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Wykaz skrotow i enzymow stosowanych w pracy

Wykaz skrétéw

PNN — przewlekta niewydolno$¢ nerek

WAT — biata tkanka ttuszczowa

VLDL — frakcja pre-B lipoprotein osocza

IDL — frakcja posrednia lipoprotein osocza

LDL — frakcja B lipoprotein osocza

HDL — frakcja o lipoprotein osocza

TG — triglicerydy, tréjacyloglicerole, triacyloglicerole

HTG — hipertriglicerydemia

CH — cholesterol

HCH — hipercholesterolemia

SREBP — sterol regulatory element binding protein (czynnik transkrypcyjny)
WKT — wolne kwasy tluszczowe

CoA —koenzym A

HMG-CoA — 3-hydroksy-3-metyloglutarylo koenzym A

acetylo-CoA — acetylo koenzym A

malonylo-CoA  — malonylo koenzym A

ATP — kwas adenozynotréjfosforowy

NADP* — fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (forma utleniona)
NADPH — fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (forma zredukowana)
PDGF — platelet derived growth factor

TGF- — transforming growth factor-f3

IGF-1 — insulin-like growth factor-1

ICAM-1 — inter-cell adhesion molecule-1

MCP-1 — monocyte chemoattractant protein- 1

TNF-a — tumor necrosis factor-o

Wykaz enzyméw
Dehydrogenaza 6-fosfoglukonianowa [2-oksydoreduktaza 6-fosfo-D-glukonian:NADP™ (dekarboksy-
lujaca)] - EC 1.1.1.44

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa [1-oksydoreduktaza D-glukozo 6-fosforan: NADP* (dekar-
boksylujaca)] - EC 1.1.1.49

Enzym jablczanowy [oksydoreduktaza L-jabtczan:NAD" (dekarboksylujaca szczawiooctan)] —
EC1.1.1.40

Karboksylaza acetylo-CoA [ligaza acetyloCoA:CO, (tworzaca ADP)] — EC 6.4.1.2

Liaza ATP-cytrynianowa [pro-3S-CH,COO™ — acetyloCoA liaza cytrynianowa (defosforylujaca
ATP)]-EC2.3.3.8

Reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutaryloCoA [oksydoreduktaza mewalonian:NADP* (CoA acylujaca)]
-EC1.1.1.34

Syntaza kwasoéw ttuszczowych — EC 2.3.1.85



1. WSTEP

Wysokie st¢zenie lipidéow w surowicy krwi jest jednym z najwazniejszych czynnikéw
ryzyka rozwoju choréb uktadu sercowo-naczyniowego. Od wielu lat, w sposéb nieprzerwany
prowadzi si¢ badania kliniczne i doswiadczalne majace na celu dogtebne poznanie przyczyn
hiperlipidemii, mozliwosci jej zapobiegania 1 leczenia. Wyniki dotychczas przeprowadzonych
badan pozwolily miedzy innymi wzglednie precyzyjnie opisa¢ przemiany, jakim w warun-
kach fizjologicznych podlegaja lipidy w organizmie ludzkim i ustali¢ zasady ich regulacji,
sprecyzowa¢ mechanizmy, w nastgpstwie ktérych ilosciowe i jakosciowe zaburzenia lipopro-
tein osocza przyczyniajq si¢ do rozwoju choréb uktadu sercowo-naczyniowego, okresli¢ nie-
zbg¢dne postgpowanie zapobiegawcze oraz wdrozy¢ skuteczne leczenie hipolipemizujace.
Niemniej, choroby uktadu sercowo-naczyniowego pochtaniaja rocznie na catym $wiecie mi-
liony ofiar, a to oznacza, ze dalsze badania nad hiperlipidemia, podobnie jak i nad innymi

czynnikami ryzyka rozwoju tych choréb sag niezbgdne [1].

Zaburzenia przemian lipidéw sa statym elementem obrazu klinicznego przewlektej nie-
wydolnos¢ nerek (PNN) [2,3,4]. Maja one charakter iloSciowy i jakosciowy, a ich skala i ro-
dzaj nie tyle sa zalezne od czynnika etiologicznego, ktéry doprowadzit do rozwoju tej choro-
by, ile od stopnia zaawansowania PNN (i/lub rodzaju ewentualnie prowadzonego leczenia
nerkozastepczego). Jest to bowiem zespot chorobowy, ktérego obraz kliniczny jest przede
wszystkim zdeterminowany postgpujacym spadkiem filtracji klebuszkowej oraz uposledze-
niem funkcji wydalniczej 1 wydzielniczej nerek. Obecnie potrafimy wskaza¢ najwazniejsza
przyczyng towarzyszacej] PNN niedokrwistosci (niedobor erytropoetyny), nadcisnienia tgtni-
czego (aktywacja uktadu RAA), zaburzen gospodarki wapniowo-fosforanowej (uposledzenie
wydalania fosforanéw, niedob6r aktywnej postaci witaminy Ds) i kwasowo-zasadowej (upo-
sledzone wydalanie jonu wodorowego). Potrafimy réwniez wdrozy¢ okreslone postepowanie,
ktére ma na celu skutecznie te zaburzenia skorygowac, spowolni¢ postgp choroby, poprawic¢
komfort zycia pacjentéw 1 ostatecznie wydtuzy¢ ich zycie. Badania nad hiperlipidemia towa-
rzyszaca przewlektej niewydolnosci nerek trwaja juz prawie 40 lat. W tym czasie poznalismy
niektére powody, dla ktérych si¢ ona rozwija i niektére mechanizmy, ktére leza u jej podtoza
[5]. Niemniej, biorac pod uwage skal¢ problemu w populacji 0os6b z PNN, jak i jego nastgp-

stwa, nasza wiedza w tym zakresie wydaje si¢ by¢ dalece niewystarczajaca.



Hipertriglicerydemia (HTG) jest obecna u ponad 70% pacjentéw z przewlekta niewydol-
noscia nerek, natomiast hipercholesterolemia (HCH) jest obecna u okoto 20% pacjentow z ta
choroba. Warto zaznaczy¢, ze stgzenie cholesterolu jest podwyzszone zwlaszcza u tych pa-
cjentow, u ktorych réwnoczesnie notuje si¢ bardzo wysokie st¢zenia triglicerydow. Stezenie
triglicerydow jest zwigkszone zar6wno we frakcji lipoprotein o bardzo niskiej gestosci
(VLDL), we frakcji posredniej (IDL), jak 1 we frakcji o gestosci niskiej (LDL). Stezenie cho-
lesterolu (CH) jest natomiast zwigkszone we frakcji VLDL i IDL, zwykle niezmienione we
frakcji LDL i zawsze obnizone we frakcji lipoprotein o wysokiej gestosci (HDL). Zmiany
ilosciowe dotycza takze apolipoprotein (Apo). W sposéb istotny obnizone jest stgzenie Apo-A |
i Apo-A II, natomiast wyraznie podwyzszone jest st¢zenie Apo-B 48, Apo-B 100 i Apo-C IIL
Stezenie Apo-C II zwykle nie rosnie, natomiast dane dotyczace stezenia Apo-E w osoczu pa-
cjentow z PNN sa czesto ze sobg sprzeczne. Nalezy wyraznie podkresli¢, iz o ile odsetek pa-
cjentow z PNN, u ktérych stwierdza si¢ HTG jest znacznie wyzszy, anizeli w populacji ogol-
nej, o tyle odsetek pacjentow z PNN, u ktérych obecna jest HCH jest zblizony do populacji
ogolnej. Niemniej, w tej grupie pacjentow stwierdza si¢ niekorzystne przesunigcia cholestero-
lu w obrgbie poszczegdlnych lipoprotein osocza. Pomimo prawidlowego st¢zenia cholesterolu
w surowicy, jego st¢zenie w VLDL wyraznie wzrasta, a w HDL ulega wyraznemu obnizeniu.
Nie jest wykluczonym, ze w populacji pacjentow z PNN wiasnie jakosciowe zmiany w obre-
bie lipoprotein osocza decyduja o skali i czasie rozwoju powiktan wynikajacych z towarzy-

szacych zaburzen gospodarki lipidowe;.

Podobnie jak w populacji ogélnej, hiperlipidemia obecna u pacjentéw z PNN jest zjawi-
skiem ze wszech miar niekorzystnym. Jest faktem udokumentowanym, iz nadmiar lipidow
w surowicy dziala nefrotoksycznie i sprzyja progresji toczacej si¢ choroby nerek. Istnieja
przynajmniej dwa dobrze poznane mechanizmy, w nastgpstwie ktdrych hiperlipidemia wywo-
tuje swoje niekorzystne dziatania w obrgbie nerek. Pierwszy polega na bezposrednim oddzia-
tywaniu krazacych lipidéw na komoérki i macierz mezangium, co prowadzi do ich rozplemu,
a nastgpnie niszczenia struktur klebuszka nerkowego. Jedng z pierwszych prac wskazujacych
na nefrotoksycznos¢ lipidéw opublikowal Moorhead w 1982 roku [6]. Uwazatl on, iz czastki
lipidéw uszkadzaja nie tylko kigbuszki, ale przede wszystkim prowadza do zmian cewkowo-
srddmiazszowych. Jego poglady znalazty potwierdzenie takze w pracach innych autoréw
[7,8]. Badania eksperymentalne dowiodly, ze lipoproteiny dodane do hodowli linii komérko-
wych mezangium prowadza do wzmozenia ich proliferacji, nadmiernej produkcji cytokin

(np. -2, PDGF, TGF-f, IGF-1), a takze wzrostu stgzenia czynnikéw stymulujacych migracje



monocytow (ICAM-1, MCP-1) [9,10]. W efekcie prowadzi to do rozwoju miejscowych pro-
cesow zapalnych, widknienia srodmiazszu, szkliwienia kigebuszkéw nerkowych 1 progresji
choroby. Drugi mechanizm jest zwiazany z nadmierng filtracja krazacych lipidow w obrgbie
ktebuszka nerkowego i co za tym idzie zwigkszong ich reabsorpcja przez komérki cewki bliz-
szej nefronu. W nastgpstwie tego procesu komorki te ulegajgq degradacji, uwalniajac cytokiny
(np. PDGF, TGF-B) o silnych wtasciwosciach chemotaktycznych dla fibroblastéw, ktére sa
odpowiedzialne za postgpujace widknienie srédmiazszu. Rozwazajac jednakze wpltyw hiper-
lipidemii na funkcj¢ nerek, nie mozna nie podkresli¢ faktu, iz w populacji ogdélnej obecnosé
zaburzen lipidowych jest powszechna, natomiast choroba nerek rozwija si¢ tylko u niekto-
rych. Przemawia to za konieczno$cia wspétistnienia jeszcze innych czynnikéw, niezbednych
do tego, aby wywotac i/lub nasili¢ zalezne od hiperlipidemii uszkodzenie nerek. Takim czyn-
nikiem moze by¢ na przyktad nadci$nienie t¢tnicze, jednak wydaje sig, ze efekt nefrotoksycz-
ny hiperlipidemii ujawnia si¢ przede wszystkim u 0s6b z istniejaca juz nefropatig 1 zaleznymi

od niej uwarunkowaniami (stres oksydacyjny, przewlekly stan zapalny) [11].

Najbardziej widocznym aspektem niekorzystnego oddzialywania zaburzen lipidowych
u pacjentéw z PNN jest ich wplyw na proces miazdzycy naczyn. Choroby uktadu sercowo-
naczyniowego sa bezsprzecznie gtéwna i podstawowa przyczyna zgondw pacjentéw z PNN,
1 to zaréwno tych leczonych zachowawczo, jak i tych leczonych nerkozastgpczo. W populacji
ogolnej jest podobnie, jednak u pacjentéw z PNN procesy te nabieraja gwattownego przyspie-
szenia 1 przebiegaja wielokrotnie szybciej. Dzieje si¢ tak, poniewaz u pacjentow z PNN obok
tzw. klasycznych czynnikéw ryzyka rozwoju choréb uktadu sercowo-naczyniowego (hiperli-
pidemia, nadci$nienie), wystepuje szereg czynnikow w istotnym stopniu zwigkszajacych to
ryzyko, a nie nalezacych do tej grupy. Takimi czynnikami sa migdzy innymi niedozywienie,
przewlekly stan zapalny, stres oksydacyjny, nieprawidlowe przemiany lipidéw i weglowoda-
néw [12]. Badania kliniczne dowodza, iz skuteczne leczenie hipolipemizujace (statyny, fibra-
ty) spowalnia postep zmian naczyniowych i poprawia rokowanie w tej grupie pacjentéw [13].
Ale korzystne efekty podawania np. statyn w tej grupie chorych nie musza wynika¢ li tylko
z obnizenia stgzenia cholesterolu i triglicerydéw, ale by¢ moze przede wszystkim z ich dzia-

tania plejotropowego, w tym zwlaszcza przeciwzapalnego.

Pochodzenie lipidow jest w organizmie ludzkim dwojakie. Saq one dostarczane z pokar-
mem lub syntetyzowane endogennie. W nastgpstwie przemian w przewodzie pokarmowym
triglicerydy, estry cholesterolu 1 fosfolipidy wraz z odpowiednimi apolipoproteinami (Apo-B 48,
Apo-A I, Apo-A II) tworza chylomikrony, ktore uktadem naczyn limfatycznych przedostaja si¢



do krwi. Tam, zawarte w chylomikronach triglicerydy podlegaja hydrolizie pod wptywem
lipazy lipoproteinowej (LPL), ktéra znajduje si¢ na powierzchni srédblonka naczyniowego.
Powstate ta droga kwasy ttuszczowe sa albo odktadane w tkance tluszczowej w postaci trigli-
cerydow albo zuzywane jako zrédto energii. Natomiast chylomikrony ulegaja przeksztatceniu
w chylomikrony resztkowe, ktére sa poprzez receptor LRP wychwytywane przez watrobe.
Zawarty w nich cholesterol moze by¢ wtaczony w przemiany cholesterolu endogennego, ma-

gazynowany w postaci estrow lub wydalany z Z6fcia.

Ponad potowa wewnatrzustrojowego cholesterolu jest syntetyzowana endogennie, a pro-
ces ten, cho¢ najintensywniej zachodzi w watrobie, skérze i jelitach, to teoretycznie moze
przebiega¢ w kazdym narzadzie. Gtéwnym substratem dla syntezy cholesterolu jest acetylo-
CoA, powstaly z pirogronianu (produkt glikolizy) i/lub degradacji kwaséw ttuszczowych.
Kluczowym etapem biosyntezy cholesterolu jest reakcja katalizowana przez reduktaze
3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (reduktaza HMG-CoA), w wyniku ktdrej powstaje kwas
mewalonowy. Liczne badania pokazuja, ze wlasnie na tym etapie skupiaja si¢ mechanizmy
regulujace szybkos¢ procesu cholesterologenezy. Czynniki, ktdre zwigkszaja lub zmniejszaja
aktywnos¢ reduktazy HMG-CoA, wptywaja jednoczesnie na aktywnos¢ catego procesu bio-
syntezy cholesterolu. Zsyntetyzowany ta droga cholesterol, w czg¢sci ulega wydaleniu z z6tcia
w formie wolnej lub w formie kwaséw tluszczowych, ktérych jest prekursorem, a w wigkszo-

$ci jest wbudowywany do czasteczek VLDL, z ktérymi dostaje si¢ do krwiobiegu.

Endogenna synteza triglicerydow zachodzi najintensywniej w watrobie 1 w tkance ttusz-
czowej, a podstawowym substratem dla ich syntezy jest glukoza, bedaca gtéwnym Zrédtem
acetyl-CoA. Liczne badania wskazuja, iz przede wszystkim aktywnos¢ dwéch enzyméw lipo-
gennych decyduje o szybkosci zachodzacej lipogenezy. Pierwszym jest karboksylaza acetylo-
CoA (ACC), posiadajaca dwie izoformy: ACC; obecng gtéwnie w tkankach lipogennych (wa-
troba, tkanka tluszczowa) oraz ACC, obecng gtéwnie w migsniu sercowym i migs$niach szkie-
letowych. Enzym ten katalizuje reakcj¢, w wyniku ktérej powstaja czasteczki malonylo-CoA,
wykorzystywane w kolejnym etapie lipogenezy do produkcji kwasu palmitynowego. Etap ten
jest katalizowany przez syntaz¢ kwasow tluszczowych (FAS), ktoéra jest drugim, kluczowym
enzymem lipogenezy, podlegajacym licznym mechanizmom regulacyjnym, determinujacym
szybkos¢ tego procesu. Zsyntetyzowane czasteczki kwasu palmitynowego ulegaja nastgpnie
procesowi elongacji, a powstalte ta droga kwasy tluszczowe sa wykorzystywane do syntezy

triglicerydéw 1 fosfolipidow.
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Powstate w wyniku biosyntezy triglicerydy i cholesterol razem z fosfolipidami i1 apolipo-
proteinami (Apo-B 100, Apo-E) tworza czasteczki VLDL 1 w tej postaci ulegaja sekrecji do
krwiobiegu. Cz¢s¢ VLDL jest wychwytywana bezposrednio przez receptory VLDL znajduja-
ce si¢ w tkankach obwodowych. Wigkszos¢ natomiast podlega dalszym przemianom. Zawarte
w VLDL triglicerydy sa degradowane pod wptywem LPL, a takze lipazy watrobowej (LH),
co prowadzi do przeksztatcania si¢ VLDL w IDL (zwane takze resztkowymi VLDL), a na-
stepnie LDL. Czasteczki LDL sa gléwnym nosnikiem cholesterolu do tkanek ,,docelowych”.
Ponad potowa krazacych LDL jest wychwytywana przez watrobg, a zawarty w nich choleste-
rol moze by¢ wilaczony w przemiany cholesterolu endogennego, magazynowany w postaci
estrow lub wydalany z Z6lcia. Pozostata czgs¢ krazacych LDL jest wychwytywana przez ko-
morki tkanek obwodowych posiadajacych receptory dla LDL (np. fibroblasty, miocyty). Za-
warty w nich cholesterol jest wykorzystywany m.in. jako sktadnik bton komérkowych. Jego
nadmiar jest natomiast transportowany zwrotnie do watroby jako sktadnik HDL. Sprawnos¢
tego procesu jest w znacznej mierze zalezna od aktywnosci acylotransferazy lecytyna-
cholesterol (LCAT), enzymu odpowiedzialnego za estryfikacj¢ wolnego cholesterolu. Niska
aktywnos¢ tego enzymu uniemozliwia prawidlowe dojrzewanie HDL 1 uposledza ich zwrotny

transfer do watroby.

Przemiany lipidéw w organizmie ludzkim podlegaja okreslonym procesom regulacji. Ist-
nieje szereg czynnikéw, ktére moga wptywac na ekspresje genéw kluczowych enzymoéw li-
pogenezy (ACC, FAS) i cholesterologenezy (reduktaza HMG-CoA), prowadzac do zmiany
aktywnosci tych proceséw w zaleznos$ci od potrzeb organizmu. Waznym mechanizmem regu-
lacji jest regulacja pokarmowa [14,15]. Gtodzenie obniza ekspresj¢ genu reduktazy HMG-
CoA, a takze ACC i FAS, prowadzac do spadku aktywnos$ci wymienionych enzymow i za-
hamowania procesu syntezy zaréwno cholesterolu, jak i triglicerydéw. Natomiast karmienie,
zwlaszcza dieta bogatowgglowodanowa wywotuje efekt przeciwny. Podobng rol¢ w tych pro-
cesach odgrywa regulacja hormonalna. Ekspresja genéw i aktywnos$¢ enzymatyczna kluczo-
wych enzyméw lipogenezy i cholesterologenezy rosnie pod wplywem dziatania insuliny
i hormondéw tarczycy, a obniza si¢ w nast¢gpstwie dziatania glukagonu, czy katecholamin
[14,16]. Poniewaz zaréwno regulacja pokarmowa, jak i regulacja hormonalna odbywaja si¢ na
poziomie transkrypcji genow, maja one przez to charakter dtugofalowy 1 adaptacyjny. Ale
wymienione wyzej czynniki hormonalne majq takze zdolno$¢ niemal natychmiastowego
wplywu na aktywnos¢ kluczowych enzymow biosyntezy cholesterolu i triglicerydow. Dzieje

si¢ tak, poniewaz ACC, podobnie jak i1 reduktaza HMG-CoA podlega tzw. regulacji szybkiej,
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krétkoterminowej, polegajacej na fosforylacji 1 defosforylacji czasteczki enzymu, a przez to
szybkiej zmianie jego aktywnosci [14,16]. Kinaza biatkowa aktywowana AMP (AMPK) pod
wplywem réznych czynnikéw (hormony, cytokiny, stany zapalne, wysitek fizyczny, stres)
katalizuje fosforylacj¢ enzymu, ktéry w tej formie jest nieaktywny. Defosforylacja enzymu
(aktywacja) wymaga hydrolitycznego odszczepienia fosforanu przy pomocy fosfataz fosfo-
proteinowych. Ponadto, aktywnos¢ kluczowych enzyméw syntezy triglicerydéw i cholestero-
lu podlega takze regulacji allosterycznej, w ktérej decydujaca role odgrywa stezenie niekto-
rych substratéw i produktéw zwigzanych z tymi procesami. I tak aktywnos$¢ reduktazy HMG-
CoA obniza si¢, gdy rosnie wewnatrzkomoérkowe stezenie mewalonianu. Natomiast aktyw-
nos¢ ACC ro$nie pod wptywem wyzszego stezenia cytrynianu, ktéry (podobnie jak fosforany)
promuje proces polimeryzacji struktury enzymu, a obniza ja natomiast wzrost wewnatrzko-
morkowego stezenia dlugotancuchowych kwaséw ttuszczowych, ktéry to destabilizuje proces

polimeryzacji czasteczki enzymu prowadzac do powstawania licznych protomeréw.

Jednak badania ostatnich lat pokazaty, ze podstawowa rol¢ w regulacji biosyntezy chole-
sterolu 1 triglicerydow odgrywaja specyficzne wewnatrzkomérkowe biatka — czynniki tran-
skrypcyjne, ktére kontroluja transkrypcje gendéw enzyméw zwiazanych z tymi procesami
[17]. Naleza one do rodziny biatek okreslanych mianem SREBP (z ang: sterol regulatory
element binding protein). Ich decydujaca rola w regulacji metabolizmu lipidéw wynika z ich
bezposredniego wptywu na ekspresje gendéw wielu enzymow zwigzanych z synteza choleste-
rolu, kwasow tluszczowych, triglicerydow i fosfolipidéw. Dotychczas zidentyfikowano trzy
gtéwne czynniki transkrypcyjne z tej grupy: SREBP-1a, SREBP-1c¢ oraz SREBP-2. Czynnik
SREBP-1a jest najbardziej aktywny biologicznie, jednakze ulega ekspresji gtéwnie w $le-
dzionie i jelicie (narzady o duzej zdolnosci proliferacyjnej komoérek) oraz w hodowlach linii
komérkowych. Natomiast SREBP-1c oraz SREBP-2 ulegaja ekspresji w wigkszosci tkanek
i narzadéow, a zwlaszcza w tkankach lipogennych, czyli watrobie i tkance tluszczowe;j.
Wszystkie czynniki transkrypcyjne nalezace do rodziny SREBP sa syntetyzowane w formie
nieaktywnych prekursoréw, ktdre sa $cisle zwiazane z blonami retikulum endoplazmatyczne-
go i ktérych regulacja odbywa si¢ zaréwno na etapie transkrypcji, jak i posttranslacyjnej mo-
dyfikacji. Regulacja ekspresji genéw SREBP-1 oraz SREBP-2 odbywa si¢ giéwnie poprzez
zmiany wewnatrzkomérkowego stezenia cholesterolu (w rzeczywistosci - zmiany stg¢zenia
oksysteroli, ktére sa produktami hydroksylacji cholesterolu). Niskie st¢zenie cholesterolu
w komoérce stymuluje syntez¢ ich nieaktywnych, mikrosomalnych prekursoréw, ktére bedac

zwigzanymi z biatkiem aktywujacym proteoliz¢ (SCAP — z ang. cleavage activating protein)
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sq transportowane do aparatu Golgiego. Tam odbywa si¢ posttranslacyjna modyfikacja. Biat-
ko SCAP aktywuje proces czesciowej, dwuetapowej proteolizy SREBP, katalizowanej przez
specyficzne proteazy (S1P i S2P), ktérego efektem jest petna aktywacja czynnikéw tran-
skrypcyjnych. W kolejnym etapie ulegaja one translokacji do jadra komérkowego, gdzie tacza
si¢ z okreslonymi sekwencjami DNA docelowych genéw, kontrolujac ich aktywnos¢ tran-
skrypcyjna. W przypadku SREBP-2 s3 to przede wszystkim geny kodujace enzymy choleste-
rologenne, w tym zwlaszcza reduktaz¢ HMG-CoA. Gdy w komorce jest wysokie stezenie
cholesterolu, to wéwczas zwigzane z SREBP biatko aktywujace proteolize (SCAP) tworzy
kompleks z innym biatkiem znajdujacym si¢ w btonie retikulum endoplazmatycznego zwa-
nym INSIG (z ang. insulin induced gene), co uniemozliwia translokacj¢ SREBP do aparatu
Golgiego 1 ich aktywacj¢. Mechanizm regulacji ekspresji genu SREBP-1 wyglada podobnie,
jednakze to insulina i glukagon, a nie stgzenie wewnatrzkomorkowego cholesterolu odgrywa-
ja tu role¢ decydujaca. Badania dowiodly, ze insulina powoduje wzrost ekspresji genu SREBP-
1, natomiast glukagon poprzez cAMP ekspresj¢ t¢ obniza. Shimomura i wsp. wykazali, ze
ilos¢ mRNA SREBP-1c w watrobie szczurOw wyraznie si¢ obniza po podaniu streptozocyny,
ktéra uniemozliwia sekrecj¢ insuliny 1 rosnie, gdy insuling podano ponownie. Przypuszcza
si¢, iz insulina kontroluje ekspresj¢ genu biatka INSIG i przez to wptywa na transkrypcje
1 aktywacje SREBP-1c, ktory w przeciwienstwie do SREBP-2, po translokacji do jadra ko-
moérkowego przytacza si¢ do sekwencji DNA kodujacych enzymy biorace udziat przede
wszystkim w syntezie kwaséw ttuszczowych 1 metabolizmie triglicerydéow (w tym liaza cy-
trynianowa ATP-zalezna, ACC, FAS, enzym jablczanowy, dehydrogenazy cyklu pentozowe-
go dostarczajace NADPH). Biorac pod uwagg istotna rolg, jaka insulina i glukagon odgrywaja
takze w szybkiej regulacji aktywnosci ACC w mechanizmie fosforylacji/defosforylacji, nie
sposob oprze¢ si¢ stwierdzeniu, ze rola tych dwoch hormonéw w regulacji metabolizmu lipi-

doéw jest olbrzymia.

Szczegdtowe badania nad etiopatogeneza hipertriglicerydemii towarzyszacej PNN prze-
biegajacej bez biatlkomoczu prowadzone sg od prawie 40 lat, kiedy to Bagdade i wsp. po raz
pierwszy opisali hipertriglicerydemi¢ i uznali ja za metaboliczna konsekwencj¢ choroby [18].
Powszechnie zaktada si¢, ze mozliwe sa trzy scenariusze zdarzen prowadzace do wzrostu ste-
zenia triglicerydéw we krwi pacjentéw z PNN. Moze to by¢ nastgpstwo wzmozonej ich bio-
syntezy, uposledzonej degradacji albo obu tych proceséw jednocze$nie. Przy obecnym stanie
wiedzy wydaje sig, iz oba te procesy rzeczywiscie ze sobg wspétistnieja. Nalezy jednak pod-

kresli¢, ze o ile dowody na teze, ze degradacja triglicerydow w PNN jest istotnie uposledzona
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byly zbierane latami mozna ja obecnie uzna¢ za dobrze udokumentowana, o tyle zakres prac
nad biosynteza trigliceryddow w PNN 1 jej rola w rozwoju HTG towarzyszacej tej chorobie
wydaje si¢ by¢ niewystarczajacy. Mozna nawet pokusi¢ si¢ o stwierdzenie, ze gltoszenie po-
gladoéw o istotnej roli jaka odgrywa lipogeneza w rozwoju HTG u pacjentéw z PNN jest co
najmniej kontrowersyjne. Jak juz wczesniej wspomniano, gtéwnymi enzymami odpowie-
dzialnymi za katabolizm triglicerydow sa LPL i LH. Juz ponad 20 lat temu stwierdzono ich
obnizong aktywnos¢ w surowicy pacjentéw z PNN, a w p6zniejszych latach wynik ten zostat
wielokrotnie potwierdzony i nie budzi obecnie najmniejszych watpliwosci. Co wigcej, aktyw-
nos¢ LPL jest obnizona réwniez w tkankach nielipogennych np. mig¢sniach, co oznacza, iz
wplyw PNN na aktywnos¢ LPL jest niespecyficzny. Istnieje nawet poglad, iz niska aktywnos¢
LPL w migsniach chorych z PNN jest czgsciowo odpowiedzialna za szybka meczliwos€ 1 ni-
ska tolerancj¢ wysitku tych pacjentéw, poniewaz zmniejszony jest dowéz gidéwnego zrédta
energetycznego dla miesni, czyli wolnych kwaséw ttuszczowych. Badania kliniczne 1 do-
swiadczalne dowiodly, ze istnieja dwa gtdwne powody niskiej aktywnosci LPL 1 LH w wa-
runkach PNN. Pierwszym jest obecnos¢ wysokiego st¢zenia czynnikéw hamujacych aktyw-
nos¢ LPL, a takze LH. Nalezy do nich migdzy innymi apolipoproteina Apo-C III, ktéra jest
powszechnie uznanym inhibitorem LPL. Jej st¢zenie w osoczu chorych z PNN jest wysokie
[3]. Wysoki jest rowniez stosunek Apo-C III/Apo-C II [3]. Innym inhibitorem aktywnosci
LPL oraz LH obecnym w osoczu chorych z PNN jest czasteczka sktadajaca si¢ w 97% z Apo-
A T (free Apo-A 1) i w 3% z fosfolipidéw. Jest to tzw. pref-HDL inhibitor i nalezy on do po-
zalipoproteinowej frakcji osocza [19]. Jednak podstawowym powodem niskiej aktywnosci
LPL i LH w warunkach PNN jest ich obnizona synteza. Badania do§wiadczalne potwierdzity
niska ekspresj¢ gendéw tych enzymoéw [20,21]. I najpewniej gtéwna tego przyczyna jest towa-
rzyszaca PNN wtérna nadczynno$¢ przytarczyc. Juz pod koniec lat 70-tych spostrzezono, ze
paratyreidektomia wykonana u zwierzat z nadczynnoscia przytarczyc czg¢sciowo normalizo-
wata towarzyszace jej zaburzenia lipidowe. Zaktadano wowczas, iz parathormon moze bezpo-
srednio redukowac syntez¢ LPL i LH, moze interferowac¢ z ich aktywatorami, moze oddzia-
tywac jako ich inhibitor i/lub stymulowac¢ synteze¢ tych inhibitorow. W kolejnych latach naj-
pierw wykazano, ze paratyreidektomia wykonana u zwierzat z PNN i wtérng nadczynnoscia
przytarczyc przywraca prawidtowg poheparynowa aktywnos¢ LPL [22], a potem dowiedzio-
no, ze zabieg taki przywraca takze prawidtowa ekspresj¢ genéw LPL [23] 1 LH [21], normali-
zujac jednoczesnie ich aktywnos¢. Ale co niezmiernie ciekawe, normalizacja aktywnosci LPL
1 LH nie normalizowata w pelni st¢zenia triglicerydéw. A to oznacza, ze musza istnie€ i1 inne

czynniki prowadzace do HTG. Takim czynnikiem moze by¢ obnizenie ekspresji genu receptora
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VLDL réwniez obserwowane w badaniach eksperymentalnych prowadzonych u zwierzat
z PNN [24]. Jest to o tyle prawdopodobne, ze w tym przypadku paratyreidektomia nie norma-

lizuje ekspresji genu tego receptora [24].

Jak juz wczesniej wspomniatem, zakres prac dotyczacych roli biosyntezy triglicerydow
w rozwoju HTG towarzyszacej PNN wydaje si¢ by¢ niewystarczajacy. W rzeczywistosci ba-
dania nad ta problematyka zostaly wstrzymane w 1978 roku, kiedy to Bagdade i wsp.
opublikowali rezultaty swoich doswiadczen, z ktérych wynikato, ze aktywnos¢ ACC
w watrobie szczuréw z PNN jest obnizona, a sekrecja triglicerydow z watroby nie jest
zwigkszona w poréwnaniu z grupa kontrolna [25]. Na tej podstawie postawiono teze, iz
proces biosyntezy triglicerydow nie przyczynia si¢ do rozwoju HTG obserwowanej
u pacjentéw z PNN. I chociaz wczesniej pojawity si¢ publikacje, w ktérych stawiano wnioski
odmienne, to jednak argumenty przedstawione w pracy Bagdade i wsp. okazaly si¢ trudne do
odparcia. W pracy doktorskiej, przedstawitem dane, ktére w czesci przywracaty zasadnosc
ponownego zajecia si¢ tym problemem. Z przeprowadzonych woéwczas doswiadczen
wynikalo, 1z aktywnos¢ wielu enzymoéw bioracych udziat w lipogenezie (liaza cytrynianowa
ATP-zalezna, enzym jablczanowy, dehydrogenazy cyklu pentozowego dostarczajace
NADPH) jest w watrobie i tkance ttuszczowej szczuréw z PNN podwyzszona. Nalezy jednak
podkresli¢, 1z w przytoczonej pracy nie oznaczatlem aktywnosci ACC, a aktywnos¢ FAS
i w watrobie i w tkance ttuszczowej, cho¢ wykazywata tendencje wzrostowa w grupie
zwierzat z PNN, to w poréwnaniu z grupa kontrolng obserwowana réznica nie osiagngta
wartosci statystycznie znamiennych. Niemniej, podjalem decyzj¢ o kontynuacji tych badan.
W niniejszej rozprawie habilitacyjnej przedstawiam cykl wilasnych publikacji, w ktérych
przedstawitem wyniki doswiadczen okreslajacych przede wszystkim ekspresje gendw
kluczowych enzyméw lipogennych (ACC, FAS) i cholesterologennych (reduktaza HMG-
CoA) zar6wno w watrobie, jak i tkance tluszczowej szczuréw z PNN oraz ekspresj¢ gendéw
czynnikow transkrypcyjnych (SREBP), kontrolujacych transkrypcj¢ genéw enzymoéw
zwigzanych z lipogeneza. Przedstawitem réwniez ekspresj¢ gendéw innych enzymoéw
bioracych udziat w tych procesach (liaza cytrynianowa ATP-zalezna, enzym jabtczanowy,
dehydrogenazy cyklu pentozowego). W badaniach prowadzonych in vivo poréwnatem
szybkos¢ sekrecji triglicerydow z watroby, a takze szybkos¢ cholesterologenezy w tym
narzadzie przebiegajacych u zwierzat z PNN i zwierzat kontrolnych. Dodatkowo okreslitem
rOwniez natg¢zenie przemian glukozy w tkance ttuszczowej szczuréw z PNN oznaczajac
miedzy innymi ekspresj¢ genu translokatora glukozy GLUT4. Wyniki tych doswiadczen
dowodza, iz w warunkach PNN przemiany glukozy ulegaja intensyfikacji, a biosynteza trigli-
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cerydow 1 cholesterolu jest zwigkszona, co niewatpliwie przyczynia si¢ do rozwoju HTG
1 HCH obserwowanej w tej chorobie. W dyskusji przedstawitem takze przypuszczalne powo-
dy, dla ktérych Bagdade i wsp. uzyskali wyniki, ktére w swej istocie nie koresponduja

z wynikami przedstawionymi przeze mnie.
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2. CELBADAN

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie roli, jaka odgrywa lipogeneza 1 choleste-
rologeneza w rozwoju hiperlipidemii towarzyszacej doswiadczalnej przewlektej niewydolno-
sci nerek ze szczegdlnym uwzglednieniem ekspresji gendw enzymow bioracych udziat w tych

procesach. Przed rozpoczgciem badan postawitem sobie nastgpujace pytania:

1. Czy w watrobie i tkance ttuszczowej szczuréw z przewlekla niewydolnoscia nerek

wzrasta ekspresja gendw enzymoOw lipogennych i cholesterologennych?

2. Czy w warunkach in vivo u szczuréw z przewlekta niewydolnoscia nerek wzrasta
szybkos¢ sekrecji triglicerydow z watroby 1 produkcji cholesterolu w watrobie oraz

szybkos¢ lipogenezy w tkance ttuszczowej?

3. Czy w tkance tluszczowej szczuréw z przewlekla niewydolnoscia nerek wzrasta eks-
presja genu czynnika transkrypcyjnego SREBP-1, jakie czynniki moga na t¢ ekspresj¢

wpltywac i jaka jest jego potencjalna rola w rozwoju hipertriglicerydemii?

4. Czy w adipocycie szczurOw z przewlekta niewydolnoscia nerek wzrasta ekspresja ge-
nu translokatora glukozy GLUTH4 i jaka jest aktywnos¢ przemian glukozy w tkance

ttuszczowej tych zwierzat?
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3.  WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

3.1. Ekspresja genu reduktazy HMG-CoA oraz szybkos$¢ zachodzacej
in vivo cholesterologenezy w watrobie szczuréw z przewlekla niewy-
dolnoscia nerek

W pracy nr 1 przedstawitlem wyniki dos§wiadczen dotyczacych przebiegu procesu biosyn-
tezy cholesterolu w watrobie szczuréw z przewlekla niewydolnoscia nerek (PNN). Badania
dotyczyly zaréwno ekspresji genu kluczowego dla tego procesu enzymu jakim jest reduktaza

HMG-CoA, jak 1 szybkosci in vivo zachodzacej w tym narzadzie cholesterologenezy. Wyniki

tych badan sg spdjne i jednoznaczne. Ekspresja genu reduktazy HMG-CoA (mierzona na po-

ziomie mRNA 1 aktywnosci enzymatycznej) jest w watrobie szczuréw z PNN wyraznie wyz-
sza w porOwnaniu z ekspresja tego genu w watrobie szczuréw grupy kontrolnej. Takze szyb-
kos¢ biosyntezy cholesterolu in vivo mierzona szybkoscia inkorporacji wody znakowanej try-
tem, okazala si¢ by¢ wyzsza w watrobie szczurOw z PNN, anizeli w grupie kontrolnej. Po-
twierdza to stuszno$¢ twierdzenia, ze cholesterologeneza przyczynia si¢ do rozwoju HCH
obserwowanej w tej chorobie. Jest to pierwsze opracowanie, w ktérym udato si¢ wykazac
zwigkszona ekspresje genu reduktazy HMG-CoA w niewydolnosci nerek i pierwsze, w kt6-
rym ocenie podlegalaby szybkos$¢ zachodzacej in vivo cholesterologenezy. Mozna natomiast
znalez¢ pojedyncze wczesniejsze publikacje, w ktorych w watrobie szczuréw z PNN ozna-
czano aktywnos¢ reduktazy HMG-CoA 1 w ktérych podjeto probe oceny ekspresji genu tego
enzymu. Po raz pierwszy tym problemem zaje¢li si¢ Heuck i wsp. W 1978 roku w pracy doty-
czacej hiperlipoproteinemii w doswiadczalnej, przewleklej niewydolnosci nerek wykazali
nieznaczny spadek aktywnosci tego enzymu w watrobie szczuréw z PNN [26]. Ale juz w pra-
cach z lat 90-tych uzyskano odmienne rezultaty. Z pracy Pandak'a i wsp. wynika, iz aktyw-
nos¢ tego kluczowego dla syntezy cholesterolu enzymu wzrosta, lecz nie towarzyszyt temu
wzrost poziomu mRNA tego enzymu [27]. Oznaczaloby to, ze enzym ten podlega pewnym,
istotnym mechanizmom regulacji na etapie posttranskrypcyjnym. Natomiast Liang i wsp.
opublikowali wyniki swoich doswiadczen, w ktérych nie obserwowali zmian ani w poziomie
mRNA, ani tez w aktywnosci reduktazy HMG-CoA [28]. Przedstawione wyniki badan innych
autorow dotyczace ekspresji genu reduktazy HMG-CoA 1 jej aktywnosci w watrobie szczu-

row z PNN sa w dominujacej czgsci sprzeczne z zaprezentowanymi przeze mnie w pracy nr 1.

Jednakze warto w tym miejscu podkresli¢, iz w warunkach PNN wykazaliSmy nie tylko

wzrost ekspresji genu reduktazy HMG-CoA, ale takze wzrost ekspresji gendw innych enzymoéw

bioracych udziat w cholesterologenezie, a ktérych zadaniem jest mi¢dzy innymi dostarczanie
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NADPH niezb¢dnego dla tego procesu (enzym jablczanowy, dehydrogenazy cyklu pentozo-
wego). Co wiecej, w kolejnych latach uzyskany przeze mnie wynik dotyczacy wzrostu eks-
presji genu reduktazy HMG-CoA w watrobie zostat kilkukrotnie potwierdzony, a Chmielew-
ski i wsp. dowiedli takze, iz zwiekszona ekspresja genu tego enzymu w watrobie wiaze si¢ ze
zwigkszong ekspresjq czynnika transkrypcyjnego SREBP-2 [29]. Jak wspomnialem we wste-
pie, SREBP-2 kontroluje transkrypcje genéw kodujacych syntez¢ enzymow bioracych udziat
w cholesterologenezie. Dlatego tez, na podstawie catosci dostgpnego materialu mozna jedno-
znacznie wnioskowac, iz proces biosyntezy cholesterolu jest w watrobie szczuréw z PNN

nasilony i przyczynia si¢ do HCH towarzyszacej tej chorobie.

Warto jednak w tym miejscu przypomnie¢, ze HCH wystepuje u prawie 100% szczuréw
z PNN, wobec jedynie 20% pacjentéw z ta chorobg. Pomimo, ze model szczurzy PNN jest
powszechnie akceptowany w badaniach nad etiopatogeneza zaburzen lipidowych, to jednak
zwlaszcza w aspekcie dotyczacym zaburzen metabolizmu cholesterolu, nie mozna sobie po-

zwoli¢ na proste przenoszenie wyptywajacych z tych badan wnioskéw do patologii ludzkie;j.

3.2. Ekspresja genoéw karboksylazy acetylo-CoA, syntazy kwasow
tluszczowych oraz innych enzymoéw bioracych udzial w syntezie
triglicerydow w watrobie i bialej tkance tluszczowej szczuréow
z przewlekla niewydolnoscia nerek. Badania in vivo: seKkrecja
triglicerydow z watroby oraz szybko$¢ lipogenezy w bialej tkance
tluszczowej

W pracach nr 2 — 6 przedstawilem wyniki do§wiadczen okreslajacych przebieg procesu
biosyntezy trigliceryddw w watrobie i biatej tkance ttuszczowej (WAT) szczuréw z PNN.

Badania dotyczyly ekspresji genéw kluczowych dla tego procesu enzymoéw jakimi sg FAS

1 ACC, sekrecji triglicerydéw z watroby oraz szybkosci procesu lipogenezy w WAT w wa-

runkach in vivo. Zataczony cykl publikacji jest jak dotychczas jedynym, w ktérym poddano

ocenie ekspresje genéw enzymdw bioracych udziat w lipogenezie w warunkach PNN. Wyniki
tych badan potwierdzaja wczesniej wysunigty tezg, iz produkcja triglicerydéw w watrobie
1w WAT jest u szczurow z PNN zwigkszona 1 najpewniej przyczynia si¢ w czg¢sci do obser-
wowanej w przebiegu tej choroby HTG. W badaniach nad aktywnoscia lipogenna WAT

w warunkach PNN dowiodtem, iz ekspresja genéw ACC 1 FAS (na poziomie mRNA, ilosci

biatka oraz aktywnos$ci enzymatycznej) jest zwigkszona i wzrost ten jest niezalezny od ilosci

spozytego pokarmu. W tych samych warunkach rosnie ekspresja genéw (na poziomie mRNA

1 aktywnosci enzymatycznej) innych enzymdéw bioracych istotny udziat w syntezie kwasow

ttuszczowych 1 trigliceryddw (liaza cytrynianowa ATP-zalezna, enzym jabiczanowy,
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dehydrogenazy cyklu pentozowego). Ponadto, szybkos¢ biosyntezy triglicerydow in vivo mie-
rzona szybkoscia inkorporacji wody znakowanej trytem, okazata si¢ by¢ wyzsza w WAT
szczuréw z PNN, anizeli w grupie kontrolnej. I co najwazniejsze, towarzyszyt temu takze
znaczny wzrost stezenia triglicerydow w surowicy badanych zwierzat. Przedstawione wyniki
pokazuja duza aktywnos¢ lipogenna WAT szczuréw z PNN. Ale zsyntetyzowane tam triglice-
rydy nie podlegaja sekrecji. Nie ma wigc dowodéw na to, ze zwigkszona aktywnos¢ lipogen-
na tej tkanki prowadzi do HTG. Istnieje jednak spdjny, a w warunkach PNN bardzo prawdo-
podobny mechanizm, w nastgpstwie ktérego nadmierna synteza triglicerydow w WAT moze
przyczynia¢ si¢ do rozwoju HTG. Stata nadprodukcja triglicerydéw w tkance ttuszczowe;j
powinna skutkowac otytoscia. Jednak, wraz z postgpem choroby masa ciata zwierzat z PNN
systematycznie si¢ zmniejsza, a w zaawansowanym stadium choroby ilos¢ ich tkanki ttusz-
czowej jest znikoma. Moze to oznaczac, ze w WAT szczuréw z PNN triglicerydy nie tylko sa
w nadmiarze produkowane, ale rownoczesnie podlegajq one intensywnej hydrolizie uwalnia-
jac do krwiobiegu znaczne ilosci wolnych kwasow ttuszczowych. Uwolnione z WAT kwasy
ttuszczowe moga by¢ nastgpnie wychwytywane przez watrobg i z pomini¢ciem zachodzacej
w tym narzadzie endogennej biosyntezy kwasow tluszczowych wykorzystywane do produkcji
triglicerydéw. To jednak tylko hipoteza, ktéra moze by¢ uzupetnieniem zaprezentowanych
wynikéw. Wyniki te bowiem pokazuja duza aktywnos¢ lipogenng WAT w PNN, ale nie do-
wodza, ze prowadzi ona do HTG. Udowodnienie tej hipotezy stanowi niewatpliwie ciekawy
kierunek dalszych badan nad przyczynami i mechanizmami zaburzonego metabolizmu lipi-

déw w niewydolnosci nerek.

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan w watrobie réwniez wskazuja na zwigk-
szong aktywnos¢ lipogenng tego narzadu w warunkach PNN. W zataczonych pracach dowio-
dlem zwigkszonej ekspresji gendw ACC (na poziomie mRNA i ilosci biatka) oraz FAS (na
poziomie mRNA, ilosci biatka i aktywnosci enzymatycznej) w watrobie szczuréw z tg choro-
ba. Dowiodlem réwniez zwigkszonej ekspresji gendw innych enzyméw bioracych udziat
w lipogenezie (liaza cytrynianowa ATP-zalezna, enzym jabtczanowy, dehydrogenazy cyklu
pentozowego). Tym wigkszym zaskoczeniem byt brak istotnego wzrostu aktywnosci enzyma-
tycznej ACC. Byl to wynik, ktéry trudno byto w racjonalny sposéb zinterpretowac, zwlasz-
cza, ze uzyskatem wiele dowodéw swiadczacych o zwigkszonej aktywnosci lipogennej 1 wa-
troby i tkanki tluszczowej u szczuréw z PNN. W warunkach tych notuje si¢ zwigkszona eks-
presje gendw (na poziomie mRNA, ilosci biatka 1 aktywnosci enzymatycznej) praktycznie

wszystkich enzymoéw zaangazowanych w proces lipogenezy 1 tylko w przypadku aktywnosci
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enzymatyczne] ACC w watrobie (ale juz nie w WAT) wynik okazuje si¢ by¢ negatywny.
W tym miejscu nalezy wspomnie¢, ze w zakresie pomiaru aktywnosci enzymatycznej ACC
w watrobie szczuréw z PNN wynik ten byl zbiezny z wynikiem uzyskanym przed laty przez
Bagdade i wsp. (autor ten nie badal ekspresji genu ACC w watrobie) [25]. Na podstawie
przeprowadzonych doswiadczen uznat on, iz biosynteza triglicerydéw w watrobie w PNN nie
jest zwigkszona i tym samym nie przyczynia si¢ ona do rozwoju HTG obserwowanej w prze-
biegu tej choroby. Wobec glegbokiego przekonania o nieprawdziwosci tej tezy, zmierzytem
szybkos¢ sekrecji triglicerydow z watroby w warunkach in vivo. I okazalo si¢, ze w poréwna-
niu z grupg zwierzat kontrolnych po zabiegu pozorowanym, sekrecja triglicerydéw z watroby
szczuréw z PNN jest znamiennie zwigkszona. Jak wyttumaczy¢ brak zmian w aktywnosci
enzymatycznej ACC, przy jednoczesnie zwigkszonej ekspresji genu tego enzymu (na pozio-
mie mRNA i ilo$ci biatka) i zwigkszonej sekrecji triglicerydéw z watroby? Oczywiscie teore-
tycznie mozna sobie wyobrazi¢, ze istnieje jakas, szeroko pojeta toksyna mocznicowa, ktora
wybiorczo hamuje aktywnos¢ ACC w watrobie. Mozna réwniez zalozy¢, ze zwigkszona se-
krecja triglicerydow z watroby to efekt ich nadprodukc;ji, ale z wykorzystaniem zwigkszonego
naptywu wolnych kwaséw ttuszczowych uwolnionych z tkanki thuszczowej. Jednak doglebna
analiza zebranego materialu i §wiadomos¢ mechanizméw regulacji ACC, sktonily mnie do
wysnucia innej hipotezy. Zaktadata ona, iz wbrew uzyskanym wynikom, w rzeczywistosci
aktywnos$¢ enzymatyczna ACC w watrobie wzrasta, jednak w trakcie przygotowywania eks-
traktow tkankowych do pomiaréw, enzym ten ulega czgsciowej proteolizie, co doprowadza
do spadku jego aktywnosci. Proces ten mogiby nastgpowaé pod wptywem niespecyficznych
proteaz, wysoce aktywnych w watrobie, a praktycznie nieaktywnych w WAT. Prawdziwosci
tej hipotezy dowiodtem w pracy nr 6. Wynika z niej, ze czg¢sciowa proteoliza ACC nie wyste-
puje jedynie w tych przypadkach, w ktérych do buforu dodano inhibitory proteaz, a otrzyma-
ny ekstrakt tkankowy zamrozono natychmiast po przygotowaniu. Mozna przypuszczaé, ze
z tych samych powodéw aktywnos$¢ ACC nie wzrosta w pracy Bagdade i wsp. Dopiero bada-
nia nad ekspresja genu ACC poddalty w watpliwos¢ uzyskany przez niego wynik i nakazaty
ponownie si¢ zastanowi¢ nad prawdziwoscia dokonanych pomiaréw aktywnosci enzymatycz-
nej ACC uzyskiwanych w watrobie. Po udanej prébie ustalenia przyczyn tej niespdjnosci,
mozemy z calq stanowczoscig podtrzymac tezg, ze biosynteza kwaséw tluszczowych 1 pro-
dukcja triglicerydow sa w watrobie szczuréw z PNN wzmozone 1 przyczyniajg si¢ w czgsci

do rozwoju HTG obserwowanej w przebiegu tej choroby.
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Tematem otwartym pozostaje kwestia, czy wnioski wyplywajace z obserwacji aktywnosci
biosyntezy kwasow ttuszczowych 1 produkcji triglicerydow dokonanych na modelu szczu-
rzym mozna przenie$¢ wprost do patologii ludzkiej. O ile istnieje raczej powszechna akcepta-
cja dla takiego postgpowania w przypadku badan nad aktywnoscia lipogenna watroby, o tyle
w przypadku aktywnosci lipogennej tkanki ttuszczowej postgpowanie takie wzbudza pewne
kontrowersje. Aktywnos¢ lipogenna tkanki ttuszczowej u szczura juz w warunkach fizjolo-
gicznych w sposob istotny wplywa na przemiany lipidow. Natomiast wedlug wielu badaczy,
aktywnos$¢ lipogenna tkanki ttuszczowej cztowieka w warunkach fizjologicznych nie odgry-
wa istotnej roli. Badania dowodza bardzo niskiej ekspresji genéw enzymoéw lipogennych
w tej tkance. To niewatpliwie moze by¢ efekt wywotany duzg iloscia ttuszczéw zawartych
w typowe] diecie spozywanej przez cztowieka. Jednak istnieja rowniez badania pokazujace,
ze w okreslonych stanach klinicznych aktywnos¢ lipogenna tkanki ttuszczowej u czlowieka
znaczaco wzrasta. Takim stanem jest wlasnie PNN. Berndt i wsp. wykazali nawet istnienie
znamiennej korelacji pomiedzy st¢zeniem kreatyniny, a ekspresja genu FAS w tkance tlusz-
czowe] [30]. Moze jest to spowodowane dieta bogata w weglowodany, ktdra zaleca si¢ pa-
cjentom z PNN. Moze jest to efekt stanu zapalnego, ktéry towarzyszy niewydolnosci nerek
i prolipogennego dziatania okreslonych cytokin (TNF-a, IL-6, PDGF, IGF-1). Niemniej, ak-
tywnos$¢ lipogenna tkanki ttuszczowej u cztowieka moze w niektdrych stanach istotnie wzra-

sta¢ 1 odgrywac taka sama role¢ w przemianach lipidow, jaka tkanka ta odgrywa u szczura.

3.3. Aktywno$¢ przemian glukozy w warunkach PNN na przykladzie
tkanki thuszczowej. Ekspresja genu translokatora glukozy GLUT4

W pracy nr 5 przedstawitem wyniki do§wiadczen okreslajacych aktywno$¢ przemian glu-
kozy w WAT szczuréw z PNN. Glukoza jest jednym z podstawowych zrédet acetylo-CoA,
gléwnego substratu biosyntezy kwasow ttuszczowych 1 produkcji triglicerydéow. W obliczu
udowodnionej nadprodukcji triglicerydow w tkankach lipogennych, mozna wiec byto takze
si¢ spodziewac intensyfikacji przemian glukozy w tych tkankach. Transport glukozy do ko-
morek 1 tkanek podlega Scistej regulacji, a biora w nim udzial specyficzne biatka translokato-
rowe zwane GLUT. Wychwyt glukozy w tkance tluszczowej, zwlaszcza insulinozalezny jest
kontrolowany przez isoform¢ GLUT4. Prezentowane przeze mnie badania dotyczyty ekspresji
genu translokatora GLUT4, wychwytu glukozy przez komorki tkanki tluszczowej oraz szyb-
kosci jej przemiany do CO, (badania in vitro). Wyniki tych badan potwierdzaja obserwacje
innych autoréw, ze przemiany glukozy w tkance ttuszczowej w warunkach PNN sg istotnie

nasilone. W opracowaniu potwierdzitem, ze zwigkszony jest zaréwno wychwyt glukozy przez
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komorki tkanki ttuszczowej, jak 1 jej przemiana do CO,. Co wigcej, ekspresja genu (na po-
ziomie mRNA) translokatora GLUT4 jest takze zwigkszona. Prezentowane wyniki badan nad
aktywnoscia przemian glukozy w warunkach PNN stanowia uzupelnienie dotychczasowych

badan nad przyczynami hiperlipidemii w PNN.

3.4. Czynniki odpowiedzialne za zwigkszonga aktywnos$¢ lipogenng

i cholesterologenna w watrobie i tkance tluszczowej szczurow

z przewlekla niewydolnoscia nerek. Ekspresja genu czynnika tran-
skrypcyjnego SREBP-1

W kazdej z zalaczonych publikacji staratem si¢ wskaza¢ gtéwne czynniki, ktére mogtyby

by¢ odpowiedzialne za uzyskane wyniki. Jest oczywistym, ze zwigkszona aktywnos¢ lipo-

genna i cholesterologenna watroby i tkanki ttuszczowej prowadzaca do hiperlipidemii w PNN

nie jest efektem dziatania pojedynczego czynnika. Tych czynnikéw jest wiele, czgsto wza-

jemnie na siebie oddzialywujacych. Zmieniaja one metabolizm lipidéw wptywajac zardwno

na ich syntezg, jak i ich degradacje.

Jak juz wspomniatem we wstegpie, podstawowa rol¢ w regulacji proceséw biosyntezy tri-
glicerydéw i cholesterolu odgrywaja specyficzne wewnatrzkomérkowe biatka — czynniki
transkrypcyjne (SREBP), ktore kontroluja transkrypcje¢ genéw enzymow zwiagzanych z tymi
procesami [17]. Maja one bezposredni wptyw na ekspresj¢ gendw wielu enzymoéw zwiaza-
nych z syntezg cholesterolu, kwaséw ttuszczowych, triglicerydéw i fosfolipidéow. W pracy nr
5 przedstawilem wynik badan nad ekspresja genu czynnika transkrypcyjnego SREBP-1
w tkance tluszczowej szczuréw z PNN. Jest to pierwsze opracowanie, w ktérym oceniono
aktywnos¢ transkrypcyjng genu SREBP-1. Ekspresja tego genu (na poziomie mRNA 1 ilosci
biatka) jest zwigkszona w WAT szczuréw z PNN. Jest to najpewniej gtéwny powdd zwigk-
szonej ekspresji genéw zaréwno kluczowych (ACC, FAS), jak 1 pomocniczych (liaza cytry-
nianowa ATP-zalezna, enzym jabtczanowy, dehydrogenazy cyklu pentozowego) enzymoéw
bioracych udziat w biosyntezie kwasow ttuszczowych 1 produkcji triglicerydow. Co wigcej,
dowiedziono niedawno, ze rowniez aktywnos¢ transkrypcyjna genu SREBP-2 jest zwigkszona
w watrobie szczuréw z PNN [29]. To z kolei moze by¢ podstawowy powdd zwigkszonej eks-
presji kontrolowanych przez ten czynnik genéw kodujacych enzymy cholesterologenne,
w tym reduktazy HMG-CoA. W ten sposob uzyskane wyniki wskazuja przyczyny i w pelni
uzasadniaja obserwowang zwigkszong aktywnos¢ lipogenna i cholesterologenng w PNN. Nie
wiemy, co jest czynnikiem wywolujacym nadprodukcj¢ SREBP. Moze by¢ nim insulina. Jest

to hormon, ktérego ste¢zenie w warunkach PNN jest podwyzszone. Dowiedziono, Ze insulina
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zwigksza ekspresj¢ gendw enzymow lipogennych [31] 1 cholesterologennych [32], nasilajac
biosynteze kwasow tluszczowych oraz cholesterolu. Moze to by¢ spowodowane zwigkszong
syntezag SREBP. Istnieja publikacje dowodzace, ze insulina zwigksza ekspresj¢ genu SREBP-
Ic w watrobie [33,34]. Ale istnieja rOwniez opracowania, w ktérych wykazano, ze stymulacja
ekspresji genu FAS w adipocytach wywotana insuling nie wiaze si¢ ze wzrostem ekspresji
gendw czynnikéw transkrypcyjnych [35]. Niezaleznie jednak od tego, czy insulina zwigksza
aktywnos¢ lipogenna i cholesterologenng watroby i tkanki ttuszczowej poprzez biatka
SREBP, czy tez w innym mechanizmie, jej potencjalna rola w rozwoju hiperlipidemii towa-

rzyszacej PNN nie moze zosta¢ niedostrzezona.

Nie tylko insulina moze zwigksza¢ ekspresje genu SREBP i poprzez ten mechanizm nasi-
la¢ aktywnos¢ lipogenezy i cholesterologenezy w PNN. Podobnie oddziatywuja i inne hor-
mony (androgeny, progesteron) [36,37], a nawet dieta bogatoweglowodanowa [34]. Szcze-
g6lng uwage nalezy jednak zwrdci¢ na mozliwy wpltyw mediatorow stanu zapalnego i cyto-
kin. PNN jest zespotem chorobowym, w ktérym utrzymuje si¢ przewlekly stan zapalny
z udokumentowanym wzrostem st¢zenia wielu substancji o udowodnionym, prozapalnym
efekcie dziatania [38,39]. Wykazano, ze w osoczu pacjentow z PNN utrzymuje si¢ podwyz-
szone stezenie miedzy innymi TNF-a, czy IL-6 [38,39]. Faktem juz powszechnie uznanym
jest, ze ten utrzymujacy si¢ przewlekle stan zapalny sprzyja zaburzeniom funkcji srodbtonka
naczyniowego 1 jest czynnikiem wspdétodpowiedzialnym za wysoka $miertelnos¢ z powodu
choréb ukfadu sercowo-naczyniowego obserwowana w populacji os6b z PNN [12,38]. Ale
ten sam stan zapalny moze réwniez przyczynia¢ i/lub poglebia¢ obserwowane w przebiegu
PNN zaburzenia metabolizmu lipidéw. Zmienia on mi¢dzy innymi struktur¢ 1 funkcj¢ HDL
ostabiajac ich przeciwzapalne i przeciwmiazdzycowe wtasciwosci [12]. Istnieja takze raporty
dowodzace zwigkszonej syntezy czynnikéw transkrypcyjnych SREBP pod wptywem TNF-q,
IL-6, PDGF, IGF-1 - cytokin o wyraznie prozapalnym efekcie dziatania [40-43]. Jest prawdo-
podobnym, ze w tym mechanizmie cytokiny moga zmienia¢ ekspresje genéw enzyméw lipo-
gennych i/lub cholesterologennych i w ten sposéb przyczyniaé si¢ do rozwoju hiperlipidemii

w PNN.

Nie mozna takze wykluczy¢, ze zwigkszona endogenna synteza kwaséw tluszczowych to
efekt kompensacyjny, majacy stuzy¢ zwigkszonej produkcji TG i powstrzymaniu postgpuja-
cego spadku masy tkanki tluszczowej. W ten spos6b tkanka tluszczowa mogtaby reagowac na
niedostateczny naplyw do adipocyta gotowych kwaséw ttuszczowych dostarczonych wraz

z pokarmem lub zsyntetyzowanych w watrobie. Powodem niedostatecznego naptywu kwasow
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ttuszczowych do adipocyta jest udokumentowana niska aktywnos¢ LPL 1 wynikajaca z tego
uposledzona hydroliza triglicerydow zawartych w lipoproteinach osocza. Taki mechanizm
zostal udowodniony w badaniach doswiadczalnych, przeprowadzonych na myszach pozba-
wionych genu LPL w tkance ttuszczowej [44]. Pierwotny niedob6r LPL wywotal hiperinsuli-
nemi¢ i zwigkszony wychwyt glukozy przez adipocyty, zwigkszong ekspresj¢ genéw kluczo-
wych (ACC, FAS) i pomocniczych (liaza cytrynianowa ATP-zalezna, enzym jabtczanowy,
dehydrogenazy cyklu pentozowego) enzymoéw lipogennych oraz zwigkszong biosyntezg kwa-
sow tluszczowych. W procesach tych posredniczyty czynniki transkrypcyjne (SREBP-1), kt6-
rych ekspresja genu w tkance tluszczowej byta réwniez zwigkszona. I co najwazniejsze,
u wszystkich badanych zwierzat obserwowano HTG. Nie ulega watpliwosci, ze obraz zabu-
rzen metabolicznych obecnych u myszy pozbawionych LPL jest praktycznie identyczny z o-
brazem typowym dla PNN [44]. Ta uderzajaca zbiezno$¢ nakazuje przynajmniej rozwazyc¢
hipoteze zaktadajaca, iz pierwotna przyczyng zaburzen metabolizmu weglowodandw 1 lipi-
dow w PNN jest niedob6r LPL, ktory uruchamia pewien ciag zdarzen prowadzacych w efek-
cie do hiperlipidemii. Warto jednak przypomnie¢, ze gltéwna przyczyna niedoboru LPL
w PNN jest towarzyszaca tej chorobie nadczynnos¢ przytarczyc, a paratyreidektomia, choc
normalizowatla ekspresj¢ genu i aktywnos¢ LPL (i LH) to nie normalizowata w pelni stezenia
triglicerydéw [23]. Przytoczona hipoteza jest niewatpliwie wyjatkowo interesujaca, ale 1 ona

nie wyjasnia w petni przyczyn hiperlipidemii zwiazanej z PNN.

W pracach dotyczacych zaburzen lipidowych w PNN, a opublikowanych w ostatnich la-
tach wymienia si¢ i inne czynniki, ktére moga, a czg¢sto i maja udokumentowany wplyw na
metabolizm lipidéw, jednak ich ewentualna rola w rozwoju hiperlipidemii towarzyszace;j
PNN nie zostata precyzyjnie ustalona. Takim czynnikiem jest np. leptyna. Dowiedziono jej
hamujacego wptywu na ekspresj¢ genu FAS i ACC poprzez modyfikacj¢ ekspresji genu
SREBP-1 w tkance ttuszczowej [45,46], jak i wykazano, Ze jej brak prowadzi do zwigkszone;j
syntezy triglicerydéow w watrobie [47]. Prowadzone przez nas badania pokazaly, ze ekspresja
genu leptyny (na poziomie mRNA) w WAT szczuréw z PNN jest wyraznie obnizona [48].
Wiyniki takie moga sugerowac jej potencjalny wplyw takze na rozwdj HTG w tej chorobie,
cho¢ jednoznacznych dowodéw na istnienie takiego zwiazku nie ma. Inna grupa zwiazkéw,
ktorych stezenie jest w PNN podwyzszone 1 jednoczesnie mogacych potencjalnie zwigkszaé
aktywnos¢ lipogenezy sa poliaminy (spermina, spermidyna). Istnieja doniesienia, ze poliami-
ny zwigkszaja syntezg¢ triglicerydow aktywujac niektére enzymy biorace udzial w lipogenezie

[49]. Jednak takze 1 w tym przypadku nie mamy dowodow, ze zwiazki te majg bezposredni
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wplyw na rozwoj zaburzen lipidowych w PNN. Zreszta zwigzkow bioracych czynny udziat
w przemianach lipidowych jest na pewno znacznie wigcej. W kolejnych latach zostanag naj-
pewniej odkryte nowe, ktére by¢ moze pozwolg nam jeszcze bardziej precyzyjnie okresli¢

przyczyny i mechanizmy prowadzace do hiperlipidemii towarzyszacej PNN.

W pracy nr 7 przedstawilem przyktad interesujacego zagadnienia, ktére pojawito sig¢
w trakcie badan nad mechanizmami prowadzacymi do hiperlipidemii w PNN. Z analizy tej
pracy wynika, ze zwigkszona aktywnos¢ czynnikéw transkrypcyjnych moze skutkowa¢ miej-
scowym wzrostem biosyntezy lipidéw, bez istotnego zwigkszania ich st¢zenia w surowicy.
W efekcie, produkowane w nadmiarze lipidy odktadajq si¢ w tkankach i narzadach prowadzac
do ich destrukcji. Takie zjawisko zostalo zaobserwowane i udokumentowane w nerkach. Za-
rowno w przypadku eksperymentalnie wywotanej cukrzycy, jak i otylosci wykazano zwiek-
szong ekspresj¢ genéw czynnikéw transkrypcyjnych w nerkach i bedace tego nastepstwem
zwigkszone odktadanie si¢ w tych narzadach nadmiernie produkowanych lipidow. W nerkach
rozwijaty si¢ zmiany typowe dla nefropatii cukrzycowej, czy tez zespotu metabolicznego,
pomimo, ze nie obserwowano jawnej hiperlipidemii. Podobne zmiany zaobserwowano takze
w przypadku nefropatii zwiazanej z procesem starzenia si¢. Ekspresja genéw czynnikow tran-
skrypcyjnych w nerkach zwigkszata si¢ wraz z wiekiem badanych zwierzat. Towarzyszyta
temu lokalna nadprodukcja 1 odktadanie si¢ lipidow, prowadzace do stwardnienia i szkliwie-
nia ktgbuszkéw nerkowych. Jest to niewatpliwie zjawisko intrygujace, ktére odstania niezna-
ne dotad aspekty zaburzonego metabolizmu lipidéw w przebiegu PNN i ktére wyznacza nowe

kierunki prowadzenia badan klinicznych i eksperymentalnych.

Przedstawione przeze mnie wyniki badan dostarczaja dowodéw potwierdzajacych tezg
o czynnym udziale lipogenezy i cholesterologenezy w rozwoju hiperlipidemii towarzyszacej
PNN. W Zadnym stopniu nie umniejszaja one dobrze udokumentowanej roli, jaka w tym pro-
cesie odgrywa uposledzona degradacja lipidéw. Dowodza one jedynie, iz zwigkszona biosyn-
teza lipidow jest rowniez czgscia tego procesu. Rownoczesnie pozwalajg one dostrzec nowe
kierunki prowadzenia badan nad zaburzeniami gospodarki lipidowej w warunkach PNN.
Niewatpliwie precyzyjnego wyjasnienia wymaga rola, jaka w powstawaniu hiperlipidemii
odgrywa zwigkszona aktywno$¢ lipogenna tkanki ttuszczowej. Réwnie interesujagcym jest
szczegblowe poznanie mechanizmoéw, w nastgpstwie ktérych zwigkszona aktywnos¢ czynni-
kéw transkrypeyjnych przyczynia si¢ do progresji niewydolnosci nerek. Oba te zagadnienia
beda stanowilty gtéwne tematy dalszych badan prowadzonych w naszym osrodku w najbliz-

szych latach.
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4.

1.

WNIOSKI

Biosynteza cholesterolu jest w watrobie szczuréw z PNN zwigkszona 1 przyczynia si¢ do
rozwoju hipercholesterolemii, ktéra towarzyszy tej chorobie. Swiadczy o tym zwigkszona
ekspresja genow kluczowych (reduktaza HMG-CoA), jak 1 pomocniczych (enzym jabt-
czanowy, dehydrogenazy cyklu pentozowego) enzyméw cholesterologennych oraz zwigk-

szona szybkos¢ cholesterologenezy w watrobie w warunkach in vivo.

Hipertriglicerydemia obecna u szczuréw z PNN jest nie tylko efektem uposledzonej de-
gradacji triglicerydéw, ale takze zwigkszonej ich biosyntezy. Dowodzi tego zwigkszona
ekspresja gendw kluczowych (karboksylaza acetylo-CoA, syntaza kwaséw tluszczowych),
jak 1 pomocniczych (liaza cytrynianowa ATP-zalezna, enzym jabtczanowy, dehydrogena-
zy cyklu pentozowego) enzyméw lipogennych, zwigkszona sekrecja triglicerydéw z wa-

troby oraz zwigkszona szybkos¢ lipogenezy w tkance ttuszczowej w warunkach in vivo.

W rozwoju hiperlipidemii towarzyszacej PNN posrednicza czynniki transkrypcyjne z ro-
dziny SREBP. Wskazuje na to zwigkszona ekspresja genu SREBP-1 w tkance tluszczo-

wej, a takze zwigkszona ekspresja genu SREBP-2 w watrobie szczuréw z ta choroba.

Hiperlipidemii obecnej w PNN towarzyszy zwigkszona aktywnos¢ przemian glukozy
w tkance ttuszczowej. Przemawia za tym zwigkszona ekspresja genu translokatora gluko-
zy GLUT-4, zwigkszony wychwyt glukozy przez adipocyty oraz zwigkszona szybkos¢ jej
przemiany do CO,.
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