrycia elongazy 4 dokonano podczas badania eisgendw zwizanych
Z zaburzeniami procesu widzenia u ludzi. U pacjerti@h etiologia choroby - dystrofii
plamki Stargardta zwrana byta z wygpieniem mutacji w olabie genu Elovl4
[43,82,84,152,155].

W badaniach nadekspresji ELOVL4 w hodowli komorekykazano, ze
ELOVL4 wymagana jest w syntezie C28 i C30 nasycony&.CFA w skorze oraz
w syntezie wielonienasyconych kwaséw ttuszczowyahugaici tancucha od 28 do 38
atomow wegla w siatkdwece [1,88].

U czlowieka wysoka ekspresja mRNA dla elongazy &wpuje w siatkdwce
oka, niski poziom ekspresji stwierdzono natomiasinaézgu, gdrach i skérze [82,87].
Brak jest danych na temat badania ekspresji gentkamkach szczura. U myszy
stwierdzono ekspresjv czopkach i pgcikach fotoreceptorow, natomiast nie wykazano

ekspres;ji dla elongazy 4 watvobie, ptucach, sercu, nerkactiedzionie [58].

1.8.5. Elongaza 5

Substratami dla elongazy 3 wielonienasycone kwasy tluszczowe o dkajo
tancucha od 16 do 22 atoméwegla w casteczce [64]. Stwierdzonee specyficznymi
substratami dla tego enzyma ieszty acylowe kwasow ttuszczowych takich jak kwas
oleinowy oraz kwas arachidonowy [142].

Wang i wsp. wykorzystali mysi model cukrzycowy (mysC57BL/6J),

w ktorym przy wyciu adenowirusa indukowano aktywsédelovliS w watrobie zwierat.
Badania wykazatyze wzrost aktywnéci enzymu wptyat na zmiany sktadu kwasow

ttuszczowych w hepatocytach, przede wszystkim wzmpsziomu kwasu dihomo-
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gamma-linolenowego, co w konsekwencji prowadzito dwodyfikacji szlakéw
metabolicznych regulagych gospodark lipidowa oraz weglowodanow tkanki
watrobowej. Opisane przez autorow rezultaty mogltyydmg¢ zmian w poziomie
ekspresji genow regulowanych przez PRARA44]. Ten sam materiat badawczy
wykorzystat Tripathy [133] do sprawdzenia hipotezg, wzrost aktywngci ElovI5
w watrobie hamuje rozwdj hiperglikemii u chorych zwigtzZWyniki bada wykazaty,
ze poziom glukozy, insulina, wskiaik insulinoopornéci HOMA-IR, a take tolerancja
glukozy zostaly przywrocone do stanu prawidioweBezultaty przeprowadzonych
bada pokazaly zalenos¢ pomkdzy aktywndcia reakcji elongacji oraz metabolizmu
glukozy, ktére zachodzw watrobie. Opisane zmiany, jak ttumacautorzy, bylty
wynikiem zmian w aktywnéci enzymoOw oraz czynnikOw transkrypcyjnych
zaangaowanych w procesy glukoneogenezy. Badacze sugermjozliwosé
wykorzystania regulatorowej funkcji elongazy 5 w4eniu hiperglikemii indukowane;j
dieta [133].

Moon i wsp. przedstawili wyniki bada przeprowadzonych u myszy
pozbawionych genu Elovl 5. U tych zwietzrozwirglto si¢ stluszczenie wiroby
Z powkkszeniem organu oraz wzrostemezehia cholesterolu i triacylogliceroli
w surowicy krwi. Zmiany te zostaly powdane ze zwkszory aktywach biatka
wiazacego sekwengj odpowiedzi na sterole - 1c (SREBP-1c) oraz jegmoOge
docelowych [96].

Ekspresja elongazy 5 zostata wykazana eksacci tkanek u ludzi i szczurow.
W przypadku tkanek ludzkich najwgz ekspresj genu dla elongazy 5 stwierdzono
w jadrach i nadnerczach, w mozgu, ptucach i gruczotkdavym [71]. U szczuréw
ekspresj genu dla elongazy 5 wykazano watvobie, ptucach, brunatnej tkance

tluszczowej, nerkach, sercu, w mniejszym stopnimézgu i skérze [142].
1.8.6. Elongaza 6

Elongaza 6 katalizuje elongacpasyconych i jednonienasyconych kwasow
tluszczowych. Substratami «wasy tluszczowe zawiergje od 12-18 atomow egla

w tancuchu [58,84]. Stwierdzong,e specyficznym substratem dla tego enzymu jest

reszta acylowa kwasu palmitynowego [142].
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W badaniach Matsuzaka i wsp. wykazali ochronnetalzia niedoboru Elovl 6
na rozwdgj insulinooporri@i u myszy z rozwingta otyloscia i sttuszczeniem wiroby.
Ponadto niedobdr elongazy chronit zwigez przed rozwojem hiperinsulinemi,
hiperglikemii oraz hiperleptynemii. Wskutek braknzgmu, ulegt modyfikacji skiad
kwasow ttuszczowych, zmienity esiproporcje C16:1/C16:0 oraz C18:1/C18:0, co
spowodowato uruchomienie kaskady zmian na poziomielekularnym poprzez
czynniki transkrypcyjne — SREBP, nie dopuszgzajlo rozwoju insulinooporrici
u otytych zwierat [69,84,85].

W ostatnich latach zostaly peth pierwsze proby inhibicji aktywioi elongazy
6 jako celu terapeutycznego w leczeniu cukrzycyzWierzcych modelach otykwi
indukowanej diet oraz cukrzycy typu 2, badacze pagajzwierztom zwihzek
chemiczny z grupy indoledionéw wykazali selektywvmhibicje elongazy 6 oraz
zaobserwowali korzystne zmiany w skiladzie kwasdweztzowych w hepatocytach.
Uzyskane z pionierskich batlavyniki potwierdzay przydatné¢ badanego zwiku
jako inhibitora dla ELOVL 6 [118,126].

Enzym wystpuje w wikszaci tkanek, w szczegoldoi w tkankach bogatych
w lipidy takich jak brunatna i biata tkanka tluseem, watroba i moézg. Brak jest
danych na temat badania ekspresji genu w tkankattkich. W szczurzych tkankach
ekspresja genu dla elongazy 6 zostata wykazana agmaerkach, wtrobie, sercu,
ptucach [58,142]. W mysich tkankach Elovl6 ulegaspakesji nadnerczach, atvobie
biatej tkance tluszczowej, brunatnej tkance tluexeg, mozgu, gdrach i skorze
[84,86,95].

1.8.7. Elongaza 7

W warunkach fizjologicznych ekspresja Elovl7 jebeona w nerkach, trzustce,
nadnerczach i gruczole krokowym [127]. W roku 2008mura opublikowat wyniki
bada, z ktorych wynika,ze w komorkach nowotworowych prostaty nadekspresja
elongazy 7 mee by powiagzana ze wzrostem nowotworu poprzez metabolizm
nasyconych diugotecuchowych kwaséw tluszczowych X@8) oraz ich pochodnych.
Elongaza 7 jako lipogeniczny enzym #egpomoc w wyjénieniu powazania pomgdzy

dieta, a rozwojem raka prostaty [127].
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1.9. Desaturazy

Desaturazy kwasow tluszczowych EC 1.14.19 — to oksydoreduktazy
katalizupce procesy powstawania podwoéjnychamaén w specyficznych pozycjach
w tancuchu weglowym. Stopié@ nienasycenia kwasu tluszczowego determinuje
temperatug topnienia triacylogliceroli jak rowniema wptyw na fizyczne wkiwosci
bton fosfolipidowych. Utrzymanie stabilnej strukyurbton lipidowych warunkuje
prawidtowe funkcjonowanie komaorki.

Reakcje katalizowane przez desaturazy kwasow thaswych wymagaj
obecndci tlenu casteczkowego, NAD(P)H, systemu transportu elektrongraz
specyficznej desaturazy. System transportu eleitwowystpuje w dwoch uktadach
albo jako reduktaza ferredoksyny — NADPH oraz foksyna albo jako reduktaza
cytochromu b5 oraz cytochrom b5.

Desaturazy mma podziek na dwie gtdwne grupy. Pierwsza z nich to
rozpuszczalne desaturazy acylo-AGey(-acyl carrier protein—ACP), ktére wysipuja
w plastydach rdin, posiaday dwa atomy zelaza oraz dwa motywy sekwencji
aminokwaséw (EXXH), ktére sha utworzeniu komplekséw z jonami metalu. Uktad
transportu elektronéw wykorzystywany w reakcjaclsaleracji katalizowanych przez
desaturazy acylo-ACP to reduktaza ferredoksyny —DRKA oraz ferredoksyna.
Substratami dla tej grupy enzymow sasycone kwasy ttuszczowe, przede wszystkim
kwas stearynowy [100,139,148].

Desaturazy btonowe to druga grupa enzymow, ktérenaoasipnie podziek
na dwie podgrupy takie jak desaturazy acylo-lipidoaraz desaturazy acylo-CoA.
Pierwsze z wymienionych biatek enzymatycznych Zigkawane g w tylakoidach
cyjanobakterii oraz w plastydachslio i jako nanik elektronéw wykorzystaj uktad
ferredoksyny albo w retikulum endoplazmatycznymsling gdzie jako nénik
elektronéw wykorzystuj uktad z cytochromem b5. Substratami dla tej popgru
enzymow § kwas stearynowy oraz kwas oleinowy [100,139].

Druga podgrup btonowych desaturaza szlokalizowane w btonie retikulum
endoplazmatycznego desaturazy acylo-CoA wykorzystupkiad cytochromu b5 jako
nosnika elektronow. Substratami dla tych enzymavaktywne reszty acylowe kwasow
tluszczowych. Wszystkie desaturazy, ktore zostatgrtyfikowane u ssakow natgdo
desaturaz acylo-CoA.
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Ekspresja gendw dla destauraz pozostaje pod kaendiety oraz hormondéw
I jest regulowana na poziomie transkrypcyjnym peprzeceptorygdrowe i czynniki
transkrypcyjne. Aktywn& biatek enzymatycznych jest determinowana ekspres;j
genow [17,18,100,139].

Tab. 5. przedstawia zebrane dane datyezdesaturaz u wybranych gatunkéw
ssakow, ich oznakowanie, synonimy nazwy, numer |Bazo lokalizagg na

chromosomie, wedtug Entrez Gene.

Tab. 5. Dane dotycgce desaturaz u wybranych gatunkéw ssakéw, ich
oznakowanie, synonimy nazwy, numer ID oraz lokalizgga na chromosomie wedtug

Entrez Gene.

ID o
Desaturaza | Organizm Nazwa Entrez Lokalizacja ng
Gene chromosomie
D5D; TU12; FADS6; FADSD5; LLCDL1
EADS1 FLJ38956; FLJ90273; FADS1
Cziowiek OTTHUMPO00000211568; delta(5) desaturese;3992 11q12.2-q13.1

Homo sapiensdelta(5) fatty acid desaturase; delta-5 desatufase;
delta-5 fatty acid desaturase; linoleoyl-CpA
desaturase (delta-6-desaturase)-like 1

Szczur

Fadsl wedrowny D5D; delt§(5) desaturase; delta(5) fatty acid84575 1943
Rattus desaturase; delta-5 desaturase
norvegicus
Mysz D5D; delta(5) desaturase; delta(5) fatty 4dcid

Fadsl domowa Mus desaturase; delta-5 desatu_rase DSD; AI31721E}'6267 19
musculus MGC37858; 0710001003Rik; A930006B21Rjk;

Fadsl
delta(6) desaturase; delta(6) fatty acid desaturase
Crtowiek delta-6 desaturase; dellta-6 fatty acid desaturase;
FADS2 Homo Salpien,delta—6-desaturase; linoleoyl-CoA  desaturas®415 11qg12.2

(delta-6-desaturase)-like 2 D6D; DES6; TULS3;
FADSDG6; LLCDL2; SLL0262; FADS2
Fadsd6, MGC93365, D6D; delta(6) desaturase;

\?vzgig\:vn delta(6) fatty acid desaturase; delta-6 desatufase;
Fads2 Rgttus y delta-6 fatty acid desaturase; fatty acid desa¢jra83512 1943
norvegicus 6
2900042M13Rik, Fadsd2
Mysz D6D; delta(6) desaturase; delta(6) fatty 4dcid
Fads2 domowa Mus| desaturase; delta-6 desaturase; delta-6 fatty |ackb473 19B
musculus desaturase
CYB5RP; LLCDL3; FADS3 cytochrome b5-
Cztowiek related protein; delta-9 fatty acid desaturaseadgl
FADS3 Homo sapiens 9-desaturase; linoleoyl-CoA desaturase (deltp- 3995 11ql2-q13.1
desaturase)-like 3
Szczur
wedrowny
Fads3 Rattus 286922 1943
norvegicus
Mysz
Fads3 domowa Mus | MNCb-0629, Al464531 60527 19B
musculus
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PRO1933, FADS5, MSTP008, SCD1, SCDQS;
OTTHUMPO00000020280; acyl-CoA desaturase;
scD CZ{OWIek. ‘delta(9)-de§aturase;. delta-9 de§atura§e; deta—gglg 10024.31
Homo sapiens desaturase; fatty acid desaturase; predicted protei
of HQO0998; stearoyl-CoA desaturase oppasite
strand
Szczur Scd2, acyl-CoA desaturase 2; delta(9)-desaturase
wedrowny 2; delta-9 desaturase 2; fatty acid desaturase §
Scd Rattus stearoyl-CoA desaturase 2; stearoyl-Coenzyme 8792 1g54
norvegicus | desaturase 2
Szczur . .
wedrowny acyl-CoA desaturase 1, delta(_9)-desaturase 1;
Scdl Q delta-9 desaturase 1; fatty acid desaturase 246074 1954
Rattus
. stearoyl-CoA desaturase 1
norvegicus
Mysz AA589638, Al265570, Scd, Scd-1, ab
acyl-CoA desaturase 1; asebia; delta(9)-desatuira
Scdl domowa Mus 1; delta-9 desaturase 1; fatty acid desaturage 2;8249 19
musculus
stearoyl-CoA desaturase 1
Acyl-CoA desaturase 2 (Stearoyl-CoA desaturase
Mysz 2) (Fatty acid desaturase 2) (Delta(9)-desaturase
Scd2 domowa Mus| 2); acyl-CoA desaturase 2; delta(9)-desaturage 20250 19
musculus delta-9 desaturase 2; fatty acid desaturase 2;
stearoyl-CoA desaturase 2
Sed3 Mysz stearoyl-coenzyme A desaturase 3
¢ domowa Mus 30049 19
musculus 4930513N16Rik, Pcd
Mysz ACOD4, MGC48154
Scd4 domowa Mus ' 329065 19
stearoyl-CoA desaturase 4
musculus
ACOD4, FADS4, FLJ21032, HSCD5, SCD2,
Cziowiek SCD4
SCD5 Homo sapiensacyl-CoA-desaturase  4; stearoyl-CoA 9-79966 4921.22
desaturase; stearoyl-CoA desaturase 4

Desaturazy g obecne u wikszaci organizmow eukariotycznych, a u ssakow
i ludzi jako desaturazy acylo-CoA, do ktorych rialerzede wszystkim5, A6 orazA9
desaturazy. Substratami reakcji desaturagjizarowno endogenne oraz egzogenne
kwasy tluszczowe. Oznaczenle w nazwie enzymu wskazuje na podoie atomu
wegla od kaica grupy karboksylowej w f&uchu, przy ktérym jest formowane
wigzanie podwadjne [100,139].

1.9.1.A5 oraz A6 desaturaza

A5 oraz A6 desaturazaasto transbtonowe enzymy katalizag biosynteg
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych. Kodowanepszez geny odpowiednio:
Fadsl oraz Fads2. Substratami reakcji, katalizoelaryrzez desaturazya kwasy
tluszczowe posiadage od 16-24 atomowagla w taacuchu, z ktérych najwaiejsze §

pochodace z diety, kwasi-linolenowy i linolowy. Ponadtd\6 desaturaza katalizuje
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syntez kwasu sapienowego (16:1, n-10), ktory jest gtownkwasem tluszczowym
obecnym w wydzielinie gruczotu tojowego u ludzi.aDl5 desaturazy specyficznymi
substratamis20 weglowe wielonienasycone kwasy ttuszczowe. Specyilastratowa
A6 desaturazy ograniczagsio kwasu palmitynowego oraz 18 i 24ghowych PUFA
[139].

AG
Fads2

. 7 .
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Ryc. 5. Biosynteza diugotacuchowych kwaséw tluszczowych u ssakow
[154].

Cechy wspdlry, blonowychA5 orazA6 desaturazasdwie hydrofobowe domeny
transbtonowe oraz trzy regiony bogate w motywy yighowe (His box), ktore as
odpowiedzialne za przygzenie atomowzelaza oraz funkcjonaj jako centrum
katalityczne enzymu. Jedna reszta histydynowa jeastpiona przez resgt
glutaminowa, co jest konieczne dla prawidtowej aktywnob enzymu. Interesag¢a
w budowie desaturazy jest obeéfi@omeny cytochromu b5 na N+kou. Cytochrom
b5 pojawit s¢ na bardzo wczesnym etapie rozwoju w ewolucji t jestrzebny do
skutecznego przeprowadzenia reakcji desaturacjs@watuszczowych. Jest to biatko
wigzace hem, zwykle zwizane z retikulum endoplazmatycznym. W komaorce gprge
jako skfadowy element kompleksow multienzymatycinyalbo jako domena

wbudowana w struktgr desaturazy. A5 oraz A6 desaturaza as przyktadem
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zmodyfikowanych biatek, ktére na drodze ewolucyjdegji, posiadai domer
cytochromu b5 wbudowama N-kaicu czsteczki. Padczenie desaturazy i cytochromu
b5 umaliwito szybszy i bezpfredni transfer elektronow do katalitycznego miejsca
desaturazy, usprawnigj przebieg catego procesu [42,139].

Geny dlaA5 orazA6 desaturazy zostaty sklonowane u czlowieka, sacotaz
myszy. Gen dl&\6 desaturazy po raz pierwszy zostat sklonowanyig.diudzkie geny
dla A5 (FADS1) i A6 (FADS2) desaturazy zostaly sklonowane pod koriac
dziewigédziesnatych [17,18]. EkspregjmRNA dlaA5 orazA6 desaturazy stwierdzono
w wigkszaici tkanek ludzkich, z najwaszym poziomem w wtrobie, sercu oraz mézgu
[113,139]. U szczurow wykazano ekspeesiRNA dla A5 oraz A6 desaturazy na
podobnym poziomie dla obu gendéw w tkankach takathvjatroba, nerki, mézg, ptuca
I aorta [108].

FADS3, produkt genuFads3, jest now poznam desaturaz Skiad
aminokwasowy wskazuje na wysokie podakigvo FADS3 daA5 orazA6 desaturazy.
Funkcja nie zostata poznana. Ekspresja ludzkiegtdNARads3 zostata stwierdzona
w mozgu, taysku, jajnikach, komoérkacl-trzustki, skérze oraz w mozgu u ptodu
[139]. Pedrono i wsp. po raz pierwszy zaprezentowaniki bada obecndci
transkrytpu dla Fads3 w szczurzych tkankach z negaym poziomem w ptucach,
biate] tkance ttuszczowej, aorcidedzionie, sercu i nerkach [108].

Badanie ekspresji biatka FADS3 w ludzkich hodowlakbmorkowych,
tkankach szczurzych i mysich wykazato obegnevielu izoform biatka FADSS,
z r&znym poziomem ekspresji oraz specyfikkankows, zalenymi od pici oraz
gatunku. Uzyskane dane sugangkze, ze poziom transkryptu nie koreluje z poziomem
biatka [108].

A6 desaturaza jest kluczowym enzymem w syntezie omiehasyconych
kwasow tluszczowych. Produktami reakcji desaturagjim.in. kwas arachidonowy
(20:4n-6), kwas ikozapentaenowy (EPA) oraz kwas odekeksaenowy (DHA).
Pierwszy z wymienionych kwasow jest substratem mtesie ikozanoidow, ktore bigr
udziat w regulacji procesow &renia oraz filtracji nerkowej, w transdukcji sygnataz
procesach krzepgtia krwi. Kwas ikozapentaenowy jest istotny ze wdgl na
wiasciwosci antytrombotyczne oraz dziatanie ochronne naesematomiast DHA jest
potrzebny dla prawidtowego rozwoju mozgu, g wzroku oraz spermatocytow
[102].
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Badania z zakresu poznania mechanizmu dzialABiaesaturazy w tdych
modelach badawczych wskazaly istotny udziat enzymwtrzymaniu homeostazy
lipidowej oraz prawidtowym funkcjonowaniu organizmWilliard i wsp. wykazali
zwiazek pomégdzy niedoborenA6 desaturazy, a zaburzeniami metabolizmu lipidéw.
Materiat do bada stanowity fibroblasty skéry pobrane od pacjentk, ktorej
zaobserwowano wrodzone nieprawidi@aio objawiapce st obecnécia owrzodzé
rogowki, nietolerancji pokarmu, zaburze/zrostu, fotofobii oraz nieprawidtowoiami
m.in. w skérze oraz w mieszkach wiosowych. Badavy&azaty,ze brak enzymu\6
desaturazy jest odpowiedzialny za vapsénie zaburzg w skutek spadku syntezy
kwasu arachidonowego, dokozapentaenowego (DPA)kwagu dokozaheksaenowego
(DHA) [149]. W celu poznania podta molekularnego opisanego zaburzenia Nwankwo
wraz ze wspotpracownikami przeprowadzit w 2003 rdkadania. Wykorzystag¢
hodowle komorek fibroblastow ludzkich prawidtiowydtomorek fibroblastéw ludzkich
patologicznych (brak enzymu) oraz komoérek fibrotdlmsmysich NIH/3T3 wykazano,
ze za niedobo\6 desaturazy odpowiedzialna jest insercja nuklaotgdeninowego
w sekwencji promotora genu dla tego enzymu [102ynWW tego ddwiadczenia
wskazaty na istotny mechanizm regulacji na poziotnaaskrypcji, ktory mae by
podobny rownie dla innych desaturaz.

Zmiany sktadu kwasow ttuszczowych wynike¢ z dysfunkcjiA6 desaturazy
w obrebie r&nych tkanek byty przedmiotem baddwoch zespotéw kierowanych przez
Stroud’a i Stoffel'a [122,123]. Wykorzystig rGzne szczepy myszy, nokautowanych
pod wzgédem genu dld\6 desaturazy, badacze wykazalinize co do iléci i jakosci
kwasow ttuszczowych wygbpujacych w badanych tkankach. Brak enzymu powodowat
nieprawidtowdci w szlakach metabolicznych lipidow, co w konsekwje prowadzito
do rozwoju owrzodzeskéry, owrzodze w obrebie jelita cienkiego oraz splenomegalii.
Wyniki eksperymentéw obu grup wykazaly rowhiezaburzenia w reprodukcji
wynikajace z niedobord6 desaturazy [45,122,123].

W réznych modelach doviadczalnych wykazanaze spadek aktywrigci A6
desaturazy powodowat olmenie poziomu kwasu arachidonowegwagChidonicacid,
AA) w tkankach oraz w osoczu, co hamowato rozw@nset zapalnego. W skutek
spadku stzenia prekursora - AA, spowolniony zostat procestey ikozanoidow,
mediatorow stanu zapalnego. W zwigzym modelu obrgku, opisane zmiany

korelowaly ze zmniejszeniem zmian oflkawych. W przypadku raka jelita grubego,
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w mysim modelu tego typu nowotworu, spadek akty$en@d6 desaturazy skutkowat
Zmniejszeniem rozmiaru guza oraz zmniejszenienrput@vania [89].

Zmiany w aktywnéci desaturacji kwasow tluszczowych oraz gmine z tym
modyfikacje w obgbie skladu kwasow tluszczowych zostaly wykazane akich
stanach patologicznych jak insulinoopai®io cukrzyca, syndrom metaboliczny
[21,140], hipertriglicerydemia [23] oraz w zaburisah afektywnych dwubiegunowych
[78].

W ostatnich latach prowadzone byly badania na temystcpowania rénych
wariantow genetycznych w genach dla desaturaz wbabrdznych grup etnicznych.
Wyniki doswiadczéd wykazaty obecn& licznych polimorfizméw pojedynczych
nukleotydéw ¢ingle nucleotide polymorphism SNP) wplywajce na aktywng
desaturaz, a tym samym na modyfikacje skltadu kwasiazczowych, zaréwno
w osoczu, jak i w olbie kwaséw tluszczowych bton krwinek czerwonych.zéta
zmiana w sekwencji genu skutkowata odmiennym peofikwasow tluszczowych. Fakt
ten, naukowcy starali siprzelzy¢é na indywiduala predyspozye do rozwoju
schorzé takich jak choroba niedokrwienna serca czy zapalemesnia sercowego.
Ponadto zaobserwowano charakterystyczne zmiany ® ®Nobebie gendéw FADS,
a okresem karmienia piegsiokresem ceizy oraz rodzajem spggwanego pokarmu.
Dalsze badaniaagsprowadzone, w celu wyjaienia molekularnych mechanizméw oraz
czynnikbéw pokarmowych regulgych ekspregjgendéw FADS. W zalaosci bowiem
od wariantdbw genetycznych, wymagania dotgez dostarczania PUFA z digtaby

uzyska poréwnywalne efekty biologiczne mogic rozni¢ [12,41,83,89,116].

1.9.2. A9 desaturaza

A 9 desaturaza, u ssakéw wymije take pod nazw desaturazy stearylo-CoA
(stearylo-CoA desaturase SCD), katalizuje biosyntezjednonienasyconych kwaséw
tluszczowych. Substratami reakcj sasycone kwasy ttuszczowe, a z$ndol nich
najbardziej preferowaneasaktywne reszty acylowe kwasu palmitynowego oraz
stearynowego. Wprowadzenie podwdéjnegazahia obligatoryjnie rozpoczynaesod
usungcia atomu wodoru najpierw przyegiu C9, a naspnie drugiego atomu wodoru
przy weglu C10 kwasu tluszczowego [106]. Powstate jednuasgcone kwasy

tluszczowe wykorzystywane sv komorkach do syntezy zdych zwiazkow lipidowych
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takich jak btonowe fosfolipidy, triacylogliceroleraz estry cholesterolu [100,139].
Kwas palmitooleinowy oraz oleinowy sgtéwnymi produktami reakcji katalizowanej
przez A9 desaturaz Kwas oleinowy jest podstawowym jednonienasyconynadgem
tluszczowym w ludzkiej tkance ttuszczowej oraz wak€ji fosfolipidow btonowych

w erytrocytach. Wzajemna proporcja p@ddy nasyconymi i jednonienasyconymi
kwasami ttuszczowymi wptywa na sktad fosfolipidowwpn. Wystpienie modyfikaciji
strukturalnej w ohgbie bton komérkowych, w skutek zmiany stosunku MUEPRA,
moze by zwiazane z rozwojem tnych standw patologicznych takich jak choroby
sercowo-naczyniowe, oty6é, cukrzyca, choroby neurologiczne oraz nowotwory
[100,106,139].

Topologiczny model mysiepf\9 desaturazy (ryc. 6.) opisuje ukierunkowanie
koncéw NH, i COOH casteczki enzymu w str@ncytoplazmy oraz obecké czterech
domen transbtonowych. Dodatkowo, trzy regiony, zmapce hcznie osiem reszt
histydynowych, tworz His box, ktory jest odpowiedzialny za przgtenie atomow

zelaza w centrum katalitycznym desaturazy [81].
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Po raz pierwszy identyfikacji desaturazy dokonatittBtatter w 1974 roku,
wykorzystupc szczurz watrobe. Pionierskie badania sklonowania gendéw dla Scdl
i Scd2 - izoformA 9 desaturazy zostaty petg u gryzoni w latach osiemdziesich.
Rozpoczcie bada dotyczicych ekspresiji i regulacji genoéw dla desaturaz Inytaliwe
dopiero pod koniec lat dziewdziasiatych, kiedy badacze Cho oraz Clarke sklonowali
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ludzkie geny dlaA5 i A6 desaturazy [17,18]. U cziowieka zidentyfikowanwiel
izoformy genu dlaA 9 desaturazy oznaczone jako SCD1 i SCD5. W genomyszy
wykazano obecrig czterech izoform\9 desaturazy, ktore oléleno jako Scdl, Scd2,
Scd3 oraz Scd4. Z kolei u szczura zostaty sklonewdwie izoformy genu dlaA 9
destaurazy oznaczone jako Scdl oraz Scd2 [45,19)6,13

Ekspresja opisywanych enzymow podlega regulacji wpt/wem czynnikOw
takich jak rozwoj, dieta, hormony oraz czynnikbdowiskowe [139]. W warunkach
fizjologicznych, wysok ekspresj mRNA dla mysiej Scd1l zaobserwowano watrobie,
w biatej tkance tluszczowej, w brunatnej tkanceszfizowej, w gruczotach
tarczkowych. Pod wptywem diety wysokeglowodanowej zaobserwowano znaoyz
wzrost w ekspresji izoformy Scdl watkobie i sercu. Ekspresja Scdl watmobie
u myszy ulegta aktywacji po okresie karmienia pigreatomiast we wczaiejszym
okresie rozwoju przewat transkrypt dla Scd2 [26,92,139]. Wédoadczeniu Myiazaki
wykorzystat nokautowane myszy pod wadgm genu dla Scd2 i wykazak izoforma
druga stearylo-CoA desaturazy byla konieczna diwjatowej syntezy lipidéw we
wczesnym okresie rozwoju skory iatkoby zwierat [92]. Ekspresja Scd2 ulega
nasileniu gtbwnie w mozgu i podlega indukcji w aiee mielinizacji u noworodkow.
Ponadto mRNA dla Scd2 stwierdzono w komorkach Bfdowtow, ktérej spadek byt
zaobserwowany w czasie rozwoju limfocytéw T. Sctya stabszej, w porownaniu do
Scdl ekspresji w tkance tluszczowej, w nerkachgledzionie, w mgsniach
szkieletowych, w sercu i w ptucach. Ekspresja Sed&atrobie jest wysoka w czasie
rozwoju ptodowego oraz u noworodkéw, natomiast alempnieniu u dorostych
osobnikow. W skérze, w niezidicowanych sebocytach wykazano eksprea Scdl,
natomiast w zrégnicowanych sebocytach wykazano transkrypt dla SE&S8presi Scd2
stwierdzono w mieszkach wiosowych w skérze myszgecddé¢ mRNA dla Scdl,
Scd2, Scd3 zaobserwowano w skoérze, gruczole nap¥gtk oraz gruczole Harderiana.
Izoforma Scd4 ulega ekspresji gtdbwnie w sercu [894,96]. W tkankach ludzkich
izoforma SCD1 ulega ekspresji w ¢kszasci tkanek, natomiast najwgzy poziom
ekspresji dla izoformy SCD5 stwierdzono w mozguraustce [45]. U szczurow
ekspresj izoformy Scdl wykazano w atrobie i tkance tluszczowej, natomiast
ekspresj Scd2 stwierdzono w mozgéledzionie, sercu, limfocytach oraz ptucach [17].

Miyazaki i wsp., wykorzystac analiz kwasOw tluszczowych, przedstawit
specyfik substratow dla kadej z mysich izoform\ 9 desaturazy. Dla SCD1, SCD2 i
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SCD4 substratami byt zaréwno ntaich acylowy kwasu palmitynowego jak
| stearynowego. Natomiast substratem dla SCD3 elsazéylko 16:0-CoA i w oparciu
o te wyniki autorzy zasugerowali nawnazwe dla mysiej izoformy SCD3 jako
palmitoilo-CoA desaturaz (PCD1) [92]. Fizjologiczna rola kdej z izoform oraz
przyczyna wysfpowania kilku izoform nadal jest przedmiotem hada

Nokautowane myszy pod wzglem opisanych gendéw (np. SCD1-/-) dotad
najlepszym i jednoczaeie najczstszym modelem dwiadczalnym wykorzystywanym
w celu okrélenia wpltywu ré@nych czynnikbw na poziom ekspresji genéw dla
desaturazy stearylo-CoA. W awobie brak aktywnego genu u myszy spowodowat
obnizenie syntezy triacylogliceroli i estréw cholesterabraz spowolnienie syntezy
kwasow ttuszczowyclde novo Ponadto u tych zwiesizw osoczu zaobserwowano niski
poziom triacylogliceroli we frakcji VLDL oraz LDL Hwlesterolu. Myszy
z nieaktywnym genem Scdl byty odporne na rozwdisgtizenia watroby oraz otytéci
indukowanej diet wysokoweglowodanowy lub diety wysokolipidows. W migsniach
modyfikowanych genetycznie zwiatz (SCD1-/-) zaobserwowano wzuma
aktywnas¢ procesu-oksydacji kwasow ttuszczowych. Zytiszenie utleniania kwasow
tluszczowych obriyto poziom wolnych kwasow ttuszczowych, aktywnychszat
acylowych oraz ceramidow w mgniach szkieletowych. Opisane zmiany w gie
watroby i migsni byly najprawdopodobniej regulowane allosteryeznpoprzez
fosforylacje i defofosforylacje kinaz AMP (AMP-agtited protein kinase, AMPK).
Mechanizm dziatania AMPK, ktéry inaktywuje karbolee acetylo-CoA, powodowat
obnizenie syntezy malonylo-CoA. Niskie e¢genie tego zwizku, Kktory jest
allosterycznym inhibitorem CPT-1, powodowat zkgzony transport kwasow
ttuszczowych do mitochondriéw, a ngstie ich utlenienie [26]. W brunatnej tkance
tluszczowej myszy nokautowanych pod wetgm genu dla Scdl zaobserwowano
wzrost termogenezy, na skutek zkgzonej ekspresji i aktywioi termogeniny (UCP-
1), ktéra powodowata rozpgganie taicucha oddechowego, uwalriajnagromadzan
energe w postaci ciepta. Konsekwenappisanych zmian byt spadek lipogenezy, wzrost
utleniania kwasow ttluszczowych oraz wzrost termeggn ktore hamowaty rozwaj
stluszczenia wtroby, przyspieszalty metabolizm, zkszaly wraliwos¢ na insulir,
chronac w ten sposéb organizm przed rozwojem digito oraz syndromu
metabolicznego [26,27,34, 106].

W badaniach z ostatnich lat, Liu i wsp. wykazadé,brak genu Scdl w oflrie

mysiej tkanki ttuszczowej spowolnit rozwoj stanwpamego i wptynt na jego regulagj

-42 -



WSTEP

takze w makrofagach i komorkach nabtonka [77]. Dalsadamia § konieczne w celu
wyjasnienia precyzyjnego mechanizmu regulacji, ktord js®tna w rozwoju chorob
metabolicznych.

Sjogren i wsp. przeprowadzili badania w ludzkieqrike ttuszczowej, w celu
poznania wspotzalmosci pomigdzy ekspresj gendéw dla Scd, indeksem desaturacii
oraz insulinooporrgcia. Wyniki bada sugeruj, ze indeks desaturacji wyany
stosunkiem kwasu 18:1/18:0 odzwierciedla pozionpedsi Scd. Zwikszona ekspresja
genu prowadzi do wkszej aktywnéci SCD w tkance tluszczowej, ktorej e
towarzyszy rozwaj insulinooporn¢ci [119].

Wplyw desaturazy stearylo-CoA na homeostigadowa organizmu jest istotny,
stad od kilku lat naukowcy sugeruj wykorzystanie biatka jako markera
terapeutycznego w leczeniu ot$éni zespotu metabolicznego [26,27,34,106].

Interesujce wnioski przedstawit Ford gdzy innymi o znaczeniu nasyconych
kwaséw ttuszczowych oraz desaturazy stearylo-CoAtavzeniu s komorek. Autor
wskazat na zwizek procesu starzeniagskomoérek, a w tym zaprzestanie podziatow
oraz zaburzenia struktury i funkcji organelli, aapesem starzenia calego organizmu.
Gtownym mediatorem wspomnianych proceséw jest gBB. pV starzejcych sé
komorkach, o skroconych telomerach, wykazano wzmdlywnaci genu, ktory
spowodowat zaprzestanie dalszych podziatow komoykbwBiatko p53 jest ponadto
kluczowym supresorem nowotworowym. Ustoe genu lub obecrsé mutacji w genie
p53 umaliwia niekontrolowany wzrost komorek nowotworowychAktywacja p53
powoduje zmiany w metabolizmie kwaséw tluszczowtadkie jak obntenie ekspresiji
zaréwno syntazy kwasu ttuszczowych oraz desatusteyrylo-CoA. Efektem takiego
dziatania jest podwaszony poziom kwasu palmitynowego w komorkach, atukuje
apoptoz lub proces starzeniagsiStwierdzonoze starzenie sipojedynczych komorek
i catego organizmu powodujte same mechanizmy, ktére chepmprzed rozwojem

nowotworu [37].

1.10. Regulacja ekspresji gendw na poziomie transgpocji

Struktura kwasow tluszczowych, wchadgch w skiad komoérek ssakéw,
podlega modyfikacjom w procesach elongacji orazatlgacji. Reakcje biosyntezy
diugotarcuchowych nasyconych i nienasyconych kwasow thsageh angauja

elongazy i desaturazy. Ekspresja genéw dla tychredw pozostaje pod kontepHiety
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i hormonéw [15,21,72,95,139]. Promotory genow dlangaz i desaturaz zawiegaj
sekwencje rozpoznawane przez czynniki transkrymgykiore wazac sk z DNA
umazliwiaja rozpoczcie transkrypcji. Jest to mechanizm, ktory pozwaiganizmom
wyzszym regulowa metabolizm, bez potrzeby zsaszania liczby gendw. Regulacja
ekspresji genéw na poziomie transkrypcji jest psece ztaonym i niejednokrotnie
wymaga obecni@i wielu czynnikbw jednoczmie. W grupie czynnikéw
transkrypcyjnych wyrénic mozna receptory agdrowe, ktore przez przygzanie
specyficznych ligandow, regulugkspresj licznych gendéw [2,139].

Regulacja ekspresji genow dla elongaz i desatungazaje przede wszystkim
czynniki transkrypcyjne takie jak biatko avace sekweneg odpowiedzi na sterole
(sterol regulatory elementbinding proteins - SREBP, receptor aktywowany przez
proliferatory peroksysomalnegpéroxisomeproliferator-activated receptors- PPAR),
biatko wiazace sekwengj odpowiedzi na wglowodany ¢arbohydrateresponsive
elementbinding protein- ChREBRP oraz wtrobowy receptor X l{ver X receptor -
LXR) [59,62,63,139].

Biatko wiazace element odpowiedzi na sterolgtefol regulatory element-
binding proteins, SREBP wptywa na ekspresj docelowych genow poprzez
przylaczenie do sekwencji SRE (sterol regulatory elemeat)ici DNA. Biatka SREBP
naleza do rodziny tzw. heliks«la-heliks — suwak leucynowypdsic helix-loop-helix -
leucinezipper- bHLH —LZ) czynnikow trasnkrypcyjnych, w ktérychigpwszy motyw
biatkowy - bHLH jest odpowiedzialny za tworzeniendirow, natomiast suwak
leucynowy - LZ waze mkdzy sola czynniki transkrypcyjne. Trzy izoformy biatek
SREBP § znane u ssakdéw, oznaczone jako SREBP-la, 1c or&REBP-la oraz
SREBP1c kodowaneasprzez genSrebfl natomiast SREBP-2 jest produktem genu
Srebf2 Biatko SREBP jest syntetyzowane w postaci nieakBgo prekursora
zZwigzanego z btom siateczkisrodplazmatycznej (ER). W ER prekursorowa pésta
SREBP tworzy kompleks z obecnym w bionie biatkiel@BAP (SREBP cleavage
activating protein). Biatko to uczestniczy w traospe postaci prekursorowej do
aparatu Golgiego, gdzie dochodzi do hydrolizy nigakej postaci SREBP z udziatem
kolejno proteazy S1P i proteazy S2P. Uwolniona mitealna domena biatka SREBP
tworzy dimery i w tej postaci stanowi aktywny czykrtranskrypcyjny. W gdrze
komoérkowym aktywna postabiatka whze sk do sekwencji odpowiedzi na sterole
(SRE) lub sekwencji do niej podobnych (SRE-likejprk s obecne w rejonach
regulatorowych  wielu genoéw. SREBP-1c aktywuje tkapscje gendw
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zaangaowanych w syntegz kwaséw tluszczowych takich jak np. ACC lub FAS.
Izoforma SREBP2 indukuje geny bage udziat w syntezie i metabolizmie cholesterolu,
natomiast izoforma SREBP-la dzieli funkcje obu wsminych izoform
[50,54,62,139].

Aktywnos¢ SREBP jest kontrolowana przez komorkowezesthie steroli. Gdy
poziom steroli spada, gie proteolityczne w citeczce prekursora SREBP uwalnia
aktywne biatko, ktére indukuje cholesterogeniczrenyg i utrzymuje homeostaz
cholesterolu [145]. Opisana regulacja transkryggnow jest wiéciwa dla izoform
SREBP- 1la i SREBP- 2, ktére wyptija w wickszaci tkanek. SREBP-1c wystuje
przede wszystkim w tkankach lipogenicznych takidk jwatroba oraz tkanka
ttuszczowa. Ekspresja tej izoformy jest indukowamaez insulie przy udziale
czynnika LXR oraz ulega inhibicji przez PUFA [138rak aktywndci spowodowanej
przez PUFA odbywa siw trojaki sposéb, a mianowicie przez alamie transkrypciji
SREBP-1c z udziatem LXR, przez wzrost degradaaikli oraz przez zwkszony
rozpad mRNA dla SREBP-1c [11,24,28,54,62,106,139,15

Spasrod gendw dla elongaz i desaturaz, sekwencje SREomotorze posiadaj
Elovl5, Elovl6, A5 desaturaza,A6 desaturaza oraz desaturaza stearylo-CoA
[45,100,110,139].

Receptory aktywowane przez proliferatory peroksyslom @Eeroxisome
proliferator-activated receptors— PPAR) petri role ligandozalenych czynnikow
transkrypcyjnych, ktore regulugkspresj licznych genow zwizanych z metabolizmem
weglowodandw, lipidéw i biatek, a ponadto regalyrocesy biologiczne, takie jak
rozwoj i r&nicowanie komorek, nowotworzenie, stany zapalneojemje s¢ ran.
Wyro6znia sk trzy rodzaje receptoréw takie jak PPARNR1C1), PPARS (poprzednio
PPAR$, takze NR1C2, NUC-1 lub FAAR) oraz PPAR-(NR1C3). PPARa
odpowiada za katabolizm lipidéw i ich przemiany watvzkomorkowe, ponadto
odgrywa kluczow role w adaptacji hepatocytow w warunkach gtodu [105]107
PPAR$ bierze udziat w metabolizmie lipidow, w rozwojyoroliferacji komorek
nabtonka, mielinizacji spoidta wielkiego moézgu oragméredniczy w implantacji
zarodka. PPAR- pemni natomiast waa rolg w réznicowaniu idojrzewaniu
adipocytéw, magazynowaniu glukozy i lipidow oraz stanach zapalnych [62,109].
Mechanizm dziatania receptorow PPAR wykazuje trioggdosob. Pierwsza miwosé
to przyhczenie ligandu do receptora, ngmstie utworzenie heterodimeru z retinowym
receptorem X (RXR). Powstaly kompleks uitiwia aktywacg procesu transkrypcji
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przez zwizanie z fragmentem sekwencji odpowiedzi na praif@r peroksysomow
PPRE (PPAR response element — element odpowied2PAdr) w docelowym genie.
Drugi sposob to patzenie receptora PPAR z ligandem, ale bez utwaazdeminpleksu
z RXR, co uniemdiwia potaczenie z DNA i hamuje tranksrygcjTrzeci maliwy
mechanizm to zwizanie PPAR z RXR, ale bez wéneejszego przyczenia ligandu.
Powstaly heterodimer wie sk nastpnie z PPRE prowade do zahamowania
ekspresji docelowych genow [105,153]. Ekspresjékbigest indukowana w warunkach
gtodu oraz pod wptywem nasyconych kwaséw ttuszcabwyatomiast pod wptywem
insuliny ekspresja ulega olzeniu [107,111,138].

Ligandy dla receptorow PPARa spowszechnie wykorzystywane w celach
farmakologicznych. Fibraty, stosowane jako lekidgjikemiczne waza si¢ z izoformy
PPARu. U pacjentéw z insulinooporicia wykorzystuje si w terapii tiazolidinediony
(glitazony), ktére zwikszaj komodrkowe dziatanie insuliny poprzez aktywacj
receptorow PPAR gtdwnie w tkance tluszczowej i gdniowej, przez co poprawigj
metabolizm lipidéw oraz transport glukozy do komiorkfektem jest zmniejszenie
insulinoopornéci, obnizenie poziomu glikemii oraz obtenie stzenia lipidow
[62,105].

Sparod gendéw dla elongaz i desaturaz, sekwencje PPRBpramotorze
posiadaj Elovl3, Elovl5, Elovl6, Elovl7 A5 desaturaza)6 desaturaza oraz desaturaza
stearylo-CoA [45,105,111,139].

Biatko wiazace sekweng odpowiedzi na wglowodany ¢arbohydrate-
responsivelementbinding protein — ChREBP) jest stosunkowo nowym, raleym do
rodziny heliks-gtla-heliks — suwak leucynowy bHLH —LZ czynnikiem
transkrypcyjnym. Biatko ChREBP jest gtbwnym mediata w indukcji transkrypciji
gendéw kodujcych enzymy zaangawane w przemiany glikolityczne oraz
lipogeniczne [56]. Dystrybucja ChREBP obejmujecksza¢ tkanek, a najwisz
ekspresj biatka stwierdza siw watrobie, biatej i brunatnej tkance ttuszczowej, e
cienkim, nerkach, miniach oraz w trzustce [53]. Badania z ostatnich dpisup
aktywne dziatanie biatka ChREBP tylko w postaciehetlimeru z biatkiem Mix (Max-
like factor X). Glukoza aktywuje biatko ChREBP. lkhblizm glukozy dostarcza
glukozo-6-fosforanu i ksylulozo-5-fosforanu, pod tywpem ktérego uaktywnia si
fosfataza biatkowa 2A delta (PP2Adelta), ktora d&doyluje nieaktywn forme
ChREBP. Aktywna posta biatka jest nagpnie transportowana dogdra, ulega
dimeryzacji z bialkiem Mix i aktywuje geny doceloweawierajce sekwencje
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odpowiedzi na wglowodany — ChoRE. Dodatkowo, sam gen dla ChREB$tada

w promotorze sekwengjodpowiedzi na watrobowy receptor X, do ktérej pragza s¢
LXR aktywowany przez glukagzi insuling. PUFA, glukagon, adrenalina oraz cykliczny
AMP (cyclic adenosinemongohosphatecAMP) hamup aktywna¢ czynnika ChREBP.
Wzrost s¢zenia glukagonu stymuluje syntezeAMP aktywupc biatkowa kinaz PKA,
ktéra fosforyluje i inhibuje ChREBP. W przypadku PAJ inhibicja odbywa s na
trzech etapach takich jak zkiszony rozpad mRNA dla ChREBP, zaburzona
translokacja czynnika z cytozolu dadja oraz modyfikacja aktywldoi biatka
[24,53,79,80,137]. Wiadomage nadwyka energii jest magazynowana w postaci TAG,
ktorych nadmiar prowadzi do otya, insulinoopornéci, ostatecznie rozwijag
objawy zespotu metabolicznego. Dokladne poznanikd biatka ChREBP, ktore
kontroluje przemiany wglowodanowo-lipidowe, jest czynnym przedmiotem kada
w kierunku prewencji rozwoju insulinooporw i zespotu metabolicznego [53].

Sparod gendw dla elongaz i desaturaz, sekwencje CheRpromotorze
posiada tylko desaturaza stearylo-CoA [139,143].

Watrobowy receptor X I{ver X receptor - LXR) naleey do jadrowych
receptorow, ktory bierze udziat w regulacji eksprgendw zaangaowanych w syntez
kwasoéw zoétciowych i lipidéw, absorpcji glukozy oraz zwrotrikansport cholesterolu.
[62]. Wyréznia sk dwie izoformy receptora oznaczonych jako LoKRNR1H3) i LXRB
(NR1H2). Ekspresj LXRa stwierdzono w wtrobie, tkance tluszczowej oraz
w makrofagach, natomiast dystrybucja LXRobejmuje wtksza¢ tkanek [39].
Receptory LXR dziataj jak sensory i w komoérce, w warunkach nagromadzenia
oksysteroli (utlenionych metabolitdw cholesterofako efekt zwgkszenia sizenia
substratu, LXR indukuje transkrygcjgenow, ktore chroai przed przetadowaniem
komorek cholesterolem. Dziatanie LXR polega na uieoiu heterodimeru z RXR
I zwiazaniu z elementem odpowiedzi na LXR (LXR RE) w gerdocelowym.
Naturalnymi indukujcymi ligandami g metabolity cholesterolu. Efektem aktywacji
genow, pozostagych pod kontral LXR jest wzrost syntezy kwasaaotciowych, ktore
razem z cholesterolem zogtajastpnie wydzielone daodici. Naturalnym ligandem dla
receptora LXR jest tale glukoza, ktéra wykazuje niskie powinowactwo doeggora i
moze regulowd aktywna¢ jego transkrypcji w fizjologicznym ateniu [91]. Genem
docelowym dla LXR jest tale SREBP-1c, ktory w sekwencji promotora posiada
miejsce wazania LXRE. Aktywacja genu SREBP-1c poprzez udeggeptora LXR
zwicksza produkej VLDL i dostarcza kwaséw ttuszczowych do budowyfédipidow,
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niezkednych sktadnikéweotei [2,10,75,139,150,156]. Poznanie, zaréwno wunkeach
fizjologicznych jak i patofizjologicznych, doktadge mechanizmu dziatania receptora
LXR jest celem prowadzonych badae wzgédu na rot receptora w metabolizmie
lipidow i weglowodanow, a powizanymi z tym metabolizmem schorzeniami takimi jak
na przyktad dyslipidemia, choroby serca, mdiggca oraz choroby metaboliczne
[32,39,61,129]. Ekspresja LXR jest kontrolowanaearpoziom insuliny, ktérej wzrost
stymuluje syntegreceptora. Antagonistami receptogaPJFA [138].

Sparod gendéw dla elongaz i desaturaz, sekwencje LXREpremotorze
posiadag Elovl6, A5 desaturaza,A6 desaturaza oraz desaturaza stearylo-CoA
[139,142,143].
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Tab. 6. Regulacja ekspresji genéw dla elongaz i desiraz przez czynniki

transkrypcyjne; czynniki indukuj ace oraz inhibujace proces transkrypciji.

ENZYM CZYNNIK INDUKCJA INHIBICJA
TRANSKRYPCYJNY
ELOVL1 LXR gtodzenie/karmienie, -
PPARx agonici PPAR
SREBP-1c glukoza, fruktoza, insulina,
[57,142,143]
ELOVL2 SREBP-1a nadekspresja SREBP-1a [p1] -
ELOVL3 LXR noradrenalina, agonista LXR TO-
SREBPlai 1c glukokortykoidy, androgeny 901317 [57]
PPAR i estrogeny [3,13,57,60]
ELOVL4 - - -
ELOVLS LXR agonici PPAR [139,142,110] PUFA [139,110]
SREBP-1c
PPARx
ELOVL6 LXR gtodzenie/karmienie, adrenalina,
SREBP-1 agonici PPAR glukagon, PUFA
PPARx glukoza, fruktoza, insulina, [62,86]
T3, glukokortykosterydy
[95,96,142,143]
ELOVL7 - - -
D5D PPARx cholesterol, insulina [94,112] PUFA [113,139]
SREBPI1c fibraty [49,113]
niedobory niez&dnych
nienasyconych kwasow
ttuszczowych [73]
D6D PPARx insulina [94,112] PUFA [113,139]
fibraty -WY14643 [49,113]
niedobory niezdnych
SREBP1c nienasyconych kwasow
tluszczowych [73]
SCD ChREBP fruktoza, glukoza, sacharoza, adrenalina,
SREBP1c insulina, T3, glukagon, PUFA,
LXR glukokortykosterydy nasycone kwasy
[34,59,62,92,94,106] tluszczowe [138]
nasycone kwasy tluszczowge [70,34]
[93] Leptyna [139]
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Ze wzgkdu na wyspecjalizowane dziatanie doboru naturalrskggrowanego na
preferencje takich kierunkbw metabolizmu komodrkowegktére umaliwiaja
nagromadzenie jak najgkszych ilgci materiatdw zapasowych w komérkach celem
przetrwania niekorzystnych warunkéérodowiskowych doszio do wyksztatcenia
populacji osobnikéw szczegdlnie nanaych na wspoéiczaie nas dotykage choroby
cywilizacyjne takie jak otylet, cukrzyca, insulinooporsé, zesp6t metaboliczny oraz
choroby uktadu sercowo-naczyniowego. Faworyzowasrey gstaty si dzis przyczym
powaznych chordb. Przy wspotczesnym modejwvieniowym bardzo tatwo nagiuje
skierowanie metabolizmu na tory patologiczhego mggewania nadmiaru
dostarczonej energii. Poznanie mechanizmu wzajemnwyterakcji substrat-szlak
metaboliczny-produkt pozwoli zkl¢ sie do stworzenia modeluzywieniowego
umazliwiajacego wyeliminowanie tendecji wzrostowych zapad&nona choroby
cywilizacyjne. Istotnym zatem wydaje ¢si by¢ poznanie wpltywu diety
wysokoweglowodanowej, diety wzbogaconej w nasycone kwasyztizowe oraz diety
wzbogaconej w nienasycone kwasy ttuszczowe na [@ggirocesow metabolicznych
dotyczcych przemian kwasow tluszczowych w dltomych typach tkanek. Zatem
biorac od uwag specyfile tkankows powyzszych proceséw pogp badania
doswiadczalne majce na celu oki&enie wplywu komponentéw diety na regukacj
metabolizmu kwaséw tluszczowych zwigrz laboratoryjnych jako modelu

doswiadczalnego.
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2. CEL PRACY

Celem pracy byto:

1.

okreslenie wptywu diety standardowej, wysokeglowodanowej, wzbogaconej
w nasycone kwasy tluszczowe oraz wzbogaconej w asig@mone kwasy
ttuszczowe na poziom ekspresji mRNA dla elongazys3, 6 orazA5, A6

i izoformy 1 i 2 desaturazy stearylo-CoA w tkancgrabowej;

okreslenie wptywu diety standardowej, wysokeglowodanowej, wzbogaconej
w nasycone kwasy tluszczowe oraz wzbogacone] w asigone kwasy
ttuszczowe na poziom ekspresji mRNA dla elongazys3, 6 orazA5, A6

I izoformy 1 1 2 desaturazy stearylo-CoA w tkaniceszczowej;

okreslenie wptywu diety standardowej, wysokeglowodanowej, wzbogaconej
w nasycone kwasy tluszczowe oraz wzbogaconej w asig@mone kwasy
ttuszczowe na profil zmian sktadu kwasow ttuszczolvw tkance wtrobowej;
okreslenie wptywu diety standardowej, wysokeglowodanowej, wzbogaconej
w nasycone kwasy tluszczowe oraz wzbogaconej w asig@mone kwasy
ttuszczowe na profil zmian sktadu kwasow ttuszczolvw tkance ttuszczowej;
okreslenie wptywu diety standardowej, wysokeglowodanowej, wzbogaconej
w nasycone kwasy tluszczowe oraz wzbogacone] w asigone kwasy

ttuszczowe na profil lipidowy orazgienie glukozy w surowicy krwi.
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3. MATERIAL | METODY

3.1.Materiat

3.1.1. Zwierzta

Przewidywane planem batlanalizy prowadzone byly w grupie 30 samcow
szczurow rasy Wistar hodowanych w Zwigernii Wydziatu Farmaceutycznego OAM
UJ CM. Przez caly okres hodowli zwieta miaty dostp do wody i paywienia. Klatki
ze zwierztami byly umieszczone w pomieszczeniach Zwiwmii Wydziatu
Farmaceutycznego gdzie regulowana byla temperatwigotnosé, a take rytm dnia
i nocy. Do osigniecia wagi 150g wszystkie zwiegta byty zywione die standardow.
Nastpnie szczury losowo byly podzielone na 5 grup. Ws2a grupa stanowita greip
kontrolm (150g STAN) skiadafa sic z 6 zwierat, ktore zostaty épione w pierwszym
dniu rozpoczcia dagwiadczenia. Przeprowadzone analizy w tkankach w@wrerzt
pozwolity wyznaczy wyjsciowe wartdci ekspresji gendéw dla wybranych enzyméw
w tkankach, sktadu odsetkowego kwasow ttuszczowy@z parametrow lipidowych
I stezenia glukozy w surowicy krwi zwiegt. Kryterium podziatlu na kolejne grupy
stanowita dieta. 24 zwiega zostaty rozdzielone na 4 grupy, po 6 zwijen kazdej.
Pierwsza grupa (250g STAN) bylgywiona die standardow, druga grupa (2509
HCOH) byta zywiona diet wysokoweglowodanovy, trzecia grupa (250g NS) byta
zywiona diey wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe oraz czwarta grup@g25
NN) byta zywiona diea wzbogacoa w nienasycone kwasy ttuszczowe. Zwigez
pozostawaty na okskonej diecie do oggnigcia wagi 250g. Po oginieciu docelowej
wagi zwierzta zostaty gpione. Terminacja szczuréw przeprowadzona byta zexpr
domigsniowe podanie ketaminy w dawce 60mg/kg m.c. Rpianiu, od kadego
szczura zostata pobrana krewyty udowej (bez dodatku antykoagulantu). Nasie
pobrano tkank watrobowg i tkanke tluszczows z wykorzystaniem techniki ,freeze
clamp”. Tkanki przechowywane byly do czasu analizemp. -80°C. Krew zostata
zwirowana, a w uzyskanej surowicy oznaczony bytfipriipidowy oraz stzenie
glukozy.

Na prowadzenie powgzych bada uzyskano zgog | Lokalnej Komisji
Etycznej ds. Déwiadczé na Zwierztach (decyzja z dnia 19.11.20009r.)
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3.1.2.Dieta

Diety do bada zostaly zakupione w MP Biomedicals. Wykorzystaneted
wysokoweglowodanow (68%) [nr kat. 960236], dietwzbogacoa w nienasycone
kwasy tluszczowe [nr kat. 960244] oraz dievzbogacom w nasycone kwasy
ttuszczowe [nr kat. 960242]. Dieta standardowa -—rifan zostata zakupiona

w Wytworni Kncentratow i Mieszanek Paszowych AGRQRP®Motycz.

Dieta wysokowglowodanowa [960236]

Sktadnik Procentowa zawart@é¢
(wagowa)
Kazeina 18%
Sacharoza 68%
Olej z nasion baweiny 8%
Drozdze 2%

Dieta wzbogacona w nienasycone kwasy ttuszczoweZ94)|

Sktadnik Procentowa zawartg¢
(wagowa)
Kazeina 20.00%
Sacharoza 30.58%
Skrobia kukurydziana 20.00%
Olej raélinny (krokosz 20.00%
barwierski)
Celuloza 5.00%

Dieta wzbogacona w nasycone kwasy ttuszczowe [98024

Sktadnik Procentowa zawartdé
(wagowa)
Kazeina 20.00%
Sacharoza 30.58%
Skrobia kukurydziana 20.00%
Olej kokosowy 20.00%
Celuloza 5.00%

Dieta standardowa — Murigran A-703

Sktadnik Procentowa zawart@é¢
(wagowa)
Biatko 23%
Cukry 55%
Tiuszcz 4.2%
Wiékno surowe 4,4%
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3.2. Metody

3.2.1.Analiza ekspresji mMRNA dla elongaz i desatura w tkance tluszczowej

| tkance watrobowej szczuréw

3.2.1.1. Ekstrakcja RNA z tkanki wytrobowej oraz z tkanki ttuszczowej

Ekstrakcja catkowitego RNA z tkanki wykonana zostaimodyfikowan metod,
Chomczyiskiego i Sacchi, w temperaturze 4°C. Doktadny spgsdstpowania byt
nastpujacy.

Do sterylnej probowki Eppendorf zostalo odwae ok. 100 mg tkanki. Do
probéwki zostato dodane 5Q0 odczynnika TRI Reagent (Sigma, USA), a npste
prowadzony byt proces homogenizacji przyyciu homogenizatora Ultra-Turrax T8.
Homogenat tkankowy zostat poddany inkubacji przezmin. w temperaturze
pokojowej. Nasfpnie do probowki zostalo dodane 100ul chloroformmediug
proporcji: 200ul chloroformu na 1 ml odczynnika THReagent #zytego do
homogenizacji). Probowka byla wylisana przez ok. 15 s przyzyeiu vortexu,
a nastpnie inkubowana przez ok. 3 min w temperaturze mkej. Nastpnie probka
byla wirowana przez 15 min z przyspieszeniem 12 809 w temperaturze 4°C.
Uzyskana faza wodna po wirowaniu zostata przenmesido sterylnej probowki
Eppendorf, do ktorej zostato dodane 250ul ml izpprmlu (wedtug proporcji: 500l
izopropanolu na 1 ml odczynnika TRI Reagemytago do homogenizacji). Po 5 min.
inkubacji w temperaturze pokojowej, probka byta @enie wirowana przez 15 min
w warunkach jak powaej. W uzyskanej probce RNA ulegto wateniu. Po usurciu
supernatantu osad byt dwukrotnie przemywany rozwoi75% etanolu i za kdym
razem wirowany przez 5 min z przyspieszeniem 7 %0 w temperaturze 4°C.
Ostatecznie po uswuiu etanolu uzyskany osad zawiej RNA byt wysuszony,
a nasgpnie rozpuszczony w 45 ul.B pozbawionej RNaz. Po wykonaniu oznacze
stezenia i homogenni RNA w probce, uzyskany ekstrakt RNA przechowywdnyt
w temperaturze (- 80°C) do chwili wykonania kolgjaetapu bada
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3.2.1.2.0znaczenie gtenia RNA

Oznaczenie stenia wyekstrahowanego RNA z tkankiatwobowej i tkanki
tluszczowej zostalo wykonane na podstawie pomiabsorancji probki RNA
w spektrofotometrze UV (Photometer UV GeneRay, Bita) przy dlugéci fali
260nm. Do pomiaru absorbancji przygotowano mieseaaiul probki oraz 98 ul wody
pozbawionej RNAz. Wspotczynnik rozdiezenia wynosit 50, zostat wprowadzony do
programu aparatu i uwzginiony przy pomiarze absorbancji, a rasie przy
wyliczeniu stzenia RNA w badanej prdbce.

3.2.1.3.Reakcja RT-PCR

Reakcja RT-PCR dzieli sina dwa zasadnicze etapy: reakcja odwrotnej
transkrypcji z udziatem odwrotnej transkryptazyzoenplifikacja — czyli wyktadnicze
zwielokrotnienie ildci cDNA. Reakcja odwrotnej transkrypcfRéverseTranscription
RT ) umaliwia utworzenie cDNA na matrycy RNA, ktory jestbilniejszy nk RNA
oraz mae by amplifikowany za pomagcreakcji taicuchowej polimerazyRolymerase
Chain Reaction PCR). Reakcja syntezy cDNA @ by przeprowadzona
z zastosowaniem heksameréw, oligo(dT) lub stadpexyficznego dla analizowanego
genu. Otrzymany cDNA me by wykorzystany do oceny ekspresji genu na poziomie
MRNA w reakcji PCR z zyciem odpowiednich starteréw [68].

Po otrzymaniu i obliczeniu gtenia RNA w prébkach wszystkich tkanek, zostata
nastpnie przeprowadzona reakcja odwrotnej transkrypgly wyciu zestawu firmy
Fermentas - RevertAid™ H Minus First Strand cDNAn®esis Kit (Fermentas,
Litwa). W badaniach zastosowano starter oligo(ddtfry hybrydyzuje z kacami
poliadenylowymi mRNA. Wszystkie etapy przygotowanmadbek do reakcji RT
wykonywano w komorze DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-AR i@an, totwa).
Mieszanir przygotowywano w sterylnych prébéwkach, o ebjci 20Qul,

w temperaturze 4°C. 16 RNA pobrana do analizy RT wynosita dlazkaj probki
1 pg. Schemat reakcji przedstawiono w tab. 7.
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Tab. 7. Schemat reakcji odwrotnej transkrypcji - RT.

SKEADNIK ILOSC
matryca RNA lug
primer oligo (dT) (0,5ug/ ul) 1l
H20 perc uzupetné do 12l

inkubacja 70°C, 5 minut

bufor reakcyjny 5x 4
inhibitor rybonukleaz Ribolock™
[20 U/ul] tH
10mM mix dNTPs 2
inkubacja 37°C, 5 minut
odwrotna transkryptaza
RevertAid™HMinus M-MuLVRT 1yl

[200U/ul]

inkubacja 42°C, 60 minut

zatrzymanie reakcji w 70°C, 10 minut

Obijetos¢ koncowa = 20ul

Reakcg RT wykonywano w termocyklerze Mastercycler gradi&P 5331
(Eppendorf, Niemcy). Po zakozeniu reakcji odwrotnej transkrypcji z udziatem
odwrotnej transkryptazy z mieszaniny reakcyjnepda z probek do reakcji PCR
zostato pobrane 1,2 pl probki jako matrycy cDNA.akazdego enzymu zostaty
zastosowane specyficzne primery, ktore zostaly ukesae w programie Primer3
(v.0.4.0) po uprzednim podaniu sekwencji mMRNA digzrzegolnych genéw. W tab.8.
przedstawiono wybrane sekwencje primeréw, ktoreawggstano w reakcji PCR (RT-
PCR).
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Tab. 8. Sekwencje primerow aytych w reakcji PCR (RT-PCR).
Elongaza 2

Ni¢ Sensowna (Kodaga, F) 5- TCAACAATGGCAGCTCAAAG -3’

Ni¢ Antysensowna (Matrycowa, B)- GGGGGATTTACTTGGGAAAA -3’

Elongaza 5
Ni¢ Sensowna (Kodaga, F) 5- GAGGCATCCTGGTGGTGTAT -3'

Ni¢ AntysensownaNlatrycowa, R 5- ACGTGCAGGACTGTGATCTG -3'

Elongaza 6
Ni¢ Sensowna (Kodaga, F) 5'- GCTACAACGGAGCAGAGGAC -3'

Ni¢ AntysensownaNlatrycowa, R 5'- CCATTTTCAAGCCAACCAGT-3'

A 5 desaturaza
Ni¢ Sensowna (Koduaga, F) 5'- GAAGGAACAGCAGTCCAAGC -3'

Ni¢ AntysensownaNlatrycowa, R 5- GTCTGGACTCGTGGAAGAGC-3'

A 6 desaturaza
Ni¢ Sensowna (Kodaga, F) 5- ATCTGCCCTACAACCACCAG -3

Ni¢ AntysensownaNlatrycowa, R 5'- TGTGACCCACACAAACCAGT-3'

Scd1l - izoforma 1 desaturazy stearylo-CoA
Ni¢ Sensowna (Kodaga, F) 5'- CTGTTAGCCCAGCCTCACTC -3'

Ni¢ AntysensownaNlatrycowa, R 5'- GTCTGCAGGAAAACCTCTGC-3'

Scd? - izoforma 2 desaturazy stearylo-CoA
Ni¢ Sensowna (Kodaga, F) 5- CCAGAGCGTACCAGCTTTTCP -3'

Ni¢ AntysensownaNlatrycowa, B 5'- GGCTGTCACCCAATCAGAAT - 3'

B - aktyna
Ni¢ Sensowna (Kodaga, F) 5- AGCCATGTACGTAGCCATCC -3

Ni¢ AntysensownaNlatrycowa, B 5'- CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA -3’

Mieszanire reakcyjy, do PCR przygotowywano w sterylnych probowkach,
0 obgtosci 20Qul, w temperaturze 4°C. Reakcja PCR wykonywana wnderyklerze
Mastercycler gradient EP 5331 (Eppendorf, NiemcPo wystandaryzowaniu
warunkow reakcji PCR dla wybranych primeréw przeyadzono reakcje PCR. Tab. 9.
przedstawia schemat przygotowania mieszaniny rgagcy dla wszystkich

zastosowanych primeréw.
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Tab. 9. Schemat przygotowania mieszaniny reakcyjnejo reakcji PCR.

N o (o] © ©
Enzym S ﬁ ﬁ o o — N g
S | S | S |92/%92| 8| 38| €
Sktadnik 5 5 5 < § < g @ @ ‘F
| L L ke © =
Ho0 [ul] 82 | 82| 82| 82 82| 83 8.2 8,2
dNTP 2mM [ul] 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
Bufor C [ul] 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
Polimeraza [pl] 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2
Primer F [p] 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,4 1,6
Primer R[] 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,4 1,6
Matryca (cDNA) [ul] | 1 2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,3
.We_1runl_<i rea}kcji 4uM 4uM 4uM 4uM 4uM 2uM 4uM 4uM
éitsairzllgng”;rier?gé\t\??rgz s6c | 61°C | 6c | 6c | ec | 63C | ed’C | 6¢°C
iloé¢ cykli) 35 cykli | 35 cykli | 35 cykli | 35 cykli | 35 cykli | 35 cykli | 35 cykli | 35 cykli
Wielkos¢ produktu
uzyskanego w reakcji RT-| 249 247 247 185 248 668 342 22
PCR [bp]

Przyktadowy profil temperaturowy reakcji PCR podantab. 10.

Tab. 10. Przyktadowy profil temperaturowy reakcji PCR.

Temperatura Czas
95°C 10min
96°C 15sek
58°C 30sek
72°C 45sek
61°C 30min

4°C o0
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3.2.1.4. Elektroforetyczny rozdziat produktow RT-P(R w zelu agarozowym

Po zakaczeniu reakcji RT-PCR probki zostaty poddane etdktetycznemu
rozdzialowi w 1,5% roztworze agarozy w 0,5 M burZBE. Agaroza zostata
rozpuszczona poprzez ogrzewanie, ¢@se po ochtodzeniu do temperatury 45 =G0
do roztworu agarozy zostat dodany roztwor bromkydyty (5ul/200ml agarozy),
a nasgpnie tak sporgdzony roztwor zostat wylany do komory elektrofocyej
z grzebieniem. Po spolimeryzowarnielu, komora zostata wypetniona 0,5 M buforem
TBE (Tris, kwas borowy, EDTA).

Po nalageniu probek oraz markera wielldd do studzienek, rozdziat
elektroforetyczny byt prowadzony przy negiu 180 V i 90 mA, przez 25 minut.
Po zakaczeniu rozdziatuzel sfotografowano z wykorzystaniem systemu dokuangint
I analizy obrazuzeli PolyDoc, a nagpnie zdgcie zelu zostalo poddane analizie
densytometrycznej przyzyciu programu Quantity One 4.2.1.

3.2.2. Okr&lenie skiadu kwasow tluszczowych frakcji lipidowych tkanki

watrobowej oraz tkanki ttuszczowe.

3.2.2.1. Ekstrakcja lipidéw catkowitych oraz syntea pochodnych metylowych

kwasow ttuszczowych.

Ekstrakcja lipidow z tkanki wtrobowej i tkanki ttuszczowej byta prowadzona
metody Folch'a i wsp. [35] stosaf jako mieszanig ekstrakcyjm roztwor
chloroform:metanol w stosunku @bpsciowym 2:I v/v. Sposdb pogtowania byt
nastpujacy. Do okoto 250 mg prébki byto dodane 1ml miesagrghloroform:metanol
(2:1 vlv), nasipnie probk homogenizowano przy zyciu homogenizatora
mechanicznego typ Ultra Tarrax T8 firmy 1KA Labaftaik przez 10 min
w temperaturze 4°C. W kolejnym etapie do probki atwml 1ml mieszaniny
chloroform:metanol (2:1 v/v) i tak uzyskany homogenszczelnie zamkety
pozostawiono do dnia napnego w temp. %. W kolejnym etapie prébkiaszono na
odtluszczonych w metanoluaczkach i dwukrotnie g&zki przemywano mieszanin
chloroform:metanol (2:1 v/v). Do przgzu zostat nagpnie dodany roztwoér 0,9%

chlorku sodu w iléci stanowacej 20% obgtosci. Powstata mieszanina byta wyisana
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mechanicznie w wytegsarce ELPIN typ 357 przez 15 min w temperaturzeofmiej,

a nastpnie zostata pozostawiona do rozdzielenia faz. toieciu fazy wodnej, faza
organiczna bylaagzona przez odtluszczonyczek, na ktory zostato natone okoto 1g
bezwodnego siarczanu (VI) sodu. Pezsbyt odparowywany do suchej pozosfato
strumieniem azotu w i wodnej typ MLL 147 w temperaturze 37°C. Beggalnio po
wysuszeniu prébki rozpoeto syntez estrow metylowych kwaséw ttuszczowych, kitér
przeprowadzono zgodnie z mefodetcalfa i Schmitz’a [90] stosag roztwor
trojfluorku boru w metanolu. Sposob pgstwania byt nagpujacy. Odparowany
przescz probki poddano procesowi zmydlania. W tym cetukdedej probki zostat
dodany roztwér 2,85% wodorotlenku potasu w metanadkubowany w tani wodnej
typ MLL 147, przez 20 min w temperaturze 70°C. Wkayse sole potasowe kwasow
tluszczowych metylowane byly przez dodanie 14% womti trojfluorku boru
w metanolu. Mieszanina inkubowana byta démkawodnej typu MLL 147, przez 2 min
w temperaturze 100°C. Estry metylowe kwaséw tlusagzh byly ekstrahowane
stosujc roztwér heptan:woda w stosunku gbgciowym 3:2 v/v. Powstata mieszanina
byla wytrasana mechanicznie w wylisarce ELPIN typ 357 przez 15 min
w temperaturze pokojowej, a ngstie pozostawiona do rozdzielenia faz. Doktadnie
zebrana faza heptanowa bylaczona przez odtluszczonyczek, na ktéry zostato
natazone okoto Ig bezwodnego siarczanu (VI) sodu. Rzeszawierajcy estry
metylowe kwasow ttuszczowych poszczegoélnych prdbgkodparowywany do suchej
pozostatéci strumieniem azotu w #ai wodnej typ MLL 147 w temperaturze 37°C.
Sucha pozostato byta rozpuszczona w 100l n-heksanu, a qpase wszystkie
probéwki wypetnione azotem szczelnie zamkmi Do czasu wykonania dalszych
oznaczé probki kpda przechowywane w zamrarce Hera Freeze firmy Heraeus

w temperaturze -86°C.

3.2.2.2. Rozdziat estrow metylowych kwasow tluszomgch technika

chromatografii gazowe;j.

Rozdziat estréw metylowych kwaséw ttuszczowych &jakpidéw catkowitych
byly prowadzone technikkapilarnej chromatografii gazowej wg metody Li iatkins

modyfikowanej przez Chaves i wsp. [16,74] z/ciem chromatografu gazowego firmy
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Hewlett Packard 6890N, wyposmego w detektor ptomieniowo-jonizacyjny
i ,autosampler". Sposob pegbwania byt nagpujacy. n-heksanowy roztwor
analizowanej prébki byt nakony na kolumm, ktorej faz nasna byt 50%
cyjanopropylmetylpolisiloksan. zywana byta kapilarna kolumna firmy Agilent typ
DB - 23 o dlugéci 60m isrednicy wewrtrznej 0,25 mm. Jako gaz iy byt stosowany
hel o przeptywie 70 ml/min pod &iieniem 10 psi. Warunki pracy chromatografu:
temperatura detektora 280 przeptyw powietrza 400 ml/min, ,N25 ml/min, H 30
ml/min, temperatura pieca 8D przez 5 minut, nagtnie wzrost 0 2C co 1 minu¢ az do
190°C. Temperatura 19Q byta utrzymywana przez 15 minut i rasiwat wzrost do
240°C. Kolumna DB — 23 o dtugei 60m iérednicy wewatrznej 0,25mm. Iniekcja
probki w obgtosci 2ul.

Powierzchnia pikow dla poszczegdlnych estréw metyth kwasow
tluszczowych badanych probek obliczana byta prayciu automatycznego integratora
firmy Hewlett-Packard (USA). Dla ok§enia sktadu kwasow tluszczowych
przeprowadzany byt rozdziat mieszaniny roztworéwomwopwych firmy Supelco® 37
Component FAME Mix (Sigma, Supelco). Dla tych waiwcoznaczano czasy retencji
w trzech niezalenych powtorzeniach. Ten sposéb ppstwvania umeliwit
zastosowanie automatycznej identyfikacji rozdzigtdn kwasow tluszczowych

w badanych prébkach przyyciu programu ChemStation.

3.2.2. Analiza profilu lipidowego oraz s¢zenie glukozy w surowicy krwi zwierzt.

Pobrana od zwieat krew zostata zwirowana przez 3 minuty przy 12600.
Nastpnie zostata oddzielona surowica, w ktorej przyaiu standardowych zestawow
do analiz metogl spektrofotometryczn zostaty oznaczone ¢genie glukozy, a tate
stezenie cholesterolu catkowitego, triacylogliceroliaar cholesterolu frakcji HDL.
Oznaczenie parametrow wykonano zgodnie z zalecémeoducenta. Pomsze tabele
przedstawiagj spos6b wykonania oznadzdla wymienionych parametréw.
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Oznaczenie glukozy wykonano zgodnie z procedodan przez producenta

(AQUA-MED, Polska). Tab. 11. przedstawia sposolkenania analizy.

Tab. 11. Sposob wykonania oznaczeniaggenia glukozy.

PROBA ODCZYNNIKOWA WZORZEC/PROBKA
(PO) (PW/PB)
Odczynnik 1000ul 1000ul

Doprowadzt¢ do temeperatury oznaczania, rpsie doda

Wzorzec / probka

10ul

Wymiesz&, inkubowa 10 min w temperaturze 45

Odczyt& absorbangj proby wzorcowej i préby badanej wobec proby odciyowe] przy

diugdsci fali 490-550nm

Obliczenia:

stezenie glukozy = absorbancja proby badanej (PB)tdlaseja proby wzorcowej (PW)

Oznaczenie cholesterolu catkowitego wykonano zgodniprocedur podamn
przez producenta (BioMaxima, Polska). Tab. 12. gstmvia sposob wykonania
analizy.

Tab. 12. Sposob wykonania oznaczeniaggenia cholesterolu catkowitego.

PROBA ODCZYNNIKOWA WZORZEC/PROBKA
(PO) (PW/PB)
Odczynnik 1000pl 1000pl

Doprowadz¢ do temeperatury oznaczania rgasie doda

Wzorzec / probka 10ul

Wymiesz#, inkubowa& 10 min w temperaturze %5

Odczyt& absorbangj proby wzorcowej i préby badanej wobec proby odciyowe] przy
diugcsci fali 490-550nm

Obliczenia:

stezenie cholesterolu catkowitego = absorbancja plidganej (PB)/absorbancja proby
wzorcowej (PW)

Oznaczenie triacylogliceroli wykonano zgodnie z qaaup podam przez
producenta (BioMaxima, Polska). Tab.13. przedstap@sdb wykonania analizy.
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Tab. 13. Sposob wykonania oznaczeniaggenia triacylogliceroli.

PROBA ODCZYNNIKOWA WZORZEC/PROBKA
(PO) (PW/PB)
Odczynnik 1000ul 1000ul

Doprowadz¢ do temeperatury oznaczania gasie doda

Wzorzec / prébka

10l

Wymiesza, inkubowa 10 min w temperaturze 45

Odczyt& absorbangj proby wzorcowej i préby badanej wobec proby odciyowe] przy

diugaici fali 490-550nm

stezenie triacylogliceroli = absorbancja proby badgfd)/absorbancja préby wzorcowej

Obliczenia:

(PW)

Oznaczenie cholesterolu frakcji HDL wykonano zgedni procedur podamn
przez producenta (AQUA-MED, Polska). W pierwszymapat analizy do probéwek
Eppendorf napipetowano 500ul prébki oraz 500 plzgdoika. Mieszani@ doktadnie
wymieszano, pozostawiono w temperaturze pokojowaj 20 minut inkubacji,

a nastpnie odwirowano przy> 4000xg przez 10 minut. Zebrano supernatant, ktory

wykorzystano w kolejnym etapie analizy do oznacaefrakcji HDL cholesterolu

wedtug poniszego schematu. Tab.14. przedstawia sposob wylkanaaaiizy.

Tab. 14. Sposob wykonania oznaczeniaggenia cholesterolu frakcji HDL.

PROBA ODCZYNNIKOWA WZORZEC/PROBKA
(PO) (PW/PB)
Odczynnik 1000ul 1000pl

Doprowadzt do temeperatury oznaczania rgasie doda

Wzorzec / prébka

50ul

Woda destylowana

50 pl

Wymiesza, inkubowa 10 min w temperaturze 35

Odczyta absorbangj proby wzorcowej i préby badanej wobec proby odciyowe] przy

diugasci fali 490-550nm

stezenie cholesterolu frakcji HDL = absorbancja prolylanej (PB)/absorbancja proby

Obliczenia:

wzorcowej (PW)
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3.2.3. Statystyczne opracowanie danych

Opracowanie wynikbw wykonano za pomocpakietu statystycznego
STATISTICA 9.0 oraz GraphPad Prism wersja 5.02. \&ucwyeliminowania
obserwacji odstagych stosowano test Grubbs’a. Oeg¢etypu rozkiadu danych
statystycznych dokonano testem Shapiro Wilka. Testeevene’a sprawdzano
jednorodné¢ wariancji. Dla wykazania #nic pomkedzy grupami testowymi
wykorzystano testy parametryczne takie jak jednoo#gowa analiz wariancji
(ANOVA) oraz test post hoc Tukeya. W przypadku ematieparametrycznych
postwzono sg¢ testem Kruskala-Wallisa oraz testem post hoc Dann’
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4. ODCZYNNIKI

Agaroza (GenoPlast Biochemicals,Polska)

Bromek etydyny (Sigma-Aldrich, USA)

Bufor reakcyjny 10x AmpliBuffer C (EURX, Polska)

Chloroform (POCh, Polska)

Deoksyrybonukleotydy dNTP (EURX, Polska)

Etanol (POCh, Polska)

Eter dietylowy kwasu piroeglowego DEPC (Sigma, USA)

Fluorek Boru, 14% w metanolu (Aldrich, USA)

Izopropanol (POCh, Polska)

Kwas borowy (POCh, Polska)

Marker wielkagci - GeneRuler™ 1kb Plus DNA ladder (Fermentasyé)

Metanol (POCh, Polska)

n- heksan (POCh, Polska; Merck, Niemcy)

n- heptan (POCh, Polska; Merck, Niemcy)

Odczynnik do ozn. stenia cholesterolu catkowitego (BioMaxima, Polska)
Odczynnik do ozn. stenia frakcji HDL metoda siceniowa (AQUA-MED, Polska)
Odczynnik do oznaczaniaggenia glukozy (AQUA-MED, Polska)

Odczynnik do oznaczaniaggenia triacylogliceroli (BioMaxima, Polska)
Polimeraza Perpetual OptiTaq polimeraza DINYAS™RT (Eurx, Polska)

Primery OLIGO(DT)12-18 PRIMER 18418012 (ALAB, Potgk

RNAlater RNA Stabilization Reagent (Qiagen, Niemcy)

Siarczan amonu (bezwodny) (Chempur, Polska)

Startery komplementarne do sekwencji w genie dlararyych elongaz i desaturaz oraz
B-aktyny (DNA Gdask, Polska)

TRI Reagent (Sigma, USA)

Tris(hydroksymetylo)aminometan (POCh, Polska)

Wodorotlenek potasu (POCh, Polska)

Wzorce dla okrdenia sktadu kw. t. - Supelco® 37 Component FAMENBigma,
Supelco)

Zestaw do reakcji odwrotnej transkrypcji - K1632/BeAid™ H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Litwa)
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5. BUFORY | ROZTWORY

1. Elektoroforeza kwaséw nukleinowych

Bufor TBE, 5x stzony

Tris- base 549
H3BO; 27,59
EDTA 2,929
H20 destylowana Uzupeihdo do 1000m|

1,5%Zel agarozowy

Agaroza 1,59

0,5x TBE 100ml

2. Chromatografia

2.85% KOH w metanolu

KOH 2,85¢9

metanol 100ml
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6. APARATURA

Aparat fotograficzny Canon Power Shot G5 (Canon, lheponia)
Chromatograf gazowy 6890N Model G1530N (AgilentA)S
Homogenizator Ultra-Turrax T8 (IKA Labortechnik,ency)
Kolumna DB 23 (J&W Scientific, USA)

Komora DNA/RNA UV- Cleaner UVC/T-AR (Biosan, totwa)
Kuwety BRAND UV Cuvette micro (Brandtech ScientjfldSA)
taznia wodna typ MLL 147 (AJL, Polska)

Mieszadto magnetyczne MS 11H (Wigo, Polska)

Mikrowirowka ,Sprout” (Heathrow Scientific, USA)

pH-metr Seven Easy (Mettler Toledo, Szwajcaria)
Spektrofotometr UV (Photometer UV GeneRay, Biometliamcy)
System dokumentacji i analizy obrazeli PolyDoc A

Termocykler Mastercycler gradient EP 5331 (Eppehddemcy)
Transiluminator ECX20 (Vilber Lourmat, Francja)

Waga analityczna WPA-60K (RADWAG, Polska)

Waga elektroniczna WPS 1200 (RADWAG, Polska)

Wirdéwka laboratoryjna (Qualiton, USA)

Wiréwka laboratoryjna MPW- 52 (MPW Med.- InstrumgnPolska)
Wiréwka laboratoryjna z chtodzeniem MPW- 350 R (MPW&d.- Instruments, Polska)
Wytrzasarka Polymax 1040 (Heidolph Instruments, Niemcy)
Wytrzasarka z tania wodra ELPIN typ 357 (Elpin Plus, Polska)
Zasilacz Power Pac HC (Bio-Rad, USA)

Zestaw do elektroforezy horyzontalnej] SUBDNA (Kudzyk, Polska)
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7. WYNIKI

7.1. RT-PCR

Metoda RT-PCR zostata wykorzystana w celu oznaezekspresji mRNA dla
wybranych elongaz i desaturaz w tkancatrebowe] oraz tkance tHuszczowej
szczurdw, zywionych opisanymi powsej dietami. Jako gen referencyjny (ang.
housekeeping gene) zastosowdraktyrne. Geny referencyjne, jako podlegeg statej
ekspresji na tym samym poziomie, &tujako kontrola rownolegtych reakciji.
Normalizacja wzgldem genu o stalym poziomie ekspresiji, jest obepoiwszechnie
akceptowan metody korekcji nieznacznych zmian spowodowanych zniGa

w wydajnaci odwrotnej transkrypciji, jak rowntewyjsciowej ilosci RNA [19].

7.1.1. Watroba

Oznaczono ekspresmRNA dla elongazy 2 (E2), elongazy 5 (E5), elorygéz
(E6), A 5 desaturazy (D5)A 6 desaturazy (D6) oraz dla izoform 1 (S1) i 2 (S2)
desaturazy stearylo-CoA w tkancetmbowej szczurow.

W celu okrélenia typu rozktadu uzyskanych danych dla mRNA vanite
watrobowej szczuréwywionych die standardow (grupa kontrolna 150g STAN oraz
grupa 250g STAN ), digtwysokoweglowodanow (250g HCOH), diet wzbogacon
w nasycone kwasy tluszczowe (250g NS) orazadigtbogacon w nienasycone kwasy
ttuszczowe (250g NN) obliczono miary rozktadu. Zgogdt z rozkladem normalnym
weryfikowano za pomagctestu Shapiro-Wilka. Tab. 15. przedstawia wanitérednich
oraz odchylé standardowych (SD), a tak wartgci p uzyskane w teie Shapiro-
Wilka dla wszystkich badanych enzyméw (E2, E5, BE%, D6, S1 oraz S2) we
wszystkich grupach testowych (150g STAN, 250g STRBDg HCOH, 250g NN oraz
250g NS) w tkance ztrobowej.
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Tab. 15. Wartosci srednich oraz odchyler standardowych (SD), a take
wartosci p uzyskane w técie Shapiro-Wilka dla wszystkich badanych enzyméw
(E2, E5, E6, D5, D6, S1 oraz S2) we wszystkich gagh testowych w tkance

watrobowej.

150g STAN — WATROBA
E2 E5 E6 D5 D6 s1 S2

SREDNIA 81,2 78,0 74,2 96,2 93,9 88,2 85,1
SD 3,2 4,5 5,9 4,1 7,2 2,0 2,4
p= 0,17 0,56 0,14 0,09 0,55 0,96 0,68

250 STAN — WATROBA
E2 ES E6 DS D6 S1 S2

SREDNIA 80,2 79,4 73,6 92,9 90,6 84,9 88,9
SD 3,1 2,3 5,0 3,6 3,7 4,9 4,2
p= 0,96 0,69 0,61 0,95 0,92 0,06 0,89

250g HCOH — WATROBA

E2 E> E6 DS D6 S1 S2
SREDNIA | 81,2 98,9 84,8 97,3 107,7 1434  103j1
SD 4,7 6,7 10,8 3,2 9,5 7,4 7,0
p= 0.90 085 | 090 | 049 | 080 | 099 | 091

250g NS -WATROBA
E2 E5 E6 D5 D6 S1 S2

SREDNIA 83,8 1171 104,5 103,0 140,% 94,% 10219
SD 3,8 4,4 4,3 1,9 7,9 7,0 6,1
p= 0,95 0,12 0,88 0,16 0,91 0,93 0,66

250g NN -WATROBA
E2 ES E6 D5 D6 S1 S2

SREDNIA 73,5 100,5 91,3 80,5 95,2 100,90 75,k
SD 1,6 2,6 4,8 6,4 6,8 4,9 6,0
p= 0,79 0,35 0,24 0,12 0,71 0,71 0,59
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Rozktad danych ekspresji dla wszystkich mRNA w lmgda grupach jest

rozktadem normalnym (p>0,05).
Ekspresja mRNA dla elongazy 2

Ponisze ryciny przedstawigjelektroforegramy produktéw reakcji RT-PCR dla

elongazy 2 w wtrobie szczuroéw wszystkich badanych grup testowych.

Ryc. 7. Elektroforegram mRNA dla elongazy 2 (techiia RT-PCR)
W watrobie szczuréw karmionych diety standardowg (150g STAN)

Ryc. 8. Elektroforegram mRNA dla elongazy 2 (techiia RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diety standardowg (250g STAN)

Ryc. 9. Elektroforegram mRNA dla elongazy 2 (techiia RT-PCR)
W watrobie szczuréw karmionych diety wysokoweglowodanowy (250g HCOH)

S Sy Seeeay Gy S —

Ryc. 10. Elektroforegram mRNA dla elongazy 2 (techka RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diet wzbogacom w nasycone kwasy ttuszczowe
(250g NS)

Ryc. 11. Elektroforegram mRNA dla elongazy 2 (techka RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diety wzbogacom w nienasycone kwasy
tluszczowe (250g NN)

Wykonano analizy statystyczne rpeg na celu porownanie ekspresji mRNA dla
elongazy 2 w wtrobie zwierat pomkdzy wszystkimi badanymi grupami testowymi
(150 g STAN, 250 g STAN, 250g HCOH, 250g NN orafp@5siS).

Ryc. 12. przedstawia wykraésednich wartéci gestasci densytometrycznej dla

elongazy 2 w wtrobie szczuréw.
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Ekspresja elongazy 2
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Ryc. 12. Srednie wartosci gestosci densytometrycznej dla elongazy 2

68

W watrobie szczurdw.

W badanych grupach testowych wykazano testem Léwejeelnorodnéc
wariancji (p>0,05). Uzyskane wyniki pozwolity nazpprowadzenie jednoczynnikowe;j
analizy wariancji (ANOVA). Stwierdzono istotfd statystycza (p<0,05). Dla
wykazania ranic w ekspresji mRNA pomdzy grupami testowymi postono se
testem post-hoc Tukeya. Tabela 16. przedstawisoseap uzyskane w teie post hoc.

Stwierdzono rénice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 16 Wartosci p uzyskane w técie Tukeya dla ekspresji mMRNA dla

elongazy 2 w vgtrobie szczuréw (p<0,05).
150G STAN | 250G STAN| 250G HCOH| 250G NS | 250G NN
150g STAN
250g STAN 0,98
250g HCOH 1,00 0,98 1,00
250g NS 0,71 0,41 0,72
250g NN 0,01* 0,04* 0,01* 0,001*

* rdznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Ekspresja mRNA dla elongazy 5

Poniej ryciny przedstawiaj elektroforegramy produktow reakcji RT-PCR dla

elongazy 5 w wtrobie szczuroéw wszystkich badanych grup testowych.

Ryc. 13. Elektroforegram mRNA dla elongazy 5 (techka RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diety standardowg (150g STAN)

Ryc. 14. Elektroforegram mRNA dla elongazy 5 (techka RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diey standardowg (250g STAN)

Ryc. 15. Elektroforegram mRNA dla elongazy 5 (techka RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diety wysokoweglowodanowy (250g HCOH)

Ryc. 16. Elektroforegram mRNA dla elongazy 5 (techka RT-PCR)
W watrobie szczurow karmionych diet wzbogacom w nasycone kwasy ttuszczowe
(250g NS)

Ryc. 17. Elektroforegram mRNA dla elongazy 5 (techka RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diety wzbogacom w nienasycone kwasy
ttuszczowe (250g NN)

Wykonano analizy statystyczne rpeg na celu porownanie ekspresji mRNA dla
elongazy 5 ponedzy grupami zwiergt karmionych ranymi dietami (150 g STAN, 250
g STAN, 250g HCOH, 250g NN oraz 250g NS).

Ryc. 18. przedstawia wykreésednich wartéci gestasci densytometrycznej dla

elongazy 5 w wtrobie szczuréw.
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Ryc. 18. Srednie wartosci gestosci densytometrycznej dla elongazy 5
w watrobie szczurow.

We wszystkich badnych grupach wykazano testem lefgefjednorodnét

wariancji (p>0,05). Uzyskane wyniki pozwolity nazepprowadzenie jednoczynnikowe;j

analizy wariancji

(ANOVA). Stwierdzono

istoth® statystycza (p<0,05).

Dla

wykazania ranic postizono s¢ testem post-hoc Tukeya. Tab. 17. przedstawia w@rto

p uzyskane w &eie post hoc. Stwierdzonozdice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 17. Wartcéci p uzyskane w técie Tukeya dla ekspresji mRNA dla

elongazy 5 w wgtrobie szczuréw (p<0,05).

150G STAN | 250G STAN | 250G HCOH | 250G NS | 250G NN
1509 STAN
250g STAN | 0,984949
250g HCOH | 0,000126* 0,000128*
250g NS | 0,000126* 0,000126* 0,000127*
250g NN | 0,000126* 0,000126* | 0,975538 0,000133*

* roznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Ekspresja mRNA dla elongazy 6

Poniej ryciny przedstawiaj elektroforegramy produktow reakcji RT-PCR dla

elongazy 6 w wtrobie szczurow wszystkich badanych grup testowych.

Ryc. 19. Elektroforegram mRNA dla elongazy 6 (teanka RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diety standardowg (150g STAN)

Ryc. 20. Elektroforegram mRNA dla elongazy 6 (teaika RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diey standardowg (250g STAN)

Ryc. 21. Elektroforegram mRNA dla elongazy 6 (teaika RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diety wysokoweglowodanowg (250g HCOH)

Ryc. 22. Elektroforegram mRNA dla elongazy 6 (teaika RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diet wzbogacom w nasycone kwasy ttuszczowe
(250g NS)

Ryc. 23. Elektroforegram mRNA dla elongazy 6 (teanka RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diety wzbogacom w nienasycone kwasy
ttuszczowe (250g NN)

Wykonano analizy statystyczne rpeg na celu porownanie ekspresji mRNA dla
elongazy 6 ponedzy grupami zwiergt karmionych ranymi dietami (150 g STAN, 250
g STAN, 250g HCOH, 250g NN oraz 250g NS).

Ryc. 24. przedstawia wykreésednich wartéci gestasci densytometrycznej dla

elongazy 6 w wtrobie szczurdw.
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Ekspresja elongazy 6
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Ryc. 24. Srednie wartosci gestosci densytometrycznej dla elongazy 6
w watrobie szczurow.

60

150gSTAN 250gSTAN 250gHCOH 250gNS 250gNN

W badanych grupach testowych wykazano testem Léwejeeinorodnéc
wariancji (p>0,05). Uzyskane wyniki pozwolity nazeprowadzenie jednoczynnikowe;j
(ANOVA). Stwierdzono Dla
wykazania ranic w ekspresji mRNA pomdzy grupami testowymi postono se

analizy wariancji istothid statystycza (p<0,05).

testem post-hoc Tukeya. Tab. 18. przedstawia wa@rjp uzyskane w teie post hoc.

Stwierdzono rénice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 18. Wartcéci p uzyskane w técie Tukeya dla ekspresji mRNA dla
elongazy 6 w vgtrobie szczuréw (p<0,05).

150G STAN | 250G STAN | 250G HCOH | 250G NS | 250G NN
150g STAN
250g STAN | 0,999918
250g HCOH | 0,114759 0,051302
250g NS 0,000127* | 0,000126* | 0,000371*
250g NN 0,003585* | 0,001021* 0,453679 | 0,015929*

* rdznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Ekspresja mRNA dlaA 5 desaturazy

Poniej ryciny przedstawiajelektroforegramy produktow reakcji RT-PCR dla

5 desaturazy w girobie szczurow wszystkich badanych grup testowych.

Ryc. 25. Elektroforegram mRNA dla A 5 desaturazy (technika RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diety standardowg (150g STAN)

Ryc. 26. Elektroforegram mRNA dla A 5 desaturazy (technika RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diey standardowg (250g STAN)

Ryc. 27. Elektroforegram mRNA dla A 5 desaturazy (technika RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diety wysokoweglowodanowg (250g HCOH)

Ryc. 28. Elektroforegram mRNA dla A 5 desaturazy (technika RT-PCR)
w watrobie szczurow karmionych diet wzbogacom w nasycone kwasy ttuszczowe
(250g NS)

e Sl e et Sl S

Ryc. 29. Elektroforegram mRNA dla A 5 desaturazy (technika RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diety wzbogacom w nienasycone kwasy
tluszczowe (250g NN)

Wykonano analizy statystyczne raeg na celu poréwnanie ekspresji mRNA dla
A 5 desaturazy porilzy grupami zwiergt karmionych ranymi dietami (150 g STAN,
250 g STAN, 250g HCOH, 250g NN oraz 250g NS).

Ryc. 30. przedstawigrednie wartéci gestasci densytometrycznej dld 5

desaturazy w wtrobie szczuréw.
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Ekspresja\ 5 desaturazy
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Ryc. 30.8rednie wartosci gestosci densytometrycznej dlaA 5 desaturazy
W watrobie szczurdw.

65

150gSTAN 250gSTAN 250gHCOH 250gNS 250gNN

W badanych grupach testowych wykazano testem Léwejeelnorodnéc
wariancji (p>0,05). Uzyskane wyniki pozwolity nazepprowadzenie jednoczynnikowe;j
(ANOVA). Stwierdzono Dla

wykazania ranic w ekspresji mRNA pomdzy grupami testowymi postono se

analizy wariancji istothid statystycza (p<0,05).

testem post-hoc Tukeya. Tab. 19. przedstawia Wa@rfp uzyskane w teie post hoc.

Stwierdzono rénice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 19. Wartdcsci p uzyskane w técie Tukeya dla ekspresji mMRNA dlaA5
desaturazy w wgtrobie szczurow (p<0,05).

150G STAN | 250G STAN | 250G HCOH | 250G NS | 250G NN
150g STAN
250g STAN | 0,709845
250g HCOH | 0,993490 0,461408
2509 NS 0,064398* | 0,006529* 0,224318
250g NN 0,000134* | 0,000896* | 0,000138* | 0,000129*

* rdznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Ekspresja mRNA dlaA 6 desaturazy

Poniej ryciny przedstawiajelektroforegramy produktow reakcji RT-PCR dla

6 desaturazy w girobie szczuroéw wszystkich badanych grup testowych.

Ryc. 31. Elektroforegram mRNA dla A 6 desaturazy (technika RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diety standardowg (150g STAN)

Ryc. 32. Elektroforegram mRNA dla A 6 desaturazy (technika RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diety standardowg (250g STAN)

Ryc. 33. Elektroforegram mRNA dla A 6 desaturazy (technika RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diety wysokoweglowodanowy (250g HCOH)

Ryc. 34. Elektroforegram mRNA dla A 6 desaturazy (technika RT-PCR)
w watrobie szczurow karmionych diet wzbogacom w nasycone kwasy ttuszczowe
(250g NS)

Ryc. 35. Elektroforegram mRNA dla A 6 desaturazy (technika RT-PCR)
w watrobie szczuréw karmionych diety wzbogacom w nienasycone kwasy
tluszczowe (250g NN)

Wykonano analizy statystyczne raeg na celu poréwnanie ekspresji mRNA dla
A 6 desaturazy porulzy grupami zwiergt karmionych ranymi dietami (150 g STAN,
250 g STAN, 250g HCOH, 250g NN oraz 250g NS).

Ryc. 36. przedstawia wykrésednich wartéci gestasci densytometrycznej dia

6 desaturazy w utrobie szczurdw.

-78 -



WYNIKI

Ekspresja\ 6 desaturazy
160 . .

150 |
140 |
130 |
120 |

110

100
90 - @
80 |

70

Srednia warté¢ gestaici densytometrycznej
(Average INT)

O Srednia
[ $redniatOdch.std
_I” S$rednias2*Odchsstd

Ryc. 36. Srednie wartosci gestosci densytometrycznej dlaA 6 desaturazy
W watrobie szczurdw.

150gSTAN 250gSTAN 250gHCOH 250gNS 250gNN

W badanych grupach testowych wykazano testem Léwvejeglnorodnéé
wariancji (p>0,05). Uzyskane wyniki pozwolity nazeprowadzenie jednoczynnikowe;j
(ANOVA). Stwierdzono istoth®d statystycza (p<0,05). Dla
wykazania ranic w ekspresji mRNA pomdzy grupami testowymi postono se

analizy wariancji

testem post-hoc Tukeya. Tab. 20. przedstawia w@rf uzyskane w teie post hoc.

Stwierdzono rénice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 20. Wartdcsci p uzyskane w técie Tukeya dla ekspresji mMRNA dlaA6
desaturazy w watrobie szczuréw (p<0,05).

150G STAN | 250G STAN | 250G HCOH | 250G NS 250G NN
150g STAN
250g STAN 0,926779
2509 HCOH 0,023310* 0,003444*
250g NS 0,000130* 0,000130* 0,000130*
250g NN 0,998078 0,800443 0,046035 0,000130*

* roznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Ekspresja mRNA dla izoformy 1 desaturazy stearylo-GA

Poniej ryciny przedstawiaj elektroforegramy produktow reakcji RT-PCR dla
izoformy 1 desaturazy stearylo-CoA watnobie szczurow wszystkich badanych grup

testowych.

Ryc. 37. Elektroforegram mRNA dla izoformy 1 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w watrobie szczuréw karmionych diefp standardowa (1509
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Ryc. 38. Elektroforegram mRNA dla izoformy 1 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w watrobie szczurow karmionych die standardowa (2509

0]
k|
>
Z

ey ey ey Gy Py ey
Ryc. 39. Elektroforegram mRNA dla izoformy 1 desatuazy stearylo-CoA

(technika RT-PCR) w watrobie szczuréw karmionych dies wysokoweglowo-
danowa (250g HCOH)

Ryc. 40. Elektroforegram mRNA dla izoformy 1 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w watrobie szczuréw karmionych diey wzbogacomn
w hasycone kwasy ttuszczowe (250g NS)

Ryc. 41. Elektroforegram mRNA dla izoformy 1 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w watrobie szczuréw karmionych diey wzbogacon
w nienasycone kwasy tluszczowe (250g NN)

Wykonano analizy statystyczne raeg na celu poréwnanie ekspresji mRNA dla
izoformy 1 desaturazy stearylo-CoA pagizy grupami zwiergt karmionych réanymi
dietami (150 g STAN, 250 g STAN, 250g HCOH, 250g bifdz 250g NS).

Ryc. 42. przedstawia wykreésednich wartéci gestasci densytometrycznej dla

izoformy 1 desaturazy stearylo-CoA watnobie szczurdw.
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Ryc. 42. Srednie wartosci gestosci densytometrycznej dla izoformy 1
desaturazy stearylo-CoA w witrobie szczurow

150gSTAN 250gSTAN 250gHCOH 250gNS 250gNN

W badanych grupach testowych wykazano testem Léwvejeglnorodnéc¢
wariancji (p>0,05). Uzyskane wyniki pozwolity nazeprowadzenie jednoczynnikowe;j
(ANOVA). Stwierdzono istoth®d statystycza (p<0,05). Dla

wykazania ranic w ekspresji mRNA pomdzy grupami testowymi postono se

analizy wariancji

testem post-hoc Tukeya. Tab. 21. przedstawia w@rp uzyskane w teie post hoc.
Stwierdzono rénice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 21. Wartosci p uzyskane w técie Tukeya dla ekspresji mMRNA dla
izoformy 1 desaturazy stearylo-CoA w wtrobie szczuréw (p<0,05).

150G STAN | 250G STAN | 250G HCOH | 250G NS | 250G NN
150g STAN
250g STAN 0,885386
250g HCOH 0,000126* 0,000126*
250g NS 0,418295 0,050796 0,000126*
250g NN 0,024677* 0,001128* 0,000126* 0,481580

* rdznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Ekspresja mRNA dla izoformy 2 desaturazy stearylo-GA

Ponizej ryciny przedstawiaj elektroforegramy produktéw reakcji RT-PCR dla
izoformy 2 desaturazy stearylo-CoA watnwobie szczurdw wszystkich badanych grup

testowych.

Ryc. 43. Elektroforegram mRNA dla izoformy 2 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w watrobie szczurow karmionych die standardowa (1509
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Ryc. 44. Elektroforegram mRNA dla izoformy 2 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w watrobie szczuréw karmionych diep standardowa (2509
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Ryc. 45. Elektroforegram mRNA dla izoformy 2 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w watrobie szczurow karmionych diey
wysokoweglowodanowg (250g HCOH)

Ryc. 46. Elektroforegram mRNA dla izoformy 2 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w watrobie szczuréw karmionych diey wzbogacon
w hasycone kwasy ttuszczowe (250g NS)

Ryc. 47. Elektroforegram mRNA dla izoformy 2 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w watrobie szczurédw karmionych dieq wzbogacon
w nienasycone kwasy tluszczowe (250g NN)

Wykonano analizy statystyczne raeg na celu poréwnanie ekspresji mRNA dla
stearylo-CoA 2 pomgdzy grupami zwiergt karmionych rénymi dietami (150 g STAN,
250 g STAN, 250g HCOH, 250g NN oraz 250g NS).

Ryc. 48. przedstawia wykraésednich wartéci gestasci densytometrycznej dla

izoformy 2 desaturazy stearylo-CoA watnobie szczurdw.
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Ryc. 48. Srednie wartosci gestosci densytometrycznej dla izoformy 2
desaturazy stearylo-CoA w wjtrobie szczurow.

60

150gSTAN 250gSTAN 250gHCOH 250gNS 250gNN

W badanych grupach testowych wykazano testem Léwejeelnorodnéc
wariancji (p>0,05). Uzyskane wyniki pozwolity nazeprowadzenie jednoczynnikowe;j
(ANOVA). Stwierdzono Dla

wykazania ranic w ekspresji mRNA pomdzy grupami testowymi postono se

analizy wariancji istothid statystycza (p<0,05).

testem post-hoc Tukeya. Tab. 22. przedstawia w@rfp uzyskane w teie post hoc.

Stwierdzono rénice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 22. Wartcéci p uzyskane w técie Tukeya dla ekspresji mRNA dla
izoformy 2 desaturazy stearylo-CoA w wtrobie szczuréw (p<0,05).

150G STAN | 250G STAN | 250G HCOH | 250G NS 250G NN
150g STAN
250g STAN 0,781609
250g HCOH 0,000184* 0,001190*
2509 NS 0,000191* 0,001331* 0,999999
2509 NN 0,024908* 0,001653* 0,000130* 0,000130*

* roznica znamienna statystycznie (p < 0,05)

Ryc. 49. przedstawia histogram z poziomami ekspreBNA dla wszystkich
badanych enzymow we wszystkich grupach testowydkance vatrobowej. Poziomy

ekspresji wyraono jakosrednie wartéci gestasci densytometrycznej (Average INT).
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Ekspresja elongaz i desaturaz w tkance w  atrobowej szczuréw
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Ryc. 49. Ekspresja elongaz i desaturaz w tkance atvobowej szczurdw;
elongaza 2 (E2), elongaza 5 (E5), elongaza 6 (EM),5 desaturaza (D5),A 6
desaturaza (D6) oraz izoforma 1 (S1) i 2 (S2) desahzy stearylo-CoA.

7.1.2.Tkanka tluszczowa

Oznaczono ekspresmRNA dla elongazy 2 (E2), elongazy 5 (E5), elorygéz
(E6),A 5 desaturazy (D5)\ 6 desaturazy (D6) oraz dla izoform 1 (S1) i 2 (S2arylo-
CoA desaturazy w tkance tluszczowej szczurow.

W celu okrélenia typu rozktadu uzyskanych danych dla mRNA vanite
ttuszczowej szczurowywionych diet standardow (grupa kontrolna 150 g STAN oraz
grupa 250 g STAN ), digtwysokoweglowodanovy (250g HCOH), diet wzbogacona
w nasycone kwasy ttuszczowe (250g NS) orazadisetbogacon w nienasycone kwasy
ttuszczowe (250g NN) obliczono miary rozktadu. Zgodt z rozkladem normalnym
weryfikowano za pomagctestu Shapiro-Wilka. Tab. 23. przedstawia wanitérednich
oraz odchylé standardowych (SD), a tak wart@ci p uzyskane w teie Shapiro-
Wilka dla wszystkich badanych enzyméw (E2, E5, B&, D6, S1 oraz S2) we
wszystkich grupach testowych (150g STAN, 250g STRBDg HCOH, 250g NN oraz
250g NS).
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Tab. 23. Wartosci srednich oraz odchyler standardowych (SD), a take
wartosci p uzyskane w técie Shapiro-Wilka dla wszystkich badanych enzyméw
(E2, E5, E6, D5, D6, S1 oraz S2) we wszystkich gagh testowych w tkance
tluszczowej.

150g STAN - TKANKA TLUSZCZOWA

E2 ES5 E6 D5 D6 S1 S2
SREDNIA 64,0 66,4 71,1 73,6 97,0 80,0 85,8
SD 6,0 3,4 3,0 3,1 10,5 2,0 4,4

p= 0.64 0,18 0,23 0,90 0.80 0,30 0.13

2509 STAN - TKANKA TLUSZCZOWA

E2 E5 E6 D5 D6 S1 S2
SREDNIA 82,9 73,3 72,3 76,1 116,6 83,8 97,9
SD 22,8 6,3 4,9 7,5 12,3 6,9 7,0
p= 0.59 0.83 0.44 0.10 0.26 0.99 0.90

250g HCOH - TKANKA TLUSZCZOWA

E2 E5 E6 D5 D6 S1 S2
SREDNIA 65,8 104,7 84,2 93,0 90,2 142 90,4
SD 8,2 6,2 7,3 7,4 9,4 11,8 8,1
p= 0.35 0.44 0.26 0.87 0.81 0.78 0.74

2509 NS - TKANKA TLUSZCZOWA
E2 E5 E6 D5 D6 S1 S2

SREDNIA | 104,6 1141 106,8 95,0 132,7 108,9 1284

SD 7,5 3,6 6,2 6,9 6,0 2,9 4,5
p= 041 0.12 0.27 0.53 0.24 0,12 0,55

2509 NN - TKANKA TLUSZCZOWA

E2 E5 E6 D5 D6 S1 S2
SREDNIA 71,5 103,4 85,9 74,5 90,6 102, 88,1
SD 10,2 7,5 4,1 2,4 14,0 4,6 3,0
p= 0.28 0.45 0.19 0.80 0.16 0.47 0.65
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Rozktad danych ekspresji dla wszystkich mRNA w lmgga grupach jest

rozktadem normalnym (p>0,05).

Ekspresja mRNA dla elongazy 2

Ponisze ryciny przedstawigjelektroforegramy produktéw reakcji RT-PCR dla

elongazy 2 w tkance tluszczowej szczuréw wszystkathanych grup testowych.

Ryc. 50. Elektroforegram mRNA dla elongazy 2 (teaika RT-PCR)
w tkance ttuszczowej szczurow karmionych diet standardowg (150g STAN)

Ryc. 51. Elektroforegram mRNA dla elongazy 2 (teanka RT-PCR)
w tkance ttuszczowej szczurow karmionych diet standardowg (250g STAN)

- - - - -—— T S

Ryc 52. Elektroforegram mRNA dla elongazy 2 (teaika RT-PCR)
w tkance tluszczowej szczuréw karmionych diat wysokoweglowodanowa (2509
HCOH)

Ryc. 53. Elektroforegram mRNA dla elongazy 2 (teanka RT-PCR)
w tkance tluszczowej szczurow karmionych digt wzbogacorm w nasycone kwasy
tluszczowe (250g NS)

Ryc. 54. Elektroforegram mRNA dla elongazy 2 (teaika RT-PCR)
w tkance tluszczowej szczuréw karmionych dief wzbogacom w nienasycone
kwasy tluszczowe (250g NN)

Wykonano analizy statystyczne rpeg na celu porownanie ekspresji mRNA dla
elongazy 2 w tkance tluszczowej zwigrpomidzy wszystkimi badanymi grupami
testowymi (150g STAN, 250g STAN, 250g HCOH, 250g bifdz 250g NS).

Ryc. 55. przedstawia wykreésednich wartéci gestasci densytometrycznej dla

elongazy 2 w tkance ttuszczowej szczurow.
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Ekspresja elongazy 2
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Ryc. 55. Srednie wartosci gestosci densytometrycznej dla elongazy 2

w tkance ttuszczowej szczurow.

W badanych grupach testowych sprawdzono testem nieéwejednorodn&
wariancji (p>0,05). Analiza danych wykazata bra#trjerodndci wariancji. Wykazanie
roznic pomedzy grupami testowymi weryfikowano nieparametrygmnytestem
Kruskala-Wallisa. Stwierdzono istotftostatystycza (p<0,05). Dla wykazania #éic w
ekspresji mRNA pomidzy grupami testowymi postano sg nieparametrycznym
testem post-hoc Dunn’a. Tab. 24. przedstawia Weirjp uzyskane w teie post hoc.

Stwierdzono rénice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 24. Wartosci p uzyskane w técie Dunn’a dla ekspresji mRNA dla
elongazy 2 w tkance tluszczowej szczurow (p<0,05).

Test Dunn'a Difference P <0.05
in rank sum

150g STAN vs 250 g STAN -8,250 No
150g STAN vs 250g HCOH -0,6667 No
150g STAN vs 250g NS -16,75* Yes
150g STAN vs 250g NN -4,750 No
250g STAN vs 250g HCOH 7,583 No
250g STAN vs 250g NS -8,500 No
250g STAN vs 250g NN 3,500 No
250g HCOH vs 250g NS -16,08* Yes
250g HCOH vs 250g NN -4,083 No
250g NS vs 250g NN 12,00 No

* rOznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Ekspresja mRNA dla elongazy 5

Poniej ryciny przedstawiaj elektroforegramy produktow reakcji RT-PCR dla

elongazy 5 w tkance ttuszczowej szczurow wszystkettanych grup testowych.

Ryc. 56. Elektroforegram mRNA dla elongazy 5 (techka RT-PCR)
w tkance ttuszczowej szczurow karmionych diet standardowg (150g STAN)

Ryc. 57. Elektroforegram mRNA dla elongazy 5 (techka RT-PCR)
w tkancettuszczowej szczuréw karmionych dief standardowg (250g STAN)

Ryc. 58. Elektroforegram mRNA dla elongazy 5 (techka RT-PCR)
w tkance tluszczowej szczuréw karmionych diat wysokoweglowodanowa (2509
HCOH)

Ryc. 59. Elektroforegram mRNA dla elongazy 5 (techka RT-PCR)
w tkance tluszczowej szczurow karmionych digt wzbogacor w nasycone kwasy
tluszczowe (250g NS)

Ryc. 60. Elektroforegram mRNA dla elongazy 5 (techka RT-PCR)
w tkance tluszczowej szczuréw karmionych diet wzbogacom w nienasycone
kwasy tluszczowe (250g NN)

Wykonano analizy statystyczne raeg na celu poréwnanie ekspresji mRNA dla
elongazy 5 w tkance tluszczowej zwigrpomidzy wszystkimi badanymi grupami
testowymi (150g STAN, 250g STAN, 250g HCOH, 2509 bifdz 250g NS).

Ryc. 61. przedstawia wykreésednich wartéci gestasci densytometrycznej dla

elongazy 5 w tkance ttuszczowej szczurow.
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Ekspresja elongazy 5
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Ryc. 61.8rednie wartosci gestosci densytometrycznej dla elongazy 5
w tkance ttuszczowej szczurow.

W badanych grupach testowych wykazano testem Léwefeglnorodnéé
wariancji (p>0,05). Uzyskane wyniki pozwolity nazepprowadzenie jednoczynnikowe;j
(ANOVA). Stwierdzono istoth®d statystycza (p<0,05). Dla

wykazania ranic w ekspresji mRNA pomdzy grupami testowymi postono se

analizy wariancji

testem post-hoc Tukeya. Tab. 25 przedstawia d@r{ uzyskane w teie post hoc.
Stwierdzono rénice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 25. Wartcéci p uzyskane w técie Tukeya dla ekspresji mRNA dla
elongazy 5 w tkance tluszczowej szczuréw (p<0,05).

150G STAN | 250G STAN | 250G HCOH | 250G NS 250G NN
150g STAN
250g STAN 0,247046
250g HCOH 0,000126* 0,000126*
250g NS 0,000126* 0,000126* 0,101763
2509 NN 0,000126* 0,000126* 0,994542 0,048263*

* roznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Ekspresja mRNA dla elongazy 6

Poniej ryciny przedstawiaj elektroforegramy produktow reakcji RT-PCR dla

elongazy 6 w tkance ttuszczowej szczurow wszystkettanych grup testowych.

Ryc. 62. Elektroforegram mRNA dla elongazy 6 (teanmka RT-PCR)
w tkance ttuszczowej szczurow karmionych diet standardowg (150g STAN)

Ryc. 63. Elektroforegram mRNA dla elongazy 6 (teanmka RT-PCR)
w tkance ttuszczowej szczurow karmionych diet standardowg (250g STAN)

Ryc. 64. Elektroforegram mRNA dla elongazy 6 (teaika RT-PCR)
w tkance tluszczowej szczurow karmionych diej wysokoweglowodanowa (2509
HCOH)

Ryc. 65. Elektroforegram mRNA dla elongazy 6 (teanka RT-PCR)
w tkance tluszczowej szczurow karmionych diejf wzbogacorm w nasycone kwasy
tluszczowe (250g NS)

Ryc. 66. Elektroforegram mRNA dla elongazy 6 (teaika RT-PCR)
w tkance tluszczowej szczuréw karmionych dief wzbogacom w nienasycone
kwasy tluszczowe (250g NN)

Wykonano analizy statystyczne rpeg na celu porownanie ekspresji mRNA dla
elongazy 6 w tkance tluszczowej zwigrpomidzy wszystkimi badanymi grupami
testowymi (150g STAN, 250g STAN, 250g HCOH, 250g bifdz 250g NS).

Ryc. 67. przedstawia wykreésednich wartéci gestasci densytometrycznej dla

elongazy 6 w tkance ttuszczowej szczurow.
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Ekspresja elongazy 6
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Ryc. 67. Srednie wartosci gestosci densytometrycznej dla elongazy 6

w tkance tluszczowej szczurdw.

W badanych grupach testowych wykazano testem Léwvejeglnorodnéé
wariancji (p>0,05). Uzyskane wyniki pozwolity nazpprowadzenie jednoczynnikowe;j
(ANOVA). Stwierdzono istoth®d statystycza (p<0,05). Dla

wykazania ranic w ekspresji mRNA pomdzy grupami testowymi postono se

analizy wariancji

testem post-hoc Tukeya. Tab. 26 przedstawia War{ uzyskane w teie post hoc.

Stwierdzono rénice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 26. Wartcéci p uzyskane w técie Tukeya dla ekspresji mRNA dla
elongazy 6 w tkance tluszczowej szczuréw (p<0,05).

150G STAN | 250G STAN | 250G HCOH | 250G NS | 250G NN
150g STAN
250g STAN | 0,995158
250g HCOH | 0,002350* | 0,005922*
250g NS 0,000130* | 0,000130* | 0,000130*
250g NN 0,000658* | 0,001542* 0,979068 | 0,000139*

* rdznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Ekspresja mRNA dlaA 5 desaturazy

Poniej ryciny przedstawiajelektroforegramy produktow reakcji RT-PCR dla

5 desaturazy w tkance ttuszczowej szczurow wsayfstiadanych grup testowych.

Ryc. 68. Elektroforegram mRNA dla A 5 desaturazy (technika RT-PCR)
w tkance ttuszczowej szczurow karmionych diet standardowg (150g STAN)

Ryc. 69. Elektroforegram mRNA dla A 5 desaturazy (technika RT-PCR)
w tkance ttuszczowej szczurow karmionych diet standardowg (250g STAN)

Ryc. 70. Elektroforegram mRNA dla A 5 desaturazy (technika RT-PCR)
w tkance tluszczowej szczuréw karmionych diat wysokoweglowodanowa (2509
HCOH)

Ryc. 71. Elektroforegram mRNA dla A 5 desaturazy (technika RT-PCR)
w tkance tluszczowej szczuréw karmionych diet wzbogacorm w nasycone kwasy
tluszczowe (250g NS)

Ryc. 72. Elektroforegram mRNA dla A 5 desaturazy (technika RT-PCR)
w tkance tluszczowej szczuréw karmionych diet wzbogacom w nienasycone
kwasy ttuszczowe(250g NN)

Wykonano analizy statystyczne rpeg na celu porownanie ekspresji mRNA dla
A 5 desaturazy w tkance ttuszczowej zwaepomicdzy wszystkimi badanymi grupami
testowymi (150g STAN, 250g STAN, 250g HCOH, 2509 bifdz 250g NS).

Ryc. 73. przedstawia wykrésednich wartéci gestasci densytometrycznej dia

5 desaturazy w tkance ttuszczowej szczurow.

-92.-



WYNIKI

Ekspresja 5 desaturazy
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Ryc. 73.Srednie wartosci gestosci densytometrycznej dlaA 5 desaturazy
w tkance tluszczowej szczurow.

50

150gSTAN 250gSTAN 250gHCOH 250gNS 250gNN

W badanych grupach testowych wykazano testem Léwefeglnorodnéc¢
wariancji (p>0,05). Uzyskane wyniki pozwolity nazpprowadzenie jednoczynnikowe;j
analizy wariancji (ANOVA). Stwierdzono istotd statystycza (p<0,05). Dla
wykazania ranic w ekspresji mRNA pomdzy grupami testowymi postono se
testem post-hoc Tukeya. Tab. 27. przedstawia w@rf uzyskane w teie post hoc.

Stwierdzono rénice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 27. Wartosci p uzyskane w técie Tukeya dla ekspresji mMRNA dla A5
desaturazy w tkance ttuszczowej szczuréw (p<0,05).

150G STAN | 250G STAN | 250G HCOH | 250G NS 250G NN
150g STAN
2509 STAN 0,947492
2509 HCOH 0,000181* 0,000477*
250g NS 0,000145* 0,000204* 0,977458
250g NN 0,998888 0,989851 0,000228* 0,000155*

* roznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Ekspresja mRNA dlaA 6 desaturazy

Poniej ryciny przedstawiajelektroforegramy produktow reakcji RT-PCR dla

6 desaturazy w tkance tluszczowej szczurow wsayfstiadanych grup testowych.

Ryc. 74. Elektroforegram mRNA dla A 6 desaturazy (technika RT-PCR)
w tkance ttuszczowej szczuréw karmionych dief standardowg (150g STAN)

Ryc. 75. Elektroforegram mRNA dla A 6 desaturazy (technika RT-PCR)
w tkance ttuszczowej szczurow karmionych diet standardowg (250g STAN)

Ryc. 76. Elektroforegram mRNA dla A 6 desaturazy (technika RT-PCR)
w tkance tluszczowej szczuréw karmionych diat wysokoweglowodanows (2509
HCOH)

Ryc. 77. Elektroforegram mRNA dla A 6 desaturazy (technika RT-PCR)
w tkance tluszczowej szczurow karmionych diet wzbogacom w nasycone kwasy
tluszczowe (250g NS)

Ryc. 78. Elektroforegram mRNA dla A 6 desaturazy (technika RT-PCR)
w tkance tluszczowej szczuréw karmionych diet wzbogacom w nienasycone
kwasy tluszczowe (250g NN)

Wykonano analizy statystyczne rpeg na celu porownanie ekspresji mRNA dla
A 6 desaturazy w tkance ttuszczowej zwaepomicdzy wszystkimi badanymi grupami
testowymi (150g STAN, 250g STAN, 250g HCOH, 250g bifdz 250g NS).

Ryc. 79. przedstawia wykrésednich wartéci gestasci densytometrycznej dia

6 desaturazy w tkance ttuszczowej szczurow.
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Ekspresj@ 6 desaturazy
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Ryc. 79.Srednie wartosci gestosci densytometrycznej dlal’ 6 desaturazy
w tkance ttuszczowej szczuréw.

W badanych grupach testowych wykazano testem Léwvefeglnorodnéé
wariancji (p>0,05). Uzyskane wyniki pozwolity nazepprowadzenie jednoczynnikowe;j
(ANOVA). Stwierdzono istoth®d statystycza (p<0,05). Dla

wykazania ranic w ekspresji mRNA pomdzy grupami testowymi postono se

analizy wariancji
testem post-hoc Tukeya. Tab. 28. przedstawia ¥@rfp uzyskane w teie post hoc.

Stwierdzono rénice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 28 Wartosci p uzyskane w técie Tukeya dla ekspresji mRNA dla A6
desaturazy w tkance ttuszczowej szczuréw (p<0,05).

150G STAN | 250G STAN | 250G HCOH | 250G NS | 250G NN
150g STAN
250g STAN | 0,030881*
250g HCOH | 0,811365 | 0,002360*
250g NS 0,000178* | 0,105428 0,000139*
250g NN 0,846439 | 0,002807* 0,999994 | 0,000139*

* rdznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Ekspresja mRNA dla izoformy 1 desaturazy stearylo-GA

Ponizej ryciny przedstawiaj elektroforegramy produktéw reakcji RT-PCR dla
izoformy 1 desaturazy stearylo-CoA w tkance tlusmezj szczurdw wszystkich

badanych grup testowych.

Ryc. 80. Elektroforegram mRNA dla izoformy 1 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w tkance tluszczowej szczurow kamionych dietg standardowa
(150g STAN)

Ryc. 81. Elektroforegram mRNA dla izoformy 1 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w tkance tluszczowej szczurow kamionych dietg
standardowa(250g STAN)

Ryc. 82. Elektroforegram mRNA dla izoformy 1 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w tkance tluszczowej szczurow kamionych dietg
wysokoweglowodanowg 250g HCOH)

Ryc. 83. Elektroforegram mRNA dla izoformy 1 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w tkance ttuszczowej szczurow kamionych dieta wzbogacon
w hasycone kwasy ttuszczowe(250g NS)

Ryc. 84. Elektroforegram mRNA dla izoformy 1 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w tkance ttuszczowej szczurow kamionych dieta wzbogacon
w nienasycone kwasy tluszczowe (250g NN)

Wykonano analizy statystyczne rpeg na celu porownanie ekspresji mRNA dla
izoformy 1 desaturazy stearylo-CoA w tkance tlasmeej zwierat pomicdzy
wszystkimi badanymi grupami testowymi (150g STANROG STAN, 250g HCOH,
250g NN oraz 250g NS).

Ryc. 85. przedstawia wykraésednich wartéci gestasci densytometrycznej dla

izoformy 1 desaturazy stearylo-CoA w tkance ttasmeej szczurow.
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Ekspresja desaturazy stearylo-CoA 1
160 . . . .
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. . 0  Mediana
[ 25%-75%
1509STAN 250gSTAN 250gHCOH 250gNS 250gNN T zakres nieodstajacych

Ryc. 85.Srednie wartosci gestosci densytometrycznej dla izoformy 1
desaturazy stearylo-CoA w tkance ttuszczowej szczow

W badanych grupach testowych sprawdzono testem nieéwejednorodn&
wariancji (p>0,05). Analiza danych wykazata bra#trjerodndci wariancji. Wykazanie
roznic pomedzy grupami testowymi weryfikowano nieparametrygmnytestem
Kruskala-Wallisa. Stwierdzono istotftostatystycza (p<0,05). Dla wykazania #éic w
ekspresji mRNA pomidzy grupami testowymi postano sg nieparametrycznym
testem post-hoc Dunn’a. Tab. 29. przedstawia Weirjp uzyskane w teie post hoc.

Stwierdzono rénice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 29. Wartcéci p uzyskane w técie Dunn’a dla ekspresji mRNA dla
izoformy 1 desaturazy stearylo-CoA w tkance ttuszagvej szczuréw (p<0,05).

Test Dunn'a Difference in | P < 0.05?
rank sum

150g STAN vs 250 g STAN | -2,000 No
150g STAN vs 250g HCOH | -21,50* Yes
150g STAN vs 250g NS -15,58 Yes
150g STAN vs 250g NN -10,42 No
250g STAN vs 250g HCOH | -19,50* Yes
250g STAN vs 250g NS -13,58 No
250g STAN vs 250g NN -8,417 No
250g HCOH vs 250g NS 5,917 No
250g HCOH vs 250g NN 11,08 No
250g NS vs 250g NN 5,167 No

* roznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Ekspresja mRNA dla izoformy 2 desaturazy stearylo-GA

Poniej ryciny przedstawiaj elektroforegramy produktow reakcji RT-PCR dla
izoformy 2 desaturazy stearylo-CoA w tkance tlusmeg] szczurOow wszystkich

badanych grup testowych.

Ryc. 86. Elektroforegram mRNA dla izoformy 2 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w tkance tluszczowej szczurow kamionych dietg standardowa
(150g STAN)

Ryc. 87. Elektroforegram mRNA dla izoformy 2 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w tkance tluszczowej szczuréw kamionych dieta standardowa
(250g STAN)

Ryc. 88. Elektroforegram mRNA dla izoformy 2 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w tkance tluszczowej szczurow kamionych dietg
wysokoweglowodanowg (250g HCOH)

Ryc. 89. Elektroforegram mRNA dla izoformy 2 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w tkance ttuszczowej szczurow kamionych dieta wzbogacon
w nasycone kwasy ttuszczowe (250g NS)

Ryc. 90. Elektroforegram mRNA dla izoformy 2 desatuazy stearylo-CoA
(technika RT-PCR) w tkance ttuszczowej szczurow kamionych dieta wzbogacon
w nienasycone kwasy tluszczowe (250g NN)

Wykonano analizy statystyczne raeg na celu poréwnanie ekspresji mRNA dla
izoformy 2 desaturazy stearylo-CoA w tkance tlusaez] zwierat pomidzy
wszystkimi badanymi grupami testowymi (150g STANROG STAN, 250g HCOH,
250g NN oraz 250g NS).

Ryc. 91. przedstawia wykreésednich wartéci gestasci densytometrycznej dla

izoformy 2 desaturazy stearylo-CoA w tkance ttusmegj szczurow.
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Ekspresja desaturazy stearylo-CoA 2
140 r . . .
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70
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Ryc. 91. Srednie wartosci gestosci densytometrycznej dla izoformy 2
desaturazy stearylo-CoA w tkance ttuszczowej szczow.

W badanych grupach testowych wykazano testem Léwvefeglnorodnéé
wariancji (p>0,05). Uzyskane wyniki pozwolity nazeprowadzenie jednoczynnikowe;j
(ANOVA). Stwierdzono istoth® statystycza (p<0,05). Dla

wykazania ranic w ekspresji mRNA pomdzy grupami testowymi postono se

analizy wariancji

testem post-hoc Tukeya. Tab. 30. przedstawia da@rfp uzyskane w teie post hoc.

Stwierdzono rénice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 30. Wartcéci p uzyskane w técie Tukeya dla ekspresji mRNA dla
izoformy 2 desaturazy stearylo-CoA w tkance ttuszaevej szczuréw (p<0,05).

150G STAN | 250G STAN | 250G HCOH | 250G NS | 250G NN
150g STAN
250g STAN | 0,009454*
250g HCOH | 0,604170 0,205908
250g NS 0,000130* | 0,000130* | 0,000130*
250g NN 0,954578 | 0,047044* 0,943005 | 0,000130*

* rdznica znamienna statystycznie (p < 0,05)

Ryc. 92. przedstawia histogram z poziomami ekspreBNA dla wszystkich
badanych enzymow we wszystkich grupach testowydkance ttuszczowej. Poziomy

ekspresji wyraono jakosrednie wartéci gestasci densytometrycznej (Average INT).
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Ekspresja mRNA dla elongaz i desatuaraz w tkance tt  uszczowej szczuréw

160,0
140,0 -

120,0 -

100,0 B B —I

80,0 —

60,0 +—

40,0 —

20,0 -

Srednia warto $¢ gesto $ci densytometrycznej (Average INT)
|

0,0

E2 E5 E6 D5 D6 S1 S2

O Dieta standardowa 0O Dieta wysokoweglowodanowa
O Dieta wzbogacona w nasycone kwasy tluszczowe B Dieta wzbogaocna w nienasycone kwasy tluszczowe

Ryc. 92. Ekspresja elongaz i desaturaz w tkance #aczowej szczurdw;

elongaza 2 (E2), elongaza 5 (E5), elongaza 6 (EB),5 desaturaza (D5),A 6
desaturaza (D6) oraz izoforma 1 (S1) i 2 (S2) desahzy stearylo-CoA.
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7.2. Chromatografia

7.2.1. Watroba

Technikpy chromatografii gazowe] oznaczono odsetkowy skladaddow
tluszczowych w tkance atrobowej szczurow we wszystkich grupach testowyid0¢
STAN, 250g STAN, 250g HCOH, 250g NN oraz 250g N&)kazdej grupie testowej
uzyskano sz€& chromatogramow dla tkanki atvobowej. Wyliczono srednie
procentowej zawarkgi poszczegolnych kwasow tluszczowych. Uzyskane edan
pogrupowano na cztery wskaki zgodnie z witaciwosciami kwasow ttuszczowych,
a mianowicie na kwasy tluszczowe nasycone (SAT)adgwtluszczowe nienasycone
(UNSAT), jendonienasycone kwasy tluszczowe (MUFAgzowielonienasycone kwasy
ttuszczowe (PUFA).

Tab. 31. przedstawi&rednie procentowych zawaétm kwasoéw ttuszczowych

w tkance wgtrobowej szczuréw we wszystkich grupach testowych.

Tab. 31.Srednie procentowych zawartdci kwasow ttuszczowych w tkance
watrobowej szczuréw we wszystkich grupach testowych.

rectgﬁiji “usz"gi‘zwy Nazwa zwyczajowa| 1509 STAN 2509 STAN 250g HCOH 288d 250g NN
12,8 C12:.0 laurynowy 0,9 0,4 0,4 1,9 0,5
17,8 C14:0 mirystynowy 2,4 1,1 2,2 4,5 1,5
24,9 C16:0 palmitynowy 23,6 21,1 28,0 30,3 211
26,1 Cil6:1 palmitooleinowy 4.5 1,5 4.5 4,8 1,6
28,3 C17:0 heptadekanowy 2,8 0,5 0,4 0,2 0,2
31,4 C18:0 stearynowy 12,5 12,9 6,1 7,6 8,6
32,4 C18:1 n-9 oleinowy 18,7 16,6 23,0 23,2 18,3
34,1 C18:2 n-6 linolowy 15,5 22,8 22,7 19,1 34,2
35,2 C20:0 arachidowy 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7
36,38 C18:3 n-6 gammalinolenowy 11 1,2 3,5 0,6 0,6
41,72 C21.0 heneikozanowy 0,0 0,0 0,4 1,6 0,7
43,15 C22:0 behenowy 1,8 1,2 0,5 0,6 0,6
441 | c20:3n-6 eli'szitﬁinljwy 6.6 9,5 6,0 31 10,5
47,1 C20:4 n-6 arachidonowy 2,0 2,8 0,4 0,1 0,0
55,5 C20:5n-3 EPA 1,9 2,2 0,6 0,1 0,0
57,6 C22:6 n-3 DHA 5,8 6,2 1,4 2,3 0,9

W celu okrélenia typu rozktadu uzyskanych danych dla opisanyskanikdw
w tkance vatrobowej szczurowzywionych die standardow (grupa kontrolna 1509
STAN oraz grupa 250g STAN ), dietvysokoweglowodanow (250g HCOH), diet
wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe (250g NS) oraz adweizbogacon
w nienasycone kwasy tluszczowe (250g NN) obliczonary rozktadu. Zgodnig
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z rozktadem normalnym weryfikowano za poraotestu Shapiro-Wilka. Tab. 32.
przedstawia wartezi srednich oraz odchyfe standardowych (SD), wada mediany
oraz dolnych i gornych kwartyli, a ponadto wadigp uzyskane w teie Shapiro-Wilka
dla wszystkich badanych wskakow (SAT, UNSAT, MUFA oraz PUFA) we
wszystkich grupach testowych (150g STAN, 250g ST2RBDg HCOH, 250g NN oraz
250g NS).

Tab. 32. Wartcsci srednich oraz odchylea standardowych (SD), wartdci
mediany oraz dolnych i gérnych kwartyli oraz wartasci p uzyskane w técie
Shapiro-Wilka dla wszystkich badanych wskanikow (SAT, UNSAT, MUFA oraz
PUFA) we wszystkich grupach testowych wtrobie.

150g STAN - WATROBA
SAT UNSAT MUFA PUFA
MEDIANA 43,0 57,0 SREDNIA 18,9 32,9
DOLNY/GORNY 38/47 53/62 SD 3,7 16,3
KWARTYL
p= 0,77 0,77 p= 0,27 0,35
250g STAN — WATROBA
SAT UNSAT MUFA PUFA
MEDIANA 39,4 60,6 SREDNIA 15,4 447
DOLNY/GORNY 36/42 58/64 SD 15 3,2
KWARTYL
p= 0,042* 0,04* p= 0,80 0,35
250 HCOH — WATROBA
SAT UNSAT MUFA PUFA
MEDIANA 38,7 61,3 SREDNIA 28,1 33,2
DOLNY/GORNY 35/40 60/65 SD 1,5 3,6
KWARTYL
p= 0,60 0,60 p= 0,22 0,96
250 NS -\WATROBA
SAT UNSAT MUFA PUFA
MEDIANA 46,5 53,5 SREDNIA 26,3 26,5
DOLNY/GORNY 45/49 51/55 SD 3,3 4,4
KWARTYL
p= 0,83 0,83 p= 0,89 0,27
250 NN \WATROBA
SAT UNSAT MUFA PUFA
MEDIANA 31,3 68,7 SREDNIA 17,2 51,7
DOLNY/GORNY 28/33 67/72 SD 2 4,7
KWARTYL
p= 0,63 0,63 p= 0,26 0,92

* roznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Rozktad danych zsumowanych watb odsetkowych kwasoéw ttuszczowych
we wskanikach SAT oraz UNSAT w grupie 250g STANie jest rozkladem
normalnym (p>0,05). W dalszych analizach statystych wskanikbw SAT oraz
UNSAT byly przeprowadzone analizy nieparametryczdiatego dla ujednolicenia
wartadsci, w tab. 32. podano wadc mediany oraz dolnego i gérnego kwartylu dla
wszystkich grup testowych watvobie szczuréw.

Rozktad danych zsumowanych wadb odsetkowych kwasow tluszczowych
we wskanikach MUFA oraz PUFA we wszystkich badanych grip#estowych jest
rozktadem normalnym (p>0,05).

Ryc. 93. przedstawia zsumowane wéctoodsetkowych zawarfoi kwasow
tluszczowych wskanika SAT w tkance watrobowej szczurow we wszystkich grupach

testowych.

SAT

65
60
55

50

L
e
Zi é -

25 o Mediana

150gSTAN 250gSTAN 250gHCOH 250gNS 250gNN = 25078 o en
Ryc. 93. Zsumowane wartéci odsetkowych zawartéci kwasow

Suma procentowych zawartosci kwasoéw ttuszczowych
w grupie SAT

tluszczowych wskanika SAT w tkance watrobowej szczuréw we wszystkich
grupach testowych.

W grupie 250g STANvykazano niezgodrio z roktadem normalnym. Ten fakt
narzuca  wykorzystanie w  dalszych  analizach  statgstych  testow
nieparametrycznych. Wykazanieznic w wartégci odsetkowych zawargoi kwaséw
tluszczowych  wskanika SAT pomgdzy wszystkimi  testowymi  grupami
przeprowadzono z zastosowaniem testu Kruskala-$dalliStwierdzono istotdé
statystycza (p<0,05). Dalsze pogtowanie weryfikacji hipotezy zerowej o braku
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réznic pomedzy grupami testowymi przeprowadzono testem postbhnn’a. Tab. 33.
przedstawia wartei p uzyskane w teie post hoc. Stwierdzono zdice istotne

statystycznie (p<0,05).

Tab. 33. Wartosci p uzyskane w técie Dunn’a dla wskaznika SAT w tkance

watrobowej szczuréw (p<0,05).

Test Dunn'a Difference in | P < 0.05?
rank sum

150g STAN vs 250 g STAN | 5,500 No
150g STAN vs 250g HCOH | 5,250 No
150g STAN vs 250g NS -5,333 No
150g STAN vs 250g NN 14,58* Yes
250g STAN vs 250g HCOH | -0,2500 No
250g STAN vs 250g NS -10,83 No
250g STAN vs 250g NN 9,083 No
250g HCOH vs 250g NS -10,58 No
250g HCOH vs 250g NN 9,333 No
250g NS vs 250g NN 19,92* Yes

* rdznica znamienna statystycznie (p < 0,05)

Ryc. 94. przedstawia zsumowane wéetoodsetkowych zawar§oi kwasow
tluszczowych wskanika UNSAT w tkance wtrobowej szczuréw we wszystkich

grupach testowych.

UNSAT
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Ryc. 94. Zsumowane wartéci odsetkowych zawartéci kwasow

tluszczowych wskanika UNSAT w tkance watrobowej szczurow we wszystkich

grupach testowych.
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W grupie 250g STAN wykazano niezgodhoz roktadem normalnym.
W dalszych analizach statystycznych pésho s¢ testami nieparametrycznymi.
Wykazanie ranic w wartgci odsetkowych zawarfoi kwasow tluszczowych
wskaznika UNSAT pomgdzy wszystkimi testowymi grupami przeprowadzono
Z zastosowaniem testu Kruskala-Wallisa. Stwierdzistmtngé¢ statystycza (p<0,05).
Dalsze posfpowanie weryfikacji hipotezy zerowej o brakuzm@& pomidzy grupami
testowymi przeprowadzono testem post-hoc Dunn’d. B4. przedstawia wada p
uzyskane w teie post hoc. Stwierdzonozdice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 34. Wartdsci p uzyskane w técie Dunn’a dla wskanika UNSAT
w tkance watrobowej szczurow(p<0,05).

Test Dunn'a Difference in | P < 0.05?
rank sum

150g STAN vs 250 g STAN | -5,500 No
150g STAN vs 250g HCOH | -5,250 No
150g STAN vs 250g NS 5,333 No
150g STAN vs 250g NN -14,58* Yes
250g STAN vs 250g HCOH | 0,2500 No
250g STAN vs 250g NS 10,83 No
250g STAN vs 250g NN -9,083 No
250g HCOH vs 250g NS 10,58 No
250g HCOH vs 250g NN -9,333 No
250g NS vs 250g NN -19,92* Yes

* rdznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
Ryc. 95. przedstawia zsumowane wéctoodsetkowych zawarfoi kwasow

tluszczowych  wskanika MUFA w tkance wtrobowej szczuréw we wszystkich

grupach testowych.
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MUFA
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Zsumowane wartéci odsetkowych zawartdci

Suma procentowych zawartosci kwaséw tluszczowych
w grupie MUFA

95. kwasow

tluszczowych wskanika MUFA w tkance watrobowej szczurow we wszystkich

Ryc.

grupach testowych.

We wszystkich grupach testowych dla wak&a MUFA wykazano zgodrié
z roktadem normalnym i w dalszych analizach tedtenene’a wykazano jednorodito
wariancji (p>0,05). Uzyskane wyniki pozwolity nazeprowadzenie jednoczynnikowe;j
(ANOVA). Stwierdzono istoth®d statystycza (p<0,05). Dla

wykazania ranic w wartdgci odsetkowych zawarfoi kwaséw ttuszczowych wskaika

analizy wariancji

MUFA pomigdzy grupami testowymi postano se testem post-hoc Tukeya. Tab. 35.
przedstawia wartmi p uzyskane w teie post hoc. Stwierdzono zdice istotne

statystycznie (p<0,05).

Tab.
w tkance watrobowej szczurow (p<0,05).

35. Wartasci p uzyskane w técie Tukeya dla wskanika MUFA

150G STAN | 250G STAN | 250G HCOH| 250G NS | 250GNN
150g STAN
250g STAN 0,223240
250gHCOH | 0,000189* | 0,000129*
250g NS 0,001061* | 0,000132* 0,747900
250g NN 0,833461 0,785833 0,000129* | 0,000144*

* roznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Ryc. 96. przedstawia zsumowane wéctoodsetkowych zawarfoi kwasow
tluszczowych wskaika PUFA w tkance atrobowej szczuréw we wszystkich grupach

testowych.

PUFA
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) - ]
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Ryc. 96. Zsumowane wartéci odsetkowych zawartéci kwasow

Iy
o

w grupie PUFA
W
o

20

10

Suma procentowych zawartosci kwaséw ttuszczowych

tluszczowych wskanika PUFA w tkance watrobowej szczurow we wszystkich

grupach testowych.

We wszystkich badanych grupach testowych dla wska PUFA wykazano
testem Shapiro-Wilka zgodéoz roktadem normalnym. Testem Levene’a wykazano
brak jednorodngi wariancji (p<0,05). W dalszych analizach statgshych
wykorzystano testy nieparametryczne. Wykazanignicd w wartdgci odsetkowych
zawartdci kwasow tluszczowych wskaika PUFA pomgdzy wszystkimi testowymi
grupami przeprowadzono z zastosowaniem testu Kladkallisa. Stwierdzono
istotncg¢ statystycza (p<0,05). Dalsze pogtowanie weryfikacji hipotezy zerowej
o braku ré@nic pomedzy grupami testowymi wykonano testem post-hoc Danhab.

36. przedstawia wardoi p uzyskane w teie post hoc. Stwierdzono mdice istotne

statystycznie (p<0,05).
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Tab. 36. Wartosci p uzyskane w técie Dunn’a dla wskanika PUFA

w tkance watrobowej szczurow (p<0,05).

Dunn's Multiple Difference in | Significant? P
Comparison Test rank sum <0.05?
150g STAN vs 250 g STAN | -7,667 No
150g STAN vs 250g HCOH | 1,500 No
150g STAN vs 250g NS 6,667 No
150g STAN vs 250g NN -13,83 No
2509 STAN vs 250g HCOH | 9,167 No
2509 STAN vs 250g NS 14,33* Yes
250g STAN vs 250g NN -6,167 No
250g HCOH vs 250g NS 5,167 No
250g HCOH vs 250g NN -15,33* Yes
250g NS vs 250g NN -20,50* Yes

* rdznica znamienna statystycznie (p < 0,05)

Ryc. 97. przedstawia histogram zeednimi wartdciami wskanikow SAT,

UNSAT, MUFA oraz PUFA w tkance atrobowej we wszystkich grupach testowych.

Srednia warto $¢ wskaznikéw SAT, UNSAT, MUFA oraz PUFA
w tkance w gtrobowej szczuréw

80,0 7

700 7
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3007
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Srednia warto $¢ odsetkowa kwas6éw tluszczowych
8

0,0

SAT UNSAT PUFA MUFA

O Dieta standardow a

m Dieta w ysokow g glow odanow a

O Dieta w zbogacona w nasycone kwasy tluszczowe

o Dieta w zbogacona w nienasycone kwasy tluszczowe

Ryc. 97.Srednia warto$é¢ wskaznikow SAT, UNSAT, PUFA oraz MUFA
w tkance watrobowej szczurow
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7.2.2. Tkanka ttuszczowa

Techniky chromatografii gazowej oznaczono odsetkowy skltadaddéw
tluszczowych w tkance ttuszczowej szczuréw we wikagls grupach testowych (1509
STAN, 250g STAN, 250g HCOH, 250g NN oraz 250g N®)kazdej grupie testowe;j
uzyskano sz€ chromatogramow dla tkanki ttuszczowej. Uzyskaneedpogrupowano
na cztery wskaniki zgodnie z wtéciwosciami kwaséw ttuszczowych, a mianowicie na
kwasy tluszczowe nasycone (SAT), kwasy tluszczowenasycone (UNSAT),
jendonienasycone kwasy ttuszczowe (MUFA) oraz wiglnasycone kwasy tluszczowe
(PUFA).

Tab. 37. przedstawidrednie procentowej zawakm kwasow ttuszczowych
w tkance tluszczowej szczuréw we wszystkich grupgastowych.

Tab. 37. Srednie procentowych zawartdci kwasow tluszczowych w tkance
tluszczowej szczuréw we wszystkich grupach testowlyc

reféf]‘iji “usz"gi‘zwy Nazwa zwyczajowa 150g STAN| 2509 STAN 250g HCOH250g NS| 250g NN
17,8 C14:.0 mirystynowy 3,7 2,9 1,6 14,7 0,8
19,4 Cl4:1 mirystooleinowy 0,2 0,2 0,0 0,6 0,0
21,4 C15:.0 pentadekanowy 0,5 0,5 0,2 0,1 0,1
24,9 C16:0 palmitynowy 24,6 26,6 27,8 27,4 13,5
26,1 Cil6:1 palmitooleinowy 4.8 5,9 3,3 6,4 1,4
28,3 C17:.0 heptadekanowy 0,4 0,3 0,2 0,1 0,1
29,4 c17:1 heptc:j;?anowy 0,3 0,4 0.1 0,1 0,0
31,4 C18:0 stearynowy 3,6 3,3 3,9 51 2,8
32,4 C18:1n-9C oleinowy 25,9 27,4 25,9 24,3 18,7
34,1 C18:2n-6 G linolowy 23,3 21,7 35,3 3,1 60,0
36,38 C18:3 n-6 gammalinolenowy 5,8 5,5 0,6 0,2 0,3
39,4 C18:3n3 linolenowy 0,6 0,6 0,2 0,0 0,2
41,72 C21:0 heneikozanowy 0,3 0,2 0,2 0,0 0,3
43,15 C22:0 behenowy 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3
441 C20:3 n-6 efli'gzsat%llenl:w 0,7 0,5 05 0,0 13
47,1 C20:4 n-6 arachidonowy 0,8 0,7 0,0 0,0 0,0
55,5 C20:5n-3 EPA 0,9 0,9 0,0 0,0 0,0
57,6 C22:6 n-3 DHA 1,6 15 0,0 0,0 0,0

W celu okrélenia typu rozktadu uzyskanych danych dla opisarnyskanikdw
w tkance tluszczowej szczurdmywionych diey standardow (grupa kontrolna 1509
STAN oraz grupa 2509 STAN ), dietvysokoweglowodanovy (250g HCOH), diet
wzbogacoan w nasycone kwasy tluszczowe (250g NS) oraz adwizbogacon

w nienasycone kwasy tluszczowe (250g NN) obliczoniary rozkladu. Zgodrig
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z rozktadem normalnym weryfikowano za poraotestu Shapiro-Wilka. Tab. 38.
przedstawia wartezi srednich oraz odchyfe standardowych (SD), wada mediany
oraz dolnych i gornych kwartyli, a ponadto wadigp uzyskane w teie Shapiro-Wilka
dla wszystkich badanych wskakow (SAT, UNSAT, MUFA oraz PUFA) we
wszystkich grupach testowych (150g STAN, 250g ST2RBDg HCOH, 250g NN oraz
250g NS).

Tab. 38. Wartcsci srednich oraz odchylea standardowych (SD), wartdci
mediany oraz dolnych i gérnych kwartyli oraz wartasci p uzyskane w técie
Shapiro-Wilka dla wszystkich badanych wskanikow (SAT, UNSAT, MUFA oraz
PUFA) we wszystkich grupach testowych tkance ttuszowej.

1509 STAN - TKANKA TEUSZCZOWA
SAT UNSAT PUFA MUFA
SREDNIA 35,0 65,0 33,7 MEDIANA 31,4
SD 3,4 3,4 2,6 DOLNY/GORNY KWARTYL| 30,9/32,4
p= 0,56 0,56 0,26 p= 0,21
250g STAN - TKANKA TtUSZCZOWA
SAT UNSAT PUFA MUFA
SREDNIA 34,9 65,1 31,3 MEDIANA 34,1
SD 1,4 1,4 2.3 DOLNY/GORNY KWARTYL| 33,6/35
p= 0,91 0,91 0,35 p= 0,25
250g HCOH - TKANKA TLUSZCZOWA
SAT UNSAT PUFA MUFA
SREDNIA 36,0 64,0 33,4 MEDIANA 30,5
SD 1,3 1,3 2,9 DOLNY/GORNY KWARTYL| 29,1/32,3
p= 0,49 0,49 0,49 p= 0,60
250g NS -TKANKA TEUSZCZOWA
SAT UNSAT PUFA MUFA
SREDNIA 65,3 34,7 7.7 MEDIANA 25,8
SD 3,1 3,1 1,7 DOLNY/GORNY KWARTYL| 25,3/28,8
p= 0,23 0,23 0,64 p= 0,042*
250g NN -TKANKA TtUSZCZOWA
SAT UNSAT PUFA MUFA
SREDNIA 21,4 78,6 56,7 MEDIANA 22,1
SD 0,8 0,8 1,4 DOLNY/GORNY KWARTYL| 21,1/22,3
p= 0,92 0,92 0,83 p= 0,08

* rGznica znamienna statystycznie (p < 0,05)

Rozktad danych zsumowanych watb odsetkowych kwaséw ttuszczowych
dla wskanika MUFA w grupie 250g NSiie jest rozkladem normalnym (p>0,05).
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W dalszych analizach statystycznych dla tego wska w tkance tluszczowe]
szczurdw byty przeprowadzone analizy nieparametrgcallatego dla ujednolicenia
wartadsci, w tab. 38. podano wadc mediany oraz dolnego i gérnego kwartylu dla
wszystkich grup testowych.

Rozktad danych zsumowanych wadb odsetkowych kwasow tluszczowych
we wskanikach SAT, UNSAT oraz PUFA we wszystkich badangalpach testowych

w tkance tluszczowej jest rozkladem normalnym (p5],

Ryc. 98. przedstawia zsumowane wéctoodsetkowych zawarfoi kwasow
ttuszczowych wskanika SAT w tkance tluszczowej szczurow we wszystlgcupach

testowych.

SAT

80
70
60
50

40ﬁ%:ij

30

w grupie SAT

20

Suma procentowych zawartosci kwaséw ttuszczowych

10 o Mediana
150gSTAN 250gSTAN 250gHCOH 250gNS 250gNN 52 250675%  eeven

Ryc. 98. Zsumowane wartéci odsetkowych zawartéci kwasow
tluszczowych wskadnika SAT w tkance tluszczowej szczurOw we wszystiic
grupach testowych.

We wszystkich badanych grupach testowych dla wska SAT wykazano
testem Shapiro-Wilka zgodéb z roktadem normalnym. Testem Levene’a wykazano
brak jednorodngi wariancji (p<0,05). W dalszych analizach statgshych
przeprowadzono testy nieparametryczne. Dla wykazam@nic w wartGci
odsetkowych zawargoi kwasow tluszczowych wskaika SAT pomedzy wszystkimi
testowymi grupami w tkance tluszczowej zastosowamest Kruskala-Wallisa.
Stwierdzono istotni statystycza (p<0,05). Dalsze pagtowanie weryfikacji hipotezy
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zerowej 0 braku rnic pomidzy grupami testowymi przeprowadzono testem post-ho
Dunn’a. Tab. 39. przedstawia waito p uzyskane w teie post hoc. Stwierdzono

roznice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 39. Wartdcsci p uzyskane w técie Dunn’a dla wskanika SAT w tkance
tluszczowej szczuréw (p<0,05).

Test Dunn'a Difference in | P < 0.05?
rank sum

1509 STAN vs 250 g STAN | 0,8333 No
150g STAN vs 250g HCOH | -2,083 No
150g STAN vs 250g NS -12,42 No
150g STAN vs 250g NN 11,58 No
250g STAN vs 250g HCOH | -2,917 No
250g STAN vs 250g NS -13,25 No
250g STAN vs 250g NN 10,75 No
250g HCOH vs 250g NS -10,33 No
250g HCOH vs 250g NN 13,67 No
250g NS vs 250g NN 24,00* Yes

* rdznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
Ryc. 99. przedstawia zsumowane wéetoodsetkowych zawar§oi kwasow

ttuszczowych wskanika UNSAT w tkance tluszczowej szczurOw we wszgstk

grupach testowych.

UNSAT

90

80 | :
=
70 t

eo-@ = =

50 |

tluszczowych
w grupie UNSAT

40 |

B

30 |

Suma procentowych zawartosci kwasoéow

20

! ! ’ ’ ’ O Mediana
150gSTAN 250gSTAN 250gHCOH 250gNS ] 25%|.75%
250gNN “T_ zakres nieodstajacy ch
Ryc. 99. Zsumowane wartéci odsetkowych zawartéci kwasow
tluszczowych wskanika UNSAT w tkance tluszczowej szczuréw we wszysth

grupach testowych.
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We wszystkich badanych grupach testowych dla wska UNSAT wykazano
testem Shapiro-Wilka zgod&b z roktadem normalnym. Testem Levene’a wykazano
brak jednorodngci wariancji (p<0,05). Ten fakt narzuca wykorzyséanv dalszych
analizach statystycznych testow nieparametryczniéh wykazania rénic w wartcci
odsetkowych zawarfoi kwasow tluszczowych wskaika UNSAT pomedzy
wszystkimi testowymi grupami w tkance tluszczowestosowano test Kruskala-
Walllisa. Stwierdzono istoté statystycza (p<0,05). Dalsze pogtowanie weryfikacji
hipotezy zerowej o braku zdic pomkdzy grupami testowymi przeprowadzono testem
post-hoc Dunn’a. Tab. 40. przedstawia ws&top uzyskane w teie post hoc.

Stwierdzono rénice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 40. Wartdsci p uzyskane w técie Dunn’a dla wskanika UNSAT
w tkance ttuszczowej szczuréw (p<0,05).

Test Dunn'a Difference in | P < 0.05?
rank sum

150g STAN vs 250 g STAN | -0,8333 No
150g STAN vs 250g HCOH | 2,083 No
150g STAN vs 250g NS 12,42 No
150g STAN vs 250g NN -11,58 No
250g STAN vs 250g HCOH | 2,917 No
250g STAN vs 250g NS 13,25 No
250g STAN vs 250g NN -10,75 No
250g HCOH vs 250g NS 10,33 No
250g HCOH vs 250g NN -13,67 No
250g NS vs 250g NN -24,00* Yes

* roznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
Ryc. 100. przedstawia zsumowane watadsetkowych zawargoi kwasow

tluszczowych  wskaika MUFA w tkance tluszczowej szczurdw we wszystki

grupach testowych.
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MUFA

38

36

34 E
= ]

30
28
26

24

. a

Suma procentowych zawarto$ci kwaséw ttuszczowych w grupie
MUFA

20 o Mediana
150gSTAN 250gSTAN 250gHCOH 250gNS 250gNN =2 2067 e
Ryc. 100. Zsumowane wartsci odsetkowych zawartéci kwasow

ttuszczowych wskanika MUFA w tkance tluszczowej szczurOw we wszystkh
grupach testowych.

W grupie 250g NS wykazano niezgodéa rokladem normalnym. W dalszych
analizach statystycznych wykorzystano testy nigpateyczne. Dla wykazania a0ic
w wartaci odsetkowych zawarfoi kwaséw tluszczowych wskaika MUFA
pomiedzy wszystkimi testowymi grupami w tkance tluszcepwzastosowano test
Kruskala-Wallisa. Stwierdzono istot§io statystycza (p<0,05). Dalsze pogtowanie
weryfikacji hipotezy zerowej o braku mdic pomkdzy grupami testowymi
przeprowadzono testem post-hoc Dunn’a. Tab. 4ledstawia wart&i p uzyskane

w tescie post hoc. Stwierdzonozdice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 41. Wartcsci p uzyskane w técie Dunn’a dla wskanika MUFA
w tkance ttuszczowej szczuréw (p<0,05).

Test Dunn'a Difference in | P < 0.05?
rank sum

150g STAN vs 250 g STAN | -6,417 No
150g STAN vs 250g HCOH | 2,417 No
150g STAN vs 250g NS 8,667 No
150g STAN vs 250g NN 16,17 Yes
250g STAN vs 250g HCOH | 8,833 No
250g STAN vs 250g NS 15,08* Yes
250g STAN vs 250g NN 22,58* Yes
250g HCOH vs 250g NS 6,250 No
250g HCOH vs 250g NN 13,75 No
250g NS vs 250g NN 7,500 No

* rdznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Ryc. 101. przedstawia zsumowane watadsetkowych zawargoi kwasow
tluszczowych wskaika PUFA w tkance tluszczowej szczuréw we wszystijrupach

testowych.
PUFA
70
Z 60} 1
g _ R
=5 50t ]
w o
S o
g2
£5 %
o5 |
g 3
SR 20}
s 2
©
- &
z i
0 : : ; ) ’ o $rednia
150gSTAN 250gSTAN 250gHCOH 250gNS 250 [ $rednia+Odch.std
gNN “T— $rednia+2*Odch.std
Ryc. 101. Zsumowane wartéci odsetkowych zawartéci kwasow

tluszczowych wskanika PUFA w tkance tluszczowej szczurow we wszystk
grupach testowych.

We wszystkich grupach testowych dla wak&a PUFA wykazano zgod&é
z rokladem normalnym. W dalszych analizach statgstych testem Levene’a
(p>0,05).

przeprowadzenie jednoczynnikowej analizy waria(BNOVA). Stwierdzono istotng

wykazano jednorodrs¢ wariancji Uzyskane wyniki pozwolity na
statystycza (p<0,05). Dla wykazania #hic w wartgci odsetkowych zawargoi
kwaséw tluszczowych wskaika PUFA pomgdzy grupami testowymi w tkance
tluszczowej postiono s¢ testem post-hoc Tukeya. Tab. 42. przedstawia wario

uzyskane w teie post hoc. Stwierdzonozdice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 42 Wartosci p uzyskane w técie Tukeya dla wskanika PUFA
w tkance ttuszczowej szczuréw (p<0,05).

150G STAN | 250G STAN 250G HCOH 250GN$ 250G NN
150gSTAN
2509STAN 0,324210
250gHCOH 0,999677 0,516000
250gNS 0,000130* 0,000130* 0,000130*
250gNN 0,000130* 0,000130* 0,000130* 0,000130*

* rdznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Ryc. 102. przedstawia histogram Zeednimi wart@ciami wskanikow SAT,
UNSAT, MUFA oraz PUFA w tkance tluszczowej we wdkyjch grupach testowych.

Srednia warto $¢ wskaznikdw SAT, UNSAT, MUFA oraz PUFA w
tkance tluszczowej szczuréw

80,0

70,0

60,0

40,0

30,0 T

20,0 T

00

Sredniawarto $¢é odsetkowa kwaséw tluszczowych

SAT UNSAT PUFA MUFA

@ Dieta standardow a

m Dieta wys okow gglow odanow a

[ Dieta wzbogacona w nasycone kwasy tluszczowe

1 Dieta wzbogacona w nienasycone kwasy ttuszczowe

Ryc. 102.Srednia warto$é¢ wskaznikow SAT, UNSAT, PUFA oraz MUFA
w tkance ttuszczowej szczurow
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7.3. Profil lipidowy oraz stezenie glukozy

Przy wyciu standardowych zestawéw do analiz metsgdektrofotometryczn
zostaly oznaczone ¢gkenie glukozy, a tale stzenie cholesterolu catkowitego,
triacylogliceroli oraz cholesterolu frakcji HDL weszystkich grupach testowych (150g
STAN, 250g STAN, 250g HCOH, 250g NN oraz 250g NS).

Glukoza

W celu okrglenia typu rozktadu uzyskanych danych dlazshia glukozy
w surowicy krwi szczurowywionych diey standardow (grupa kontrolna 150g STAN
oraz grupa 250g STAN ), dietwysokoweglowodanovwq (2509 HCOH), diet
wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe (250g NS) oraz adwizbogacon
w nienasycone kwasy tluszczowe (250g NN) obliczoniary rozkladu. Zgodrig
z rozktadem normalnym weryfikowano za poraotestu Shapiro-Wilka. Tab. 43.
przedstawia wartzi srednich oraz odchyfe standardowych, a ponadto wab p
uzyskane w te&cie Shapiro-Wilka we wszystkich grupach testowyth0g STAN, 2509
STAN, 250g HCOH, 250g NN oraz 250g NS).

Tab. 43. Statystyki opisowe - glukoza

Statystyki opisowe - glukoza
Srednia Odch.std p=
Glukozal50g STAN 7,98 1,28 0,052
Glukoza250g STAN 9,33 1,06 0,42
Glukoza250g HCOH 10,32 1,82 0,72
Glukoza250g NS 9,96 1,32 0,54
Glukoza250g NN 11,01 0,56 0,21

Rozktad danych dla gtenia glukozy w surowicy krwi szczurow we wszystkich

badanych grupach testowych jest rozkladem normalimyr@,05).

Ryc. 103. przedstawia wasm skzen glukozy w surowicy krwi szczuréw we

wszystkich grupach testowych.
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Stezenie glukozy [mmol/l]
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15098TAN 25OQSTAN 2509HCOH ZSOgNS ZSOgNN —T_ Srednia+2*Odch.std

Ryc. 103. Wartaici stezen glukozy w surowicy krwi szczurow we wszystkich
grupach testowych

We wszystkich badnych grupach wykazano testem lefgefjednorodnét

wariancji (p>0,05). Uzyskane wyniki pozwolity nazeprowadzenie jednoczynnikowe;j

analizy wariancji

(ANOVA).

Stwierdzono

istoth® statystycza (p<0,05).

Dla wykazania rénic dla stzen glukozy pom¢dzy grupami testowymi postono se

testem post-hoc Tukeya. Tab. 44. przedstawia @rfp uzyskane w teie post hoc.

Stwierdzono rénice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 44. Wartosci p uzyskane w técie Tukey'a dla sezen cholesterolu
frakcji HDL w surowicy krwi szczurow (p<0,05).

1509 STAN | 2509 STAN| 250g HCOH 2509 NS 250g NN
150g STAN
250g STAN | 0,384895
250g HCOH | 0,029601* 0,661046
250g NS 0,086839 0,910546 0,986694
250g NN 0,003269* 0,182748 0,881925 0,614172

* roznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Cholesterol catkowity

W celu okrglenia typu rozktadu uzyskanych danych dlezehia cholesterolu
catkowitego w surowicy krwi szczuréwywionych diet standardow (grupa kontrolna
150g STAN oraz grupa 250g STAN ), dietysokoweglowodanow (250g HCOH),
dieta wzbogacon w nasycone kwasy ttuszczowe (250g NS) orazadretbogacon
w nienasycone kwasy tluszczowe (250g NN) obliczoniary rozktadu. Zgodrig
z rozktadem normalnym weryfikowano za poraotestu Shapiro-Wilka. Tab. 45.
przedstawia warkzi srednich oraz odchyfe standardowych, a ponadto wab p
uzyskane w te&cie Shapiro-Wilka we wszystkich grupach testowyth0g STAN, 2509
STAN, 250g HCOH, 250g NN oraz 250g NS).

Tab. 45. Statystyki opisowe — cholesterol catkowity

Statystyki opisowe - cholesterol catkowity
Srednia | Odch.stand. =
Chol. Catk. 150g STAN 1,85 0,16 0,18
Chol. Catk. 250g STAN 1,31 0,47 0,68
Chol. Catk. 250g HCOH 1,60 0,40 0,07
Chol. Catk. 250g NS 2,08 0,23 0,93
Chol. Catk. 250g NN 2,02 0,11 0,29

Rozktad danych dla @tenia cholesterolu catkowitego w surowicy krwi
szczurow we wszystkich badanych grupach testowwst jozkiadem normalnym
(p>0,05).

Ryc. 104. przedstawia wastm sikzen cholesterolu catkowitego w surowicy

krwi szczuréw we wszystkich grupach testowych.

-119 -



WYNIKI

Cholesterol catkowity
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Ryc. 104. Wartcci stezen cholesterolu catkowitego w surowicy krwi
szczurow we wszystkich grupach testowych.

Rozklad danych stenia cholesterolu catkowitego we wszystkich badhnyc
grupach testowych jest rozktadem normalnym (p>0,0®stem Levene’a wykazano
brak jednorodnéci wariancji (p<0,05). W dalszych analizach statgshych
wykorzystano testy nieparametryczne. Dla wykazadtaic w stzeniach cholesterolu
catkowitego w surowicy krwi szczuréw pogdizy wszystkimi testowymi grupami
w zastosowano test Kruskala-Wallisa. Stwierdzonotngs¢ statystycza (p<0,05).
Dalsze posfpowanie weryfikacji hipotezy zerowej o brakuzm@& pomidzy grupami
testowymi przeprowadzono testem post-hoc Dunn’d. B&. przedstawia wada p
uzyskane w teie post hoc. Stwierdzonozdice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 46. Wartasci p uzyskane w técie Dunn’a dla sgzen cholesterolu
catkowitego w surowicy krwi szczurow (p<0,05).

Test Dunn‘a Difference in | P < 0.05?
rank sum

150g STAN vs 250 g STAN | 7,750 No
150g STAN vs 250g HCOH | 3,917 No
150g STAN vs 250g NS -8,167 No
150g STAN vs 250g NN -7,667 No
250g STAN vs 250g HCOH | -3,833 No
250g STAN vs 250g NS -15,92* Yes
250g STAN vs 250g NN -15,42* Yes
250g HCOH vs 250g NS -12,08 No
250g HCOH vs 250g NN -11,58 No
250g NS vs 250g NN 0,5000 No

* rdznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Triacyloglicerole

W celu okrélenia typu rozkiadu uzyskanych danych dlagzehia
triacylogliceroli w surowicy krwi szczuréwzywionych dief standardow (grupa
kontrolna 150g STAN oraz grupa 250g STAN ), gisysokoweglowodanovy (2509
HCOH), diet wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe (250g NS) orazadiet
wzbogacoa w nienasycone kwasy tluszczowe (250g NN) obliczamary rozktadu.
Zgodna¢ z rozkladem normalnym weryfikowano za pomoestu Shapiro-Wilka. Tab.
47. przedstawia wargoi mediany oraz dolnych i gornych kwartyli, a potadartgci
p uzyskane w teie Shapiro-Wilka we wszystkich grupach (150g STARS0g STAN,
250g HCOH, 250g NN oraz 250g NS).

Tab. 47. Statystyki opisowe - triacyloglicerole

Statystyki opisowe - triacyloglicerole
Srednia Odch.stand. p=
TAG150g STAN 0,63 0,16 0,39
TAG250g STAN 0,92 0,45 0,45
TAG250g HCOH 3,14 2,09 0,45
TAG250g NS 6,03 0,83 0,12
TAG250g NN 2,53 0,52 0,67

Rozktad danych dla gtenia triacylogliceroli w surowicy krwi szczurow we

wszystkich badanych grupach testowych jest rozkiadermalnym (p>0,05).

Ryc. 105. przedstawia wakm skzen triacylogliceroli w surowicy krwi

szczurow we wszystkich grupach testowych.
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Triacyloglicerole
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Ryc. 105. Wartaci stezen triacylogliceroli w surowicy krwi szczurow we
wszystkich grupach testowych.

Rozktad danych stenia cholesterolu catkowitego we wszystkich badanyc
grupach testowych jest rozkiadem normalnym (p>0,0®stem Levene’a wykazano
brak jednorodngi wariancji (p<0,05). W dalszych analizach statgshych
wykorzystano testy nieparametryczne. Dla wykazam@znic w stzeniach
triacylogliceroli w surowicy krwi szczuréw poruzy wszystkimi testowymi grupami w
zastosowano test Kruskala-Wallisa. Stwierdzono tnség statystycza (p<O0,05).
Dalsze posfpowanie weryfikacji hipotezy zerowej o brakwzm@& pomidzy grupami
testowymi przeprowadzono testem post-hoc Dunn’d. B&8. przedstawia waldo p

uzyskane w teie post hoc. Stwierdzonozdice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 48. Wartosci p uzyskane w técie Dunn’a dla sizen triacylogliceroli w
surowicy krwi szczuréw (p<0,05).

Test Dunn'a Difference in | P < 0.05?
rank sum

150g STAN vs 250 g STAN | -3,500 No
150g STAN vs 250g HCOH | -13,75 No
150g STAN vs 250g NS -13,08 No
150g STAN vs 250g NN -21,75* Yes
250g STAN vs 250g HCOH | -10,25 No
250g STAN vs 250g NS -9,583 No
250g STAN vs 250g NN -18,25* Yes
250g HCOH vs 250g NS 0,6667 No
250g HCOH vs 250g NN -8,000 No
250g NS vs 250g NN -8,667 No

* rdznica znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Cholesterol frakcji HDL

W celu okrglenia typu rozktadu uzyskanych danych dlezehia cholesterolu
frakcji HDL w surowicy krwi szczuréwywionych diet standardow (grupa kontrolna
150g STAN oraz grupa 250g STAN ), dietysokoweglowodanow (250g HCOH),
dieta wzbogacon w nasycone kwasy ttuszczowe (250g NS) orazadretbogacon
w nienasycone kwasy tluszczowe (250g NN) obliczoniary rozktadu. Zgodrig
z rozktadem normalnym weryfikowano za poraotestu Shapiro-Wilka. Tab. 49.
przedstawia warti przedstawia wartei srednich oraz odchyfestandardowych (SD),
a ponadto wartei p uzyskane w teie Shapiro-Wilka we wszystkich grupach (150g
STAN, 250g STAN, 250g HCOH, 250g NN oraz 250g NS).

Tab. 49. Statystyki opisowe - cholesterol HDL

Statystyki opisowe - cholesterol HDL
Srednia Odch.std p=
HDL 150g STAN 0,90 0,08 0,77
HDL 250g STAN 0,97 0,11 0,92
HDL 2509 HCOH 1,04 0,21 0,79
HDL 250g NS 0,97 0,09 0,64
HDL 250g NN 1,41 0,19 0,74

Rozktad danych dla @tenia cholesterolu frakcji HDL w surowicy krwi

szczurow we wszystkich badanych grupach testowywst jozktadem normalnym
(p>0,05).

Ryc. 106. przedstawia waktm sikzen cholesterolu frakcji HDL w surowicy
krwi szczuréw we wszystkich grupach testowych.
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Cholesterol frakcii HDL
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Ryc. 106. Wartgci stezen cholesterolu frakcji HDL w surowicy krwi

szczurow we wszystkich grupach testowych.

We wszystkich badnych grupach wykazano testem lefgefjednorodnét
wariancji (p>0,05). Uzyskane wyniki pozwolity nazpprowadzenie jednoczynnikowe;j
(ANOVA). Stwierdzono Dla

wykazania ranic dla stzen cholesterolu frakcji HDL pomdzy grupami testowymi

analizy wariancji istothid statystycza (p<0,05).

postwzono s¢ testem post-hoc Tukeya. Tab. 50. przedstawia warfp uzyskane w

tescie post hoc. Stwierdzonomdice istotne statystycznie (p<0,05).

Tab. 50. Wartosci p uzyskane w técie Tukeya dla sgzen glukozy
w surowicy krwi szczurdw (p<0,05).

150g STAN | 2509 STAN| 2509 HCOH 250g NS 250g NN
150g STAN
250g STAN | 0,899150
250g HCOH |  0,432464 0,913052
250g NS 0,925767 0,999991 0,884075
250g NN 0,000155* | 0,000364* | 0,002083* | 0,000312*

* roznica znamienna statystycznie (p < 0,05)

Ryc. 107. przedstawia histogram&ednimi wartéciami stzen parametrow profilu

lipidowego oraz glukozy w surowicy krwi we wszystkigrupach testowych.
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Profil lipidowy oraz st ezenie glukozy w surowicy
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Ryc. 107. Profil lipidowy oraz s¢zenie glukozy w surowicy krwi szczurow

W tab. 51-53. przedstawioriednie wartéci ekspresji mMRNA dla badanych
izoform enzymdéw orazrednie wartéci wskanikbw SAT, UNSAT, MUFA oraz
PUFA w wybranych modelach tkankowych, a Zakrednie wartéci oznaczanych
parametrow profilu lipidowego orazegenia glukozy w surowicy krwi.

Tab. 51 Wartosci srednich oznaczanych parametréw w tkance wtrobowej
szczurow zywionych dietag standardows, dieta wysokoweglowodanows, dieta
wzbogacor w nasycone kwasy ttuszczowe oraz digtwzbogacom w nienasycone
kwasy tluszczowe.

Strzatki wskazuyj na kierunek zmian wzgllem wartéci parametrow
oznaczonych w tkanceatvobowej zwierat zywionych dief standardow.
TKANKA DIETA DIETA DIETA DIETA
WATROBOWA STANDARDOWA WYSOKOWEGLO- | WZBOGACONA W WZBOGACONA W
WODANOWA NASYCONE NIENASYCONE
KWASY KWASY
TLUSZCZOWE TLUSZCZOWE
Elongaza 2 80,2 81,2 () 83,8 () 73,5()
Elongaza 5 79,4 98,9 () 117,1 ¢) 100,5 ¢)
Elongaza 6 73,6 84,8 () 104,5 ¢) 91,3 ()
D5 desaturaza 92,9 97,3 () 103,0 ¢) 80,5 ()
D6 desaturaza 90,6 107,7 ¢) 140,5 ¢) 95,2 ()
Izoforma 1 stearylo- 84,9 143,4 ¢) 94,5 () 100,0 ¢)
CoA desaturazy
Izoforma 2 stearylo- 88,9 103,1 Q\) 102,9 ¢) 75,2 (l)
CoA desaturazy
SAT 37,2 38,7 () 47,1 ¢) 31,1()
UNSAT 62,8 61,3 () 52,9 () 68,9 (1)
MUFA 15,4 28,1 () 26,3 () 17,2 ()
PUFA 44,7 33,2 () 26,5 () 5L,7()

- 125 -



WYNIKI

Tab. 52. Wartasci srednich oznaczanych parametrow w tkance ttuszczowej
szczurow zywionych dieta standardows, dieta wysokoweglowodanows, dieta
wzbogacory w nasycone kwasy ttuszczowe oraz digtvzbogacor w nienasycone
kwasy ttuszczowe.

Strzatki wskazuyj na kierunek zmian wzgllem wartéci parametrow
oznaczonych w tkance tluszczowej zwigirzywionych dieg standardow.
TKANKA DIETA DIETA DIETA DIETA
TLUSZCZOWA STANDARDOWA WYSOKOW EGLO- WZBOGACONA WZBOGACONA
WODANOWA W NASYCONE W NIENASYCONE
KWASY KW ASY
TLUSZCZOWE TLUSZCZOWE
Elongaza 2 82,9 65,8(1) 104,6 () 71,5 ()
Elongaza 5 73,3 104,7 ¢) 114,1 ¢) 103,4 ()
Elongaza 6 72,3 84,2 () 106,8 ¢) 85,9 ()
D5 desaturaza 76,1 93,0 () 95,0 () 74,5 ()
D6 desaturaza 116,6 90,2 () 132,7 () 90,6 ()
Izoforma 1 stearylo- 83,8 142,0 () 108,9 ) 102,0 ¢)
CoA desaturazy
Izoforma 2 stearylo- 97,9 90,6 (1) 128,4 () 88,1 ()
CoA desaturazy
SAT 34,9 36,0 () 65,3 (1) 21,4 ()
UNSAT 65,1 64,0 (1) 34,7 () 78,6 ()
MUFA 33,9 30,6 (1) 27,0 () 21,9 ()
PUFA 31,3 33,4 () 7,7(1) 56,7 ()

Tab. 53. Wartdsci srednich oznaczanych parametréw w surowicy krwi szazréw
zywionych dieta standardowa, dieta wysokoweglowodanows, dieta wzbogacora w
nasycone kwasy tluszczowe oraz diet wzbogacom w nienasycone kwasy
tluszczowe.

Strzatki wskazuyj na kierunek zmian wzgllem wartéci parametrow
oznaczonych w surowicy krwi zwieatzzywionych die standardow.
SUROWICE DIETA DIETA DIETA DIETA
STANDARDOWA WYSOKOW EGLO- WZBOGACONA WZBOGACONA
WODANOWA W NASYCONE w
KWASY NIENASYCONE
TLUSZCZOWE KWASY
TLUSZCZOWE
Glukoza [mmol/l] 9,3 10,3 ¢) 10,0 ¢) 11,0 ¢)
Triacyloglicerole 0,9 3,1() 6,0 250
[mmol/l]
Cholesterol 1,3 16®1) 210 200
caltkowity
[mmol/l]
Cholesterol 1,0 1,0(-) 1,0(-) 1,49)
frakcji HDL
[mmol/l]
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8. DYSKUSJA

Kwasy tluszczowe to heterogenna grupaazidw. W organizmie petairole
budulca bton fosfolipidowych, materialu energety®gao oraz $ odpowiedzialne za
migdzykomérkow transdukaj sygnatu. Sktad oraz struktura kwasow ttuszczowych
determinug prawidtowa budowe oraz funkcjonowanie komorki. Wlaiwy stosunek
nienasyconych do nasyconych kwaséw ttuszczowychywsgotna dynamik reakciji
zachodzcych w obebie btony komdrkowej. Zmiany tego stosunkuagpowiedzialne
za rozwdj ranych schorz& m.in. choréb uktadu keenia, otytgci, cukrzycy,
nadcknienia ttniczego, chordb neurologicznych, zabuirzeodporndci oraz
nowotworow. Kwasy tluszczowea swaznymi regulatorami w kontroli homeostazy
energetycznej u ssakow. Zwaki te @ syntetyzowaneade novolub s dostarczone
z diet. Procesy kataboliczne oraz anaboliczne kwaséwzdamvych podlegaj
wzajemnej kontroli regulowanej indywidualnym zapetvowaniem tkanek.
Wymienione efekty dziatania as tkankowo-specyficzne. W tkance atnobowej,
glbwnym naradzie utrzymujcym homeostaz organizmu, przebiegaj reakcje
odpowiedzialne zaréwno za syn¢epraz utlenianie kwaséw ttuszczowych. Tkanka
tluszczowa spetnia przede wszystkim furkejagazynujca kwasy ttuszczowe, ktorej
rezerwy energetyczney siwalniane w sytuacji niedoboru substratow energetych
w organizmie.

Kwasy tluszczowe magulega reakcjom elongacji oraz reakcjom desaturacji,
katalizowanym odpowiednio przez elongazy idesaturkwaséw tluszczowych.
Endogenne i egzogenne kwasy tluszczowe stang@uie roznorodnych zwizkéw
lipidowych, ktore jednoczmie bior udziat w regulacji syntezy nowych kwasow
tluszczowych poprzez wplyw na ekspregnzymow lipogennych, a $ndd nich na
ekspresj elongaz i desaturaz. Ekspresja elongaz | desaesaregulowana przez digt
a take przez hormony oraz czynniki transkrypcyjne.

Elongazy (EC 2.3.1.) oraz desaturazy (EC 1.14.1@askw ttuszczowych to
enzymy Kkatalizujce przemiany, ktérych produktami :xasycone oraz nienasycone
diugotaacuchowe kwasy ttuszczowe. Rodziny tych enzyméw gprgh  powszechnie
zarowno u rélin jak i zwierat. Mozliwos¢ biosyntezy puli rénych kwaséw
tluszczowych jest charakterystyczna wellde gatunku, poniewajest determinowana
przez wzajemne kombinacje ¥awych elongaz i desaturaz. Badania eksperymentalne
dotyczice tych enzymow asintensywnie prowadzone w ostatnich latach, wazwi
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z odkryciem nowej funkcji kwaséw tluszczowych jakigandéw dla czynnikéw
transkrypcyjnych.

Tkanka watrobowa ze wzgidu na ztaoncs¢ przemian metabolicznych oraz
utrzymanie homeostazyeglowodanowo-lipidowej catego organizmu jest przeohern
wielu bada. W celu zbadania ekspresji dla elongaz i desatwgkorzystywano przede
wszystkim zwierzta laboratoryjne takie jak myszy oraz szczury. zZnacwiksza¢
bada prowadzona byta na zwietach modyfikowanych genetycznie, nokautowanych
pod wzgédem gendéw lub modelach choréb, oraz w hodowlach ckkawych,
co umaliwito w znacznym stopniu (zamiast precyzyjne) paaie mechanizméw
regulupcych ekspresgj gendw dla elongaz i desaturaz. Badany byt wptytadikkow
pokarmowych — glukozy i kwasow ttuszczowych orarmenow [58,110,113,139,142-
144]. Eksperymenty dotygeze regulacji na poziomie transkrypcji z wykorzysesam
czynnikdéw transkrypcyjnych takich jak PPAR, SREBBXR oraz ChREBP
przeprowadzone bylty przede wszystkim na modyfikoygAngenetycznie myszach.
Badane enzymy wykazuppecyfik substratow, tkankows oraz gatunkow. Zatem nie
wszystkie wyniki uzyskane w niniejszej pracy mogiostg wyttumaczone
w odniesieniu do publikowanych prac ze wzhyl na ré@norodnd¢ modelu
doswiadczalnego.

W niniejszej pracy badano wplyw diety standardowejliety
wysokoweglowodanowej, diety wzbogaconej w nasycone kwasyztizowe oraz diety
wzbogaconej w nienasycone kwasy ttuszczowe na eggpmRNA dla wybranych
elongaz i desaturaz w tkanceitrebowej oraz tkance ttuszczowej szczurow. B@pad
elongaz badano ekspresgoformy 2, 5 oraz 6, natomiast $pdd desaturaz badano
ekspresj izoformy A5, A6 orazA9. A9 desaturaza (stearoyl-CoA desaturase, SCD)
wystepuje w tkankach szczurow w dwoch izoformach oznageb odpowiednio jako
Scdl oraz Scd2. Nie badano ekspresji MRNA dla @ond., poniewa dwukrotnie
zaprojektowane primery, po wykonaniu analizy tekhRT-PCR wykazatly obeckoé
produktéw niespecyficznych, co mogtoby negatywnigtyna¢é na prawidtowe
oznaczenie poziomu ekspresji mMRNA dla tej elongalig.badano ekspresji mMRNA dla
elongazy 7, ktora jest najnowspoznan elongaz i podana w bazie Entrez Gene
sekwencja nukleotydow nie zostata zatwierdzonagmaatitrudnito to zaprojektowanie
odpowiednich primerow dla tej izoformy. Nie oznasacekspresji MRNA dla elongazy
3 oraz elongazy 4, poniewapecyfika tkankowa tych enzymoéw odbiega od wybcany

modeli tkankowych. Elongaza 3 jest specyficzna ti#anki skérnej oraz brunatnej
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tkanki ttuszczowej oraz elongaza 4 jest specyficdiaasiatkdwki. W niniejszej pracy
oznaczono sklad kwaséw ttuszczowych lipidéw catikgehh metod chromatografii
gazowej oraz profil lipidowy i gtenie glukozy w surowicy krwi zwiegt. Nalery
ZwWrocik uwag, ze wyniki uzyskane dla zwiegzo wadze 150 gramowywionych die
standardow stanowity punkt wyjcia dla zwierat o wadze 250 gramoéwvrywionych
dieta standardow, diety wysokoweglowodanowd, diety wzbogacoa w nasycone kwasy
ttuszczowe oraz dietwzbogacoa w nienasycone kwasy tluszczowe. W interpretacii
wynikéw, dla wykazania tic lub ich braku, wykorzystano wyniki tylko dla mwzat

0 wadze 250 gramow, aby wyklugzydziat innych ni dieta czynnikow.

W przeprowadzonych badaniach, w tkancgrabowej oraz tkance ttuszczowej
zwierzat zywionych diet standardow, dies wysokoweglowodanow, diety
wzbogacon w nienasycone kwasy tluszczowe oraz giezbogacoa w nasycone
kwasy ttuszczowe wykazano ekspeegendw dla elongazy 2, 5 oraz 6 oraz Aty A6
orazA9 desaturazy (izoformy 1 oraz izoformy 2).

Wyniki analizy chromatograficznej interpretowandgaprocentow zawart@¢
kwaséw tluszczowych. Uzyskane wakbzostaty pogrupowane zgodnie ze stopniem
nasycenia tcuchéw kwasoOw ttuszczowych: nasycone kwasy tluszezdSAT),
nienasycone kwasy ttuszczowe (UNSAT), jednonienaisgc kwasy tluszczowe
(MUFA) oraz wielonienasycone kwasy ttuszczowe (PYFA

Analiza chromatograficzna wykazata odmienne waitavskanikow (SAT,
UNSAT, MUFA oraz PUFA) w tkance atrobowej szczuréw. W hepatocytach, dla
wskaznika SAT wykazano porownywalne wastd przy zastosowaniu diety
standardowej oraz diety wysokeglowodanowej. ll6¢ dostarczanych nasyconych
kwasoéw ttuszczowych poridzy diety standardow oraz diej wysokoweglowodanovi
mogta s¢ nieznacznie rini¢, co ttumaczytoby poréwnywalne poziomy w zawécio
nasyconych kwaséw tluszczowych. W poréwnaniu z adstandardow wykazano
wigksza procentow zawarté¢ nasyconych kwasow tluszczowych dla diety
wzbogaconej w nasycone kwasy tluszczowe oraz nmigpgocentovy zawart@¢
nasyconych kwaséw tluszczowych dla diety wzbogacomenienasycone kwasy
tluszczowe. Nie wykazano znamiennych statystyczoimic w wartgci wskanika
SAT w tkance wtrobowej pom¢dzy grum karmiory diety standardow i dieta
wzbogacon w nasycone kwasy tluszczowe oraz grigarmiory dieta standardow

I wzbogacon w nienasycone kwasy tluszczowe. Kwasy ttuszczolexoe w tkankach

- 129 -



DYSKUSJA

pochodz z syntezy endogennej oraz diety, zatem w przypatikty wzbogaconej
w nasycone kwasy ttuszczowe (90% skladu oleju kokego to nasycone kwasy
tluszczowe) zwikszona jest zawarté tego typu kwasow w tkance awwobowe;.
W przypadku diety wzbogaconej w nienasycone kwassztzowe (10% skiadu oleju
z krokosza barwierskiego to nienasycone kwasy tkmze), zawart@d nasyconych
kwasow tluszczowych w tkance atkobowej byta nisza w poréwnaniu z digt
standardow. Wartagci wskanika SAT wykazaly znamiendé statystycza pomkdzy
grupa zywiona dieta wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe oraz grugwiona
dieta wzbogacon w nienasycone kwasy tluszczowe.

Dla wskanika UNSAT w tkance wtrobowej szczuréw wykazano podobne
wartasci przy zastosowaniu diety standardowej oraz dieypokoweglowodanowej.
W poréwnaniu z digt standardow wykazano mniejsg procentovy zawart@c¢
nienasyconych kwaséw tluszczowych w atmebie zwierat zywionych dieg
wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe orazekgiza procentow zawartdé
nienasyconych kwaséw ttuszczowych dla diety wzbogef w nienasycone kwasy
tluszczowe. Poniewakwasy tluszczowe obecne w tkankach pochodzsyntezy
endogennej oraz diety, naturalnym zjawiskiem wydsie by¢ w przypadku diety
wzbogaconej w nienasycone kwasy ttuszczowegksviona zawartg nienasyconych
kwasow tluszczowych w tkance atkobowej. Przy niskiej zawaroi lub braku
nienasyconych kwasow tluszczowych w diecie, jak naypadku diety wzbogaconej
w nasycone kwasy tluszczowe, zawéftonienasyconych kwasow ttuszczowych
w tkance witrobowej byta nisza w poréwnaniu z digtstandardow. Wartaci
wskaznika UNSAT wykazaty znamiensé statystycza pomidzy grup zywiona dieta
wzbogacon w nasycone kwasy tluszczowe oraz grufywiona dieta wzbogacon
W nienasycone kwasy tluszczowe.

Dla wskanika MUFA w tkance wtrobowej wykazano odmienne waitn
W poréwnaniu z digt standardow, zawarté¢ jednonienasyconych kwasow
tluszczowych (MUFA) w wtrobie zwierat karmionych diet wysokoweglowodanowy
oraz dieq wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe wykazatazsae wartéci.
Rdéznice byly istotne statystycznie. Nie zaobserwowabimic w wartgci wskanika
MUFA w watrobie zwierat pozostajcych na diecie wzbogaconej w nienasycone
kwasy tluszczowe, a diecie standardowej, wynik vegkdorak istotnéci statystyczne;.
Zywienie zwierat diets wysokoweglowodanowy, powoduje kaskad procesow

metabolicznych, ktorych skutkiem jest zkézone wydzielanie insuliny. Hormon
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aktywuje poprzez czynnik transkrypcyjny SREBP, ¢srzory ekspresj elongazy 6
oraz izoformy 1 desaturazy stearylo-CoA (Scdl), akatjacych syntez
jednonienasyconych kwasow tluszczowych. W ¢msym pémiennictwie autorzy
ttumacz takze regulaci ekspresji genéw dla elongaz i desaturaz pod wplywe
glukozy. Monosacharyd dziata poprzez czynnik trays&yjny ChREBP, powdzany

z MIx. Badania przeprowadzone w hodowli komérekrabowych [143] pokazatyze
takiej regulacji sp&rod elongaz i desaturaz podleg#ylko elongaza 6 oraz izoforma
1 desaturazy stearylo-CoA (Scdl). W przeprowadaonyadaniach ekspresja tych
enzymow w tkance utrobowej szczuréw karmionych dietvysokoweglowodanovy
byla wyzsza ni ekspresja tych enzymow w atwobie szczuréwzywionych dieg
standardow. Wyniki analizy statystycznej wykazaty znamiethicstatystycza dla
desaturazy stearylo-CoA (Scdl) oraz tendestiatystycza w przypadku ekspresji dla
elongazy 6 (p=0,051). Zekszory syntez jednonienasyconych kwasow tluszczowych
(MUFA) w tkance wtrobowej szczurow karmionych dietvysokoweglowodanow
moze wspomaga dodatkowo wysza ekspresja izoformy 2 desaturazy stearylo-CoA
(Scd2). Nieliczne dane z4gpniennictwa podaj specyfik; tkankows dla dwoch izoform
desaturazy stearylo-CoA w tkankach szczuréw, weftidie wykazano ekspresji mMRNA
dla Scd2 w wtrobie szczurow. Dane pochadz kaca lat '90 i nie zostaly
uaktualnione [17]. M#liwe, ze zastosowane wowczas metody cechowata niskasézuto
ktora uniemaliwita precyzyjne oznaczenie ekspresji. W przeprdaanych badaniach
wykazano wyrana ekspresj Scd2 w tkance wirobowej oraz znaczny wzrost ekspres;ji
dla tej izoformy u zwiergt zywionych dief wysokoweglowodanowd, w poréwnaniu

z dieyy standardow. R&nica jest znamienna statystycznie. Prawdopodohmieez
podobigstwo strukturalne do izoformy Scdl, regulacja izofp Scd2 rownig
dokonuje s} przez wspomniane czynniki transkrypcyjneadstzrozumiata jest
podwyzszona ekspresja izoformy Scd2 w tkancgrebowej szczuréwywionych diet
wysokoweglowodanowy.

W tkance witrobowej szczurowzywionych diey wzbogacom w nasycone
kwasy tluszczowe wykazano wsza zawartd¢ jednonienasyconych kwasow
tluszczowych (MUFA) w porownaniu z dietstandardow. W przeprowadzonych
badaniach stwierdzono gz ekspresj dla izoformy 1 oraz izoformy 2 desaturazy
stearylo-CoA w tkance gtrobowej szczurowywionych diet wzbogacoa w nasycone
kwasy tluszczowe w poréwnaniu do ekspresji w tkamwegtrobowej szczurow

zywionych diet standardow. Wyniki analizy statystycznej przeprowadzonych dsad
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wykazup tendenagi (p=0,0507) w przypadku izoformy Scdl oraz znamosén
statystycza dla izoformy Scd2. Nasycone kwasy tluszczowe inglukekspresj
izoformy Scdl, maiwe, ze take izoformy Scd2 [70]. W wtrobie zwierat zywionych
dieta wzbogacon w nasycone kwasy tluszczowe w poréwnaniu do zwiergwionych
dieta standardow wykazano wysz ekspresj dla elongazy 6. Uzyskany wynik jest
znamienny statystycznie.

W tkance witrobowej zwierat zywionych diet wzbogacoa w nienasycone
kwasy ttuszczowe, wykazano wsza ekspresi mRNA dla elongazy 6 oraz izoformy
1 desaturazy stearylo-CoA orazzsw ekspresj izoformy 2 desaturazy stearylo-CoA
niz ekspresja mRNA tych enzyméw w tkancatmwbowej zwierat zywionych dieg
standardow. Uzyskane wyniki byly znamienne statystycznie. tBielipidowa
(wzbogacona w nasycone lub nienasycone kwasy t#tosax) dostarcza ligandéw dla
receptora PPAR, ktory aktywuje enzymy lipogenicaneelu kompensacji niedoboru
nienasyconych kwasoéw tluszczowych lub w sytuacjimaru sktadnikow lipidowych
w komorkach uaktywnia szlaki metaboliczne utlerdakivaséw ttuszczowych. Genami
docelowymi dla PPAR asgeny dla elongazy 6 oraz desaturazy stearylo-(diata
wzbogacona w nasycone kwasy tluszczowezemoie pokrywa zapotrzebowania na
jednonienasycone kwasy ttuszczowe (tylko 7% skiatkju kokosowego to kwas
oleinowy 18:1, n-9), zatem poprzez zWszora ekspresj gendw dla enzymow
syntetyzugcych jednonienasycone kwasy ttuszczowe ttuméanmypzna mechanizm
kompensujcy niedobor tych zwizkoéw w tkance. Innym wytlumaczeniem peobye
aktywacja PPAR przez obecitdigandow. Nasycone kwasy ttuszczowe, podobnie jak
nienasycone kwasy tluszczowes sgonistami receptora. W sytuacji nadmiaru
substratow energetycznych w komorce indukowany PRAIRowiada za regulacje
metabolizmu komdrkowego przez zkszenie oksydacji kwasow ttuszczowych. Zatem
zwickszona ekspresja gendw dla elongazy 6 oraz deggtgtaarylo-Coa ma@ by
dodatkowym kierunkiem przemian, przebieggm w znacznie mniejszym stopniuzni
docelowy katabolizm lipidow.

W przeprowadzonych badaniach wykazam®,poziomy ekspresji mRNA dla
elongazy 6 oraz izoformy 2 desaturazy stearylo-Gahizsze w tkance wirobowej
zwierzt zywionych diey wzbogacoa w nienasycone kwasy ttuszczowe: mv tkance
watrobowej zwierat zywionych dief wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe.
Rd&znice istotne statystycznie stwierdzono dla elongapyaz izoformy 2 stearylo-CoA

desaturazy. Mechanizm regulacji ekspresji mRNA wdigmienionych enzymow to
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regulacja aktywn&i na poziomie transkrypcji przez udziat nienasyain kwasow
ttuszczowych (PUFA). Nienasycone kwasy ttuszczoweibup czynniki SREBP-1c
I LXRa oraz indukug PPAR. Wszystkie wymienione czynniki transkrypcypusiadag
miejsca wizania w promotorach gendéw dla elongazy 6 oraz desat stearylo-CoA.
W pismiennictwie dosfpne g dane na temat hamigpgo wptywu PUFA na ekspresj
genow docelowych. W przeprowadzonych badaniachetiakit uzyskano tylko dla diety
wzbogaconej w nienasycone kwasy ttuszczowe w poadwndo diety wzbogaconej
w nasycone kwasy tluszczowe. Przedstawiona obsg@wacgeruje,ze zarOwno
rodzaj (nasycone oraz nienasycone) jakodto (endogenne oraz egzogenne) kwasow
tluszczowych mog w odmienny sposob regulowa aktywnagé czynnikéw
transkrypcyjnych i wplywé& na ich wzajems kooperagi. Takiej zalenosci nie
wykazano dla mRNA izoformy 1 desaturazy stearyl\Cdtorej ekspresja byta
wyzsza w tkance wirobowej szczuroweywionych dief wzbogacoa w nienasycone
kwasy tluszczowe w poréwnaniu do ekspresji w tkamnvegtrobowej szczurow
zywionych diey wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe. Uzyskany wynik wymaga
dalszych bada

Dla wska&nika PUFA w tkance wtrobowej wykazano odmienne waith
W poréwnaniu z diat standardow, wykazano mniejsg zawart@¢ nienasyconych
kwaséw ttuszczowych w atrobie szczurowzywionych diet wysokoweglowodanow
oraz dief wzbogacoa w nasycone kwasy ttuszczowe. Znamiestnstatystycza
wykazano tylko dla rinic pomedzy grum zywiona dieta standardow, a grup
zywiona diets wzbogacoa w nasycone kwasy ttuszczowe. W poréwnaniu zadiet
standardow, wykazano wiksz zawarté¢ nienasyconych kwasow ttuszczowych
w watrobie szczuréwzywionych die wzbogacoa w nienasycone kwasy ttuszczowe.
Rd&znica byta istotna statystycznie.

Mniejsza zawartd¢ nienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFA) wtnabie
szczurdbw karmionych digt wysokoweglowodanows oraz diei wzbogacon
w nasycone kwasy tluszczowe mma tlumaczy mniejsz zawartdcia tego typu
sktadnika odywczego w wymienionych dietach. Ze wedli na istotnéc funkcji, jakie
spetniaj nienasycone kwasy tluszczowe, w organizmie zachogrzemiany
metaboliczne w kierunku syntezy tych zamkéw. W przypadku diety
wysokoweglowodanowej regulacja odbywacgprzez udziat glukozy i insuliny, ktére
aktywuja czynniki transkrypcyjne SREBP oraz LXR. Wymienionezynniki
transkrypcyjne posiad@j miejsca wizania, odpowiednio SRE oraz LXRE
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w promotorach gendw dlA 5 orazA 6 desaturazy. Taki sposob regulacji powoduje
indukcig ekspresji mRNA dla tych enzyméw. W przeprowadzényladaniach
wykazano wyszy poziom ekspresji dl& 5 orazA 6 desaturazy w strobie szczurow
karmionych diet wysokoweglowodanow. Dla A 5 desaturazy tdica ta nie wykazata
istotncci  statystycznej, natomiast dld 6 desaturazy tdica byta znamienna
statystycznie. Ekspresja mRNA dla elongazy 5 atrebie szczurowzywionych diet
wysokoweglowodanow byta wyzsza w poréwnaniu do ekspresji mMRNA dla elongazy 5
w watrobie szczuréw zywionych diey standardow. Rd&nica byta znamienna
statystycznie. Promotor genu dla elongazy 5, ki@tlizuje synteg nienasyconych
kwasow ttuszczowych posiada miejscezeinia dla SRE, stl regulacja przez dziatanie
insuliny wydaje si by¢ prawdopodobna tak dla elongazy 5. W fmiennictwie
zostaty opisane badania, w ktorych ekspresja elon§apodlega regulacji wytznie
przez czynnik SREBP-1c mediowany udziatem LXR, &far miejsce wizace tzn.
LXRE znajduje si w promotorze genu dla czynnika SREBP 1c [110].yiecja LXR
przez insulig indukuje SREBP-1c, ktory aktywuje transkrypgenu dla elongazy 5.

W przeprowadzonych badaniach wykazanozszy poziom ekspresji dla
elongazy 5A5 orazA6 desaturazy w girobie szczuréw karmionych digtvzbogacon
w nasycone kwasy tluszczowe w poréwnaniu do ekfpgesow dla tych enzymow
w tkance wgtrobowej szczurowywionych diey standardow. Wszystkie ranice byty
znamiennie statystycznie. Regulacja odbywapsiprzez receptor PPAR. Podobnie jak
przypadku syntezy jednonienasyconych kwasow themageh ekspresja genu dla
elongazy 6 oraz stearylo-CoA, pragtenie ligandu do PPAR indukuje transkrgpcj
genow docelowych dla elongazy 5 orA% i A6 desaturazy, katalizagych syntez
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych. W promatbrgenow dla elongazy A5
oraz A6 desaturazy znajdujsic miejsca wizania dla PPAR — PPRE. Czynnik
transkrypcyjny PPAR wykazuje dwufunkcygto ktéra w zalenosci od warunkow
energetycznych obecnych w tkance polega na aktyweopw lipogenicznych w celu
kompensacji niedoboru niegiinych nienasyconych kwasow ttuszczowych lub w
sytuacji nadmiaru sktadnikow lipidowych w komérkagaktywnia szlaki metaboliczne
utleniania kwasow ttuszczowych. Dieta wzbogaconaagycone kwasy tluszczowe
moze nie pokrywdé zapotrzebowania na niegine nienasycone kwasy tluszczowe
(tylko 2% sktadu oleju kokosowego to kwas linolowg:2, n-6), dlatego indukcja

transkrypcji elongaz i desaturaz heokompensow@a niedobory sktadnikow, lub w
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przypadku nadmiaru sktadnikéw lipidowych w komérkacindukcja genow
katalizupcych syntez wielonienasyconych kwaséw tluszczowych jest prenes
dodatkowym, o niewielkim znaczeniu dla przewajacych przemian katabolicznych
w komorce.

W przeprowadzonych badaniach wykazano mniegizspresi mRNA dla A5
desaturazy w wtrobie szczuréwzywionych diet wzbogacoa w nienasycone kwasy
tluszczowe a diatstandardow. R&nica byta istotna statystycznie. Ekspresja mRNA
dla A6 desaturazy byla poréwnywalna watwobie szczurdw zywionych dieg
wzbogacon w nienasycone kwasy tluszczowe w stosunku do vémikizyskanych
w grupie zwierat karmionych diet standardow. Ekspresja mRNA dla elongazy 5 byta
wyzsza nk ekspresja mRNA dla tego enzymu witibie szczurowzywionych dieg
standardow. R&nica byla istotna statystycznie. Tripathy w swdiadaniach wykazat,
ze niedobdér aktywni@i moze prowadzi do stluszczenia atroby, shd mazliwe ze
podwyzszony poziom ekspresji tego enzymu odgrywa igtatle w homeostazie
lipidowej, zabezpieczag tkanki przed rozwojem schorzenia. Elongaza 5 amgod
z wieloma badaniami wykazuje wyspkekspresj w tkance wtrobowej u cztowieka,
Szczura oraz myszy [72,110,139,142-144]. Regulekfpresji mRNA dla elongazy 5
podlega wspotdziataniu czynnikow transkrypcyjnyakith jak SREBP oraz LXR.
Wymienione receptory ulegajinhibicji lub aktywacji przez glukag insulire oraz
kwasy ttluszczowe. Wpltyw takich wéaie zwhzkéw jako ligandow obrazuje vimosé
przemian w utrzymaniu homeostazycgiowodanowo-lipidowej organizmu. Liczne
badania wskazuaj na przewaajaca role elongazy 5, spwood catej grupy elongaz,
w regulacji metabolizmu glukozy oraz syntezy kwaséyszczowych w wtrobie [91].
Zroznicowanie ekspresji mRNA dla5 oraz A6 desaturazy w utrobie szczurow
zywionych dief wzbogacoa w nienasycone kwasy tluszczowe w porownaniu do
ekspresji mMRNA dla tych enzymow watsobie szczurdweywionych diey standardow
obrazuje odmienrié w procesach regulacji wynikgla z rodzaju kwasow
ttuszczowych obecnych w diecie. Prawdopodobne jesf\6 desaturaza uznawana za
kluczowy, reguluicy proces przemian wielonienasyconych kwasow tksagch
enzym, ulega stabszej ekspresji przyzeJupoday wielonienasyconych kwasow
tluszczowych w diecie, aby zwrotnie hama@waoces syntezy tych zwikéw. Jednak
doktadne wyttumaczenie uzyskanych wynikow wymagazyah bada.
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W przeprowadzonych dwiadczeniach wykazanae poziomy ekspresji mRNA
dla elongazy 5 orafA5 i A6 desaturazy asnizsze w tkance wirobowej zwierat
zywionych dief wzbogacom w nienasycone kwasy tluszczowez nw tkance
watrobowej zwierat zywionych dief wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe.
R&znice istotne statystycznie stwierdzono dla wszgstkiizoform enzymow.
Mechanizm regulacji ekspresji mMRNA dla wymienionyemzymow to regulacja
aktywndaci na poziomie transkrypcji przez udziat nienasyamkwasow ttuszczowych
(PUFA). W przeprowadzonych badaniach taki efekt shapo tylko dla diety
wzbogaconej w nienasycone kwasy ttuszczowe w poadwndo diety wzbogaconej
w nasycone kwasy tluszczowe. Przedstawiona obs@wamtwierdza wczaiejsze
wyniki uzyskane dla elongazy 6 oraz stearylo-CoAaterazy,ze zarébwno rodzaj
(nasycone oraz nienasycone) jakziddio (endogenne oraz egzogenne) kwasow
tluszczowych mog w odmienny sposob regulowa aktywnagé czynnikéw
transkrypcyjnych i wptywéana ich wzajemskooperag;.

W tkance tluszczowej szczurdw wykazano porownywakaetaici nasyconych
kwasow tluszczowych (wskaik SAT) przy zastosowaniu diety standardowej oraz
diety wysokowglowodanowej. 1lé¢ dostarczanych nasyconych kwasow ttuszczowych
pomicdzy diet standardow oraz died wysokoweglowodanovq mogta s¢ nieznacznie
rozni¢, co ttumaczytoby poréwnywalne poziomy w zawécionasyconych kwasow
ttuszczowych. Podobne wyniki uzyskano dla wskika SAT pom¢dzy wymienionymi
dietami w tkance wtrobowej szczuréw.

W poréwnaniu z warkeia wskanika SAT w tkance tluszczowej szczuréw
zywionych diet standardow uzyskano wyszy wartags¢ SAT dla zwierat zywionych
dieta wzbogacon w nasycone kwasy tluszczowe orazsm wartags¢ SAT dla zwierzat
zywionych die wzbogacoa w nienasycone kwasy tluszczowe. Nie wykazano
znamiennych statystycznie zric w wartgci wskanika SAT w tkance tluszczowej
pomiedzy grum standardow i grum wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe oraz
grupa standardow i grupa wzbogacoa w nienasycone kwasy tluszczowe. Podobne
wyniki uzyskano dla wskaika SAT pom¢dzy wymienionymi dietami w tkance
watrobowej szczurow.

Dla wska&nika UNSAT w tkance tluszczowej szczurébw wykazano
porébwnywalne wartéci przy zastosowaniu diety standardowej oraz diety
wysokoweglowodanowej. W pordwnaniu z dietstandardow wykazano mniejsg

procentovq zawart@é¢ nienasyconych kwasow tluszczowych watwebie zwierat
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zywionych dief wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe orazkgizy procentovy
zawart@¢ nienasyconych kwaséw ttuszczowych dla diety wzlbogej w nienasycone
kwasy tluszczowe. Nie wykazano znamiennych statysie r&nic w wartGci
wskaznika UNSAT w tkance tluszczowej pogdizy grup standardow i grupa
wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe oraz gruptandardow i grupa
wzbogacoa w nienasycone kwasy ttuszczowe. Podobne obserwdlgjenvskanika
SAT oraz UNSAT jak w tkance ttuszczowej wykazantkance witrobowej szczurow.
Wartasci wskanika UNSAT wykazaly znamiendé statystycza pomkdzy grum
zywiona diety wzbogacoa w nasycone kwasy ttuszczowe oraz grugwiona diefa
wzbogacon w nienasycone kwasy ttuszczowe.

W przeprowadzonych badaniach wykazananiée w wartéciach MUFA
(jednonienasycone kwasy tluszczowe) pgimy wszystkimi testowymi grupami.
W poréwnaniu z diet standardow, w tkance ttuszczowej zwietiz zywionych diey
wysokoweglowodanow, dieh wzbogacoa w nhasycone oraz nienasycone kwasy
tluszczowe wykazano 78z zawartd¢ jednonienasyconych kwasow ttuszczowych.
Rdznice znamienne statystycznie dla wskia MUFA w tkance tluszczowej
wykazano tylko ponwdzy diet standardow i wzbogacom w nasycone kwasy
ttuszczowe oraz digtstandardow oraz wzbogacanw nienasycone kwasy tluszczowe.
Uzyskane wyniki wykazaty odwrodnzalezenos¢ w poréwnaniu do zawar§oi MUFA
w tkance wgtrobowej, co pokazuje specyéik tkankows przemian kwasow
tluszczowych. Syntezjednonienasyconych kwasow tluszczowych katalialpmgaza
6 oraz desaturaza stearylo-CoA. Stwierdzon@sazy poziom ekspresji mRNA dla
elongazy 6 oraz desaturazy stearylo-CoA 1 w tkaluszczowej zwiergt zywionych
dieta wysokoweglowodanows w porOownaniu z grup zwierat zywionych diet
standardow. R&nice wykazaly znamiendé statyczi. Aktywacja elongazy 6 oraz
desaturazy stearylo-CoA, podobnie jak w tkancgreabowej, mae by regulowana
przez biatko ChREBP, indukowanegatniem glukozy oraz czynnik transkrypcyjny
SREBP indukowany wydzielaniem insuliny. Brak jesingch w pimiennictwie na
temat prowadzonych baflav takim zakresie. Stwierdzono poréwnywalny poziom
ekspresji mMRNA dla stearylo-CoA desaturazy 2 w tearttuszczowe) zwiert
zywionych die standardow oraz wysokowglowodanow. W przeprowadzonych
badaniach izoforma 2 desaturazy stearylo-CoA ulkelgepresji w tkance tluszczowej
co zaprzecza danym zspiiennictwa, ktére podajobecndé¢ transkryptu w mozgu,

sledzionie, sercu, limfocytach oraz ptucach.zRiée mog wynikat z zastosowanych
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metod. Brak jest danych na temat regulacji Scd2kande tluszczowej szczurdw.
W przeciwigistwie do tkanki wtrobowej, transport glukozy do adipocytow odbywa si
przez GLUT 4. Wewstrzkomorkowe stzenie glukozy rani sie pomkdzy tymi
tkankami. Aktywacja Scd2 poprzez ChREBP, przgsmym ni w hepatocytach
stezeniu, mae nie by wystarczajce dla aktywacji transkrypcji. Wy§aienie ekspresji
MRNA dla Scd2 w tkance ttuszczowej szczuréw wyndajazych bada

U zwierat zywionych dief wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe,
pomimo niszej zawartéci jednonienasyconych kwasow tluszczowych, eksaresj
MRNA dla elongazy 6 oraz izoformy 1 i 2 desaturamarylo-CoA byla wysza ni
ekspresja mRNA tych enzymoOw w tkance tluszczowejemat zywionych diet
standardow. R&nice istotne statycznie wykazano tylko dla elongdoyaz izoformy 2
desaturazy stearylo-CoA.

U zwierzt zywionych dieiy wzbogacoa w nienasycone kwasy tluszczowe,
ekspresja mMRNA dla elongazy 6 oraz izoformy 1 iexaturazy stearylo-CoA byta
wyzsza nk ekspresja mRNA tych enzymdw w tkance tluszczowegrzat zywionych
dieta standardow. R&nice istotne statycznie wykazano dla elongazy & aaformy 2
desaturazy stearylo-CoA.

Dieta wzbogacona w nasycone lub nienasycone kwhasyczowe dostarcza
ligandow dla receptora PPAR. Genami docelowymiRIRAR g geny dla elongazy 6
oraz desaturazy stearylo-CoA. Dieta wzbogacona syamne kwasy tluszczowe tm
nie pokryw& zapotrzebowania na jednonienasycone kwasy ttuszcz(ylko 7%
sktadu oleju kokosowego to kwas oleinowy 18:1, n#£gtem poprzez z¢kszory
ekspresj genow dla enzymow syntetyaaych jednonienasycone kwasy tluszczowe
ttumaczy mazna mechanizm kompenaay niedobér tych zvazkéw w tkance. Innym
wyttumaczeniem jest aktywacja PPAR przez bémming obecng¢ ligandow.
W sytuacji nadmiaru substratow energetycznych gdwetbogacona w nasycone oraz
nienasycone kwasy tluszczowe) w komaérce indukowiP R odpowiada za regulacje
metabolizmu komdrkowego przez zkszenie oksydacji kwasow ttuszczowych. Zatem
zwickszona ekspresja genow dla elongazy 6 oraz deggtstaarylo-Coa m@ by
dodatkowym kierunkiem przemian, przebieggm w znacznie mniejszym stopniuzni
docelowy katabolizm lipidéw.

W przeprowadzonych badaniach wykazam®,poziomy ekspresji mRNA dla
elongazy 6 oraz izoformy 1 i 2 desaturazy steaGd@: s3 nizsze w tkance ttuszczowej

zwierzt zywionych diet wzbogacoa w nienasycone kwasy tluszczowe nmiv tkance
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tluszczowej] zwiergt zywionych diet wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe.
Rdéznice istotne statystycznie stwierdzono dla elongdayaz izoformy 2 desaturazy
stearylo-CoA. Uzyskane wynikiasanalogiczne jak w tkance atvobowej, sid
mechanizm regulacji ekspresji mMRNA dla wymieniongrizyméw mae by podobny
Nienasycone kwasy tluszczowe inhipugzynniki SREBP-1c i LXR oraz indukuj
PPAR. Wszystkie wymienione czynniki transkrypcyjpesiadag miejsca wizania
w promotorach gendéw dla elongazy 6 oraz desatustegrylo-CoA. Przedstawiona
obserwacja ponownie sugerujge zarOwno rodzaj (nasycone oraz nienasycone) jak
i zrodto (endogenne oraz egzogenne) kwasow tluszczowap w odmienny sposob
regulowa aktywnaé czynnikdéw transkrypcyjnych i wptywa na ich wzajemne
oddziatywanie.

Dla wsk&nika PUFA w tkance tluszczowej wykazano odmiennatatai.
W poréwnaniu z dietstandardow, wykazano porownywainzawarté¢ nienasyconych
kwaséw tluszczowych w tkance tluszczowej szczurémywionych die
wysokoweglowodanow. W porownaniu z diat standardow, wykazano nisz
zawart@¢ nienasyconych kwasow tluszczowych w tkance tluszef szczurdw
zywionych diet wzbogacoa w nasycone kwasy ttuszczowe. Wykazano znami@no
statystycza pomidzy grum zywiona dieta standardow, a grup zywiona dieta
wzbogacon w nasycone kwasy tluszczowe. W pordwnaniu z adigiandardow,
wykazano wksza zawartd¢ nienasyconych kwaséw tluszczowych w tkance
tluszczowej szczurowywionych diet wzbogacoa w nienasycone kwasy ttuszczowe.
Rd&znica byta istotna statystycznie.

W tkance tluszczowej stwierdzono porownywalmawart@é nienasyconych
kwaséw tluszczowych u szczur6w karmionych 4lietstandardow oraz
wysokoweglowodanow. Mniejsz zawartd¢ nienasyconych kwasow tluszczowych
w adipocytach szczurow karmionych dietzbogacoa w nasycone kwasy ttuszczowe
w poréwnaniu tego parametru u zwigirzywionych diet standardow mazna wyjanic¢
ich og6lry, mniejsa zawartdcia w diecie. Ze wzgldu na istotné¢ funkcji, jakie
spetniaj nienasycone kwasy tluszczowe, w organizmie zachogrzemiany
metaboliczne w kierunku syntezy tych zwkéw. W przypadku diety
wysokoweglowodanowe] regulacja odbywa ¢siza pdrednictwem glukozy oraz
insuliny, ktore aktywu czynniki transkrypcyjne SREBP oraz LXR. Genami
targetowymi dla wymienionych czynnikowa ggeny dla elongazy 5) 5 orazA 6

desaturazy. W przeprowadzonych badaniach wykazayiszy poziom ekspresji dla
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elongazy 5 oraz\ 5 desaturazy w tkance tluszczowej szczuréw karpuiondiety
wysokoweglowodanow w porownaniu do ekspresji mMRNA tych enzymow w tean
tluszczowej szczurow karmionych diedtandardow. Dla poziomow ekspresji elongazy
5 orazA 5 desaturazy tdice te wykazaly istotrig statystyczam. Indukcg ekspres;ji
MRNA dla elongazy 5 oraA5 desaturazy mma tlumaczy dziataniem insuliny.
Wykazano niszy poziom ekspresji mMRNA dlA 6 desaturazy w tkance tluszczowej
szczurdéw karmionych digtwvysokoweglowodanow w porownaniu do ekspresji mMRNA
tego enzymu w tkance tluszczowej szczuréw karmibngiet, standardow. R&nica
byla znamienna statystycznie. Uzyskany wynik wymadaiazych bada

W przeprowadzonych badaniach wykazanozszy poziom ekspresji dla
elongazy 5A5 orazA6 desaturazy w tkance ttuszczowej szczurow karnuordiet,
wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe. Rice znamiennie statystycznie
wykazano dla poziomu ekspresji mMRNA dla elongazyré&z A5 desaturazy w tkance
tluszczowej szczurowywionych diet wzbogacoa w nasycone kwasy ttuszczowe
a diet standardow. Nie wykazano raznicy istotnej statystycznie dlA6 desaturazy
w tkance tluszczowej szczurOwywionych dieh wzbogacoa w nasycone kwasy
tluszczowe a digt standardow. Regulacja odbywa &ipoprzez receptor PPAR.
Podobnie jak przypadku syntezy jednonienasyconyeaskw ttuszczowych ekspresja
genu dla elongazy 6 oraz stearylo-CoA, peyenie ligandu do PPAR indukuje
transkrypag gendw docelowych dla elongazy 5 ofs& i A6 desaturazy, katalizagych
syntez wielonienasyconych kwasow tluszczowych. Dieta vgadmmna w nasycone
kwasy tluszczowe n#@ nie pokrywa zapotrzebowania na niegine nienasycone
kwasy tluszczowe (tylko 2% skiadu oleju kokosowdgokwas linolowy 18:2, n-6),
dlatego indukcja transkrypcji elongaz i desaturamzen kompensowa niedobory
skfadnikow, lub w przypadku nadmiaru sktadnikowdpvych w komérkach, indukcja
gendw katalizujcych syntez wielonienasyconych kwasow ttuszczowych jest preoes
dodatkowym, o niewielkim znaczeniu dla przewajacych przemian katabolicznych
w komorce.

W tkance tluszczowej zwieqz zywionych die wzbogacoa w nienasycone
kwasy tluszczowe zaobserwowano 283 ekspresy mRNA dla elongazy 5,
poréwnywaln, ekspresi mMRNA dlaA5 desaturazy oraz 15z ekspresji mRNA dlaA6
desaturazy w porownaniu do ekspresji mMRNA dla gehymdow u zwierat zywionych

dieta standardow. R&nice istotne statystycznie wykazano dla elongazgréz A6
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desaturazy. Ekspresja elongazy 5 jest regulowarmezpraktywae SREBP-1c.
Linolenian (18:2, n-6) gtébwny skladnik pokarmowyetyi wzbogaconej w nienasycone
kwasy tluszczowe jest bezygednim substratem dla6 desaturazy, ale ta& agonist
dla receptora PPAR. Podobne zritowanie w ekspresji mRNA dI&5 oraz A6
desaturazy uzyskano watwobie szczuroweywionych diet wzbogacon w nienasycone
kwasy tluszczowe. Prawdopodobne jest, A6 desaturaza uznawana za kluczowy,
regulupcy proces przemian wielonienasyconych kwasow tksagch enzym, ulega
stabej ekspresiji przy daj poday wielonienasyconych kwasow ttuszczowych w diecie,
aby zwrotnie hamowaproces syntezy tych zwikdéw. Poréwnujc ekspresi mRNA
dla A6 desaturazy porilzy tkankami zwiergt zywionych diet wzbogacona

w nienasycone kwasy tluszczowe zaobserwowanze regulacja syntezy
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych z@oprzebiegé intensywniej w tkance
ttuszczowej, gdzie wykazano znace nizsza ekspresj dla badanej desaturazy. Jednak
doktadne wyttumaczenie uzyskanych wynikow wymagészeh bada., poniewa
0golny mechanizm inhibicji ekspresji przez wpltyw PA) maze przebiega

w odmienny sposob w tkance ttuszczowe] amigiec dodatkowe procesy oraz czynniki
transkrypcyjne.

W pracy oznaczono eksprespRNA dla elongazy 2 w tkanceagtwvobowej oraz
tkance tluszczowej szczuréw. W hepatocytach ekgppreRNA dla elongazy 2 byta na
porownywalnym poziomie u zwiegz karmionych diet standardow, dieta
wysokoweglowodanowy oraz diei wzbogacoa w nasycone kwasy tluszczowe. Nie
wykazano ranic istotnych statystycznie. Ekspresja elongazy 2vatrobie zwierat
zywionych die wzbogacoa w nienasycone kwasy tluszczowe bylazsan ni
w watrobie zwierat zywionych diet standardow. Wykazana rénica byta znamienna
statystycznie.

W tkance ttuszczowej ekspresja mRNA dla elongabytd na poréwnywalnym
poziomie u zwiergt karmionych diet standardow, diety wysokoweglowodanovg oraz
dieta wzbogacoa w nienasycone kwasy tluszczowe. Nie wykazanmimistotnych
statystycznie. Ekspresja elongazy 2 w tkance thmae] zwierat zywionych dieg
wzbogacon w nasycone kwasy tluszczowe byla asga nk w tkance tluszcowej
zwierzat zywionych diey standardow. Uzyskana rénica wykazata tendengj
Statystycza.
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Dane z pimiennictwa wskazuj na brak wptywu sktadnikéw agwczych na
poziom ekspresji mMRNA dla elongazy 2 oraz brak aldzczynnika PPAR, SREBP oraz
LXR w regulacji transkrypcji. Znaczna € uzyskanych w badaniach wynikéw
potwierdza te dane. Stwierdzono odmieitne ekspresji mMRNA dla elongazy 2, ktéra
w porownaniu z diet standardow wykazata wartéci nizsze w witrobie zwierat
zywionych diet wzbogacoa w nienasycone kwasy tluszczowe oraz wanitevyzsze
w tkance tluszczowej zwiedz zywionych diey wzbogacom w nasycone kwasy
tluszczowe. Znane mechanizmy regulacji elongazsatigaz, zgodnie z degnymi
danymi, nie g wiasciwe dla elongazy 2 [139,142-144]. Zrécowanie uzyskanych
danych wymaga dalszych bada

W kazdej grupie testowej, wyniki ekspresji mRNA dla bageh izoform
enzymow wykazaly rine poziomy pomidzy tkank watrobowa oraz tkank
ttuszczow. W grupie zwierat zywionych diey standardow wykazano w tkance
watrobowej w poréwnaniu do tkanki ttuszczowej 8yy poziom ekspresji mRNA dla
elongazy 2A5 desaturazy oraz izoformy 1 desaturazy stearyld;@odobny poziom
ekspresji MRNA dla elongazy 5 oraz 6, aze@akizszy poziom ekspresji mMRNA dis6
desaturazy oraz izoformy 2 desaturazy stearylo-O&Agrupie zwierat zywionych
dieta wysokoweglowodanow stwierdzono w tkance atrobowej w poréwnaniu do
tkanki ttuszczowej wiszy poziom ekspresji mMRNA dla elongazy\B, desaturazy oraz
izoformy 2 desaturazy stearylo-CoA, podobny poziekspresji mMRNA dla elongazy
6,A5 desaturazy oraz izoformy 1 desaturazy stearyld;CGo take neszy poziom
ekspresji mRNA dla elongazy 5. W grupie zwigrzywionych diet wzbogacon
w nasycone kwasy ttuszczowe wykazano w tkangteolvowej w poréwnaniu do tkanki
tluszczowej wyszy poziom ekspresji mMRNA dlA5 oraz A6 desaturazy, podobny
poziom ekspresji mMRNA dla elongazy 5, azakiszy poziom ekspresji mRNA dla
elongazy 2 oraz 6, izoformy 1 oraz 2 desaturazgrgke-CoA. W grupie zwierg
zywionych die wzbogacoa w nienasycone kwasy tluszczowe wykazano w tkance
watrobowej w poréwnaniu do tkanki ttuszczowej 28yy poziom ekspresji mRNA dla
elongazy 25 orazA6 desaturazy, podobny poziom ekspresji mMRNA dlagday 5,
a take nizszy poziom ekspresji mMRNA dla elongazy 6 oraz inofpl i 2 desaturazy
stearylo-CoA.

W grupach zwiergt zywionych okrélona dieta stwierdzono odmienny skiad

kwasow ttuszczowych portdzy tkank watrobowa oraz tkank ttuszczows. W grupie
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zwierzt zywionych diey standardow wykazano w tkance atrobowej wkksz
zawarté¢ wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFA), glmd zawartdé
nasyconych kwasow ttuszczowych (SAT) oraz nienasyclh kwasow ttuszczowych
(UNSAT), a take mniejsa zawartd¢ jednonienasyconych kwasow ttuszczowych
(MUFA) w porownaniu do tkanki ttuszczowej. W grupisvierzt zywionych dieg
wysokoweglowodanovy wykazano w tkance atrobowej wkksza zawartdc¢
nasyconych kwasow tluszczowych (SAT), podpbrawart@é wielonienasyconych
kwasow tluszczowych (PUFA), a tak mniejsz zawartd¢ nienasyconych kwasow
tluszczowych (UNSAT) oraz jednonienasyconych kwastuszczowych (MUFA)
w poréwnaniu do tkanki thuszczowej. W grupie zwigrzywionych diey wzbogacoa
w nasycone kwasy tluszczowe wykazano w tkanegrolbowe] weksz zawartdcé
nienasyconych kwaséw ttuszczowych (UNSAT) oraz enenasyconych kwaséw
tluszczowych (PUFA), a tak znaczco mniejsa zawart@¢ nasyconych kwaséw
tluszczowych (SAT) oraz jednonienasyconych kwasdwsztzowych (MUFA)
w porownaniu do tkanki ttuszczowej. W grupie zwigrzywionych diet wzbogacon
w nienasycone kwasy tluszczowe stwierdzono w tkamteobowej wikszy zawartd¢
nasyconych kwaséw ttuszczowych (SAT), az@knniejsa zawart@¢ nienasyconych
kwasow ttuszczowych (UNSAT), jednonienasyconych $ova ttuszczowych (MUFA)
oraz wielonienasyconych kwasow tluszczowych (PURA)poréwnaniu do tkanki
tluszczowe.

W surowicy krwi zwierat oznaczono profil lipidowy oraz @tenie glukozy.
W poréwnaniu do zwiert zywionych diet standardow wykazano wysze stzenie
glukozy w grupie zwierg zywionych diet wysokoweglowodanow, diet wzbogacon
w nasycone kwasy tluszczowe oraz dgievzbogacoa w nienasycone kwasy
tluszczowe. Nie wykazano xnic istotnych statycznie. U zwieiz zywionych dieg
wysokoweglowodanow podwy:szone stzenie glukozy w surowicy krwi ni@ by
efektem wysokiej podg tego zwazku w diecie. W przypadku zwiettz zywionych
dieta wzbogacoa w nasycone lub nienasycone kwasy ttuszczowekambny poziom
glukozy w surowicy mge wynika& w zaburzonego wychwytu glukozy.
Prawdopodobny mechanizm opisuje cykl Randle’a, wzegodlnéci w komorkach
migsni szkieletowych, nw#sniu sercowym i tkance tluszczowej. W cyklu Randle’a
zaobserwowano zahamowanie translokacji GLUT 4 dmnypt komorkowej
I zmniejszenie wychwytu glukozy. Ponadto kwasy ztrowe wpltywaj na proces

glikolizy hamupc dziatanie glukokinazy. Zdoldé metabolizowania nadmiaru glukozy
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przez tkank watrobowa moze nie by wystarczajca, sid poziom parametru jest
podwyzszony w surowicy krwi zwiert zywionych dieg lipidowa w poroéwnaniu do
diety standardowej.

W poréwnaniu do zwieg zywionych die standardow skzenie cholesterolu
catkowitego byto porownywalne u zwietzzywionych die wysokoweglowodanova.
Rd&znica nie byta istotna statystycznie. W poréwnana awvierzit zywionych dieg
standardow stkzenie cholesterolu catkowitego byto wsze u zwierat zywionych diet
wzbogacon w nasycone kwasy tluszczowe oraz gligizbogacoa w nienasycone
kwasy ttuszczowe. Uzyskanezroce wykazaty znamiensé statystycza.

Cholesterol pochodey z paywienia wpltywa w nieznacznym stopniu na
poziom w surowicy, poniewatylko ok. 30% ulega wchtoaciu w jelitach. Znaczna
cze$¢ cholesterolu produkowana jest z acetylo-CoA praedeystkim w witrobie, ale
takze jelitach. Szenie cholesterolu w surowicy jest wypadkpwzawartdci
w lipoproteinach (LDL, VLDL oraz HDL) oraz obecfm formy niezestryfikowane,;.
Podwy:szony poziom cholesterolu u zwietzzywionych w obu wzbogaconych
w kwasy ttuszczowe dietach ma ttumaczy zwickszory syntea endogena

W pordownaniu do zwient zywionych dief standardow skzenie
triacylogliceroli byto wyzsze u zwierat zywionych diet wysokoweglowodanow, diet
wzbogacon w nasycone kwasy tluszczowe oraz gligizbogacoa w nienasycone
kwasy tluszczowe. Uzyskanezrice wykazaty znamiendé statystycza.

Kwasy ttuszczowe pochodzz diety oraz z syntezy endogennej. Dostarczone
w diecie wzbogaconej zarbwno w nasycone jak i rigoane kwasy tluszczowe,
zZwiazki te w procesie wchtaniania twarzestry z casteczlg glicerolu, tworac
triacyloglicerole, wbudowane w struktuchylomikronow, ktore transportujTAG po
caltym organizmie. Dieta wysoka@glowodanowa dostarcza substrat energetyczny,
glukoz, ktéra jest metabolizowana do acetylo-CoA. Przatyst nadmiernym
dostarczaniu glukozy, zwksza s¢ aktywnad¢ syntezy kwasow tluszczowych.
Nowozsyntetyzowane kwasy ttuszczowgetsnsportowane w postaci TAG do tkanki
tluszczowej. Nadmiar substratu energetycznego wialievysokowglowodanowej
odpowiada za wzrost@tenia TAG w surowicy zwiett.

W poréwnaniu do zwiet zywionych diet standardow sizenie cholesterolu
frakcji HDL byto poréwnywalne u zwiest zywionych die wysokoweglowodanowy
oraz zwierat zywionych die wzbogacoa w nasycone kwasy ttuszczowe. W surowicy

zwierzat zywionych diey wzbogacoa w nienasycone kwasy tluszczowe
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zaobserwowano wgze s¢zeniu cholesterolu HDL w poréwnaniu doe&tnia tego
parametru w surowicy zwieakz zywionych dief standardow. R&nica w stzeniu
cholesterolu HDL byta znamienna statystycznie. Wmad, ze wzbogacenie diety
w nienasycone kwasy tluszczowe wywiera pozytywnyywpna organizm. PUFA
obnizaja poziom cholesterolu LDL, podnasHDL, ale take obniaja poziom TAG.
Opisane efekty dziatania zostaty potwierdzone weprawadzonych badaniach.
Stezenie triacylogliceroli bylo wysze w surowicy zwiert zywionych die
wzbogacon w nienasycone kwasy tluszczowe, a distandardow. Poziom ten byt
jednak zdecydowanie 28zy w surowicy krwi zwiergt zywionych die wzbogacoa w
nienasycone kwasy ttuszczoweznw diecie wzbogaconej w nasycone kwasy
ttuszczowe. Ponadto poziom cholesterolu HDL bylczaeo wyzszy w surowicy krwi
zwierzat zywionych diet wzbogacoa w nienasycone kwasy tluszczowe w poréwnaniu
do pozostatych rodzajéw diety.

Uzyskane wyniki dla ekspresji badanych enzyméw perizap specyfile
tkankowa oraz regulag na poziomie transkrypcji. Wptyw na wymienione caiki
transkrypcyjne maj zarowno kwasy tluszczowe, a takglukoza. Oba te zwiki sa
skfadnikami diety. Zatem regulacja zachgorh w komaorce proceséw jest zata od
komponent pokarmowych. W niniejszej pracy wykazare, ten sam skiadnik
pokarmowy wywotuje odmienny skutek w badanych tkaotk watrobowej
i thuszczowej. Mimo ogromu wiedzy odnesego st do sposobu dziatania
mechanizméw regulatorowych dotycxch elongaz i desaturaz agle niejasnych jest
wiele proceséw. Celowym wydaje esiby¢ dalsze prowadzenie badaw celu
wyjasnienia brakujcych ogniw w przemianach kwaséw ttuszczowych katalianych
przez elongazy i desaturazy w modelach zwigyeh. Uzyskanie kompletnej wiedzy
dotyczcej proceséw regulatorowych pozwoli przediedes modelu zwierzcego na
model dotycacy tkanek ludzkich. To z kolei pozwoli poszukigv@owych miejsc
targetowych dla dziataniasrodkéw farmakologicznych w terapii schofize

cywilizacyjnych takich jak otyi&t, cukrzyca, syndrom metaboliczny oraz nowotwory.
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9. WNIOSKI

. W zalenosci od rodzaju zastosowanej iywieniu zwierat diety, wykazano
odmienné¢ w poziomach ekspresji mMRNA dla elongaz i desatwawno
w watrobie jak i tkance ttuszczowej.

. W kazdej grupie testowej, poruzy tkank watrobowa oraz tkank ttuszczowy
uzyskano réne poziomy ekspresji mMRNA dla badanych izoform emay.

. W tkance witrobowej oraztkance tluszczowej wykazano zmiéowany
odsetkowy sktad kwasow ttuszczowych w zalgci od zastosowanej diety.

. W kazdej grupie testowej, poruzy tkanly watrobowa oraz tkank ttuszczovy
stwierdzono odmienny skiad kwasow ttuszczowych.

. Analiza profilu lipidowego oraz stenia glukozy w surowicy krwi zwiest

wykazata régne poziomy parametréw w zalesci od rodzaju diety.
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11. STRESZCZENIE/SUMMARY

Kwasy tluszczowe to heterogenna grupaazkdw. W organizmie petairole
budulca bton fosfolipidowych oraz materiatu eneygenhego, regulaj ekspresj genéw
odpowiedzialnych za metabolizm zwkéw organicznych, a tak wzrost
i roznicowanie komorek. Struktura kwasow tluszczowyclstapujacych w organizmie
moze ulegé modyfikacji w procesach elongacji oraz desaturakatalizowanych
odpowiednio przez elongazy i desaturazy kwasowztzswych. Powstate w wyniku
wydluzania oraz desaturacji diugalauchowe jedno- i wielonienasycone kwasy
tluszczowe wchodgw skfad ogodlnoustrojowej puli tych zyggkoéw i @ substratami
niezlednymi do syntezy lipidowych skiadnikéw bton biolognych, a take zwihzkow
metabolicznie czynnych. W aoffsie gatunku, procesy elongacji i desaturacji zamwn
endogennych jak i egzogennych kwasow ttuszczowyclhasalizowane w tkankach
dziataniem tych samych elongaz i desaturaz. Enzyhgrakteryzuje specyfika
substratowo-tkankowa. Regulacja ekspresji genowettiagaz i desaturaz odbywa si
na etapie transkrypcji gendéw i jest regulowana pra&tadniki pokarmowe oraz
hormony. Elongazy i desaturazy $sransbtonowymi enzymami i wygiuja przede
wszystkim w retikulum endoplazmatycznym. Elongazy 31 6 oraz 7 katalizaj
wydtuzanie nasyconych i jednonienasyconych kwasow thesggeh, natomiast
elongazy 2 oraz 5 katalizujelongaag wielonienasyconych kwasow ttuszczowych.
Elongaza 4 katalizuje syntez dlugotaicuchowych zaréwno nasyconych jak
i nienasyconych kwaséw tluszczowychS oraz A6 desaturaza katalizujprzemiany
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych, natomigstdesaturaza katalizuje syngez

jednonienasyconych kwaséw ttuszczowych.

Celem pracy byto poznanie dynamiki zmian w zakresspresji genéw dla
elongazy 2, 5 oraz 6 ora¥s, A6 orazA9 desaturazy w tkanceatwobowej i tkance
tluszczowej szczuréw rasy Wistar w odpowiedzi nasatvanie rénego typu diety.
Dalszym celem byto oké&enie zmian skiadu kwasow ttuszczowych frakcji digiv
catkowitych tkanki watrobowej oraz tkanki tluszczowej, a #&k zmian profilu

lipidowego w surowicy krwi jak rowniesizenia glukozy.

Wykorzystano model badawczy zygiem samcow rasy Wistar, ktéggwione
byly diets standardow, dies wysokoweglowodanow, diea wzbogacon
w nienasycone kwasy tluszczowe oraz gliewzbogacoa w nasycone kwasy

ttuszczowe. Ekspresja gendéw dla elongaz i desatwkzbadana przyayciu techniki
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RT-PCR. W celu okrdenia profilu kwasow tluszczowych lipidéw catkowdty byta
zastosowana metoda chromatografii gazowej. W swasowrwi zwierzt oznaczono,
przy wyciu standardowych zestawow do analiz metsgektrofotometryczy profil
lipidowy oraz s¢zenie glukozy.

W zaleznosci od rodzaju zastosowanej iywieniu zwierat diety, wykazano
odmiennd¢ w poziomach ekspresji mMRNA dla elongaz i desataeadwno w witrobie
jak i tkance ttuszczowe)W kazdej grupie testowej, poruzy tkank watrobowy oraz
tkanka tluszczows uzyskano réne poziomy ekspresji mMRNA dla badanych izoform
enzymow. W tkance wgtrobowej oraz tkance tluszczowej wykazano zmiGowany
odsetkowy skitad kwaséw ttuszczowych w zalgci od zastosowanej diety. W idej
grupie testowej, poradzy tkank watrobowa oraz tkank tluszczowy stwierdzono
odmienny skiad kwasow tluszczowycknaliza profilu lipidowego oraz eatenia
glukozy w surowicy krwi zwiergt wykazata odmienne poziomy parametrow

w zaleznosci od rodzaju diety.

Stowa kluczowe: elongazy, desaturazy, tkankgrebowa, tkanka ttuszczowa,
dieta wysokowglowodanowa, dieta wzbogacona w nasycone kwasycdhasve, dieta

wzbogacona w nienasycone kwasy ttuszczowe.

Summary

Fatty acids are a heterogenous group of compoundthe body, fatty acids
serve as building blocks of phospholipid membraaras as a source of energy, as well
as regulate the expression of genes responsiblethier metabolism of organic
compounds, cell growth and differentiation. Theusture of fatty acids is a subject to
modification in the process of elongation and desdiobn, catalyzed by fatty acid
elongases and desaturases, respectively. Long ohaimo-and polyunsaturated fatty
acids, products of elongation and desaturationtices; are part of the whole body pool
of these compounds and are necessary substratdgefeynthesis of lipid components
of biological membranes, and other metabolicallfivaccompounds. Within species,
the processes of elongation and desaturation d¢f éotlogenous and exogenous fatty
acids are catalyzed by the action of the same uiesats and elongases. These enzymes

are tissue-specific and substrate-specific. Reigmaif gene expression of desaturases
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and elongases takes place on the stage of gemseriion and is regulated by different
nutrients and hormones. Elongases and desaturesésiasmembrane enzymes found
primarily in the endoplasmic reticulum. Elongase8,16 and 7 catalyze the elongation
of saturated and monounsaturated fatty acids, wéldegases 2 and 5 catalyze the
elongation of polyunsaturated fatty acids. Elongdseatalyzes the synthesis of both
long-chain saturated and unsaturated fatty acMisand A6 desaturase catalyze the
metabolism of polyunsaturated fatty acids, while thO desaturase catalyzes the

synthesis of monounsaturated fatty acids.

The aim of this study was to investigate the dymanof changes in gene
expression of mMRNA for elongases 2, 5 and 6 AbdA6 andA9 desaturases in liver
and adipose tissue in response to different tygediais. A further objective was
to determine changes in fatty acid compositiorotdltlipids of liver and adipose tissue,

as well as changes in lipid profile and glucosecemtration in blood serum.

The research model was used with male Wistar natswere fed a standard diet,
a high-carbohydrate diet, a diet enriched in una#d fatty acids and a diet enriched in
saturated fatty acids. Expression of genes for gadses and desaturases was
investigated using RT-PCR method. In order to deitee the fatty acid composition of
total lipids gas chromatography was performed.him blood serum of animals a lipid

profile and glucose level were determined usiagdard Kits.

In response to different diet, in liver and adipasesue results showed
differences in expression levels of mMRNA for desstas and elongases and in fatty
acid composition. In the liver of animals fed ttne diet, varied levels of expression
of MRNA for elongases and desaturases as well difesent fatty acid composition
were observed in comparison with adipose tissugats’ serum, a lipid profile and

glucose level were different depending on the tyfpdiet.

Key words: elongases, desaturase, liver, adipesedj a high-carbohydrate diet,

diet enriched in saturated fatty acids, diet emtcin unsaturated fatty acids.
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