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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

1.WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Ang — angiopoetyna (ang. angiopoietin)

ABCAL —ang. ATP-binding cassette dependent transporter, sub-family A (ABC1), member 1

ABCG - ang. ATP-binding cassette dependent transporter, subfamily G

AC - cyklaza adenylowa

ACE - konwertaza angiotensyny (ang. angiotensin-converting enzyme)

ACS - syntetaza acylo-CoA

ACTH - hormon adrenokortykotropowy

AGEs - koncowe produkty zaawansowanej glikacji (ang. advanced glycation end products)

AGT - angiotensynogen

ALEs — produkty koncowe zaawansowanej lipooksydacji (ang. advanced lipooxidation end
products)

AMP — adenozynomonofosforan

ANP - przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ang. atrial natriuretic peptide)

Apo-Al —apolipoproteina A1

AQP7 — akwaporyna 7

AR - receptor adrenergiczny

ATGL - lipaza triglicerydéw (ang. adipose triglyceride lipase)

ATP — adenozynotrifosforan

BAT - brunatna tkanka tluszczowa (ang. brown adipose tissue)

bFGF — zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (ang. basic fibroblast growth factor)

BNP - mézgowy peptyd natriuretyczny (ang. brain natriuretic peptide)

CAMP — cykliczny adenozynomonofosforan

cGMP - cykliczny guanozynomonofosforan

C/EBP - ang. CCAAT/Enhancer Binding Protein

CETP - biatko przenoszace estry cholesterolu (ang. cholesterol ester transfer protein)

CCL2 - ang. Chemokine (C-C motif) ligand 2

CHF - przewlekta niewydolno$¢ serca (ang. chronic heart failure)

ChREBP —ang. carbohydrate responsive element binding protein

CoA — koenzym A
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COX - cyklooksygenaza
CRP - biatko C reaktywne (ang. C-reactive protein)
CXCL10 - ang. C-X-C motif chemokine 10
DAG — diacyloglicerol
DEX - deksametazon
DGAT- acylotransferaza diacyloglicerolu (ang. acyl CoA:diacylglycerol acyltransferase)
DHA — kwas dokozaheksaenowy (ang. docosahexaenoic acid)
EC — komorka $rodblonka (ang. endothelial cell)
ECM — macierz pozakomorkowa (ang. extracellular matrix)
EGF - naskérkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor)
ENA-78 — epitelialny peptyd 78 aktywujacy neutrofile (ang. epithelial cell-derived neutrophil-
activating peptide 78)
eNAMPT - zewnatrzkomoérkowa fosforybozylotransferaza nikotynamidu (ang. extracellular
nicotinamide phosphoribosyltransferase)
eNOS — NOS3, srodbtonkowa syntaza tlenku azotu (ang. endothelial nitric synthase)
EPA — kwas eikozapentaenowy (ang. eicosapentaenoic acid)
EPC komorki — srodbtonkowe komorki progenitorowe (ang. endothelial progenitor cells)
ER — retikulum endoplazmatyczne
FABP4 — biatko wiazace kwasy tluszczowe (ang. fatty acid binding protein 4)
FAS - syntaza kwasow tluszczowych (ang. fatty acid synthase)
FATP — biatko transportujace kwasy ttuszczowe (ang. fatty — acid transport protein)
FFAs — wolne kwasy tluszczowe (ang. free fatty acids)
FGF — czynnik wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor)
FOXC2 - ang. forkhead box protein C2
FXR - farnezoidylowy receptor (ang. farnesoid X receptor)
G-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw (ang. granulocyte colony-
stimulating factor)
GCP-2 — peptyd 2 chemotaktyczny dla granulocytow (ang. granulocyte chemotactic peptide-2)
GLP 1 - glukagonopodobny peptyd 1 (ang. glucagon like peptide 1)
GM-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow
(ang. granulocyte macrophage colony-stimulating factor)
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GRO apy — ang. growth-related oncogene

GTP - guanozynotrifosforan

HDL - lipoproteiny o wysokiej gestosci (ang. high density lipoproteins)

HFD — dieta wysokottuszczowa

HGF — czynnik wzrostu hepatocytéw (ang. hepatocyte growth factor)

HIF-a — czynnik indukowany niedotlenieniem (ang. hypoxia inducible factor «)

HOMA — wskaznik insulinowrazliwo$ci (ang. homeostasis model assessment)

HRE — ang. hormone response elements

HRP — peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase)

HSL — hormonozalezna lipaza (ang. hormone sensitive lipase)

HUVEC komérki — ludzkie komorki srodbtonkowe zyty pgpowinowej (ang. human umbilical
vein endothelial cells)

IBMX - izobutylometyloksantyna

ICAM — migdzykomodrkowa molekuta adhezyjna (ang. intercellular adhesion molecule)

IDF — Migdzynarodowa Komisja Cukrzycowa (ang. International Diabetes Federation)

IGF - insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. insulin-like growth factor-1)

IGFPB-rP2 — biatko 2 wiazace IGF (ang. insulin-like growth factor binding protein-2)

IL-6 — interleukina 6

INOS - indukowalna syntaza tlenku azotu (ang. inducible nitric oxide synthase)

IP-10 — biatko 10 indukujace interferon gamma (ang. interferon gamma-induced protein 10)

IR — receptor insulinowy

IRS1 - biatko substratowe 1 receptora insulinowego (ang. insulin receptor substrate-1)

IS — istotnos¢ statystyczna

JNK — c-Jun N terminalna kinaza (ang. c-Jun N-terminal kinase)

LDL - lipoproteiny o matej gestosci (ang. low density lipoproteins)

LPL - lipaza lipoproteinowa

LXRs - receptory watrobowe (ang. liver X receptors)

MAPK - kinaza aktywowana mitogenami (ang. mitogen- activated protein kinase)

MCP-1- biatko 1 chemotaktyczne dla monocytow (ang. monocyte chemotactic protein 1)

MGL - lipaza monoglicerydowa (ang. monogliceryd lipase)
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MIF - czynnik zahamowania migracji makrofagow (ang. macrophage migration inhibitory
factor)
MIG — monokina indukowana przez interferon gamma (ang. monokine induced by interferon-
gamma)
MMP — metaloproteinaza macierzy (ang. matrix metalloproteinase)
NADPH- dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (ang. nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate)
NAFLD - niealkoholowa choroba stluszczeniowa watroby (ang. non-alcoholic fatty liver
disease)
NAP-2 — biatko 2 aktywujace neutrofile (ang. neutrophil-activating protein-2)
NASH - niealkoholowe sttuszczeniowe zapalenie watroby (ang. non-alcoholic steatohepatitis)
NFxB — czynnik jadrowy kB (ang. nuclear factor «B)
NGF — czynnik wzrostu neuronéw (ang. neuronal growth factor)
NO - tlenek azotu (ang. nitric oxide)
NPR - receptor peptydu natriuretycznego (ang. natriuretic peptide receptor)
NPY — neuropeptyd Y
NRF2 - ang. Nuclear Factor-E2-related factor 2
PA - kwas fosfatydylowy
PAI-1-inhibitor 1 aktywatora plazminogenu (ang. plasminogen activator inhibitor-1)
PBEF — ang. pre-b cell colony- enhancing factor
PDE3B - fosfodiesteraza 3B (ang. phosphodiesterase 3B)
PD-ECGF - ptytkowy czynnik wzrostu komorek $rodblonka (ang. platelet-derived
endothelial cell growth factor)
PDGF - pochodzacy z ptytek czynnik wzrostu 3 (ang. platelet-derived growth factor, type B)
PECAM-1 - ptytkowosrodbtonkowe biatko adhezyjne 1 (ang. platelet endothelial cell adhesion
molecule-1)
PEGF — czynnik wzrostu barwnikowego epitelium (ang. pigment epithelium growth factor)
P13K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu
PEX - ang. hemopexin like domain of MMP-2
PGCl1a — koaktywator 1 a receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysomow vy

(ang. Peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator la)
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PGE - prostaglandyna

PIGF — tozyskowy czynnik wzrostu (ang. placenta inducible growth factor)
PKA — kinaza biatkowa A (ang. protein kinase A)

PKB — kinaza biatkowa B (ang. protein kinase B)

PKC - kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

PKG - kinaza biatkowa G (ang. protein kinase G)

POMC - proopiomelanokortyna

PPARs — receptory aktywowane przez proliferatory peroksysoméw (ang. peroxisome

proliferation activated receptors)
PXR - ang. pregnane X receptor
PUFAs — wielonienasycone kwasy tluszczowe (ang. polyunsaturated fatty acids)

QUICKI — wskaznik insulinowrazliwosci (ang. quantitative insulin-sensitivity check index)

RANTES - CCLJ5; ang. regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted;
ang. Chemokine (C-C motif) ligand 5

RARs - receptory kwasu retinowego (ang. retinoic acid receptors)

RAS - uktad renina-angiotensyna (ang. renin-angiotensin system)

RBP4 — biatko 4 wiazace retinol (ang. retinol binding protein 4)

ROS - wolne rodniki (ang. reactive oxygen species)

RXRs - receptory kwasu retinoidowego (ang. retinoid X receptor)

RXRa ko myszy — myszy z delecja genu RXRao w hepatocytach

SAA — surowiczy amyloid A (ang. serum amyloid A)

SCD-1 — desaturaza 1 steroilo-CoA (ang. stearoyl-Coenzyme A desaturase 1)

SD - odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SDF-1 - czynnik pochodzenia stromalnego 1 (ang. stromal cell-derived factor-1)

Sfrp5 - ang. secreted frizzled-related protein 5

SREBP-1c - (ang. sterol regulatory element-binding protein 1c)

STD - dieta standardowa

SVF komérki — frakcja komorek progenitorowych izolowana z tkanki ttuszczowej (ang. stromal

vascular fraction cells)
T2DM - cukrzyca typu 2
TF — czynnik tkankowy (ang. tissue factor)
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TG - triglicerydy

TGFB - transformujacy czynnik wzrostowy 3 (ang. transforming growth factor f)

TIMP-2 — tkankowy inhibitor metaloproteinazy 2 (ang. tissue-localized inhibitor of
metalloproteinase-2)

TNF-a - czynnik martwicy nowotwordéw o (ang. tumor necrosis factor @)

tPA — tkankowy aktywator plazminogenu (ang. tissue-type plasminogen activator)

TR - receptor hormonu tarczycy (ang. thyroid hormone receptor)

TSH — hormon tyreotropowy

TSP-1 — trombospondyna 1

TZDs - tiazolidinediony (ang. thiazolidinediones)

UCP?2 — biatko rozprzegajace 2 (ang. uncoupling protein 2)

UCP3 - biatko rozprzegajace 3 (ang. uncoupling protein 3)
uPA — urokinazowy aktywator plazminogenu (ang. urokinase-type plasminogen activator)
VCAM-1 — molekuta adhezyjna 1 komorek naczyniowych (ang. vascular cell adhesion molecule

1)

(VE)-kadheryna - naczyniowo-srodbtonkowa kadheryna (ang. vascular endothelial cadherin)
VEGF — czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn (ang. vascular endothelial growth factor)
VEGFR-2 — receptor 2 czynnika wzrostu srédblonka naczyn
VDR - receptor witaminy D (ang. vitamin D receptor)

VIP - wazoaktywny peptyd jelitowy (ang. vasoactive intenstine peptide)

VLDL - lipoproteiny o bardzo niskiej gestosci (ang. very low density lipoproteins)
VSMCs — komérki migéni gltadkich naczynia (ang. vascular smooth muscle cells)
WT myszy — myszy kontrolne (ang. wild type)

12



2. WSTEP

2. WSTEP

2.1 Zespol metaboliczny

Okres prodromalny, poprzedzajacy rozwoj cukrzycy typu 2 (zwany zespotem X
lub zespotem Reavena, a ostatnio zespotem metabolicznym czy prediabetes) cechuje niewielka
ilo$¢ objawow klinicznych (gtownie otylos¢ i nadcisnienie). Otylos¢ brzuszna jest bowiem
udowodnionym czynnikiem ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2 (Philips i Prins, 2008).

Zespot metaboliczny charakteryzuja natomiast liczne objawy biochemiczne, wynikajace
z insulinoopornosci  tkankowej: hiperinsulinemia, charakterystyczna dyslipidemia (wysoki
poziom wolnych kwasoéw ttuszczowych i bogatych w triglicerydy lipoprotein, a obnizony poziom
lipoprotein o wysokiej gestosci), przewlekly odczyn zapalny i aktywacja uktadu krzepnigcia
(Ford, 2004; Grundy i inni, 2004; Kahn i inni, 2005; Eckel i inni, 2005). Zespo6t metaboliczny
rozwija si¢ przewaznie u osob: w $rednim wieku, obu pici, wszystkich grup etnicznych,
a zwlaszcza w populacji afro-amerykanskiej, u zmieniajacych diet¢ emigrantdow pochodzacych
z krajow stabiej uprzemystowionych (Grundy i inni, 2004; Sironi i inni, 2004; Reaven i inni,
1993). W wyniku ,,glukolipotoksycznos$ci” (stresu metabolicznego komorek, ktorego skutkiem
jest magazynowanie lipidow w postaci kropli lipidowych w migsniach lub hepatocytach)
dochodzi do aktywacji uktadu immunologiczno-zapalnego (Hanley i inni, 2005) i apoptozy
komorek beta trzustki, czego konsekwencja jest rozwodj petnoobjawowej cukrzycy typu 2
(Grundy i inni, 2004; Kiec-Wilk, 2009; Cusi, 2010).

Glownymi powiklaniami zespotu metabolicznego, oprécz rozwoju cukrzycy typu 2,
jest wystapienie choréb sercowo-naczyniowych, czego przyczyna jest uszkodzenie $rodbtonka
oraz zaburzenie jego funkcji w wyniku: dyslipidemii, hiperglikemii i przewleklego odczynu
immunologiczno-zapalnego.  Dodatkowo, zaburzenie  funkcji  $rodblonka,  ischemia
oraz wytwarzane lokalnie cytokiny prozapalne prowadza do rozwoju patologicznej angiogenezy
manifestujacej si¢ klinicznie np. retinopatia cukrzycowa (Girach i inni, 2006).

Rozwdj zespolu metabolicznego jest determinowany: predyspozycjami genetycznymi
(choroba wielogenowa), czynnikami $§rodowiskowymi (brakiem aktywnosci fizycznej,
wysokokaloryczna dieta bogata w nasycone kwasy tluszczowe i weglowodany), starzeniem

czy zaburzeniami hormonalnymi (Grundy i inni, 2004; Grundy i inni, 2005; Handelsman, 2009).

13



2. WSTEP

2.1.1 Kryteria diagnostyczne

Po raz pierwszy w latach 80-tych Reaven wprowadzit pojecie ,,zespotu metabolicznego”
jako schorzenia charakteryzujacego si¢ zaburzeniami metabolicznymi zwigzanymi z otytoscia,
ktorych biochemicznymi objawami sa: hipertriglicerydemia, obnizony poziom HDL,
hiperinsulinemia oraz uposledzona tolerancja glukozy (Reaven, 1988). Obecnie w diagnostyce
obowiazuje definicja Mig¢dzynarodowej Federacji Diabetologicznej IDF (ang. International
Diabetes Federation) z kwietnia 2005r (Tabela 1). IDF bierze pod uwage odrebnosci etniczne
jezeli chodzi o warto$¢ obwodu w talii (Handelsman, 2009).

Zgodnie z ta definicja warunkiem niezbednym dla rozpoznania zespolu metabolicznego
jest obecno$¢ otylosci brzusznej (obwod w talii u Europejek rowny lub powyzej 80 cm i1 rowny
lub powyzej 94 cm u Europejczykdéw). Ponadto, nalezy stwierdzi¢ wystgpowanie 2 sposrod 4
nastepujacych czynnikoéw: stezenie triglicerydow powyzej 1,7 mmol/l (150mg/dl) lub leczenie
hipertriglicerydemii; ci$nienie tetnicze skurczowe powyzej 130 mmHg i rozkurczowe powyzej
85 mmHg (lub leczenie wczesniej rozpoznanego nadcis$nienia tetniczego); zwigkszone stgzenie
glukozy na czczo réwne lub powyzej 5,6mmol/l (100mg/dl) lub rozpoznana wczesniej cukrzyca
typu 2; obnizone st¢zenie HDL-C ponizej 1,0 mmol/l (40mg/dl) u mgzczyzn i ponizej 1,3 mmol/l
(50 mg/dl) u kobiet (lub leczenie tego zaburzenia lipidowego) (Tabela 1).

Tabela 1. Definicja zespolu metabolicznego opracowana przez IDF (wg Handelsman, 2009).

Warunek niezbedny do rozpoznania:

Otylos¢ brzuszna

obwod talii — mezezyzni:>94 cm; kobiety: >80 cm w populacji europejskiej; i wartosci swoiste dla innych grup
etnicznych. Jezeli BMI wynosi >30 kg/m? pomiar obwodu talii nie jest konieczny do orzeczenia otylosci
brzusznej

co najmniej 2 z 4 wymienionych ponizej czynnikow:

Stezenie triglicerydow >150 mg/dl (=1,7 mmol/l) lub leczenie hipertriglicerydemii

Stezenie cholesterolu HDL — mezczyzni: <40 mg/dl (<1,03 mmol/l); kobiety: <50 mg/dl (<1,29 mmol/l) lub
leczenie niskiego stezenia HDL-Cholesterolu

Cisnienie tetnicze krwi: skurczowe >130 mmHg lub rozkurczowe >85 mmHg, lub leczenie wcze$niej
rozpoznanego nadci$nienia t¢tniczego

Stezenie glukozy na czczo >100 mg/dl (5,6 mmol/l); lub wczesniej rozpoznana cukrzyca. Jezeli stezenie
glukozy na czczo ma warto$¢ wyzsza niz podana powyzej, wymagane jest przeprowadzenie doustnego testu
tolerancji glukozy (OGTT), ktéry nie jest niezbedny do orzeczenia zespolu metabolicznego
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2.2 Tkanka tluszczowa

Tkanka tluszczowa jest odmiana tkanki lacznej wykazujaca heterogenna budowe.
Zbudowana jest gldwnie z roznej wielkosci adipocytow, pomigdzy ktdérymi przebiegaja naczynia
krwionosne 1 wtokna nerwowe. W tkance tej réwniez znajduja si¢: multipotencjalne komorki
macierzyste, preadipocyty, fibroblasty i komorki epitelialne oraz komorki uktadu
immunologiczno-zapalnego (makrofagi i limfocyty), ktorych ilo$¢ rosnie wraz z rozrostem tkanki
tluszczowej (Kiess i inni, 2008; Cinti 2005, Halberg i inni, 2008).

Tkanka tluszczowa stanowi rezerwe energetycznag i warstwe izolacyjna (podskorna tkanka
thuszczowa), bierze udzial w termoregulacji (brunatna tkanka tluszczowa) oraz ostania
I stabilizuje narzady wewngtrzne (podskorna i okotonarzadowa tkanka tluszczowa). Jest tkanka
aktywna metabolicznie, w ktorej w adipocytach zachodzi gromadzenie substratow
energetycznych — lipidow w postaci triglicerydow (TG) jak i uwalnianie kwasow thuszczowych
(i glicerolu) ze zmagazynowanych w adipocytach TG, w wyniku lipolizy zaleznej od hormonow
lub stymulacji beta-adrenergetycznej (Penicaud i inni, 2000). Ponadto, tkanka ta stanowi organ
endokrynny, ktory poprzez wytwarzane substancje (adipokiny) reguluje nie tylko procesy
metaboliczne catego organizmu, ale roéwniez: apetyt, odpowiedZz immunologiczno-zapalna,
angiogenezg, ciSnienie 1 krzepnigcie krwi, dojrzewanie tkanek milodego organizmu
i jego starzenie (Fonseca-Alaniz i inni, 2008, Ailhaud, 2006; Ouchi i inni, 2011). Tkanka
tluszczowa uczestniczy zatem aktywnie w kontroli Zywotnosci 1 dobrostanu ustroju
(Wozniak i inni, 2009; Oller Do Nascimento i inni, 2009).

2.2.1 Biala i brunatna tkanka tluszczowa

W organizmach ludzi dominuje biata tkanka tluszczowa, ktorej nadmiar (przy braku
wysitku fizycznego) moze prowadzi¢ do zaburzen metabolicznych. Glowna rola biatej tkanki
tluszczowej jest magazynowanie substratu energetycznego - lipidow w postaci TG w celu ich
wykorzystania w okresie zapotrzebowania energetycznego organizmu (generacja ATP,
termogeneza w mitochondriach). Adipocyty tej tkanki tlhuszczowej sa duzymi komorkami,
a ich wielko$¢ zalezy od zmagazynowanych w ich wngtrzu kropli lipidowych, ktore sktadaja sig¢
gléwnie z TG 1 stanowia okoto 90% objetosci komodrki. Adipocyty biatej tkanki thuszczowej maja

nieliczne, cienkie mitochondria, ktore sa zgromadzone glownie pod btona komoérkowa. Budowa

15



2. WSTEP

tych  komorek umozliwia zatem magazynowanie nadmiaru kwasow tluszczowych
(np. po positku), a uwalnianie kwasow tluszczowych (FFAS) w okresie migdzypositkowym
(Cinti, 2005; Cinti, 2009).

U ludzi biala tkanka tluszczowa stanowi zrab podskoérnej oraz trzewnej tkanki

tluszczowej. Brak podskornej tkanki thuszczowej, wynikajacy z uposledzonej zdolnoSci
do jej tworzenia (lipodystrofia nabyta i wrodzona), skutkuje podwyzszonym poziomem FFAs
w krazeniu, czego konsekwencja jest rozwoj insulinoopornosci i cukrzycy typu 2 (Petersen i inni,
2002; van Wijk 1 inni, 2005). Tkanka tluszczowa trzewna charakteryzuje si¢ silniejsza
odpowiedzia zaro6wno lipolityczna jak i endokrynna (uwalniane adipokiny). Stad trzewna tkanka
thuszczowa jest glownym czynnikiem prowadzacym do rozwoju zespolu metabolicznego
(Meng i inni, 2010, Despre’s i inni, 2008).

Brunatna tkanka tluszczowa wykazuje silniejsza aktywno$¢ metaboliczna w poréwnaniu

do biatej tkanki ttuszczowej (Cinti, 2005; Cannon i Ne Nedergaard, 2005). Tkanka ta odpowiada
bowiem za generacj¢ niezbednej do Zycia energii w postaci ciepta (termogenezg) droga
rozprzggania oksydatywnej fosforylacji w mitochondriach (Gonzalez-Barroso i inni, 2000;
Cannon i Nedergaard, 2010). Najwigcej tej tkanki wystgpuje u matych ssakow (gryzonie)
i noworodkow, ktére maja trudno§¢ w utrzymaniu odpowiedniej temperatury ciata.
Wraz z wiekiem jej ilos¢ ulega redukcji. U ludzi dorostych szczatkowa brunatna tkanka
thuszczowa jest rozmieszczona w obszarze okotoszyjnym, nadobojczykowym, pachowym,
przykregowym, $rodpiersiowym oraz nadbrzusznym (Saely i inni, 2010). Jej poziom natomiast
I aktywnos$¢ u ludzi roénie po ekspozycji na zimno, w odpowiedzi na stymulacj¢ -adrenergiczng
(Cinti, 2005; Cannon i inni, 2004). W celu pelnienia wyzej wymienionych funkcji, adipocyty
brunatnej tkanki tluszczowej zawieraja liczne, lecz drobne krople lipidowe oraz wiele duzych
i sferycznych mitochondriow posiadajacych biatko rozprzegajace UCP1 (ang. uncoupling protein
1) (Gonzalez-Barroso i inni, 2000). W zwiazku z duza aktywnoscia metaboliczna, tkanka ta jest
silniej unaczyniona i unerwiona niz biata tkanka ttuszczowa.

U ludzi z nadwaga lub otytych, funkcja metaboliczna tej tkanki jest obnizona, a generacja
adipokin jest nasilona (Saito i inni, 2009). Stad ukierunkowanie réznicowania komorek biatej
tkanki tluszczowej w kierunku brunatnej mogloby stanowi¢ sposob leczenia otytosci (Himms-
Hagen i inni, 2001; Cannon i Nedergaard, 2010). Przy glodzeniu, przebywaniu w nizszych

temperaturach, zwigkszeniu wysitku fizycznego moze bowiem dojs¢ do odréznicowania sig biatej
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tkanki thuszczowej w brunatng (Barbatelli i inni, 2010). Po adrenergicznej stymulacji (ekspozycja
na zimno lub po stymulacji agonistami receptora beta 3 adrenergicznego) wzrasta biogeneza
mitochondriow 1 ekspresja UCP1 w komorkach biatej tkanki thuszczowej. Ten efekt koreluje
ze zmniejszeniem masy ciata w otytosci indukowanej dieta. Zatem u ludzi liczba adipocytow
brunatnej tkanki tluszczowej w obrgbie biatej tkanki tluszczowej zalezy od czynnikéw

srodowiskowych (Guerra i inni, 1998).

2.2.2 Endokrynna aktywnos$¢ tkanki tluszczowej

W komorkach tkanki ttuszczowej (zwtaszcza brzusznej) wytwarzane sg biatka (adipokiny)
peliace réznorodne funkcje: autokrynne, parakrynne lub endokrynne w ustroju. W otytosci
i/lub metabolicznych zaburzeniach dochodzi do zaburzenia réwnowagi w ich wytwarzaniu.
Zmiany w poziomie adipokin prowadza do zaklocenia insulinowrazliwo$ci i przemian
metabolicznych (Ailhaud, 2006; Ouchi i inni, 2011, Achima i Flier, 2000; Gimeno i inni, 2005;
Hutley i Prins, 2005) (Ryc. 1). Wsrod adipokin wyrdznia si¢ (Tabela 2): biatka regulujace
metabolizm glukozy/lipidow, biatka prozapalne jak i adipokiny przeciwzapalne, substancje
stymulujace naczyniotworzenie jak rowniez pelniace odmienne funkcje (uczestniczace
w kaskadzie krzepnigcia; w regulacji ci$nienia krwi; kontrolujace: apetyt, dojrzewanie komorek
progenitorowych i inne) (Tabela 2). Ponizej opisano funkcje wybranych adipokin. Angiogenne

wlasciwosci tych substancji przedstawiono w rozdziale 2.3.2.2.

2.2.2.1 Adipokiny biorace udzial w réwnowadze energetycznej/metabolizmie
Leptyna

Leptyna jest nieglikozylowanym hormonem peptydowym o masie 16 kDa, ulegajacym
ekspresji w: adipocytach, sluzowce zotadka i gruczole mlecznym (Kopff i inni, 2005). Synteza
tej adipokiny jest regulowana: podczas pobierania pokarmu, przez status energetyczny komorki
jak 1 poprzez biatka prozapalne (Chan i inni, 2005; Bates i inni, 2003; Myers i inni, 2008).
Leptyna wydzielana przez tkanke ttuszczowa; dziatajac na podwzgorze; po przekroczeniu bariery
krew-moézg; reguluje: apetyt, ilos¢ zuzywanej przez organizm energii, roznicowanie komorek
progenitorowych oraz angiogenezg (Friedman i Halaas, 1998; Lee i inni, 2009;
Fantuzzi i Faggioni, 2000; Ribatti i inni, 2008). I1os¢ leptyny koreluje z masa tkanki ttuszczowej,

zatem jej poziom rosnie w surowicy krwi osob otylych (Tokuda i inni, 2008). Jej dziatanie
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centralne jest zwigzane z hamowaniem sekrecji neuropeptydu Y (NPY) oraz ze stymulacja
sekrecji proopiomelanokortyny (POMC), co prowadzi do zmniejszenia apetytu (Sahu, 2008;
Wang i inni, 2008). W osrodkowym uktadzie nerwowym gldéwnym miejscem jej dziatania jest
jadro tukowate podwzgorza, w ktorym znajduja si¢ receptory dla leptyny (Tokuda i inni, 2008;
Bates i Myers, 2003). Aktywno$¢ leptyny stymuluje rowniez katabolizm (beta-oksydacje) lipidow
w watrobie oraz lipoliz¢ w mig$niach szkieletowych i adipocytach (Long i Zierath, 2006).
Ta adipokina zwigksza proces beta-oksydacji takze i w innych tkankach (Lee i inni, 2002),
a zaburzenie jej dziatania prowadzi do akumulacji TG w komodrkach watroby i narzadow
obwodowych. Leptyna hamuje rowniez hydrolizg estrow cholesterolu i w ten sposob przyczynia
si¢ do powstania komorek piankowatych, bedacych sktadnikami blaszek miazdzycowych
(O’Rourke i inni, 2002). Otyloéci towarzyszy podwyzszony poziom leptyny przy uczuciu glodu,
co moze wynika¢ z centralnej leptynoopornosci (Munzberg i Myers, 2005). Zjawisko to moze by¢
zwiazane z upo$ledzeniem transportu leptyny do mézgu lub zmniejszeniem ekspresji jej receptora
w podwzgorzu (Stocker i Cawthorne, 2008). Adipokina ta stymuluje lipoliz¢, hamuje lipogenezg,
poprawia insulinowrazliwos¢, zwigksza metabolizm glukozy oraz stymuluje utlenianie kwaséw
thuszczowych. Leptyna wykazuje rowniez dziatanie prozapalne poprzez: aktywacj¢ prozapalnych
komorek, promowanie odpowiedzi limfocytow Thl oraz poprzez posredniczenie w produkcji
prozapalnych cytokin: TNFa, IL-2, IL-6. U ludzi, leptyna stymuluje rowniez proliferacje
i aktywacje monocytow W hodowlach in vitro, a hamuje miogeneze¢ (Ferndndez-Riejos i inni,
2010, Yu i inni, 2008; Rodriguez i inni, 2010).

Adiponektyna
Adiponektyna jest biatkiem o masie 30kDa wykazujacym homologi¢ z kolagenem VIII

i X, oraz z czynnikiem dopetniacza C1q. Jest wytwarzana wylacznie przez adipocyty. Wykazano,
ze w cukrzycy typu 2 i1 zespole metabolicznym, a takze w insulinoopornos$ci 1 otyto$ci poziom
tej adipokiny obniza si¢ (Hajer i inni, 2007; Gil-Campos i inni, 2004).

Adiponektyna jest substancja pelniaca funkcje przeciwzapalna, przeciwmiazdzycowa
oraz wykazujaca dziatanie ochronne przed rozwojem cukrzycy (Matsuda i inni, 2002; Stefan
i Stumvoll, 2002). Adipokina ta hamuje bowiem glukoneogeneze w watrobie, stymuluje wychwyt
glukozy przez migsnie szkieletowe, zwigksza utlenianie kwasow tluszczowych w migéniach

I watrobie oraz indukuje produkcj¢ ATP w mitochondriach (Kadowaki i Yamauchi, 2005;
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Liuiinni, 2010; Zhou i inni, 2005). Adipokina ta promuje réwniez odkladanie TG
w adipocytach, zapobiegajac ich magazynowaniu w watrobie 1 migs$niach, co prowadzi
do zwigkszenia insulinowrazliwosci (Kim i inni, 2007). Ponadto, osoby z wyzszym st¢zeniem
adiponektyny w surowicy krwi sa mniej podatne na rozwoj cukrzycy (Lindsay i inni, 2002). W
badaniach wykazano, ze wartosci st¢zen adiponektyny koreluja dodatnio z wartoSciami:
wskaznika insulinowrazliwosci QUICKI (ang. quantitative insulin-sensitivity check index)
oraz stezenia cholesterolu frakcji HDL (Lindsay i inni, 2005). Adiponektyna reguluje
réwniez cisnienie krwi poprzez nasilenie uwalniania tlenku azotu (NO) poprzez komorki

srodbtonka naczyn (Long i inni, 2006).

Rezystyna
Rezystyna jest peptydem o masie 12kDa. Jest wytwarzana glownie przez makrofagi,

ale rowniez przez: migsnie, komorki trzustki i adipocyty. Adipokina ta poprzez aktywacje
czynnika transkrypcyjnego NF«xB, indukuje prozapalne cytokiny: IL-1, IL-6, IL-12 i TNFa
(Kusminski i inni, 2005). Rezystyna aktywuje rowniez enzymy glukoneogenezy i nasila
glikogenolizg, czego konsekwencja jest zwigkszenie watrobowe] opornosci na insuling.
Fizjologiczna rola tej adipokiny jest podtrzymywanie odpowiedniej glikemii podczas glodu
(McTernan i inni, 2006).

Chemeryna

Chemeryna jest chemoking ulegajaca ekspresji w biatej tkance tluszczowej 1 wywierajaca
istotny wptyw na dojrzewanie adipocytow i ich metabolizm (Goralski i inni, 2007; Roh i inni,
2007). Jej poziom jest wyzszy u osob otylych (Goralski i inni, 2007) i wzrasta
podczas roznicowania preadipocytow do adipocytow. Wylaczenie genu chemeryny
lub jej receptora zaburza dojrzewanie preadipocytow. Biatko to promuje stymulowany insuling
wychwyt glukozy oraz zwigksza przekaznictwo sygnatu od receptora insuliny (Bozaoglu i inni,

2007).

Adypsyna

Adypsyna nazywana rowniez ludzkim czynnikiem dopelniacza D46 jest enzymem
bioracym udzial w alternatywnej $ciezce aktywacji dopeilniacza (Paglialunga i inni, 2008).

Jej poziom rosénie u ludzi otylych (Maslowska i inni, 1999). Jest produkowana przez adipocyty
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i makrofagi M2. Jest proteaza wykazujaca duza homologie do czynnika dopelniacza D. Bierze
udzial w syntezie biatka ASP (ang. acylation-stimulating protein). Adypsyna stymuluje

rowniez magazynowanie TG i hamuje lipolizg (Lago i inni, 2007; Lago i inni, 2009).

Apelina

Apelina jest bioaktywnym peptydem, bedacym endogennym ligandem dla receptora
orfanowego, ktory jest homologiem receptora dla angiotensyny II (Sun i inni, 2011). Adipokina
ta jest wytwarzana przez adipocyty, ale rowniez komorki progenitorowe tkanki thuszczowej
(SVF) (ang. stromal vascular fraction cells). Jest ona zwiazana 2z otyloscia
i insulinowrazliwoscia, cho¢ nadal trwaja badania nad aktywnoscia tej cytokiny. Bezposredni
wpltyw na ekspresje genu dla apeliny ma insulina (dziata poprzez aktywacje kinazy
fosfatydyloinozytolu, kinazy biatkowej C i p38 MAPK). Gldéd jest czynnikiem hamujacym
wydzielanie apeliny, a jej st¢zenie wzrasta (podobnie jak st¢zenie insuliny) po positku
(Wei i inni, 2005). Apelina zmniejsza pobieranie pokarmu, hamuje indukowane glukoza
uwalnianie insuliny, indukuje syntezg NO, a hamuje przekaznictwo sygnatu od angiotensyny II.
Peptyd ten stymuluje rowniez wychwyt glukozy w migéniu szkieletowym przez mechanizm

zalezny od AMP kinazy (Lago i inni, 2007, Lago i inni, 2009, i Attané i inni, 2011).

Wisfatyna

Wistatyne zidentyfikowano w 2004 roku u myszy i u ludzi, jako substancje wytwarzana
przede wszystkim przez trzewnga tkanke ttuszczowa (stad pochodzi jej nazwa — ang. visceral fat).
Odkryte biatko byto strukturalnie homologiczne z syntetyzowana przez limfocyty cytoking PBEF
(ang. pre-beta cell colony- enhancing factor), okreslona w 1994 roku jako substancja
produkowana przez limfocyty i stymulujaca ich dojrzewanie oraz odpowiedz zapalna
(Fukubhara i inni, 2005). Wisfatyna jest obecnie uwazana za pozakomoérkowa formg enzymu -
fosforybozyltransferazy ~ nikotynamidu  eNAMPT  (ang.  extracellular  nicotinamide
phosphoribosyltransferase). Enzym ten jest niezbedny do syntezy dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego NAD (ang. nicotinamide adenine dinucleotide) (Pittelli i inni, 2010),
ktory odgrywa kluczowa rolg m. in. w regulacji biatka - sirtuiny 1 (SIRT1), wykazujacej
aktywno$¢ deacetylazy histonowej (zwanej ,,genem dlugowiecznos$ci”) (Borradaile i inni, 2009).

Wisfatyna jest produkowana przez adipocyty, ale réwniez neutrofile (Garten i inni, 2010;
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Costford i inni, 2010). W dotychczasowych analizach wykazano, ze ekspresja wisfatyny wzrasta
w otytosci (de Luis i inni, 2010). Substancja ta indukuje chemotaksj¢ i produkcje IL-1p, TNF-a
I IL-6 w monocytach oraz zwigksza proliferacj¢ limfocytow typu B.

Adipokinie tej przypisuje si¢ réwniez zdolno$¢ do wiazania i pobudzania receptoréw
insulinowych, a wigc dziatanie insulinomimetyczne (Fukuhara i inni, 2005; Guzik i inni, 2006;
Revollo i inni, 2007). Wisfatyna (podobnic do insuliny) zwicksza wychwyt glukozy
przez adipocyty i komoérki migsniowe, hamuje natomiast uwalnianie glukozy przez hepatocyty.
Podobnie jak insulina wywotuje akumulacj¢ TG w preadipocytach i zwigksza syntezg TG
z glukozy (Garten i inni, 2009; Lago i inni 2007).

Waspina
Waspina jest inhibitorem proteazy serynowej, produkowanym przez adipocyty. Zwigksza
insulinowrazliwos$¢, hamuje uwalnianie rezystyny, leptyny i TNFo. Jej poziom wzrasta w otytosci

(Kléting i inni, 2006).

Omentyna

Omentyna jest wytwarzana przez komoérki SVF. Adipokina ta zwigksza stymulowany
insuling transport glukozy w adipocytach 1 reguluje funkcje insuliny. Funkcja omentyny jest
zwigkszanie insulinowrazliwos$ci zarowno miejscowo jak i ogolnoustrojowo (Moreno-Navarrete
iinni, 2010). Omentyna stymuluje bowiem insulinozalezny wychwyt glukozy zaréwno
w adipocytach podskornej tkanki thuszczowej jak i trzewnej. Przypuszcza sig, ze omentyna
dziatajac parakrynnie, zwigksza insulinowrazliwo$¢ i stymuluje metabolizm glukozy, wptywajac

w ten sposob na dystrybucjg tkanki thuszczowej (Yang i inni, 2006).

Lipokalina-2

Lipokalina-2 jest sekrecyjna glikoproteina. Jej produkcja jest regulowana przez aktywacje
zapalenia. Synteza tej adipokiny odbywa si¢ w: adipocytach, makrofagach,
ale rowniez neutrofilach oraz komoérkach watroby i nerek. Lipokalina-2 zaburza metabolizm

glukozy i insulinowrazliwo$¢ (Esteve i inni, 2009; Jin i inni, 2011).
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Bialko wiazace retinol-4 (RBP4) (ang. retinol binding protein 4)

RBP4 nalezy do rodziny lipokalin i jest transporterem retinolu we krwi, produkowanym
przez adipocyty oraz przez watrobg (Hassink i inni, 2009). Biatko to promuje insulinooporno$é¢
I rozw0j cukrzycy typu 2 (Ou i inni, 2011). Poziom RBP4 jest podwyzszony u 0s6b chorujacych
na cukrzyce typu 2 (Mody i inni, 2008).

2.2.2.2 Adipokiny prozapalne

Czynnik chemotaktyczny monocytow 1 (MCP1) (ang. monocyte chemotactic protein 1)

MCP1 jest cytoking, ktora stymuluje migracje komodrek uktadu odpornosciowego
do miejsca zapalenia. W otylosci wystepuje zwigkszona infiltracja tkanki thuszczowej
przez makrofagi, ktore wydzielaja biatka prozapalne (m. in.: IL-6 i TNFa), przyczyniajace si¢
do nasilenia insulinooporno$ci. Bialko to hamuje fosforylacje kinazy tyrozynowej receptora
insuliny i obniza stymulowany insuling dokomorkowy transport glukozy (Sell i Eckel, 2007).
Ponadto, MCP1 hamuje wzrost i réznicowanie adipocytow poprzez regulacje ekspresji gendw

zwiazanych z adipogeneza (Cancello i inni, 2006; Juge-Aubry i inni, 2005).

Interleukina 1 (1L-1)

IL-1 jest generowana przez: monocyty, komorki $rodbtonka, fibroblasty i inne. Cytokina
ta indukuje: ekspresje biatek ostrej fazy, proliferacje komorek (limfocytow, fibroblastow,
komorek migéni gladkich $ciany naczyn), produkcje przeciwciat i cytokin oraz stymuluje
angiogenez¢ (Moschen i inni, 2011). Odno$nie metabolizmu, IL-1 zaburza homeostaze glukozy
i insulinowrazliwo$¢. Zmniejsza ekspresj¢ i aktywnos¢ lipazy lipoproteinowej (LPL) oraz obniza
réznicowanie adipocytow poprzez zahamowanie ekspresji receptorow aktywowanych
przez proliferatory peroksysomow y (PPARY) (ang. peroxisome proliferation activated receptors
7).

Ponadto, IL-1 i TNFa stymuluja ekspresj¢ migdzykomorkowej molekuty adhezyjnej 1
(ICAM-1) (ang. intercellular cell adhesion molecule 1) oraz molekuty adhezyjnej 1 komoérek
naczyniowych (VCAM-1) (ang. vascular cell adhesion molecule 1) (Cancello i inni, 2006; Juge-
Aubry i inni, 2005).
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Interleukina -6 (I1L-6)
IL-6 jest produkowana przez monocyty, adipocyty, komorki srodbtonka, fibroblasty

I inne. Cytokina ta inicjuje odpowiedz immunologiczno-zapalna (Popko i inni, 2010, Ferndndez-
Real i inni, 2001). Jedna trzecia krazacej w naczyniach krwiono$nych IL-6 pochodzi z tkanki
tluszczowej. Wytwarzanie tej cytokiny w tkance trzewnej jest 2—3-krotnie wyzsze niz w tkance
podskornej. IL-6 zmniejsza przekaznictwo sygnalu od insuliny 1 leptyny oraz indukuje
uwalnianie biatka ostrej fazy - CRP z watroby. W otylosci, za produkcjg tej cytokiny sa glownie
odpowiedzialne preadipocyty i makrofagi tkanki thuszczowej (Popko i inni, 2010). Adipokina
ta obniza ekspresj¢ biatka substratowego 1 receptora insulinowego IRS-1 (ang. insulin receptor
substrate-1) i transportera glukozy Glut4. Indukuje rowniez lipolizg, ale i utlenianie kwasow
thuszczowych. Wysoki poziom IL-6 stanowi ponadto czynnik ryzyka dla rozwoju cukrzycy typu 2
i powiktan sercowo-naczyniowych (Lee i inni, 2009). Cytokina ta hamuje réwniez ekspresje
receptorow insulinowych w naczyniach (Sabio i inni, 2008). W tkankach obwodowych natomiast,
zmniejsza adipogeneze 1 wydzielanie adiponektyny oraz ekspresj¢ wisfatyny. W osrodkowym
uktadzie nerwowym z kolei, st¢zenie IL-6 ujemnie koreluje z iloscia tkanki thuszczowej u 0sob
z nadwaga, co sugeruje odmienne dziatanie IL-6 na obwodzie i w os$rodkowym ukladzie

nerwowym (Cancello i inni, 2006; Klein i inni, 2007).

Czynnik martwicy nowotworow o. TNF-a (ang. tumor necrosis factor )

TNF-a jest cytoking (zwana historycznie kachektyna), ktora indukuje insulinoopornos¢
i zwigksza lipolizg w adipocytach (Hotamisligil i inni, 1993). TNF-a jest rowniez modulatorem
apoptozy (Lau i inni, 2011) oraz hamuje aktywnos¢ genow zwiazanych z metabolizmem kwasow
tluszczowych 1 glukozy. Cytokina ta réwniez zmniejsza wydzielanie niektorych adipokin,
w tym adiponektyny, promujac w ten sposob lokalnie insulinooporno$¢ w tkankach
(Maury i inni, 2009). W watrobie cytokina ta hamuje ekspresje genow zwiazanych z transportem
glukozy do komoérek 1 utlenianiem kwasow thuszczowych (Cancello 1 inni, 2006;
Juge Aubry i inni, 2005). TNF-a. zwigksza réwniez ekspresje IL-6 oraz bialek adhezyjnych
W $cianie naczynia. Cytokina ta aktywuje rowniez ekspresj¢ receptoréw wymiatajacych
(ang. scavenger receptors), stymuluje pobieranie przez makrofagi utlenionych form lipoprotein
0 malej gestosci ox LDL (ang. oxidised low density lipoproteins) oraz indukuje infiltracjg

makrofagéw w $cianie naczynia (Ohta i inni, 2005).

23



2. WSTEP

Interleukina — 8 (1L-8)
IL-8 (CXCLS8) jest chemoking promujaca rozwdj stanu zapalnego poprzez indukcje

migracji komoérek uktadu immunologicznego: np. monocytow. Cytokina ta stymuluje adhezje
I tzw. ,rolling” komoérek odczynu zapalnego do srodbtonka. Synteza tego biatka odbywa sig
w srodbtonku naczynia, ale i w komoérkach SVF (ang. stromal vascular fraction cells).
Chemokina ta rowniez promuje angiogeneze. W otylosci jej poziom istotnie wzrasta
(Cancello i inni, 2006; Juge-Aubry i inni, 2005).

2.2.2.3 Adipokiny przeciwzapalne
Antagonista receptora dla IL-1 (IL-1Ra)

Antagonista receptora dla IL-1 (IL-1Ra) jest produkowany w odpowiedzi na stres
przez M2 makrofagi w celu zahamowania odpowiedzi zapalnej w warunkach fizjologicznych.
Wykazano, ze podwyzszenie jego poziomu jest zwiazane z insulinooporno$cia

(Cancello i inni, 2006; Juge-Aubry i inni, 2005).

Interleukina — 10 (1L-10)
IL-10 jest cytoking uwalniang przez aktywowane makrofagi i limfocyty. Niski poziom tej

substancji wystepuje w otylosci, zespole metabolicznym oraz cukrzycy (Esposito i inni, 2004).
Cytokina ta dziala przeciwzapalnie, stymuluje insulinowrazliwo$¢ oraz chroni komorki
srodbtonka poprzez dziatanie antagonistyczne w stosunku do TNF-a. i IL-6 (Gunnett i inni, 2002;
Esposito i inni, 2004).

Sfrp5 (ang. secreted frizzled-related protein 5)

Sfrp5 jest biatkiem uczestniczacym w przekaznictwie sygnalu w szlaku Wnt, ktory jest
odpowiedzialny za przetrwanie komodrek progenitorowych (hamuje réznicowanie komorek
np. osteoblastow) (Day i inni, 2005). Biatko to jest uwazane za adipoking przeciwzapalna,
ktorej ekspresja jest obnizona w otylosci 1 cukrzycy typu 2, co potwierdzaja badania na modelach
zwierzecych. Myszy z wylaczonym genem Sfrp5 skarmiane dieta wysokotluszczowa, wykazuja
bowiem nietolerancj¢ glukozy i odktadanie zlogéow tluszczowych w watrobie oraz akumulacje

makrofagéw w tkance (Ouchi i inni, 2010).
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2.2.2.4 Inne adipokiny

Czynnik wzrostu $roédbtonka naczyn (VEGF) (ang. vascular endothelial growth factor)

VEGEF jest gtownie wytwarzany przez komorki §rédbtonka, ale rowniez komorki SVF
oraz makrofagi tkanki tluszczowej, glownie trzewnej (Rehman i inni, 2004). Reguluje
angiogenezg¢ rowniez tkanki ttuszczowej (rozdziat 2.3.2.1.2). Poziom tego czynnika wzrostowego
w surowicy krwi dodatnio koreluje z masa tkanki thuszczowej trzewnej oraz ulega podwyzszeniu
podczas réznicowania adipocytow (Miyazawa-Hoshimoto i inni, 2003). Ponadto zaobserwowano,
ze insulina jest silnym aktywatorem ekspresji genu VEGF oraz stymuluje uwalnianie tego biatka
przez adipocyty w hodowlach in vitro (Mick i inni, 2002). Prozapalne cytokiny rowniez indukuja
ekspresj¢ tego czynnika w tkance ttuszczowej zarowno w hodowlach in vitro jak i w badaniach

in vivo (Rega i inni, 2007).

Tkankowy aktywator plazminogenu (t-PA) (ang. tissue type plasminogen activator)

t-PA  jest najwazniejszym, szybko dzialajacym aktywatorem plazminogenu,

ktéry przeksztatca plazminogen w plazming.

Inhibitor 1 aktywatora plazminogenu (PAI-1) (ang. plasminogen activator inhibitor-1)

PAI-1 jest inhibitorem proteaz serynowych. Hamuje fibrynoliz¢ poprzez tworzenie
kompleksow z t-PA i urokinazowym aktywatorem plazminogenu (u-PA) (ang. urokinase-type
plasminogen activator). Jest produkowany gtownie przez komorki srodbtonka i ptytki krwi,
ale takze przez preadipocyty (Mertens, 2002). U 0sob z otytoscia i insulinoopornoscia stwierdza
si¢ podwyzszone stezenie PAI-1 (wyzsze w tkance tluszczowej trzewnej niz podskornej)

(Alessi i inni, 1997).

Komponenty uktadu renina-angiotensyna (RAS) (ang. renin-angiotensin system)

Tkanka tluszczowa wytwarza réwniez komponenty RAS, do ktorych m. in. zaliczamy:
angiotensynogen (AGT), konwertazg angiotensyny (ACE) (ang. angiotensin-converting enzyme)

i angiotensyng 2. Angiotensynogen jest prekursorem dla syntezy angiotensyny 2 zwiazanej

z regulacja cisnienia krwi. Angiotensyna 2 jest produkowana przez komorki SVF i adipocyty.

Angiotensynogen stymuluje stan zapalny w naczyniach, a jego poziom wzrasta

w otylosci. Prawdopodobnie ta adipokina bierze réwniez udzial w procesie roznicowania
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preadipocytow do adipocytow z udzialem wyzej opisanego antagonisty receptora dla IL-1
(IL1Ra) (Karastergiou i inni, 2010).

Haptoglobina jest markerem otytosci, gdyz jej poziom ro$nie wraz ze wzrostem masy ciala.

Jest glikoproteina, ktora nalezy do biatek ostrej fazy (Fain i inni, 2004).

Nadmiar substratéw energetycznych w pokarmie

Tkanka tluszczowa Zwigkszanie rozmiarow Otytosé

E &

ﬂ | Insulinowrazliwosé

Dysfunkcja srédbtonka
| Adiponektyna, omentyna ﬁ

osoby szczuptej/zdrowej tkanki ttuszczowej/zapalenie

T Insulinowrazliwosé

f

1 Adipokiny przeciwzapalne

T TNFa, IL-6, IL-8, MIF, MCP-1,

RANTES | Adipokiny przeciwzapalne

11 Adipokiny prozapalne

i Adipokiny prozapalne T Leptyna, adypsyna, chemeryna, ‘D-,

wisfatyna,
"2 » % »»  apelina, waspina

tlate A1

: 7

s oo oy WA
— (' :> > s : ""’.'. TSAA'haptogIObma’ o ’# .*%: ,b,

- “ 1 HGF, NGF, TGFB, VEGF

Aktywacja COX, NOS,
RAS i MMP

Insulinowrazliwo$é —

Ryc. 1. Schemat zmian zachodzacych w tkance tluszczowej podczas zwigkszania jej rozmiaréw
(wg Karastergiou, 2010).

Podczas przyjmowania nadmiaru substratow energetycznych tkanka tluszczowa rozrasta sig, co prowadzi
do hipertrofii i apoptozy adipocytéw oraz do uwalnianiania chemotaktycznych adipokin (np. MCP-1),
czego rezultatem jest stymulacja infiltracji makrofagéw do tkanki i wzrost jej odpowiedzi prozapalnej.
Zmianom w poziomie wytwarzanych adipokin towarzyszy wzrost insulinoopornosci i niedotlenienia.

COX — cyklooksygenaza, HGF — czynnik wzrostu hepatocytow, MCP-1 — biatko chemotaktyczne dla
monocytow 1, MIF — czynnik zahamowania migracji monocytéw, MMP — metaloproteinaza macierzy,
NGF — czynnik wzrostu neuronow, NOS — syntaza tlenku azotu, PAI-1 — inhibitor 1 aktywatora
plazminogenu, RANTES (ang. Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted), RAS —
uktad renina-angiotensyna, SAA — surowiczy amyloid A, TGFp - transformujacy czynnik wzrostowy J,
TNFa - czynnik martwicy nowotwordw o, VEGF — czynnik wzrostu §rodbtonka naczyn.
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Tabela 2. Funkcje adipokin.

Adipokina

Metabolizm

Prozapalne
adipokiny

Przeciwzapalne
adipokiny

Angiogeneza

Leptyna

\/

Adiponektyna

\/

Rezystyna

\/

Chemeryna

Adypsyna

\/

Apelina

Wisfatyna

< |2 < |2 < | <

Waspina

Omentyna

Insulin-like growth
factor 1 (IGF-1)

< [ |l |2 ||| |<|<2|<

Haptoglobina

Lipokalina 2

< |2

RBP4

IL-6

MCP1

2 (2|2 |<

MIF

TNF alfa

<

< (2|2 (<

IL-1Ra

<

IL-1

<

IL-8

<

2| <L

IL-10

IL-4

IL-18

Sfrp5

u-PA

t-PA

Angiotensynogen

Angiotensyna

Haptoglobina

Angiopoetyna 1

Angiopoetyna 2

Czynnik wzrostowy
fibroblastow FGF

Czynnik wzrostowy
hepatocytow HGF

Czynnik wzrostowy
nerwéw NGF

Czynnik tkankowy

VEGF

TGFp

< |2 | < < < < |2 (< < < | <
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2.2.3 Metaboliczna aktywnos¢ tkanki thuszczowej

Biata tkanka tluszczowa jest aktywnym metabolicznie organem, ktory reaguje na status
energetyczny organizmu poprzez aktywacje biochemicznych szlakéw lipogenezy lub lipolizy.
Magazynowanie lipidow w postaci TG w adipocytach jest indukowane przez insuling i czynnik
insulinopodobny (IGF) poprzez obnizenie poziomu cyklicznego adenozynomonofosforanu
(CAMP) i aktywno$ci kinazy biatkowej A (PKA) oraz poprzez zahamowanie fosforylacji
hormonozaleznej lipazy (HSL). Dziatanie antylipolityczne wykazuja rowniez: prostaglandyna E2
(PGE2) oraz neuropeptyd Y (NPY) (Schoelch i inni, 2004; Valet i inni, 1990; Duncan i inni,
2008; Jaworski i inni, 2009).

Synteza TG (Coleman i Lee, 2004) (Ryc. 2) wymaga obecnosci glicerolo-3-fosforanu
oraz kwasow thuszczowych estryfikowanych koenzymem A (acyloCoA). Glicerolo-3-fosforan
jest pozyskiwany ze szlaku glikolizy jako bezposredni produkt dziatania aldolazy
lub jako produkt izomeryzacji fosfodihydroksyacetonu. Adipocyty nie posiadaja kinazy
glicerolowej, co uniemozliwia im syntezg¢ glicerolo-3-fosforanu bezposrednio z glicerolu,
dlatego tez glikoliza pozostaje w tych komoérkach jedynym jego zrodtem (Coleman i Lee, 2004).

Proces syntezy glicerolo-3-fosforanu jest kontrolowany przez insuling. Insulina uwolniona
w czasie positku stymuluje translokacje transpotera GLUT4 do btony komdrkowej, co prowadzi
do zwigkszenia transportu glukozy. Metabolizm heksoz w kierunku glikolizy jest przyspieszany
przez insuling, czego konsekwencja jest wigksza produkcja glicerolo-3-fosforanu (Sethi, 2007;
Lafontan, 2008).

Kwasy ttuszczowe do syntezy TG w tkance tluszczowej pochodza gtownie z lipoprotein
(Large i inni, 2004) (Ryc. 2). Kwasy tluszczowe uwalniane z krazacych lipoprotein przez lipazg
lipoproteinowa $rodbtonka (LPL), dyfunduja przez blong adipocyta. W transporcie tym bierze
udziat receptor CD36, ktory prezentuje kwasy tluszczowe biatku transportujacemu kwasy
tluszczowe FATP (AP2) (ang. fatty acid transport protein). Drugim zrodlem kwasow
tluszczowych do syntezy TG w adipocycie jest ich powstawanie de novo z acetylo-CoA,
bedacego produktem dekarboksylacji oksydacyjnej pirogronianu pochodzacego z glikolizy.
Kluczowym enzymem tej syntezy jest karboksylaza acetylo-CoA, w wyniku dziatania
ktorej powstaje malonylo-CoA, petniacy rowniez rolg regulacyjna. Tworzenie malonylo-CoA jest
regulowane dostgpnoscia substratow (cytrynian stymuluje), statusem energetycznym komorki

(AMP hamuje) oraz hormonalnie (insulina stymuluje, glukagon i adrenalina hamuja).
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Wydhuzanie tancucha acylowego (do 16 atoméw wegla) syntetyzowanego de novo kwasu
thuszczowego przebiega z udzialem cytoplazmatycznego kompleksu syntazy kwasow
thuszczowych (FAS) (Duplus i inni, 2000; Sethi, 2007).

Proces syntezy TG poprzedza aktywacja kwaséw tlhuszczowych, polegajaca
na ich estryfikacji z CoA z udzialem cytoplazmatycznej syntetazy acylo-CoA. Czasteczki acylo-
CoA przenoszone sa na kolejne grupy hydroksylowe glicerolo-3-fosforanu. W wyniku pierwszej
reakcji acylacji w pozycji C-1 przylaczony zostaje kwas nasycony i powstaje lizofosfatyna.
W acylacji wegla C-2 zazwyczaj bierze udzial reszta kwasu nienasyconego. Ostatnia acylacja
poprzedzona jest usunigciem grupy fosforanowej przez fosfataz¢ i prowadzi do utworzenia
triacyloglicerolu.

Natomiast w czasie ujemnego bilansu energetycznego lub zwigkszonego zapotrzebowania
na energi¢ (np. podczas glodu, wysitku fizycznego, pomigdzy positkami) rezerwy TG ulegaja
lipolizie, a zatem TG sa hydrolizowane do kwasow ttuszczowych i glicerolu (Kolditz i Langin,
2010; Ahmadian i inni, 2007). Uwalnianie kwasoéw tluszczowych z tkanki ttuszczowej zalezy
od aktywnosci hormonozaleznej lipazy tkanki ttuszczowej (HSL) i jej wspotdziatania z biatkami
btony kropli lipidowych — tzw. biatkami PAT (perylipina, adipofilina i TIP47). Preferowanym
substratem dla lipazy HSL sa diacyloglicerole, podczas gdy charakterystyczna dla adipocytow
lipaza ATGL preferuje triacyloglicerole, a monoacyloglicerole stanowia substrat dla lipazy MGL
(Lass i inni, 2011, Duncan i inni, 2007).

Glownymi aktywatorami lipolizy biatej tkanki thuszczowej (Ryc. 3) sa katecholaminy
(noradrenalina i  adrenalina), glukagon, hormon adrenokortykotropowy (ACTH)
oraz glukokortykoidy. Aktywacja receptorow adrenergicznych [ przez aminy katecholowe
prowadzi do lipolizy poprzez aktywacj¢ cAMP i kinazy biatkowej A (PKA),
podczas gdy aktywacja receptora adrenergicznego a dziata antylipolitycznie (Lafontan, 2008;
Stich i inni, 2000; Villena i inni, 2004). PKA rowniez fosforyluje biatko kropli lipidowych —
peryliping, co umozliwia lipazom lepszy dostgp do kropli lipidowych (Brasaemle, 2007).

Lipoliza bialej tkanki thuszczowej jest rowniez indukowana przez przedsionkowy (ANP)
I mézgowy (BNP) czynnik natriuretyczny, tlenek azotu (NO) oraz L-argining, ktéra stanowi
prekursor NO. Substancje te stymuluja lipolizg poprzez aktywacje¢ kinazy zaleznej od cGMP
(PKG) i fosforylacje HSL (Jobgen i inni, 2006; Lafontan 2008). Lipolityczna aktywnos¢

wykazuje rowniez TNF-a uwalniany przez makrofagi i adipocyty glownie brzusznej tkanki
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tluszczowej (Jaworski i inni, 2007). Hormon tyreotropowy (TSH) jest kolejnym biatkiem
wykazujacym aktywno$¢ lipolityczna, najwigksza w okresie ptodowym. Wraz z wiekiem
jego aktywnos¢ stopniowo zanika (Gagnon i inni, 2010). Wsrod aktywatorow lipolizy mozna
rowniez wyrdzni¢ endogenne substancje aktywujace receptory sprzegnigte z biatkami GS
lub blokujace dziatanie biatek G1 jak np.: inkretyna: glukagonopodobny peptyd 1 (GLP-1)
(ang. glucagon-like  peptide-1), parathormon, wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP)
(ang. vasoactive intestinal hormone) (Ruiz-Grande i inni, 1992; Majumdar i Weber, 2010;
Taniguchi i inni, 1987; Richter i inni, 1989).

Insulina wykazuje przeciwne dziatanie do katecholamin czy hormonu wzrostu. Wiaze si¢
bowiem do receptora na adipocytach, co prowadzi do fosforylacji i aktywacji fosfodiesterazy 3B
(PDE3B) oraz do obnizenia CAMP, czego konsekwencja jest zahamowanie lipolizy
(Choi i inni, 2006).

Uwolnione kwasy ttuszczowe tworza kompleksy z biatkiem wiazacym kwasy tluszczowe
FABP (ang. fatty acid binding protein), a nast¢pnie sg transportowane do btony komorkowe;j
I przenoszone na zewnatrz komorki przez biatko FATP. Glicerol natomiast jest transportowany

poza komorke przez biatka akwagliceroporyny (np. akwaporyng 7) (AQP7) (Sethi i inni, 2007).

Glukoza

Chylomikron-TG
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VLDL-TG FFA (do glukoneogenezy
N v B w watrobie)
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LPL c,AMP 4

vises /A\ v AQP7
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Ryc. 2. Metabolizm lipidow w adipocytach (wg Sethi, 2007). Opis w tekscie.

AC-cyklaza adenylowa, ACS- syntetaza acylo-CoA, aP2 — biatko transportujace kwasy thuszczowe,
AQP7 — akwaporyna 7, AR - receptor adrenergiczny, FFA — wolny kwas tluszczowy, HSL-lipaza
hormonozalezna, IR — receptor insulinowy, P13K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, PKA — kinaza biatkowa
A
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Ryc. 3. Sciezki lipolizy w adipocytach (wg Lafontan, 2008).

Przekaznictwo sygnatu w adipocytach od katecholamin (poprzez receptory P i a, adrenergiczne),
od peptydéw natriuretycznych (poprzez receptor A NPR-A) oraz od insuliny (poprzez receptor IRS-1).
Wewnatrzkomérkowy poziom cAMP jest kontrolowany poprzez: katecholaminy (epinefryne
i norepinefryng) poprzez zwiazanie z receptorem P adrenergicznym i aktywacje cyklazy adenylowej,
aktywacje receptoroOw zmniejszajacych poziom cAMP (o, adrenergiczny receptor), adenozyne,
prostaglandyng, neuropeptyd Y, kwas nikotynowy oraz insuling (poprzez aktywacj¢ fosfodiesterazy 3B).
Czynniki natriuretyczne zwigkszaja aktywnos$¢ cyklazy guanylowej zaleznej od receptora NPR-A
i syntezg¢ cGMP. cAMP i ¢cGMP uczestnicza w zaleznej od kinaz (PKA i PKG) fosforylacji HSL
i perylipiny. Ufosforylowana perylipina umozliwia hydroliz¢ TG przez HSL i translokacj¢ tego enzymu
Z cytozolu na powierzchni¢ kropli lipidowych. Kinazy PKA i PKG fosforyluja enzymy i czynniki
transkrypcyjne oraz moga wplywa¢ na uwalnianie réznych molekut przez adipocyty. Stymulacja
receptorow insulinowych przeciwdziata produkcji cAMP poprzez aktywacje fosfodiesterazy 3B. Produkty
hydrolizy TG (FFAs i glicerol) sa uwalniane z adipocytow. FFAS wiaza si¢ z FABP4, sa transportowane
do btony komoérkowej i przenoszone na zewnatrz komorki przez biatko transportujace kwasy tluszczowe
FATP. Glicerol jest transportowany poza komorke przez biatka akwagliceroporyny (akwaporyne 7 AQP7)
obecne na btonie komérkowej adipocytow.

AC - cyklaza adenylowa, Al adenosine-R - Al receptor adenozyny, ATGL - lipaza triglicerydow, AQP-7
- akwaporyna-7, AR - receptor adrenergiczny, EP3-PGR - receptor prostagladyny EP3, FABP4 — biatko 4
wiazace kwasy ttuszczowe, FFA - wolny kwas ttuszczowy, GC - cyklaza guanylowa, Gi - hamujace biatko
wiazace GTP, Gs - stymulatorowe biatko wiazace GTP, HSL - hormonozalezna lipaza, IRS-1 - biatko
substratowe 1 receptora insulinowego, MGL - lipaza monoglicerydowa, NPR-C - receptor peptydu
natriuretycznego C, NPY-Y1-R - receptor neuropeptydu Y1, PR-A - receptor peptydu natriuretycznego A,
PDE-3B - cykliczny nukleotyd fosfodieesterazy 3B, PI13-K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, PKA - kinaza
biatkowa A, PKB - kinaza biatkowa B/Akt, PKG (cGK-I) - kinaza biatkowa G, PUMA-G/HM74a-R -
receptor kwasu nikotynowego.
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2.3 Rozrost tkanki tluszczowej

W wyniku naptywu niezuzytych w migsniach szkieletowych substratow energetycznych,
tkanka tluszczowa zwigksza swoje rozmiary poprzez stymulacje dojrzewania preadipocytow
(adipogeneza) oraz zwigkszenie rozmiaréw adipocytow (hipertrofia) (Ryc. 1) (Bays i inni, 2008).
Zwigkszanie rozmiarow tkanki ttuszczowej prowadzi do indukcji niedotlenienia, ktore hamuje
dalsze dojrzewanie preadipocytow, a indukuje unaczynienie tkanki tluszczowej (angiogenezg)

(Ryc. 1) (Lafontan, 2008).

2.3.1 Adipogeneza

Adipogeneza rozpoczyna si¢ w zyciu ptodowym. Po urodzeniu, tkanka tluszczowa
noworodka gwattownie si¢ rozrasta w wyniku zwigkszenia liczby i rozmiarow komorek. Proces
adipogenezy zachodzi réwniez u ludzi dorostych. Chociaz calkowita liczba adipocytow jest
indywidualna i determinowana juz podczas dziecinstwa i dorostosci, 10% caltkowitej liczby
adipocytow jest odnawianych na rok w kazdym wieku (Spalding i inni, 2008).
Podczas adipogenezy macierzyste komorki mezenchymalne podlegaja wieloetapowemu
procesowi adipogenezy tj. roznicowaniu si¢ komorek  preadipocytow  (komorek
fibroblastopodobnych) do dojrzatych adipocytow (komoérek wypelionych prawie catkowicie
lipidami i wrazliwych na dziatanie insuliny). Na proces rdznicowania adipocytow wplywaja
hormony, cytokiny jak rowniez sktadniki pokarmowe (kwasy thuszczowe, glukoza, aminokwasy,
kwas retinowy z beta-karotenu, czy witamina D) (Feve 2005). W czasie roznicowania zmianie
ulega ekspresja genow, co prowadzi do zmiany fenotypu (wygladu 1 funkcji komorki)
oraz wydzielania wielu z wymienionych powyzej biatek (adipokin) charakterystycznych
dla dojrzatego adipocyta (Gregoire, 2001).

Dojrzewanie adipocyta zaczyna si¢ od zahamowania proliferacji, a nastgpnie aktywowany
jest proces roznicowania poprzez dobranie odpowiednich sygnatow mitogennych i adipogennych
(Gregoire, 2001). W hodowli tkankowej roznicowanie komoérek jest indukowane
przez mieszaning adipogennych czynnikow zawierajaca: insuling (o wyZszym stgzeniu
niz fizjologiczne),  deksametazon  (DEX) oraz  izobutylometyloksantyng  (IBMX)
(Rosen i inni, 2000). Insulina stymuluje akumulacje lipidow w komoérkach thuszczowych

oraz wykazuje dziatanie antyapoptotyczne (Girard i inni, 1994; Kiess i Gallaher, 1998).
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Deksametazon nalezy do glukokortykoidéw, ktore indukuja adipogeneze poprzez aktywacije
adipogennych czynnikow transkrypcyjnych C/EBPS (ang. CCAAT/Enhancer Binding Protein o)
i PPAR-y (ang. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y) (Cao i inni, 1991;
Wu i inni, 1996). Ponadto, deksametazon hamuje ekspresje czynnika pref-1 (ang. preadipocyte
factor-1), wykazujacego dziatanie anty-adipogenne (Smas i inni, 1999). IBMX z kolei indukuje
adipogenez¢ poprzez zwigkszenie poziomu cAMP w komorce, ktory bierze udzial w aktywacji
czynnika transkrypcyjnego CREB (ang. cAMP-activated transcription factor) uczestniczacego
w adipogenezie (Reusch i inni, 2000). Z drugiej strony, IBMX stymuluje adipogeneze
poprzez obnizenie poziomu czynnika transkrypcyjnego Spl, hamujacego ekspresj¢ C/EBPa
w komorce (Tang i inni, 1999).

Roéznicowaniu komorek w obecnosci czynnikow adipogennych towarzyszy wspomniana
powyzej zmiana ksztattu komoérek z fibroblastycznego na sferyczny, co wynika z aktywacji
biatek cytoszkieletu (Gregoire, 2001). Po zahamowaniu wzrostu komorek, preadipocyty ulegaja
przynajmniej jednemu cyklowi replikacji DNA, co prowadzi do podwojenia ich liczebno$ci
(etap ekspansji klonalnej) (Rosen i inni, 2000). Po proliferacji preadipocytow réznicowanie jest
indukowane przez czynniki transkrypcyjne: C/EBPa, B, y (ang. CCAAT/Enhancer Binding
Protein) oraz SREBP-1c (ang. Sterol Regulatory Element Binding Protein-1c), FOXC2
(ang. Forkhead box protein C2) i PPARy (ang. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y)
(Ryc. 4).

Poznana jest czgéciowo sekwencja  ekspresji  czynnikow  transkrypcyjnych
i ich koaktywatoréw wiodaca do promowania adipogenezy (Valet i inni, 2002). Czynniki
transkrypcyjne C/EBP, i y ulegaja ekspresji jako pierwsze, potem nastgpuje ekspresja PPARY,
ktora z kolei aktywuje ekspresj¢ C/EBPa. C/EBPa wzmaga ekspresje PPARy w celu utrzymania
réznicowania si¢ komorek. SREBP-1c zwigksza transkrypcyjna aktywno$¢ PPARy. FOXC2
rowniez aktywuje ekspresj¢ genow stymulujacych roznicowanie preadipocytow (C/EBPa,
PPARy i SREBP-1c). (Valet i inni, 2002). Zatem gléwna rol¢ w koncowym roznicowaniu
preadipocytow odgrywa PPARy. Ten czynnik transkrypcyjny moze aktywowac proces
adipogenezy wytacznie jako heterodimer z retinoidowym receptorem X a (RXRa).

Zaobserwowano, ze zaleznej od PPARY adipogenezie towarzyszy zwigkszona biogeneza

mitochondriow (Bogacka i inni, 2005; Rosen i Spiegelman, 2006). Metabolizm adipocyta moze
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by¢ bowiem kontrolowany przez zmiany w poziomie mitochondriow. Rosiglitazon — silny
agonista PPARY, oprocz zwigkszenia insulinowrazliwosci i adipogenezy, wywotuje zmiany
w morfologii mitochondriéw oraz aktywuje ekspresj¢ niektorych biatek mitochondrialnych
(Jobgen i inni, 2006). Podczas roéznicowania komorek biatej tkanki tluszczowej, w hodowlach
invitro zaobserwowano roéwniez wzrost ekspresji gendéw kodujacych czynniki NRF2
(ang. Nuclear Factor-E2-related factor 2) i PGC-1a (ang. Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma  coactivator la) uczestniczacych w  biogenezie = mitochondriéw
(Semple i inni, 2004; Seifert i inni, 2010; Ducluzeau i inni, 2011). Réznicowanie preadipocytow
do adipocytow prowadzi bowiem do indukcji proliferacji mitochondriow. Te organella
komorkowe sa nie tylko miejscem katabolizmu kwaséw ttuszczowych, ale odgrywaja istotna rolg
w lipogenezie, poniewaz dostarczaja kluczowych zwiazkow posrednich do syntezy TG.
Przyktadowo, generacja acylo-CoA w reakcji aktywacji kwasow tluszczowych wymaga duzej
liczby mitochondriéw (De Pauw i inni, 2009; Ducluzeau i inni, 2011).

Zaburzenie procesu adipogenezy (w wyniku dysfunkcji mitochondriow lub defektow
przekaznictwa sygnatldéw od proadipogennych czynnikow treanskrypcyjnych) indukuje
lipotoksycznos¢ FFAsS w narzadach obwodowych (w watrobie, migsniach szkieletowych

i trzustce) (De Pauw i inni, 2009).

2.3.1.1 Regulacja adipogenezy

Ilos¢ 1 sktad lipidow (kwasow ttuszczowych) dostarczanych z pozywieniem ma istotny
wptyw na metabolizm lipidow oraz na: rozwoj, rozmiary, rozmieszczenie i czynno$¢ endokrynna
tkanki tluszczowej. Wplyw kwasdéw tluszczowych na szybko$¢ reakcji metabolicznych
w adipocycie moze zachodzi¢ poprzez ich odmienny udzial w regulacji ekspresji 1 syntezy
oraz aktywnosci enzymow bioracych udzial w ich przemianach (Raclot i Oudart, 1999; Al.-
Hasani i Joost, 2005; Madsen i inni, 2005; Oller, 2009).

Kwasy tluszczowe reguluja réznicowanie 1 dojrzewanie adipocytow. W zaleznos$ci
od ich rodzaju obserwuje si¢ ich dziatanie pro- lub antyadipogenne. Wptywaja one zatem na ilo$¢
1 wielko$¢ komorek tkanki thuszczowej oraz na stopien gromadzenia przez nig lipidow
(w tym lipidow budulcowych blon komoérkowych) (Duplus i inni, 2000). Wielonienasycone
kwasy ttuszczowe (PUFAS) z rodziny n-6 (gtownie kwas arachidonowy) stymuluja réznicowanie

preadipocytow poprzez bezposredni udziat w syntezie prostaglandyn. Prostacykliny PGI, i PGJ,,
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bedace metabolitami kwasu arachidonowego w tkance tluszczowej, indukuja adipogencze
(Aubert i inni, 2000; Forman i inni, 1995). Z kolei Prostaglandyna F,, hamuje réznicowanie
adipocytow in vitro (Serrero i inni, 1992). Kwasy z rodziny n-3 (kwas eikozapentaenowy - EPA
oraz dokozaheksaenowy - DHA) hamuja aktywnos$¢ cyklooksygenaz 1 adipogenezg
(zahamowanie tworzenia kropli lipidowych w hodowlach preadipocytow) (Kim i inni, 2006).
Nasycony kwas palmitynowy z kolei indukuje adipogeneze poprzez aktywacj¢ ekspresji
czynnikow transkrypcyjnych C/EBPa i PPARy (Guo i inni, 2007).

Adipogeneza, jak opisywano powyzej, jest rowniez regulowana przez adipokiny.
Prozapalne adipokiny (TNF-a, IL6) hamuja adipogenez¢ poprzez obnizenie ekspresji
adipogennych czynnikéw transkrypcyjnych (Cawthorn i Sethi, 200; Valet i inni, 2002). Ponadto,
réznicowanie adipocytow obnizaja rowniez nastgpujace adipokiny: chemeryna, rezystyna, PAI-1
I TGFB (Goralski i inni, 2007; Feéve, 2005).

Z kolei nadekspresja adiponektyny promuje proliferacj¢ preadipocytow 1 ekspresje
adipogennych czynnikéw transkrypcyjnych (Feve 2005). Proadipogenne dzialanie wykazuje
rowniez czynnik zahamowania migracji makrofagbw MIF (ang. macrophage migration
inhibitory factor) (lkeda i inni, 2008). Innym aktywatorem adipogenezy jest tlenek azotu (NO)

indukujacy biogenezg mitochondriow (Nisoli i inni, 2004).

SREBP1¢c / ADD1
T (Foxen)
1
(P T
PPARYy ‘\ :
e,
J

proliferacja réznicowanie
B = R
ekspresja genéw
charakterystycznych
dla adipocytow

Ryc. 4. Transkrypcyjna regulacja adipogenezy (wg Valet i inni, 2002).

C/EBPa, B, y - ang. CCAAT/Enhancer Binding Protein, FOXC2 - ang. Forkhead box protein C2, PPARY -
ang. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y, SREBP-1c - ang. Sterol Regulatory Element Binding
Protein-1c.
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2.3.2 Rola angiogenezy w rozwoju tkanki tluszczowej

Zwigkszaniu rozmiarow tkanki tluszczowej towarzyszy wzmozona reakcja angiogenna,
ktora ma na celu zapewnienie odpowiedniego doplywu substancji odzywczych 1 tlenu
do rozwijajacej si¢ tkanki (Rupnick i inni, 2002). Unaczynienie tkanki tluszczowej odgrywa
rowniez rol¢ w transporcie lipidow do docelowego miejsca ich katabolizmu. W okresie
zapotrzebowania energetycznego, ze strumieniem krwi naptywaja, ale i wyplukiwane
sq na obwod adipokiny i FFAs z adipocytow. Unaczynienie tkanki tluszczowej jest konieczne
dla zwigkszenia jej rozmiardéw, gdyz perycyty stanowia zrodto progenitorow dla komoérek tkanki
tluszczowej (Rodriguez i inni, 2005; Rechman i inni, 2004).

Sie¢ naczyn w obrebie tkanki thuszczowej przyczynia si¢ rowniez do rozwoju odpowiedzi
zapalnej. Makrofagi poprzez mikrokrazenie tkanki thuszczowej moga szybciej dotrze¢ do miejsc
docelowych, gdzie ich  zadaniem jest usuwanie  nekrotycznych  adipocytow
oraz uczestniczestnictwo w odpowiedzi zapalnej. Ponadto, moga réwniez stanowi¢ prekursory
komorek bioracych udziat w angiogenezie (Chudek i Wiecek, 2006).

Naczyniotworzenie w obrebie tkanki thuszczowej jest regulowane przez chemokiny
lokalnie wytwarzane przez komorki tkanki tluszczowej: makrofagi, komorki podscieliska
i adipocyty. Funkcja tkanki i jej homeostaza jest zatem S$ciSle zwiazana z mikrokrazeniem
w tej tkance (Hausman i Richardson, 2004; Christiaens i Lijnen, 2010; Rutkowski i inni, 2009),
a przeciwciala przeciwko czynnikom proangiogennym hamuja wzrost nie tylko sieci naczyn,

ale i przyrost tkanki ttuszczowej (Rupnik i inni, 2002).

2.3.2.1 Mechanizm tworzenia naczyn

W tworzeniu naczyn (podczas wczesnej embriogenezy jak i po urodzeniu) zar6wno
W przebiegu procesow fizjologicznych (np. unaczynienie rosnacych tkanek) jak i patologicznych
(unaczynienie masy nowotworu; rewaskularyzacja niedotlenionej tkanki; nasilona angiogeneza
towarzyszaca procesowi zapalnemu, cukrzycy i miazdzycy) uczestnicza procesy: waskulogeneza,
angiogeneza i stabilizacja/remodelling istniejacych naczyn (Fan Tai-Ping, 1995; Risau, 1997;
Gupta i Zhang, 2005; Matsumoto i inni, 2006).
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2.3.2.1.1 Waskulogeneza

Waskulogeneza jest procesem tworzenia prymitywnej sieci matosprawnych 1 pierwotnych
kapilar. Podczas rozwoju embrionalnego naczynia krwiono$ne powstaja z komoérek mezodermy
réznicujacych si¢ w hemangioblasty, ktore stanowia komorki prekursorowe (progenitorowe)
wspolne dla komodrek §rodbtonka naczyn 1 komorek krwi. Nastepnie, komorki te pod wplywem
odpowiednich czynnikdw wzrostu, réznicuja si¢ w angioblasty tworzace sie¢ kapilar o prostej
funkcji (Carmeliet 2001, Isner 1999). Proces tworzenia naczyn na drodze waskulogenezy
zachodzi rowniez po urodzeniu i jest traktowany jako tworzenie naczyn de NnoOvo
poprzez r6znicowanie, proliferacj¢ 1 migracj¢ komodrek prekursorowych $rodbtonka EPC
(ang. Endothelial Precursor Cell) pochodzacych ze szpiku kostnego (Patan, 2001; Ribatti i inni,
2009). Komorki EPC prezentuja fenotyp komodrek embrionalnych pochodzacych
Z hemangioblastu oraz wykazuja zdolno$¢ do migracji, proliferacji oraz rdéznicowania sig
w kierunku komorek $rodblonka naczyn w systemie naczyn krwiono$nych obwodowych.
Czynniki wzrostowe, cytokiny lub hormony uwalniane w odpowiedzi na niedokrwienie tkanki
promuja proliferacjg, roznicowanie i mobilizacje¢ komodrek EPC ze szpiku kostnego
(Takahashi 1999; Lyden i inni, 2001). Po osiedleniu w tkance, komérki EPC przyjmuja fenotyp
i funkcje charakterystyczne dla komorek $rodbtonka Sciany naczyn (Balconi 2000,
Takahashi 1999, Asahara 1999). Zatem komorki progenitorowe ze szpiku kostnego przyczyniaja
si¢ do tworzenia nowych naczyn poprzez zdolno$¢ do réznicowania si¢ w komorki §rédblonka
naczyniowego (Lyden i inni, 2001, Mund i inni, 2010). Z kolei migénie gladkie $ciany naczyn
tworzone sa angioblastow lub pierwotnych fibroblastow, ktore roznicuja si¢ w kierunku
perycytow. Komorki te moga rowniez stanowi¢ prekursory dla preadipocytow (Rehman i inni,
2004; Rodriguez i inni, 2005).

2.3.2.1.2 Angiogeneza

Angiogeneza jest zjawiskiem polegajacym na wypaczkowywaniu nowych naczyn
Z juz istniejacych, w odpowiedzi na niedotlenienie lub zapalenie. Jest to ztozony proces
sktadajacy sie z nastepujacych etapow: destabilizacji Sciany naczynia i pobudzenia komorek
srodblonka; wzrostu przepuszczalnosci sciany naczyn; degradacji btony podstawnej i macierzy
pozakomorkowej przez proteazy (metaloproteinazy macierzy); proliferacji i migracji komorek

srodblonka; wytworzenia tubularnych struktur nowego naczynia umozliwiajacych przeptyw krwi;
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proliferacji i migracji komoérek mezenchymalnych do nowego naczynia; otoczenia
nowopowstaltych naczyn przez dojrzale perycyty; stabilizacji naczynia: wzmocnienia
oddzialywan komorka-komorka oraz komoérka—macierz pozakomoérkowa (Ryc. 5) (Papetti i inni,
2002; Polverini, 2002 Masson i inni, 2002; Sacewicz i inni, 2009).

Proces tworzenia naczyn (organizowanie si¢ komoérek w struktury zwane tubulami
i powstawanie biatek podscieliska jako podpory dla naczyn) jest regulowany przez szereg
czynnikdw zaréwno stymulujacych angiogenezg jak i ja hamujacych (Sund i inni, 2005,
Yancopoulos i inni, 2000).

Do czynnikow stymulujacych angiogenezg naleza m. in. czynniki wzrostowe np.: VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor), aFGF i bFGF (Fibroblast Growth Factor) (Wafai i inni,
2009; Tomanek i inni, 2008), angiopoetyna 1 i 2 (Dunk i inni, 2000), TGFa i TGFf
(ang. Transforming Growth Factor) (Schroeiber i inni, 1986), PIGF (ang. Placenta Inducible
Growth Factor), ptytkowy czynnik wzrostu B PDGFf (ang. Platelet-Derived Growth Factor,
type B) (Tomanek i inni, 2008; Magnusson i inni, 2007), czynnik wzrostu komorek $roédbtonka
uwalniany przez ptytki PD-ECGF (ang. Platelet-Derived Endothelial Cell Growth Factor) (Sato
iinni, 1993; Miyazono i inni, 1991), czynnik wzrostu hepatocytow HGF (ang. Hepatocyte
Growth Factor), tlenek azotu (Ndslund i inni, 2000; Ohnishi i inni, 2003). Angiogeneza
jest ponadto indukowana przez: heparyne, integryny owBs i owPs (Eliceiri i inni, 1999),
metaloproteinazy (MMP-1, MMP-2, MMP-9) (Conway i inni, 2001; Ghajar i inni, 2008)
i angiogening. Aktywatorami naczyniotworzenia sa ponadto: cytokiny prozapalne (TNFa,
interleukina 8, interleukina 6, interleukina 1) ( Yuan i inni, 2000, Cohen i inni, 1996; Liebovich
iinni, 1987), czynniki pobudzajace kolonizacj¢ makrofagow i granulocytow (czynnik
stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow G-CSF ang. Granulocyte Colony-Stimulating
Factor, czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagéw GM-CSF
ang. Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) (Sari i inni, 2009), chemokiny
(nabtonkowe biatko pobudzajace neutrofile 78 ENA-78 ang. Epithelial Neutrophil Activating
Protein-78), geny zwiazane ze wzrostem (GRO of}y ang. Growth Related Genes), biatko
chemotaktyczne dla granulocytow (GCP-2), zasadowe biatko ptytkowe (PBP), beta-
tromboglobulina, biatko pobudzajace neutrofile (NAP-2) i prawdopodobnie wiele innych
(Zielonka i inni, 2003; Strieter i inni, 1995).
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Inhibitory angiogenezy obejmuja: trombospondyne (diPietro, 1997), angiostatyne
(O’Reilly i inni, 1994), endostatyng (Perletti i inni, 2000), troponing 1 (Moses i inni, 1999),
tkankowe inhibitory metaloproteinaz (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3) (Gomez i inni, 1997),
antyintegryne awyPs PEX (ang. Hemopexin Like Domena MMP-2), czynnik plytkowy 4
(Perollet i inni, 1998), interferony (o, B, y), IP-10 (ang. interferon » inducible protein)
(Majewski i inni, 1994), interleukiny (IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18) (Huang i inni, 1999;
Silvestre i inni, 2000; Voest i inni 1995; Duda i inni, 2000), TGFB1, chemokiny CXC
(Balestrieri, 2008), MMP-12, antytrombing III (O’Reilly i inni, 1999), heparyny
drobnoczateczkowe (Norrby, 1996), monoking indukowang przez interferon y - MIG, prolaktyng
(Zielonka, 2004) itp.

W angiogenezie istotng rolg odgrywaja rowniez oddziatywania komorka-macierz
zewnatrzkomoérkowa, w ktorych biora udziat integryny (Dedhar, 1996; Ramjaun i inni, 2009)
jaki oddziatywania komorka-komorka, w ktorych uczestnicza VE-kadheryny, Kkateniny,
endogliny i efryny.

a) Rola wybranych czynnikow wzrostowych w procesie angiogenezy

Jednymi z wazniejszych czynnikéw indukujacych i regulujacych tworzenie naczyn
sa: czynnik wzrostowy $rodblonka $ciany naczyn (ang. Vascular Endothelial Growth Factor -
VEGF) i zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastow (ang. basic Fibroblast Growth Factor -
bFGF) (Carmeliet 2001, Isner 1999; Gerhardt, 2008; Przybylski i inni, 2009). Odpowiedzia
bowiem na te czynniki wzrostowe jest degradacja macierzy zewnatrzkomorkowej przez proteazy,
co umozliwia migracj¢ i proliferacje komorek s$rodbtonka z istniejacych naczyn w kierunku
dziatajacego proangiogennego bodzca. Poczatkiem tego procesu jest uaktywnienie plazminogenu
w plazming, rozktadajaca biatka macierzy: fibronektyng, lamining itp. W degradacji macierzy
pozakomorkowej ECM (ang. extracellular matrix) uczestnicza metaloproteazy macierzowe
(ang. matrix metalloproteinases — MMPs) i aktywatory plazminogenu: tPA i uPA (Ghajar i inni,
2008).

VEGF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor)

Do rodziny czynnikéw wzrostu $rodbtonka naczyn zalicza si¢ VEGF A oraz VEGF: B,
C, D, E i lozyskowy czynnik wzrostowy (ang. Placenta Growth Factor - PIGF). VEGF Ai B
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sa czynnikami wzrostowymi komorek $§rédbtonka naczyn krwionosnych, a VEGF C i D aktywuja
wzrost naczyn limfatycznych. Te czynniki sa produkowane przez: komodrki migsni gladkich
naczyn, komorki s$rodbtonka naczyn, makrofagi, komorki niedotlenionej tkanki, komorki
nowotworowe 1 komorki szpiku (Zachary 2001) jak i komoérki SVF tkanki tluszczowej,
(zwtaszcza brzusznej) (Cao i inni, 2007). Transkrypcja mRNA dla VEGF jest regulowana
m. in. przez czynnik transkrypcyjny HIF-1 (ang. Hypoxia-Inducible Factor-1), ktérego ekspresja
jest aktywowana w komorkach niedotlenionej tkanki (HIF-la) lub aktywowana czynnikami
wzrostowymi (Wang 1995, Semenza 2001; Semenza 2009). Takze czynniki transkrypcyjne
takie jak AP-1 czy NF«kB, ktorych ekspresja jest pobudzana przez wolne rodniki (np. NO)
i cytokiny prozapalne aktywuja promotor VEGF wiodac do nasilenia ekspresji genu i produkcji
VEGEF (Collins, 2000).

VEGF dziata glownie przez dwa receptory VEGFR-1 (Flt-1) i VEGFR-2 (FIk-1/KDR).
Przylaczenie liganda do receptora powoduje aktywacje wewnatrzkomoérkowej domeny kinazy
tyrozynowej, autofosforylacje receptora iaktywacje szeregu wewnatrzkomorkowych drog
przekazu sygnatu (Zachary 2001). VEGF dziala na komorki $rodbtonka naczyn glownie
przez receptor VEGFR-2 (FIk-1) (McMahon 2000). Ten czynnik wzrostowy pobudza proliferacjg
komorek $rédbtonka naczyn przez wptyw na ekspresje genéw cykliny D1 oraz zalezna od cyklin
kinazg 4 (Pedram 1998, Kim 2001). VEGF pobudza proces angiogenezy przez zwigkszenie
ekspresji genéw metaloproteinaz, urokinazowego aktywatora plazminogenu (uPA), receptora
urokinazowego aktywatora plazminogenu (UPAR) koniecznych do degradacji biatek podscieliska
(Lamoreaux 1998, Hood 1998). Czynnik ten indukuje réwniez ekspresj¢ gendow: inhibitora
aktywatora plazminogenu (PAI-1), czynnika tkankowego TF, integryn oraz selektyn 1CAM,
VCAM i E-selektyny (Kim 2001, Cohen 1999, Zachary 2001). Wykazano generacj¢ i obecno$é
receptorow dla VEGF na wielu niezr6znicowanych liniach komoérek szpiku czy komorek
nowotworowych, co przemawia za rola VEGF w proliferacji niezréznicowanych komorek.

VEGF aktywuje rowniez ekspresj¢ genu Bcl-2 i przez to chroni komoérki $rodbtonka
przed apoptoza (Dimmeler 2000; Ferrara, 2009; Ferrara, 1999; Gupta i inni, 1999; Brown i inni,
1997; Gerhardt, 2008).

Ten czynnik wzrostowy wplywa na proliferacj¢  komorek  $rodbtonka,
a takze prawdopodobnie na migracje¢ 1 zywotnos¢ gltéwnie poprzez zwigkszenie ilosci

generowanego przez Srodblonek tlenku azotu (NO) (Morbidelli 1996, Kroll 1998, Parenti 1998;
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Ahmad i inni, 2006). NO posredniczy w rozkurczu naczyn, hamuje agregacje ptytek i ekspresje
biatek adhezyjnych makrofagéw, hamuje proliferacje komorek migsni gladkich naczyn
(Zachary 2000). Stwierdzono rowniez, ze NO pobudza angiogenez¢ w modelach in vivo
i w modelach in vitro (Pipili-Synetos 1993).

bFGF (ang. basic Fibroblast Growth Factor)

Innym waznym czynnikiem angiogennym jest bFGF, ktory nalezy do rodziny czynnikow
wzrostowych fibroblastow - FGF. Te czynniki wzrostowe pobudzaja proliferacjg¢, migracje
i rtOznicowanie si¢ roznych typow komorek pochodzenia endo- i mezodermalnego
w tym takze komorek srodbtonka naczyn oraz perycytow (Bastaki 1997, Kroon 2000).

Czynniki z rodziny FGF dzialaja na komorke przez cztery typy receptorow FGFR 1-4.
Wiazanie tych czynnikow wzrostu do ich receptorow jest nasilane przez interakcje FGF
z proteoglikanami btony komorkowej zawierajacymi siarczan heparanu (Richardson 1999;
Presta i inni, 2005). Po przylaczeniu bFGF do receptora nastgpuje autofosforylacja domeny
wewnatrzkomorkowej receptora i aktywacja drég wewnatrzkomorkowego przekazu sygnatu.

Podobnie jak VEGF, bFGF w procesie angiogenezy utatwia migracj¢ i adhezjg¢ komorek
srodbtonka naczyn do bialek macierzy zewnatrzkomoérkowej, pobudza ekspresje genéw UPA,
tPA, metaloproteinaz, integryny o,f; oraz chroni komorki $rodbtonka naczyn przed apoptoza
pobudzajac ekspresje genu Bcl-2 (Ettenson 1995, Karsan 1997). Udowodniono, ze bFGF
aktywuje rowniez powstawanie angioblastow, ich migracj¢ i w odrdznieniu od VEGF stymuluje
uporzadkowanie komoérek prowadzace do powstania pelnowartoSciowej sieci naczyn

(Pepper i inni, 1992; Demirdégen i inni, 2010).

b) Oddzialywania komérka-macierz zewnatrzkomérkowa

Oddziatywania komorka-macierz zewnatrzkomorkowa, w ktorych biora udziat integryny
wydaja si¢ by¢ niezbedne dla prawidlowego przebiegu angiogenezy (Dedhar 1996;
Garmy Susini i Varner, 2008; Bussolino i inni, 2009). Integryny naleza do biatek adhezyjnych
zakotwiczonych w btonie komérkowej. Sa heterodimerami zlozonymi z rézniacych si¢ budowa
podjednostek o, B3 i o Ps.

Stwierdzono, ze podczas rozwoju sieci naczyn sygnal przekazywany do wngtrza komoérek

przez wewnatrzkomorkowe domeny integryn i przez receptory dla czynnikow wzrostowych
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reguluje: przezycie, proliferacje 1 migracj¢ komoérek srodbtonka. Glowna role w procesie
angiogenezy odgrywaja integryny owfs I ayfs, ktore czgécia zewnatrzkomorkowa oddziatywuja
zZ biatkami macierzy (vitronektyna, laminina, fibronektyna, kolagenem i fibrynogenem). W czesci
wewnatrzkomoérkowej integryny o3 i owfBs oddziatywujac z taling i aktynowymi filamentami
cytoszkieletu komorki, aktywuja kinaze biatkowa FAK (Hemler 1998, Soldi 1999,
Stromblad i inni, 1996).

Ekspresja tych integryn jest regulowana przez czynniki proangiogenne: VEGF, bFGF,
PDGF czy TGFp. Stwierdzono, ze integryny pobudzaja migracje komodrek $rodbtonka, reguluja
degradacj¢ biatek macierzy zewnatrzkomorkowej przez proteazy, zapobiegaja apoptozie
regulowanej przez produkty genow p53 i p21 (Soldi 1999, Klein 1993). Zablokowanie tych biatek
powierzchniowych komorek $rodblonka przez przeciwciata hamuje powstawanie tubul
(eksperymenty in vitro) oraz proces neowaskularyzacji (badania in vivo) (Friedlander 1995,
Mangi 2000).

c) Oddzialywania komérka-komorka

W oddziatywaniach komorka-komorka, biora udziat liczne biatka btony komodrkowe;j
jak np. srédbtonkowe VE-kadheryny, kateniny, endogliny, efryny i ich receptory (Bazzoni 1999,
Lampugnani 1997; Adams i Alitalo, 2007; Davis i Camarillo, 1996).

VE-kadheryny sa blonowymi biatkami adhezyjnymi komorek srdédbtonka §ciany naczyn.
VE-kadheryny jako dimery oddziatywuja z mikrofilamentami aktynowymi cytoszkieletu
za posrednictwem katenin (Steinberg 1999). Badania invivo i in vitro udowodnity udziat
tych biatek w powstawaniu uktadu sieci naczyn (Lampugnani 1997). Przeciwciata przeciw
zewnatrzkomorkowej domenie kadheryn hamuja powstawanie struktur podobnych do naczyn
(tubul) w modelu angiogenezy in vitro (Bach 1998, Matsumura 1997). O znaczeniu tych biatek
$wiadczy fakt, ze transgeniczne embriony myszy z mutacja -/- genu VE-kadheryn obumieraja
we wezesnych stadiach rozwojowych, na skutek defektow w organizacji krazenia wieicowego.
Komoérki $rodbtonka $ciany naczyn tych transgenicznych embrionow myszy sa zdolne
do formowania prymitywnych naczyn, ale przy braku kadheryn ekspansja irdéznicowanie
si¢ komorek $rodblonka w duze i mate naczynia jest zahamowana. Mutacja w domenie

cytoplazmatycznej VE-kadhedyn rowniez powoduje tego typu zaburzenia (Carmeliet 1999).
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W oddziatywaniach komodrka-komoérka bierze rowniez udzial plytkowo-§rodblonkowy
czynnik adhezyjny 1 (PECAM-1/CD31) (ang. platelet/endothelial cell adhesion molecule 1).
CD31 jest blonowa glikoproteing nalezaca do nadrodziny immunoglobulin, ktérej masa wynosi
130 kDa. Biatko to ulega ekspresji na biatych krwinkach, na trombocytach oraz na komorkach
srodbtonka naczyn (Yan i inni, 1995; O'Brien i inni, 2004). PECAM-1 bierze udziat w regulacji
wzrostu 1 rozprzestrzeniania nowotworow, przepuszczalno$ci naczyn, angiogenezie itp.
(Muller, 1995, Newman i Newman, 2003; DeLisser i inni, 2010). Mianowicie, zaobserwowano,
ze zablokowanie przekaznictwa sygnatu poprzez uzycie przeciwcial anty-CD31 zahamowalo
tworzenie tubul w hodowlach komoérek $rodblonka in vitro oraz wzrost naczyn in Vivo,
co wskazuje na znaczacy udziat tej molekuty w angiogenezie (DeLisser i inni, 1997).

Endogliny sa dodatkowa komponenta regulatorowa receptora TGFB. Mutacja genu
endoglin powoduje zaburzenia w budowie naczyn (Lopez-Novoa i inni, 2010).

Efryny (Eph) i ich receptory sa regulatorami angiogenezy in vitro i in vivo
(Pasquale 1997). Mutacje -/- genéw EphB2 i EphB3 sa letalne na skutek wielu defektow w
powstawaniu systemu naczyniowego. Stwierdzono roéwniez, ze EphAl nasila proces angiogenezy
w modelu neowaskularyzacji rogowki krolika (Gale 1999). Efryna Bl i B2 wplywa
na powstawanie rozgat¢zionych struktur podobnych do kapilar w modelach in vitro
(Adams 1999; Wang i inni, 2010). Efryna Bl aktywuje zalezna od integryny of3; adhezjg
komorek $rodbtonka do fibrynogenu. Oddziatywanie efryna-receptor moduluje adhezje komorek
srodbtonka  $ciany naczyh. Oddzialywanie efryna-efryna umozliwia oddziatywanie
wewnatrzkomorkowej domeny z integrynami, kadherynami i biatkami cytoszkieletu (Wang 1998,

Adams 1999; Mosch i inni, 2010).

2.3.2.1.3 Stabilizacja naczynia (vascular remodelling)

Ostatnim etapem angiogenezy jest ,dojrzewanie” nowo powstalego naczynia.
Mechaniczny stres, towarzyszacy przemieszczajacym si¢ komorkom s$rodbtonka, jak i1 sitom
$cierajacym naptywajacego strumienia krwi aktywuje PDGF-p, ktory bierze udziat w stabilizacji
naczynia. Taka sie¢ ulega przebudowie w celu utworzenia dojrzatych naczyn, co wymaga
rekrutacji komorek mezenchymalnych i ich réznicowania do perycytow, ktore stabilizuja
nowouformowane naczynia, a w procesie tym bierze udziat PDGF (Zhang i inni, 2009;

Tirziu i inni, 2005). Stymuluje on migracj¢ komorek przydanki oraz migéni gladkich naczyn
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(VSMC), ate z kolei hamuja proliferacj¢ i ruch komoérek $rodbtonka (Rundhaug, 2005). W
dalszym etapie angiogenezy istotna role odgrywaja angiopoetyny (Ang) i ich receptory (Tiel
i Tie2). Bialka te sa niezbedne do potaczenia komoérek srodbtonka z otaczajacymi komorkami
mezenchymalnymi i do stabilizacji naczynia (Maisonpierre i inni, 1997, Huang i inni, 2011).
Receptor Tiel bierze udziat w roznicowaniu komorek $rodbtonka i utrzymaniu integralnosci
naczynia krwionosnego, a receptor Tie2 uczestniczy w tworzeniu sieci naczyn (Puri i inni, 1995).
Angiopoetyny 1 i 2 poprzez receptor Tie2 pobudzaja lub hamuja komorki §rodblonka naczyn
krwiono$nych. Angl stymuluje dojrzewanie sieci naczyniowej, a Ang2 czyni komorki
srodblonka podatnymi na czynniki angiogenne, cO prowadzi do destabilizacji naczynia
(Asahara i inni, 1998).

3. Proliferacja

2. Przepuszczalno$é naczynia 4. Migracja
-VEGF .
-VEGF, VE-kadheryna FGF -integryna a8,
Przebudowa macierzy pozakomaérkowe;j -EGF -VEGF 5. Oddziatywania komorka-komorka
TGF-B -FGF -VE-kadheryna
- é -efryna B2/efryna B4

1. Destabilizacja naczynia

-Ang2/Tie2

7. Proliferacja 8. Roéznicowanie o .
/migracja perycytow 9. Stabilizacja naczynia
komorek -TGF-B -Angl/Tie2
mezenchymalnych -PDGF

-PDGF -VE-kadheryny
-Ang1/Tie2 -TGF-B

Ryc. 5. Mechanizmy fizjologicznej angiogenezy (wg Papetti i Herman, 2002).

Angiogeneza obejmuje nizej opisane etapy: destabilizacje naczynia przez angiopoetyng 2 (Ang2) (1);
indukowana VEGF przepuszczalnos¢ naczyn (2); proliferacje komorek srodbtonka (3) i1 ich migracje¢ (4)
przez przebudowana macierz (5); formowanie tubul przez ktore ptynie krew (6); proliferacje i migracje
komorek mezenchymalnych do nowoutworzonego naczynia (7) i ich ré6znicowanie w kierunku perycytow
(8); utworzenie oddziatywan komorka-komoérka i oddziatywan z macierza pozakomoérkowa w celu
stabilizacji naczyn (9).

Ang — angiopoetyna, EGF — naskérkowy czynnik wzrostu, Eph-2A — efryna 2A, FGF — czynnik wzrostu
fibroblastow, PDGF — pochodzacy z ptytek czynnik wzrostu, TGF-f - transformujacy czynnik wzrostu 3,
TNF-a - czynnik martwicy nowotworow o, VEGF — czynnik wzrostu srodbtonka naczyn.
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2.3.2.2 Regulacja angiogenezy w tkance tluszczowej

W rozrastajacej si¢ tkance dochodzi do niedotlenienia (Bouloumié i inni, 2002)
i wzrasta ekspresja podjednostek HIF-1o, ktore stanowia czynniki transkrypcyjne
dla proangiogennych gendéw oraz prowadza do wzrostu ekspresji prozapalnych adipokin (IL-6,
TNF-a, MCP-1 itp.) (Carmeliet, 2000; Maxwell i inni, 1999; Hirota i Semenza, 2006;
Semenza i inni, 2006). Hipoksja hamuje rowniez dojrzewanie preadipocytéw i indukuje transport
glukozy przez adipocyty. Angiogeneza w tkance tluszczowej jest niezbgdna do przeciwdziatania
lokalnemu niedotlenieniu. Tkanka tluszczowa jest bogata w mezenchymalne komorki
prekursorowe $rodbtonka naczyn, makrofagi jak 1 krazace komodrki progenitorowe,
ktére przyczyniaja si¢ do indukcji angiogenezy poprzez lokalne generowanie czynnikow
proangiogennych (Cao i inni, 2007) (Ryc. 6). Podobnie jak lokalne niedotlenienie,
réwniez chroniczny  stres, do  ktorego  komodrki nie moga si¢  przystosowaé
(warunki stresowe/glukokortykoidy, niska temperatura, wysokotluszczowa dieta) stymuluje
sympatyczny uklad nerwowy i prowadzi do zwigkszenia ekspresji neuropeptydu Y (NPY),
nie wplywajac na poziom noradrenaliny (Zukowska i inni, 2003). Stres i dieta wysokottuszczowa
zwigkszaja poziom glukokortykoidow, szczegolnie w trzewnej tkance thuszczowej, co prowadzi
do wzrostu ekspresji NPY 1 jego receptoréw Y2R w tkance tluszczowej. Stymulacja
tych receptorow na komorkach $rodblonka i komorkach tkanki tluszczowej aktywuje
angiogenez¢ 1iadipogenezg, co w konsekwencji indukuje zwigkszanie rozmiarow gldwnie
trzewnej tkanki thuszczowej (Zukowska i inni, 2003). W wyniku rozrostu tkanki tluszczowej
nasila si¢ miejscowy odczyn =zapalny i wzrasta unaczynienie tej tkanki. Dodatkowo,
temu zjawisku sprzyja hiperinsulinemia i hiperleptynemia towarzyszaca
otylo$ci/insulinoopornosci (Kuo 1 inni, 2008). Roéznorodno$¢ komorek w obrebie tkanki
tluszczowej determinuje wytwarzanie przez nia roznorakich czynnikéw wzrostowych 1 cytokin
stymulujacych angiogeneze (Ryc. 6): leptyny, VEGF, FGF-2, HGF, IGF, TNF-a, TGF-$
(Li i inni, 2002; Baillargeon i inni, 2006), tozyskowego czynnika wzrostowego (PIGF), VEGF-C,
rezystyny (Saiki i inni, 2006; Samad i inni, 1998; Voros i inni, 2005), czynnika tkankowego (TF),
neuropeptydu Y (NPY) (Kuo i inni, 2007; Lijnen i inni, 2006), czynnika wzrostu komorek
naskorka wiazacego heparyne (ang. heparin-binding epidermal growth factor) i angiopoetyn
(Friedman i inni, 1998; Hiraoka i inni, 2006). Komorki macierzyste tkanki tluszczowej ASC

(ang. adipose-derived stem cells) wytwarzaja proangiogenne czynniki: VEGF, HGF, GM-CSF,
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FGF-2, i TGF-B (Bouloumie i inni, 2001). Komoérki zapalne réwniez znaczaco przyczyniaja
si¢ do unaczynienia tkanki thuszczowej jak na przyklad makrofagi produkujace: TNF-a, VEGF,
FGF-2, IL-1b, IL-6 i IL-8 (Wellen i inni, 2003; Wellen i inni, 2005).

Plastyczno$¢  unaczynienia  tkanki  tluszczowej jest wynikiem  réwnowagi
pomigdzy czynnikami proangiogennymi i inhibitorami angiogenezy. Ponadto, lokalnie
wytwarzane przez tkankg tluszczowa adipokiny rowniez wplywaja na przebudowe $ciany naczyn
i angiogenezeg (Rocha i inni, 2007; Costa i inni 2007; Tigno i inni, 2003; Vona-Davis i inni,
2007; Cowey i Hardy, 2006).

Leptyna bierze udzial w stresie oksydacyjnym i zapaleniu, jak réwniez stymuluje
tworzenie naczyn krwiono$nych in vivo (Tigno i inni, 2003; Friihbeck, 2006, Anagnostoulis
i inni, 2008). Mianowicie, zwigksza ona ekspresj¢ Srodbtonkowej endoteliny-1 i $rodbtonkowe;j
syntazy tlenku azotu oraz aktywuje ekspresje molekut adhezyjnych istotnych dla procesu
angiogenezy na komorkach s$rodblonka (Friihbeck 2006). Leptyna reguluje rowniez proces
angiogenezy poprzez indukcj¢ ekspresji metaloproteaz MMP-2, MMP-9 i tkankowego inhibitora
metaloproteinaz TIMP-1 oraz TIMP-2 (Park i inni, 2001) co wykazano w badaniach in vivo
iinvitro. Zaobserwowano rowniez, ze st¢zenie tej adipokiny jest markerem powiktan
naczyniowych 1 moze w przysztoSci stanowi¢ czynnik prognostyczny ich pojawienia
si¢ W otylo$ci towarzyszacej rozwojowi zespotu metabolicznego (Singhal 1 inni, 2002).
Z drugiej strony wykazano, ze leptyna hamuje proliferacj¢ migéni gladkich $ciany naczyn
(Bohlen i inni, 2007; Rodriguez i inni, 2010) oraz rdéznicowanie mioblastow (ustna prezentacja,
Prof. Arkadiusz Orzechowski, 1% Baltic Stem Cell Meeting, Szczecin, Poland),
CO moze promowac patologiczny, charakterystyczny dla Nnowotworow obraz
niepetnowartosciowych kapilar.

Adiponektyna podobnie jak leptyna, wykazuje proangiogenne wlasciwosci. Ouchi
I wspotpracownicy (Ouchi i inni, 2004) wykazali, ze adiponektyna prezentuje chemotaktyczne
wlasciwosci 1 stymuluje réoznicowanie komorek srodbtonka HUVEC (ang. human umbilical vein
endothelial cells) do struktur kapilarnych in vitro poprzez indukcje¢ fosforylacji kinazy AMP
(AMPK), kinazy Akt i s$rodbtonkowej syntazy NO. In vivo réwniez zaobserwowano
proangiogenny wplyw adiponektyny, poniewaz myszy z delecja adiponektyny wykazaty

zaburzona odpowiedz angiogenna na niedotlenienie (Shibata i inni, 2004).
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Rezystyna rowniez promuje proliferacje komorek srodbtonka, ich migracje i formowanie
kapilar. W przeciwienstwie do leptyny i adiponektyny, adipokina ta indukuje odpowiedz
angiogenna poprzez mechanizm niezalezny od NO, a w procesie tym odgrywa rolg kinaza 3-
fosfatydyloinozytolowa (P13K) i NFkB (Robertson i inni, 2009; Mu i inni, 2006).

Angiogeneza jest rowniez regulowana przez inne adipokiny: chemeryng, wisfatyng
i apeling. Chemeryna jest adipoking, ktora znaczaco po$redniczy w formowaniu naczyn
w podobnym stopniu jak VEGF (Bozaoglu i inni, 2010). Badania prowadzone przez Kim
I wspolpracownikow, wykazaty réwniez proangiogenne wilasciwosci wisfatyny. Adipokina ta
stymuluje proliferacje komorek, aktywuje fazg G1-S cyklu komorkowego poprzez zwigkszenie
ekspresji cykliny D1 i cdk2 oraz wywotuje wzrost ekspresji genéw kodujacych: MMP2, MMP9
oraz VEGF (Kim i inni, 2010). Apelina z kolei jest silnym aktywatorem proliferacji komorek
srodbtonka oraz angiogenezy. Wykazuje ona rowniez dziatanie chemotaktyczne
I antyapoptotyczne dla komorek $rodbtonka, a jej ekspresja wzrasta w warunkach niedotlenienia
(Sorli i inni, 2007). Ponadto, zahamowanie przekaznictwa od apeliny podczas rozwoju
embrionalnego skutkuje zaburzeniem formowania naczyn (Cox i inni, 2006).

Wsrod inhibitorow angiogenezy wytwarzanych przez tkanke tluszczowa u osob
z nadwaga lub otyloScia mozna wyr6zni¢: endostatyng oraz trombospondyng 1 (TSP-1)
(Voros i inni, 2005). U oséb otylych wykazano roéwniez obecno$¢ podwyzszonego poziomu
PIGF, ktory hamuje angiogenezg indukowana przez VEGF poprzez formowanie nieaktywnych
heterodimerow (Voros i inni, 2005; Eriksson i inni, 2002; Inuzuka i inni, 1999). Wysokie st¢zenia
TGFB moga rowniez hamowac angiogeneze¢ (Pepper i inni, 1996). Ekspresja TSP-1
jest zahamowana w preadipocytach, a wzrasta w zréznicowanych adipocytach (Burton i inni,
2004; Okuno i inni, 2002), co sugeruje, ze gdy wzrost tkanki tluszczowej jest ustabilizowany,
wzrasta poziom inhibitorow angiogenezy w celu zahamowania Wwzrostu naczyn.
Zatem endogenne inhibitory angiogenezy sa produkowane w celu utrzymania homeostazy tkanki

tluszczowej 1 przeciwdziatania jej nadmiernej aktywnosci.
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Ryc. 6. Regulacja angiogenezy tkanki ttuszczowej przez rdzne czynniki (wg Cao, 2007 zmodyfikowane).
Ang — angiopoetyna, FGF — czynnik wzrostu fibroblastow, GM-CSF — czynnik stymulujacy tworzenie
kolonii granulocytow i1 makrofagdw, HGF — czynnik wzrostu hepatocytow, IGF — insulinopodobny
czynnik wzrostu, MMP — metaloproteinaza macierzy, PIGF — tozyskowy czynnik wzrostu, SDF-1 —
czynnik pochodzenia stromalnego 1, TF — czynnik tkankowy, TGF-B - transformujacy czynnik
wzrostowy 3, TNF-a - czynnik martwicy nowotworow a, VEGF — czynnik wzrostu §rodbtonka naczyn.

2.4 Tkanka thuszczowa a zespol metaboliczny

W celu zwigkszenia mozliwosci buforujacych nadmiar dostarczanej energii, adipocyty
(oprocz wzmozonej adipogenezy droga zwigkszenia swojej ilosci - hiperplazja) powigkszaja
réwniez swoje rozmiary (hipertrofia), co prowadzi do zmiany ich fenotypu i takie adipocyty
wykazuja ekspresj¢ genéw zblizona do makrofagow (Heilbronn i Campbell, 2008). W wyniku
metabolicznego stresu (nadmiar naptywajacycych substratow energetycznych)
w takich adipocytach (podobnie jak i w innych komodrkach organizmu) indukowany jest stres
siateczki endoplazmatycznej (ER-stress) oraz dysfunkcja mitochondriow, czego konsekwencja
jest m. in. rozwoj insulinoopornosci i lipotoksycznosci (Ryc. 7) (Morino i inni, 2006; Abdul-

Ghani iinni, 2008). Niefunkcjonalne mitochondria wykazuja zaburzenia w rozpraszaniu
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gradientu protonowego, co w konsekwencji indukuje: zwickszona produkcje wolnych rodnikéw,
uszkodzenia bialek komoérek, mutacje w mitochondrialnym DNA oraz moze prowadzi¢
do apoptozy komorek (przy niewydolnosci procesow reperacyjnych takich jak: ER-stress,
autofagia itd.) (Mandl, 2009; Schréder, 2008, Kim 2006).

Zaburzone utlenianie kwasoéw  tluszczowych ~w  mitochondriach  przyczynia
si¢, jak wspomniano, do indukcji insulinoopornosci w adipocytach. Bowiem w tych organellach
komorkowych zwigksza si¢ poziom metabolitow lipidowych (np. diacyloglicerolu (DAG), acylo-
CoA i ceramidow), kore indukuja zaburzenia przekaznictwa sygnatu od receptora insulinowego
(Pauw i inni, 2009; Gallagher i inni, 2010; Summers, 2006). Stres siateczki endoplazmatycznej
aktywuje prozapalne $ciezki w adipocytach, ktore zaburzaja dziatanie insuliny (JNK-AP-1 i NF-
kB), promujac fosforylacjg reszty serynowej w IRS-1 (ang. insulin receptor substrate 1), co
uniemozliwia przekaznictwo sygnatu od receptora insulinowego w adipocytach i stanowi jedna
Z przyczyn insulinoopornosci tkanki thuszczowej. Hipertroficzne adipocyty uwalniaja dodatkowo
chemoatraktanty (MCP-1, MCSF-1, MIF), ktore indukuja naptyw makrofagow w sasiedztwo
hipertroficznych adipocytow, czego konsekwencja jest nasilony proces zapalny (Schenk i inni,
2008).

Insulinooporno$¢ 1 aktywacja syntezy prozapalnych cytokin (np. TNFa) oraz wzrost
poziomu leptyny 1 rezystyny przy obnizonym poziomie adiponektyny prowadzi do nasilonej
lipolizy tkanki tluszczowej (Jaworski i inni, 2007). Wysoki poziom TNFo hamuje bowiem
estryfikacje kwasow tluszczowych 1 transport glukozy do wngtrza adipocyta. Ta prozapalna
cytokina zmniejsza rowniez fosforylacj¢ receptora insuliny, co aktywuje HSL, a hamuje ekspresje
biatek otaczajacych krople lipidowe (tzw. PAT-protein np. perylipiny) i chroniacych lipidy
przed dziataniem lipaz (Cawthorn i Sethi, 2008). Zwigkszenie poziomu wolnych kwasoéw
ttuszczowych krazacych we krwi w kompleksach z albumina indukuje: lipotoksyczno$é
w komoérkach [ trzustki, hepatocytach (stluszczenie watroby) i mig$niach szkieletowych
(obnizone zuzywanie glukozy) oraz prowadzi do dysfunkcji komorek srodblonka (Ryc. 7)
(Guilherme i inni, 2008; Cusi, 2010).

W watrobie, uwalniane w nadmiarze z tkanki thuszczowej FFAS, stymuluja glikogenolizg
i glukoneogenezg, lipogenezg i zwigkszenie uwalniania przez watrobg bogatych w TG lipoprotein
o bardzo malej gestosci (VLDL). Ponadto, podwyzszony poziom FFAS w watrobie hamuje

katabolizm insuliny przyczyniajac si¢ do hiperinsulinemii. W po6zniejszym okresie dochodzi
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do uszkodzenia komorek B trzustki przez glukolipotoksycznos$¢, co wraz z uposledzona produkcija
insuliny indukuje rozw6j cukrzycy typu 2 (Guilherme i inni, 2008; Cusi, 2010; Gallagher i inni,
2010). W komorkach [ trzustki zaburzenie produkcji insuliny moze wynika¢ nie tylko
z lipotoksycznosci FFAS, ale rowniez z glukotoksycznos$ci zwiazanej z toksycznym wplywem
hiperglikemii na komoérki beta (Unger i inni, 2001; Poitout i inni, 2008). Podwyzszony poziom
TG w VLDL indukuje aktywnos¢ biatka przenoszacego estry cholesterolu - CETP
(ang. cholesterol ester transfer protein) i biatka przenoszacego fosfolipidy PLTP
(ang. phospholipid transfer protein). Biatka te promuja przeniesienie TG do lipoprotein
0 wysokiej gestosci (HDL), a estrow cholesterolu z HDL do VLDL. W wyniku aktywnosci lipazy
watrobowej, ktora hydrolizuje TG w LDL, powstaja mate, geste lipoproteiny o matej gestosci
LDL (charakterystyczne dla cukrzycy, LDL typu B). Ponadto, wzrasta katabolizm HDL i utrata
apolipoproteiny Al (apoAl) przez nerki, czego konsekwencja jest obnizony poziom HDL
(Dullaart i inni, 1994, Tascilar i inni, 2010).

W hepatocytach, FFAS ulegaja wiazaniu przez koenzym A (CoA). Acylowe reszty
kwasowe zwiazane z CoA (ang. Fatty acid CoA) biora z kolei udzial w syntezie TG.
W insulinooporno$ci, insulina moze aktywowac czynnik SREBP-1 indukujacy transkrypcje
gendow zwiazanych z lipogeneza w watrobie. Glukoza natomiast, moze zwigksza¢ ekspresje
czynnika transkrypcyjnego ChREBP (ang. carbohydrate response element binding protein),
stymulujacego ekspresje gendw uczestniczacych w przemianach glukozy do pirogronianu
(glikoliza), z ktorego w wyniku dziatania dehydrogenazy pirogronianowej powstaje acetylo-CoA,
a w dalszej kolejnosci — malonylo-CoA uczestniczacy w syntezie FFAS. Zatem wyzej opisane
zmiany w metabolizmie glukozy i lipidow moga prowadzi¢ do wzmozonej lipogenezy w
watrobie i do rozwoju niealkoholowego sttuszczenia watroby (NAFLD) (Guilherme i inni, 2008;
Hwang i inni, 2007; Korenblat i inni, 2008; Sozio i inni, 2010).
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Ryc. 7. Zalezno$¢ migdzy adipocytami, a makrofagami w tkance tlhuszczowej, prowadzaca do zaburzen
metabolicznych wywotanych lipotoksycznoscia kwasow ttuszczowych (wg Cusi, 2010).

CHF - przewlekta niewydolno$¢ serca, CRP - biatkko C reaktywne, ER - retikulum
endoplazmatyczne, FFA — wolne kwasy ttluszczowe, JNK — c¢-Jun N terminalna kinaza, NAFLD —
niealkoholowa choroba sttuszczeniowa watroby, NASH - niealkoholowe stluszczeniowe
zapalenie watroby, NF-kB — czynnik jadrowy kB, T2DM — cukrzyca typu 2, TNF-a - czynnik martwicy
nowotworow a.

2.5 Czynniki  transkrypcyjne RXR, a zaburzenia

metaboliczne

Metabolizm lipidow (w tym kwasow thuszczowych) jest regulowany przez czynniki
transkrypcyjne genow biatek (enzymow, hormondéw i ich receptordéw itd.), ktore reguluja
przemiany metaboliczne ustroju. Same kwasy tluszczowe i ich metabolity moga modyfikowac
aktywno$¢ tych czynnikow (Szanto i inni, Duplus i inni, 2000; Nakamura i inni, 2004).
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Przyktadem czynnikéw transkrypcyjnych zwiazanych 2z rdéznicowaniem si¢ komorek
progenitorowych i ich metabolizmem sa tzw. receptory aktywowane przez kwas retinoidowy
(RXRs, ang. retinoid X receptors). Receptory RXR zostaty odkryte w 1990r przez Magelsdorfa
I wspolpracownikow. Te receptory naleza do jadrowych receptoréw  (czynnikow
transkrypcyjnych) obejmujacych: np. tzw. receptory aktywowane przez kwas retinowy
(RARs, ang. retinoic acid receptors), receptory jadrowe dla hormonéw steroidowych, hormon
tarczycy, receptory witaminy D, receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow
(PPARS), receptory watrobowe przemian cholesterolu (ksenobiotykow) (LXRS), farnezoidylowy
receptor (FXR) (Alaynick, 2008). Receptory te prezentuja konserwatywna strukturg
poniewaz sa zbudowane z: domeny wiazacej DNA, z odcinka HRE (ang. hormone response
element), z domeny wiazacej ligand oraz z domeny aktywujacej transkrypcje (Alaynick, 2008;
Rosen i Spiegelman, 2001; Fu i inni, 2001).

Receptory RXR sa aktywowane przez zwiazanie z pochodna witaminy A - z kwasem 9-
cis retinowym (Ryc. 8). Do naturalnych ligandow tego receptora naleza rowniez inne pochodne
witaminy A: dihydroretinoidy (syntetyzowane przez saturazg retinolowa), aldehyd all-trans
retinowy oraz p-apo-14 -karotenal (jeden z produktow asymetrycznego ciccia [-karotenu).
Ponadto wykazano, ze receptor RXR wiaze rowniez niektore kwasy thuszczowe (np. kwas
dokozaheksaenowy, kwas oleinowy, kwas fitanowy) (Ryc. 8).

Wylaczenie ekspresji genow kodujacych te czynniki transkrypcyjne prowadzi do zaburzen
metabolizmu lipidow oraz glukozy. Stad ligandy dla tych receptor6w moga stanowi¢ podstawy
terapii zespolu metabolicznego czy cukrzycy typu 2 (Li i inni, 2005). Wybrane ligandy
dla receptorow RXR przedstawiono na Ryc. 8. Pochodne witaminy A zwane retinoidami
indukuja insulinowrazliwo$¢ i sa uzywane do poprawy parametréw biochemicznych w cukrzycy
typu 2 oraz do zmniejszenia otylosci w modelach eksperymentalnych (Faul i Grese, 2002).
Retinoidy moduluja rowniez wzrost i réznicowanie komodrek nowotworowych przez aktywacje
transkrypcji gendw za posrednictwem heterodimera RXR/RAR. Receptory RAR wiaza wszystkie
kwasy trans - retinowe, natomiast RXR tylko kwas-9-cis retinowy. Obydwa wystepuja w trzech
réznych formach: a, B, y. Receptory RXR/RAR odgrywaja istotna role¢ w procesach:
r6znicowania komorek, tworzenia organéw 1 rozwoju (od implantacji embrionu
do organogenezy), w apoptozie oraz w regulacji fizjologicznych i metabolicznych procesow

w dojrzatym organizmie (Mangelsdorf i inni, 1992).
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Wyrdznia si¢ trzy podtypy tych receptorow: RXRa, RXR oraz RXRy (Bookout i inni,
2006). RXRa wykazuje najwigksza ekspresj¢ w watrobie oraz wystepuje rowniez w: nerkach,
Sledzionie, naskorku itp; RXRP wystgpuje powszechnie w niemal kazdej tkance
podczas gdy RXRy ulega ekspresji w migsniach i mézgu (Szanto i inni, 2004; Alaynick, 2008).

Delecja genu RXRa jest letalna, embriony umieraja z powodu niedorozwoju serca
(Szantoi inni, 2004). Stwierdzono, ze RXRo w hepatocytach odgrywa istotna role
W podstawowym metabolizmie lipidow i homeostazie cholesterolu (Montanaro i inni, 2007).
Poziom cholesterolu oraz TG jest bowiem podwyzszony u myszy z wylaczonym genem RXRa
w hepatocytach, karmionych nawet standardowa pasza (Wan i inni, 2003). RXRa w watrobie
reguluje metabolizm: cholesterolu, kwasow tluszczowych, kwaséw zoOlciowych, steroidow
oraz ksenobiotykow (Sucov i inni, 1994; Kastner i inni, 1994; Gruber i inni, 1996; Krezel i inni,
1996; Brown i inni, 2000). Hepatocyty wyizolowane z watroby myszy z wylaczonym genem
RXRa prezentuja ponadto krotszy czas zycia oraz mniejsza zdolnos$¢ regeneracyjna (Imai i inni,
2001).

Delecja genu RXRa w_tkance tluszczowej (Imai i inni, 2001) prowadzi do zakldocenia

dojrzewania preadipocytdw oraz do opornosci na rozwoj otytosci.

Z Kkolei rezultatem wyltaczenia RXRo genu w skérze dorostych myszy jest utrata

owlosienia, cysty skorne oraz hiperproliferacja hepatocytow 1 zaburzone ich dojrzewanie
(Li i inni, 2000; Li i inni, 2001).

Wylaczenie tego genu w epitelium prostaty prowadzi do przedrakowego rozrostu
(Huang i inni, 2002).

Receptory RXR aktywowane ligandem reguluja wiele procesow w komorce
poprzez tworzone heterodimery z podgrupa innych receptorow jadrowych (Rastinejad, 2001).
W metabolizmie lipidow istotna role odgrywaja heterodimery RXR z PPAR, LXR oraz FXR
(Ryc. 9). Te heterodimery moga by¢ aktywowane przez ligandy (lipidy z diety) zaréwno dla RXR
jak 1 receptora towarzyszacego. Zwiazanie liganda do kazdego z tych receptorow aktywuje
kaskade enzymatyczna, ktéra ma na celu przywrocenie homeostazy lipidow poprzez regulacje
transkrypcji gendow zwiazanych z ich metabolizmem, magazynowaniem, transportem

i usuwaniem (Lefebvre i inni, 2010).
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Ryc. 8. Struktura naturalnych i syntetycznych aktywatoréw czynnika transkrypcyjnego RXR (ang.
Retinoid Xenobiotic Receptor) (wg Alaynick, 2008).

Kwas 9-cis retinowy, kwas dokozaheksaenowy (DHA) i kwas fitanowy sa naturalnymi aktywatorami
receptora RXR. Najcze$ciej uzywanym syntetycznym agonista receptora RXR jest LG100268.

2.5.1 Receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow
(PPARS)

Czynniki transkrypcyjne PPAR biora udzial w utrzymaniu homeostazy przemian
weglowodanéw i lipidow oraz kontroluja proliferacje i roznicowanie si¢ komorek (Rosen i inni,
2000). Sa receptorami jadrowymi wiazacymi ligandy bedace pochodnymi kwasow ttuszczowych
i aktywujacymi transkrypcje gendéw bioracych udziat w procesach transportu oraz metabolizmu
kwaséow  tluszczowych 1  glukozy. Ponadto, istnieja prace dowodzace dzialania
pro i przeciwzapalnego oraz angiogennego tych czynnikow (Rosen i Spiegelman, 2001;
Varga i inni, 2011). Wyréznia si¢ 3 podtypy tych receptoréw: PPAR a, B, y.

Aktywacja tych receptorOw poprzez syntetyczne ligandy prowadzi do poprawy
parametrow gospodarki weglowodanowo-lipidowej organizmu. Stosowane farmakologiczne
ligandy dla PPARY — tiazolidinediony (TZDs) (troglitazon, pioglitazon, ciglitazon i rosiglitazon)

indukuja insulinowrazliwo$¢ 1 obnizaja poziom glukozy u pacjentow z cukrzyca typu 2
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poprzez: aktywacj¢ przekaznictwa sygnatu od receptora insulinowego w adipocytach, redukcje
uwalniania kwasoéw thuszczowych oraz dziatanie przeciwzapalne (Rosen i Spiegelman, 2000;
Barish i inni, 2005). TZDs zwigkszaja bowiem pobieranie FFAs przez tkanke tluszczowa,
co indukuje zuzywanie glukozy przez migénie szkieletowe. Te syntetyczne ligandy hamuja
rowniez odpowiedz zapalna oraz proliferacj¢ 1 migracje komorek migéni gtadkich §ciany naczyn,
zapobiegajac w ten sposob rozwojowi miazdzycy (Takano i Komuro, 2009). Syntetyczne
aktywatory PPARy prowadza jednakze do aktywacji adipogenezy i wzrostu wagi ciala
(Fiévet i inni, 2006; Takano i Komuro, 2009).

Fibraty natomiast stanowia syntetyczne ligandy dla PPARa, ktore indukuja poprawe
gospodarki lipidowej, poprawiaja funkcje komorek B trzustki oraz zmniejszaja apetyt i wage ciata
(Bookout i inni, 2006). Te syntetyczne ligandy stymuluja bowiem utlenianie FFAsS w watrobie,
aredukuja syntez¢ i uwalnianie TG, czego konsekwencja jest zwigkszony napltyw FFAs
do watroby z tkanek obwodowych (mig$nie, tkanka ttuszczowa). Zaleta agonistow PPARa jest
obnizanie apetytu i wagi ciata (Ravnskjaer i inni, 2005; Fiévet i inni, 2006).

Stad dazy si¢ do wprowadzenia syntetycznych ligandow, ktore wiaza si¢ zarO6wno
do PPARa jak i PPARy. Przyktadem takich ligandow sa glitazary. Substancje te sa agonistami
PPARa/y, ktore wykazuja silniejsza aktywnos¢ (w porownaniu do selektywnych, syntetycznych
ligandow PPAR) w poprawie gospodarki lipidowej i weglowodanowej u pacjentdéw z cukrzyca
typu 2 lub objawami zespotu metabolicznego (Fiévet i inni, 2006). Ligandy te zwigkszaja
bowiem insulinowrazliwo$¢ (ale nie sa adipogenne) oraz chronia przed rozwojem miazdzycy,

co wykazano w badaniach na zwierzgtach (Rosen i Spiegelman, 2001).

PPARa

PPARa reguluje ekspresje gendw w: watrobie, brunatnej tkance tluszczowej (BAT),
sercu, migsniach oraz nerkach (Bookout i inni, 2006). Ten czynnik transkrypcyjny wiaze
mononienasycone oraz wielonienasycone kwasy tluszczowe, eikozanoidy oraz fibraty (Crisafulli
i Cuzzocrea, 2009). PPARa stymuluje B-oksydacj¢ kwasow tluszczowych. Po zwiazaniu fibratow
lub kwasow ttuszczowych, ten czynnik transkrypcyjny bierze réwniez udziat w kontroli poziomu
HDL cholesterolu poprzez regulacje ekspresji apolipoprotein HDL: apo A-l i apo A-Il.
Aktywatory PPARa obnizaja rowniez poziom TG poprzez: zwigkszanie lipolizy i usuwanie

pozostatych czastek na drodze zmian w poziomie LPL i apolipoproteiny apo C-IlI; indukcje
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pobierania kwasow thuszczowych i ich przemiany do pochodnych acyl-CoA (przez aktywacje
FAT, FATP i ACS); stymulacje ekspresji genéw kodujacych enzymy [ oksydacji kwasow
tluszczowych; obnizong synteze kwasow tluszczowych i1 TG oraz zmniejszenie syntezy VLDL.
Aktywacja PPARa prowadzi rowniez do indukcji ekspresji gendw uczestniczacych w transporcie
kwasow thuszczowych do peroksysomow (D2 i D3 transportery wiazace ATP) oraz w omega
oksydacji nienasyconych kwasow tluszczowych (cytochrom P-450 4Al1 i A3, CYP4Al,
CYP4AG6) (Desvergne i Wahli 1999; Bookout i inni, 2006; Rosen i Spiegelman, 2001).
Wykazano, ze podczas glodzenia, PPARa jest aktywowany przez kwasy thuszczowe
pochodzace z tkanki thuszczowej, co prowadzi do tworzenia ciat ketonowych w wyniku utleniania
kwasow tlhuszczowych w watrobie (Sunny i inni, 2010). Myszy z delecja PPARa
podczas glodzenia prezentuja hipoglikemig i hipoketonemig, sttuszczenie watroby i podwyzszony
poziom niezestryfikowanych kwaséw tluszczowych, co wskazuje na kluczowa rol¢ ekspresji
tego receptora w odpowiedzi hepatocytow na niedobor substratow energetycznych (glodzenie)
(Kersten i inni, 1999; Leone i inni, 1999). Z kolei u myszy z delecja PPAR«a skarmianych dieta
wysokotluszczowa, obserwowano stluszczenie watroby przy niezmienionej wadze ciata
(W wyniku upo$ledzenia katalizy kwasow tluszczowych). W migéniu sercowym aktywacja
PPARa prowadzi natomiast do obnizenia pobierania glukozy, a zwigkszenia utleniania kwasow

thuszczowych.

PPARy

PPARYy ulega ekspresji w adipocytach, makrofagach i migsniach, gdzie reguluje rozwoj,
homeostaze lipidow i metabolizm glukozy (Rosen i Spiegelman, 2000; Barish i inni, 2005).
Delecja PPARY prowadzi do zahamowania rozwoju tkanki tluszczowej u myszy, a u dorostych
osobnikéw natomiast jest niezbgedna do zréznicowania si¢ i przezycia adipocytow (Barak i inni,
1999; He i inni, 2003).

Endogennymi ligandami PPARY sa kwasy tluszczowe i eikozanoidy (Rosen i Spiegelman,
2000). Zaktywowany przez ligand receptor PPARY, aktywuje ekspresje genow bioracych udziat:
w pobieraniu glukozy (transporter glukozy 4, Glut4), w metabolizmie lipidow (receptor
zmiatajacy (scavenger receptor), biatko wiazace kwasy ttuszczowe, lipaza lipoproteinowa, acyl-
CoA syntetaza, CYP4B1), w rozpraszaniu energii (kinaza glicerynianowa, UCP2 i UCP3) (Rosen
i Spiegelman, 2001; Allen i inni, 2006). Zaobserwowano, ze u myszy z delecja PPARy
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w mig$niach szkieletowych, pobieranie glukozy zmniejsza si¢ o 80% (Hevener i inni, 2003).
Delecja PPARy w tkance tluszczowej i mig$niach u myszy prowadzi réwniez do rozwoju

insulinoopornosci (Hevener i inni, 2003).

PPARS

PPARS ulega powszechnie ekspresji, a jego agonistami sa kwasy tluszczowe. Geny
regulowane przez PPARS kontroluja B oksydacje kwasoéw tluszczowych w brunatnej tkance
tluszczowej myszy (dtugotancuchowa acyl-CoA syntetaza, dlugotancuchowa acyl-CoA
dehydrogenaza, acyl-CoA oksydaza). Aktywatory PPARS stymuluja réwniez rozpraszanie
energii (UCP1 i UCP3) i magazynowanie lipidow (Fiirnsinn i inni, 2007). Delecja PPARS
w wigkszosci przypadkow jest letalna, a myszy, ktore przezyja, prezentuja znacznie mniejsza
ilo$¢ tkanki thuszczowej (Rosen i Spiegelman, 2001; Allen i inni, 2006).

Indukcja PPARS w adipocytach prowadzi do zwigkszonej [ oksydacji kwasow
tluszczowych 1 rozpraszania energii w postaci ciepta oraz do opornosci na rozwdj otylosci
indukowanej wysokotluszczowa dieta (Qin i inni, 2008).

Nadekspresja PPARS w tkance tluszczowej prowadzi do zwigkszonego utleniania lipidow
w adipocytach (niedowaga) oraz do nabycia przez biala tkankg tluszczowa pewnych cech
charakterystycznych dla brunatnej tkanki ttuszczowej (Wang i inni, 2003). Zaburzenie funkcji
PPARS w kardiomiocytach indukuje z kolei kardiomiopati¢ i obnizenie ekspresji gendéw

bioracych udziat w 3 oksydacji (Cheng i inni, 2004).

2.5.2 Receptory watrobowe (LXRS)

Receptory LXR sa czynnikami transkrypcyjnymi regulujacymi metabolizm cholesterolu.
Sa aktywowane poprzez zwiazanie oksysteroli (pochodnych utlenionego cholesterolu)
np. 24(S),25-epoksycholesterolu (Janowski i inni, 1996; Lehmann i inni, 1997; Fu i inni, 2001).
LXRa ulega ekspresji w watrobie, tkance tluszczowej, jelicie, makrofagach oraz nerkach,
podczas gdy LXRB wystepuje powszechnie (Repa i Mangelsdorf, 2000; Bookout i inni, 2006).
Kwasy tluszczowe sa substancjami zwigkszajacymi ekspresje LXRa. Wysokottuszczowa dieta
lub glodzenie (zwiazane z podwyzszonym poziomem kwasow thuszczowych w osoczu) indukuja

ekspresje LXRa w watrobie szczura (Tobin i inni, 2000). Krotkotancuchowe nienasycone kwasy
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tluszczowe sa antagonistami LXR, natomiast dlugotancuchowe kwasy tluszczowe wywotuja
wzrost ekspresji LXR« (Tobin i inni, 2000).

Insulina zwigksza ekspresje LXRa w watrobie in vitro i in vivo. Stymulacja lipogenezy
W watrobie przez insuling moze by¢ zatem czesciowo indukowana przez receptor LXR
(Tobin i inni, 2002). Innym fizjologicznym ligandem LXR jest glukoza i glukozo-6-fosforan
(Mitro i inni, 2007). Karmienie myszy glukoza prowadzi bowiem do wzrostu ekspresji genow
aktywowanych przez receptor LXR (w watrobie i jelicie).

W odpowiedzi na wzrost stezenia oksysteroli w komorce, LXR aktywuje ekspresj¢ genow
bioracych udziat w zwrotnym transporcie cholesterolu z tkanek obwodowych do watroby
I W metabolizmie  cholesterolu ~w  watrobie  (Tontonoz i  Mangelsdorf,  2003;
Steffensen i Gustafsson, 2004).

Receptory LXR indukuja rowniez ekspresje gendéw zaleznych od ATP-transporterow
stymulujacych wyptyw cholesterolu z makrofagow (ABCAI1 i ABCG), promujacych zwrotny
transport cholesterolu do watroby (apolipoproteiny A-I, E, biatko transportujace fosfolipidy,
lipaza lipoproteinowa, CETP), zwigkszajacych rozktad cholesterolu do kwasow zolciowych
(CYP7AL), wywotujacych wydalanie cholesterolu z zotcia (ABCGS5 1 ABCGS8) oraz hamujacych
wchlanianie cholesterolu w jelicie (ABCGS5, ABCG8 i ABCA1). Receptory te stymuluja synteze
kwasow thuszczowych i TG poprzez stymulacjg ekspresji czynnika transkrypcyjnego SREBP-1c.
Indukcja receptorow LXR hamuje aktywno$¢ czynnikéw zapalenia przez liposacharydy
w makrofagach (Fontaine i inni, 2007). Receptory LXR biora rowniez udzial w regulacji
ekspresji gendow uczestniczacych w syntezie hormonow steroidowych, w przekaznictwie
sygnalow od czynnikow wzrostowych oraz w zapaleniu (Stulnig i inni, 2002; Joseph i inni,
2003).

Myszy z delecja LXRa wykazuja obecnos$¢ ztogdéw lipidowych w watrobie, w wyniku
nadmiernej akumulacji estrow cholesterolu (Peet i inni,1998). Badania prowadzone na modelach
zwierzgeych pokazuja, ze podanie syntetycznych ligandow dla LXR, prowadzi do: obnizonego
wchianiania cholesterolu, a zwigkszonego jego uwalniania w zdtci oraz do wzrostu poziomu
HDL- cholesterolu. U myszy podatnych na rozwoj blaszki miazdzycowej, zaobserwowano,
ze aktywacja receptorow LXR hamuje formowanie blaszki miazdzycowe;.

Natomiast delecja LXRB u myszy nie prowadzi do znaczacych zaburzen metabolizmu.

Z kolei myszy z wylaczonym genem LXRa oraz LXRP wykazuja wyzszy poziom cholesterolu
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(Alberti i inni. 2001). Farmakologiczna aktywacja receptorow LXR indukuje ekspresje
lipogennych genow (SREBP-1c, FAS, SCD-1) i zwigksza poziom TG w watrobie oraz osoczu
(Peet i inni, 1998; Schultz i inni, 2000).

2.5.3 Receptor farnezoidylowy (FXR)

Receptory FXR wykazuja ekspresje w watrobowo-jelitowym systemie, nerkach
i nadnerczach. FXR sa receptorami dla kwaséw zolciowych takich jak: Kkwas
chenodeoksycholowy i kwas cholowy (Lee i inni, 2006; Cariou i Staels, 2007; Zhang i Edwards,
2008; Staels i Kuipers, 2007). Geny regulowane przez FXR wptywaja na uwalnianie kwasow
zotciowych 1 fosfolipidow do zotci, reabsorpcje kwasoéw zotciowych w jelicie oraz pobieranie
cholesterolu w watrobie z HDL surowicy (Yang i inni, 2010). Przy nadmiarze kwasow
zotciowych, FXR hamuje syntezg kwasoéw tluszczowych poprzez indukcje transkrypcyjnego
represora zmniejszajacego ekspresje enzymu CYP7AL, ktéry pelni istotna role w syntezie
kwasow tluszczowych. Myszy z delecja FXR prezentuja wyzszy poziom kwasoéw zoélciowych
w osoczu krwi. Dlatego tez wykazuja one wyzszy poziom catkowitego cholesterolu HDL 1 TG
w surowicy krwi (Fiorucci i inni, 2007).

Receptor FXR kontroluje réwniez poziom glukozy. U myszy z delecja tego receptora
zaobserwowano rozwoj insulinoopornosci i hiperglikemii (Ma i inni, 2006). Aktywacja
tego czynnika transkrypcyjnego prowadzi natomiast do zahamowania ekspresji genow
uczestniczacych w glukoneogenezie (karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej i glukozo-6-
fosfatazy), czego nie obserwowano u myszy z delecja receptora FXR lub SHP. Taki wynik
doswiadczenia potwierdza zatem, ze S$ciezka przekazu sygnatu FXR/SHP odgrywa rolg
w regulacji produkcji glukozy w watrobie (Ma i inni, 2006). Z kolei u myszy otytych
prezentujacych objawy cukrzycy, wykazano zwigkszona insulinowrazliwos¢ i tolerancje glukozy,
w wyniku aktywacji receptora FXR (Zhang i inni, 2006).

Stymulacja receptora FXR prowadzi réwniez do obnizenia ekspresji SREBP-Ic,
do wzrostu ekspresji PPARa, ktory promuje B-oksydacje kwasow ttuszczowych (Staels i inni,
2007; Fiorucci i inni, 2007). Receptor FXR indukuje rowniez ekspresje receptora dla VLDL
i promuje usuwanie TG, stymuluje ekspresj¢ apolipoproteiny apo CII, a hamuje ekspresje
apolipoproteiny apo CIII, ktora stanowi inhibitor lipazy lipoproteinowej (Staels i inni, 2007;

Fiorucci i inni, 2007).
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stymuluje, indukuje, zwigksza
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Ryc. 9. |Interakcje pomigdzy rdéznymi receptorami bioracymi udziat w  homeostazie
lipidéw,weglowodandéw i kwasow zotciowych w watrobie ( wg Sanal,2008).

ChREBP - ang. Carbohydrate Responsive Element Binding Protein, FXR - ang. Farnesoid Xenobiotic
Receptor, LXR - ang. Liver Xenobiotic Receptor, NF-kB - ang. Nuclear Factor xB, PPAR - ang.
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor, RXR - ang. Retinoid Xenobiotic Receptor, SHP - ang. Short
Heterodimer Partner, SREBP - ang. Sterol Regulatory Element-Binding Protein.

2.6 Angiogeneza w cukrzycy

W cukrzycy komodrki naczyn sa narazone na duze stgzenia réznych molekut zwigzanych
z: wysoka glikemia, procesem nieenzymatycznej glikacji, lipooksydacji, chronicznym
zapaleniem, produkcja wolnych rodnikéw 1 hiperinsulinemia. Ich konsekwencja sa zaburzenia
w odpowiedzi angiogennej (Martin i inni, 2003, Creager i inni, 2003). U pacjentéw chorych
na cukrzyce bowiem z jednej strony obserwuje si¢ wzmozone naczyniotworzenie w nerkach
i siatkowce (nefropatia i retinopatia cukrzycowa), a z drugiej strony zahamowanie angiogenezy
(uposledzone gojenie ran) (Pradhan i inni, 2009). Mechanizm molekularny tych procesow
nie jest do konca poznany.

Fizjologiczny wzrost poziomu glukozy po positku indukuje zapalenie poprzez aktywacje
czynnika transkrypcyjnego NFxB (Dickinson i inni, 2008; Costa i inni, 2007). Czynnik
transkrypcyjny NF«kB, aktywuje z kolei ekspresj¢ proangiogennych genéw: metaloproteaz, UPA,
V-, I-CAM (Charo i Taubman, 2004; Charo i Ransohoff, 2006; Maxwell i inni, 1999;

Karin, 2006; Karin i inni, 2002). W zapaleniu, uwalniane sa rowniez cytokiny stymulujace
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angiogenez¢ (IL-1, IL-6, CCL5, TNFa). Ponadto, w stanie zapalnym dochodzi réwniez
do indukcji cyklooksygenazy-2 (COX-2) promujacej angiogeneze poprzez stymulacje produkcji
VEGF (Dickinson i inni, 2008; Costa i inni, 2007). Dodatkowo, hiperglikemia i dyslipidemia
indukuja fagocytujace makrofagi do produkcji czynnikéw wzrostowych, ktore stymuluja
proliferacj¢ (VEGF, bFGF) oraz do obnizenia generacji czynnikow wzrostowych hamujacych
proliferacj¢ (np. PEGF — ang. Pigment Epithelial Growth Factor) (Kozawa i inni, 1998;
Morishita i inni, 1997; Elayappan i inni, 2009; Yamagishi i inni, 2006). Wysoki poziom glukozy
aktywuje rowniez transkrypcje wielu gendow zwiazanych z angiogeneza jak np. TGFp
w komorkach migséni gtadkich naczyn (Stark i inni, 1998), co prowadzi do wzrostu ekspresji
VEGF (Han i inni, 2000; Ziyadeh i inni, 2000).

W cukrzycy, w odpowiedzi na chroniczne zapalenie lub metaboliczne zaburzenia
(np. podwyzszony poziom glukozy lub kwasow tluszczowych w osoczu), indukowany jest
rowniez stres oksydacyjny (Marfella i inni, 2001). Wolne rodniki sa wytwarzane
nie tylko przez mitochondria i ER ale rowniez przez blonowa NAD(P)H oksydaze
oraz indukowalng syntez¢ NO (iNOS) (Blanchetot i Boonstra 2008; Polytarchou i inni, 2007).
Wolne rodniki oraz prozapalne cytokiny przyczyniaja si¢ do nasilenia odpowiedzi angiogennej z
jednej strony poprzez zwigkszenie ekspresji proangiogennych czynnikéw (VEGF, MMP-1, -2, i -
9) (Polytarchou i inni, 2007; Thannickal i Fanburg, 2000), a z drugiej strony poprzez aktywacje
czynnika HIFlo. Wprowadzenie bowiem plazmidu zawierajacego aktywna forme¢ HIFla
do myszy prezentujacych objawy cukrzycy typu 2 (Leprdb/db) prowadzi do wzrostu poziomu
VEGF, PIGF, PDGFB i Ang2 w osoczu oraz promuje gojenie ran (Semena i inni, 2009;
Liu i inni, 2008).

Pacjenci z cukrzyca typu 2 réwniez wykazuja wysoki poziom produktow
nieenzymatycznej rodnikowej glikacji biatlek - AGEs (ang. advanced glycation end products)
w surowicy. Te czynniki prowadza do uszkodzenia organow, a W wyniku niedokrwienia
tkanek,indukowana jest odpowiedz angiogenna. AGEs aktywuja ekspresj¢ réznych
proangiogennych biatek jak np. IGFPB-rP2 (ang. Insulin-like growth factor binding protein-2)
w fibroblastach skory i komorkach mezenchymalnych nerek (Martin i inni, 2003; Twigg i inni,
2001). Wzmozona angiogeneza jest rowniez zwiazana z glikacja biatek. Przyktadowo, glikowana
albumina stymuluje nadekspresj¢ czynnika HIFloa 1 w konsekwencji angiogenezg. Wzrost

poziomu AGEs towarzyszy rowniez retinopatii cukrzycowej, w ktorej VEGF (Fonseca i inni,
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1996; Singh i inni, 2001, Aielloi inni, 1994) ulega nadekspresji. Z drugiej strony, glikacja
proangiogennych czynnikéw (FGF, HGF, PIGF lub PDGF) prowadzi do inaktywacji ich Sciezek
sygnalowych, co moze thumaczy¢ obnizona odpowiedZz angiogenna w niektorych tkankach
(Schmidt i inni, 1999) oraz spaczona angiogenezg¢ i uposledzone gojenie ran u cukrzykow.
Insulinoopornos$¢ aktywuje lipoliz¢ w tkance tluszczowej 1 uwalnianie wolnych kwasow
tluszczowych, glicerolu oraz monoacyloglicerolu do osocza, a uwalniany 1-butyryloglicerol
indukuje angiogenezg (Martin i inni, 2003).

W cukrzycy obserwuje si¢ rowniez wzrost stgzenia substancji ALEs (ang. advanced
lipooxidation end products). ALEs sa biatkami nicodwracalnie zmodyfikowanymi przez rodniki
lipidowe: rodnik karbonylowy oraz malonyldialdehyd. Zaobserwowano, ze obecno$¢ ALEs
u cukrzykoéw towarzyszy chronicznemu zapaleniu (Figarola i inni, 2008). ALEs zwigkszaja
bowiem ekspresj¢ czynnikéw prozapalnych: CXCL10, CCL2, COX-2 IL6, IL8 i iINOS
w monocytach (Figarola i inni, 2008). Zatem produkty ALES wykazuja rowniez proangiogenne

wlasciwosci poprzez stymulacj¢ prozapalnych/proangiogennych czynnikdw.

2.6.1 Angiopatia cukrzycowa

Jednym z powiklan cukrzycy jest angiopatia cukrzycowa (retinopatia cukrzycowa,
nefropatia cukrzycowa), ktora charakteryzuje si¢ wzmozona, ale spaczona (kruche kapilary typu
nowotworowego) angiogeneza (Hammes i inni, 2002; Girach i inni, 2006).

Retinopatia cukrzycowa jest jedna z najczgstszych przyczyn Slepoty (Shah, 2008).
W jej przebiegu $ciana naczynia krwionosnego staje si¢ przepuszczalna dla sktadnikéw osocza,
co prowadzi do obrzgkow i1 wysigkdéw siatkowki. Zmienione naczynia nie speiniaja rowniez
swojej funkcji odzywczej. W proliferacyjnej retinopatii cukrzycowej w siatkdwce oka naczynia
krwionosne zamykaja si¢, co pobudza wzrost nowych naczyn wlosowatych, pojawiajacych
si¢ nad siatkowka i wrastajacych nawet w ciato szkliste (Merlak i inni, 2008). Takie naczynia
sa niepelnowartosciowe i kruche. Maja bardzo staba $ciang, co jest przyczyna krwotokow.
Tworzy si¢ niefunkcjonalna i tatwo pekajaca sie¢ naczyn charakterystyczna np. dla ukrwienia
guza nowotworowego (Hammes i inni, 2002). Razem z naczyniami rozwija si¢ tkanka taczna,
ktora kurczac si¢ 1 bliznowaciejac moze "pociagnac¢" za soba siatkdwke. Odwarstwienie
siatkowki jest bardzo powaznym, zaawansowanym stadium retinopatii. Hiperinsulinemia

(insulina jako czynnik wzrostu) i nadci$nienie powoduja wzrost neointimy i pogrubienie $ciany
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naczyn, ktore uposledza prawidlowe dostarczanie substratow i tlenu do tkanek (Shah, 2008;
Merlak i inni, 2008).

Nefropatia cukrzycowa jest przykladowym (obok retinopatii) powiktaniem
mikronaczyniowych uszkodzen i glowna przyczyna niewydolnosci nerek w cukrzycy.
Najwczesniejsze zmiany to przerost kigbuszkéw, pogrubienie btony podstawnej kigbuszkow
i rozw6] macierzy pozakomoérkowej; co prowadzi do hiperfiltracji i mikroalbuminurii.
W nefropatii cukrzycowej obserwuje si¢ rowniez nadekspresje VEGF oraz TGF i jego receptora
2 (Chen i inni, 2008; Sharma i inni, 1995).

Dlatego poznanie elementow skladowych spaczonej angiogenezy w cukrzycy jest

tematem intensywnych poszukiwan badawczych.
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3.ZALOZENIA I CEL PRACY

W patologicznej angiogenezie towarzyszacej rozwojowi zespotu metabolicznego wiele
czynnikow odgrywa istotna role przyczyniajac si¢ do indukcji odpowiedzi angiogennej
lub jej zahamowania. Szczegodlna role w regulacji tej odpowiedzi odgrywaja: hiperglikemia,
hiperinsulinemia, dyslipidemia, substancje wytwarzane przez nadmiernie rozro$nieta tkanke
tluszczowa (adipokiny), ale rowniez stan zapalny i wolne rodniki indukowane w wyniku
nadmiernej tkankowej podazy substratow energetycznych. Ze wzgledu na roznorodnosé
czynnikow uczestniczacych w regulacji odpowiedzi angiogennej, mechanizm tej odpowiedzi
w zaburzeniach metabolicznych jest nie do konca poznany. W badaniach zwraca si¢ szczeg6lna
uwage na odpowiedz angiogenna towarzyszaca cukrzycy typu 2 i jej komplikacji w postaci
angiopatii cukrzycowe;j.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu wybranych parametréw biochemicznych
zespolu metabolicznego (przy braku pelnoobjawowego rozwoju cukrzycy typu 2)
na angiogenezg. Uzyty w pracy model myszy z wylaczonym genem RXRa w hepatocytach
postuzyt do zbadania wptywu zaburzen metabolicznych w postaci podwyzszonego poziomu
cholesterolu oraz leptyny w surowicy krwi (przy prawidlowym poziomie insuliny 1 wyzszej

tolerancji glukozy u tych myszy) na angiogenezeg.
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4 MATERIALY I METODY

4.1 Materialy uzyte do badan

4.1.1 Pasze uzywane w hodowli myszy

4111

41.1.2

Pasza standardowa dla gryzoni — STD (ang. standard diet)
- Gan-rat (Polska, Krakow)

Pasza wysokotluszczowa — HFD (ang. high fat diet)

- High Saturated FAT Diet Pelleted (MP Biomedicals, USA)

4.1.2 Odczynniki do oznaczen biochemicznych we krwi

4121

4122
4123

4124

41.2.5

41.2.6

413
413.1

Zestaw do oznaczen glukozy (Liquick Cor-GLUCOSE 60 + wzorzec) (Cormay,

Polska)

Zestaw do oznaczen triglicerydéw (Liquick Cor-TG 30 + wzorzec) (Cormay, Polska)
Zestaw do oznaczen cholesterolu (Liquick Cor-CHOL 60 + wzorzec) (Cormay,
Polska)

Zestaw ELISA do oznaczenia poziomu leptyny u myszy (Mouse Leptin Quantikine
ELISA Kit) (R&D Systems, USA)

Zestaw ELISA do oznaczenia poziomu adiponektyny u myszy (Quantikine Mouse
Adiponectin/Acrp30 ELISA) (R&D Systems, USA)

Zestaw ELISA do oznaczen insuliny u szczura/myszy (Rat / Mouse Insulin ELISA
Kit (Linco Research, USA)

Odczynniki uzywane w ocenie angiogenezy in vivo

Odczynniki uzyte w modelu angiogenezy in vivo

- BD Matrigel Basement Membrane Matrix (BD Biosciences, Kanada)

- Zasadowy Czynnik Wzrostu Fibroblastow (ang. Basic Fibroblast Growth Factor)
(bFGF) (Sigma-Aldrich, USA)

- Czynnik Wzrostu Srodbtonka Naczyn (ang. Vascular Endothelial Growth Factor)
(VEGF) (Sigma-Aldrich, USA)
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- Pozywka do hodowli komorek srodbinka (EGM) — Endothelial Growth Medium
(Clonetics, lowa, USA)

- 2,5% mieszanina antybiotykow (Penicylina 10 000 U/ml, Streptomycyna 10 mg/ml,
Amfoterycyna B 0,025 mg/ml) (Sigma-Aldrich, USA)

4.1.3.2 Odczynniki uzywane do barwienia immunohistochemicznego
4.1.3.2.1 Odczynniki uzywane do przygotowania preparatow parafinowych
- Utrwalacz cynkowy (IHC Zinc Fixative) (BD Pharmingen, USA)
- Etanol 100% (POCH, Polska)
- Ksylen (POCH, Polska)
- Parafina
- Hematoksylina (Dako, Polska)
- Eozyna (Dako, Polska)

4.1.3.2.2 Odczynniki uzywane do barwienia immunohistochemicznego
4.1.3.2.2.1 Przeciwcialo szczurze anty - mysie CD31 (Rat anti-mouse CD31) (BD Pharmingen,
USA)
4.1.3.2.2.2 Anty-szczurzy zestaw do detekcji immunoglobulin zwigzanych z peroksydaza
chrzanowa (Anti-Rat Ig HRP Detection Kit) (BD Biosciences, Kanada):
- Biotynylowane kozie przeciwciato anty-szczurze (Biotinylated goat anty rat Ig)
- Bufor do rozcienczenia przeciwciat (Antibody diluent)
- Peroksydaza chrzanowa sprzgzona ze straptawidyna (Streptavidin Horseradish
Peroxidase)
- Bufor DAB (DAB buffer)
- Barwnik DAB (DAB chromogen)

4.1.4 Odczynniki uzywane do metod biologii molekularnej

4.1.4.1 Odczynniki uzywane do izolacji RNA
- Trizol (Invitrogen)
- Chloroform (POCH)
- Alkohol izopropylowy (POCH)
- 75% etanol (POCH)
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41.4.2

4143
41431

41432
41433
41434
41435
41.43.6

4144

41441

Woda wolna od nukleaz (Promega)
Odczynniki uzywane do badania ekspresji genow macierzg oligonukleotydowa
(Affymetrix Mouse 430A_2).
-Superscript 11 RT-PCR Kit ze starterem T7-(dT)24 zawierajacym sekwencje
promotorowa dla polimerazy RNA bakteriofaga T7 (Invitrogen Life Technologies).
- BioArray HighYield RNA Transcript Labeling Kit (Enzo BioArray, Affymetrix).
- RNeasy Mini Kit columns (Qiagen)
- Fragmentation Buffer (Qiagen)

Odczynniki uzywane do syntezy cDNA
SuperScript™ Il RTNase H Odwrotna Transkryptaza Kit (Invitrogen)
-SuperScript™ Il RTNase H Odwrotna Transkryptaza
-0,1M DTT (ditiotreitol)
-250 mM Tris-HCI- pH-8,3
-375mM KClI
-15mM MgCl,
Tris-HCI (Sigma)
10mM dNTP (Promega)
oligo (dT)25 (Sigma)
etanol, izopropanol (POCH)

woda wolna od nukleaz (Promega)

Odczynniki uzywane do ilosciowej reakcji lancuchowej polimerazy (PCR) (real-
time PCR; quantitative PCR gPCR)

QuantiTect™ SYBR®Green PCR Kit (Qiagen)

- QuantiTect SYBR Green PCR bufor — pH 8,7

- Tris-ClI

- KCI

- (NH4)2S0O4

- 5mM MgCl,

- SYBR Green | (barwnik fluorescencyjny)
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- ANTP mix zawierajacy: dATP, dCTP, dGTP, dTTP/dUTP
- HotStarTag® DNA polimeraza

4.1.4.4.2 woda wolna od nukleaz (Promega)

415 Aparatura uzywana w realizowaniu badania

- Waga techniczna (Radwag, Polska)

- Spektrofotometr Hitachi U-2000 (Hitachi, Brisbane, CA, USA)

- Multiscan RC reader (Labsystem, Helsinki, Finlandia)

- Mikroskop $wietlny Olympus Cx-41 (Filipiny)

- Piec hybrydyzacyjny GeneChip Hybridisation Oven 640 (Affymetrix)
- Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies)

- GeneArray Scanner (Hewlett Packard)

4.1.6 Grupy zwierzat (myszy) uzyte w badaniach

4.1.6.1 Myszy kontrolne WT (krzyzowki myszy C57/BI6, 129/svEvTac i DBA-2) (otrzymane w
ramach wspotpracy z prof. Yu-Jui Yvonne Wan, Department of Pathology, Harbor-UCLA
Medical Center, Torrance, Kalifornia, USA)

4.1.6.2 Myszy transgeniczne: z wylaczonym genem RXRa w hepatocytach (RXRa ko)
(otrzymane w ramach wspolpracy z prof. Yu-Jui Yvonne Wan, Department of Pathology,
Harbor-UCLA Medical Center, Torrance, Kalifornia, USA)
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4.2 METODY

4.2.1 Uzyte w badaniach modele zwierzece

Badania miaty zgod¢ Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach
UJ (58/0OP/2003) i bylty wykonane wedtug zalecen wydanych przez lokalna komisje etyczna.

Do badan uzyto 15 tygodniowych myszy (samce) w liczbie 20 sztuk. Grupe badana
(n=10) stanowity myszy transgeniczne z wylaczonym genem RXRa w hepatocytach, natomiast
grupe kontrolng (n=10) stanowity myszy (WT), z ktorych wyprowadzono myszy zmodyfikowane
genetycznie (krzyzéwki myszy C57/BI16, 129/svEvTac i DBA-2).

W celu wylaczenia ekspresji genu RXRa w hepatocytach zespdt Pani Prof. Yu-Jui
Yvonne Wan skonstruowat “floxed” allel genu RXRa, w ktorym krétkie sekwencje lop wlaczono
do intronéw otaczajacych czwarty egzon genu RXRa, ktory koduje domeng wiazaca si¢ z DNA.
Nastepnie wykonano transfekcje tego genu in vitro do zaptodnionego jaja myszy. Wyhodowane
myszy (nosiciele tego allelu) skrzyzowano z linia transgeniczna wykazujaca ekspresje cre
recombinazy pod kontrola promotora albuminy, ktérej gen ulega ekspresji w watrobie. Stad cre
rekombinacja prowadzi do uszkodzenia egzonu czwartego, a w konsekwencji uniemozliwia
ekspresje genu RXRa specyficznie tylko w hepatocytach (Wan i Cai, 2000).

Przestane z USA myszy hodowano w klatkach (po 5 sztuk) w temperaturze 22°C z 12

godzinnym cyklem dnia i nocy oraz wolnym dostgpem do pokarmu i wody.

4.2.2 Protokol badan (Ryc. 10)

Kontrolg genotypu myszy przeprowadzano wedlug metody opisanej w punkcie 4.2.3.
Zwierzeta wykazujace ekspresje genu RXRa w watrobie zakwalifikowano do grupy
kontrolnej (WT) (n=10). Grupe¢ badana (n=10) stanowily myszy RXRa ko.

Myszy z delecja genu RXRa w hepatocytach (RXRa ko) jak i myszy kontrolne (WT)
podzielono na dwie podgrupy po 5 sztuk na podgrupg. W celu wywotlania objawow zespotu
metabolicznego jedna podgrupg kazdej grupy skarmiano przez 7 tygodni ad libitum dieta
wysokottuszczowa (HFD) (39% energii paszy stanowit olej kokosowy) (MP Biomedicals, USA).
Druga podgrupe w kazdej grupie skarmiano dieta standardowa dla gryzoni (3% tluszczu) (GAM-
RAT, Polska, Krakow). Obie diety zawieraty standardowa, niezb¢dna dla myszy zawarto$¢
witaminy A: 1,400 U/kg.
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Ilo$¢ spozywanej paszy okreslano codziennie monitorujac ubytek znanej wagi zadawanej
paszy. Same myszy wazono 2 razy na tydzien.

W czasie trwania eksperymentu raz na tydzien (po 4 godzinach gtodzenia) pobierano
zwierzetom krew w celu oznaczenia poziomu parametrow biochemicznych w surowicy krwi:
glukozy, cholesterolu i triglicerydow.

W  széstym tygodniu skarmiania badano aktywno$¢ angiogenna w modelu
angiogenezy in vivo wedtug metody (Ohashi i inni, 2004) opisanej w punkcie 4.2.6.

Po 7 tygodniach skarmiania pobierano krew do oznaczen poziomu insuliny, leptyny

oraz adiponektyny wedtug metod opisanych w punktach 4.2.5.4 - 4.2.5.6.

Genotypowanie
myszy

Wazenie myszy

Oznaczenia:
1. glukoza
2. cholesterol
3. triglicerydy

Wazenie myszy

, Dieta .
Dieta standardowa standardowa (l)zknaczema.
6 tygodni 1 tydzien 4. glukoza
(n=5) (nzg)en 5. cholesterol
Myszy danej NastrzyknieCie || 6. triglicerydy
grupy myszy matrigelem 7. leptyna
(n= (model 8. adiponektyna
n=10) : ¢ X
angiogenezy . 9. insulina
Dieta wysokottuszczowa in vivo) Dieta
& tydodni (n=10) wysokotiuszczowa| Wyciecie matrigeli
(n=5) 1 tydzien do analizy
(n=5)

\

J

Y

Oznaczenia co tydzien:
10. glukoza
11. cholesterol
12. triglicerydy

Wazenie myszy dwa razy w tygodniu

Immunohisto-
chemicznej

oraz ekspres;ji
genéw

Ryc. 10. Schemat wykonanego eksperymentu w kazdej z 2 grup (WT oraz myszy transgeniczne).
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4.2.3 Kontrolne oznaczenie genotypu myszy
W celu potwierdzenia genotypu myszy kontrolnych WT i myszy RXRa ko przebadano

ekspresje genu RXRa w watrobie u wszystkich n=20 zwierzat po ukonczeniu eksperymentu.

4.2.3.1 Izolacja calkowitego RNA

Catkowite RNA wyizolowano z watroby myszy przy uzyciu odczynnika trizol. Probki
tkanki watroby (wielkosci okoto 100mg) homogenizowano na lodzie w trizolu przy uzyciu
szklanego homogenizatora. Do homogenatu dodawano nast¢pnie 100% chloroform w proporcji
1:5 (200ul chloroformu na 1ml homogenatu), mieszano przez 15 sekund i inkubowano przez 3
minuty w temperaturze pokojowej. Po inkubacji probki wirowano (2-8°C, 30 minut, 14000xg),
aotrzymanag gorna faz¢ wodna zawierajaca rozpuszczone RNA, przenoszono do nowej
probowki. RNA wytracano przez dodanie 100% izopropanolu i zamrazano w temperaturze -20°C
przez noc. Po rozmrozeniu, proébki wirowano (2-8°C, 30 minut, 14000xg). Po usunigciu nadsaczu
peletke przemywano 75% etanolem i ponownie wirowano (2-8°C, 15 minut, 14000xQ).
Nastgpnie nasacz usuwano, peletki RNA wysuszono i rozpuszczono w wodzie wolnej od
nukleaz. Wydajnos¢ izolacji oceniano przy uzyciu spektrofotometru (Hitachi, Brisbane, CA,
USA), a jako$¢ wyizolowanego RNA sprawdzano oceniajac jako$¢/obecnos¢ prazkow rRNA 23S

i 18S na 2% zelu agarozowym.

4.2.3.2 Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT)

W celu denaturacji, lug catkowitego RNA 2z oligo(dT) (Sigma) inkubowano
w temperaturze 70°C przez 10 minut, a nastgpnic mieszaning szybko schtodzono na lodzie.
Nastepnie, RNA inkubowano w temperaturze 42°C przez 50 min w 40ul mieszaniny reakcyjnej
zawierajacej 5 x First Strand Buffer, DTT, deoxy-NTPs (Promega) i 200 jednostek
SUPERSCRIPT Il odwrotnej transkryptazy (Invitrogen Life Technologies). Nastgpnie, reakcje
zinaktywowano przez 15 minutowe podgrzewanie w temperaturze 70°C i schtodzono na lodzie.
Ilos¢ otrzymanego cDNA oceniano spektrofotometrycznie (Hitachi, Brisbane, CA, USA), a jego

jakos¢ elektroforetycznie.
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4.2.3.3 Reakcja PCR

Mieszanina do reakcji PCR zawierala HotStar polimerazg, bufor, dNTP i startery
dla badanego genu oraz genu referencyjnego Gapdh, ktérych sekwencje przedstawiono w Tabeli
1. Startery zaprojektowano przy uzyciu programu Primer 3 Input 0.40 w oparciu o informacje
0 strukturze mRNA genow zawartych w bazie internetowej NCBI.

Startery zaprojektowano w ten sposob, aby w reakcji PCR amplifikowany byl egzon 4
genu Rxre ( ktory nie ulega ekspresji u myszy RXRa ko). Specyficzno$¢ starterow sprawdzono

przy uzyciu programu BLAST (Tabela 3).

Reakcjg¢ PCR przeprowadzano w nastgpujacych warunkach termicznych:
aktywacja polimerazy w 95°C przez 15 minut
denaturacja w 94°C przez 30 sekund

. przytaczanie starterow w 59°C przez 45 sekund

. powtdrzenie etapoéw 2-4, 40 razy

1

2

3

4. elongacja w 72°C przez 60 sekund

5

6. wyréwnywanie odcinkow 72 °C przez 10 minut
7

inkubacja 4°C

Produkty reakcji PCR rozdzielono elektroforetycznie na 3% zelu agarozowym.

4.2.4 Pomiary wagi myszy

Dwa razy na tydzien dokonywano pomiaru wagi myszy na wadze technicznej (Radwag,

Polska).

4.2.5 Badania biochemiczne

Krew do badan (200ul) pobierano do probowek na skrzep, z zyty ogonowej myszy, po 4
godzinach glodzenia myszy.
Po odwirowaniu, surowice natychmiast porcjowano, zamrazano i przechowywano

w temperaturze -80°C (do 6 miesigcy przed oznaczeniami).
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4.2.5.1 Oznaczanie stezenia cholesterolu

Stgzenie cholesterolu catkowitego w surowicy oznaczano metoda kolorymetryczna,
enzymatyczna z esteraza i oksydaza cholesterolu (ChOD/PAP) przy uzyciu zestawu firmy
Cormay. W uzytej metodzie, intensywno$¢ produktu oksydacji cholesterolu, a nast¢pnie jego
peroksydacji jest wprostproporcjonalna do st¢zenia cholesterolu. Do pomiaru kolorymetrycznego
uzyto spektrofotometru Hitachi U-2000. Czuto§¢ metody wynosi 0,026mmol/l, a wspotczynnik

zmienno$ci wewnatrz serii wynosit 1,1%, a migdzy seriami 1,4%.

4.2.5.2 Oznaczanie st¢zenia triglicerydow

Pomiaru stezenia triglicerydow w surowicy dokonywano metoda enzymatyczna oksydaza
fosfoglicerynianowa (GPO)/peroksydaza (POD) przy uzyciu zestawu firmy Cormay. W uzytej
metodzie, natgzenie barwy pochodnej chinonoiminy powstatej w wyniku oksydacji, a nastgpnie
peroksydacji triglicerydow jest proporcjonalne do stezenia triglicerydow. Do odczytu
kolorymetrycznego uzyto spektrofotometru Hitachi U-2000. Czuto$¢ metody wynosi

0,023mmol/l, wspdtczynnik zmiennos$ci wewnatrz serii wynosit 1,4%, a migdzy seriami 1,6%.

4.2.5.3 Oznaczanie st¢zenia glukozy

Poziom glukozy w surowicy mierzono metoda kolorymetryczng enzymatyczna oksydaza
glukozy (GOD)/peroksydaza (POD) przy uzyciu zestawu firmy Cormay. Do odczytu
kolorymetrycznego uzyto spektrofotometru Hitachi U-2000. Czuto$¢ metody wynosi

0,03mmol/l, wspotczynnik zmiennosci wewnatrz serii wynosit 0,7%, a migedzy seriami 1,3%.

4.2.5.4 Oznaczanie stezenia insuliny

Stezenie insuliny w surowicy oznaczano metoda immunoenzymatyczng przy uzyciu
zestawu Rat/Mouse Insulin ELISA kit firmy Linco Research (Missouri, USA) wedtug instrukcji
dotaczonej do testu.

Ptytke oplaszczona monoklonalnymi przeciwciatami anty-mysia insulina ptukano
trzykrotnie buforem dotaczonym do =zestawu. Standardy insuliny, kontrole i probki
przygotowano wedhlug instrukcji. Nastgpnie na plytce rozporcjowywano po 10ul buforu

do rozcienczania przeciwcial oraz buforu stanowiacego probe $lepa dla probek surowicy.
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Dodawano po 10ul standardéow insuliny i kontroli szczurzej insuliny oraz probek surowicy.
Po czym probki inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej z biotynylowanym
przeciwcialem anty-insulinowym. Po inkubacji, probki usuwano z ptytki, ktora ptukano trzy razy
aby odptuka¢ niezwiazane przeciwciala. Po ptukaniu dodawano roztwor enzymu (konjugat
streptawidyna-peroksydaza chrzanowa) i inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej.
Po usunigciu mieszaniny inkubacyjnej, ptytke przeplukano sze$¢ razy 1 dodawano substratu —
roztworu tetrametylbenzydyny. Po 15 minutach reakcj¢ zatrzymywano poprzez dodanie 0,3M
HCI. Absorbancje powstatego produktu mierzono przy dtugosci fali 450nm na czytniku ptytek
Multiscan RC reader (Labsystem, Helsinki, Finlandia). Z otrzymanych wynikow pomiaru
absorbancji dla standardow insuliny wykreslono krzywa standardowa, ktérej rownanie postuzyto
do obliczenia poziomu insuliny w badanych prébkach surowicy.

Czutos¢ testu wynosi 0,2ng/ml, wspotczynnik zmienno$ci wewnatrz serii oznaczen

wynosit 8,35%, a migdzy seriami 17,9%.

4.2.5.5 Oznaczanie st¢zenia leptyny

Pomiaru stezenia leptyny w surowicy krwi dokonywano metoda immunoenzymatyczna
przy uzyciu zestawu Mouse Leptin Inmunoassay firmy R&D Systems (Minneapolis, USA).

Na ptytke dotaczong do zestawu, pokryta poliklonalnymi przeciwciatami specyficznymi
do mysiej leptyny i zawierajaca bufor do inkubacji biatka z przeciwcialami, dodawano po 50ul
standardow, kontroli 1 badanych probek surowicy. Plytk¢ inkubowano przez 2 godziny
w temperaturze pokojowej. Po czterokrotnym przeplukaniu plytki buforem ptuczacym dodawano
po 100ul poliklonalnych przeciwciat (anty-mysia leptyna) skonjugowanych z peroksydaza
chrzanowa. Po dwodch godzinach inkubacji ptytke plukano czterokrotnie. Nastgpnie,
rozpoczynano detekcje sygnalu poprzez 30 minutowa inkubacje z mieszaning
tetrametylbenzydyny z nadtlenkiem wodoru. Reakcj¢ hamowano przez dodanie 2N kwasu
siarkowego. Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali 450nm na czytniku ptytek Multiscan RC
reader (Labsystem, Helsinki, Finlandia). Krzywa standardowa wykre$lono z otrzymanych
wynikow pomiaru absorbancji dla standardow leptyny. Stuzyla ona do obliczenia poziomu
leptyny w badanych probkach surowicy. Czuto$¢ metody wynosi 22pg/ml, wspdlczynnik

zmienno$ci wewnatrz serii oznaczen wynosit 3,8%, a miedzy seriami 5,0%.
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4.2.5.6 Oznaczanie st¢zenia adiponektyny

Pomiaru stezenia adiponektyny w  surowicy krwi  dokonywano metoda
immunoenzymatyczna przy uzyciu zestawu Mouse Adiponectin/Acrp30 Immunoassay firmy
R&D Systems (Minneapolis, USA). Rozcienczenia standardow adiponektyny i probek
wykonywano wedlug instrukcji dotaczonej do testu. Na ptytce pokrytej monoklonalnymi
przeciwcialami (anty- mysia adiponektyna) rozporcjowywano po 50ul buforu do inkubacji biatka
z przeciwcialami. Nastgpnie dodawano po 50ul standardéw, kontroli i badanych préobek
surowicy. Po trzech godzinach inkubacji ptytke ptukano pigciokrotnie i1 inkubowano
przez godzing w temperaturze pokojowej z monoklonalnymi przeciwcialami anty- mysia
adiponektyna, skonjugowanymi z peroksydaza chrzanowa. Po ponownym przeptukaniu phytki
dodawano po 100ul mieszaniny tetrametylbenzydyny z nadtlenkiem wodoru. Po uptywie 30
minut reakcje¢ zatrzymywano poprzez dodanie kwasu chlorowodorowego. Absorbancj¢ mierzono
przy dtugosci fali 450nm na czytniku plytek Multiscan RC reader (Labsystem, Helsinki,
Finlandia). Poziom adiponektyny w badanych probkach surowicy oznaczono Kkorzystajac
z wykonanej krzywej standardowej.

Czuto$¢ metody wynosi 0,003ng/ml, wspdtczynnik zmienno§ci wewnatrz serii oznaczen

wynosit 5,8%, a miedzy seriami 6,4%.

4.2.6 Model angiogenezy in vivo (wg Ohasi i inni, 2004)

Badania wykonywano we wspolpracy z zespotem Zaktadu Patomorfologii Klinicznej
I Doswiadczalnej CM UJ, (dr Grzegorz Dyduch) Katedry Patomorfologii w Krakowie
kierowanej przez Pana Prof. Jerzego Stachur¢ a w pozniejszych etapach realizacji przez Pania

Prof. Roman¢ Tomaszewska.

4.2.6.1 Opracowanie modelu angiogenezy in vivo

W celu opracowania modelu angiogenezy in vivo oraz wyznaczenia odpowiedniego
stezenia czynnika angiogennego wywolujacego silna odpowiedZ angiogenna, uzyto myszy Balb/c
(samice). Myszy byly podskornie nastrzykiwane matrigelem (Matrigel Matrix) (Becton
Dickinson), stanowiacym mieszaning sktadnikéw substancji migedzykomorkowej (kolagen IV,

siarczan heparanu, entaktyna itp.). Myszy Balb/c nastrzykiwano dwoma porcjami matrigelu
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(2x600ul) zawierajacymi czynnik proangiogenny. Na myszach Balb/c przetestowano rdznice
w dziataniu czynnikow proangiogennych takich jak VEGF [1-10nM] (n=5) oraz bFGF [5 -
100nM] (n=5) zawieszonych w 100ul pozywki EGM.

Po szeéciu dniach od nastrzyknigcia, myszy zabijano przez przerwanie rdzenia
kregowego, a uformowane poduszki matrigelu wycinano. Matrigele wycinano w celu orientacji
preparatu wraz z otaczajaca skora, utrwalono w utrwalaczu cynkowym Zinc Fixative (Becton
Bickinson) do immunohistochemicznej oceny angiogenezy.

Barwienie hematoksyling-eozyna umozliwito topografi¢ matrigelu (Ryc. 11, Ryc. 12),
a barwienie immunohistochemiczne preparatow matrigelu za pomoca przeciwciatl anty-CD31
umozliwitlo uwidocznienie 1 oceng iloSciowa zarowno wrosnigtych naczyn jak i pojedynczych
komorek $rodbtonka (Ryc. 13).

VEGF pomimo stosowania roznych stezen wykazywal znacznie mniejsza aktywnos¢
proangiogenna niz bFGF w badanym uktadzie modelowym (Ryc. 14, 15).

Ze wzgledu na brak zadowalajacej 1 powtarzalnej odpowiedzi angiogennej na VEGF

do dalszych badan uzyto bFGF w st¢zeniu 25nM.

Ryc. 11. Przyktadowa fotografia poduszki matrigelu po 6 dniach od podskornego nastrzyknigcia myszy
matrigelem z czynnikiem proangiogennym bFGF [25nM].
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Skora z
mieszkami

wlosowymi

Migsnie
skory

Matrigel

Ryc. 12. Przyktadowe zdjecie preparatu parafinowego matrigelu wraz z otaczajaca tkanka, barwienie
hematoksyling i eozyna (obj x 10).

Naczynia ze
— = wiatlem

“  ~  Komorki CD31
4=~ pozytywne

N\ Naczynia
bez swiatta

Ryc. 13. Reprezentatywne zdjgcie preparatu parafinowego matrigelu (x 40) wybarwionego anty-CD31
(1:300) przy uzyciu zestawu do detekcji z peroksydaza chrzanowa.
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Ryc. 14. Wptyw bFGF i VEGF na powstawanie naczyn w modelu angiogenezy in vivo u myszy Balb/c
(samice) n=5; isotnos¢ statystyczna: *p<0,05.
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Ryc. 15. Wptyw bFGF i VEGF na chemotaksjg komorek srodbtonka do matrigelu podanego podskornie
myszom Balb/c (samice) n=5; istotnos¢ statystyczna: *p<0,05.

4.2.6.2 Analiza immunohistochemiczna odpowiedzi angiogennej

W sz6stym tygodniu skarmiania myszy WT 1 RXRa ko byly podskérnie nastrzykiwane
dwoma porcjami matrigelu (2x600ul) zawierajacego czynnik wzrostowy bFGF [25nM] (Sigma)
zawieszony w 100ul pozywki EGM.

Po szeSciu dniach od nastrzyknigcia myszy zabijano przez przerwanie rdzenia
kregowego, a uformowane poduszki matrigelu wycinano. Jeden z matrigeli wycinano

wraz z otaczajaca skéra do immunohistochemicznej oceny angiogenezy. Druga porcj¢ matrigelu
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zabezpieczono w Trizol Reagent (Invitrogen) i zamrozono w temperaturze -80°C w celu
zbadania ekspresji gendw w nowoutworzonych w matrigelu strukturach.

Uformowane poduszki matrigelowe wycicte wraz z otaczajaca skora utrwalano
w utrwalaczu cynkowym (Becton Dickinson) przez 48-godzinna inkubacje w temperaturze
pokojowej. Poduszki matrigelowe odwadniano przez inkubacje w etanolu 95%, etanolu 100%,
ksylenie, a nastepnie zatapiano w parafinie. Bloczki parafinowe ci¢to na mikrotomie na skrawki
grubos$ci 4um, inkubowano w tazni wodnej, a nast¢pnie przenoszono na szkietka i inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. W celu stopienia parafiny, skrawki parafinowe
matrigelu inkubowano w temperaturze 55°C przez 10 minut. Preparaty odwadniano przez kolejne
inkubacje w ksylenie, 100% etanolu, 95% etanolu, a nastgpnie zablokowano aktywnos¢
endogennej peroksydazy chrzanowej poprzez inkubacje preparatdéw w roztworze 3% H>0,
W metanolu przez 10 minut. Po czym preparaty ptukano dwukrotnie w buforze PBS i barwiono
na obecno$¢ antygenu komorek endotelialnych PECAM-1 (ang. Platelet Endothelial Cell
Adhesion Molekule-1) (CD31) przy uzyciu szczurzego przeciwciata anty CD31 (anty-PECAML)
(Becton Dickinson). W tym celu przeciwciato w rozcienczeniu 1:300 inkubowano z materiatem
przez 2 godziny w temperaturze pokojowej.

Do wizualizacji struktur wybarwionych na skrawkach uzyto zestawu do detekcji Anti-Rat
HRP Detection Kit (Becton Dickinson). Po przeptukaniu roztworem PBS, preparaty inkubowano
z biotynylowanym przeciwcialem drugorzgdowym w rozcienczeniu 1:50 przez 30 minut
w temperaturze pokojowej. Nastgpnie dodano konjugat streptawidyna-HRP i inkubowano
preparaty przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po przeplukaniu preparatdow w roztworze
PBS i ich wysuszeniu, inkubowano je w roztworze substratu dla peroksydazy chrzanowej (DAB)
przez okoto 5 minut, ptukano w wodzie destylowanej i wybarwiono jadra komodrkowe
hematoksylina.

Analiz¢ angiogenezy w skrawkach parafinowych matrigelu przeprowadzono w oparciu

o metod¢ pomiaru unaczynienia nowotworu (West, 2001). W tym celu wybarwione w matrigelu
kapilary (ze $wiattem jak i1 bez $wiatla) oraz komodrki CD31 pozytywne byly liczone
pod mikroskopem swietlnym Olympus Cx-41 (Filipiny) przy uzyciu metody ,,hot spot” w pigciu
r6éznych polach widzenia w kazdym z trzech preparatow pochodzacych z roéznych czesci kazdego

matrigelu.
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4.2.7 Analiza zmian w ekspresji genow w komorkach i kapilarach

matrigelu

Catkowite RNA komorek, ktore wmigrowaty do matrigelu 1 wytworzyty struktury
kapilarne bylo izolowane przy uzyciu odczynnika Trizol Reagent (Invitrogen Life Technologies).
Wyizolowane catkowite RNA doczyszczano przy uzyciu zestawu QIAamp RNA Blood Mini Kit
for total RNA isolation (Qiagen). Jako$¢ wyizolowanego RNA oceniono przy uzyciu aparatu
Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies). Probki, ktorych RIN byt powyzej 5, a stezenie
RNA wynosito 10ug uzyto do hybrydyzacji na macierzy oligonukleotydowej firmy Affymetrix
(Affymetrix Mouse 430A_2), oraz do potwierdzenia ekspresji wybranych gendow przy uzyciu
techniki RT-PCR w czasie rzeczywistym ( gRT-PCR).

4.2.7.1 Izolacja calkowitego RNA z komérek naciekajacych matrigel

Wycigte w calosci i zamrozone w trizolu matrigele, homogenizowano na lodzie
przy uzyciu szklanych homogenizatorow. Do homogenatu (I1ml) dodawano 100% chloroform
(200ul), mieszano przez 15 sekund 1 inkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokojowe;.
Po inkubacji, probki wirowano (2-8°C, 30 minut, 14000xg), a gorna faz¢ wodna przenoszono
do nowej probowki. Rozpuszczone RNA wytracano poprzez dodanie 100% izopropanolu
i inkubacje¢ w -20°C przez noc. Po rozmrozeniu, probki inkubowano przez 10 minut
w temperaturze pokojowej, a nastegpnie zwirowano (2-8°C, 30 minut, 14000xg). Po usunigciu
nadsaczu, peletke RNA rozpuszczano w 75% etanolu i wirowano (2-8°C, 15 minut, 14000xg).
Nadsacz usuwano, a wysuszone peletki RNA rozpuszczano w wodzie wolnej od nukleaz. Jako$¢
wyizolowanego RNA oceniano przy uzyciu aparatu Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent
Technologies), a wydajnos¢ izolacji mierzono spektrofotometrycznie (Hitachi, Brisbane, CA,
USA).

4.2.7.2 Skreeningowe oznaczenie ekspresji genow. Hybrydyzacja z macierzg
oligonukleotydowa (Affymetrix Mouse 430A_2)

Hybrydyzacja z macierza oligonukleotydowa =zostala wykonana we wspotpracy
Z Zespotem Zaktadu Medycyny Nuklearnej 1 Endokrynologii Onkologicznej w Gliwicach

kierowanym przez Panig Prof. dr hab. med. Barbarg Jarzab.
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RNA (10ug) wyizolowane z komoérek W matrigelu zostato uzyte do reakcji odwrotnej
transkrypcji. Reakcje ta przeprowadzono przy uzyciu zestawu do odwrotnej transkrypcji
Superscript 11 RT-PCR Kit (Invitrogen Life Technologies) ze starterem T7-(dT)24 zawierajacym
sekwencj¢ promotorowa dla RNA polimerazy bakteriofaga T7.

Otrzymane cDNA postuzylo jako matryca do utworzenia cRNA znakowanego biotyna
przy uzyciu zestawu BioArray HighYield RNA Transcript Labeling Kit (Enzo BioArray,
Affymetrix). Docelowe cRNA oczyszczono na kolumnach RNeasy Mini Kit columns (Qiagen).
l6pg znakowanego biotyna cRNA pofragmentowano przy uzyciu Fragmentation Buffer
(Qiagen) w 94°C do hybrydyzacji z Affymetrix 430A 2 GeneChips (zawierajacymi 22.691 sond
do oznaczenia 14.000 genow mysiego genomu).

Hybrydyzacje prowadzono przez noc w 45°C przez 16 h w GeneChip Hybridisation Oven
640 (Affymetrix). Macierze oligonukleotydowe byly skanowane przy uzyciu Hewlett Packard
GeneArray Scanner, a wyniki analizowano za pomoca Affymetrix Microarray Analysis Suit.
Do dalszej analizy brano pod uwagg wylacznie sondy ze znaczacymi réznicami w intensywnosci

sygnatu (p<0,05).

4.2.7.3 Analiza  ekspresji genow po hybrydyzacji 2z  macierza

oligonukleotydowg
Wzgledna ekspresje genéw dla myszy z wylaczonym genem RXRa w hepatocytach
jak rowniez myszy kontrolnych WT (komorki z matrigelu od myszy skarmianych dieta
wysokottuszczowa wzgledem komorek z matrigelu od myszy skarmianych dieta standardowa)
liczono przy uzyciu programu GeneChip Operating Software (GCOS) 1.4 (Affymetrix) dla kazde;j
grupy zwierzat (jako relacja diety wysokottuszczowej wzglgdem diety standardowej). Do analizy
przy uzyciu programu Genmapp i Metacore wybrano tylko geny z istotna statystycznie zmiana

intensywnosci sygnatu p<0,05 i dla ktorych zmiana ekspresji genu byta wigksza od 1,4.
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4.2.7.4 Potwierdzenie ekspresji wyselekcjonowanych przez hybrydyzacje
z mikromacierza oligonukleotydowa genow przy uzyciu techniki Real

time RT-PCR

4.2.7.4.1 Tlosciowa reakcja odwrotnej transkrypcji (QRT-PCR)

Do reakcji odwrotnej transkrypcji uzyto 1000ng catkowitego RNA, ktéry inkubowano
przez 10 minut w temperaturze 70°C, a nastgpnie szybko schladzano na lodzie. Nastgpnie
do RNA dodawano mieszaning reakcyjna zawierajaca Oligo(dT), dNTP, DTT, bufor, wode¢
wolna od nukleaz oraz 200 jednostek odwrotnej transkryptazy i inkubowano 50 minut
w temperaturze 42°C. W celu inaktywacji reakcji, probki podgrzewano przez 10 minut
W temperaturze 70°C. Wydajnosé reakcji odwrotne;j transkrypcji oceniano
spektrofotometrycznie, a czysto$¢ otrzymanych probek cDNA sprawdzano elektroforetycznie.

llosciowa reakcj¢ Real time PCR przeprowadzono przy uzyciu zestawu QuantiTect
SYBRGreen PCR Kit, starterow dla badanych genow oraz referencyjnego genu Gapdh, ktorych
sekwencje zestawiono w Tabeli 3. Startery uzyte w reakcji zaprojektowano przy uzyciu
programu Primer 3 Input 0.40, korzystajac z dostgpnych informacji o genach zawartych
w internetowej bazie danych GeneBank. Specyficznos$¢ starteréw zbadano przy uzyciu programu
BLAST (Tabela 1). Amplifikacj¢ przeprowadzono przy zastosowaniu systemu DNA Engine
Opticon (MJ Research Inc., Waltham, USA). Liczbe powielonych czasteczek ¢cDNA badanych
gendw wyznaczano opierajac si¢ o kinetyke reakcji Real Time PCR z zastosowaniem detektora
sekwencji DNA Engine Opticon (MJ Research Inc.) i zestawu zawierajacego fluorescencyjny
barwnik SybrGreen. Kazda reakcje prowadzono w catkowitej objgtosci 25ul mieszaniny

reakcyjnej.

Reakcje Real Time PCR prowadzono nastgpujaco:
aktywacja polimerazy w 95°C przez 15 minut,
denaturacja w 94°C przez 30 sekund,

. przyltaczanie starterow w 60°C przez 30 sekund,

1
2
3
4. wydhuizanie w 72°C przez 30 sekund,
5. odczyt fluorescenciji,

6

. powtdrzenie etapow reakcji 2-5, 45 razy,
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7. wyroéwnywanie odcinkow w 72°C przez 2 minuty
inkubacja w 30°C przez 2 minuty

8. krzywa topnienia produktow reakcji w 30°C-90°C

9. Inkubacja w 4°C

Otrzymano wykres sigmoidalny zaleznosci intensywnosci fluorescencji od liczby cykli.
Warto$¢ progowa cyklu — CT (ang. threshold cycle) postuzyta do pomiaru liczby startujacej
matrycy w kazdej probce.

Ekspresj¢ badanego genu dla myszy WT oraz RXRa ko obliczano jako znormalizowana
réznica wartosci CT pomiedzy probka kontrolng (dieta standardowa) a badana (dieta
wysokotluszczowa) w stosunku do przeprowadzonej reakcji dla referencyjnego genu Gapdh.
Obliczenia ekspresji gendw wykonano przy pomocy programu do liczenia wzglednej ekspres;ji

w Real time PCR REST-MCS wedtug wzoru (Pfaffl, 2002):

S ACT target (Mean Control — Mean Sample) ACT ref (Mean Control — Mean Sample)
Ratio = (Etarget) / (Eref)

gdzie;
Ratio jest wzgledna ekspresja genow,

Etarget jest wydajnoS$cia reakcji PCR badanego genu
Erer jest wydajnos$cia reakcji PCR genu referencyjnego

ACT target jest roznica srednich wartosci progowych cyklu (CT) badanego genu probki
kontrolnej oraz probki badanej

ACT ref jest réznica $rednich wartosci progowych cyklu (CT) genu referencyjnego
probki kontrolnej oraz probki badanej
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Tabela 3. Startery uzyte w reakeji RT-PCR.

Symbol Nazwa i sekwencja mRNA genu Sekwencja startera forward Sekwencja startera
genu reverse
Gapdh ang. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 5’tcaccaccatggagaaggce3’ 5’acacccatcacaaacatgg3’
NM_008084
RXRa ang. Retinoid X Receptor a S’gtttacattgttgggcgactt3’ 5’ttggtaacagggtcatttggtd’
NM_011305.3
Fabp4 ang. Fatty acid binding protein 4 5’ggatggaaagtcgaccacaat3’ 5’gtggaagtcacgcectttcatal’
NM_024406
Lpl ang. Lipoprotein lipase 5’cctgaagactcgcetctcagat3’ 5’ggttgtgttgcttgecatt3’
NM_008509
Cebpb ang. (CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), 5’ttcctetecgacctetteg3’ 5’ggccgaggetcacgtaac3’
beta)
NM_009883
Srebfl ang. Sterol Regulatory Element Binding Protein-1 | 5’gagcttceggectgcetat3’ 5’tcagactgcegatccaggag3’
NM_011480
Adn ang. Adipsin 5’cattaacatgatgtgtgcagaga3’ 5’cacgtaaccacaccttcgac3’
NM_013459
Slc2a4 ang. Solute carrier family 2 (facilitated glucose 5°ggcatgggtttccagtatgt3’ 5’agatgaagaagccaagcagg3’
transporter), member 4
NM_009204
Kdr ang. Kinase insert domain protein receptor 5’tgcctaccteacctgtttee3’ 5’ctetttegettactgttetggag3’
NM_010612
Nos3 ang. nitric oxide synthase 3 (endothelial cell) 5’tgcagagaattctggcaaca3’ 5°gtggtagegttgetgatee3’

NM_008713

4.3 Analiza statystyczna

Wszystkie wyniki przedstawiono jako wartos$¢ srednia wraz z wyznaczonym odchyleniem

standardowym SD (ang. standard deviation). Wyniki analizowano stosujac parametryczny test T-

studenta dla prob niezaleznych. Ro6znice uznawano za istotne dla p<0,05.

Korelacje migdzy zmiennymi okreslano za pomoca korelacji Tau Kendalla.

Wyniki uzyskane z reakcji Real-Time PCR analizowano przy uzyciu programu REST-

MCS (ang. Relative expression Sofware Tool), ktory stuzy do poréwnania i statystycznej analizy

wynikow ekspresji gendw w Real Time PCR.
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5. WYNIKI

5.1 Charakterystyka uzytego modelu do badan

W celu zakwalifikowania myszy do grupy kontrolnej (WT) czy grupy badanej (RXRa ko),
przeprowadzono genotypowanie zwierzat wedtug metody opisanej w rozdziale 4.2.3. Myszy
wykazujace ekspresje genu RXRo w watrobie zakwalifikowano do grupy kontrolnej (Ryc. 16).

Myszy z wylaczonym genem RXRo w hepatocytach wykazaty nizsza wageg ciata
W poréwnaniu do myszy kontrolnych. Myszy grupy badanej charakteryzowaty sig
réwniez obnizonym poziomem glukozy w surowicy krwi, podczas gdy stezenie cholesterolu

i triglicerydow byto wyzsze u tych myszy w poréwnaniu do myszy kontrolnych WT (Tabela 4).

Marker M1 RXRa ko WT

RXRa

Marker M1 RXRa ko WT

=

e |
b

s W | Gapdh

Ryc. 16. Genotypowanie myszy RXRa ko.

RNA izolowano z watroby myszy kontrolnych WT i myszy RXRa ko. Reakcj¢ RT-PCR przeprowadzono
dla genu RXR« (startery zaprojektowano w ten sposob, by powielany byt w reakcji PCR fragment egzonu
czwartego genu) i dla kontroli dla genu Gapdh. Produkty reakcji PCR rozdzielano elektroforetycznie na
3% zelu agarozowym. Dla myszy RXRa ko nie zaobserwowano na rozdziale elektroforetycznym
produktu reakcji PCR dla genu RXRa w watrobie.
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Tabela 4. Charakterystyka myszy kontrolnych WT (n=10) i myszy z delecja RXR alpha w hepatocytach (RXRa ko)
(n=10). Wyniki przedstawiono jako $rednia+SD, IS — istotne statystycznie.

WT RXRa ko

n=10 n=10 Test T
Waga myszy [g] 32.2 ¥2.4 30.7 *1.6* p=0.035, IS
Glukoza [mmol/l] 8.9 ¥1.1 7.2 *0.8* p=0.003, IS
Cholesterol [mmol/l] 3.0 ¥1.0 5.0 *0.9** p=0.002, IS
Triglicerydy [mmol/l] 1.4 *0.5 2.3 *0.9* p=0.021, IS

5.2 Wplyw skarmiania dietg wysokotluszczowa na spozycie
paszy, wage ciala oraz parametry biochemiczne surowicy

krwi myszy

5.2.1 Spozycie paszy i waga ciala myszy podczas skarmiania dieta

wysokotluszczowg

Zarowno myszy kontrolne jak i1 myszy grupy badanej wykazaly znamiennie nizsze
spozycie paszy wysokottuszczowej w trakcie 7 tygodni skarmiania (Ryc. 17).

Spozycie paszy wysokottuszczowej wyniosto okoto 3-4g/tydzien dla obu grup zwierzat,
podczas gdy tygodniowe spozycie paszy standardowej wyniosto okoto 5-6,59.

Myszy kontrolne jak 1 myszy z delecja RXRa w hepatocytach nie wykazaly znamiennie
istotnych r6znic w wadze ciata pod wptywem skarmiania dieta wysokotluszczowa w poréwnaniu

do myszy skarmianych dieta standardowa (Ryc. 18).
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Ryc. 17. Spozycie paszy standardowej (STD) oraz paszy wysokottuszczowej (HFD) przez myszy

kontrolne WT (A) (n=5/pasza) oraz myszy badane RXRa ko (n=5/pasza).

Whyniki przedstawiono jako $rednia + SD, istotno$¢ statystyczna wzgledem diety standardowej **p<0,01.
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Ryc. 18. Waga myszy WT (A) (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza) podczas skarmiania pasza
standardowa (STD) oraz pasza wysokottuszczowa (HFD). Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD;
brak istotnosci statystyczne;.

5.2.2 Zmiana parametrow biochemicznych krwi podczas skarmiania

dieta wysokotluszczowa

5.2.2.1 Poziom glukozy surowicy krwi w trakcie skarmiania

Zarowno u myszy kontrolnych WT jak 1 myszy RXRa ko podczas skarmiania dieta
wysokottuszczowa zaobserwowano wyzszy poziom glukozy w poroéwnaniu do myszy

skarmianych dieta standardowa (Ryc. 19). Pola powierzchni pod krzywymi glukozy dla myszy
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skarmianych dieta wysokottuszczowa wykazaly istotne statystycznie wyzsze wartosci wzgledem
myszy skarmianych dieta standardowa (Tabela 5). Nie stwierdzono natomiast istotnych
statystycznie réznic w poziomie glukozy pomigdzy grupami myszy zar6wno na diecie

standardowe;j jak i na diecie wysokottuszczowej (Tabela 5).

5.2.2.2 Poziom triglicerydow surowicy krwi w trakcie skarmiania

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic w poziomie triglicerydow
podczas skarmiania myszy dieta wysokotluszczowa wzgledem diety standardowej w obu grupach
myszy (Ryc. 20, Tabela 5). Analiza pola powierzchni pod krzywa triglicerydow nie wykazata
réwniez roéznic pomigdzy obiema grupami myszy zaroOwno na diecie wysokotluszczowej

jak i na diecie standardowej.

5.2.2.3 Poziom cholesterolu surowicy krwi w trakcie skarmiania

Myszy RXRa ko wykazaly juz na poczatku skarmiania znamiennie wyzszy poziom
cholesterolu w poréwnaniu do myszy WT (Ryc. 21), natomiast analiza pola powierzchni
pod krzywa cholesterolu na diecie standardowej nie wskazata na istotne réznice pomigdzy grupa
kontrolna 1 grupa badang (Tabela 5). Skarmianie dieta wysokotluszczowa wywotato wzrost
stezenia cholesterolu w surowicy krwi w obu grupach myszy w pordwnaniu do myszy
skarmianych dieta standardowa (Ryc. 21, Tabela 5). Natomiast analiza pola powierzchni
pod krzywa cholesterolu na diecie wysokottuszczowej pokazala istotne rdznice w poziomie

cholesterolu pomigdzy myszami RXRa ko oraz myszami kontrolnymi WT (Tabela 5).
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Ryc. 19. Poziom glukozy w surowicy krwi myszy WT (A) (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza)

podczas skarmiania

pasza

standardowa (STD) oraz pasza

wysokottuszczowa

(HFD).

Wyniki przedstawiono jako $rednia  SD, istotno$¢ statystyczna wzgledem diety standardowej * p<0,05.
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Ryc. 20. Poziom triglicerydow w surowicy krwi myszy WT (A) (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko
(n=5/pasza) podczas skarmiania pasza standardowa (STD) oraz pasza wysokotluszczowa (HFD).
Wyniki przedstawiono jako srednia + SD; brak istotnosci statystyczne;.
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Ryc. 21. Poziom cholesterolu w surowicy krwi myszy WT (A) (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko
(n=5/pasza) podczas skarmiania pasza standardowa (STD) oraz pasza wysokotluszczowa (HFD).
Whyniki przedstawiono jako $rednia + SD, istotno$¢ statystyczna wzgledem diety standardowej * p<0.05.
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Tabela 5. Pole powierzchni pod krzywa (Pppk) glukozy, triglicerydéw i cholesterolu dla myszy kontrolnych WT
(n=5/pasza) i RXRa ko (n=5/pasza) skarmianych pasza standardowa (STD) oraz wysokotluszczowa (HFD).

Wyniki przedstawiono jako $rednia £ SD.

WT RXRa ko
STD HFD STD HFD
n=5 n=5 n=5 n=5
Glukoza . .
Pppk 53,95 1+ 6,63 67,07 £4,19% |53,33+4,05 |69,41+4,07°
Triglicerydy
Pppk 12,04 + 4,28 11,17 £ 3,08 14,57 + 3,34 14,44 + 4,06
Cholesterol . .
Pppk 2543 +7,27 39,63+6,25% |31,05+8,33 [53,76+10,58*™

*a = p<0,05 HFD versus STD
*b = p<0,05 HFD RXRa ko myszy versus HFD WT myszy

5.3 Poréwnanie parametrow po 7 tygodniach skarmiania

dieta wysokotluszczowa

5.3.1 Waga ciala myszy

Po 7 tygodniach skarmiania, nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic
pomigdzy waga myszy grupy badanej oraz kontrolnej na diecie standardowej
czy wysokotluszczowej. Nie stwierdzono znaczacego wzrostu wagi u myszy WT jak i u myszy

RXRa ko pod wptywem skarmiania dieta wysokottuszczowa (Ryc. 22).

5.3.2 Poziom glukozy i insuliny

Myszy RXRa ko po 7 tygodniach skarmiania dieta wysokotluszczowa nie wykazaty
istotnych r6znic w poziomie glukozy (Ryc. 23) czy insuliny (Ryc. 24) w poréwnaniu do myszy
WT. Myszy RXRa ko nie zaprezentowaly réwniez zardwno na diecie standardowej jak
I wysokotluszczowej  statystycznie  istotnych  roéznic w  wartoSciach  wskaznikow

insulinowrazliwosci HOMA-IR (Ryc. 25) oraz QUICKI w porownaniu do myszy WT (Ryc. 26).
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5.3.3 Poziom cholesterolu i triglicerydow

Stezenie cholesterolu po 7 tygodniach skarmiania dieta wysokotluszczowa wzrosto
zarOwno u myszy kontrolnych jak i w grupie badanej. Na diecie wysokottuszczowej poziom
cholesterolu byt wyzszy u myszy RXRa ko w poréwnaniu do myszy WT (Ryc. 27). Nie
zaobserwowano istotnie  statystycznie wyzszego poziomu triglicerydow na  diecie

wysokotluszczowej (Ryc. 28).

5.3.4 Poziom adipokin

W obu grupach myszy nie zaobserwowano réznic w poziomie adiponektyny po 7
tygodniach skarmiania dieta wysokotluszczowa w porownaniu do skarmiania dieta standardowa.
Myszy z delecja RXRa w hepatocytach nie rdznity si¢ poziomem adiponektyny w surowicy krwi
od myszy kontrolnych WT (Ryc. 29).

Dieta wysokotluszczowa wywotata natomiast wzrost poziomu leptyny w surowicy Krwi
umyszy RXRako w poréwnaniu do myszy skarmianych dieta standardowa.
Ponadto, zaobserwowano istotny statystycznie wyzszy poziom tej adipokiny u myszy RXRa ko

w poroéwnaniu do myszy WT na diecie wysokottuszczowej (Ryc. 30).

Waga

ZSTD
B HFD

RXRa ko

Ryc. 22. Waga myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza) po 7 tygodniach skarmiania
pasza standardowa (STD) oraz pasza wysokottuszczowa (HFD).
Wiyniki przedstawiono jako $rednia £ SD; brak istotnosci statystyczne;j.
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Ryc. 23. Poziom glukozy surowicy krwi po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa (STD) oraz pasza
wysokotluszczcowa (HFD) myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza).
Wyniki przedstawiono jako $rednia £ SD, istotno$¢ statystyczna *p<0,05.
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Ryc. 24. Poziom insuliny surowicy krwi po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa (STD) oraz pasza
wysokottuszczowa (HFD) myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza).
Wyniki przedstawiono jako srednia + SD; brak istotnosci statystyczne;.
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Ryc. 25. Insulinowrazliwo$¢ po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa (STD) oraz pasza
wysokotluszczowa (HFD) myszy WT (n=>5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza). Wskaznik HOMA
Homeostasis model assessment = G * 1/22,5, gdzie | jest to poziom insuliny na czczo (uU/ml),
a G jest poziomem glukozy na czczo (mmol/l). Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD;
brak istotnosci statystycznej.
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Ryc. 26. Insulinowrazliwo$¢ po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa (STD) oraz pasza
wysokotluszczowa (HFD) myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza). Wskaznik QUICKI
Quantitative insulin sensitivity check index =1/ [log(l) + log(G), gdzie I jest to poziom insuliny na czczo
(uU/ml), a G jest poziomem glukozy na czczo (mg/dl). Wyniki przedstawiono jako $rednia * SD;
brak istotnosci statystyczne;j.
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Ryc. 27. Poziom cholesterolu surowicy krwi po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa (STD)
oraz pasza wysokottuszczowa (HFD) myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza).
Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD, istotno$¢ statystyczna * p<0,05, **p<0,01.
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Ryc. 28. Poziom triglicerydéw surowicy krwi po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa (STD)
oraz pasza wysokottuszczowa (HFD) myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza).
Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD; brak istotnosci statystyczne;j.
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Ryc. 29. Poziom adiponektyny surowicy krwi po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa (STD)
oraz pasza wysokottuszczowa (HFD) myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza).
Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD; brak istotnosci statystyczne;j.
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Ryc. 30. Poziom leptyny surowicy krwi po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa (STD) oraz pasza
wysokottuszczowa (HFD) myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza).
Wyniki przedstawiono jako srednia + SD, istotno$¢ statystyczna * p<0,05.

98



5. WYNIKI

5.4 Wplyw diety wysokotluszczowej na odpowiedz
angiogenna w uzytym modelu angiogenezy in vivo

5.4.1 Immunohistochemiczna ocena wplywu diety wysokotluszczowej
na angiogenezg

Opracowany na myszach Balb/c model angiogenezy in vivo (punkt 4.2.6.1) zastosowano
dla myszy RXRa ko i myszy kontrolnych WT.

Ocena angiogenezy w matrigelu, poprzez okreslenie liczby nowoutworzonych struktur
naczyniowych CD31 pozytywnych w matrigelu, zawierajacym czynnik proangiogenny bFGF
[25nM], wykazata wigksze réznice w odpowiedzi angiogennej pomigdzy badanymi grupami
myszy na diecie wysokottuszczowej. Zard6wno w przypadku myszy WT jak i RXRa ko
w matrigelu dominowaly naczynia ze $wiattem. U myszy na diecie wysokotluszczowej
stwierdzono tendencj¢ do stabszej angiogenezy (liczba naczyn w matrigelu) w pordwnaniu
do diety standardowej. Ostabienie angiogenezy bylo wigksze w przypadku myszy RXRa ko
niz WT. W matrigelu myszy RXRa ko na diecie wysokotluszczowej zaobserwowano mniejsza
liczbe naczyn ze $wiattem niz u myszy WT (Ryc. 32) (na granicy istotnos$ci statystycznej
p=0,057), podczas gdy na diecie standardowej nie zaobserwowano takiej tendencji. Analiza
liczby komorek CD31, ktére wnikngty do matrigelu oraz naczyn bez Swiatla, nie wykazata
istotnych roznic migdzy analizowanymi/badanymi grupami myszy jak i migdzy dietami (Ryc. 31-
34).

Zaobserwowano natomiast, ze liczba komodrek CD31 pozytywnych korelowata

Z poziomem insuliny u myszy skarmianych dieta wysokottuszczowa (Ryc. 35).
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Ryc. 31. Liczba naczyn analizowana w modelu angiogenezy in vivo u myszy WT (n=5/pasza)
oraz RXRa ko (n=5/pasza) skarmianym pasza standardowa (STD) oraz wysokottuszczowa (HFD) przez 7
tygodni. Wyniki przedstawiono jako $rednia = SD; brak istotnoS$ci statystyczne;j.
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Ryc. 32. Liczba naczyn ze $wiattem w modelu angiogenezy in vivo u myszy WT (n=5/pasza)
oraz RXRa ko (n=5/pasza) skarmianym pasza standardowa (STD) oraz wysokotluszczowa (HFD) przez 7
tygodni. Wyniki przedstawiono jako $rednia = SD.
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Liczba naczyn/pole widzenia
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Ryc. 33. Liczba naczyn bez $wiatta w modelu angiogenezy in vivo u myszy WT (n=5/pasza)
oraz RXRa ko (n=5/pasza) skarmianym pasza standardowa (STD) oraz wysokottuszczowa (HFD) przez 7
tygodni. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD; brak istotnosci statystycznej.
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Ryc. 34. Liczba komérek CD31 pozytywnych w modelu angiogenezy in vivo u myszy WT (n=5/pasza)
oraz RXRa ko (n=5/pasza) skarmianym pasza standardowa (STD) oraz wysokottuszczowa (HFD) przez 7
tygodni. Wyniki przedstawiono jako $rednia = SD; brak istotnoSci statystyczne;j.
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Avr. CD31+ ©
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1t =0,78072 p<0,02, n=7

Ryc. 35. Liczba komérek CD31 pozytywnych w modelu angiogenezy in vivo u myszy skarmianych dieta
wysokotluszczowa koreluje z poziomem insuliny. Korelacja Tau-Kendalla: t = 0,78072 p<0,02, n=7.

5.4.2 Analiza ekspresji genow w komorkach matrigelu

5.4.2.1 Wplyw diety wysokotluszczowej na ekspresj¢ genéw w matrigelu -

analiza wynikow hybrydyzacji z mikromacierzg oligonukleotydowg

Analiza wynikéw ekspresji  gendw w matrigelu myszy skarmianych dieta
wysokottuszczowa wzgledem diety standardowej, wyznaczona przy zastosowaniu mikromacierzy
oligonukleotydowej, wykazata znamienny wzrost ekspresji 963 genow oraz zahamowanie
ekspresji 1196 genéw u myszy RXRa ko. U myszy WT stwierdzono znamiennie zwigkszona
ekspresj¢ 1238 gendw, a zahamowanie ekspresji 1246 genow.

Przy probie zakwalifikowania gendéw do grup funkcjonalnych, zaobserwowano wiele
przyktadow istotnie regulowanej ekspresji genow biatek, regulujacych funkcje w komorce
takie jak: adhezja, reorganizacja biatek macierzy zewnatrzkomorkowej, apoptoza, migracja,
proliferacja, roznicowanie oraz bioracych udziat w wewnatrzkomorkowym przekazie sygnatu,
czy w aktywnosci czynnikow transkrypcyjnych zaangazowanych w regulacj¢ genoéw powyzszych
proceséw. Ze wzgledu na badane zagadnienie, szczegdlna uwage zwrocono w tej pracy
na ekspresj¢ genow odgrywajacych istotna rolg w procesie angiogenezy i zwiazanych z: adhezja
(Tei 1 inni, 2002; Garmy-Susini, 2008), reorganizacja biatek macierzy zewnatrzkomorkowe;j
(Papetti i inni, 2002; Rocks i inni, 2008; Jakobsson, 2008), apoptoza (Liu, 2010; Dhaouadi I inni,
2007; Susnow i inni, 2009), migracja (Gerhardt, 2008 Kargiotis i inni, 2008), proliferacja

102



5. WYNIKI

(Fechner i inni, 2008), oraz z przemianami metabolicznymi, ktérych zaburzenie prowadzi

do rozwoju zespotu metabolicznego. Dane zestawiono w Tabeli 6 — 9.

5.4.2.1.1 Analiza ekspresji genow zwigzanych z angiogeneza (Tabela 6)

Skarmianie dieta wysokotluszczowa myszy WT 1 RXRa ko wptynglo na znamienna
zmiang ekspresji genow regulujacych angiogeneze komorek w matrigelu i zwiazanych z: cyklem
komoérkowym, adhezja komorek oraz przebudowa macierzy pozakomoérkowe;.

Zaobserwowano zahamowanie ekspresji genéw fazy G2/M cyklu komorkowego (cykliny
i zalezne od cyklin kinazy: Ccnbl, Cdc2a), oraz wzrost ekspresji inhibitora fazy G2/M Ywhag
w komoérkach w matrigelu myszy RXRa ko. Ponadto stwierdzono zahamowanie ekspresji genow
bioracych udziat w replikacji DNA w fazie G1 cyklu komoérkowego (Orc4L, Orc6L, Rpa3, Cdk7,
Prim1, Prim2).

Z kolei u myszy WT, dieta wysokottuszczowa wywotata obnizenie ekspresji genow fazy
G1 cyklu komoérkowego (Ccnd3 and Ccnd2) oraz inhibitorow cyklu komorkowego p53 (Trp53)
i p21 (Cdknla). Ekspresja genow zwiazanych z replikacja DNA (Mcm3, Mcm6, Mcm7, Orc4l),
kodujacych cykliny i kinazy fazy G2 cyklu komoérkowego (Ccna2 and Cdc2a) byta aktywowana,
podczas gdy ekspresja inhibitora fazy G2 cyklu komorkowego (Ywhag) byta zahamowana.

Adhezja odgrywa istotna rol¢ w modulowaniu proliferacji komorek $rédbtonka naczyn
oraz w tworzeniu sieci nowych naczyn (Tei i inni, 2002). Analiza mikromacierzy w komorkach
matrigelu myszy RXRa ko wykazala wzrost ekspresji gendw kodujacych integryny
posredniczace w oddziatywaniach komorek z biatkami macierzy pozakomorkowej (Itgam, Itgax,
Itgh2, Itgh7) oraz zahamowanie ekspresji biatek macierzy komorkowej takich jak: kolageny
(Colllal, Col3al, Col4al, Col5a2).

Geny kodujace niektore metaloproteinazy (Mmp9, Mmpl2) prezentowaly wzrost
ekspresji pod wptywem diety wysokottuszczowej, natomiast ekspresja genow polaczen
migdzykomorkowych gap-junction (Gjal, Gja4, Gjb5) byta zahamowana u myszy RXRa ko.

W komorkach w matrigelu tych myszy zaobserwowano rowniez zahamowanie ekspresji
gendow kodujacych receptory czynnikéw wzrostowych uczestniczacych w indukcji angiogenezy:
VEGF receptora 2 (Kdr) i PDGF receptora (Pdgfrb) oraz genu kodujacego syntazg tlenku azotu
(Nos3).
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W matrigelu myszy WT pod wptywem diety wysokottuszczowej stwierdzono gtownie
zahamowanie ekspresji genow kodujacych integryny (ltgam, ltgax, 1tga9, ltga5, Itgbl, Itgh2)
oraz aktywacj¢ ekspresji laminin (Lama2, Lama4, Lambl-1, Lamb2) i kolagenu (Col3al,
Col4al, Col4a2, Col5al, Col5a2, Col6a2, Collal).

5.4.2.1.2 Analiza ekspresji genéw zwigzanych z przemianami lipidow i weglowodanow

Heterodimeryzacja czynnikow transkrypcyjnych RXRa/PPARa reguluje expresje gendw
bioracych udzial w metabolizmie kwasow tluszczowych w watrobie (Clarke i inni, 1999; Kiec-
Wilk i inni, 2005). Zaburzony metabolizm kwasow tluszczowych w watrobie moze prowadzi¢
do lipotoksycznosci i apoptozy hepatocytow (Chinen i inni, 2007).

Skarmianie dieta wysokottuszczowa wywotato aktywacje ekspresji genow zwiazanych
Z apoptozag W komorkach w matrigelu myszy RXRa ko w przeciwienstwie do myszy WT.
Obserwowano aktywacj¢ gendéw kodujacych aktywatory kaspazy 3 (Prfl, Gzmb), pro-
apoptotycznych gendéw Bcl2 (Bcl2L11) i receptorow TNFa (Tnfrsf2l, Tnfrsflb),
podczas gdy ekspresja genéw kodujacych inhibitory apoptozy (Birc5, Birc4) byta zahamowana
(Tabela 7).

Przeciwny efekt obserwowano w matrigelu u myszy kontrolnych WT. Ekspresja genéw
kodujacych aktywatory kaspaz (Prfl, Gzmb), Bcl2 (Bcl2L11), NF«xB (Nfkbie, Nfkbia), kaspazy
(Casp3, Casp6), TNFa (TNfrsf21, Tnfrsflb) byta zahamowana (Tabela 7) (Ryc. 36).

Ponadto, w matrigelu myszy RXRa ko zaobserwowano obnizong ekspresj¢ nastgpujacych
genow bioracych udziat w procesach detoksyfikacji (Tabela 7): oksygenaza hemowa 1
(Hmox1), ligaza glutaminianowo-cysteinowa (Gclc), reduktaza glutationowa (Gsr)
i mikrosomalna S- transferaza 1 glutationowa (Mgstl), co moze $wiadczy¢ o obnizonej ochronie
przed lipotoksyczno$cia u tych myszy. Natomiast u myszy kontrolnych WT obserwowano
zwigkszona ekspresje tych genow.

Skarmianie dieta wysokottuszczowa indukowalo ekspresj¢ genow kodujacych enzymy
syntezy eikozanoidéw (Tabela 8), ktore sa uznawane jako substancje prozapalne i promujace
adipogeneze poprzez aktywacje czynnika transkrypcyjnego PPARy (Massiera i inni, 2003).
Analiza mikromacierzy w komoérkach w matrigelu u myszy RXRa ko wykazata zwigkszona

ekspresj¢ genu syntazy 1 endoperoksydazy prostaglandyny (Ptgsl), syntazy prostaglandyny I,
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(prostacykliny) (Ptgis), syntazy leukotrienu C4 (Ltc4s), syntazy prostaglandyny E (Ptges)
oraz 15-lipoksygenazy kwasu arachidonowego (Alox15).

U myszy WT natomiast stwierdzono zahamowanie ekspresji genéw zwigzanych z synteza
eikozanoidéw: syntazy prostaglandyny 1, (prostacykliny) (Ptgis), syntazy prostaglandyny E
(Ptges), syntazy leukotrienu C, (Ltc4s), biatka aktywujacego 5-lipoksygenaze arachidonowa
(Alox5ap), oraz syntazy 2 endoperoksydazy prostaglandyny (Ptgs2) (Tabela 8).

Ponadto, ekspresja genow bioracych udzial w akumulacji i syntezie triglicerydow byta
odmiennie regulowana w komorkach matrigelu myszy RXRa ko i WT (Tabela 8). Ekspresja
genow  kodujacych dehydrogenazg glicerolo-3-fosforanowa (Gpdl) i O-acylotransferaze
glicerofosforanowa (Gnpat) byta aktywowana w komodrkach matrigelu myszy RXRa ko. Myszy
WT odpowiedzialy na skarmianie dieta wysokotluszczowa zahamowaniem ekspresji O-
acylotransferazy diacyloglicerolu (Dgatl) i zwigkszona ekspresja lipazy lipoproteinowej (Lpl).

Dieta wysokotluszczowa aktywowata rowniez ekspresje czynnikow transkrypcyjnych
istotnych dla procesu adipogenezy w komorkach matrigelu myszy RXRa ko (Tabela 8).
Ekspresja czynnikéw transkrypcyjnych: ang. CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) f
(Cebpb), ang. sterol regulatory element binding factor 1 (Srebfl) byla aktywowana, a geny
kodujace markery dojrzatych adipocytow: adiponektyna (Adipoq), rezystyna (Retn), adypsyna
(Adn) i biatko wiazace kwasy ttuszczowe (Fabp4) prezentowaly obnizona ekspresj¢ (Ryc. 38).

U myszy WT stwierdzono obnizong ekspresj¢ genow kodujacych czynniki transkrypcyjne
biorace udzial w réznicowaniu adipocytow (Cebpb), a nastepujace geny charakterystyczne dla
dojrzatych adipocytow byty aktywowane: adiponektyna (Adipoq), adypsyna (Adn), biatko
wiazace kwasy tluszczowe (Fabp4), lipaza lipoproteinowa (Lpl) (Tabela 8) (Ryc. 37).

Geny biorace udzial w metabolizmie glukozy byty réwniez odmiennie regulowane
przez dietg wysokottuszczowa w obu grupach myszy (Tabela 9) (Ryc. 39). U myszy RXRa ko
wzrosta ekspresja genow kodujacych transportery glukozy: Glut4 (Slc2a4) i Glutl (Slc2al)
oraz gen6ow szlaku glikolizy: heksokinazy 1 (Hk1), heksokinazy 2 (Hk2), izomerazy 1 fosforanu
glukozy (Gpil), fosfofruktokinazy migsniowej (Pfkm), fosfofruktokinazy watrobowej,
fosfofruktokinazy B-typu (Pfkl), fosfofruktokinazy ptytek krwi (Pfkp), aldolazy 1 A izoformy
(Aldoa), izomerazy 1 trifosforanowej (Tpil), mutazy 2 fosfoglicerynowej (Pgam2), migsniowe;j 3
enolazy 3, (Eno3), neuronalnej enolazy 2 gamma (Eno2). Zaobserwowano rowniez aktywacje

genow PI3K (katalitycznego delta polipeptydu kinazy 3-fosfatydyloinozytolu, Pik3cd),
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oraz genow kodujacych biatka biorace udziat w przemianach glikogenu: migsniowej fosforylazy
glikogenu (Pygm)), pyrofosforylazy 2 UDP-glukozy (Ugp2) i kinazy o 1 fosforylazy (Phkal).
Dodatkowo, czynniki transkrypcyjne biorace udziat w przekazywaniu sygnatu od insuliny
(Foxol, Foxo3a) i czynniki modulujace aktywno$¢ insuliny (kinazy biatkowe ¢ Prkcbl, Prkcd,
Prkcq) wykazaty rOwniez wzrost ekspresji.

Z kolei u myszy WT, dieta wysokotluszczowa w komorkach w matrigelu myszy,
wywotata obnizenie ekspresji genéw kodujacych: transportery glukozy Glut4 (Slc2a4), Glutl
(Slc2al), enzymy glikolizy (heksokinaza 1 (Hk1), heksokinaza 2 (Hk2), fosfofruktokinaza
migsniowa (Pfkm), fosfofruktokinaza ptytek krwi (Pfkp), 1 A isoforma aldolazy (Aldoa),
isoforma 1, C aldolazy (Aldoc), mutaza 2-fosfoglicerynianowa (Pgam2), mutaza 1 -
fosfoglicerynianowa (Pgaml), enolaza 3 B migsniowa (Eno3), kinaza pirogronianowa,
migsniowa (Pkm2)) i enzymy rozktadu glikogenu (Pygm, Phkal)).

5.4.2.2 Potwierdzenie wplywu diety na ekspresj¢ wybranych genéw metoda
ilosciowa (qReal Time PCR)

Ekspresj¢ wyselekcjonowanych po hybrydyzacji z mikromacierza gendéw zwiazanych
z angiogeneza i adipogeneza, potwierdzono przy uzyciu techniki RT-PCR w czasie
rzeczywistym (QRT-PCR). Analiza ekspresji gendw przy uzyciu tej techniki w komorkach
matrigelu myszy RXRa ko potwierdzita zahamowanie ekspresji genéow kodujacych markery
angiogenezy (Kdr, Nos3) oraz gendéw kodujacych markery dojrzatych adipocytow (Fabp4, Adn)
pod wplywem diety wysokotluszczowej. Natomiast aktywowana byta ekspresja genéow Srebfl
i Cebpb, ktore biora udziat we wezesnych etapach roznicowania adipocytow (Ryc. 40 B).

Regulacja ekspresji genow w komorkach matrigelu myszy WT skarmianych pasza
wysokotluszczowa, byta zgodna z wynikami analizy mikromacierzy oligonukleotydowej,
jezeli chodzi o geny zwiazane z: angiogeneza (zahamowanie ekspresji Kdr, Nos3), adipogeneza
(wzrost ekspresji Adn, obnizona ekspresja Cebpb) oraz transportem glukozy (zahamowanie

ekspresji transportera glukozy Slc2a4) (Ryc. 40 A).
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Tabela 6. Zmiany w ekspresji genéw (analiza mikromacierzy) zwiazanych z angiogeneza w matrigelu myszy WT
(materiat spulowany z 3 myszy) oraz RXRa ko (material spulowany z 3 myszy) skarmianych dieta

wysokottuszczowa (HFD) wzglgdem myszy skarmianych dieta standardowa (STD).

WT hRXRa ko
Gen/Nazwa Sciezki Symbol |HFDvsSTD | HFD vs STD
Cykl komérkowy
cyklina B1 Ccnbl -1,87
ang. cell division cycle 2 homolog A (S. pombe) Cdc2a 1,74 -1,62
ang. origin recognition complex, subunit 4-like (S. cerevisiae) Orc4l 1,74 -2,00
ang. origin recognition complex, subunit 6-like (S. cerevisiae) Orcél n.c. -2,00
ang. replication protein A3 Rpa3 n.c. -2,00
cyklinozalezna kinaza 7 (homolog of Xenopus MO15 cdk-activating) kinase) Cdk7 n.c. -3,48
DNA prymaza, p49 podjednostka Priml 1,52 -1,41
DNA prymaza, p58 podjednostka Prim2 n. c. -3,73
cyklina D3 Ccnd3 -1,74 1,32
cyklina D2 Ccnd2 -1,41 n.c.
ang. transformation related protein 53 Trp53 -2,14 n.c.
ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) Cdknla -1,87 n.c.
ang. minichromosome maintenance deficient 3 (S. cerevisiae) Mcm3 1,62 n.c.
ang. minichromosome maintenance deficient 6 (MIS5 homolog, S. pombe) Mcm6 2,30 n. c.
ang. minichromosome maintenance deficient 7 (S. cerevisiae) Mcm7 1,87 n.c.
cyklina A2 Ccna2 1,32 n.c.
ang. 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, Ywhag 2,46 -2,64
Adhezja komérki
integryna alfa M Itgam -4,59 2,30
integryna alfa X Itgax -1,62 1,74
integryna beta 2 Itgh2 -3,73 1,41
integryna beta 7 Itgb7 -1,32 3,73
prokolagen, typ XI, alfa 1 Colllal n. c. -42,22
prokolagen, typ 111, alfa 1 Col3al 4,29 -1,41
prokolagen, typ IV, alfa 1 Col4al 6,50 -2,14
prokolagen, typ V, alfa 2 Col5a2 1,62 -1,52
prokolagen, typ VI, alfa 2 Col6a2 2,83 1,52
macierzowa metalopeptydaza 9 Mmp9 n.c. 3,73
macierzowa metalopeptydaza 12 Mmp12 -2,00 1,87
ang. gap junction membrane channel protein alpha 1 Gjal n. c. -1,41
ang. gap junction membrane channel protein alpha 4 Gjad n. c. -1,74
ang. gap junction membrane channel protein beta 5 Gjb5 n.c. -2,46
ang. kinase insert domain protein receptor Kdr n.c. -1,87
receptor pochodzacego z ptytek czynnika wzrostu B, beta polipeptyd Pdgfrb n. c. -1,52
syntaza 3 tlenku azotu, komorki srédbtonka Nos3 n.c. -2,64
integryna alfa 9 Itga9 -2,46 n. c.
integryna alfa 5 (receptor alfa fibronektyny) Itga5 -3,48 n. c.
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WT hRXRa ko
Gen/Nazwa $ciezki Symbol |JHFDvs STD | HFD vs STD
Adhezja komérki
integryna beta 1 (receptor beta fibronektyny) Itghl -1,52 n. c.
laminina, alfa 2 Lama2 7,46 n.c.
laminina, alfa 4 Lama4 2,30 n.c.
laminina B1 podjednostka 1 Lamb1-1 2,64 n. c.
laminina, beta 2 Lamb2 2,00 n.c.
prokolagen, typ IV, alfa 2 Col4a2 3,25 n. c.
prokolagen, typ V, alfa 1 Col5al 2,14 1,52
prokolagen, typ I, alfa 1 Collal 2,00 n. c.

108



5. WYNIKI

Tabela 7. Zmiany w ekspresji genéw (analiza mikromacierzy) zwiazanych z apoptoza i odpowiedzia na stres
oksydacyjny w matrigelu myszy WT (materiat spulowany z 3 myszy) oraz RXRa ko (materiat spulowany z 3 myszy)

skarmianych dieta wysokottuszczowa (HFD) wzglgdem myszy skarmianych dieta standardowa (STD).

WT hRXRa ko
Gen/Nazwa Sciezki Symbol |HFD vs STD| HFD vs STD
Apoptoza

perforyna 1 Prfl -4,29 2,14
granzym B Gzmb -5,66 9,85
ang. BCL2-like 11 Bcl2111 -1,87 1,41
ang. nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells

inhibitor, epsilon Nfkbie -2,14 4,00
ang. nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in B-cells 1, p105 Nfkbl -1,32 1,52
ang. nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in B-cells inhibitor,

alpha Nfkbia -1,52 1,32
ang. tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21 Tnfrsf21 -1,52 2,00
ang. tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1b Tnfrsflb -2,14 1,87
kaspaza 3 Casp3 -1,62 n. c.
kaspaza 6 Caspb -1,74 n. c.
ang. Baculoviral AP repeat-containing 5 Birc5 n. c. -1,41
ang. Baculoviral IAP repeat-containing 4 (Birc4), mRNA Birc4 n.c. -1,52

Odpowiedz na stres oksydacyjny

oksygenaza hemowa 1 Hmox1 -1,62 -4,92
ligaza glutamylo-cysteinowa, podjednostka katalityczna Gcle n. c. -1,74
reduktaza glutationowa 1 Gsr n. c. -2,00
mikrosomalna S-transferaza 1 glutationowa Mgstl 2,83 -1,74
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Tabela 8. Zmiany w ekspresji genéw (analiza mikromacierzy) zwiazanych z metabolizmem lipidow i adipogeneza
w matrigelu myszy WT (materiat spulowany z trzech myszy) oraz RXRa ko (materiat spulowany z trzech myszy)

skarmianych dieta wysokottuszczowa (HFD) wzglgdem myszy skarmianych dieta standardowa (STD).

WT hRXRa ko
Gen/Nazwa $ciezki Symbol fHFDvs STD] HFD vs STD
Synteza eikozanoidow
ang. prostaglandin-endoperoxide synthase 1 Ptgsl n. c. 2,46
syntaza prostaglandyny 12 (prostacykliny) Ptgis -2,14 1,52
syntaza leukotrienow C4 Ltc4s -2,00 1,62
syntaza prostaglandyny E Ptges -1,87 1,62
15-lipooksygenaza arachidonowa Alox15 n.c. 3,25
ang. arachidonate 5-lipoxygenase activating protein Alox5ap -1,52 n. c.
ang. prostaglandin-endoperoxide synthase 2 Ptgs2 -3,03 n. c.
Synteza triglicerydow
dehydrogenaza 1 glicerolo-3-fosforanowa Gpd1 n.c. 2,14
ang. glyceronephosphate O-acyltransferase Gnpat n.c. 1,52
O-acyltransferaza 1 diacyloglicerolowa Dgatl -1,62 n.c.
Adipogeneza
ang. CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta Cebpb -3,48 1,74
ang. sterol regulatory element binding factor 1 Srebfl n. c. 1,74
adiponektyna Adipoq 3,73 -6,96
rezystyna Retn n. c. -6,06
adypsyna Adn 7,46 -13,00
biatko 4 wiazace kwasy thuszczowe Fabp4 1,62 -4,92
lipaza lipoproteinowa Lpl 3,03 n. c.
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Tabela 9. Zmiany w ekspresji genéw (analiza mikromacierzy) zwiazanych z metabolizmem glukozy w matrigelu
myszy WT (materiat spulowany z 3 myszy) oraz RXRa ko (materiat spulowany z 3 myszy) skarmianych dieta

wysokottuszczowa (HFD) wzglgdem myszy skarmianych dieta standardowa (STD).

WT hRXRa ko
Gen/Nazwa Sciezki Symbol | HFD vs STD | HFD vs STD
Metabolizm glukozy

ang. solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member | Slc2a4 -2,14 2,64
ang. solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member | Slc2al -3,25 2,30
heksokinaza 1 Hk1 -1,87 2,30
heksokinaza 2 Hk2 -1,74 2,64
izomeraza 1 fosforanu glukozy Gpil -1,62 1,52
fosfofruktokinaza, mieSniowa Pfkm -2,64 6,50
fosfofruktokinaza, watrobowa, B-typ Pkl -1,32 1,74
fosfofruktokinaza, ptytkowa Pfkp -1,52 1,52
aldolaze 1, A izoforma Aldoa -1,62 1,87
aldolaza 3, C izoforma Aldoc -2,30 n. c.
izomeraza 1 fosforanu trioz Tpil -1,32 1,41
mutaza 1 fosfoglicerynianowa Pgaml -1,41 n. c.
mutaza 2 fosfoglicerynianowa Pgam2 -4,92 34,30
kinaza pirogronianowa, mig$niowa Pkm2 -1,41 n. c.
enolaza 3, beta mieSniowa Eno3 -3,25 17,15
enolaza 2, gamma neuronowa Eno2 n.c. 6,50
kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, katalityczny polipeptyd delta Pik3cd -1,52 1,52
migsniowa fosforylaza glikogenu Pygm -4,92 51,98
fosforylaza 2 UDP-glukozy Ugp2 1,41 1,62
kinaza alfa 1 fosforylazy Phkal -17,15 2,00
ang. forkhead box O1 Foxol n. c. 1,52
ang. forkhead box O3a Foxo3a n. c. 1,41
kinaza biatkowa C, beta 1 Prkcb1 n. c. 1,62
kinaza biatkowa C, delta Prkcd -1,74 1,52
kinaza biatkowa C, teta Prkcq n.c. 5,28
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Ryc. 36. Analiza wynikdw ekspresji genow zwigzanych z apoptoza (analiza wynikow hybrydyzacji
z mikromacierza oligonukleotydowa) przy uzyciu programu Genmapp w matrigelu myszy
skarmianych dieta wysokotluszczowa wzgledem diety standardowej u myszy WT (A) oraz RXRa ko
(B) (wg programu GenMapp, Salomonis i inni, 2007). Geny, ktorych ekspresja wzrosta oznaczono
na czerwono, Geny, ktorych ekspresja ulegla zahamowaniu oznaczono na zielono.
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Ryc. 37. Analiza wynikow ekspresji genow zwiazanych z adipogeneza (analiza wynikow hybrydyzacji
z mikromacierza oligonukleotydowa) przy uzyciu programu Genmapp w matrigelu myszy
skarmianych dieta wysokotluszczowa wzgledem diety standardowej u myszy WT (wg programu
GenMapp, Salomonis i inni, 2007)

Geny, ktorych ekspresja wzrosta oznaczono na czerwono

Geny, ktérych ekspresja ulegta zahamowaniu oznaczono na zielono.
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Ryc. 38. Analiza wynikow ekspresji genow zwiazanych z adipogeneza (analiza wynikéw hybrydyzacji
z mikromacierza oligonukleotydowa) przy uzyciu programu Genmapp w matrigelu myszy
skarmianych dieta wysokottuszczowa wzgledem diety standardowej u myszy RXRa ko (wg programu
GenMapp, Salomonis i inni, 2007)

Geny, ktorych ekspresja wzrosta oznaczono na czerwono

Geny, ktorych ekspresja ulegta zahamowaniu oznaczono na zielono.
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ekspresji genéw zwiazanych z glikoliza i glukoneogeneza (analiza

wynikéw hybrydyzacji z mikromacierza oligonukleotydowa) przy uzyciu programu Genmapp w
matrigelu myszy skarmianych dieta wysokottuszczowa wzgledem diety standardowej u myszy WT
(A) oraz RXRa ko (B) (wg programu GenMapp, Salomonis i inni, 2007)
Geny, ktorych ekspresja wzrosta oznaczono na czerwono

Geny, ktorych ekspresja ulegta zahamowaniu oznaczono na zielono.
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WT myszy
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Kdr Nos3 Cebpb Adn Slc2a4
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Ryc. 40. Potwierdzenie wzglednej ekspresji wybranych genow w matrigelu myszy WT (n=3) (A)
oraz RXRa ko (n=3) (B) skarmianych dieta wysokotluszczowa (HFD) wzglgdem myszy skarmianych dieta
standardowa (STD). Do reakcji Real time PCR wybrano geny zwiazane z angiogeneza (VEGF receptor 2: Kdr,
i ang. endothelial nitric oxide synthase: Nos3) oraz adipogeneza (ang. adipsin: Adn, ang. fatty acid binding
protein 4: Fabp4, ang. CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) B: Cebpb, ang. sterol regulatory element
binding factor 1: Srebfl) i transportem glukozy (Slc2a4). Gapdh uzyto jako genu referencyjnego.
Istotno$¢ statystyczna p<0,05.
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5.5 Podsumowanie wynikow badan

. Uzyte do badan myszy modelowe z delecija RXRa w hepatocytach w poréwnaniu
do myszy kontrolnych charakteryzowaty si¢ takimi parametrami zespotu metabolicznego

jak: podwyzszonym poziomem triglicerydéw i cholesterolu w surowicy krwi.

Skarmianie dieta wysokottuszczowa przez 7 tygodni w porownaniu do diety standardowe;j
wywotalo w obu grupach myszy (modelowych i kontrolnych) wzrost poziomu glukozy
(pole powierzchni pod krzywa), cholesterolu, leptyny oraz tendencje do podwyzszonego

poziomu insuliny.

. Na diecie wysokottuszczowej myszy modelowe wykazaty wyzszy poziom cholesterolu

I leptyny w poréwnaniu do myszy kontrolnych.

. Analiza odpowiedzi angiogennej w uzytym modelu angiogenezy in vivo, mierzona liczba
naczyn w preparatach parafinowych matrigelu, wykazata tendencje do stabszej
angiogenezy na diecie wysokottuszczowej w porownaniu do diety standardowej
w obu grupach myszy. Dodatkowo, na diecie wysokotluszczowej myszy z delecja RXRa
w hepatocytach zaprezentowaly mniejsza liczbg¢ naczyn ze S$wiatlem niz myszy WT
w preparatach matrigelowych wybarwionych na obecno$¢ antygenu CD31 (na granicy
istotnosci  statystycznej p=0,057). Nie zaobserwowano natomiast rdéznic w liczbie
komorek CD31 (chemotaksja komoérek do matrigelu) migdzy analizowanymi/badanymi

grupami myszy oraz dietami.

. Zaobserwowano zalezno$¢ pomigdzy poziomem insuliny a odpowiedzia angiogenna.
Poziom insuliny na diecie wysokotluszczowej korelowat z liczba komoérek CD31,

ktére wniknety do matrigelu.

. Analiza ekspresji gendw, przy uzyciu macierzy oligonukleotydowej w komorkach
w matrigelu, myszy skarmianych dieta wysokotluszczowa wzgledem diety standardowe;j
wykazata regulacje gendow nastepujacych procesow (tabela 10-12):

e Angiogeneza: U myszy WT i RXRa ko eckspresja gendow zwigzanych

Z angiogeneza byta zahamowana (Tabela 10).
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e Apoptoza: U myszy RXRa ko ekspresja genow regulujacych apoptozg byla
aktywowana, u myszy WT obserwowano przeciwny efekt (Tabela 10).

e Odpowiedz na stres oksydacyjny: Ekspresja gendéw bioracych udziat

w odpowiedzi na stres oksydacyjny byta zahamowana u myszy RXRa ko, u myszy
WT ekspresja tych genow w rdézny sposob byta regulowana (Tabela 10).

e Synteza eikozanoidow: Geny zwiazane z ta Sciezka wykazaly wzrost ekspresji

u myszy RXRa ko, a u myszy WT ich ekspresja byta zahamowana (Tabela 11).

e Synteza triglicerydéw: Geny biorace udziat w syntezie triglicerydow byly

aktywowane u myszy RXRa ko, u myszy WT obserwowano zahamowanie syntezy
triglicerydow (Tabela 11).

e Adipogeneza: U myszy RXRa ko obserwowano wzrost ekspresji genow bioracych

udzial we wstepnych etapach adipogenezy, a zahamowanie ekspresji genow
kodujacych markery dojrzatych adipocytow. U myszy WT obserwowano
przeciwne zjawisko (zahamowanie ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych
wstepnych etapow adipogenezy, a aktywacj¢ gendéw kodujacych markery
dojrzatych adipocytow) (Tabela 11).

e Metabolizm glukozy: U myszy RXRa ko geny kodujace transportery glukozy,

biorace udziat w glikolizie oraz przekaznictwie sygnatlu od receptora insulinowego

wykazaly wzrost ekspresji. U myszy WT ekspresja tych gendw byta zahamowana.
(Tabela 12).

7. Ekspresja wybranych genow w komoérkach w matrigelu myszy (z analizy przy uzyciu

mikromacierzy oligonukleotydowej) zostata potwierdzona technika Real Time PCR.

A. W matrigelu myszy RXRa ko technikg Real Time PCR_potwierdzono:

- zahamowanie ekspresji genow kodujacych markery angiogenezy (Kdr, Nos3)
oraz genow kodujacych markery dojrzatych adipocytow (Fabp4, Adn)

- wzrost ekspresji genow Srebfl i Cebpb bioracych udziat we wstgpnych etapach
roznicowania adipocytow.

B. W matrigelu myszy WT technika Real Time PCR_wykazano:

- zahamowanie ekspresji gendw zwiazanych z angiogeneza (Kdr, Nos3),
- wzrost ekspresji genu kodujacego marker dojrzatych adipocytow - adypsyny
(Adn),
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- obnizona ekspresje¢ genu Cebpb,

- zahamowanie ekspresji genu kodujacego transporter glukozy Slc2a4.
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Tabela 10. Geny zwiazane z angiogeneza — analiza mikromacierzy.

WT RXRa ko
HFD vs STD HFD vs STD
Angiogeneza
Cykl
komorkowy 1 genéw fazy G1 cyklu komérkowego (Ccnd3 and I gendéw fazy G2/M cyklu komorkowego
Cend2) oraz inhibitoréw cyklu komérkowego ps3 | (YKIny 1 zalezne od cyklin kinazy: Cenbl,
(Trp53) i p21 (Cdkn1a) Cdc2a)
Pgendéw zwiazanych z replikacja DNA (Mcm3, Tinhibitora fazy G2/M Ywhag
Mcm6, Mcm7, Orc4l), kodujacych cykliny i
kinazy fazy G2 cyklu komérkowego (Ccna2 and  ekspresji genow bioracych udziat w replikacji
Cdc2a) DNA w fazie G1 cyklu komérkowego (Orc4L,
Orc6L, Rpa3, Cdk7, Prim1, Prim2)
d  ekspresji inhibitora fazy G2 cyklu
komoérkowego (Ywhag gene)
Adhezja d ekspresji genow kodujacych integryny (ltgam, | T ekspresji genéow kodujacych integryny

Itgax, Itga9, Itgab, Itgbl, Itgh2)

T ekspresji laminin (Lama2, Lama4, Lambl-1,
Lamb?2)

T kolagenu (Col3al, Col4al, Col4a2, Col5al,
Col5a2, Col6a2, Collal)

posredniczace w oddziatywaniach komorek
z biatkami macierzy pozakomodrkowej (ltgam,

Itgax, Itgh2, Itgh7)

{ ekspresji biatek macierzy komorkowej takich

jak: kolageny (Colllal, Col3al, Coldal,
Col5a2)

1 metaloproteinaz (Mmp9, Mmp12)

4 miedzykomérkowych —oddziatywan — gap-
junction (Gjal, Gja4, Gjb5)

d  ckspresji genéw kodujacych receptory
czynnikow wzrostowych w indukcji

angiogenezy: VEGF receptora 2 (Kdr) i PDGF
receptora (Pdgfrb) oraz genu kodujacego syntaze

tlenku azotu (Nos3).
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WT
HFED vs STD

RXRa ko
HFD vs STD

Apoptoza

d Ekspresji genow kodujacych aktywatory kaspaz
(Prfl, Gzmb)

4 Bcl2 (Bel2L11),
4 NF«B (Nfkbie, Nfkbia),
{ kaspazy (Casp3, Casp6),

4 TNFa (TNfrsf21, Tnfrsfib)

T genow kodujacych aktywatory kaspazy 3 (Prfl,
Gzmb)

T pro-apoptotycznych genéw Bel2 (Bcl2L11)
T receptorow TNFa. (Tnfrsf21, Tnfrsflb),

dekspresji genow kodujacych inhibitory
apoptozy (Birc5, Birc4)

Opowiedz na stres oksydacyjny

 oksygenazy hemowej 1 (Hmox1),

T mikrosomalnej S- transferazy 1 glutationowej
(Mgst1)

{ oksygenazy hemowej 1 (Hmox1),
dligazy glutaminianowo-cysteinowej (Gcelc),
dreduktazy glutationowej (Gsr),

dmikrosomalnej S- transferazy 1 glutationowej
(Mgstl)
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Tabela 11. Geny zwiazane z metabolizmem lipidow — analiza mikromacierzy.

WT RXRa ko
HFD vs STD HFD vs STD
Metabolizm lipidow i adipogeneza
Synteza
eikozanoidéw | { ekspresji syntazy prostaglandyny I, .
(prostacyKliny) (Ptgis), T ekspresji genu syntazy 1 endoperoksydazy
prostaglandyny (Ptgs1),
dsyntazy prostaglandyny E (Ptges),
{ syntazy leukotrienu C, (Ltc4s), Tsyntazy prostaglandyny 1, (prostacykliny)
Ibiatka aktywujacego 5-lipoksygenaze (Ptgis),
arachidonowa (Alox5ap)
{ syntazy 2 endoperoksydazy prostaglandyny Tsyntazy leukotrienu C, (Ltcds),
(Ptgs2)
Tsyntazy prostaglandyny E (Ptges)
T15-lipoksygenazy ~ kwasu  arachidonowego
(Alox15).
Synteza
triglicerydow

J ekspresji genu O-acyltransferazy

diacyloglicerolu (Dgatl)

T ekspresji genu lipazy lipoproteinowej (Lpl)

T Ekspresji genéw kodujacych dehydrogenaze
glicerolo-3-fosforanowa (Gpd1)
0 ekspresji

genu O-acyltransferazy

glicerofosforanowej (Gnpat)

Adipogeneza

d  ckspresji genow kodujacych czynniki
transkrypcyjne biorace udzial w réznicowaniu
adipocytow (Cebpb)

Tekspresji gendw charakterystycznych
dla dojrzatych adipocytow: (Adipoq), adypsyna
(Adn),

(Fabp4), lipaza lipoproteinowa (Lpl)

biatko wiazace kwasy tluszczowe

T Ekspresji
(Cebpb), (Srebfl)

czynnikow  transkrypcyjnych:

{  ekspresji genéw kodujacych markery
dojrzatych adipocytéw: adiponektyna (Adipoq),
rezystyna (Retn), adypsyna (Adn) i biatko

wiazace kwasy ttuszczowe (Fabp4)
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Tabela 12. Geny zwiazane z metabolizmem glukozy — analiza mikromacierzy.

WT
HED vs STD

RXRa ko
HFD vs STD

Metabolizm glukozy

d ekspresji gendéw kodujacych transportery
glukozy Glut4 (Slc2a4), Glutl (Slc2al)

{ ekspresji genow kodujacych enzymy glikolizy
(heksokinaza 1 (Hk1), heksokinaza 2 (Hk2),
fosfofruktokinazy (Pfkm),
fosfofruktokinazy ptytek krwi (Pfkp), aldolazy 1
A isoformy (Aldoa), aldolazy 1, C isoformy
(Aldoc),
(Pgam2),
(Pgaml), enolazy 3 B mieéniowej (Eno3),

mig$niowej

mutazy 2  fosfoglicerynianowej

Mutazy 1 fosfoglicerynianowej

pirogronianowej kinazy, migsniowej (Pkm2))

{ enzyméw rozktadu glikogenu (Pygm, Phkal).

T ekspresji genéw kodujacych transportery
glukozy Glut4 (Slc2a4), Glutl (Slc2al)

Tekspresji genow szlaku glikolizy: heksokinazy
1 (HK1), heksokinazy 2 (Hk2), izomerazy 1
fosforanu glukozy (Gpil),
(Pfkm),

watrobowej, fosfofruktokinazy B-typu (Pfkl),

fosfofruktokinazy

mig$niowej fosfofruktokinazy

fosfofruktokinazy ptytek krwi (Pfkp), aldolazy 1

A izoformy (Aldoa), izomerazy 1
trifosforanowej (Tpil), mutazy 2
fosfoglicerynowej (Pgam2), migsniowej P

enolazy 3, (Eno3), neuronalnej enolazy 2 gamma
(Eno2)T eksresji genow PI3K ( katalitycznego
delta polipeptydu 3-kinazy fosfatydyloinozytolu,
Pik3cd)

T genéw kodujacych biatka biorace udziat w
przemianach glikogenu: mig$niowej fosforylazy
glikogenu (Pygm)), pyrofosforylazy 2 UDP-
glukozy (Ugp2) i kinazy o 1 fosforylazy
(Phkal)Tekspresji czynnikoéw transkrypcyjnych
bioracych udziat w przekazywaniu sygnatu od
insuliny (Foxol, Foxo3a) oraz czynnikow
modulujacych

biatkowe ¢ Prkcbl, Prked, Prkcq

aktywno$¢ insuliny (kinazy
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6. DYSKUSJA

Jedna z konsekwencji zespolu metabolicznego i cukrzycy jest patologiczna angiogeneza,
ktora przyczynia si¢ do sercowo-naczyniowych komplikacji (Hammes i inni, 2002; Girach i inni,
2006). Angiogeneza jest waznym elementem przebudowy tkanek, w tym adipogenezy,
poniewaz zarowno dostarczenie substratow do tkanki, ich przemiany, powstajace metabolity,
jak i samo ukrwienie/dotlenienic nowopowstajacej tkanki jest czynnikiem regulujacym jej wzrost
przez regulacje ekspresji genow (Kiess i inni, 2008; Cao, 2007; Hausman i Richardson, 2004).
Sa to procesy naktadajace si¢ na siebie, stanowiace wieloczynnikowe continuum.

Celem pracy bylo zbadanie wplywu wybranych elementéw - parametréw biochemicznych
zespotlu metabolicznego na proces angiogenezy. W badaniach uzyto modelu zwierzgcego zespotu
metabolicznego-myszy z wylaczonym watrobowym receptorem RXRa (RXRa ko).

Czynnik transkrypcyjny RXRao ulegajacy ekspresji w watrobie tworzac heterodimery
z innymi czynnikami transkrypcyjnymi: PPARs, LXRs oraz FXRs reguluje transkrypcje genow
zwiazanych z metabolizmem lipidéw, ich magazynowaniem, transportem i usuwaniem (Villaroya
i inni, 2004) ale tez i angiogeneza (Asano i inni, 2001; Fauconnet i inni, 2002). Waznym
partnerem dla receptora kwasu 9-cis retinowego RXRs (ang. Retinoid X Receptors)
oraz dla receptorow kwasow: 9-cis- i/lub all-trans retinowego RARs (ang. Retinoic Acid
Receptors) jest receptor PPAR, a szczegdlnie PPARa (Anderson i inni, 2004). Zaréwno
RXR/RAR jak i PPARs sa zwigzane z ekspresja genow bialek regulujacych angiogenezg (Wang
i inni, 2006, Dembinska-Kiec¢ i inni, 2005).

PPARa jest czynnikiem transkrypcyjnym regulujacym ekspresj¢ gendéw enzymow
zaangazowanych glownie w szlak przemian kwasow thuszczowych (Crisafulli i Cuzzocrea,
2009). Duza ekspresje PPARa stwierdzono w watrobie, bedacej miejscem syntezy endogennych
lipidow-lipoprotein (Huang i inni, 2008; Mukherjee i inni, 2008). Aktywacja PPARa
przez fenofibraty, kwasy tluszczowe (nasycone i nienasycone) jak i ich metabolity
(np. prostacyklina PGI2, kwas 8-hydroksyeikosatetraenowy HETE i in.) prowadzi
do zwigkszonej syntezy bialek bioracych udzial w transporcie lipidow w organizmie
(lipoproteiny, zalezne od ATP — transportery (ABCA1l) oraz reguluje transkrypcje genow
kodujacych enzymy [ - oksydacji i o - oksydacji kwasow tluszczowych (Clarke i inni, 1999).

124



6. DYSKUSJA

Myszy z wylaczonym genem PPARo maja podwyzszony poziom cholesterolu, a u starszych
zwierzat obserwuje si¢ podwyzszony poziom triglicerydow i otytos¢ (Peters i inni, 1997).

Takze uzyte w tych badaniach zwierzeta modelowe nie wykazujace ekspresji RXRa
W watrobie, charakteryzowaly si¢ podwyzszonym poziomem cholesterolu i triglicerydow
W surowicy krwi w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych.

W celu wyeksponowania parametrow zespolu metabolicznego, myszy z delecja genu
RXRa w hepatocytach oraz myszy kontrolne byty skarmiane dieta wysokottuszczowa bogata
W nasycone kwasy tluszczowe oraz dla poroéwnania pasza standardowa. Wyniki
przeprowadzonego eksperymentu potwierdzity, ze dieta wysokotluszczowa powoduje zaburzenia
przemian lipidowych w postaci zwigkszonego poziomu cholesterolu zaréwno u myszy
kontrolnych jak i myszy modelowych. Stwierdzono istotnie wyzszy wzrost poziomu cholesterolu
u myszy z delecja RXRo w hepatocytach wzgledem myszy kontrolnych skarmianych dieta
wysokottuszczowa. Tym niemniej, nie zaobserwowano zmian W przyroscie wagi
pomigdzy myszami modelowymi i kontrolnymi pod wptywem diety wysokotluszczowe;.

Skarmianie dieta wysokotluszczowa wywotato rowniez zgodne z piSmiennictwem
(Lu i inni, 2009; Dunn i Bale, 2009) zmiany insulinowrazliwos$ci wyrazone wyzszym poziomem
glukozy umyszy w trakcie skarmiania dieta wysokotluszczowa w porownaniu do skarmiania
dieta standardowa. I tu nie obserwowano réznic migdzy zwierzgtami transgenicznymi
I kontrolnymi. Badane zwierzgta z wytaczonym genem RXRo w watrobie nie wykazaty zmian
W poziomie insuliny surowicy krwi w porownaniu do myszy kontrolnych. Nie zaobserwowano
réwniez istotnych réznic w wartosciach wskaznikéw insulinowrazliwosci: HOMA 1 QUICKI
pomigdzy obiema grupami zwierzat, co pokazuje, ze u tych zwierzat nie wystepuja dodatkowe
zaburzenia w przemianach weglowodanow. Uzyskane wyniki sa w zgodzie z publikacjami Prof.
Wan — tworczynia tych transgenicznych myszy (Wan i inni, 2003).

Natomiast wykazano réznice w poziomie cytokin wytwarzanych przez tkankg ttuszczowa
w badanych grupach zwierzat. Na diecie wysokottuszczowej, w poréwnaniu do diety
standardowej myszy z delecja RXRa w watrobie wykazaly wyzsze stgzenie leptyny w surowicy
krwi. Jest torowniez zgodne z opisywana dla tych myszy odpowiedzia na diete
wysokotluszczowa (Wan i inni, 2003). Chodzi tu mianowicie o zaburzenie syntezy i przemian
endogennych lipidow w samej watrobie, co charakteryzuje si¢ wystapieniem stluszczenia

watroby u tych zwierzat (Wan i An, 2000; Anderson i inni, 2004).
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Czyli uzyty do badan model dawatl sposobno$¢ przebadania wpltywu elementéw zespotu
metabolicznego: hipercholesterolemii oraz hiperleptynemii na proces angiogenezy.

W prezentowanej pracy do badania angiogenezy in vivo jako podtoza uzyto matrigelu
sktadajacego si¢ z biatek macierzy pozakomodrkowej: lamininy, kolagenu IV oraz proteoglikanéw
siarczanu heparanu. Matrigel stanowi zatem imitacje Srodowiska tkankowego narzadow
(Allen i inni, 2011; Hughes i inni, 2010). Badania in vitro, udowadniaja, ze komorki srodbtonka
w obecnosci czynnikow proangiogennych rdéznicuja si¢, tworzac niezbedne dla sieci kapilar,
struktury tubularne w matrigelu (Passaniti i inni, 1992; Dembinska-Kiec i inni, 2005; Auerbach
i inni, 2003; Balwierz i inni, 2008). Podczas opracowywania modelu angiogenezy in vivo
W naszych badaniach zaobserwowano, ze bFGF wywolal silniejsza odpowiedZ angiogenna
komorek w matrigelu podanym podskoérnie myszom, niz VEGF. Moze to wynikaé
m. in. z podatno$ci tej cytokiny na dziatanie tkankowych enzyméw proteolitycznych. Prace
prowadzone przez innych badaczy potwierdzaja obserwowany silniejszy efekt dziatania bFGF
w eksperymentach tworzenia naczyn in vivo (Miao i inni, 2002). Dlatego tez w dalszych
badaniach uzywano niewielkich st¢zen bFGF dodawanych do matrigelu w celu inicjacji
angiogenezy w badaniach in vivo.

Analiza immunohistochemiczna preparatow matrigelowych wybarwionych na obecnosé
antygenu komorek endotelialnych CD31 (PECAM-1) wykazata tendencj¢ do slabszej
odpowiedzi angiogennej w obu grupach myszy skarmianych dieta wysokotluszczowa
w poréwnaniu do diety standardowej. Wyniki i innych badah pokazuja, iz skarmianie dieta
wysokotluszczowa hamuje gojenie ran (i angiogenezg) (Nascimento i inni, 2006). U myszy
z wytaczonym genem RXRa w hepatocytach zaobserwowano jednakze wigksze zahamowanie
angiogenezy pod wptywem diety wysokottuszczowej w porownaniu z myszami kontrolnymi.

Analiza ekspresji genow przy uzyciu mikromacierzy oligonukleotydowej jak i technika
Real-Time PCR potwierdzita u myszy RXRa ko zahamowanie ekspresji genow biatek
kluczowych dla procesu angiogenezy takich jak: Kdr i eNOS. Zaréwno VEGFA jak i NO
odgrywaja istotna rol¢ w angiogenezie poprzez promowanie proliferacji komoérek srodbtonka
oraz tworzenie sieci naczyniowej (Ahmad i inni, 2006, Dembinska-Kie¢ i inni, 1997). W analizie
mikromacierzy u tych myszy obserwowano réwniez zahamowanie ekspresji genu kodujacego

receptor dla pro-proliferacyjnego czynnika PDGF (Pdgfrb) oraz gendéw bioracych udziat

126



6. DYSKUSJA

W oddziatywaniach komoérkowych waznych tez i dla angiogenezy (gap junction proteins)
(Tei i inni, 2002).

Stabsza odpowiedz angiogenna u myszy RXRa ko na diecie wysokotluszczowej moze
by¢ zwiazana z uposledzonym metabolizmem lipidow: kwasow thuszczowych czy cholesterolu
W watrobie u tych myszy. Moze to prowadzi¢ do wzrostu poziomu FFAS w krazeniu,
czego konsekwencja moze by¢ lipotoksycznos$¢, dysfunkcja komorek $roédbtonka i1 apoptoza
tkanek (Chinen i inni, 2007; Artwohl i inni, 2004). Nadmiar kwasoéw tluszczowych
moze indukowa¢ lipotoksycznos¢ $rodbtonka naczyniowego poprzez zwigkszona de novo
syntez¢ diacyloglicerolu aktywujacego izoformy kinazy biatkowej C (PKC) (Ragheb i inni,
2009). Jest to zwiazane ze stresem wolnorodnikowym w wyniku aktywacji oksydazy NAD(P)H,
zahamowaniem aktywnosci endotelialnej syntazy tlenku azotu, obnizeniem dostgpnosci NO,
jakiz aktywacja NF-xB i $ciezki prozapalno-apoptotycznej (Inoguchi i inni, 2000;
Ragheb i inni, 2008; Piro iinni, 2008). Otrzymane wyniki ekspresji genow w komorkach
stwierdzanych w matrigelu myszy z delecja RXRa w hepatocytach wskazuja na wyzej opisang
lipotoksycznos¢, gdyz obserwowano wzrost ekspresji genu kinazy biatkowej C (PKC)
oraz zahamowanie ekspresji gendw bioracych udziat w odpowiedzi na stres oksydacyjny
(Hmox1, Gdc, Gsr, Mgstl), jak i zahamowanie Nos3, oraz wzrost ekspresji genow Sciezek
prozapalnych, w tym i receptorow TNFa (Tnfrsf21, Tnfrsflb).

W wielu badaniach wykazano, Zze w zaburzeniach metabolicznych towarzyszacych
rozwojowi zespolu metabolicznego wystgpuje zmniejszona obrona antyoksydacyjna wiodaca
do nasilenia apoptozy (Hansel i inni, 2004). 1 rzeczywiscie, w przeciwienstwie do myszy
kontrolnych, analiza ekspresji badanych mikromacierza genow w komoérkach matrigelu myszy
Z delecja RXRa w hepatocytach, wykazala wzrost ekspresji proapoptotycznych gendow
(jak np. wzrost ekspresji aktywatorow caspazy 3: perforyny 1 (gen Prfl) oraz granzymu B
(gen Gzmb), wzrost ekspresji proapoptotycznego biatka BCL2 (gen Bcl2L11)) i zahamowanie
ekspresji genow anty-apoptotycznych (Birc4, Bircb) pod wplywem skarmiania dieta
wysokottuszczowa.

To tez aktywacja genéw zwiazanych z lipotoksycznos$cia i apoptoza, moze ttumaczy¢
obnizona odpowiedz angiogenna u tych myszy. Stymulacja apoptozy jest jedna z drog

wykorzystywanych w terapii anty-nowotworowej w celu uposledzenia angiogenezy,
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czego konsekwencja jest zahamowanie rozrostu patologicznych tkanek (Folkman i inni, 2003;
Aurello i inni, 2009).

Stabsza aktywno$¢ angiogenna u myszy z delecja RXRa w hepatocytach, moze wynikad
Z ekspozycji komorek, bioracych udzial w angiogenezie na wysoki poziom kwasoéw
tluszczowych. Badania in vitro pokazuja bowiem hamujacy wplyw aktywatorow czynnikoéw
transkrypcyjnych PPAR (m. in. kwasy tluszczowe i ich metabolity) na angiogeneze (Kim i inni,
2006).

Jak opisano wczesniej, angiogeneza jest procesem promujacym rozrost tkanki
ttuszczowej (Nishimura i inni, 2007). Podczas rozwoju ptodowego rdznicowanie naczyn i synteza
biatek macierzy = zewnatrzkomorkowej  poprzedzaja  réznicowanie  si¢  adipocytow
(Hausman i inni, 2004; Cohen i inni, 2001). Wykazano, ze podawanie zwierzgtom czynnikéw
antyangiogennych (np. przeciwcial anty-VEGF) redukowato odktadanie si¢ tkanki tluszczowe;j
i indukowato spadek masy ciala, w stopniu zaleznym od stosowanej dawki przeciwciata
(Rupnik i inni, 2002). Zatem obnizona odpowiedz angiogenna u zwierzat RXRa ko na diecie
wysokotluszczowej w badanym modelu angiogenezy in Vivo, moze przyczynia¢ si¢
do obserwowanego braku réznic w  przyroScie wagi migdzy grupami  myszy,
mimo podwyzszonego poziomu leptyny, ktora wykazuje wtasnosci proangiogenne (Polus i inni,
2004; Anagnostoulis i inni, 2008).

Kawaguchi i wspotpracownicy (Kawaguchi i inni, 1998) zaobserwowali, ze podskorne
nastrzyknigcie myszy matrigelem zawierajacym bFGF (dawka 1pg/ml), indukuje nie tylko
angiogenezg ale i neoadipogeneze u myszy, poprzez infiltracjg i proliferacj¢ krazacych we krwi
komorek prekursorowych adipocytow (Kawaguchi i inni, 1998). Zgodnie z wynikami innych
(Kawaguchi i inni, 1998), analiza ekspresji genéw metoda mikromacierzy oligonukleotydowej,
potwierdzona technika PCR w czasie rzeczywistym, wykazata wzrost ekspresji genoéw
charakterystycznych dla dojrzatych adipocytow, a zahamowanie ekspresji czynnikow
transkrypcyjnych wczesnej adipogenezy w matrigelu myszy WT zawierajacym czynnik bFGF.
Z kolei wmatrigelu myszy RXRa ko zaobserwowano aktywacje ekspresji genow
uczestniczacych we wstepnych etapach adipogenezy: Srebfl i Cebpb (Feve, 2009)
oraz zahamowanie ekspresji markeréw dojrzatych adipocytéw (geny kodujace biatko wiazace
kwasy tluszczowe Fabp4 i adypsyne Adn), co moze wynikaé z podwyzszonego poziomu leptyny

w surowicy krwi u tych myszy. Ta adipokina hamuje bowiem dojrzewanie preadipocytow,
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a promuje angiogeneze (Ambati i inni, 2007; Anagnostoulis i inni, 2008). W naszych badaniach
nie zaobserwowano natomiast zaleznoSci pomigedzy poziomem leptyny, adiponektyny,
a badanymi parametrami angiogenezy u myszy.

Ostatnio pojawity si¢ jednakze doniesienia o hamujacym wplywie leptyny na proliferacj¢
miegéni gladkich $ciany naczyn (Bohlen i inni, 2007; Rodriguez i inni, 2010) oraz na réznicowanie
mioblastéw (ustna prezentacja, Prof. Arkadiusz Orzechowski, 1% Baltic Stem Cell Meeting,
Szczecin, Poland). Mozliwe, ze zahamowanie tworzenia migsni gladkich $ciany naczyn
przez hyperleptynemig, przyczynia si¢ do zaobserwowanego zjawiska uposledzonej angiogenezy
w uzytym modelu.

Prostanoidy sa substancjami aktywujacymi PPARy 1 promujacymi adipogenezg¢
(Massiera i inni, 2003). W przeprowadzonych badaniach analiza ekspresji genéw w komorkach
matrigelu myszy RXRa ko wykazata aktywacje ekspresji genow kodujacych enzymy syntezy
eikozanoidéw, natomiast u myszy WT obserwowano przeciwny efekt. W matrigelu myszy
RXRa ko stwierdzono istotny wzrost ekspresji syntazy prostaglandyny (Ptgsl), syntazy
prostacykliny (Ptgis) i 15-lipooksygenazy (Alox15). Badania prowadzone
przez Scarfo i wspotpracownikow pokazaty, ze kwas arachidonowy oraz jego metabolity
indukuja ekspresj¢ genow kodujacych enzymy uczestniczace w syntezie eikozanoidow,
co przyczynia si¢ do formowania kropli lipidowych w komorkach (Scarfo i inni, 2001).
Takze w naszej analizie ekspresji gendw przy uzyciu mikromacierzy w matrigelu myszy
RXRa ko, wykazano wzrost ekspresji genow, bioracych udzial w syntezie triglicerydow
oraz aktywacje¢ ekspresji genow szlaku glikolizy. Z kolei u myszy WT obserwowano przeciwny
efekt, co potwierdza zaburzenie przemian lipidowych u zwierzat RXRa. ko.

Przyczyna zwigkszonej tolerancji glukozy oraz normoinsulinemii u myszy z wylaczonym
genem RXRa w hepatocytach ma by¢ podwyzszony poziom IGF1 w surowicy krwi (Wan i inni,
2003). IGF-I jest czynnikiem wykazujacym dziatanie zblizone do insuliny (Kolaczynski i inni,
1994; Fernandez i inni, 2004). Aktywacja katabolizmu glukozy przez komorki,
ktore wmigrowaly do matrigelu myszy RXRo ko (wykazane w badaniach ekspresji genow
przy uzyciu mikromacierzy), moze wynika¢ wigc z podwyzszonego poziomu IGF1 u tych myszy,
co jest w zgodzie z wynikami innych (Wan i inni, 2003).

Analiza korelacji odpowiedzi angiogennej z badanymi parametrami biochemicznymi krwi

wykazata wprostproporcjonalng zalezno$¢ pomiedzy ilo$cia komoérek PECAM-1 pozytywnych,
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ktore wmigrowaly do matrigelu a poziomem insuliny u myszy karmionych dieta
wysokotluszczowa. Wczesniejsze badania potwierdzaja stymulujacy wptyw insuliny
na przezywalno$¢ i tworzenie nowych naczyn (Spranger i inni, 2001; Bermont i inni, 2001).
Reasumujac, przedstawione wyniki otrzymane dla myszy RXRa ko w uzytym modelu
angiogenezy in vivo dowodza, ze dieta wysokotluszczowa prowadzi do hipercholesterolemii
i hiperleptynemii, oraz do zaburzonej odpowiedzi angiogennej. Stabsza odpowiedz angiogenna
u tych myszy moze wynika¢ z aktywacji apoptozy wywotanej lipotoksycznoscia w komoérkach
bioracych udzial w neowaskularyzacji oraz z indukcji wzmozonej adipogenezy - promujacej
patologiczne odkladanie si¢ lipidow w komorkach (sttuszczenie narzaddéw lecz nie przyrost

wagi).
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1. Uzyte w badaniu zwierzeta z delecja genu RXRa w watrobie umozliwity zbadanie wplywu
wybranych parametréw zespolu metabolicznego (hipercholesterolemia, hiperleptynemia)
przy niezmienionej insulinowrazliwo$ci na angiogenezg. Przeprowadzone badania
potwierdzaja wzmozony katabolizm glukozy u tych myszy (aktywacja genow szlaku glikolizy

nawet w komoérkach matrigelu myszy RXRa ko).

2. Pomimo podwyzszonego poziomu uwazanej za proangiogenna adipoking - leptyny u myszy
RXRa ko, dieta wysokotluszczowa zmniejszyta odpowiedz angiogenna, co potwierdzono
barwieniem immunohistochemicznym na obecno$¢ antygenu CD31 w preparatach
matrigelowych oraz badaniem ekspresji genow w komoérkach w matrigelu. Badania
nie wykazaty rowniez zalezno$ci pomigdzy proangiogenna leptyna a angiogeneza, natomiast
zaobserwowano dodatnig korelacj¢ migedzy indukowanym dieta wysokolipidowa poziomem
insuliny w surowicy a odpowiedzia angiogenna (podobna u WT 1 KO zwierzat),

Cco potwierdza istotna rolg tego hormonu w angiogenezie.

3. Obnizona odpowiedz angiogenna u myszy RXRa ko moze by¢ z jednej strony, zwiazana
Z uposledzonym katabolizmem kwasow tluszczowych w watrobie tych myszy, szczegdlnie
na diecie wysokotluszczowej. Tego konsekwencja moze by¢ dziatanie lipotoksyczne
na komorki, w tym komorki $rédblonka. Z drugiej strony, kwasy tluszczowe bedace
aktywatorami  czynnika transkrypcyjnego PPARy moga promowaé obserwowane
réznicowanie si¢ komorek w matrigelu w kierunku adipocytéw (adipogeneza) 1 przyczynia¢

si¢ do zahamowania odpowiedzi angiogenne;.

A. Badania ekspresji genow w matrigelu myszy RXRa ko potwierdzaja lipotoksyczny
wplyw kwasow tlhuszczowych, gdyz w komorkach matrigelu u tych myszy
obserwowano aktywacj¢ genow bioracych udzial w apoptozie, oraz zahamowanie

ekspresji gendow uczestniczacych w odpowiedzi na stres oksydacyjny.
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B. Analiza ekspresji genow w matrigelu myszy RXRa ko pokazata rowniez aktywacje
ekspresji genow regulujacych wstgpne etapy adipogenezy oraz uczestniczacych
w syntezie eikozanoidow promujacych adipogenezg¢. Dodatkowo, u myszy
modelowych obserwowano aktywacje genow bioracych udzial w syntezie

triglicerydow, co potwierdza wzmozona adipogeneze u myszy RXRa ko.

Przeprowadzone badania nad angiogeneza na modelu mysim z delecja RXRo w watrobie
prezentujacym parametry zespotu metabolicznego (hipercholesterolemia, hiperleptynemia)
pokazuja, ze gldowny wplyw na odpowiedZz angiogenna w uzytym modelu maja zaburzenia
metabolizmu lipidow (ich konsekwencje w postaci: lipotoksycznosci, hamowania angiogenezy
I aktywacji adipogenezy), a nie proangiogenna leptyna.

Brak przyrostu wagi przy wzro$cie leptyny i aktywacji gendw adipogenezy przemawia

za patologicznym stluszczeniem narzadow (lipotoksycznoscia) kosztem angiogenezy.
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9.SPIS RYCIN

Ryc. 1. Schemat zmian zachodzacych w tkance ttuszczowej podczas zwigkszania jej rozmiaréw
(wg Karastergiou, 2010).

Podczas przyjmowania nadmiaru substratow energetycznych tkanka tluszczowa rozrasta sig, co
prowadzi do hipertrofii i apoptozy adipocytéw oraz do uwalnianiania chemotaktycznych adipokin
(np. MCP-1), czego rezultatem jest stymulacja infiltracji makrofagéw do tkanki i wzrost
jej odpowiedzi prozapalnej. Zmianom w poziomie wytwarzanych adipokin towarzyszy wzrost
insulinoopornosci i niedotlenienia.

COX — cyklooksygenaza, HGF — czynnik wzrostu hepatocytow, MCP-1 — biatko chemotaktyczne
dla monocytow, MIF — czynnik zahamowania migracji monocytow, MMP - metaloproteinaza,
NGF — czynnik wzrostu neuronéow, NOS — syntaza tlenku azotu, PAI-1 — inhibitor 1 aktywatora
plazminogenu, RANTES (ang. Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted),
RAS — uktad renina-angiotensyna, SAA — surowiczy amyloid A, TGFp - transformujacy czynnik
wzrostowy B, TNFa - czynnik martwicy nowotworow o, VEGF — czynnik wzrostu $rédbtonka

naczyn.

Ryc. 2. Metabolizm lipidow w adipocytach (wg Sethi, 2007). Opis w tekscie.

AC-cyklaza adenylowa, ACS- syntetaza acylo-CoA, aP2 — biatko transportujace kwasy
ttuszczowe, AQP7 — akwaporyna, AR - receptor adrenergiczny, FFA — wolny kwas tluszczowy,
HSL-lipaza hormonozalezna, IR — receptor insulinowy, P13K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu,
PKA — kinaza biatkowa A.

Ryc. 3. Sciezki lipolizy w adipocytach (wg Lafontan, 2008).

Przekaznictwo sygnatu w adipocytach od katecholamin (poprzez receptory P i a, adrenergiczne),
od peptydow natriuretycznych (poprzez receptor A NPR-A) oraz od insuliny (poprzez receptor
IRS-1). Wewnatrzkomorkowy poziom cAMP jest kontrolowany poprzez: katecholaminy
(epinefryng 1inorepinefryng) poprzez zwiazanie z receptorem [ adrenergicznym i aktywacjg
cyklazy adenylowej, aktywacj¢ receptorow zmniejszajacych poziom cAMP (o, adrenergiczny
receptor, adenozyng, prostaglandyng, neuropeptyd Y, kwas nikotynowy oraz insuling (poprzez

aktywacje fosfodiesterazy 3B). Czynniki natriuretyczne zwigkszaja aktywnos$¢ cyklazy
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guanylowej zaleznej od receptora NPR-A i synteze cGMP. cAMP i cGMP uczestnicza w zaleznej
od kinaz (PKA i PKG) fosforylacji HSL i perylipiny. Ufosforylowana perylipina umozliwia
hydroliz¢ TG przez HSL i translokacj¢ tego enzymu zcytozolu na powierzchni¢ kropli
lipidowych. Kinazy PKA i PKG fosforyluja enzymy i czynniki transkrypcyjne oraz moga
wpltywa¢ na uwalnianie réznych molekut przez adipocyty. Stymulacja receptorow insulinowych
przeciwdziata produkcji cAMP poprzez aktywacj¢ fosfodiesterazy 3B. Produkty hydrolizy TG
(FFA i glicerol) sa uwalniane z adipocytéw. FFA wiaza si¢ z FABP4, sa transportowane do btony
komoérkowej i przenoszone na zewnatrz komorki przez biatko transportujace kwasy thuszczowe
FATP. Glicerol jest transportowany poza komorke przez biatka akwagliceroporyny (akwaporyne
7 AQP7) obecne na blonie komorkowej adipocytow.

AC - cyklaza adenylowa, Al adenosine-R - Al receptor adenozyny, ATGL - lipaza
triglicerydow, AQP-7 - akwaporyna-7, AR - receptor adrenergiczny, EP3-PGR - receptor
prostagladyny EP3, FABP4 — biatko 4 wiazace kwasy tluszczowe, FFA - wolny kwas
thuszczowy, GC - cyklaza guanylowa, Gi - hamujace biatko wiazace GTP, Gs - stymulatorowe
biatko wiazace GTP, HSL - hormonozalezna lipaza, IRS-1 - biatko substratowe 1 receptora
insulinowego, MGL - lipaza monoglicerydowa, NPR-C - receptor peptydu natriuretycznego C,
NPY-Y1-R - receptor neuropeptydu Y1, PR-A - receptor peptydu natriuretycznego A, PDE-3B -
cykliczny nukleotyd fosfodieesterazy 3B, PI3-K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, PKA - kinaza
bialkowa A, PKB - kinaza biatkowa B/Akt, PKG (cGK-l) - kinaza bialkkowa G, PUMA-
G/HM74a-R - receptor kwasu nikotynowego.

Ryc. 4. Transkrypcyjna regulacja adipogenezy (wg Valet i inni, 2002).
C/EBPa, B, y - ang. CCAAT/Enhancer Binding Protein, FOXC2 - ang. Forkhead box protein C2,
PPARYy - ang. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y, SREBP-1c - ang. Sterol Regulatory

Element Binding Protein-1c.

Ryc. 5. Mechanizmy fizjologicznej angiogenezy (wg Papetti i Herman, 2002).

Angiogeneza obejmuje nizej opisane etapy: destabilizacj¢ naczynia przez angiopoetyng 2 (Ang2)
(1); indukowana VEGF przepuszczalno$¢ naczyn (2); proliferacj¢ komoérek srodbtonka (3) 1 ich
migracje (4) przez przebudowana macierz (5); formowanie tubul przez ktore plynie krew (6);

proliferacj¢ 1 migracje¢ komorek mezenchymalnych do nowoutworzonego naczynia (7) 1 ich
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roznicowanie w kierunku perycytow (8); utworzenie oddzialywan komorka-komoérka i
oddziatywan z macierza pozakomoérkowa w celu stabilizacji naczyn (9).

Ang — angiopoetyna, EGF — naskérkowy czynnik wzrostu, Eph-2A — efryna 2A, FGF — czynnik
wzrostu fibroblastow, PDGF — pochodzacy z ptytek czynnik wzrostu, TGF- - transformujacy
czynnik wzrostu B, TNF-a - czynnik martwicy nowotworéw a, VEGF — czynnik wzrostu

srodbtonka naczyn.

Ryc. 6. Regulacja angiogenezy tkanki tluszczowej przez rdézne czynniki (wg Cao, 2007
zmodyfikowane).

Ang — angiopoetyna, FGF — czynnik wzrostu fibroblastow, GM-CSF — czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow, HGF — czynnik wzrostu hepatocytow, IGF —
insulinopodobny czynnik wzrostu, MMP — metaloproteinaza macierzy, PIGF — tozyskowy
czynnik wzrostu, SDF-1 — czynnik pochodzenia stromalnego 1, TF — czynnik tkankowy, TGF-f -
transformujacy czynnik wzrostowy [, TNF-a - czynnik martwicy nowotworéw o, VEGF —

czynnik wzrostu $rédblonka naczyn.

Ryc. 7. Zalezno$¢ migdzy adipocytami a makrofagami w tkance tluszczowej, prowadzaca do
zaburzen metabolicznych wywotanych lipotoksycznoscia kwasow ttuszczowych (wg Cusi, 2010).
CHF — przewlekta niewydolno§¢ serca, CRP — biatkko C reaktywne, ER — retikulum
endoplazmatyczne, FFA — wolne kwasy thuszczowe, JNK — c-Jun N terminalna kinaza, NAFLD —
niealkoholowa choroba stluszczeniowa watroby, NASH — niealkoholowe stluszczeniowe
zapalenie watroby, NF-kB — czynnik jadrowy kB, T2DM — cukrzyca typu 2, TNF-a - czynnik

martwicy nowotworow o.

Ryc. 8. Struktura naturalnych i syntetycznych aktywatoréw czynnika transkrypcyjnego RXR
(ang. Retinoid Xenobiotic Receptor) (wg Alaynick, 2008).

Kwas 9-cis retinowy, kwas dokozaheksaenowy (DHA) i kwas fitanowy sa naturalnymi
aktywatorami receptora RXR. Najcze$ciej uzywanym syntetycznym agonista receptora RXR jest
LG100268.
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Ryc. 9. Interakcje pomigdzy roéznymi receptorami bioracymi udziat w homeostazie
lipidow,weglowodandw i kwasow zotciowych w watrobie ( wg Sanal,2008).

ChREBP - ang. Carbohydrate Responsive Element Binding Protein, FXR - ang. Farnesoid
Xenobiotic Receptor, LXR - ang. Liver Xenobiotic Receptor, NF-kB - ang. Nuclear Factor «B,
PPAR - ang. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor, RXR - ang. Retinoid Xenobiotic
Receptor, SHP - ang. Short Heterodimer Partner, SREBP - ang. Sterol Regulatory Element-
Binding Protein.

Ryc. 10. Schemat wykonanego eksperymentu w kazdej z 2 grup (WT oraz myszy transgeniczne).

Ryc. 11. Przyktadowa fotografia poduszki matrigelu po 6 dniach od podskornego nastrzyknigcia

myszy matrigelem z czynnikiem proangiogennym bFGF [25nM].

Ryc. 12. Przykladowe zdjecie preparatu parafinowego matrigelu wraz z otaczajaca tkanka,

barwienie hematoksyling i eozyna; (obj x 10).

Ryc. 13. Reprezentatywne zdjgcie preparatu parafinowego matrigelu (x 40) wybarwionego anty-

CD31 (1:300) przy uzyciu zestawu do detekcji z peroksydaza chrzanowa.

Ryc. 14. Wptyw bFGF i VEGF na powstawanie naczyn w modelu angiogenezy in vivo u myszy

Balb/C (samice) n=5, istotnos¢ statystyczna *p<0,05.

Ryc. 15. Wplyw bFGF 1 VEGF na chemotaksj¢ komorek srodbtonka do matrigelu podanego

podskornie myszom Balb/C (samice) n=5, istotno$¢ statystyczna *p<0,05.

Ryc. 16. Genotypowanie myszy RXRa ko. RNA izolowano z watroby myszy kontrolnych WT
i myszy RXRa ko. Reakcje RT-PCR przeprowadzono dla genu RXR« (startery zaprojektowano
w ten sposob, by powielany byt w reakcji PCR fragment egzonu czwartego genu) i dla kontroli
dla genu Gapdh. Produkty reakcji PCR rozdzielano elektroforetycznie na 3% zelu agarozowym.
Dla myszy RXRa ko nie zaobserwowano na rozdziale elektroforetycznym produktu reakcji PCR

dla genu RXRa w watrobie.
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Ryc. 17. Spozycie paszy standardowej (STD) oraz paszy wysokottuszczowej (HFD) przez myszy
kontrolne WT (A) (n=5/pasza) oraz myszy badane RXRa ko (n=5/pasza). Wyniki przedstawiono

jako $rednia = SD, istotnos¢ statystyczna wzgledem diety standardowej **p<0,01.

Ryc. 18. Waga myszy WT (A) (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza) podczas skarmiania
pasza standardowa (STD) oraz pasza wysokotltuszczowa (HFD). Wyniki przedstawiono

jako srednia = SD; brak istotnosci statystyczne;.

Ryc. 19. Poziom glukozy w surowicy krwi myszy WT (A) (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko
(n=5/pasza) podczas skarmiania pasza standardowa (STD) oraz pasza wysokottuszczowa (HFD).
Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD, istotnos¢ statystyczna wzglegdem diety standardowe;j

* p<0,05.

Ryc. 20. Poziom triglicerydow w surowicy krwi myszy WT (A) (n=5/pasza) oraz myszy RXRa
ko (n=5/pasza) podczas skarmiania pasza standardowa (STD) oraz pasza wysokotluszczowa

(HFD). Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD; brak istotnoS$ci statystyczne;.

Ryc. 21. Poziom cholesterolu w surowicy krwi myszy WT (A) (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko
(n=5/pasza) podczas skarmiania pasza standardowa (STD) oraz pasza wysokotluszczowa (HFD).
Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD, istotnos$¢ statystyczna wzglegdem diety standardowe;j

* p<0,05.

Ryc. 22. Waga myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza) po 7 tygodniach
skarmiania  pasza  standardowa (STD) oraz pasza  wysokotluszczowa  (HFD).

Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD; brak istotnoS$ci statystyczne;j.
Ryc. 23. Poziom glukozy surowicy krwi po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa (STD)

oraz pasza wysokottuszczowa (HFD) myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza).

Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD, istotno$¢ statystyczna *p<0,05.
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Ryc. 24. Poziom insuliny surowicy krwi po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa (STD)
oraz pasza wysokottuszczowa (HFD) myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza).

Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD; brak istotnosci statystyczne;.

Ryc. 25. Insulinowrazliwo$¢ po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa (STD) oraz pasza
wysokotluszczowa (HFD) myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza). Wskaznik
HOMA Homeostasis model assessment = G * 1/22,5, gdzie | jest to poziom insuliny na czczo
(WU/ml), a G jest poziomem glukozy na czczo (mmol/l). Wyniki przedstawiono

jako srednia + SD; brak istotnoSci statystyczne;j.

Ryc. 26. Insulinowrazliwo$¢ po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa (STD) oraz pasza
wysokottuszczowa (HFD) myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza). Wskaznik
QUICKI Quantitative insulin sensitivity check index =1/ [log(l) + log(G), gdzie I jest to poziom
insuliny na czczo (nU/ml), a G jest poziomem glukozy na czczo (mg/dl). Wyniki przedstawiono

jako $rednia + SD; brak istotnos$ci statystycznej.

Ryc. 27. Poziom cholesterolu surowicy krwi po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa
(STD) oraz pasza wysokottuszczowa (HFD) myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko
(n=5/pasza). Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD, istotno$¢ statystyczna * p<0,05,
**p<0,01.

Ryc. 28. Poziom triglicerydow surowicy krwi po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa
(STD) oraz pasza wysokottuszczowa (HFD) myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko

(n=5/pasza). Wyniki przedstawiono jako $rednia = SD; brak istotnosci statystyczne;.
Ryc. 29. Poziom adiponektyny surowicy krwi po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa

(STD) oraz pasza wysokottuszczowa (HFD) myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko

(n=5/pasza). Wyniki przedstawiono jako $rednia = SD; brak istotnosci statystyczne;.
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Ryc. 30. Poziom leptyny surowicy krwi po 7 tygodniach skarmiania pasza standardowa (STD)
oraz pasza wysokottuszczowa (HFD) myszy WT (n=5/pasza) oraz myszy RXRa ko (n=5/pasza).

Wyniki przedstawiono jako srednia + SD, istotnos¢ statystyczna * p<0,05.

Ryc. 31. Liczba naczyn analizowana w modelu angiogenezy in vivo u myszy WT (n=5/pasza)
oraz RXRa ko (n=5/pasza) skarmianym pasza standardowa (STD) oraz wysokotltuszczowa

(HFD) przez 7 tygodni. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD; brak istotnosci statystycznej.

Ryc. 32. Liczba naczyn ze $§wiattem w modelu angiogenezy in vivo u myszy WT (n=5/pasza)
oraz RXRa ko (n=5/pasza) skarmianym pasza standardowa (STD) oraz wysokottuszczowa (HFD)

przez 7 tygodni. Wyniki przedstawiono jako §rednia + SD; brak istotno$ci statystyczne;.

Ryc. 33. Liczba naczyn bez $wiatta w modelu angiogenezy in vivo u myszy WT (n=5/pasza)
oraz RXRa ko (n=5/pasza) skarmianym pasza standardowa (STD) oraz wysokottuszczowa (HFD)
przez 7 tygodni. Wyniki przedstawiono jako srednia+SD; brak istotnosci statystycznej.

Ryc. 34. Liczba komoérek CD31 pozytywnych w modelu angiogenezy in vivo u myszy WT
(n=5/pasza) oraz RXRa ko (n=5/pasza) skarmianym pasza standardowa (STD)
oraz wysokottuszczowa (HFD) przez 7 tygodni. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD;

brak istotnosci statystycznej.

Ryc. 35. Liczba komoérek CD31 pozytywnych w modelu angiogenezy in vivo u myszy
skarmianych dieta wysokotluszczowa koreluje z poziomem insuliny. Korelacja Tau-Kendalla:

t =0,78072 p<0,02, n=7.

Ryc. 36. Analiza wynikow ekspresji genéw zwiazanych z apoptoza (analiza wynikow
hybrydyzacji z mikromacierza oligonukleotydowa) przy uzyciu programu Genmapp w matrigelu
myszy skarmianych dieta wysokotluszczowa wzglgdem diety standardowej u myszy WT (A)
oraz RXRa ko (B) (wg programu GenMapp, Salomonis i inni, 2007) Geny, ktorych ekspresja
wzrosta oznaczono na czerwono, Geny, ktorych ekspresja ulegla zahamowaniu oznaczono

na zielono.
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Ryc. 37. Analiza wynikow ekspresji genow zwiazanych z adipogeneza (analiza wynikow
hybrydyzacji z mikromacierza oligonukleotydowa) przy uzyciu programu Genmapp w matrigelu
myszy skarmianych dieta wysokottuszczowa wzgledem diety standardowej u myszy WT
(wg programu GenMapp, Salomonis i inni, 2007).

Geny, ktorych ekspresja wzrosta oznaczono na czerwono

Geny, ktorych ekspresja ulegla zahamowaniu oznaczono na zielono.

Ryc. 38. Analiza wynikéw ekspresji genow zwiazanych z adipogeneza (analiza wynikow
hybrydyzacji z mikromacierza oligonukleotydowa) przy uzyciu programu Genmapp w matrigelu
myszy skarmianych dieta wysokotluszczowa wzgledem diety standardowej u myszy RXRa ko
(wg programu GenMapp, Salomonis i inni, 2007).

Geny, ktorych ekspresja wzrosta oznaczono na czerwono

Geny, ktorych ekspresja ulegta zahamowaniu oznaczono na zielono.

Ryc. 39. Analiza wynikow ekspresji genow zwiazanych z glikoliza i glukoneogeneza (analiza
wynikow hybrydyzacji z mikromacierza oligonukleotydowa) przy uzyciu programu Genmapp w
matrigelu myszy skarmianych dieta wysokottuszczowa wzglgdem diety standardowej u myszy
WT (A) oraz RXRa ko (B) (wg programu GenMapp, Salomonis i inni, 2007).

Geny, ktorych ekspresja wzrosta oznaczono na czerwono

Geny, ktorych ekspresja ulegta zahamowaniu oznaczono na zielono.

Ryc. 40. Potwierdzenie wzglednej ekspresji wybranych genéw w matrigelu myszy WT (n=3) (A)
oraz RXRa ko (n=3) (B) skarmianych dieta wysokotluszczowa (HFD) wzgledem myszy
skarmianych dieta standardowa (STD). Do reakcji Real time PCR wybrano geny zwiazane
z angiogeneza (VEGF receptor 2: Kdr, ang. endothelial nitric oxide synthase: N0s3)
oraz adipogeneza (ang. adipsin: Adn, ang. fatty acid binding protein 4: Fabp4,
ang. CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) B: Cebpb, ang. sterol regulatory element binding
factor 1: Srebfl) i transportem glukozy (Slc2a4). Gapdh uzyto jako genu referencyjnego. p<0,05.
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Tabela 1. Definicja zespotu metabolicznego opracowana przez IDF (wg Handelsman, 2009).
Tabela 2. Funkcje adipokin.

Tabela 3. Startery uzyte w reakcji RT- PCR.

Tabela 4. Charakterystyka myszy kontrolnych WT (n=10) i myszy z delecja RXRa
w hepatocytach (RXRa ko) (n=10). Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD, IS — istotne

statystycznie.

Tabela 5. Pole powierzchni pod krzywa (Pppk) glukozy, triglicerydow i cholesterolu dla myszy
kontrolnych WT (n=5/pasza) i RXRa ko (n=5/pasza) skarmianych pasza standardowa (STD)

oraz wysokotluszczowa (HFD). Wyniki przedstawiono jako $rednia = SD.

Tabela 6. Zmiany w ekspresji genow (analiza mikromacierzy) zwiazanych z angiogeneza
w matrigelu myszy WT (materiat spulowany z 3 myszy) oraz RXRa ko (materiat spulowany z 3
myszy) skarmianych dieta wysokottuszczowa (HFD) wzgledem myszy skarmianych dieta
standardowa (STD).

Tabela 7. Zmiany w ekspresji genow (analiza mikromacierzy) zwiazanych z apoptoza
i odpowiedzia na stres oksydacyjny w matrigelu myszy WT (material spulowany z 3 myszy)
oraz RXRa ko (materiat spulowany z 3 myszy) skarmianych dieta wysokotluszczowa (HFD)
wzgledem myszy skarmianych dieta standardowa (STD).

Tabela 8. Zmiany w ekspresji genéw (analiza mikromacierzy) zwiazanych z metabolizmem
lipidow 1 adipogeneza w matrigelu myszy WT (material spulowany z trzech myszy)
oraz RXRa ko (material spulowany z trzech myszy) skarmianych dieta wysokotluszczowa (HFD)

wzgledem myszy skarmianych dieta standardowa (STD).
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Tabela 9. Zmiany w ekspresji genéw (analiza mikromacierzy) zwiazanych z metabolizmem
glukozy w matrigelu myszy WT (material spulowany z 3 myszy) oraz RXRa ko (materiat
spulowany z 3 myszy) skarmianych dieta wysokotluszczowa (HFD) wzglegdem myszy
skarmianych dieta standardowa (STD).

Tabela 10. Geny zwiazane z angiogeneza — analiza mikromacierzy.

Tabela 11. Geny zwiazane z metabolizmem lipidow — analiza mikromacierzy.

Tabela 12. Geny zwiazane z metabolizmem glukozy — analiza mikromacierzy.
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Powiktaniami zespotu metabolicznego, oprocz rozwoju cukrzycy typu 2, jest wystapienie
chorob sercowo-naczyniowych, czego przyczyna jest: uszkodzenie $rodblonka, zaburzenie
jego funkcji oraz patologiczna angiogeneza manifestujaca si¢ w postaci nadci$nienia czy mikro
I makroangiopatii cukrzycowej. W regulacji odpowiedzi angiogennej towarzyszacej rozwojowi
zespotu metabolicznego wiele czynnikdw odgrywa istotna rolg (hiperglikemia, hiperinsulinemia,
adipokiny wytwarzane przez tkanke thuszczowa, stan zapalny, wolne rodniki itp.).

Uzyty w pracy model myszy z wylaczonym genem RXRa w hepatocytach (hHRXRa. ko)
umozliwil zbadanie wplywu zaburzen metabolicznych w postaci podwyzszonego poziomu
cholesterolu oraz leptyny w surowicy krwi (przy braku pelnoobjawowej cukrzycy:
przy prawidtowym poziomie insuliny i wyzszej tolerancji glukozy u tych myszy) na angiogenezg.

W celu wyeksponowania parametréw zespolu metabolicznego myszy hRXRa ko
I kontrolne byly skarmiane pasza wysokottuszczowa przez 7 tygodni i dla kontroli pasza
standardowa. Podczas skarmiania zwierz¢ta byly wazone 1 mialy mierzone parametry
biochemiczne we krwi. W celu zbadania odpowiedzi angiogennej, w 6 tygodniu skarmiania
zwierzgta zostaty nastrzyknigte podskornie matrigelem zawierajacym bFGF [25nM] na okres 6
dni. Odpowiedz angiogenna byta oceniana w preparatach parafinowych matrigelu wybarwionych
immunohistochemicznie na obecno$¢ antygenu CD31. W komorkach, ktore wnikngly
do matrigelu zostata rowniez przeprowadzona analiza ekspresji genow.

Skarmianie dieta wysokotluszczowa wywotato wzrost poziomu cholesterolu i leptyny
w surowicy krwi oraz tendencje do obnizonej odpowiedzi angiogennej (liczba naczyn
ze swiattem w matrigelu) u myszy hRXRa ko. Analiza ekspresji genéw w matrigelu tych myszy
wykazata zahamowanie ekspresji genéw zwiazanych z angiogeneza, wzrost ekspresji genow
stymulujacych apoptoze, aktywacje ekspresji prozapalnych gendéw oraz wzrost ekspresji genow
kodujacych wstepne etapy adipogenezy.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze odpowiedz angiogenna u myszy hRXRa ko jest glownie
regulowana przez zaburzenia metabolizmu lipidow a nie proangiogenna leptyng. Stabsza
odpowiedz angiogenna moze wynika¢ z aktywacji apoptozy wywolanej lipotoksycznoscia

w komorkach bioracych udzial w neowaskularyzacji oraz z indukcji wzmozonej adipogenezy.

Stowa kluczowe: zespdot metaboliczny, angiogeneza, RXR, adipogeneza.
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12. STRESZCZENIE (j. angielski)

Metabolic syndrome complications beside type 2 diabetes include cardiovascular disease,
which could be caused by: vascular injury, endothelium disfunction and pathological
angiogenesis (hypertension, diabetic micro and macroangiopathy). Many factors play
an important role in angiogenic response associating metabolic syndrome disease (high glucose
and insulin level, adipokines secreted by adipose tissue, inflammatory state, free radicals
and etc.).

The model used in the study — mice with deletion of RXRa gene in hepatocytes
(hRXRa ko) made it possible to investigate the effect of metabolic disturbances - higher
cholesterol and leptin level in the blood (without diabetes development: normal insulin level
and improved glucose tolerance) on angiogenesis.

In order to expose metabolic syndrome parameters, hRXRa ko and wild type mice were
fed either high fat diet or control, standard diet for 7 weeks. During feeding mice were weighted
and biochemical parametres were measured in the blood. To estimate angiogenic response, in 6™
week of feeding, animals were subcutaneously injected with matrigel containing bFGF [25nM]
for 6 days. Angiogenic response was assumed in matrigel paraffin sections stained
immunohistochemically against CD31 antigen. In matrigel plug cells, gene expression was
also analysed.

High fat diet feeding resulted in higher cholesterol and leptin level in serum
and also in the tendency to decreased angiogenic response (number of vessels with lumen)
in hRXRa ko mice. Gene expression analysis in matrigel plugs from hRXRa ko mice showed
inhibition of genes related to angiogenesis as well as activation of: apoptosis inducers,
proinflammatory genes and genes connected with initial steps of adipogenesis.

Presented results suggest that angiogenic response in hRXRa ko mice is mainly regulated
by disturbances of lipid metabolism, but not by proangiogenic leptin. The reason of weaker
angiogenic response in these mice could be activation of apoptosis which is caused
on the one hand, by lipotoxicity in cells participating in neovascularisation and on the other hand,
by induction of adipogenesis.

Key words: metabolic syndrome, angiogenesis, RXR, adipogenesis.
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