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STRESZCZENIE

Obecnie na calym $wiecie, rowniez 1 w Polsce, odnotowuje si¢ ciggly wzrost liczby
ludzi starszych, czyli po 65 roku zycia oraz ludzi z chorobliwg nadwagg. Otytos¢ u ludzi,
takze w podesztym wieku, stala si¢ jedng z gldwnych przyczyn przedwczesnej
$miertelnosci na podlozu choréb sercowo-naczyniowych, cukrzycy i innych zaburzen
zespolu metabolicznego (Unger 1 wsp. 2010). W zwigzku z tym, obecnie trwaja
intensywnie poszukiwania najskuteczniejszych metod jej leczenia. Dotychczas najlepszym
sposobem terapii otytosci u ludzi jest regularny wysitek fizyczny, wilasciwa dieta oraz
stosowanie krotkotrwatych glodowek lub tzw. diet nisko- lub bardzo niskokalorycznych w
celu szybkiej redukcji masy ciala i niwelacji objawdw zespolu metabolicznego (Tsai i
Wadden 2006; Gugliucci 1 wsp. 2009). Tymczasem brak jest podstawowych danych
dotyczacych wptywu krétkotrwatej diety restrykcyjnej, czy glodzenia 1 ponownego
karmienia dietg petng, na metabolizm mig$nia sercowego i migéni szkieletowych u starych
osobnikow. Z tego wzgledu, celem pracy byla doswiadczalna weryfikacja wplywu
wymienionych powyzej technik zywieniowych na migsien sercowy oraz trzy typy miesni
szkieletowych (mieszany, biaty i czerwony), w kontek$cie zmian ekspresji sirtuin w
eksperymencie na szczurach, ktory moglby stanowi¢ odpowiednik zmian, jakie zachodza u
ludzi.

Doswiadczenia zywieniowe przeprowadzono na miodych - dojrzatych (4-5
miesigcy, n= 118) oraz starych szczurach (23-25 miesiecy, n= 105) rasy Wistar-Han,
hodowanych w Trdjmiejskiej Akademickiej Zwierzetarni Doswiadczalnej, w otoczeniu
wolnym od swoistych patogendw (specific pathogen-free). Szczury z obu grup wiekowych
poddano 30-dniowej diecie restrykcyjnej (grupa KDR) z ograniczeniem ilo$ci spozywane;j
paszy do 60% dziennego spozycia szczurdw kontrolnych (grupa K) (karmionych ad
libitum-bez ograniczen) lub gltodzeniu przez dwie doby (grupa G). Po zakonczeniu KDR
lub dwudobowym glodzeniu czgs$¢ zwierzat usypiano i pobierano material, za§ pozostatym
podawano pokarm ad libitum przez okres 2, 4 lub 6 dni (refeeding, odpowiednio grupy
KDR+2/4/6 1 R2/4/6). Szczury karmiono standardowa wysterylizowang paszg Labofeed H,
ktora zawierata 52% weglowodanoéw, 11% tluszezu oraz 37% biatka. Od znieczulonych
zwierzat pobierano surowice krwi, serce, migsien szkieletowy mieszany, wycinany w
okolicy m. bocznego uda (MSM), migsien prostownik palcow (glikolityczny migsien biaty,

EDL, m. extensor digitorum longus) oraz migsien plaszczkowaty tydki (oksydacyjny



migsien czerwony, SOL, m. soleus). Wszystkie probki miesni natychmiast zamrazano w
ciektym azocie 1 przechowywano w -80°C. Dodatkowo, od losowo wybranego szczura
mtodego 1 starego z grup K, KDR, KDR+2/4/6, pobrano koniuszek serca, ktory utrwalono
w formalinie do badan histologicznych. Na przeprowadzenie do§wiadczen uzyskano zgode
lokalnej komisji bioetyczne;.

W uzyskanym materiale dokonano pomiaru: a) poziomu mRNA sirtuin 1, 3 1 7 oraz
gendw czynnikow regulujacych metabolizm energetyczny (Pgc-1a, Ppar-f/0), transportera
kwasow thuszczowych (Cpt-I) 1 transportera glukozy 4 (Glut4) w sercu i mig$niach
szkieletowych mtodych 1 starych szczurow, metodg RT-qPCR; b) wzglednego poziomu
biatka sirtuiny 3 1 7 w sercu i mi¢$niach szkieletowych szczurow z obu grup wiekowych,
metoda Western blotting; c) aktywnos$ci palmitoilotransferazy karnitynowej I, CPT-I (EC
2.3.1.21) w pobranych mig$niach, metoda spektrofotometryczna; d) stezen podstawowych
metabolitow w surowicy krwi (glukozy, wolnych kwasow tluszczowych, triacyligliceroli,
cholesterolu, cholesterolu-HDL, mocznika, biatka catkowitego, albumin) za pomoca
standardowych testow diagnostycznych oraz e) st¢zenia insuliny i leptyny w surowicy krwi
szczuréw z obu grup wiekowych, za pomocg testu ELISA. Ponadto wykonano preparaty
histologiczne z koniuszkéw serca mtodych i starych szczurdéw, ktére wybarwiono metoda
Massona-Goldnera w celu okreslenia stopnia zwtoknienia serca.

Przeprowadzone badania dostarczyty oryginalnych wynikow w czeséci dotyczacej
ekspresji sirtuin w sercu i migs$niach szkieletowych oraz ekspresji gendw niektorych
czynnikdbw  regulujacych  metabolizm  energetyczny w  zatozonych  modelach
doswiadczalnych.

Pod wpltywem starzenia ekspresja genu Sirt/ wzrasta w sercach i mieszanym
migéniu szkieletowym starych szczurow. Wykazano, ze manipulacje pokarmowe w
odmienny sposob wptywaja na ekspresje genu Sirt/ w mig$niu sercowym i szkieletowym
mtodych 1 starych szczuréw. U 5-miesigcznych zwierzat glodzenie nie wpltywa na
ekspresje genu Sirt/ w sercu, ale obniza ja w ich mig¢éniu szkieletowym. U dwuletnich
szczurow dwudniowe glodzenie obniza ekspresj¢ Sirt/ w obu badanych migsniach. Pod
wplywem KDR ekspresja genu Sirt/ obniza si¢ w sercu, rosnie w MSM 1 nie ulega
zmianom w miesniach SOL i EDL mtodych szczurow. W trakcie KDR pomimo
podwyzszonej ekspresji genu Sirt/ w sercu oraz migsniach szkieletowych starych
szczuréw, poziom mRNA regulatorow metabolizmu energetycznego nie ulegt istotnym
zmianom w badanych tkankach, by¢ moze w wyniku obnizonej aktywnosci SIRTI.

Dodatkowo, uzyskane wyniki sugeruja, ze zmiany ekspresji genu Sirt/ w trakcie KDR s3
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zalezne od kompozycji wiokien danego mig$nia. Zmiany poziomu mRNA Sirt/ zdajg si¢
by¢ szczegdlnie widoczne w trakcie manipulacji pokarmowych w migéniu EDL (z
przewaga wlokien glikolitycznych) starych szczurdéw.

Ekspresja Sirt3 jest migsniowo-specyficzna i podatna na manipulacje dietetyczne
szczuréw z obu grup wiekowych. Pod wplywem dwudniowego glodzenia ekspresja genu
Sirt3 wzrosta w sercu mtodych, ale nie zmienita si¢ u starych szczurow. Z kolei w mig$niu
szkieletowym poziom mRNA Sirt3 ulegt obnizeniu u szczurdw z obu grup wiekowych,
cho¢ u dwuletnich zwierzat uzyskane wyniki nie byly istotne statystycznie. W mig$niach
szkieletowych szczurow, wiek moze mie¢ wptyw na ekspresj¢ Sirt3, jednak w warunkach
48-godzinnego glodzenia ekspresja sirtuiny 3 zmienia si¢ niezaleznie od wieku,
prawdopodobnie bioragc udzial w procesach adaptacyjnych migsni do warunkéw glodzenia.

W przeciwienstwie do glodzenia krotkotrwata dieta restrykcyjna podwyzszyla
ekspresj¢ genu Sirt3 w sercach mtodych 1 starych szczurow. W mig$niach szkieletowych
nie wywotata istotnych zmian w poziomie mRNA Sirz3 u miodych szczurow. Natomiast u
starych zwierzat KDR obnizyta ekspresj¢ Sirt3 w migéniu SOL, ale nie zmienila jej w
mig¢$niach EDL i MSM.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze ekspresja Sirt7 wydaje si¢ by¢ migsniowo-
specyficzna i podatna na manipulacje zywieniowe. Gtodzenie obniza ekspresje genu Sirt7,
natomiast 30-dniowa dieta restrykcyjna powoduje jej wzrost w migsniu szkieletowym
mieszanym mlodych i starych szczurow. Dodatkowo, rézna ekspresja Sirt7 w sercu i w
migs$niach szkieletowych moze sugerowac petnienie odmiennej roli przez sirtuing 7 w tych
tkankach w mechanizmach adaptacji do braku i dostgpnosci pokarmu.

Stare szczury charakteryzuja si¢ hiperleptynemia i leptynoopornoscig, co moze
prowadzi¢ do obnizonego transportu kwaséw thuszczowych w ich migéniach. Wskazuja na
to zmiany w ekspresji Cpt-I oraz aktywno$ci enzymu w migéniach starych szczuréw w
odpowiedzi na dwudniowe glodzenie.

Uzyskane wyniki wskazuja na to, Zze metabolizm energetyczny w migsniach
szkieletowych i mig$niu sercowym rézni si¢ miedzy szczurami mtodymi a starymi. Trudno
jest jednak jednoznacznie okresli¢, czy uzyskane w pracy dane sg rezultatem procesow
starzenia per se, czy tez efektem innych czynnikéw, takich jak otytos¢ starych zwierzat,

brak ruchliwosci lub wszystkich tych procesow jednoczesnie.

Obserwacje wlasne oraz innych badaczy wskazuja na to, ze KDR moze stanowic

skuteczng metode obnizenia masy ciala starych zwierzat i ludzi, bez wystapienia zjawiska
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wzrostu masy ciata czesto obserwowanego po zaprzestaniu diety opartej o catkowity
glodowke (tzw. ,.efekt jo-jo”). Jednak stosowanie KDR u ludzi przez kilka lub nawet
kilkanascie miesiecy, szczegolnie u 0osOb w podesztym wieku, powinno by¢ prowadzone
pod kontrolg lekarza lub dietetyka, tak aby nie wystapity szkodliwe dla zdrowia zaburzenia

w przemianie biatkowe;.

SUMMARY

Currently, throughout the world (also in Poland) there is a continuous increase in
the number of older people (over 65 years of age) and people with morbid obesity. Obesity
in humans, including the elderly, has become a major cause of premature mortality as the
underlying cause of cardiovascular diseases, diabetes and other metabolic syndrome
disorders (Unger 1 wsp. 2010). Therefore, the most effective methods of anti-obesity
treatment are currently intensively investigated. So far, the best means of obesity treatment
in humans is regular physical activity, proper diet and implementation of short-term fasting
or very low/ low-calorie restriction diets to achieve fast reduction of mass and prevent the
appearance of the metabolic syndrome symptoms (Tsai and Wadden 2006; Gugliucci et al.
2009). Meanwhile, there is a lack of basic data on the effects of short-term dietary
restriction or starvation and subsequent full-diet refeeding, on myocardial and skeletal
muscle metabolism in older individuals. Therefore, the aim of the study was to
experimentally test the influence of the indicated nutritional techniques on the myocardium
and the three types of skeletal muscle (mixed, white and red), in the context of changes in
the expression of sirtuins in rats, which could reflect the changes that occur in humans.

Nutrition experiments were performed on young (4-5-month-old, n= 118) and old
(23-26-month-old, n= 105) male Wistar-Han rats housed under specific pathogen free
conditions in the Tri-city’s Academic Animal Experimental Centre. After the pre-trial
period young and old rats were assigned to control (K), short-term dietary restriction
(KDR) or fasting (G) groups. Rats from control groups were fed ad libitum (without limit)
during the whole experiment. Animals from the KDR groups received on a daily basis 60%
of the baseline food intake for 30 days. Rats from the G group were fasted for two days. At
the end of the dieting/fasting period some animals were sampled while others were refed
ad libitum for 2, 4 or 6 days. Animals were fed a standard, sterilized chow, which provided

52% of energy intake from carbohydrates, 11% from fat, and 37% from proteins. All
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animals had free access to water. Sampled animals were fully anesthetised and euthanized
by collecting blood from the heart. Tissue samples of the heart, mixed skeletal muscle
collected near vastus lateralis muscle (MSM), soleus muscle (SOL, red type muscle),
extensor digitorum longus muscle (EDL, white type muscle) were collected, immediately
frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C until analyses. Additionally, from a randomly
selected young and old rat from K, KDR, KDR+2/4/6 groups, the heart’s apex was taken
and fixed in neutralized 4% formaldehyde solution to prepare histological slides for
evaluation of myocardial fibrous tissue content. All animal experimental procedures had
been authorized by the local ethical committee.

In the collected material the following measurements were performed: a) the
mRNA levels of Sirtl, Sirt3 and Sirt7, and of key metabolic regulators (Pgc-1a, Ppar-f/o,
Cpt-1, Glut4) in the heart and skeletal muscles of rats were measured by real-time
quantitative PCR (RT-qPCR); b) the protein expression of SIRT3 and SIRT7 in the heart
and skeletal muscles of rats were determined by Western blotting; c) the activity of
carnitine palmitoyltransferase I, CPT-I (EC 2.3.1.21) in all studied muscles was evaluated
spectrophotometrically; d) measurements of metabolites’ concentrations (glucose, free
fatty acids, triacylglycerols, total cholesterol, HDL-cholesterol, urea, total protein,
albumin) in rat blood serum were performed by commercially available standard
diagnostic tests; e) the concentration of insulin and leptin in rat blood serum were
measured by ELISA tests according to manufacturer’s instructions. Additionally,
histological slides from the heart’s apex of young and old rats from every diet group were
stained by Masson trichrome method to evaluate the area occupied by fibrous tissue.

The study provided original results on the expression of sirtuins in the cardiac and
skeletal muscles of young and old rats subjected to both presented nutrition experiments.

During aging the expression of Sirt/ increases in cardiac and mixed skeletal muscle
of old rats. Dietary manipulations differently affect Sir#/ gene expression in the heart and
skeletal muscle of young and old rats. In 5-mo old rats fasting reduces the expression of
Sirtl in the skeletal muscle, but does not affect its expression in the heart. In old rats two
days of fasting reduces the expression of Sirz/ in both examined muscles.

During the short-term dietary restriction (KDR) Sirt/ gene expression decreases in
the heart, increases in MSM and is not affected in the SOL and EDL muscles of young
rats. However, in old rats the mRNA levels of key regulators of energy metabolism were
not affected, probably through a decreased SIRT1 activity. In addition, during KDR the

expression of Sirtl appears to depend on fiber type composition of the skeletal muscle.
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During the nutrient manipulation changes in mRNA levels of Sirt/ seem to be particularly
evident in the EDL (glycolytic fibers) muscle of old rats.

Sirt3 expression is muscle-specific and susceptible to dietary manipulations in rats
from both age groups. In the cardiac muscle, during two days of fasting the expression of
Sirt3 increased in young rats, but did not change in the old ones. However, in skeletal
muscle, mRNA level of Sirt3 decreased in both age groups of rats, even if in old rats the
result was not statistically significant. In skeletal muscle of rats age can affect the
expression of Sirt3, however, under the 48-hour fasting Sirt3 expression varies regardless
of age, and probably takes part in the process of muscle adaptation to fasting conditions.

Short-term dietary restriction (in contrast to fasting) stimulates Sirz3 gene
expression in the hearts of young and old rats. In skeletal muscles of young rats the
expression of Sirt3 was not affected by KDR. However, in old rats KDR reduced the
expression of Sirt3 in SOL, but not in EDL and MSM muscles.

The expression of Sirt7 appears to be muscle-specific and susceptible to nutrition
manipulations. Fasting has a negative effect, while 30-day-long dietary restriction exerts a
positive effect on Sirt7 gene expression in mixed skeletal muscle of young and old rats.
Additionally, the different expression of Sirt7 in the cardiac and skeletal muscles of rats
may suggest its diverse role in muscle adaptations to the terms of starvation and decreased/
regained food availability.

Aging of rats was associated with hyperleptinemia and leptin resistance. This in
turn could result in impaired expression of Cpt-I gene and CPT-I enzyme activity in the
examined muscles in response to two days of fasting, and reduced fatty acids transport in
muscles of old rats compared to young animals.

It can be concluded that aging affects energy metabolism in rat’s cardiac and
skeletal muscles. However, it is difficult to clearly determine whether the results obtained
in this study are the consequence of the aging process per se, or perhaps other factors, such

as obesity of old rats, lack of physical activity or all of these processes together.
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1. WSTEP

Do podstawowych funkcji migsni szkieletowych nalezy ruch 1 utrzymanie
odpowiedniej postawy ciala oraz ruchy niektorych narzadéw, takich jak gatki oczne lub
jezyk. Ponadto mieg$nie s3 bardzo wazng tkanka pod wzgledem metabolizmu
energetycznego. Z jednej strony zuzywaja dostgpne w organizmie weglowodany i1 kwasy
thuszczowe, a z drugiej moga dostarcza¢ bialka 1 aminokwasy w wyniku proteolizy
zachodzace] podczas gltodzenia. Ponadto migsnie odgrywajg kluczowa role w produkcji
ciepta w organizmie (Goldspink 2005).

Migénie szkieletowe rdznig si¢ pod wzgledem morfologicznym, biochemicznym i
czynnosciowym. W obrebie pojedynczego miesnia szkieletowego znajduja si¢ rdzne
rodzaje widkien, ktore klasyfikowane sa ze wzgledu na szybko$¢ skurczu, rodzaj
metabolizmu oraz wytrzymato$¢ na zmeczenie (Pette 1 Staron 2000). Wyrdznia si¢ trzy
glowne typy wiodkien:

1. Typ I to wldkna czerwone, wolnokurczliwe, o metabolizmie tlenowym, bardzo
wytrzymale na zmeczenie. Sita skurczu rozwijana przez ten typ wtokien jest mata,
a narastanie sity powolne.

2. Typ IIX (IIB) to wtokna biate, szybkokurczliwe, o metabolizmie glikolitycznym,
nieodporne na zmegczenie. Wiokna te cechuja si¢ najwyzsza sila skurczu i
najszybszym jej narastaniem.

3. Typ HA to witokna posrednie, szybkokurczliwe, o metabolizmie oksydacyjno—
glikolitycznym, odporne na zmeczenie. Odznaczaja si¢ $rednim nat¢zeniem sily i
szybkosci skurczu.

W poszczegdlnych migsniach szkieletowych rodzaj 1 sktad procentowy wiokien
migsniowych okreslonego typu jest zroznicowany i zalezy przede wszystkim od funkcji
petnionej przez dany migsien w organizmie. Jednym z kryteriow klasyfikacji pojedynczych
wiokien mig$niowych jest analiza ekspresji roznych typoéw tancuchow ciezkich miozyny
(ang. myosin heavy chain, MHC) (Pette 1 Staron 2000; Scott 1 wsp. 2001). Izoformy MHC
moga by¢ takze markerami uszkodzen mies$ni szkieletowych. Wykrywanie w surowicy
krwi odpowiednich izoform fancuchow miozyny, charakterystycznych dla wtokien wolno i
szybko kurczacych sig, moze dostarczy¢ doktadniejszych informacji o stopniu uszkodzenia

mig$ni szkieletowych niz ultrasonografia lub rezonans magnetyczny (Guerrero i wsp.

2008).
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Inng metoda analizy wtokien migsniowych moze by¢ takze oznaczanie aktywnosci
migsniowe] ATPazy w poszczegdlnych typach migsni. Za pomocg tej metody
przeanalizowano procentowy udziat widkien typu I 1 II w migéniu ptaszczkowatym tydki
oraz mieéniu prostowniku palcéw mlodych szczuréw rasy Wistar (Soukup i wsp. 2002).
Wyniki uzyskane przez Soukup i wsp. (2002) potwierdzono takze analizg ekspresji bialek
MHC metoda Western blotting (Tab. 1).

Tab. 1. Udzial poszczegdélnych wlékien miesniowych w wybranych typach miegs$ni szkieletowych
mlodych (do 7 miesiecy) szczuréw rasy Wistar (w %) (Soukup i wsp. 2002).

Miesien szkieletowy Typ I Typ ITIA Typ IIB

SOL (ang. soleus muscle, m. ptaszczkowaty tydki) | 93,5+3,7% | 6,7 +3,9% -

EDL(ang. extensor digotorum longus, m.

. , 5,7+2,5% 36,9 +20% | 56,9+21%
prostownik palcoéw)

Serce jest silnie umie$nionym narzadem, znajdujacym si¢ w klatce piersiowej, w
worku osierdziowym, ktorego gldéwng funkcja jest pompowanie krwi do naczyn
krwiono$nych, odpowiedzialnych za dystrybucje krwi w krazeniu uktadowym. Tkanka
migénia sercowego zbudowana jest z wielu warstw kardiomiocytow, Scisle ze soba
powigzanych za pomocg anastomoz, zwanych wstawkami. Dzieki nim pobudzenie
skurczowe serca z latwos$cig rozprzestrzenia si¢ z jednych miocytoéw serca na drugie.
Dodatkowym elementem tkanki jest istota miedzykomodrkowa, w sktad ktorej wchodzi
tkanka laczna wihasciwa i blaszki podstawne otaczajace poszczegolne komorki. Gtownag
cz¢$¢ kardiomiocytow stanowi aparat kurczliwy, zorganizowany w sarkomery, dzigki
ktéremu migsien sercowy wykazuje poprzeczne prazkowanie (Konturek i Pawlik 2007).

Zaopatrzenie migsnia sercowego w tlen 1 sktadniki odzywcze oraz usuwanie
koncowych produktow przemiany materii odbywa si¢ za posrednictwem Kkrazenia
wiencowego. Serce dziata w uktadzie cyklicznym, obejmujacym naprzemienne fazy
skurczu i rozkurczu przedsionkéw i komor. Bezposrednim zréodlem energii skurczowej
mig$nia sercowego jest fosforylacja oksydacyjna, zachodzaca w licznych mitochondriach
obecnych w kardiomiocytach, dostarczajaca wysokoenergetycznego produktu w postaci
adenozynotrdjfosforanu (ATP). Zaburzenia w wytwarzaniu ATP lub w dostawie tlenu,
prowadza do natychmiastowego zaburzenia pracy serca (Konturek i Pawlik 2007).

Migsien sercowy w spoczynku spala gtownie kwasy thuszczowe, stanowigce ok.
70% jego materialu energetycznego. W czasie popokarmowym, kardiomiocyty zuzywaja

glukoze, mleczany oraz niewielkg ilos¢ aminokwasow, dostarczajace razem okoto 30%
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catkowitej energii. Wigkszo$¢ powstajacej energii (85%) zostaje zamieniona w cieplo,
natomiast tylko 15% zamieniane jest na prace mechaniczng serca (Konturek 1 Pawlik
2007). Proporcje te moga jednak ulec zmianom w trakcie gltodzenia, podczas wysitku

fizycznego, czy w trakcie starzenia (van Bilsen 1 wsp. 1998).

1.1.  Starzenie si¢ mie$ni szkieletowych i serca

Obecnie na calym $wiecie, w tym 1 Polsce, odnotowuje si¢ ciagly wzrost
liczebnosci ludzi starszych, czyli po 65 roku zycia. Fakt ten, z jednej strony stanowi dowod
duzych osiaggni¢¢ medycyny, ale takze wyznacza kolejne cele i wyzwania dla wspotczesnej
nauki.

Osoby w podesztym wieku naleza, obok sportowcéw, do grup wysokiego ryzyka
wystapienia uszkodzen migsni szkieletowych. U oséb starszych zwigkszone ryzyko upadku
1 ztamania konczyn powigzane jest czgsto ze zmianami zachodzacymi w mig$niach w
trakcie starzenia si¢ organizmu. Wraz z wiekiem dochodzi do stopniowej utraty masy
migsniowe], czyli sarkopenii. Termin ten, wprowadzony przed okoto 20 laty przez
Rosenberga (Rosenberg 1997) wyjsciowo okreslat jedynie zjawisko obnizenia masy migsni
szkieletowych, jednak obecnie obejmuje on takze inne procesy towarzyszace temu
zjawisku wraz z redukcjg sity mig$ni (Cruz-Jentoft i wsp. 2010; Lang i wsp. 2010). Jedng
z fizjologicznie wystepujacych odmian sarkopenii jest zwigzane z wiekiem obnizenie masy
miesni, ktore dotyczy ok. 25% os6b migdzy 50 a 70 rokiem zycia i ok. 40% ludzi w wieku
80 lat i powyzej (Lexell i wsp. 1988; Baumgartner i wsp. 1998; Faulkner i wsp. 2007;
Ryall i wsp. 2008).

Wystepujace z wiekiem obnizenie masy migsniowej jest zwigzane migdzy innymi
ze zmniejszaniem si¢ liczby komorek migsniowych w wyniku apoptozy (Kovacheva i
wsp. 2010). Dirks i Leeuwenburgh jako pierwsi zaobserwowali, ze u 24-miesi¢cznych
szczuréw wzrasta poziom fragmentacji DNA (marker apoptozy) w komoérkach migénia
brzuchatego tydki w poréwnaniu do szczuréw 6-miesigcznych (Dirks 1 Leeuwenburgh
2002). U ludzi otrzymano podobne wyniki (Whitman i wsp. 2005; Park i wsp. 2010). Za
pomoca metody TUNEL zaobserwowano istotny wzrost fragmentacji DNA w mie$niu
brzuchatym tydki oséb po 70 roku zycia w poréwnaniu do grupy kontrolnej o $rednim
wieku 21 lat (Whitman 1 wsp. 2005).

Istotng przyczyna redukcji masy miesni w starzeniu jest takze zmniejszenie

objetosci (atrofia) pojedynczych wiokien migsniowych (Deschenes 2004; Faulkner i wsp.
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2007; Altun 1 wsp. 2010). W badaniach longitudinalnych przeprowadzonych przez okres
12 lat (wyjsciowy wiek mezczyzn wynosit 65 lat), wykazano za pomocg tomografii
komputerowej, ze zmniejszenie powierzchni przekroju poprzecznego migsnia
czworogtowego uda oraz migsni zginaczy kolana i tokcia, moze wynosi¢ od 1% do 1,4%
rocznie (Frontera i wsp. 2000).

Uwaza si¢, ze z wiekiem dochodzi do utraty obu glownych typow widkien
mig$niowych, czyli I 1 II, przy czym do okoto 70 roku Zycia notuje si¢ wigkszy ubytek
wiokien typu II (Balagopal i wsp. 2001; Short 1 wsp. 2005). Po 80 roku zycia zmniejsza si¢
rowniez udzial wtokien typu I. Prowadzi to do powstania nowych proporcji udziatu obu
typoéw witokien w poszczegdlnych migsniach, co obserwuje si¢ u ludzi w okresie pozniej
starosci, to jest po 85 roku zycia (Andersen 2003a; Narici 1 Maftulli 2010).

W trakcie starzenia u ludzi dochodzi réwniez do zmian w strukturze i
funkcjonowaniu mi¢$nia sercowego, co w konsekwencji stanowi gtowny czynnik ryzyka
wystgpienia szeroko pojetej niewydolnosci serca (Lakatta 1 Sollott 2002). Zmiany te
obejmujg migdzy innymi obnizenie transkrypcji genu SERCA2 (ang. Sarcoplasmatic
reticulum calcium ATP-ase), kodujacego pompe jonowa Ca®’-ATPaza, zlokalizowana w
btonie siateczki $rodplazmatycznej 1 odpowiedzialng za prawidlowy rozkurcz i
repolaryzacje miocytow dzigki aktywnemu transportowi wapnia z sarkolpazmy z
powrotem do zbiornikow siateczki $roédplazmatycznej (Lakatt i Sollott 2002). Wszelkie
nieprawidlowos$ci w transporcie jondw wapnia, moga powodowac zaburzenia pracy i
rytmu serca (szczegdlnie fazy rozkurczowej), czesto obserwowane u ludzi starszych
(Karavidas 1 wsp. 2010). Dodatkowo, oprocz bezposredniej roli wapnia w mechanizmie
skurczu i relaksacji miocytow, jony Ca®" odgrywaja rowniez role wewnatrzkomorkowych
wtornych przekaznikow (Kie¢-Wilk 1 wsp. 2009). Dzigki tym wiasciwosciom moga
uczestniczy¢ w regulacji ekspresji genow 1 odgrywaé role w takich procesach, jak
regulacja wzrostu i apoptozy komorek, czy etiopatogeneza przerostu mig¢snia serca (Kiec-
Wilk 1 wsp. 2009).

Hipertrofia czyli przerost serca, jest jedng z najczesciej obserwowanych zmian w
strukturze migénia sercowego u ludzi starszych (Karavidas i wsp. 2010). Dotyczy to
szczegollnie lewej komory, w ktoérej rozrost kardiomiocytéw zachodzi miedzy innymi
wskutek zawatlu serca, czy podwyzszonego ciSnienia skurczowego, czgsto
diagnozowanego u os6b w podesztym wieku (Karavidas i wsp. 2010). Ze wzgledu na
bardzo ograniczony potencjat regeneracyjny kardiomiocytow, hipertrofia komoérek migsnia

sercowego moze by¢ takze wynikiem adaptacji do zmniejszajacej si¢ liczby miocytow
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serca w wyniku apoptozy (Anversa 1 wsp. 1990; Kwak 2013). Zjawisko to obserwowane w
miokardium starzejacych si¢ ludzi 1 zwierzat wymusza hipertrofie¢ pozostatych
kardiomiocytow oraz stopniowe wloknienie mig¢Snia sercowego (Anversa i wsp.1990;
Annoni 1 wsp. 1998; Hagen 1 wsp. 2002; Wanagat i wsp. 2002). Wzrost udzialu tkanki
tacznej w strukturze serca zachodzi przede wszystkim miedzy wtoknami migsniowymi, ale
takze wokot naczyn krwiono$nych, co zaobserwowano u 19-miesigcznych samcow szczura
Sprague-Dawley w poréwnaniu do 2-miesigcznych zwierzat (Annoni 1 wsp. 1998).
Zanotowano takze, ze hipertrofia oraz zwtdknienie lewej komory serca zachodzi w
wiekszym stopniu u samcoéOw szczura niz u samic (Forman 1 wsp. 1997). Konsekwencja
zwldknienia mig$nia sercowego jest stopniowe sztywnienie S$rodsierdzia, uposledzenie
kurczliwosci serca, arytmia oraz dysfunkcja rozkurczowa lewej komory (Boyle i wsp.
2011; Dai 1 wsp. 2012).

Starzeniu si¢ organizmoOw towarzyszg takze zmiany hormonalne i metaboliczne,
prowadzace do zaburzen homeostazy energetycznej. U 0sob w podesztym wieku wyraza
si¢ to miedzy innymi zwickszong akumulacja tkanki thuszczowej prowadzaca do otylosci
oraz zwigkszonym ryzykiem wystapienia objawow zespolu metabolicznego, obejmujacego
obok otytosci takze oporno$¢ na insuling, cukrzyce typu 2, miazdzyce oraz nadci$nienie
tetnicze, ktore potencjalnie moga prowadzi¢ do niewydolnosci serca (Kmie¢ 1 wsp. 2005;
Karavidas 1 wsp. 2010).

W starzejacym sie¢ migsniu sercowym i szkieletowym zaburzenia metabolizmu
energetycznego przejawiajg si¢ migdzy innymi zmniejszonym utlenianiem kwasow
thuszczowych 1 akumulacjg triacylogliceroli w komoérkach mie$niowych (Kates 1 wsp.
2003; van der Meer 1 wsp. 2008; Lukaszuk 1 Chabowski 2010; Haramizu i wsp. 2011). Na
poziomie molekularnym, w kardiomiocytach dochodzi migdzy innymi do uszkodzenia
mitochondriow 1 mitochondrialnego DNA (mtDNA) wskutek stresu oksydacyjnego
(Barazzoni 1 wsp. 2000; Lakatta, Sollott 2002). Z kolei w mig$niach szkieletowych, maleje
potencjat oksydacyjny (Conley 1 wsp. 2000), czgsciowo wskutek zmniejszenia si¢ liczby
mitochondridow, a takze z powodu dysfunkcji tych organelli (Chanséaume i Morio 2009;
Marzetti i wsp. 2010; Parise i De Lisio 2010). Gléwnag przyczyng tych zmian sa
uszkodzenia mtDNA i nagromadzanie si¢ jego mutacji, co prowadzi do zaklécen w
funkcjonowaniu tancucha oddechowego i zaburzen w wytwarzaniu ATP (Bua 1 wsp. 2006;
Hiona i Leeuwenburgh 2008). Mutacje mtDNA powstaja przede wszystkim w wyniku
stresu oksydacyjnego (Rossi i wsp. 2008; Gredilla 2010), wywotanego gléwnie przez

reaktywne formy tlenu (RFT) powstajace w trakcie transportu elektronow przez tancuch
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oddechowy 1 stanowigce uboczne produkty metabolizmu tlenowego. Zaobserwowano, ze
towarzyszace starzeniu uszkodzenie mitochondriow wystepuje gtownie w migs$niach
charakteryzujacych si¢ wickszym udziatem widkien typu II (Fulle i wsp. 2004; Conley i
wsp. 2007).

Czestym objawem zaburzen metabolicznych w starzejacych si¢ migsniach jest
takze zjawisko isulino- 1 leptynoopornosci. Imsulina jest anabolicznym hormonem,
wydzielanym przez komorki § wysp Langerhansa trzustki, w odpowiedzi na podwyzszenie
stezenia glukozy we krwi. Insulina przyspiesza transport glukozy z krwi do komorek
(przede wszystkim do komorek migsni szkieletowych, watroby 1 adipocytow), co
powoduje obnizenie stezenia glukozy we krwi, zwiekszenie zapasu glikogenu w watrobie 1
mig¢sniach oraz triacylogliceroli w komorkach thuszczowych (Khan i wsp. 2011).
Rownoczesnie, insulina hamuje endogenne wytwarzanie glukozy oraz lipolize¢ w
adipocytach (Rowland 1 wsp. 2011).

Migsnie szkieletowe stanowig ok. 40% masy ciata cztowieka (Raffaello 1 wsp.
2010). Sa wigc glownym narzadem odpowiedzialnym za insulino-zalezng utylizacje
glukozy i utrzymanie homeostazy tego cukru prostego w organizmie (Ljuin i Takenawa
2012). Wychwyt glukozy w komodrkach migsni szkieletowych zachodzi przez insulino-
zalezny transporter glukozy-4 (GLUT4), ktory po zwigzaniu insuliny z jej receptorem
blonowym przemieszcza si¢ z wnetrza komorki, ulega fuzji z btong komorkowa i
transportuje glukoz¢ do wnetrza widkien migsniowych, obnizajac tym samym stezenie
cukru we krwi (Ryc. 1) (Ishiki i Klip 2005; Holloszy 2008).

Zjawisko insulinoopornosci, czyli stopniowej redukcji odpowiedzi tkanek i
narzadéw na dziatanie insuliny (w warunkach jej prawidlowego lub podwyzszonego
stezenia w surowicy), prowadzi do zmniejszenia transportu dokomoérkowego glukozy i jej
wykorzystania w mig$niach szkieletowych oraz tkance ttuszczowej. Uwaza sig, ze jednym
z czynnikéw wplywajacych na rozwoj insulinoopornosci u 0sob starszych jest zmniejszona
ilos¢ GLUT4 w szybkich wtoéknach migsniowych, za posrednictwem ktérych insulina
stymuluje wychwyt glukozy z krwi do miocytow (Gaster i wsp. 2000; Zhang i wsp.
2010). Dodatkowo zwraca si¢ takze uwage na inne czynniki przyczyniajace si¢ do rozwoju
insulinooporno$ci, t.j: zmniejszanie si¢ masy migsniowe] oraz mniejsza aktywnos¢
fizyczna, ktore moga powodowa¢ zmniejszenie si¢ liczby 1 ekspresji receptorow
insulinowych; przyrost tkanki tluszczowej trzewnej, ktéra jest zrédlem mediatorow
odczynu zapalnego, mogacych zaburzaé przekazywanie sygnatu z receptora insulinowego

oraz przyrost tkanki tluszczowej catkowitej, w ktérej magazynowanie energii wymaga
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wzmozonego wydzielania insuliny, co doprowadza po pewnym czasie do
kompensacyjnego obnizenia ekspresji receptorow insulinowych (Ksigzek 1 Witowski

2008).

Insulina

[
G.lnkoza PI3-K
-
DR 4 "
GLUT4 /Y@ o (aPKc ) SR —
Fuzja z blona<g T—-—"P sygnalu
4

Translokacja
Blona} ] > -
komorkowa

" GLUT4

Ryc. 1. Mechanizm dzialania mi¢sniowego, insulino-zaleznego transportera glukozy typu 4 (GLUT4).
Zwigzanie insuliny prowadzi do zmian konformacyjnych receptora, ktérych wynikiem jest autofosforylacja
grup tyrozynowych w podjednostkach § (IR). W wyniku autofosforylacji podjednostka B moze fosforylowaé
reszty tyrozynowe innych biatek (transdukcja sygnatu). Nastgpstwem tego jest translokacja pecherzyka
zawierajacego transportery GLUT-4 do btony komoérkowej i fuzja transporterow GLUT-4 z blong
komorkowa, co prowadzi do wychwytu glukozy do wngtrza miocytow; IR- receptor insuliny; aPKC -
atypowa kinaza biatkowa C; GLUT-4 - transporter glukozy 4; P- pecherzyk magazynujacy GLUT4; IRS -
substrat receptora insulinowego; PI3-K- 3-kinaza fosfatydyloinozytolu; Akt/PKB- kinaza biatkowa B;
(http://www.ans.kobe-u.ac.jp/english/gakka/seibutsu/seibutul.html- zmodyfikowany)

Innym waznym czynnikiem w powstawaniu insulinoopornosci u oséb starszych,
posrednio zwigzanym z wymienionymi powyzej, moze by¢ takze wewnatrzmig¢$niowa
akumulacja triacylogliceroli (TG) i1 produktéw ich metabolizmu (Kelley i wsp. 1999;
Slawik 1 Vidal-Puig 2006; Kim 1 wsp. 2009; Abdul-Ghani i DeFronzo 2010). Gtéwna role
w tym procesie przypisuje si¢ biatkowym transporterom kwasoéw thuszczowych,
FAT/CD36. Wzrost ich ilosci w blonie zwigksza dokomorkowy napltyw
dtugotancuchowych kwasow tluszczowych, LCFA (ang. Long-Chain Fatty Acids) (Bonen 1
wsp. 2004; Lukaszuk i Chabowski 2010). W momencie, gdy dochodzi do zaburzenia
rownowagi miedzy nadmiernym dokomoérkowym transportem LCFA, a zdolnoscia
mitochondriéw do ich utleniania, dochodzi do akumulacji lipidow wewnatrz miocytow
(Lukaszuk 1 Chabowski 2010). W konsekwencji lipidy wystepujace w nadmiarze ulegaja
estryfikacji do diacylogliceroli i ceramidow, ktéore moga zmniejsza¢ wrazliwo$¢ wiokien
mig$niowych na dzialanie insuliny poprzez zmiany w wewnatrzkomorkowych szlakach

transdukcji sygnalu (Petersen 1 wsp. 2003; Lukaszuk i Chabowski 2010; Samuel 1 wsp.
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2010). Schematyczny rysunek przedstawiajacy metabolizm kwasow tluszczowych w

komorkach migsni szkieletowych, przedstawiono na Ryc. 2.

— s = B T * Ewasy thuszczowe
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E . - :
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Ryc. 2. Metabolizm kwasow tluszczowych w komoérkach mie$ni szkieletowych; CAT— acetylotransferaza
karnitynowa; CER~- ceramid; CPT-I i II- palmitolilotransferaza karnitynowa I i II; DAG- diacyloglicerol;
FABPc- cytoplazmatyczne biatka wigzace kwasy tluszczowe; FABPpm- biatka wiazace kwasy tluszczowe;
FACS- syntetaza acylo-CoA; FAT/CD36- translokaza kwaséw tluszczowych; LCFA— dlugotancuchowe
kwasy thuszczowe; LDL— lipoproteiny osocza o matej gestosci; VLDL~ lipoproteiny osocza o bardzo mate;j
gestosci (zmodyfikowano wg Lukaszuk i Chabowski 2010)

Kolejnym hormonem, waznym w kontekScie regulacji metabolizmu
energetycznego, jest leptyna, wytwarzana przede wszystkim przez dojrzate komorki biatej
tkanki thuszczowej oraz w niewielkich ilosciach przez tozysko, moézg, zotadek i gruczot
mlekowy (Jéquier 2002; Gogga i wsp. 2011). Glownymi czynnikami wplywajacymi na
stezenie leptyny we krwi sg masa tkanki thuszczowej 1 wielkos¢ adipocytéw (Lee 1 wsp.
2007). Z kolei, jej biosynteza oraz uwalnianie przez komorki thuszczowe sa przede
wszystkim regulowane przez insuling, ktéra indukuje transkrypcje genu Lep oraz wplywa
na tempo translacji (Lee 1 wsp. 2007).

Leptyna, uwalniana do krwi dociera z krwig do mdzgu, gdzie wigze si¢ ze swoimi
receptorami w neuronach podwzgoérza, co prowadzi do obnizenia taknienia, zmniejszenia
spozycia pokarmu, a takze do obnizenia masy tkanki thuszczowej 1 zwigkszenia ilo$ci
wydatkowanej energii (Gogga 1 wsp. 2011; Keung i wsp. 2011). Ostatnio wykazano
rowniez, ze ekspresja genu kodujacego receptor leptyny w miesniach szkieletowych jest
wigksza niz w pozostalych tkankach obwodowych, co wskazuje, ze migsnie moga byc

gléwnym efektorem dziatania leptyny (Akasaka i wsp. 2010).

21



W migsniach szkieletowych leptyna zwigksza utlenianie kwasow tluszczowych
(Atkinson 1 wsp. 2002; Minokoshi 1 wsp. 2002), przez co obniza w nich akumulacje
lipidéw 1 tym samym pomaga utrzyma¢ wrazliwos$¢ tkanki na dziatanie insuliny (Wang 1
wsp. 2008). Z badan przeprowadzonych na myszach wynika, Ze leptyna stymuluje
utlenianie kwasow tluszczowych w miocytach poprzez indukcje genow kodujacych
miedzy innymi palmitoilotransferaze¢ karnitynowa-1, CPT-1 (EC 2.3.1.21) (Akasaka 1 wsp.
2009). CPT-I jest kluczowym enzymem regulujacym wewnatrzkomorkowy transport
dhugotancuchowych kwaséw tluszczowych (LCFA) w mig$niach szkieletowych i serca
(Park 1 Cook 1997; Eaton 1 wsp. 2001; Liu 1 wsp. 2007). CPT-I jest zlokalizowany na
zewngtrznej btonie mitochondriow 1 katalizuje reakcje przenoszenia LCFA do wnetrza
mitochondridow, gdzie moga ulega¢ utlenianiu w procesie -oksydacji (Park i Cook 1997).
Aktywno$¢ enzymu w mig¢$niach moze by¢ modyfikowana przez sktad diety (Power i
Newsholme 1997; Cameron-Smith 1 wsp. 2003), restrykcje kaloryczng (Kim 1 wsp. 2009),
glodzenie (Pilegaard 1 wsp. 2003), starzenie (Kaczor 1 wsp. 2006) oraz hamowana przez
malonylo-CoA, prekursorowa czasteczke na szlaku biosyntezy kwasow tluszczowych
(Rasmussen i wsp. 2002).

Pod wplywem leptyny w migé$niach dochodzi do wzrostu aktywnosci kinazy
biatkowej aktywowanej przez AMP (AMPK, ang. AMP-activated protein kinase), ktora
prowadzi do fosforylacji i obnizenia aktywnosci karboksylazy acetylo-CoA (ACC,
gléwnego enzymu szlaku biosyntezy kwasoéw thuszczowych) i tym samym do obnizenia
stezenia malonylo-CoA 1 odblokowania aktywnos$ci CPT-I (Roman i wsp. 2010). W
miegs$niach szkieletowych leptyna wywotuje roéwniez wzrost ekspresji genu kodujacego
glowny regulator biogenezy mitochondriow, PGC-la (ang. peroxisome proliferator-
activated receptor-y coactivator-1a), ktory indukuje ekspresj¢ gendéw zwigzanych z
fosforylacja oksydacyjng (Roman i wsp. 2010). Ponadto, zaobserwowano, ze leptyna
zwieksza utlenianie kwasoéw thuszczowych w migsniach szkieletowych izolowanych od
osOb szczuptych, ale nie od otylych, co wskazuje na wystepowanie leptynoopornosci
tkanek obwodowych u oséb z otyloscia (Steinberg i wsp. 2002; Gogga i wsp. 2011).
Zjawisko stopniowej redukcji odpowiedzi tkanek 1 narzadéw na dziatanie leptyny,
przyczyniajace si¢ do szkodliwej akumulacji TG w tkankach mie$niowych, zauwazono
takze u starzejacych si¢ szczurdéw rasy Wistar (Fernandez-Galaz 1 wsp. 2002). Do konca
nie wiadomo jednak, czy leptynoopornos$¢ jest zwigzana z wiekiem jako takim, czy z
otytoscig czgsto obserwowang u o0séb starszych, czy z dwoma procesami jednoczes$nie

(Fernandez-Galaz i wsp. 2002).
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Leptyna moze takze stymulowac utlenianie kwaséw tluszczowych w migsniu
sercowym, cho¢ mechanizm jej dzialania na razie pozostaje niewyjasniony (Gogga 1 wsp.
2011). Wydaje si¢, ze w kardiomiocytach myszy wptyw leptyny na B-oksydacje moze by¢
modyfikowany przez diete, poniewaz u tych zwierzat karmionych pasza bogatg w thuszcze
podawanie leptyny do komory serca obnizyto utlenianie kwaséw ttuszczowych w migsniu
sercowym, nie wywotujac przy tym zmian w ufosforylowaniu AMPK 1 ACC, ale
podnoszac stezenie malonylo-CoA (Keung i wsp. 2011). Natomiast u myszy karmionych
pasza wysokoweglowodanowa nie zaobserwowano zadnych zmian w metabolizmie

lipidéw (Gogga 1 wsp. 2011).

CEL 1

Dane przedstawione powyzej wskazuja na istotng rol¢ insuliny i leptyny w
regulacji metabolizmu energetycznego w tkankach miesniowych. W niniejszej pracy,
w celu ujawnienia mozliwych zaburzen metabolizmu energetycznego w starzejacych
si¢ mi¢sniach szkieletowych i serca, 4-miesieczne (mlode) oraz 24-miesi¢czne (stare)
szczury poddano dwom typom manipulacji dietetycznej: dwudniowemu glodzeniu
oraz 30-dniowej diecie restrykcyjnej. Zmierzono zmiany Sredniego stezenia insuliny i
leptyny w surowicy krwi mlodych i starych szczuréw. Dodatkowo, posrednio zbadano
insulino-wrazliwo$¢ mieSni wyrazona zmianami ekspresji genu mi¢Sniowego,
insulino-zaleznego transportera glukozy- 4 (Glut4) oraz przeanalizowano ekspresje¢ i
aktywnos¢ transportera kwaséw tluszczowych — CPT-1 (EC 2.3.1.21). Dotychczas
ekspresja mRNA tego enzymu w mieSniu sercowym starych szczurow, poddanych

diecie restrykcyjnej nie byla jeszcze zbadana.

1.2. Wplyw dlugotrwalej restrykcji kalorycznej oraz glodzenia na
funkcjonowanie mie¢Snia szkieletowego i serca ssakéow w trakcie

starzenia

Juz w 1935 roku zaobserwowano, ze dieta restrykcyjna, polegajaca na ograniczeniu
spozycia kalorii 0 30-50% opdznia proces starzenia szczura (McCay i wsp. 1935). Z badan
na drozdzach (Saccharomyces cerevisiae) wynika, ze restrykcja kaloryczna prowadzi do
wydhuzenia cyklu replikacyjnego tych organizmoéw najprawdopodobniej przez zwigkszenie

dostepnosci NAD+ dla biatka Sir2 (Silent information regulator 2) (Lin i wsp. 2000; Lin 1
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wsp. 2002). Dodatkowo zaobserwowano, ze efekt wydluzenia zycia nie wystepuje u
szczepow drozdzy z wylaczong funkcjg genu Sir2 (Howitz 1 wsp. 2003). Ponadto
wykazano, ze mutacje genu Sir2 skracaja cykl replikacyjny o 40%, natomiast jego
nadekspresja powoduje wydtuzenie cyklu replikacyjnego u drozdzy (Bitterman i wsp.
2003; Howitz 1 wsp. 2003). Podobny jak u szczura efekt wydluzenia zycia w wyniku
stosowania diety restrykcyjnej wykazywano roOwniez u nicieni, muszek owocéwek, myszy
1 pséw (Goto 2006; Longo 2009). Badania wptywu diety restrykcyjnej na dlugos¢ zycia
malp naczelnych dostarczyly natomiast niejednoznacznych wynikéw. Dane opublikowane
przez Colmana i wsp. w 2009 dotyczace malp rezusow (Macaca mulatta) poddanych przez
okres 20 lat diecie ograniczonej do 70% diety pelnej, wskazuja na istotne obnizenie
$miertelnos$ci 1 czestosci wystgpowania chorob metabolicznych, w tym gltownie
insulinoopornosci. Z kolei w roku 2012 Mattison i wsp., stosujac ten sam model badawczy
potwierdzili korzystny wptyw diety restrykcyjnej na stan zdrowia starych matp, jednak nie
zaobserwowali istotnych roznic w przezywalnosci miedzy makakami poddanymi restrykcji
kalorycznej a malpami grupy kontrolnej. Rozbiezno$ci w otrzymanych wynikach moga
wynika¢ z roéznic genetycznych badanych malp (wynikajacych z réznego pochodzenia
zwierzat), z przebiegu doswiadczenia, czy nawet sktadu stosowanej diety (Mattison 1 wsp.
2012). Stad, istotne wydaje si¢ kontynuowanie badan nad wplywem zywienia
petnowarto$ciowego jednak niskokalorycznego, nie tylko w kontekscie przedtuzania zycia,
ale moze przede wszystkim w celu poprawienia jakos$ci zycia osob starszych (Lawniczak i
Kmie¢ 2012).

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), w Europie w ciagu ostatnich
dwudziestu lat czgstos¢ wystepowania otytosci potroita si¢ oraz ciggle wzrasta. Otylos¢ u
ludzi, takze w podesztym wieku, stala si¢ jedng z gtownych przyczyn przedwczesnej
$miertelnosci na podlozu chordéb sercowo-naczyniowych, cukrzycy i innych zaburzen
zespolu metabolicznego (Unger 1 wsp. 2010). W zwigzku z tym, obecnie intensywnie
poszukuje si¢ najskuteczniejszych metod terapii przeciw chorobliwej nadwadze.
Dotychczas najlepsza metoda leczenia otytosci u ludzi jest regularny wysitek fizyczny,
wlasciwa dieta oraz stosowanie krotkotrwatych gtodowek lub tzw. diet nisko- lub bardzo
niskokalorycznych w celu szybkiej redukcji masy ciala i niwelacji objawdw zespotu
metabolicznego (Gugliucci 1 wsp. 2009; Tsai 1 Wadden 2006). Tymczasem nie do konca
wiadomo, jaki wplyw ma stosowanie krotkotrwalych glodéwek na strukture i

funkcjonowanie miesni szkieletowych i serca, zwlaszcza u ludzi w podeszlym wieku.
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Dotychczasowe badania na migsniach szkieletowych szczuréw dostarczyly
informacji na temat biologicznych efektow dlugotrwalych diet restrykcyjnych,
stosowanych od momentu osiggnig¢cia dojrzatosci ptciowej do $mierci zwierzat. Efekty te u
szczurOw obejmuja migdzy innymi mniejsza utrat¢ masy witokien migsniowych (Phillips i
Leeuwenburgh 2005), zapobieganie wewnatrzmi¢sniowej akumulacji triacylogliceroli
(Montori-Grau 1 wsp. 2009) oraz zwigkszenie wrazliwo$¢ tkanki na dziatanie insuliny (Zhu
1 wsp. 2005). Restrykcja kaloryczna powoduje takze wzrost ekspresji 1 aktywnosci
mig$niowe] palmitoilotransferazy karnitynowej I, CPT-I (Kim i wsp. 2009), a takze
nasilenie lipolizy 1 akumulacji glikogenu w mie$niach (Sreekumar i wsp. 2002). Ponadto
zauwazono, ze trwajaca prawie cale zycie dieta restrykcyjna zmniejsza negatywny wplyw
stresu oksydacyjnego na komodrki migéniowe. Pobudza ona ekspresj¢ genow
antyoksydantow, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa 1 i 2 oraz peroksydaza glutationu
(Sreekumar 1 wsp. 2002), a takze hamuje akumulacje zelaza w komorkach, zmniejszajac
tym samym powstawanie reaktywnych form tlenu (Xu i wsp. 2008).

U ludzi otylych, stosowanie bardzo niskokalorycznej diety (okoto 600-800
kcal/dobg przez okres 8 tygodni) zmniejszyto insulinooporno$¢ oraz poziom nasyconych
kwasow tluszczowych w komorkach migsnia bocznego uda (Haugaard i wsp. 2007).
Dodatkowo, odnotowano zmniejszenie wewnatrzmigsniowe] akumulacji triacylogliceroli,
cho¢ wynik ten nie byt istotny statystycznie (Haugaard i wsp. 2007).

Badania nad wptywem restrykcji kalorycznej na funkcjonowanie mig$nia
sercowego dostarczyly niejednoznacznych wynikéw. U ludzi, Viljanen 1 wsp. (2009)
zaobserwowali, ze u 33 otylych pacjentow poddanych przez 6 tygodni niskokalorycznej
diecie, doszto do obnizenia masy mig$nia sercowego oraz zaburzen pracy serca. Z kolei,
Hammer i wsp. (2008) wykazali, ze zastosowanie 16-tygodniowej bardzo niskokaloryczne;j
diety u ludzi otylych (BMI> 35) z cukrzycg typu 2, poprawito zdolno$¢ rozkurczows serca.
U szczuréw natomiast Okoshi 1 wsp. (2001), opierajac si¢ o doswiadczenia na mtodych,
zdrowych gryzoniach wykazali, Ze ograniczona podaz kalorii nie hamuje pojawiania si¢
zwtoknien w strukturze serca, ani nie wplywa na jego pracg u pigciomiesigcznych
szczurow. Przedstawione dane sugeruja, ze dieta restrykcyjnej moze wptywac na strukture
1 funkcje serca, jednak zjawisko to wymaga jeszcze dalszych badan.

Glodzenie, opisujace sytuacje wystgpienia naglego deficytu energetycznego w
organizmie, jest rowniez jedng z form leczenia otytosci u ludzi (Johnstone 2007; Varady i
wsp. 2009). Gléwnym mechanizmem adaptacyjnym organizmu do stanu glodu jest przede

wszystkim metaboliczna degradacja tkanki ttuszczowej 1 utlenianie kwasow ttuszczowych
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uwalnianych z adipocytow w wyniku wewnatrzkomorkowej lipolizy (Pilegaard 1 wsp.
2003). W efekcie dlugotrwalego niedoboru energetycznego zmniejsza si¢ masa innych
narzadow 1 tkanek, w tym 1 masa mieg$ni szkieletowych (ktére w wyniku proteolizy biatek
staja si¢ istotnym zrédlem aminokwasow dla watrobowej glukoneogenezy) 1 migsnia serca
(Johnstone 2007).

W pierwszych dniach gltodu, gdy tempo zmniejszania masy ciata jest najwicksze, w
mig$niach szkieletowych dochodzi przede wszystkim do przestawienia metabolizmu
energetycznego z utylizacji weglowodanow, na wykorzystanie kwasow tluszczowych i
biatka. Zaobserwowano, ze u zdrowych ludzi, u ktérych zastosowano 20-72—godzinne
glodzenie, nastapil wzrost lipolizy oraz oksydacji kwasow tluszczowych (Soeters 1 wsp.
2009) gléwnie przez aktywowanie transkrypcji genéw zwigzanych z metabolizmem
lipidéw, w tym genu lipazy lipoproteinowej oraz Cpt-I (Pilegaard i wsp. 2003).

W migéniu sercowym, podobnie jak w migsniach szkieletowych, w trakcie
glodzenia kwasy tluszczowe sg gldéwnym zrédtem energii dla pracujgcego serca (Neely 1

Morgan 1974; Suzuki i wsp. 2002; Pagano 1 wsp. 2008; Zhang 1 wsp. 2010).

CEL 2

Jak dotad nie wiadomo, jaki wplyw ma stosowanie krotkotrwalej diety
restrykcyjnej (KDR) na parametry metaboliczne oraz cechy strukturalne miesnia
sercowego u osobnikéw mlodych (,,dojrzalych”) oraz w podeszlym wieku? Nie
wiadomo takze, w jaki sposob KDR moglaby wplywaé na starzejace si¢ miesnie
szkieletowe? Doswiadczalna weryfikacja wplywu KDR na migsien sercowy i
szkieletowy u szczurow moglaby stanowic¢ odpowiednik zmian, jakie zachodza u ludzi,
zwlaszcza w podeszlym wieku. W zwigzku z tym, jednym z celéw pracy bylo
okreslenie wplywu 30-dniowej diety restrykcyjnej na:
a) wybrane parametry metabolizmu energetycznego miesni szkieletowych i serca;
b) zmiany w strukturze mie$nia sercowego starych zwierzat w poréwnaniu z
mlodymi.
Dodatkowo, zmiany badanych parametrow poddano analizie takze u zwierzat po
przywroceniu karmienia ad libitum, co moze odzwierciedla¢ powrét do normalnego
zywienia u ludzi po zakonczeniu diety.

Wszystkie analizowane parametry oceniono takze w kontekScie zmian
ekspresji genow wybranych sirtuin, powigzanych posrednio z determinacja dlugosci

Zycia organizméw czyli tzw. "enzyméw dlugowiecznoS$ci”.
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1.3.  Sirtuiny

U ssakow sirtuiny stanowig rodzing 7 bialek regulatorowych (SIRT1-SIRT7) (Frye
2000), zaangazowanych mig¢dzy innymi w kontrole cyklu komoérkowego, metabolizmu
energetycznego, roznicowania si¢ komorek, apoptozy oraz odpowiedzi na stres
(Houtkooper 1 wsp. 2012). Sirtuiny ssakow wykazuja homologie do drozdzowego biatka
Sir2, katalizujacego reakcje deacetylacji, czyli odszczepiania reszty kwasu octowego od
biatkowych substratow (Siedlecka 1 Bogustawski 2005). Deacetylacji tej towarzyszy
hydroliza kofaktora NAD® (dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy) z utworzeniem
nikotynamidu (NAM) i 2-O-acetylo-ADP-rybozy (Ryc. 3) (Imai i wsp. 2000; Siedlecka i
Bogustawski 2005). Ponadto, sirtuiny ssakow katalizowa¢ moga rowniez reakcje
deacylacji 1 mono-ADP-rybozylacji (Yuan 1 Marmorstein 2012). W strukturze sirtuin
wystepuja silnie zakonserwowane w toku ewolucji fragmenty sekwencyjne, ktore sa
homologiczne u wszystkich biatek Sir2 (Siedlecka i Bogustawski 2005). Cecha ta
pozwolila zakwalifikowaé sirtuiny do czterech gtéwnych klas, oznaczonych I-IV (Frye
2000). Molekularna analiza filogenetyczna wykazata, ze pod wzgledem stopnia zgodnosci
sekwencyjnej] w komorkach eukariotycznych SIRT1, SIRT2 i SIRT3 naleza do klasy I;
SIRT4 do klasy II; SIRTS przyporzadkowano do klasy III, natomiast SIRT6 oraz SIRT7
do klasy IV (Frye 2000; Yuan i Marmorstein 2012). SIRT1 lokalizuje si¢ gtoéwnie w jadrze
komorkowym, aczkolwiek jej potozenie moze ulega¢ zmianie z nukleoplazmy do cytozolu
pod wptywem réznych sygnatéw (Tanno 1 wsp. 2007). Sirtuina 3 wystepuje gtownie w
matrix mitochondrium (Schwer i wsp. 2006; Onyango i wsp. 2002), natomiast sirtuing 7

zlokalizowano w jaderku (Ford i wsp. 2006).
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Ryc. 3. Mechanizm reakeji NAD'-zaleznej deacetylacji katalizowanej przez sirtuiny
(https://www.caymanchem.com/app/template/Article.vim/article/2193 - zmodyfikowany).
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Istotng funkcja sirtuin jest ich wptyw na strukture chromatyny wskutek deacetylacji
biatek histonowych (Ryc. 4) (Denu 1 wsp. 2003). W szczego6lnosci, wyciszanie (silecing)
lub aktywacja transkrypcji niektorych gendéw moze si¢ odbywaé z udzialem SIRTI1
katalizujacej deacetylacj¢ reszt lizyny w domenach histonéow H3 i H4 (Imai 1 wsp. 2000).
Dodatkowo, ze wzgledu na zalezno$é aktywnosci sirtuin od dostgpnosci NAD", sirtuiny
uwaza si¢ za czujniki stanu energetycznego komorek. W trakcie niskokalorycznej diety
dochodzi do zmniejszenia tempa metabolizmu oraz zmiany potencjatu
oksydoredukcyjnego komoérek. Nastepstwem tego jest zmiana stosunku NAD/NADH
(Anderson 1 wsp. 2003b), co prowadzi do zwigkszenia si¢ puli czasteczek koenzymu

NAD" i aktywacji biatek SIRT (Jang i wsp. 2012; Haigis i Guarente 2006).

Histony Sirtuiny + NAD+

O-acetylo-ADP-ryboza
Nikotynamid

Ryec. 4. Dzialanie sirtuin prowadzace do zmiany struktury chromatyny. Ac-Lys —acylowana reszta
lizyny biatkowego substratu, rozpoznawana przez enzymy SIRT; NAD+- utleniona forma dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (Siedlecka i Bogustawski 2005).

1.3.1 Sirtuina 1

1.3.1.1 Rola Sirt] w miesniu sercowym i szkieletowym

Jednym z najlepiej poznanych cztonkow rodziny SIRT jest sirtuina 1. Jej kluczowa
role w prawidlowym rozwoju wykazano u genetycznie zmodyfikowanych myszy.
Zaobserwowano, ze 90% myszy pozbawionych funkcjonalnej postaci Sirtl-/- (tzw. knock-
out, delecja egzonu 4 Sirtl) umieralo w trakcie rozwoju embrionalnego lub w okresie
okotoporodowym, natomiast osobniki, ktére przezyly, byly mniejsze, rozwijaty si¢ powoli
oraz wykazywaly zaburzenia w morfogenezie oczu i migsnia sercowego (Cheng i wsp.
2003; Ou i wsp. 2011). Ponadto, myszy Sirt/-/- ujawniaty zaburzenia metaboliczne, nizsza
aktywnos$¢ fizyczng oraz nie obserwowano u nich efektu wydtuzenia zycia pod wptywem

diety restrykcyjnej (Boily 1 wsp. 2008). Z kolei, badania na transgenicznych myszach, w
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ktorych wywotano wysoka (12-krotng) nadekspresje Sirtl w migsniu serca ujawnity
hipertrofi¢ mig¢$nia sercowego, zaburzenia w funkcjonowaniu oraz zwigkszong apoptoze
kardiomiocytow, czyli zmiany cz¢sto obserwowane w trakcie starzenia (Alcendor 1 wsp.
2007). Tymczasem niska i umiarkowana (2,5-7,5-krotna) nadekspresja Sirt/ redukowala
negatywny wplyw stresu oksydacyjnego oraz hamowata apoptoz¢ kardiomiocytow
(Alcendor 1 wsp. 2004; Hsu 1 wsp. 2008). W zwigzku z tym, zasugerowano, ze sirtuina 1
jest niezbedna do prawidlowego rozwoju, regulacji metabolizmu energetycznego,
przeciwdziatania zmianom zwigzanym ze starzeniem si¢ oraz wywolania efektu
wydtuzenia zycia na skutek diety restrykcyjnej (Alcendor 1 wsp. 2007; Boily 1 wsp. 2008;
Ouiwsp. 2011).

1.3.1.2 Udzial sirtuiny 1 w regulacji metabolizmu energetycznego migsni

Metabolizm komorki podlega regulacji zaleznej od jej stanu energetycznego,
ktérego wyrazem jest stosunek zawartoSci AMP do ATP. Przy wzroscie zawarto$ci
czasteczek AMP w stosunku do ATP, stymulacja kinazy biatkowej aktywowanej przez
AMP (AMPK) prowadzi do wlagczenia szlakéw katabolicznych produkujacych ATP, przy
zahamowaniu szlakow anabolicznych (Dziewulska 1 wsp. 2010). Cant6 i wsp. (2009)
zademonstrowali zalezno$¢ aktywno$ci SIRT1 od AMPK w migéniach szkieletowych
myszy. Autorzy zauwazyli, ze wzrost aktywnosci AMPK prowadzi do wzrostu poziomu
wolnego NAD" i w efekcie stymuluje aktywno$¢ SIRTI1, ktoéra nastepnie reguluje
transkrypcje genéw metabolizmu glukozy i lipidow (Cantd i wsp. 2009). Dodatkowo,
Fulco i wsp. (2008) zaproponowali mozliwo§¢ wspdlnego dziatania kompleksu SIRT1-
AMPK z NAMPT (fosforybozylotransferaza nikotynoamidowa NAM, enzym szlaku
biosyntezy NAD") w warunkach stresowych, takich jak warunki niedoboru
energetycznego. W badaniach na hodowlach mioblastéw izolowanych od myszy typu
dzikiego (niemodyfikowanych genetycznie) wykazali, ze obnizenie stezenia glukozy w
hodowli powodowato aktywacje AMPK i ekspresje genu Nampt. Efekt ten byl natomiast
zahamowany w komorkach pochodzacych od heterozygotycznych myszy Sirt/+/-, nawet
po farmakologicznej aktywacji AMPK przez AICAR (Fulco i wsp. 2008). Réwniez pod
wplywem wysitku fizycznego, w migs$niu brzuchatym tydki starych szczurow, wykazano
wzrost syntezy NAD™ przez NAMPT i w rezultacie wzrost aktywnosci SIRT1 (Koltai i
wsp. 2010).
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W wyniku wspolnego dziatania AMPK 1 SIRT1 dochodzi do aktywacji czasteczki
PGC-1a (Cant6 1 wsp. 2009). Koaktywator PGC-1a odgrywa kluczowa role w kontroli
metabolizmu energetycznego w migéniu szkieletowym 1 migéniu serca, uczestniczac
mi¢dzy innymi w regulacji biogenezy mitochondriow (Liang 1 Ward 2006; Lehman 1 wsp.
2008). Aktywacje PGC-1a przez SIRT1 wykazano w modelach in vitro (Lopez-Lluch 1
wsp. 2006) oraz in vivo (Cantd 1 wsp. 2009; Gerhart-Hines 1 wsp.2007). Badania zespotu
Gerhart-Hines (2007) pokazaty, ze deacetylacja PGC-1la przez SIRTI jest niezbedna do
przestawienia metabolizmu komorkowego na preferencyjne utlenianie kwasow
thuszczowych w miegéniach gtodzonych myszy. Podobnie, wzrost deacetylacji PGC-1la i
aktywacje transkrypcji genow mitochondrialnych obserwowano takze w rezultacie
aktywacji SIRT1 przez resweratrol, podczas gdy knock-down (obnizona ekspresja) Sirtl
lub mutacje Pgc-/a w domenach podlegajacych acetylacji niwelowaly te efekty dziatania
resweratrolu (Lagouge i wsp. 2006).

PGC-1a reguluje metabolizm energetyczny rowniez przez oddzialywanie z
receptorami z nadrodziny jadrowych czynnikéw transkrypcyjnych PPAR: PPAR-a, PPAR-
B/6 oraz PPAR-y (ang. peroxisome proliferator-activated receptor alpha, beta/delta and
gamma) (Liang i Ward 2006; Madrazo 1 Kelly 2008). W momencie potaczenia
koaktywatora z receptorem PPAR-a dochodzi migdzy innymi do modulacji transkrypcji
genow wielu biatek uczestniczacych m. in. w utlenianiu kwasow tluszczowych,
fosforylacji oksydacyjnej czy glukoneogenezie (Liang 1 Ward 2006). Przypuszcza si¢
takze, ze aktywacja PPAR-B/6 moze zachodzi¢ w wyniku wspotdziatania z PGC-1a (Wang
i wsp. 2010), co prowadzi do pobudzenia transkrypcji kluczowych gendéw utleniania
kwasow thuszczowych (Cheng i wsp. 2004; Wang 1 wsp. 2010). Na wspotdziatanie takie
wskazuja dane uzyskane po specyficznej inaktywacji genu PPAR-6 w sercu dorostych
myszy (Wang i wsp. 2010). W opisanym modelu autorzy badania obserwowali obnizenie
ekspresji PGC-la 1 genow metabolizmu tluszczow, zmniejszenie zawarto$ci
mitochondriéw, obnizenie utleniania palmitynianu oraz wzrost uszkodzen oksydacyjnych
(Wang i wsp. 2010). W migéniach szkieletowych wykazano dodatkowo, ze PPAR-B/d jest
w stanie rekompensowac niedobor PPAR-a w regulacji metabolizmu thuszczowego (Muoio
1 wsp. 2002) oraz przeciwdziala rozwojowi otytosci 1 hiperlipidemii u myszy (Wang i wsp.
2010). W sercu PPAR-B/0 pobudza transkrypcje palmitoilotransferazy karnitynowej-I
(CPT-I) (Cheng i wsp. 2004). CPT-I jest enzymem, dzigki ktoremu dlugotancuchowe
kwasy thuszczowe moga przenika¢ przez zewnetrzng blon¢ mitochondriow i ulegaé B-

oksydacji w macierzy (Eaton i wsp. 2001). W ten spos6b hamowana jest akumulacja
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triacylogliceroli w mig$niach szkieletowych, co zapobiega lipotoksycznosci, czesto
obserwowanej w starzejacej si¢ tkance migsniowej (Cheng 1 wsp. 2004).

Poprzez aktywacj¢ PGC-lo sirtuina 1 wptywa takze na ekspresj¢ czynnikoéw
transkrypeyjnych z rodziny FoxO (ang. forkhead transcription factors O). Aktywowany
przez ¢wiczenia fizyczne PGC-la w mies$niu tibialis anterior myszy obnizat aktywno$¢
czynnika FOXO3, a w rezultacie hamowat ekspresj¢ tzw. atrogenéw (ang. atrogenes)
odpowiedzialnych za degradacje bialek migsniowych, zapobiegajac atrofii widkien
mig$niowych towarzyszacej procesom starzenia (Sandri 1 wsp. 2006). W mig$niu
sercowym sirtuina 1 moze zmniejsza¢ negatywne skutki stresu oksydacyjnego przez
modulacje ekspresji czynnika FOXOI1, ktéory reguluje aktywnos$¢ niektorych
antyoksydantow, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa (Hsu i wsp. 2010). Ponadto, SIRT1
pozytywnie wptywa na przezywalno$¢ kardiomiocytow w warunkach hodowli, hamujac
ekspresj¢ pro-apoptotycznych czasteczek Bax czy kaspazy-3 (Hsu 1 wsp. 2008) oraz
deacetylacj¢ biatka p53 (Alcendor i wsp. 2004).

Inng wazng rolg sirtuiny 1 w komodrkach mig$niowych jest modulacja szlaku
sygnatowania insuliny. W tkankach myszy opornych na insuling Sun i wsp. (2006)
obserwowali obnizenie poziomu SIRT1, a knock-down (wyciszenie) lub inhibicja ekspresji
SIRT1 powodowaly wzrost insulinoopornosci. Autorzy wykazali, ze SIRT1 blokuje
ekspresje biatkowej fosfatazy tyrozynowej Ptp-1B (ang. protein tyrosine phosphatase 1B),
ktéra hamuje biatka szlaku transdukcji sygnalu aktywowanego przez zwigzanie insuliny z
jej receptorem, wygaszajac dzialanie insuliny (Sun i wsp. 2006). Dzigki temu SIRTI
poprawia wrazliwos¢ tkanek na insuling 1 zmniejsza insulinoopornos¢, ktora czesto
wystepuje w starzejacych sie migsniach szkieletowych (Sun i wsp. 2006). Z drugiej strony,
zahamowanie ekspresji Sirt/ w watrobie powodowato wzrost insulinowrazliwosci caltego

organizmu u szczuréw z do$wiadczalnie wywotlang cukrzycg (Erion i wsp. 2009).

1.3.2 Sirtuina 3

Dotychczasowe badania na myszach z knock-out’em sirtuiny 3 dostarczyly
niejednoznacznych wynikow. W badaniach Hafner i wsp. (2010) wykazano, ze
genetycznie modyfikowane myszy pozbawione Sirt3 w wieku od 2 do 13 miesigcy
charakteryzowaly sie przerostem i1 widknieniem migénia sercowego oraz zwigkszong
$miertelnoscig. Z kolei Lombard i wsp. (2007) u myszy Sirt3-/- nie zaobserwowali

zadnych roznic w rozwoju w poréwnaniu do dzikich (niemodyfikowanych genetycznie)
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zwierzat. Podobnie, badania na dwumiesigcznych myszach z mig$niowo-specyficzng
dezaktywacja sirtuiny 3 (Sirt3“"""”) nie wykazaly wickszych zaburzen metabolicznych
oprocz hiperacetylacji niektorych biatek mitochondrialnych, nawet w warunkach 8-
tygodniowej diety wysokottuszczowej (Fernandez-Marcos 1 wsp. 2012).
Wewnatrzkomoérkowa lokalizacja sirtuiny 3 jest ciggle tematem debaty wsrod
naukowcow (Pillai 1 wsp. 2010a). Wiekszos¢ danych wskazuje, ze SIRT3 jest biatkiem
zlokalizowanym gltownie w mitochondrium, gdzie obserwuje si¢ jej najwicksza aktywno$¢
jako deacetylazy NAD'-zaleznej, ktéra wzrasta pod wplywem diety restrykcyjnej
(Onyango 1 wsp. 2002; Lombard 1 wsp. 2007; Hebert i wsp. 2013). Scher 1 wsp. (2007)
zaobserwowali jednak, ze w komorkach linii nowotworowej Hela SIRT3 moze dodatkowo
lokalizowa¢ si¢ w jadrze komérkowym. Ponadto, jej potozenie moze ulega¢ zmianie z
jadra komoérkowego do miochondrium pod wplywem warunkow stresowych, takich jak
uszkodzenie DNA, promieniowanie ultrafioletowe, czy wysoka nadekspresja Sirt3 (Scher 1
wsp. 2007). Z kolei, w mysich kardiomiocytach zaobserwowano, ze dluzsza forma SIRT3
wystepuje w mitochondrium, jadrze i cytoplazmie, natomiast krotsza forma wylacznie w
mitochondrium (Sundaresan i wsp. 2008). Obecno$¢ dwoch form SIRT3 wielkosci 44 kDa
oraz 28 kDa w mitochondriach embrionalnych ludzkich komérek nerki wykazali metoda
Western blotting Scher 1 wsp. (2007). Dalsze ich badania dowiodly, ze dtuzsza forma
SIRT3 posiada dodatkowa sekwencja aminokwasow w N-koncowej strukturze biatka,
okreslang jako mitochondrialna sekwencja sygnatowa (Scher i wsp. 2007). Ten dodatkowy
fragment sygnatowy w czasteczce umozliwia transport z jadra nieaktywnej, wigkszej
czasteczkiSIRT3 do mitochondrium (Scher 1 wsp. 2007). Nastgpnie w matrix
mitochondrium dochodzi do proteolitycznego odcigcia sekwencji sygnalowej oraz
odstoniecia enzymatycznej domeny w strukturze SIRT3 i jej uaktywnienia (Scher i wsp.
2007). Istotng role sirtuiny 3 wykazano w metabolizmie mitochondriow, regulacji
przezywalnosci komorek, a takze powigzano ja ze zjawiskiem starzenia i dlugowiecznosci,

w tym u cztowieka (Bellizzi i wsp. 2005; Guan i Xiong 2011).

1.3.2.1 Rola sirtuiny 3 w kardiomiocytach

W badaniach Sundaresan i wsp. (2009) wykazano istotng role sirtuiny 3 w migsniu
sercowym myszy. W eksperymencie wykorzystano myszy, u ktorych farmakologicznie lub
przez przecigzenie wywolane chirurgicznym zmniejszeniem $rednicy aorty powodowano
hipertrofie mig$nia sercowego. Okazato si¢, ze u tych zwierzat sirtuina 3 blokowata

hipertrofi¢ migénia sercowego zmniejszajac ilo§¢ reaktywnych form tlenu przez
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pobudzanie Foxo3a-zaleznej aktywacji transkrypcji niektorych antyoksydantow, takich jak
mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa (MnSOD?2), czy katalaza (Sundaresan 1 wsp.
2009). SIRT3 hamowata takze sztucznie indukowanag hipertrofie¢ migsnia sercowego
mlodych myszy przez deacetylacj¢ kinazy LKB1, ktora jest bezposrednim aktywatorem
AMPK, przy czym prawdopodobnie w kompleksie z LKB1 1 AMPK SIRT3 blokowata
czynniki promujace hipertrofi¢, takie jak kinaza Aktl 1 mTOR (Pillai 1 wsp. 2010b). Z
kolei u 16-miesigcznych myszy kardioprotekcyjng aktywno$¢ SIRT3 zaobserwowano w
regulacji funkcji mitochondriow (Hafner i wsp. 2010). SIRT3 powodowala deacetylacje¢
cyklofiliny D, begdacej cze¢scig mitochondrialnego megakanalu mPTP (ang. mitochondrial
permeability transition pore), przez co pomagala utrzyma¢ go w trybie zamknigtym
(Hafner i wsp. 2010). mPTP zabezpieczaja przed przenikaniem do wnetrza mitochondriow
niektorych czasteczek, ktére prowadza do ich pecznienia irozerwania z uwolnieniem
zawartych w mitochondriach enzymoéow, w tym czynnikéw indukujacych apoptoze (Hafner
1 wsp. 2010). Obnizenie aktywno$ci SIRT3 moze wigc prowadzi¢ do nieprawidlowosci w
funkcjonowaniu mPTP oraz pgcznienia 1 dysfunkcji mitochondriow skutkujacej starzeniem

si¢ migsnia sercowego (Hafner i wsp. 2010).

1.3.2.2 Rola sirtuiny 3 w utrzymaniu homeostazy energetycznej komorek

miesniowych

Liczne badania wskazujg na istotng role sirtuiny 3 w regulacji metabolizmu
energetycznego komorek. Ahn i wsp. (2008) w komodrkach izolowanych od myszy Sirt3/
zaobserwowali, ze poziom ATP w komorkach mysich embrionalnych fibroblastow oraz w
kardiomiocytach byt istotnie nizszy w poréwnaniu z myszami kontrolnymi o odpowiednio
30 1 50%. Cho¢ Ahn i1 wsp. (2008) in vivo nie obserwowali powaznych zaburzen
energetycznych u myszy pozbawionych sirtuiny 3, autorzy uznali, Ze byta ona potrzebna
do utrzymania odpowiedniego poziomu ATP w komoérkach. Dodatkowo, zauwazyli
mozliwg wzajemng regulacj¢ miedzy SIRT3 a dehydrogenaza NADH w mitochondrialnym
tancuchu transportu elektronow, ktora dostarczajac NAD' powoduje aktywacje SIRT3 i
utrzymanie homeostazy energetycznej w komoérkach (Ahn i wsp. 2008). W mieszanym
migsniu szkieletowym 1 sercu myszy Sirt3-/-, ktore poddano 48-godzinnemu glodzeniu,
zaobserwowano kolejno ~50% 1 30% zmniejszenie utleniania wolnych kwasow
thuszczowych w poréwnaniu ze zwierzgtami szczepu dzikiego (Hirschey i wsp. 2010).

Zjawisko to byto skorelowane z obnizong aktywno$cig dehydrogenazy acylo-CoA oraz
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obnizonym poziomem ATP (Hirschey 1 wsp. 2010). Wyniki te sugeruja, ze SIRT3 przez
deacetylacje dehydrogenazy acylo-CoA stymuluje B-oksydacje kwasow tluszczowych w
watrobie 1 mig$niach myszy w warunkach glodzenia (Hirschey 1 wsp. 2010).
Potwierdzeniem tej tezy bylo okreslenie kolejnego substratu dla SIRT3, czyli syntetazy 2
acetylo-koenzymu A (AceCS2), najliczniej wystepujacej w mitochondriach migs$ni
szkieletowych 1 sercu ssakoéw (Fujino 1 wsp. 2001; Schwer 1 wsp. 2006). AceCS2 katalizuje
przemiane¢ octanu do acetylo-CoA, ktory zuzywany jest do syntezy kwasoéw ttuszczowych,
niektorych aminokwasow 1 cial ketonowych. Acetylacja reszty lizyny w domenie
katalitycznej AceCS2 prowadzi do inaktywacji, natomiast deacetylacja przez SIRT3
przywraca aktywno$¢ tego enzymu. Podczas glodzenia 1 restrykcji kalorycznej wzrost
stezenia SIRT3 aktywuje AceCS2, co w efekcie zwigksza poziom acetylo-CoA 1 jego
wykorzystanie w procesach pozyskiwania energii, np. w cyklu kwasow trikarboksylowych
(Hallows 1 wsp. 2006; Shimazu 1 wsp. 2010).

Wedlug badan Palacios 1 wsp. (2009) sirtuina 3 ulega wyzszej ekspresji w
tlenowych witéknach typu I (migéniu ptlaszczkowatym tydki, soleus) niz w
szybkokurczliwych wtoknach typu II (mig¢éniu prostownika palcoéw, extensor digitorum
longus). Ponadto autorzy zaobserwowali, ze ekspresja Sirt3 w mysich mig$niach
szkieletowych ulegala dynamicznym zmianom pod wplywem manipulacji pokarmowych
oraz aktywnosci fizycznej (Palacios i wsp. 2009). Karmienie zwierzat przez okres 8
tygodni dieta wysokotluszczowa spowodowato obnizenie ekspresji Sirt3 w migsniach
myszy, z kolei 12-miesi¢czna dieta restrykcyjna, 24-godzinne glodzenie oraz ¢wiczenia
stymulowaly jej wzrost (Palacios i wsp. 2009). Dodatkowo okazato si¢, ze zmniejszona
ekspresjaSirt3 hamowata fosforylacje kinazy AMP (AMPK) oraz czynnika
transkrypcyjnego CREB (ang. cyclic AMP response element-binding protein), co z kolei
hamowato ekspresje PGC-1a w migéniach szkieletowych (Palacios i wsp. 2009). Wyniki te
sugeruja istotng role sirtuiny 3 w utrzymaniu homeostazy energetycznej migsni przez
regulacje AMPK 1 PGC-1a, cho¢ mechanizmy tej regulacji nie sg jeszcze do konca
wyjasnione. Nie wyklucza si¢ wspotdziatania SIRT3 i SIRTI, gdzie SIRT3 pobudza
ekspresje Pgc-1a, za$ z kolei SIRT1 przez deacetylacje powoduje bezposrednig aktywacje
PGC-1a (Gerhart-Hines 1 wsp. 2007). Natomiast Kong i wsp. (2010) w mysich komérkach
migsniowych C2C12 zaobserwowali, ze PGC-1a indukuje ekspresjeSirt3, z kolei ta przez
fosforylacje czynnika CREB stymuluje ekspresj¢ koaktywatora. W ten sposéb, SIRT3
wspolnie z PGC-la wptywaja na biogeneze mitochondriow oraz zmniejszaja ilos¢

reaktywnych form tlenu w komoérkach migsniowych (Kong i wsp. 2010).
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Poznanie wzajemnej regulacji miedzy SIRT3 a PGC-la, jako regulatorow
biogenezy 1 funkcji mitochondriow moze wigc mie¢ istotne znaczenie w przeciwdziataniu
zmniejszaniu si¢ liczby oraz dysfunkcji tych organelli obserwowanej w starzejacych sie¢
migéniach szkieletowych (Marzetti 1 wsp. 2010). Zauwazono, ze u 0sob starszych (75-81
lat), podzielonych na mniej i bardziej aktywne fizycznie, poziom mRNA Sirt3 1 Pgc-1a byt
o okoto 50% nizszy w porownaniu z mtodg grupg kontrolng (Joseph 1 wsp. 2012). Joseph 1
wsp. (2012) zasugerowali wigc, Ze obnizenie to moze by¢ jedna z przyczyn zwigkszonego
stresu oksydacyjnego i mutacji w mitochondrialnym DNA, prowadzacych do dysfunkcji
tych organelli oraz post¢pujacej z wiekiem atrofii migséni.

Emisje reaktywnych form tlenu (RFT) i zaburzania funkcji mitochondriow uwaza
si¢ za jedne z przyczyn insulinooporno$ci w mie$niach szkieletowych ludzi 1 zwierzat
(Anderson 1 wsp. 2009). Zauwazono, ze u gryzoni otytych oraz z cukrzyca typu 1 lub 2
ekspresja Sirt3 w migéniach jest o okoto 50% nizsza niz u zdrowych zwierzat (Jing 1 wsp.
2011). Dodatkowo, myszy Sirt3-/- charakteryzowaty si¢ zwiekszonym wytwarzaniem
RFT, ktore powodowaly aktywacje kinazy JNK (ang. c-Jun N-terminal kinases) 1
fosforylacje¢ receptora insulinowego w migsniach, co zaburzato odpowiedz metaboliczng
tkanki na dziatanie insuliny (Jing 1 wsp. 2011). Wyniki te wskazuja na potencjalne
znaczenie terapeutyczne sirtuiny 3 w leczeniu cukrzycy, czy poprawianiu wrazliwosci

migéni na dziatanie tegohormonu, takze w trakcie starzenia si¢ organizmow.

1.3.3 Sirtuina 7

Sposrdd sirtuin zdecydowanie najmniej wiadomo o sirtuinie 7, jednak na jej istotng
role w procesach starzenia wskazuje fakt, ze myszy pozbawione Sirt7 zyja prawie
dwukrotnie krocej oraz cechuje je przerost i widknienie mig$nia sercowego, jak i rozwoj
kardiomiopatii zapalnej (Vakhrusheva i wsp. 2008a).

Jej funkcja biologiczna, mozliwa aktywno$¢ enzymatyczna, czy substraty
molekularne nie zostaty jeszcze u ssakow w pelni zidentyfikowane. Wewnatrzkomorkowo
Sirt7 znajduje si¢ w jaderku (Michishita i wsp. 2005), gdzie wskutek interakcji z
kompleksem polimerazy RNA T aktywuje transkrypcj¢ rybosomalnego DNA (Ford 1 wsp.
2006). Grob 1 wsp. (2009) wskazali, ze wznowienie transkrypcji tDNA po podziale
komorki odbywa si¢ prawdopodobnie w wyniku zmian konformacyjnych czasteczki
SIRT7 podczas mitozy. Kolejne prace dostarczyly informacji na temat lokalizacji Sirt7 na

ludzkim chromosomie 17q25.3, znajdujacym si¢ w regionie czestych zmian
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chromosomalnych w ostrych biataczkach i1 chtoniakach (Voelter- Mahlknecht i wsp. 2006).
Ekspresja Sirt7 okreslana metoda RT-PCR (ang. real-time polymerase chain reaction)
moze by¢ gatunkowo i tkankowo specyficzna. Z badan przeprowadzonych na mysim
modelu do$wiadczalnym ekspresja mRNA Sirt7 byla wysoka w tkankach o wysokim
potencjale proliferacyjnym, jak $ledziona czy jadra oraz niska w tkankach
postmitotycznych, jak mdzg, serce czy migsien szkieletowy (Ford 1 wsp. 2006). Z kolei u
cztowieka obserwowano wysoka ekspresje sirtuiny 7 w mozgu, trzustce, sercu oraz
komorkach macierzystych mielopoezy CD33+, natomiast niskg w jajniku i, podobnie jak u
myszy, w migs$niu szkieletowym (Michishita 1 wsp. 2005; Voelter- Mahlknecht 1 wsp.
2006).

Na istotng role sirtuiny 7 w procesach starzenia po raz pierwszy wskazali
Vakhrusheva 1 wsp. (2008a), prowadzac badania na mysim modelu doswiadczalnym.
Wspomniani badacze zauwazyli, ze w sercach starych 23-miesi¢cznych myszy ekspresja
Sirt7 byta o 40% nizsza niz u mlodych 3-miesiecznych zwierzat. Vakhrusheva 1 wsp.
(2008a) dodatkowo zaobserwowali, ze myszy z wylaczong funkcja genu Sirt7
charakteryzuje prawie dwukrotnie krotszy $redni i maksymalny czas zycia (Vakhrusheva i
wsp. 2008a). Ponadto, myszy Sirt7-/- cechowat przerost i widknienie mig$nia sercowego,
zwickszona apoptoza kardiomiocytow, a takze rozwdj kardiomiopatii zapalnej
(Vakhrusheva 1 wsp. 2008a). Zaburzenia morfologiczne migs$nia sercowego zwigzane z
hipertrofiag czy obumieraniem kardiomiocytow powigzano z hiperacetylacja biatka p353,
ktore indukuje proces apoptozy (Alcendor i wsp. 2004; Vakhrusheva 1 wsp. 2008b). Z
kolei biatko p53 jest substratem dla Sirt/ 1 Sirt7, ktore prawdopodobnie na drodze zaleznej
od kofaktora NAD" powoduja jego deacetylacje i chronig tym samym przed zanikiem
kardiomiocytow, zjawiskiem czgsto spotykanym w starzejagcym si¢ mig$niu serca
(Vakhrusheva 1 wsp. 2008a). Potwierdzenie ewentualnego wspoétdzialania, czy

jednoczesnej deacetylacji pS3 przez obie sirtuiny, wymaga jeszcze dalszych badan.
Jak dotad nie poznano roli sirtuiny 7 w mi¢sniu szkieletowym ssakow ani nie

badano wplywu diety restrykcyjnej na ekspresje Sirt7 w sercu lub migSniu

szKkieletowym ludzi i zwierzat.
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CEL 4

Powyzsze dane, a szczegélnie informacje uzyskane z badan na transgenicznych
myszach, wskazuja na istotne znaczenie sirtuin 1, 3 i 7 w funkcjonowaniu miesSni
szkieletowych i serca. Dla aktywnosci enzymatycznej sirtuin niezb¢dny jest NAD+,
ktorego poziom zmienia si¢ zaleznie od stanu odzywienia organizmu. Stad sirtuiny
mogg wplywaé na metabolizm energetyczny, ktorego efektorami moga by¢ miesSnie
szkieletowe oraz serce. W zwiazku z tym, Zze starzeniu towarzysza zaburzenia
metabolizmu energetycznego, postanowiono oznaczy¢ poziom ekspresji genow sirtuin
1,3 i 7 w sercu i wybranych typach mig¢sni szkieletowych mlodych i starych szczurow
w modelu dynamicznych zmian homeostazy metabolicznej: 30-dniowej diety

restrykcyjnej oraz po glodzeniu i nast¢pujacemu karmieniu ad libitum.
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2. CELE BADAWCZE

Obecnie brak jest danych dotyczacych wptywu krotkotrwatej diety restrykcyjnej
(lub glodzenia) 1 ponownego karmienia dieta pelng, na metabolizm migsnia sercowego 1
migéni szkieletowych u starych osobnikow. W zwiazku z tym, do$wiadczalna weryfikacja
wplywu wskazanych technik Zywieniowych na migsien sercowy oraz trzy typy migéni
szkieletowych (mieszany, bialy i czerwony), w kontek$cie zmian ekspresji sirtuin w
eksperymencie na szczurach, moglaby stanowi¢ odpowiednik zmian, jakie zachodza u
ludzi w warunkach ograniczonej czasowo diety restrykcyjne;.

Szczegotowe cele badan mozna przedstawié nastepujaco:

1. Okreslenie wptywu krotkotrwatej diety restrykcyjnej (KDR) zapoczatkowanej w
poznym wieku oraz przywrocenia diety pelnej (refeeding) na parametry
metabolizmu energetycznego w badanych tkankach migsniowych.

2. Ocena zmian poziomu ekspresji mRNA 1 biatka sirtuiny 1, sirtuiny 3 i sirtuiny 7 w
sercu oraz mig$niach szkieletowych szczuréw miodych 1 starych, w warunkach
glodzenia-karmienia oraz KDR 1 przywrocenia karmienia ad libitum.

3. Analiza zmian poziomu mRNA czynnikow regulujacych homeostazg energetyczng
- Pgc-1a 1 Ppar-p/0 oraz mig$niowego, insulino-zaleznego transportera glukozy-4
(Glut4) pod wptywem KDR, glodzenia i naste¢pujacego karmienia ad libitum.

4. Ocena wptywu KDR, gtodzenia oraz przywrocenia karmienia dieta pelng przez 2
dni na aktywnos$¢ enzymatyczng oraz ekspresje na poziomie mRNA — mig§niowego
transportera kwasow thuszczowych, palmitoilotransferazy karnitynowej I (CPT-I).
w badanych tkankach mig$niowych mtodych i starych szczurow.

5. Ocena wplywu KDR na struktur¢ migsnia sercowego starych szczurow w
porownaniu do mtodych zwierzat.

6. Porownanie u miodych i starych szczuréw wptywu glodzenia-karmienia lub KDR i
nastgpujacego karmienia ad [libitum na st¢zenia wybranych metabolitow
(triacylogliceroli, wolnych kwasow thuszczowych, cholesterolu catkowitego oraz
cholesterolu frakcji HDL, glukozy, mocznika, biatka calkowitego 1 albumin) oraz

na stezenie insuliny i leptyny w surowicy krwi.
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3. MATERIALY

3.1. Zwierzeta

Badania przeprowadzano na samcach szczura rasy Wistar-Han w Trojmiejskiej
Akademickiej Zwierzetarni Doswiadczalnej, w otoczeniu wolnym od swoistych
patogenow (specific pathogen-free). Szczury stare hodowano pojedynczo, natomiast cze$¢
mlodych zwierzat umieszczono po maksymalnie 4 osobniki w plastikowych klatkach.
Zwierzeta trzymano w zamknigtym pomieszczeniu, w warunkach statej temperatury 22°C
+ 2°C, wilgotnosci powietrza 55% oraz 12-godzinnym cyklu §wietlnym ($wiatto wlaczane
automatycznie o 7:00 rano, wylaczane o 19:00). Szczury karmiono standardowa
wysterylizowang pasza Labofeed H, ktéra zawierata 52% weglowodanow, 11% tluszczy
oraz 37% bialka. Zwierzgta byly pod stata opieka weterynaryjng.

Doswiadczenia zywieniowe przeprowadzono na miodych - dojrzatych (4-5
miesigcy) oraz starych szczurach (23-25 miesiecy) w roku 2010 oraz 2011. W pierwszym
eksperymencie 164 szczury (85 mtodych i 79 starych) poddano krotkotrwatej diecie
restrykcyjnej (KDR) oraz glodzeniu i ponownemu karmieniu (opis do$wiadczenia w
rozdziale Metody). Po zakonczeniu doswiadczenia szczury znieczulano i usypiano przez
dootrzewnowg iniekcje 90 mg/kg ketaminy oraz 10 mg/kg ksylazyny i u§miercano przez
pobranie krwi z serca. Nastepnie do proboéwek kriogenicznych pobierano migsien sercowy,
migsien szkieletowy mieszany, wycinany w okolicy m. bocznego uda (MSM). W roku
2011, ze wzgledu na ograniczong ilo$¢ starych zwierzat, powtorzono jedynie eksperyment
zwigzany z KDR na 59 szczurach (33 mlodych 1 26 starych). Z ostatniego doswiadczenia
pobrano od zwierzat krew, migsien sercowy, m. prostownik palcow (EDL, extensor
digitorum longus) oraz m. plaszczkowaty tydki (SOL, soleus muscle). Wszystkie probki
miegs$ni natychmiast zamrazano w cieklym azocie i przechowywano w -80°C. Dodatkowo,
od losowo wybranego szczura mtodego i starego z grup K, KDR, KDR+2/4/6, pobrano
koniuszek serca, ktory utrwalono w formalinie do badan histologicznych. Surowice
otrzymang poprzez wirowanie krwi po skrzepnigciu (15 min., 4°C, 4500 RPM, wiréwka
Eppendorf 5403B z rotorem 16A4-44) porcjowano i rowniez przechowywano w -80°C.

Doswiadczenia na zwierzetach zostaty przeprowadzone po uzyskaniu zgody
kierownika jednostki doswiadczalnej (zezwolenie nr 13/2010 z dnia 21.05.2010 r.) oraz

zgody Lokalnej Komisji Etycznej na wniosek z dnia 11.04.2011 (uchwala nr 11/2011).
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b)

3.2.  Wykorzystane odczynniki, enzymy, bufory i roztwory

Materialy uzywane do wykonywania zeli agarozowych: agaroza TopVision
LE, Tris- trihydroksymetyloaminometan (Serva, Niemcy), kwas borowy, bromek
etydyny, btekit bromofenolowy, glicerol, cyjan ksylenu

= bufor TBE 5x

Tris 54g

kwas borowy 27,5¢

0,5 M roztwor EDTA 20ml

woda destylowana do 1000 ml

= roztwOr barwnika obcigzajacego do elektroforezy agarozowej
btekit bromofenylowy 0,25%
cyjan ksylenu 0,25%
glicerol 60 %
Materialy do wykonania oznaczen stezenia oraz ekspresji bialek metoda
Western Blotting: zestaw do izolacji biatek Mammalian Cell Extraction Kit
(BioVision, USA), inhibitory proteaz (Sigma-Aldrich, Niemcy), DTT-
ditiotreitol, DMSO- dimetylosulfotlenek, Bradford Reagent (Sigma-Aldrich,
Niemcy), BSA (albumina surowicy bydlecej), Chemiluminescent Peroxidase
Substrate (Sigma-Aldrich, Niemcy), Tween 20 (Sigma-Aldrich, Niemcy),
NaOH, alkohol metylowy, odtluszczone mleko w proszku
= plytki 96-dotkowe z dnem ptaskim (Medlab Products, Polska)
= zele poliakrylamidowe 10%, 10-dotkowe (Bio-Rad Laboratories, USA)
= bufor obcigzajacy 5x dla prob biatkowych (Laemmli)
250 mM Tris/HCI pH 6.8
10% SDS
30% glicerol
5% B-merkaptoetanol
0,02% blckit bromofenolowy
dH,O
* woda destylowana, dejonizowana (dH,O)
* bufor elektrodowy 10x: 0.25M TRIS, 1.9M glicyna, 1% SDS, pH=8.3
» bufor transferowy 1x: 25mM TRIS, 192mM glicyna, 10% metanol, pH=8.3
= blona PVDF (Invitrogen, USA)
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c)

d)

= Extra Thick Blot Paper (Bio-Rad, USA)

=  bufor TBS 10x: 1,5 M NaCl, 0,5 M Tris/ HCI

* roztwdr Ponceau S do barwienia blon PVDF
10 ml dH,O
0,3 ml 100% kwas octowy
0,033 g Ponceau S
dH,0O do 30 ml

= przeciwciata anty-SIRT1 (AV32386), anty-SIRT3 (AV32389), anty-
SIRT7 (SAB3500498), anty-krolicze (A6154), anty-kurczacze (A9046)
oraz anty-GAPDH (G9295) (Sigma-Aldrich, Niemcy)

* btona rentgenowska MEDIX XBU (Foma Bohemia, Czechy)

* wywotywacz do klisz $wiattoczutych GBX developer/replenisher,
utrwalacz do klisz $wiattoczutych GBX fixer/replenisher (Kodak)
Wzorce masowe: dla DNA pUC Mix Marker 8, dla bialek - PageRuler™

Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas, Litwa)
Materialy i odczynniki do izolacji calkowitego RNA (zestaw A&A
Biotechnology, Polska), w tym fenozol, chloroform (POCH, Polska), alkohol
izopropylowy, roztwoér ptuczacy

* kolumny ze ztozem krzemionkowym do izolacji RNA (A&A

Biotechnology, Polska)

» woda redestylowana wolna od nukleaz 0,1% DEPC (v/v)
Materialy i odczynniki do odwrotnej transkrypcji, w tym RiboLock™,
RNase inhibitor (Fermentas, USA), dNTPs — roztwér aq. zawierajacy dATP,
dCTP, dGTP i dTTP w stgez. 10 mM kazdy (Fermentas, USA), bufor do
odwrotnej transkrypcji (Fermentas, USA), oligo(dT)18, odwrotna transkryptaza
M-MuLV (Fermentas, USA)
Materialy i odczynniki do reakcji PCR i Real-time gqPCR: termostabilna
polimeraza Taq (5U/ul) w buforze 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM DTT, 0,1 M
KCl, 0,5% Nonidet P40, 0,5% Tween 20 i 50% glycerol (Fermentas, Litwa),
roztwor MgCl, o stezeniu 25 mM (Fermentas, Litwa), SybrGreen mix B 2x
stezony (A&A Biotechnology, Polska), startery do PCR (Sigma-Aldrich,
Niemcy)

= folia do reakcji Real-time qPCR Opti-Seal Optical Disposable Adhesive

(Bioplastics, Holandia)
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g)

h)

»

= plytki 96-dotkowe o wysokim profilu do reakcji Real-time qPCR w
termocyklerze iCycler (4Titude, Wielka Brytania)
* plytki 96-dotkowe o niskim profilu do reakcji Real-time qPCR w
termocyklerze StepOne Plus (Applied Biosystems, USA)
= woda redestylowana wolna od nukleaz 0,1% DEPC (v/v)
Odczynniki do wykonania preparatéow histologicznych i ich barwienia
metodg trojbarwna Masson-Gardner: formalina, parafina, hematoksylina
zelazowa Weigerta A 1 B, roztwor fuksyny Ponceau, roztwor kwasu
fosforowolframowego 1 Orange-G, zielen jasna wg Goldnera’a (Carl ROTH,

Niemcy), kwas octowy (H3PO4), ksylen (POCH, Polska)

Zestawy ELISA do pomiaru stezenia insuliny 1 leptyny szczurzej (Milipore,
Linco Research, USA)
Bufor do oznaczania aktywnosci CPT: 250 mM sacharoza (POCh, Polska),
10mM Tris, 0,5 mM EDTA (pH 7,4), IM i 100 mM Tris (pH 8,0), DTNB -
kwas 5,5'-ditiobis 2-nitrobenzoesowy, 100 puM palmitoilo-CoA, 20 mM L-
karnityna (Sigma- Aldrich, Niemcy)
Dodatkowe materialy zuzywalne:
= koncowki do pipet o poj. do 10, 200 1 1000 pl (Starlab, Niemcy)
= koncowki do pipet o poj. do 200 ul, z kapilarnym zakonczeniem
(Medlab Products, Polska)
= probowki mrozeniowe 2 ml (Sarstedt, Niemcy)
= probowki o pojemnosci 200 ul (Molecular BioProducts, USA)
= probowki typu Eppendorf o pojemnosci 0,5; 1,5; 2 ml (Medlab
Products, Polska)

3.3. Materialy podstawowe i aparatura

= aparat do analizy zeli (Gel Doc™ XR, Bio-Rad Laboratories, USA)

= aparat do elektroforezy agarozowej (Kucharczyk, Polska)

= aparat do elektroforezy akrylamidowej (Life Sciences, Wielka Brytania)

= zasilacz aparatu do elektroforezy (Biometra, Niemcy)

= aparat do transferu potsuchego biatek (Bio-Rad Laboratories, USA)

= czytnik ptytek 96-dotkowych (FL 600 Microplate Fluorescence Reader oraz
Epoch, BioTek Instruments Inc., USA)
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homogenizator tkankowy MagNA Lyser (Roche, Szwajcaria)
homogenizator szklany z ttokiem teflonowym, obj. 2 ml (Witko, Polska)
kuwety plastikowe, wymiary 60x45x15 cm (VitLab, Niemcy)

pH-metr uniwersalny (Beckmann, Niemcy)

kuchenka mikrofalowa AMM 17 E 70 (Amica, Polska)

pipety automatyczne do izolacji RNA (Eppendorf, Niemcy)

pipety automatyczne do reakcji PCR (Eppendorf, Niemcy)

pipety automatyczne 8-kanatowe do reakcji PCR (Eppendorf, Niemcy)
skaner HP 500 (Hewlet-Packard, USA)

spektrofotometr do pomiaru st¢zenia i czystosci kwasow nukleinowych
NanoDrop 1000 (ThermoScientific, USA)

spektrofotometr DU-640 - pomiary aktywnosci enzymatycznych (Beckman
Coulter, USA)

statywy mrozeniowe na probowki 0,2-0,5 ml (Eppendorf, Niemcy)
termoblok 941S (JW Electonic, Polska)

termocykler StepOne Plus thermal cycler (Applied Biosystems, USA)
termocykler iCycler iQ (Bio-Rad Laboratories,USA)

termocykler T3Termocycler (Biometra, Niemcy)

termostat (Epoll, USA)

waga elektroniczna WPE 70 (Radwag, Polska)

wirowka 5804R (Eppendorf, Niemcy)

wytrzasarka typu worteks (IKA, Niemcy)

mikroton rotacyjny 1130 (R. Jung Heidelberg)

3.4. Wykorzystane programy

GeneDoc, wersja 2.6.001(Bio-Rad Laboratories, USA)

iCycler Optical System Software, wersja 3.1 (Bio-Rad Laboratories, USA)
StepOne Software v.2.2.2 (Applied Biosystems, USA)

OligoAnalyzer 3.1
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/)

Primer3, wersja 0.4.0 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)
Quantity One, wersja 4.6.6 (Bio-Rad, USA)

Statistica, wersja 10 (StatSoft Inc., USA)
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4. METODY

4.1. Jednostki badawcze uczestniczace w realizacji projektu

Doswiadczenia zywieniowe na zwierzetach oraz pobieranie tkanek i1 narzadow
przeprowadzono w Tréjmiejskiej Akademickiej Zwierzetarni DoS$wiadczalnej
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (GUMed), p.o. dyrektora: dr n. farm. Jolanta
Paradziej-Lukowicz.

Analize ekspresji genow z wykorzystaniem techniki Real-time qPCR oraz pomiar
spektrofotometryczny RNA przeprowadzano w Zakladzie Biologii Komorki Katedry
Biotechnologii Medycznej Mi¢dzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG-GUMed,
kierownik: prof. dr hab. Jacek Bigda oraz w Katedrze i Zakladzie Histologii GUMed,
kierownik: prof. dr hab. Zbigniew Kmie¢.

Pomiaru aktywnosci enzyméw dokonano w Katedrze i Zakladzie Biochemii
GUMed, kierownik: prof. dr hab. med. Julian Swierczynski.

Elektroforez¢ 1 transfer bialek na blony w metodzie Western Blotting
przeprowadzano w Katedrze i Zakladzie Chemii Medycznej GUMed, kierownik: prof.
dr hab. Michal Wozniak oraz w Katedrze i Zakladzie Histologii GUMed, kierownik:
prof. dr hab. Zbigniew Kmie¢.

Zdjecia preparatow histologicznych z serca szczurow zostaly wykonane w
Zakladzie Anatomii i Neurobiologii Katedry Anatomii GUMed, kierownik: prof. dr
hab. med. Janusz Morys.

Oznaczenia stezenia metabolitow w surowicy krwi zwierzat zostaty wykonane w
Zakladzie Medycyny Laboratoryjnej Katedry Biochemii Klinicznej GUMed,

kierownik: prof. dr hab. med. Andrzej Szutowicz.

4.2. Modele doswiadczalne

Szczury miode-dojrzate (4-5 miesigcy) oraz stare (23-25 miesigcy) poddano
dwom eksperymentom zywieniowym: krotkotrwalej diecie restrykcyjnej oraz
gltodzeniu i ponownemu karmieniu ad libitum, czyli bez ograniczen (Ryc. 5). Wszystkie

zwierzeta miaty swobodny dostep do §wiezej wody.

a) Model glodzenie — karmienie
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W pierwszych dwoch tygodniach doswiadczenia (pre-trial) szczury codziennie
wazono, w celu zbierania danych oraz przystosowania zwierzat do nowej sytuacji.
Nastepnie szczury podzielono na 5 grup doswiadczalnych (po 4-19 zwierzat) w obrgbie
kazdej kategorii wiekowej (Ryc. 5). Grupa kontrolna (K) miata swobodny dost¢p do wody
1 paszy przez caty okres trwania doSwiadczenia. Grupa zwierzat (G) byta gtodzona przez
48 godzin przed uspieniem. Szczury z pozostatych 3 grup (R2, R4, R6) poddano glodzeniu
przez 48 godzin, a nastgpnie karmieniu ad libitum (refeeding), odpowiednio przez kolejne
2, 4 lub 6 dni. Masg ciata szczurow mierzono przed i po glodzeniu, przy wprowadzeniu
diety pelnej oraz bezposrednio przed uspieniem. Gléwnym wykonawca tej czesci

do$wiadczenia byta dr Agata Wronska (Rozprawa doktorska, Gdansk 2013).

Mlode szczury (4-5 miesiecy: n=118) Stare szczury (23-25 miesiecy: n=105)

2+tygodniowy pomiar masy ciala szczuréw oraz ich dziennego spozycia pokarmu.
Przyporzadkowanie szczuréw do grupy kontrolnej lub na diete restrykeyjna.

y

Pre-trial

Szezury kontrolne (K) 5 i —
o b 4 dl’a) 4 Y 1e¢ 'k‘:y
Szczury karmione ad libitum (bez ograniczef) przez caly czas trwania ELY PO Re Krothotrvaiy) diecie restrykegng
eksperymentu (miode n= 24, stare n=21) (KDR)
l Szczury otrzymywaly 60% dziennego spozycia szezureow K przez 30

dni (miode n= 21, stare n=14)

Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy eksperyment Zywieniowy, przeprowadzony na mlodych i starych

szczurach. W nawiasach podano liczebnos$¢ poszczegolnych grup doswiadczalnych.

b)

Kroétkotrwala dieta restrykcyjna

Glodzenie (G) l l
Szezury poczatkowo karmione ad libitum, anastepnie glodzone
przez 2 dni (mtode n= 10, stare n=9) KDR+R2 KDR+ R4 KDR+R6
l (KDR+2) (KDR+4) (KDR+6)
Pomiesigezne) DR Pomiesigczne; DR | Pomiesigezne) DR
szczury byly szczury byly szczury byly
i G+R4 (R4) G+R6 (Rﬁ) karmione ad libitum || karmione ad ibitum || karmione ad libitum
ni oWyt o Po 2-dni G przez 2 dni (miode przez 4 dni (miode przez 6 dni (miode
ury byl s ogz oﬂ ¢ egg n= 14, stare n=14) n= 14, stare n=14) n= 13, stare n=12)
(mf;::“x?m przezd dui (mioden= | przez 6 dui (miode
Ei éiﬁ}i’ G 6, stare n=7) n="6, stare n=4)

Dos$wiadczenie zwigzane z KDR bylo wykonane dwukrotnie. W pierwszym,
gléwnym wykonawcg byla dr Agata Wronska, w kolejnym (w roku 2011) calg procedure
wykonalam samodzielnie. Oba do§wiadczenia byly przeprowadzone jak opisano ponize;.

Na dwa tygodnie przed wprowadzeniem DR, zmierzono dobowe spozycie pokarmu
przez szczury oraz okreslano ich ci¢zar. Spozycie paszy przez 1 osobnika mierzono jako

roéznice migdzy iloscig paszy podanej na poczatku fazy jasnej i pozostatej w karmidetku po
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24 godzinach. W oparciu o tak zebrane dane ustalono $rednig ilo$¢ pokarmu spozywanego
przez szczury kontrolne karmione ad libitum oraz wyznaczono wielko$¢ porcji paszy
odpowiadajaca 60% S$redniego dobowego spozycia przez szczury kontrolne: 15 g dla
szczuréw miodych i 13 g dla starych.

Szczury w wieku 4-5 miesigcy 1 23-25 miesiecy podzielono na 5 grup
do$wiadczalnych (Ryc. 5), po 8-11 zwierzat w pierwszym doswiadczeniu oraz po 5-11 w
drugim eksperymencie. Grupa kontrolna (K) miata swobodny dostgp do wody i paszy.
Pozostate grupy zwierzat przez okres 30 dni otrzymywaly codziennie (okoto godziny 9:00
rano) 60% paszy z dziennego spozycia szczurow kontrolnych, przy nieograniczonym
dostepie do $wiezej wody. Nastepnie, gdy cze$¢ szczurdw uspiono po 30 dniach (grupa
KDR), pozostate grupy zwierzat (KDR+2, KDR+4, KDR+6) karmiono dietg petng przez
kolejne 2, 4 lub 6 dni przed usmierceniem. Przywrdcenie diety pelnej zwierzgtom ma
symulowac¢ sytuacje, w ktorej osoba stosujgca restrykcje kaloryczng rozpoczyna normalne
odzywianie.

Masg ciata szczuréw mierzono przed wprowadzeniem diety, w trakcie trwania diety
— co drugi dzien, po jej zakonczeniu, po przywrdceniu diety pelnej oraz bezposrednio

przed uspieniem.

4.3. Oznaczanie aktywnoSci palmitoilotransferazy karnitynowej I

Probki migséni szkieletowych oraz serca (100 mg) homogenizowano w szklano-
teflonowym homogenizatorze w 1 ml schtodzonego (4°C) buforu o sktadzie: 250 mM
sacharoza, 10 mM Tris-HCI oraz 0,5 mM EDTA (pH 7.4). Nastepnie homogenaty
wirowano przez 3 minuty w 300 g w temperaturze 4°C. Supernatant wykorzystano do
spektrofotometrycznego oznaczenia aktywnos$ci CPT-I oraz pomiaru stezenia biatka.
Stezenie bialek w uzyskanych homogenatach mierzono wzglgdem wystandaryzowanych
rozcienczen BSA, uzywajac odczynnika Bradford Reagent (Sigma-Aldrich), wedlug
zalecen producenta. Pomiar aktywnos$ci enzymu wykonywano w §wiezo przygotowanych
ekstraktach. Do kuwet, umieszczonych w termostacie (ok. 37 °C), wprowadzano
mieszaning reakcyjng o skladzie: homogenat tkankowy (bufor o sktadzie j.w., pH 7.4), 1
mM DTNB (rozpuszczany w 1M Tris) oraz 100 uM palmitoilo-CoA (rozpuszczany w
H,0) i dokonywano pomiaru zmian absorbancji bez substratu w czasie 5 minut. Nastepnie,
do mieszaniny reakcyjnej dodawano L-karnityn¢ do stezenia 1.67 mM (rozpuszczang w

100 uM Tris, pH 8.0) i dokonywano ponownego pomiaru zmian absorbancji w czasie
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kolejnych 5 minut. Objetos¢ koncowa roztworu wynosita 1 ml. Oba pomiary
spektrofotometryczne wykonano przy dlugosci fali 412 nm za pomocg spektrofotometru
Beckman DU-640.

Aktywnos¢ CPT-I wyliczono ze wzrostu absorbancji przy dtugosci fali 412 nm w
obecnosci palmitoilo-CoA 1 L-karnityny. W obliczeniach wzi¢to pod uwage zmiang
absorbancji w mieszaninie reakcyjnej bez dodawania substratu. Aktywno$¢ enzymu
obliczono jako roznice wzrostu absorbancji z dwoch pomiardéw: z oraz bez udziatu L-
karnityny, w stosunku do catkowitej ilo$ci biatka zawartego w homogenacie tkankowym

(nmol/min/ml).

4.4. Przygotowanie preparatow histologicznych

W trakcie pobierania migs$nia sercowego miodych i starych szczuréw, okolice
koniuszka serca delikatnie odcig¢to 1 umieszczono w 4% formalinie na okres 3 dni, w celu
utrwalenia tkanki. Tak utrwalone tkanki doktadnie wyptukano w wodzie biezacej przez 12
godzin w celu usunigcia utrwalacza z komorek, a nastepnie odwodniono w alkoholach o
wzrastajacym stezeniu, zaczynajac od 50%, poprzez 96%, a konczac na alkoholu
odwodnionym 99,8% . W kolejnym etapie skrawki zostaly przepojone ksylenem w celu
catkowitego pozbycia si¢ wody z komorek. Tak przygotowane tkanki przepojono parafing
mickka (52-54°C) a nastgpnie twarda (57-58°C). Tkanki zatopiono w bloczkach
parafinowych. Nastepnie bloczki parafinowe z koniuszkami serca skrojono na skrawki o
grubo$ci 6 pum, za pomocg mikrotomu rotacyjnego 1130 (R. Jung Heidelberg). Tak
przygotowane fragmenty tkanki serca naklejono na szkietka podstawowe, odparatinowano
1 przygotowano do barwienia. W celu okres$lenia powierzchni zajmowanej w mig$niu
sercowym przez tkanke taczng wioknista, zostalo wykonane barwienie trdjbarwne wg
Massona-Goldnera (Carl ROTH, Art. No. 3459), zgodnie z instrukcja podang przez
producenta. W wyniku barwienia jadra komodrkowe sa ciemnofioletowe, cytoplazma
wilokien migsniowych — czerwona, erytrocyty — pomaranczowe, natomiast tkanka tgczna
wloknista — zielona. Zdjecia preparatéw wykonano na mikroskopie odwréconym Nikon

Eclipse TE 300 z kamerg XC Olimpus.

4.5. Izolacja calkowitego komorkowego RNA

Calkowite RNA z serca i mig$ni szkieletowych izolowano przy uzyciu zestawu

Total RNA Prep Plus wedlug zmodyfikowanej procedury proponowanej przez producenta
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(A&A Biotechnology). Zestaw opiera si¢ na zdolnosci zt6z krzemionkowych do wigzania
kwasoéw nukleinowych w obecnosci wysokich stgzen soli chaotropowych wg
zmodyfikowanej procedury Chomczynskego i Sacchi (1987).

Do zamrozonych fragmentow migéni, umieszczonych w  probowkach
kriogenicznych, dodawano 800 pl fenozolu i inkubowano przez 5 min. w temperaturze
pokojowej. Nastepnie probki homogenizowano przy pomocy kulek cyrkonowych w
homogenizatorze tkankowym MagNALyser (Roche Diagnostics) przez 90 sek. przy
predkosci 7000 RPM. Kolejno, material inkubowano w termobloku 941S (JW Electonic)
W temperaturze 50°C przez 10 min. Nastgpnie dodawano 200 pl chloroformu 1
worteksowano przez 15 sek. Po 3 min. inkubacji w RT mieszaning wirowano (10 min., 12
tys. RPM). Do nowej probowki, zawierajacej 200 pl izopropanolu, przenoszono goérna
frakcje zawierajaca RNA. Probki delikatnie mieszano, po czym cato$§¢ nanoszono na
kolumne do izolacji RNA. Po wirowaniu (1 min., 12 tys. RPM.) przenoszono kolumne¢ do
nowej proboéwki 2ml i dodawano 700 pl roztworu ptuczacego Al i ponownie wirowano (1
min., 12 tys. RPM.). Plukanie powtarzano jeszcze dwukrotnie przy pomocy 350 ul i 200 pl
roztworu pluczacego Al, kazdorazowo wylewajac przesacz po wirowaniu. Ostatnie
wirowanie przeprowadzano przez 2 min. w celu doktadnego osuszenia ztoza. Osuszong
kolumne¢ umieszczano w nowej probowce typu Eppendorf 1,5 ml i do ztoza znajdujacego
si¢ na dnie kolumny dodano 100 pl jalowej i wolnej od RNaz wody destylowanej. Po 3-
minutowej inkubacji w RT proboéwki wirowano (2 min., 12 tys. RPM). Przesacz
zawierajacy RNA przechowywano w temperaturze -80°C do czasu wykonania dalszych
analiz.

Przy pomocy spektrofotometru NanoDrop 1000 mierzono st¢zenie (Azeonm) 1
czystos$¢ (Az60nm/280nm O1aZ Azeonm/230nm) UZyskanego RNA. Dang probe RNA uznawano za

czysta dla wartosci Ajeonm/280nmW granicach 1.8-2.0.

4.6. Odwrotna transkrypcja

Reakcje odwrotnej transkrypcji (RT) przeprowadzano na matrycy 1-2 ug RNA
z wykorzystaniem odwrotnej transkryptazy M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas).
W celu uzyskania wytacznie cDNA z matrycowego RNA jako starterow uzyto oligomerow
oligo(dT);s. Matryce¢ RNA wraz z 1 pl oligo(dT);s w roztworze wodnym inkubowano
przez 5 min. w temp. 70°C. Do schtodzonej mieszaniny dodawano 8,5 pl mieszaniny do

reakcji odwrotnej transkrypcji (Master Mix) o skladzie przedstawionym w Tab. 2,
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mieszano 1 wirowano. Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono w termocyklerze przez
60 min. w temp. 42°C, a nastgpnie 5 min. w temp. 95°C celem inaktywacji enzymu.

Uzyskane cDNA przechowywano w -80°C do czasu wykonania dalszych analiz.

Tab. 2. Sklad mieszaniny do reakcji odwrotnej transkrypcji.

Skladnik mieszaniny Objetosé Stez. koncowe
(ul)
Rozt. wodny RNA 10,5 1-2 pg RNA
oligo(dT) ;s 1 0,5 pg (100 pmol)
5x bufor do odwrotnej transkrypcji 4 1 x
RiboLock (inhibitory RNaz) 0,5 20u
mieszanina ANTP (10 mM kazdy) 2 1 mM
odwrotna transkryptaza M-MuLV 2 40u
Objetos¢ koncowa 20 pl

4.7. Analiza ekspresji genow z wykorzystaniem techniki PCR w czasie

rzeczywistym (RT-qPCR)

Metoda Real-time qPCR (RT-qPCR, ang. Real time- quantitative PCR)
wykorzystujac techniki fluorescencyjne, pozwala na monitorowanie przyrostu ilosci
produktu reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Pomiar ten oparty jest na roznicy w dtugosci
fali wzbudzenia i1 emisji fluoroforu wigzacego si¢ z DNA (Provenzano i Mocellin 2007).
Jako fluorofor zastosowano barwnik SybrGreen (A&A Biotechnology, Polska), wiazacy
si¢ z dwuniciowym DNA. Sygnal emitowany przez fluorofor jest wprost proporcjonalny
do ilosci amplikonu. Do zalet uzycia wspomnianego systemu detekcji nalezy mozliwo$¢
dostosowania go do wigkszej ilosci uktadéw amplifikacyjnych oraz niska cena produktu. Z
kolei jego wada jest niespecyficzno$¢ detekcji. Stad, w celu uniknigcia odczytu sygnatu od
fluoroforu wiagzacego si¢ z niespecyficznymi produktami reakcji, dla kazdego amplikonu
wyznaczono krzywa topnienia, a temperatur¢ odczytu fluorescencji ustalono <3°C od
temp. topnienia produktu szukanego (rozprawa doktorska P. Wierzbickiego, Gdansk
2007).

Projektowanie uktadéw amplifikacyjnych wszystkich badanych gendéw oparto na
sekwencjach mRNA dost¢gpnych w bazie Ensembl Genome Browser (www.ensembl.org).
Sekwencje starterdéw wyznaczono przy uzyciu oprogramowania Primer3, wersja 0.4.0. Z
kolei, za pomoca programu Vector NTI otrzymane sekwencje przeanalizowano pod katem

temperatury topnienia oligonukleotydow, % GC, obecnosci struktur drugorzedowych 1
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wystepowania zjawiska primer-dimer. Sekwencje starterow 1 dlugo$s¢ amplikondéw

przedstawiono w Tab. 3.

Tab. 3. Startery wykorzystywane do amplifikacji badanych genéw.

Sekwencje starteréw (5°—3’) Dlugo$é¢ amplikonu
Gen
(A: sensowny, B: antysensowny) (par zasad)
Sirel A: CAGAACCACCAAAGCGGAAAAA 109 vz
B: GAAACCCCAGCTCCAGTCAGAA P
. A: AAGCTGGTTGAAGCTCATGGGTC
Sirt3 242 pz
B: TCCAGGGAGGTCCCAAGAATGAG
. A: TGATGATGTAATGCGGCTCCTC
Sirt7 147 pz
B: CTGCTCCTGCACAGTGACTTCC
A: ATGTTTGACCCAAAGCAGTACCCC
Cpt-1b 101 pz
B: TCGCCTGCGATCATGTAGGAAAC
Glutd A: AGGCCGGGACACTATACCCTATTC 178 oz
B: AAACTGAAGGGAGCCAAGCACAG P
PGC.1 A: CACGTTCAAGGTCACCCTACAGC 152 oz
e B: TAAATCACACGGCGCTCTTCAAT P
A: ACAAGGCCTCAGGCTTCCACTAC
PPARP/S B: TCCGATCGCACTTCTCGTACTTG 105 pz
A: CTCAGTGCCTCACTCCATCA
3684 B: GGGGCTTAGTCGAAGAGACC 255 pz
Jod A: TGTCTCTTTTCGCCGCTTGCTG 293 bz
e B: CACCACCCTGGCACATGAATCC P

Kolejnym etapem bylo wyznaczenie krzywej wzorcowej oraz wydajnosci
uzyskanych uktadéw amplifikacyjnych. W tym celu sporzadzono mieszaning matrycowego
cDNA (z 10-15 prob) z kazdej badanej tkanki szczuréw i w 2 powtdrzeniach dla 6
rozcienczen seryjnych 1:2 sprawdzono dziatanie poszczegdlnych uktadow starterow. Za
optymalne warunki reakcji przyjmowano: wydajnos¢ amplifikacji w granicach 100%
+10%, wspotczynnik korelacji R>= 1 + 0,1 oraz nachylenie krzywej = -3,42 +0,35
(rozprawa doktorska P. Wierzbickiego, Gdansk 2007). Zoptymalizowane profile
temperaturowo-czasowe dla poszczegdlnych uktadow reakcyjnych przedstawia Tab. 4.

Reakcje przeprowadzano w dwoch powtdrzeniach dla kazdej proby, na ptytkach
96-dotkowych, w termocyklerze iCycler iQ Real-Time PCR (Bio-Rad) oraz termocyklerze
StepOne Plus (Applied Biosystems, USA). Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w
Tab. 5.

Poziom ekspresji genow: Sirtl, Sirt3, Sirt7, Cpt-1b, Glut4, Pgcla, Ppar-f/o
wyznaczono wzgledem poziomu mRNA genow konstytutywnych (HKG, ang.
housekeeping genes): kwasnej rybosomalnej fosfoproteiny PO (36B4) oraz cyklofiliny A
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(cycloA, Ppia), stosujac porownawczg analize ilosciowa wg Livaka (Livak 1 Schmittgen
2001): Wartos¢ ekspresji genu X = 2", gdzie ACt = Ct, x— Ct, yk¢

oraz Ct, yxg= Srednia (Cteyeloa,36B4)
Ct (ang. threshold cycle) — numer cyklu, w ktorym reakcja wchodzi w faz¢ logarytmiczna,
obliczany przez oprogramowanie termocyklera.

W metodzie tej uzyskana warto$¢ odpowiada umowne;j liczbie transkryptow genu X
w odniesieniu do $redniej sumy transkryptow genow referencyjnych. Stad, mozliwe jest
statystyczne poroOwnanie ze soba poziomu ekspresji genu X w réznych tkankach i
przesledzenie jego zmian w zmieniajacych si¢ warunkach do$wiadczalnych (rozprawa

doktorska P. Wierzbickiego).

Tab. 4. Profile temperaturowo-czasowe reakcji RT- qPCR dla badanych genéw.

Analizowany gen
< N
- o o~ oy 3 &) iﬁ X E
Etap = = = B, = < oy $ S
& 3 & o S & R~ - by
1 Wstepna 0 .
denaturacja 95 C/S min.
2 Wiasciwa o
denaturacja 95 C/15sek.
3 Przylaczanie o o o o o o o o o
. 57C |58 C [5859C |575C |58 C |5758C |57C [57C [57C
starterow (30s)
4 Wydhizanie 72 °C /30 sek
Odczyt 80°C / 10 sek
6 Inkubacja 4°C /o
Liczb cykli 40
(powtorzenie p. 2-4)

Tab. 5. Sklad mieszaniny reakcji RT- qPCR dla kazdego z ukladéw amplifikacyjnych.

Skladnik mieszaniny Objetosé (ul) na 1 reakcje Stez. koncowe
cDNA 1
SybrGreen mix B 8 1 x
Starter A 0,33 0,165 uM
Starter B 0,33 0,165 uM
ddH,0 8,34
Objetos¢ koncowa 18 pul

4.8. Pomiar wzglednej iloSci bialek SIRT1, SIRT3 i SIRT7 metoda Western
blotting
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W pierwszym etapie przeprowadzono ekstrakcje biatek z fragmentow zamrozonych
miegsni przy pomocy zestawu Mammalian Cell Extraction Kit (BioVision) wedtug zalecen
producenta.  Stezenie biatek w  uzyskanych lizatach mierzono  wzglgdem
wystandaryzowanych rozcienczen BSA uzywajac odczynnika Bradford Reagent (Sigma-
Aldrich), wedlug zalecen producenta. Nastepnie przygotowywano proby biatkowe o
stezeniu 5 mg/ml w buforze Laemmli z dodatkiem 1% pB-merkaptoetanolu, ktore
denaturowano przez 5 min. w 100°C. Tak przygotowane proby nanoszono po 20 pug na
10% zele poliakrylamidowe (Bio-Rad Laboratories) 1 przeprowadzano rozdzial
elektroforetyczny w warunkach denaturujacych, przy statym napigciu 90 V w zelu
zageszcezajacym 1 110 V w zelu rozdzielajacym. W 10-studzienkowym zelu znajdowato si¢
9 prob badanych oraz marker PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas).
Po zakonczonej elektroforezie przeprowadzono transfer biatek na blong PVDF w aparacie
do transferu potsuchego, przy stalym nat¢zeniu pragdu 260 mA 1 maksymalnym napigciu 25
V. Po 1-godzinnym transferze bton¢ PVDF barwiono przez 1-2 min. w roztworze Ponceau
S, a nastgpnie odbarwiono w wodzie. Barwienie to postuzylo jako kontrola ilosci biatka
naktadanego do kazdej studzienki Zelu oraz jakos$ci transferu. Po odbarwieniu btony
niespecyficzne miejsca wigzania biatek blokowano 5% roztworem odtluszczonego mleka
w TBS z 0,1% Tween-20 (TBS-T) przez 1 godz. w temperaturze pokojowej. Nastepnie
bton¢ inkubowano z I-rzgdowym przeciwciatem: anty-Sirtl (1:5000, 1:2500, 1:1500,
1:1000, 1:800), anty-Sirt3 (1:5000) lub anty-Sirt7 (1:2000) (Sigma-Aldrich) przez noc w
4°C. Nastepnego dnia, po ptukaniu (3x 15 min. w TBS-T) bton¢ inkubowano z II-
rzedowym przeciwciatem anty-kroliczym (1:15000) dla SIRT1 oraz SIRT3, lub anty-
kurczaczym dla SIRT1 i SIRT7 (1:15000) przez 2 godz. w temperaturze pokojowej. Po
ponownym ptukaniu (3x 15 min. w TBS-T) powstate kompleksy antygen-przeciwciato
wykrywano za pomocg substratu chemiluminescencyjnego dla peroksydazy chrzanowe;j
sprzezonej z przeciwcialem Il-rzedowym (Sigma-Aldrich), przeprowadzajac ekspozycje
btony wobec kliszy $wiattoczutej przez okres od 5 sekund do 5 minut. Intensywnos$¢
prazkow zostala przeanalizowana densytometrycznie przy pomocy oprogramowania
Quantity One, W. 4.6.6 (Bio-Rad). Pomiar wzglednej ilosci SIRT1, SIRT3 i SIRT7
oceniano w stosunku do biatka referencyjnego: dehydrogenazy aldehydu 3-
fosfoglicerynowego (GAPDH, 1:50000). Obliczenia wykonano na podstawie dwoch prob

tkanek zwierzat z kazdej grupy doswiadczalnej i wieckowe;.
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4.9. Pomiar stezenia insuliny i leptyny w surowicy krwi szczuréw metodg

ELISA

Stezenie insuliny i leptyny w surowicy krwi szczuré6w zmierzono przy pomocy
gatunkowo-specyficznego testu immunoenzymatycznego ELISA (Millipore, Linco
Research) wedtug zalecen producenta. W tescie tym, hormony szczura wigzane sg przez
specyficzne przeciwciata, ktorymi optaszczone sa dotki ptytki testowej. Do tego
kompleksu przytaczane sa nastgpnie przeciwciala detekcyjne sprzegnigte z peroksydaza
chrzanowg. Substrat chromogenny (3,3°,5,5 -tetrametylobenzydyna) przeksztalcany jest
przez peroksydaze w barwny produkt. Wielkos¢ absorbancji produktu odczytywana przy
dtugosci fali 590 nm (FL600 Microplate Fluorescence Reader, BioTek) jest proporcjonalna
do ilo$ci antygenu. St¢zenie insuliny i leptyny w badanych prébkach odczytywano z
krzywej wzorcowej, wyznaczanej dla znanych rozciefczen antygenu przy pomocy

oprogramowania spektrofotometru.

4.10. Oznaczanie poziomu metabolitow w surowicy krwi szczurow

Poziom parametréw metabolicznych w surowicy szczuréw z obu grup wiekowych:
triacylogliceroli, wolnych kwasow tluszczowych, cholesterolu, cholesterolu frakcji HDL,
glukozy, mocznika, albumin 1 biatka catkowitego zmierzono przy pomocy dostepnych
komercyjnie  standardowych testow diagnostycznych w Zakladzie Medycyny

Laboratoryjnej Katedry Biochemii Klinicznej GUMed.

4.11. Analiza statystyczna wynikow

Analize statystyczng wynikow badan przeprowadzono przy pomocy programu
STATISTICA w. 10 (StatSoft). Normalnos$¢ rozktadu przypadkéw w grupach badawczych
sprawdzano przy pomocy testu W Shapiro-Wilka. Ze wzgledu na niska liczebnos$¢ grup i
brak rozktadu normalnego w wielu badanych grupach, do testowania istotnosci roéznic
stosowano nieparametryczny test U Manna-Whitneya (poréwnywanie dwoch grup) oraz
test kolejnosci par Wilcoxona (poréwnywanie wielu grup). Do okres$lenia wspdtczynnika
korelacji migdzy grupami postuzono si¢ testem Spearmana. Za rdznice statystycznie
znamienne przyjmowano wartosci, dla ktorych p<0,05 (oznaczane symbolem *), za$

wysoce znamienne p<0,01 (oznaczane symbolem **) oraz p<0,001 (oznaczane symbolem
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5. WYNIKI

5.1. Charakterystyka zwierzat w modelu glodzenie-karmienie

5.1.1 Zmiany masy ciala zwierzat

Srednia masa ciata starych szczuréw byta o okoto 30% wyzsza niz u miodych
zwierzat na kazdym etapie do§wiadczenia (Tab. 6). Dwudniowe glodzenie spowodowato
zmniejszenie masy ciala mtodych i starych szczuréw o odpowiednio 8,4% 1 5,9% (Tab. 6).
Po wprowadzeniu diety pelnej mtode szczury nie odzyskaly wyjsciowej masy ciata. Z
kolei stare zwierzeta, po 6 dniach karmienia dieta pelna odzyskaly mase szczurow

kontrolnych (Tab. 6).

Tab. 6. Zmiany masy ciala szczuréw w modelu glodzenie- karmienie, mierzone w odniesieniu do masy
poczatkowej — gérny wiersz oraz w stosunku do masy tych samych zwierzat po dwoch dobach
glodzenia — dolny wiersz.

Zmiana masy ciala szczuréw (%) £ SE
K (g G R2 R4 R6
-2,6 0.4 -1,9+ 0,3 -1,2+0,4
VDG g 84+03"" | s
szczury
6,8+ 0,6 5,8+0,3 5,8+0,7
N 19 10 10 6 6
-1,1£0,287 -0,7+0,3%" 02+0,7%
Stare 526Aﬂ:*}1,2 594032 | e
szczury
4,6+0,2 48+0,5 9,6+ 1,4
N 17 9 10 7 4

Wartosci przedstawiaja $rednig wyrazong w % =+ SE. Oznaczenia: K- szczury kontrolne, G- szczury
glodzone, R2, R4, R6 — szczury glodzone przez 48 godzin, a nastgpnie karmione ad libitum przez wskazang
liczbe dni. N- ilo$¢ osobnikéw w danej grupie doswiadczalnej, a — warto$¢ znamiennie rézna wzgledem
grupy K w danej grupie wiekowej, b — warto$§¢ znamiennie rézna wzgledem zwierzat z grupy G w danej
grupie wiekowej, ¢- wartos¢ znamiennie ré6zna wzgledem zwierzat z grupy R2 w danej grupie wiekowej, d-
warto$¢ znamiennie rozna wzgledem zwierzat z grupy R4 w danej grupie wiekowej; A — warto$¢ znamiennie
rozna (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) wzgledem grupy mtodych zwierzat poddanych tej samej procedurze
zywieniowe;j.
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5.1.2 Zmiany stezenia insuliny i leptyny w surowicy krwi mlodych i starych

SZCZUrow

Dwa dni glodzenia obnizyto stezenie insuliny w surowicy krwi mtodych i starych
zwierzat o odpowiednio 27% 1 58% w pordwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 6).
Przywrécenie diety pelnej spowodowalo wzrost stezenia insuliny w surowicy krwi
mtodych szczurow dopiero w czwartym dniu karmienia dietg peilng, przywracajac tym
samym poziom stezenia szczuréw kontrolnych. U starych zwierzat, dwa dni karmienia ad
libitum zwigkszylo stezenie insuliny o 96% (wzglgdem grupy KDR) i1 przywrdcito stezenie
zwierzat kontrolnych (Ryc. 6).

Mtode M Stare
Eﬁ 1,5 :[C b* C*
= b |
=
2 1 1
172}
cE I I
2 gk*
=
205 —
iy
)
0
K G R2 R4 R6

Ryc. 6. Stezenie insuliny (ng/ml) w surowicy krwi szczuréow glodzonych — karmionych. Wartosci
przedstawiajg $rednig + SE. Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 6.

Srednie stezenie leptyny bylo istotnie wyzsze w surowicy krwi starych szczurow
niz u mlodych zwierzat na kazdym etapie doswiadczenia (Ryc. 7). Dodatkowo,
zaobserwowano pozytywna korelacj¢ miedzy stg¢zeniem leptyny a masg ciata szczurow
mtodych (r = 0.67, p = 10°®) oraz starych (r= 0.51, p= 0,0019).

Glodzenie przez 48 godzin obnizylo stezenie leptyny o 69% w surowicy krwi
mlodych szczuréw w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 7), natomiast karmienie ad
libitum spowodowato wzrost st¢zenia hormonu o 84% (wzglgdem grupy glodzonej). Po
czterech dniach karmienia ad libitum st¢zenie leptyny wzrosto do poziomu kontroli (Ryc.
7).

U starych szczurow dwa dni glodzenia obnizylo st¢zenie leptyny o 47% w
porownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 7). W odrdéznieniu do mtodych zwierzat, juz po

dwoéch dniach karmienia ad libitum st¢zenie hormonu wzrosto u starych szczurow o 197%
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wzgledem grupy gltodzonej, przewyzszajac tym samym poziom podstawowy o 58%, cho¢
wynik ten nie byt istotny statystycznie (Ryc. 7). Wysokie st¢zenie leptyny utrzymato si¢ w

surowicy krwi starych zwierzat do konca okresu karmienia ad libitum.
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Ryc. 7. Stezenie leptyny (ng/ml) w surowicy krwi szczuréw glodzonych — karmionych. Wartosci
przedstawiaja srednia + SE. Oznaczenia, liczebnos$¢ grup oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 6.

5.1.3 Zmiany stezen wybranych metabolitow w surowicy krwi szczurow

mlodych i starych

Zmiany stezen podstawowych metabolitéw w surowicy krwi szczuréw z obu grup
wiekowych, poddanych glodzeniu — karmieniu przedstawiono w tabeli 7.

Srednie stezenie mocznika i albuminy bylo nizsze w surowicy krwi starych
szczuréw kontrolnych niz u mtodych zwierzat o odpowiednio 22,6% i 11,6% (Tab. 7).
Odwrotna sytuacje odnotowano w przypadku stezenia bialka catkowitego, ktore o 4,6%
bylo wyzsze u dwuletnich szczuréw niz u mtodych zwierzat. Dwudniowe glodzenie oraz
karmienie dieta pelng nie wywotalo zmian st¢zenia mocznika, albuminy ani biatka
catkowitego w surowicy krwi szczuréw z obu grup wiekowych w porownaniu do zwierzat
kontrolnych (Tab. 7). Wyjatek stanowi obnizenie poziomu mocznika o 18,5% wzgledem
grupy kontrolnej oraz 21,1% wzgledem grupy glodzonej (p=0,05) u mtodych szczurow
karmionych ad libitum przez sze$¢ dni (Tab. 7).

Srednie stezenie glukozy bylo poréwnywalne w surowicy krwi szczuréw z obu
grup wiekowych (Tab. 7). Pod wplywem glodzenia odnotowano obnizenie st¢zenia
glukozy u mtodych i starych zwierzat o odpowiednio 39,7% 1 37,6% w poréwnaniu do
grup kontrolnych. Przywrocenie diety pelnej po dwoch dniach spowodowato zwickszenie

stezenia glukozy o 91,6% u mtodych szczuréw, co stanowilo ponad 15% wzrost powyzej
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stezenia podstawowego. U starych szczuréw karmienie ad [libitum przez dwa dni
spowodowato mniejszy niz u mlodych zwierzat wzrost stezenia glukozy o 40,5%, co
odpowiadalo stezeniu u szczuréw kontrolnych (Tab. 7).

Srednie stezenie triacylogliceroli (TG) w surowicy krwi starych szczurow
kontrolnych byto o 64% wyzsze niz u miodych zwierzat (Tab. 7). Glodzenie przez 48
godzin spowodowato 26% (p= 0,088) obnizenie stezenia TG w surowicy mitodych
szczuréw wzgledem kontroli, jednak po wprowadzeniu 4-dniowej diety petnej poziom ten
wzrost o 52% ponad stezenie podstawowe. U starych szczurdw glodzenie nie wywotato
zmian stezenia TG w surowicy w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Tab. 7). W 6 dniu
karmienia ad libitum zanotowano wzrost stezenia TG o 66,1% w porownaniu do grupy
kontrolne;j.

Srednie stezenie wolnych kwaséw ttluszezowych (WKT) bylto dwukrotnie wyzsze
w surowicy krwi starych szczurow w porownaniu do mtodych zwierzat (Tab. 7). Dwa dni
glodzenia spowodowaly 4-krotne obnizenie ste¢zenia WKT u mtodych szczurow w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. W ciggu dwoch dni karmienia ad libitum stezenie WKT u
mlodych zwierzat wrécito do poziomu podstawowego, natomiast w kolejnych 4 i1 6 dniach
karmienia ponownie wzrosto do warto$ci dwukrotnie wyzszej niz u szczuréw kontrolnych
(Tab. 7).

U starych szczur6w nie zaobserwowano zmian stezenia WKT pod wpltywem
dwudniowego glodzenia w pordwnaniu do grupy kontrolnej. Refeeding obnizyt stezenie
WKT w stosunku do kontroli o 53,6% po 2 dniach oraz o 61% po 6 dniach karmienia dieta
pelng (Tab. 7).

Srednie stezenie cholesterolu catkowitego (ChC) bylo o okolo 50% wyzsze w
surowicy krwi starych szczuréw niz u mlodych zwierzat na kazdym etapie do§wiadczenia
(Tab. 7). U miodych szczurow glodzenie nie miato wptywu na $rednie st¢zenie ChC w
poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Z kolei przywrocenie karmienia ad libitum przez dwa dni
obnizyto stezenie ChC w surowicy krwi mlodych zwierzat o 25,9% wzgledem grupy
glodzonej (Tab. 7). U starych szczuréow, glodzenie oraz karmienie dieta peing nie miato
wplywu na $rednie stezenie ChC (Tab. 7).

Srednie stezenie cholesterolu HDL (Ch-HDL) bylo o okoto 30% wyzsze w
surowicy krwi starych szczurow niz u mtodych zwierzat na kazdym etapie doswiadczenia
(Tab. 7). U szczurow z obu grup wiekowych glodzenie oraz karmienie dieta petng nie

miato wptywu na $rednie stezenie Ch-HDL w porownaniu do grup kontrolnych (Tab. 7).
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Tab. 7. Zmiany stezenia podstawowych metabolitow w surowicy krwi mlodych i starych szczurow

poddanych glodzeniu i nastepujacemu karmieniu ad libitum.

Miode szczury K G R2 R4 R6
Mocznik (mg/dl) 24,4 +0,9 252 +0,9 22,8+0,8 21,5+0.8 19,9 + 0,6 "
Bialko calk. (g/l) 583+0,5 56,3+0,5 56,2 +0,7 588+12 56,5+0,6

Albumina (g/1) 13,6 0,2 13,6 0,3 13,1 £0,2 142 +0,2 12,8 + 0,4

Glukoza (mmol/l) 189+13 10,0+1,3%" | 18,7 +2,5"" 19,5 +2,0* 17,8 +1,7
TG (mg/dl) 1157+ 11,8 85,6+ 10,7 100,4+9,1 | 1764 + 14,55 | 140,6 +3,7°" ¢
WKT (mmol/l) 0,2 +0,03 0,801 | 0,2+0,03" | 04+0,177" | 0,4+0,04"" 0"

ChC (mg/dl) 714422 76 +3.9 56,3 +2,1 70,8 + 4,6 66,8+1,9

C(hm'gzll))'“ 474+1,7 40,5+1,9 39,3+2,1 438+22 423+1,7

Stare szczury K G R2 R4 R6
Mocznik (mg/dl) | 18,9 +0,42%™ | 17,6 + 1,14 | 18,5+ 0,6 16,9 + 0,74 202+ 1,5
Bialko calk. (g/l) | 61 0,6 61 + 0,54 60,1 + 1,14 57,6 +0,9 59822
Albumina (g/1) 124034 12,4 +0,3%" 122403 12,4 0,5 12+£0.8

Glukoza (mmol/l) 18,9+ 1,1 9,6 +1,6° 13,9 £2,14" 16,9 +1,3 12,0 £4,8
TG (mg/dl) 189,7 +20,03%™ | 174,3 £30,3%" | 212,5 = 19,6*™ 216,7 17,4 315 +25,1% 45 A"
WKT (mmol/l) 0,4 + 0,12 0,5+0,1%" 0,2 +0,04""%" 0,4+0,1¢ 0,2 + 0,012 0" 4% A
ChC (mg/dl) 110,4 + 5,14 1129,9 + 8,54 | 107,9 + 6,5 97,5 + 5,44 115,8 +13,3%"
C(hm'gl/gl))]‘ 612+43%" | 633£3,98" | 674+7,1 61,3 +2,9% 63,7+ 1022

WartoS$ci przedstawiajg $rednia = SE. Oznaczenia: TG- triacyloglicerole, WKT- wolne kwasy tluszczowe,
ChC- cholesterol catkowity, Ch-HDL- cholesterol frakcji HDL. Liczebno$¢ grup oraz znamienno$¢
statystyczna - jak dla Tab. 6.

5.2. Charakterystyka zwierzat w modelu diety restrykcyjnej i

przywrocenia karmienia ad libitum
5.2.1 Zmiany masy ciala zwierzat

Srednia masa ciata starych szczuréw ze wszystkich grup do$wiadczalnych byta

przecigtnie o 26% wyzsza niz u mtodych zwierzat (Tab. 8a). 30-dniowa dieta restrykcyjna
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spowodowata zmniejszenie masy ciata mtodych i starych szczuréw o odpowiednio 6% 1
11% w poréownaniu do grup kontrolnych. Wprowadzenie diety pelnej przywrocito
wyjsciowg mas¢ ciata mtodych zwierzat juz po dwoch dniach karmienia dietg pelng. Stare
szczury nie odzyskaty wagi zwierzat kontrolnych nawet po szesciu dniach karmienia ad

libitum (Tab. 8a).

Tab. 8a. Zmiany masy ciala szczuréw poddanych krotkotrwalej diecie restrykcyjnej i przywroéceniu
karmienia ad libitum, mierzone w odniesieniu do masy poczatkowej — gérny wiersz oraz w stosunku do
masy tych samych zwierzat po diecie restrykcyjnej — dolny wiersz.

Zmiana masy ciala szczuréw (%) + SE

K (g) KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6
1,3+0,8 1,3+1,1 8,5+1,6"
Miode | 3573140 | -61+05" |  ceeeceeee
SZClel‘y
6,3 +0,8"" 6,9+ 0,8 13,2+ 0,9
-8,3 + 0’8a**A*** _7’4 + 0’6a**A*** -6’5 :I:I’ZA***
Stare 525,77+ y—
szczury por | 109E 04T e
3,4+0,7 3,4+05 3,705

Tab. 8b. Liczebno$¢ szczuréw w poszczegolnych grupach doswiadczalnych, otrzymana w dwoch
identycznych eksperymentach.

K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6

Milode szczury

1 doswiadczenie - N
(S, MSM)
2 doswiadczenie - N
(S,SOL,EDL)

11 10 8 8 8

5 11 6 6 5

Stare szczury

1 doswiadczenie - N

8 8 8 8 8
(S, MSM)
2 doswiadczenie - N
4 4
(S,SOL,EDL) 6 6 6

Warto$ci przedstawiaja Srednig wyrazona w % + SE. Oznaczenia: K — szczury kontrolne, KDR — zwierzeta
poddane 30-dniowej diecie restrykcyjnej 60%, KDR+2, KDR+4, KDR+6 — zwierzeta poddane KDR, a
nastepnie karmione ad libitum przez wskazang liczbe dni. W nawiasach podano pobrany materiat badawczy:
S- serce, MSM- migsien szkieletowy mieszany, SOL- m. ptaszczkowaty tydki, EDL- m. prostownik palcow.
Oznaczenia: a — warto$¢ znamiennie rozna wzgledem grupy kontrolnej w danej grupie wiekowej, b — wartos¢
znamiennie rézna wzgledem zwierzat z grupy KDR w danej grupie wiekowej; ¢- warto§¢ znamiennie rozna
wzgledem zwierzat z grupy KDR+2 w danej grupie wiekowej, d- warto$¢ znamiennie wzglgdem zwierzat z
grupy KDR+4 w danej grupie wiekowej; A — warto$¢ znamiennie rézna (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)
wzgledem grupy mtodych zwierzat poddanych tej samej procedurze zywieniowe;.
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5.2.2 Zmiany stezenia insuliny i leptyny w surowicy krwi mlodych i starych

SZCZUrow

W przebiegu doswiadczenia zmiany Sredniego stezenia insuliny w surowicy krwi
zachodzity podobnie u mlodych i starych szczuréw (Ryc. 8). Krotkotrwala dieta
restrykcyjna obnizyla S$rednie stezenie insuliny u mlodych 1 starych zwierzat o
odpowiednio 37% i1 39% w porownaniu do grupy kontrolnej. Wprowadzenie diety pelnej
spowodowato wzrost stezenia insuliny w surowicy krwi mtodych szczuréw o 40%
(wzgledem grupy KDR), przywracajac tym samym poziom kontrolny juz po dwoch dniach
karmienia dieta petlng (Ryc. 8). U starych zwierzat, dwa dni karmienia ad libitum
zwigkszylo st¢zenie insuliny o 33% (wzgledem grupy KDR), ale nie osiagneto stezenia

szczurow kontrolnych do konca karmienia dietg pelng (Ryc. 8).
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Ryc. 8. Stezenie insuliny (ng/ml) w surowicy krwi szczuréw poddanych kroétkotrwalej diecie
restrykeyjnej i przywroceniu karmienia ad libitum. Wartosci przedstawiaja $rednig + SE. Oznaczenia,
liczebnosci oraz znamiennos¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

Srednie stezenie leptyny bylo istotnie wyzsze w surowicy krwi starych szczuréow w
porownaniu do mlodych zwierzat (Ryc. 9). 30-dniowa dieta restrykcyjna obnizyta stezenie
hormonu u mtodych 1 starych szczurow o odpowiednio 73% 1 42% w poréwnaniu do grup
kontrolnych. Wprowadzenie dwudniowej diety pelnej spowodowato wzrost stezenia
leptyny o 100% u mtodych zwierzat i 33% u starych, wzgledem grupy KDR (Ryc. 9).
Kolejne dni karmienia ad libitum nie zmienity poziomu hormonu u zwierzat z obu grup
wiekowych, chociaz u mtodych zwierzat stg¢zenie leptyny nie wzrosto do poziomu kontroli

do konca okresu karmienia dietg petng (Ryc. 9).
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Ryc. 9. Stezenie leptyny (ng/ml) w surowicy krwi szczuréow poddanych krotkotrwalej diecie
restrykeyjnej i przywréceniu karmienia ad libitum. WartoSci przedstawiaja $rednig + SE. Oznaczenia,
liczebnosci grup oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

5.2.3 Zmiany stezen wybranych metabolitow w surowicy krwi mlodych i

starych szczurow

Zmiany stezen podstawowych metabolitéw w surowicy krwi szczuréw z obu grup
wiekowych, poddanych krétkotrwatej diecie restrykcyjnej 1 nastgpujacemu karmieniu ad
libitum, przedstawiono w tabeli 9.

Srednie stezenie mocznika i albuminy bylo nizsze w surowicy krwi starych
szczurow kontrolnych niz u mtodych zwierzat o odpowiednio 21,8% 1 10,7% (Tab. 9).
Odwrotna sytuacje odnotowano w przypadku stezenia bialka catkowitego, ktore o 5,4%
byto wyzsze u dwuletnich szczuréw niz u mtodych zwierzat. 30-dniowa dieta restrykcyjna
oraz karmienie dieta pelng nie wptyngly na steZzenia mocznika, albuminy ani biatka
catkowitego w surowicy krwi miodych i1 starych szczuréw w pordéwnaniu do grup
kontrolnych (Tab. 9).

Srednie stezenie glukozy bylo poréwnywalne w surowicy krwi szczuréw z obu
grup wiekowych (Tab. 9). Pod wptywem KDR stezenie glukozy obnizyto si¢ u mtodych i
starych szczuréw o odpowiednio 44,6% 1 31,9% w porownaniu do grup kontrolnych. U
mtodych zwierzat, dwa dni karmienia ad libitum zwigkszylo stezenie glukozy o 56,6%
wzgledem grupy KDR, przywracajac tym samym stezenie glukozy szczuro6w kontrolnych
(Tab. 9). U starych szczurow dopiero w 6 dniu karmienia dietg pelng stezenie glukozy

osiggneto poziom szczuréw kontrolnych (Tab. 9).
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Tab. 9. Zmiany stezenia podstawowych metabolitow w surowicy krwi mlodych i starych szczuréw
poddanych krétkotrwalej diecie restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum.

Milode szczury K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6
Mocznik 239+08 23,5+0,6 243 40,7 249+1,2 25,6 +£0,7
(mg/dl)
Blﬂ*é‘g‘;ga*k- 584404 55,94 0,5 55240,7 54,5+ 14" 549+0,7
Albumina (g/l) 13,5+0,2 13+0,3 133+04 13,1402 13,1403
Glukoza 18,7 + 1,1 10,4 + O,Sa*** 15,1 + 1’4b*** 14’7 + 1’3b*** 17,7 + l’ob***
(mmol/1)
TG (mg/dl) 110,4+9,2 57,8 £4,3" 70,3 +5,9* 73,9 + 6,9 95,2 +10,9°"
WKT (mmol/l) | 0,2+ 0,02 0,3+0,1 0,2+0,1 0,1+ 0,03 0,5+0,1
ChC (mg/dl) | 687+12 73.8+0,7 704 +4,3 71.3£2.2 oiend
Ch - HDL 424425 31,1 +2,7 412+5.2 36,6 +3,1 37,2+3,7
(mg/dl)
Stare szczury K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6
Mocznik | 1g 70 048 | 17,5 41,28 19,6 + 0,9 18,9 + 0,6 21,208
(mg/dl)
Blal:;(;l;alk. 61,5 + 0,7A*** 60,1 + l,lA*** 57,8 4 1,2 60 = 0,8A*** 59 + 1’03A**
Albumina (g/1) | 12,1 +0,3%™ 12,1 £0,4 12 +0,7 11,8 0,34 11,8 £0,4%
Glukoza 17,8 4 1’3 12’1 + l’oa** 9,8 + 1,63**’A* 9,8 n 0’93***,A*** 14’7 + 1,3d*
(mmol/l)
TG (mg/dl) |189,5+17,9"™ | 72,5+ 9,2 | 111,5 + 14,4 Y™ A" | 120,4 + 15,9 A" | 165,9 + 18,97 A"
WKT (mmol/l) | 0,4+0,1*™ | 0,6+0,1°4" 0,4+0,1 0,4+ 0,14 0,8+ 0,1
ChC (mg/dl) | 1144 +598 [122,1 6,5 | 113,99+ 7,14 128,1 + 824 111,8 7,04
Ch - HDL 58430 | 402+42% 39,132 404+35 AT+45
(mg/dl)

Warto$ci przedstawiaja $rednig = SE. Oznaczenia: TG- triacyloglicerole, WKT- wolne kwasy tluszczowe,
ChC- cholesterol catkowity, Ch-HDL- cholesterol frakcji HDL; a — warto$¢ znamiennie réozna wzgledem
grupy kontrolnej w danej grupie wiekowej, b — warto$¢ znamiennie rézna wzgledem grupy zwierzat KDR w
danej grupie wiekowej; ¢- warto$¢ znamiennie rézna wzgledem zwierzat z grupy KDR+2 w danej grupie
wiekowej, d- warto$§¢ znamiennie rézna wzgledem zwierzat z grupy KDR+4 w danej grupie wiekowej; A —
warto$¢ znamiennie rozna (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) wzgledem grupy mtodych zwierzat poddanych
tej samej procedurze zywieniowej. Liczebno$¢ grup - jak dla Tab. 8.

Srednie stezenie TG w surowicy krwi starych szczuréw kontrolnych byto o 64%

wyzsze niz u mtodych zwierzat (Tab. 9). KDR obnizyta stezenie triacylogliceroli u

62



mtodych 1 dwuletnich szczurow o odpowiednio 47,6% 1 61,7%. U obu grup wiekowych
przywrocenie diety pelnej przez dwa dni spowodowato wzrost stezenie TG o 21,6% 1
53,7% wzgledem grupy KDR, natomiast powrdt do poziomu podstawowego nastgpit
dopiero w 6 dniu karmienia dietg pelng (Tab. 9).

Srednie stezenie WKT byto dwukrotnie wyzsze w surowicy krwi starych szczurow
w poréwnaniu do mtodych zwierzat (Tab. 9). 30-dniowa dieta restrykcyjna oraz karmienie
dieta pelng nie mialy wptywu na stezenie WKT u mtodych zwierzat, z wyjatkiem ponad 2-
krotnego obnizenia wzgledem grupy KDR w 4 dniu karmienia dieta petng. U starych
szczurow, dieta restrykcyjna spowodowala wzrost stezenia WKT o 48,7% w poroéwnaniu
do grupy kontrolnej 1 jego obnizenie do poziomu podstawowego w czasie karmienia dietg
peina (Tab. 9).

Srednie stgzenie cholesterolu calkowitego (ChC) oraz cholesterolu—-HDL (Ch-
HDL) byto o ponad 65% 1 35% wyzsze w surowicy krwi starych szczur6w niz u mtodych
zwierzat na kazdym etapie doswiadczenia (Tab. 9). KDR oraz karmienie dieta petng nie

miato wptywu na $rednie stezenie ChC i Ch-HDL u szczuréw z obu grup wiekowych.

5.3. Ekspresja genow i bialek sirtuin w sercu oraz mi¢sSniu

szKkieletowym mieszanym szczurow glodzonych-karmionych
5.3.1 Ekspresja Sirt] na poziomie mRNA

Pomimo licznych prob z wykorzystaniem dwoch rodzajow przeciwcial I-
rzedowych anty-SIRT1 (pochodzacych od roznych gatunkéw) oraz przetestowania wielu
mozliwos$ci rozcienczen, nie udato si¢ wykona¢ pomiaru wzglgdnej ilosci biatka sirtuiny 1
w mig$niach szczurdw glodzonych - karmionych. Przedstawione wyniki dotyczg pomiaru

ekspresji Sirt] na poziomie mRNA.

5.3.1.1 Miesien sercowy

Glodzenie oraz 2-dniowe karmienie dieta pelng nie wywotalo istotnych
statystycznie zmian w ekspresji genu Sirt/w sercu mtodych szczur6w w poroéwnaniu do
grupy kontrolnej. Jedynie w 4 1 6 dniu od wprowadzenia diety pelnej odnotowano 4-krotne
obnizenie poziomu mRNA Sirt] wzgledem grupy glodzonej (Ryc. 10).

W sercu starych szczuréw kontrolnych ekspresja genu Sirt/ byla istotnie wyzsza
niz u mtodych zwierzat. Glodzenie oraz karmienie ad libitum nie wywotato istotnych

statystycznie zmian w ekspresji genu Sirt] w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Pomimo to,
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zaobserwowano, ze poziom mRNA Sirt/ w sercach starych szczurow z grup G 1 R2-6 byt

nizszy od poziomu kontrolnego (Ryc. 10).

5

Mtode M Stare

Sirt] mRNA wzgl. MK

[N

0 B __ I
K G R2 R4 R6

Ryc. 10. Ekspresja genu Sirtl w sercu szczuréow glodzonych - karmionych. Wartosci przedstawiajg
srednig + SE. Poziom mRNA genu zostat znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczurow
kontrolnych (MK=1). Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 6.

W mig¢$niu sercowym mlodych i starych szczuréw poddanych dwudniowemu
glodzeniu ekspresja genu Sirt/ byla silnie skorelowana z ekspresja: Sirt3 (r= 0.75, p=
0,02), Cpt-I (r=0.77, p= 0,016) oraz Glut4 (r=0.86, p=0,014).

5.3.1.2 Miesien szkieletowy mieszany (MSM)

W mie¢$niu szkieletowym mieszanym mlodych szczuréw gltodzenie oraz 2 i 4-
dniowe karmienie dieta pelng spowodowaty kolejno 2, 3 i 4- krotne zmniejszenie ekspresji
genu Sirt] w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 11). Dopiero w 6 dniu karmienia ad

libitum poziom mRNA Sirt] wrocit do poziomu kontrolnego (Ryc. 11).

5
Mtode W Stare
X 4
=
®
3 3
< *
1
2, e
E ————
R -
4l a* *%
— a B gEE* p*
0 —
K G R2 R4 R6

Ryec. 11. Ekspresja genu Sirf1 w migsniu szkieletowym mieszanym szczuréw glodzonych - karmionych.
Wartosci przedstawiaja srednig £ SE. Poziom mRNA genu zostal znormalizowany wzgledem poziomu

ekspresji mtodych szczurow kontrolnych (MK=1). Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamienno$¢
statystyczna - jak dla Tab. 6.

64



W MSM starych szczuréw kontrolnych ekspresja genu Sirt/ byta istotnie wyzsza
niz u mtodych zwierzat. Gtodzenie natomiast ponad 2-krotnie obnizylo ekspresje genu
Sirt] w porownaniu do grupy kontrolnej, cho¢ wynik ten nie byt znamienny statystycznie.
Karmienie ad libitum przywrécito poziom podstawowy mRNA Sirtl (Ryc. 11).

W MSM mtodych szczurow poddanych dwudniowemu glodzeniu ekspresja genu
Sirt]l byla silnie skorelowana z ekspresja: Sirt7 (r= 0.9, p= 0,002), Cpt-I (= 0.77, p=
0,016) oraz Glut4 (= 0.86, p= 0,014), natomiast u starych zwierzat ekspresja genu
Sirtlkorelowata jedynie z ekspresja Sirt7 (1= 0.9, p=0,002).

5.3.2 Ekspresja sirtuiny 3 na poziomie mRNA i bialka
5.3.2.1 Miesien sercowy

W wyniku 2-dniowego glodzenia nastgpil prawie 5-krotny wzrost ekspresji genu
Sirt3w sercu mlodych szczurdéw, ktory stopniowo ulegal obnizeniu po wprowadzeniu
diety pelnej, ale utrzymujac si¢ powyzej poziomu kontrolnego do 6 dnia karmienia ad
libitum (Ryc. 12).

W sercu mtodych szczuréow gtodzenie wywolato takze 20% wzrost ekspresji sirtuiny
3 na poziomie biatka (Ryc. 12). Jednak po wprowadzeniu diety petnej, ekspresja SIRT3
obnizyta si¢ 0 24% wzgledem kontroli 1 utrzymata si¢ ponizej poziomu podstawowego do
konca karmienia dietg petng (Ryc. 12).

W miesniu sercowym starych szczuréw, glodzenie oraz 2 i 4-dniowe karmienie
dieta pelng nie wywotaty istotnych statystycznie zmian w poziomie mRNA Sirt3 w
porownaniu do grupy kontrolnej(Ryc. 12). Z kolei w tych samych grupach
doswiadczalnych, ekspresja SIRT3 na poziomie biatka w sercu starych szczuréw byla o
okoto 70% nizsza w porownaniu do zwierzat kontrolnych (Ryc. 13). Po 6 dniach diety
petnej zanotowano 2-krotneobnizenie ekspresji genu oraz obnizenie o 80% poziomu

SIRT3 w stosunku do poziomu podstawowego szczuréw kontrolnych (Ryc. 12,Ryc. 13).

W mieg$niu sercowym mlodych i starych szczuréw poddanych dwudniowemu
glodzeniu ekspresja genu Sirt3byta silnie skorelowana z ekspresja: Sirt! (r=0.75, p=0,02),
Sirt7 (r=0.88, p= 0,0008), Cpt-I (= 0.81, p= 0,004), Pgc-1o (r= 0.81, p= 0,015) oraz Glut4
(r=0.89, p=0,007).
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Ryc. 12. Ekspresja genu Sir£3 w sercu szczur6w glodzonych - karmionych. Wartosci przedstawiaja
srednig + SE. Poziom mRNA genu zostat znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mlodych szczurow
kontrolnych (MK=1). Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 6.

o

SIRT3 (S)
G R2 R4 R6

Mtode 1.00 1.20 0.76 0.61 0.87
Stare 1.00 034 0.27 030 0.16

SIRT3 K G R2 R4 R&
=
Miode R —————
GAPDH T —m— —— — —
=
GAPDH T — N —

Ryec. 13. Ekspresja bialka SIRT3 w sercu (S) szczurow glodzonych —karmionych. Dot: ekspresja SIRT3
w sercu miodych i starych zwierzat na poziomie biatka; gora: obliczenia densytometryczne w odniesieniu do
biatka referencyjnego GAPDH ($rednia z 2 prob). WartoSci normalizowane wzgledem grupy K w obu
grupach wiekowych. Liczebnos¢ grup, n=2. Oznaczenia grup - jak dla Tab. 6.

5.3.2.2 Miesien szkieletowy mieszany (MSM)

W mie$niu szkieletowym mieszanym ekspresja genu Sirt3 byta o 32% wyzsza u
kontrolnych mtodych szczurow niz u starych zwierzat, co potwierdzono takze na poziomie
biatka SIRT3 (Ryc. 14, Ryc. 15). Dwudniowe gtodzenie spowodowato ponad 3-krotne
obnizenie ekspresji mRNA Sirt3 w MSM milodych szczurow w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Z kolei wprowadzenie diety pelnej przywrocito poziom mRNA sirtuiny 3
charakterystyczny dla szczurow kontrolnych (Ryc. 14).

W MSM starych szczurow, glodzenie obnizyto ekspresj¢ genu Sirt3 w pordéwnaniu
do grupy kontrolnej, cho¢ réznica ta byta na progu znamiennosci statystycznej (Ryc. 14).

Przywrocenie karmienia ad libitum spowodowalo prawie 2-krotny wzrost mRNA Sirt3
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wzgledem grupy kontrolnej oraz 3-krotny wzgledem grupy gtodzonej. Stan ten utrzymat
si¢ do konca karmienia dietg petng (Ryc. 14).
6

Mtode M Stare

(2}

B
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* a* b*
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Sirt3 mRNA wzgl. MK
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Ryc. 14. Ekspresja genu Sirt3 w mi¢$niu szkieletowym mieszanym szczuréw glodzonych - karmionych.
Wartosci przedstawiaja $rednig + SE. Poziom mRNA genu zostal znormalizowany wzgledem poziomu
ekspresji mtodych szczurow kontrolnych (MK=1). Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamienno$é¢
statystyczna - jak dla Tab. 6.

Odmienng sytuacje¢ zanotowano w przypadku ekspresji bialka SIRT3 w mig¢$niu
szkieletowym mieszanym mlodych i starych szczurow (Ryc. 15). U mlodych zwierzat
glodzenie oraz 2, 4 1 6- dniowe karmienie dietg pelng spowodowaty wzrost poziomu
SIRT3, o odpowiednio 78%, 69%, 63% 1 44% w pordéwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc.
15). W migséniu szkieletowym starych szczurdéw, glodzenie obnizyto ekspresje biatka
SIRT3 o0 33% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 15). W nastepujacym karmieniu ad
libitum zanotowano 65-70% obnizenie zawarto$ci SIRT3 w poréwnaniu do kontroli. W 6
dniu karmienia dietg petng, poziom biatka SIRT3 wzrdst wzgledem grup R2 i R4, ale

pozostal na poziomie ponad 50% nizszym od poziomu kontrolnego (Ryc. 15).

SIRT3 (MSM) K ¢ R R4 Re
Mtode 1.00 (1.14) 178 1.69 1.63 1.44
Stare 1.00 (1.10) 0.67 030 0.35 0.52

SIRT3 K G R2 R4 R6

Miode T e e
GAPDH

Stare — — — . —

GAPDH ~“— — I ——

Ryec. 15. Ekspresja bialka SIRT3 w mie$niu szkieletowym mieszanym (MSM) szczuréw glodzonych —
karmionych. Dol ekspresja SIRT3 w migéniu szkieletowym milodych i starych zwierzat na poziomie
biatka; gora: obliczenia densytometryczne w odniesieniu do biatka GAPDH. Wartosci $rednie dla 2 prob,
normalizowane wzgledem grupy K w obu grupach wiekowych. Oznaczenia grup - jak dla Tab. 6.
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5.3.3 Ekspresja sirtuiny 7 na poziomie mRNA i biatka

5.3.3.1 Miesien sercowy

Ekspresja genu Sirt7 w sercu mlodych kontrolnych szczuréw byta prawie 2-
krotnie wyzsza niz u starych zwierzat, co potwierdzono takze na poziomie biatka SIRT7
(Ryc. 16, Ryc. 17).

Pod wplywem glodzenia w migSniu sercowym mlodych szczuréw ekspresja
sirtuiny 7 na poziomie mRNA 1 biatka wzrosta o odpowiednio 30% i 40% wzgledem grupy
kontrolnej (Ryc. 16, Ryc. 17). Dwudniowe karmienie dieta petng przywrocito poziom
podstawowy ekspresji sirtuiny 7 na poziomie mRNA 1 biatka (Ryc. 16, Ryc. 17). Jednak
kolejne 4 1 6 dni karmienia ad [libitum obnizylo, w sercu mtodych zwierzat, prawie 3-
krotnie poziom mRNA Sirt7 oraz o 25-35% wzgledny poziom biatka SIRT7 w odniesieniu
do grupy kontrolnej (Ryc. 16, Ryc. 17).

Mtode M Stare

* b*
b**

Ryc. 16. Ekspresja genu Sirt7 w sercu szczuréow glodzonych - karmionych. Wartosci przedstawiajg
srednig + SE. Poziom mRNA genu zostat znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczurow
kontrolnych (MK=1). Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 6.

=
(9]

Sirt7 mRNA wzgl. MK
[y

o
)

W sercu starych szczuréw 48-godzinne glodzenie wywolalo prawie 2-krotny
wzrost poziomu mRNA 1 biatka sirtuiny 7 w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 16,
Ryc. 17). Nastepujace karmienie dieta pelng spowodowato stopniowe obnizenie poziomu
mRNA Sirt7 do osiggnigcia poziomu podstawowego w 6 dniu karmienia dieta petna (Ryec.
16), co obserwowano takze na poziomie biatka SIRT7 w sercu starych szczuréw
karmionych dieta pelng. Jednak w 6 dniu karmienia ad libitum ekspresja SIRT7 pozostata
powyzej poziomu grupy kontrolnej (Ryc. 17).
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W mig$niu sercowym mlodych i1 starych szczuréw poddanych dwudniowemu
glodzeniu ekspresja genu Sirt7 byla skorelowana z ekspresja: Sirt3 (= 0.88, p= 0,0008),
Cpt-1 (1= 0.69, p=0,004), Pgc-1a (= 0.76, p= 0,028) oraz Glut4 (r= 0.86, p=0,014).

SIRIT) K G R2 R4 R6

Mtode 1.00 (1.30) 1.39 098 0.63 0.74
Stare 1.00 (0.1) 1.96 159 147 1.22

SIRT7 K G R2 Ra RG

GAPDH " cnws s S —

e T ——_— —— ——

GAPDH «mme e «ame e

Ryec. 17. Ekspresja biatka SIRT7 w sercu (S) szczuréw glodzonych —karmionych. Dotl: ekspresja SIRT3
w migéniu szkieletowym mtodych i starych zwierzat na poziomie biatka; goéra: obliczenia densytometryczne
w odniesieniu do biatka GAPDH. Warto$ci srednie dla 2 prob, normalizowane wzglgdem grupy K w obu
grupach wiekowych (warto$¢ wyjsciowa). Oznaczenia grup - jak dla Tab. 6.

5.3.3.2 Miesien szkieletowy mieszany (MSM)

Ekspresja genuSirt7 w migSniu szkieletowym mieszanym milodych kontrolnych
szczurOw byla o 36% wyzsza niz u starych zwierzat (Ryc. 18). Dwudniowe gltodzenie
spowodowato ponad 333-krotne u mtodych i 4-krotne u starych szczuréw obnizenie
poziomu mRNA Sirt7 w porownaniu do grupy kontrolnej. Zmniejszenie ekspres;ji sirtuiny
7 w MSM szczurdéw gltodzonych z obu grup wiekowych zaobserwowano takze na poziomie
biatka (Ryc. 19).
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Mtode B Stare
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Ryec. 18. Ekspresja genu Sirf7 w mieg$niu szkieletowym mieszanym szczuréw glodzonych - karmionych.
Warto$ci przedstawiaja $rednia + SE. Poziom mRNA genu zostal znormalizowany wzgledem poziomu
ekspresji miodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamienno$é
statystyczna - jak dla Tab. 6.
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Przywrécenie diety pelnej ponad 10-krotnie zwigkszylo ekspresje genu Sirt7 w
MSM milodych szczurow, dorownujac do poziomu podstawowego w 6 dniu karmienia
dietg peing (Ryc. 18). Podobny efekt zaobserwowano na poziomie biatka (Ryc. 19).

U starych szczuréw, ekspresja sirtuiny 7 wrocila do poziomu podstawowego
szczuro6w kontrolnych na poziomie mRNA juz w drugim dniu karmienia ad libitum oraz w
4 dniu na poziomie biatka (Ryc. 18, Ryc. 19).

W miegsniu szkieletowym mlodych i starych szczuréw poddanych dwudniowemu
glodzeniu, ekspresja genu Sirt7 byta pozytywnie skorelowana jedynie z ekspresja Sirtl (=
0.9, p=0,002).

SIRT7 (MSM) ¢ R R4 R

Mtode 1.00 (6.39) 0.35 0.52 0.54 1.13
Stare 1.00 (2.11) 0.74 0.85 0.93 0.96
SIRT7 K G R2 R4 RG6

Miode - AR . o,

GAPDH
Stare —— S <R -—

GAPDH -_— - G m—

Ryc. 19. Ekspresja bialka SIRT7 w mie$niu szkieletowym mieszanym szczuréw glodzonych —
karmionych. Dol ekspresja SIRT7 w migéniu szkieletowym mtodych i starych zwierzat na poziomie
bialka; gora: obliczenia densytometryczne w odniesieniu do biatka GAPDH. Wartosci $rednie dla 2 prob,
normalizowane wzgledem grupy K w obu grupach wiekowych (warto$¢ wyjsciowa). Oznaczenia grup - jak
dla Tab. 6..

5.4. [Ekspresja genow Glut4, Pgc-la, Ppar-f w sercu oraz miesniu

szKkieletowym mieszanym szczurow glodzonych-karmionych
5.4.1 Ekspresja Glut4 na poziomie mRNA
5.4.1.1 Miesien sercowy

Dwudniowe glodzenie spowodowato prawie 4-krotny wzrost ekspresji genu Glut4 w
sercu mlodych szczurdéw, ktory stopniowo obnizajac si¢ po wprowadzeniu diety pelne;j,
osiggnat poziom ekspresji szczurow kontrolnych w 6 dniu karmienia ad libitum (Ryc. 20).
W miesniu sercowym starych szczurow, glodzenie oraz karmienie dieta pelng nie
wywotaty istotnych statystycznie zmian w poziomie mRNA Glut4 w porownaniu do grupy

kontrolnej (Ryc. 20).
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Ryc. 20. Ekspresja genu Glut4 w sercu szczuréw glodzonych - karmionych. Wartosci przedstawiaja
$rednig + SE. Poziom mRNA genu zostal znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw
kontrolnych (MK=1). Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 6.

Glut4 mRNA wzgl. MK
N

[Eny

5.4.1.2 Miesien szkieletowy mieszany (MSM)

W mig¢s$niu szkieletowym mieszanym ekspresja genu Glut4 byta ponad 2-krotnie
wyzsza u miodych kontrolnych szczuréw niz u starych zwierzat (Ryc. 21). Dwa dni
glodzenia spowodowato prawie 5-krotne obnizenie ekspresji mRNA transportera glukozy
w MSM mlodych szczuré6w i pozostalo ponizej poziomu podstawowego przez 6 dni
karmienia dietg petng (Ryc. 21).

W MSM starych szczuréw, glodzenie przez 48 godzin nie wywotato istotnych
statystycznie zmian w ekspresji genu Glut4 w porownaniu do szczuréw kontrolnych (Ryc.
21). Z kolei, przywrécenie karmienia ad libitum przez 2, 4 1 6 dni spowodowato prawie 3-

krotny wzrost poziomu mRNA Glut4 u starych szczurow w poroOwnaniu do grupy

kontrolnej (Ryc. 21).

5.4.2 Ekspresja Pgc-1o na poziomie mRNA

5.4.2.1 Miesien sercowy

W sercu mlodych szczurow, dwa dni glodzenia wywotato prawie 2,5- krotny
wzrost poziomu mRNA Pgc-1a, ktory po przywroceniu diety petnej w 2 i 4 dniu osiggnat
poziom prawie 4-krotnie wyzszy niz poziom podstawowy (Ryc. 22). W 6 dniu karmienia

ad libitum ekspresja genu koaktywatora byta na poziomie mtodych szczuréw kontrolnych.
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Ryec. 21. Ekspresja genu Glut4 w mie¢sniu szkieletowym mieszanym szczuréw glodzonych - karmionych.
Warto$ci przedstawiaja $rednig = SE. Poziom mRNA genu zostal znormalizowany wzgledem poziomu

ekspresji mlodych szczuréw kontrolnych (MK=I). Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamienno$é¢
statystyczna - jak dla Tab. 6.

W mie¢sniu sercowym starych szczurow, gtodzenie oraz karmienie dietg peing nie
wywotaty istotnych statystycznie zmian w poziomie ekspresji genu Pgc-/o w porOwnaniu

do grupy kontrolnej (Ryc. 22).

W mies$niu sercowym mlodych i starych szczuréw poddanych dwudniowemu
glodzeniu, ekspresja genu Pgc-la byla silnie skorelowana z ekspresja Sirt3 (r= 0.81, p=

0,015), Cpt-I (= 0.9, p= 0,002) oraz Glut4 (r= 0.9, p= 0,037).
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Ryc. 22. Ekspresja genu Pgc-la w sercu szczurow glodzonych - karmionych. Wartosci przedstawiaja
$rednig + SE. Poziom mRNA genu zostat znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczurow
kontrolnych (MK=1). Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 6.
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5.4.2.2 Miesien szkieletowy mieszany (MSM)

W miesniu szkieletowym mieszanym ekspresja genu Pgc-1a byta ponad 2-krotnie
wyzsza u miodych kontrolnych szczuréw niz u starych zwierzat (Ryc. 23). Dwa dni
glodzenia spowodowato ponad 2-krotne obnizenie poziomu mRNA koaktywatora w
mi¢Sniu mlodych szczuréw w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Wprowadzenie
dwudniowej diety pelnej, przywrocito poziom podstawowy ekspresji genu Pgc-1a, z kolei
w 4 1 6 dniu karmienia dieta petng poziom ten ponownie obnizyt si¢ ponad 2-krotnie w

stosunku do szczuréw kontrolnych (Ryc. 23).
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Ryc. 23. Ekspresja genu Pgc-lo w mieSniu szkieletowym mieszanym szczuréw glodzonych -
karmionych. Wartosci przedstawiaja $rednig = SE. Poziom mRNA genu zostal znormalizowany wzgledem
poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamienno$é
statystyczna - jak dla Tab. 6.

W MSM starych szczuréw pod wplywem glodzenia i nastepujacego karmienia
dieta pelng doszto do nieznamiennych statystycznie wahan w ekspresji genu Pgc-la

wzgledem kontroli (Ryc. 23).
W MSM mlodych i starych szczuréw poddanych dwudniowemu glodzeniu,

zaobserwowano pozytywng korelacj¢ migdzy ekspresja genu Pgc-la a ekspresja Ppar-ff
(r=0.86, p=0,014).

5.4.3 Ekspresja Ppar-f na poziomie mRNA

5.4.3.1 Miesien sercowy

W sercu mlodych szczurow dwa dni glodzenia spowodowato 34% obnizenie

ekspresji genu receptora Ppar-f w porownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 24).
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Przywrécenie karmienia ad libitum przez 2 dni podwyzszyto poziom mRNA receptora o
64%, w 4 dniu wrécit on do poziomu podstawowego, natomiast w 6 dniu ponownie
obnizyl si¢ ponad 3-krotnie wzgledem mlodych szczuréw kontrolnych.

W mieg$niu sercowym starych szczurow, podczas gltodzenia oraz karmienia dietg
pelng przez 2 1 4 dni zaobserwowano tendencj¢ do powolnego obnizenia si¢ ekspresji genu
Ppar-p, ktora osiagneta w 6 dniu poziom 5-krotnie nizszy w poroOwnaniu do szczurdw

kontrolnych (Ryc. 24).
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Ryec. 24. Ekspresja genu Ppar-ff w sercu szczuréw glodzonych - karmionych. Wartosci przedstawiaja
srednig + SE. Poziom mRNA genu zostat znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw
kontrolnych (MK=1). Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamiennos¢ statystyczna - jak dla Tab. 6.

5.4.3.2 Migsien szkieletowy mieszany (MSM)

W mies$niu szkieletowym mieszanym mlodych szczurow, dwa dni glodzenia
wywotato 5-krotne zmniejszenie ekspresji genu receptora Ppar-f w pordéwnaniu do
kontroli (Ryc. 25). Nastepujace karmienie ad libitum przez 2 dni podwyzszyto poziom
mRNA Ppar-f w MSM prawie 12-krotnie wzgledem mtodych szczurow gtodzonych oraz
ponad 2-krotnie w stosunku do poziomu podstawowego (Ryc. 25). W 4 dniu karmienia
dietag pelng poziom ekspresji genu receptora w mig$niu ponownie obnizyt si¢ 5-krotnie
wzgledem grupy kontrolnej oraz 11-krotnie wzgledem szczuréw z grupy R2. W 6 dniu
karmienia ad libitum ekspresja genu Ppar-f w MSM podwyzszyta si¢ ponad 2,5-krotnie
wzgledem szczurdéw gltodzonych, pozostajac jednak ponizej poziomu podstawowego (brak
istotnosci statystycznej, p=0,12).

W MSM starych szczuréw, gtodzenie przez 48 godzin prawie 3-krotnie obnizyto
ekspresje genu Ppar-ff w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 25). Wprowadzenie diety

petnej przez 2 1 4 dni przywrocito poziom podstawowy ekspresji genu. W 6 dniu karmienia
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ad libitum ekspresja mRNA Ppar-f ponownie obnizyla si¢, osiggajac poziom ponad 3,5-
krotnie nizszy wzgledem grupy kontrolnej (Ryc. 25).
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Ryc. 25. Ekspresja genu Ppar-f w mieSniu szkieletowym mieszanym szczuréw glodzonych -
karmionych. Wartosci przedstawiaja srednig = SE. Poziom mRNA genu zostat znormalizowany wzgledem
poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamienno$é
statystyczna - jak dla Tab. 6.

5.5. Aktywnos¢ i ekspresja palmitoilotransferazy karnitynowej I w
sercu i mi¢sniu szkieletowym mieszanym szczurow glodzonych, a

nastepnie karmionych ad libitum przez dwa dni
5.5.1 Aktywnos¢ CPT-I

5.5.1.1 Miesien sercowy

W sercu mlodych szczurdéw, glodzenie przez 48 godzin nie wywolalo istotnych
statystycznie zmian w aktywno$ci CPT-I w porownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 26). Z

kolei przywrocenie diety pelnej ponad 2-krotnie zwiekszylo aktywno$¢ enzymu w

porownaniu do kontroli (Ryc. 26).

W mie$niu sercowym starych szczuréw, gtodzenie oraz nast¢pujace karmienie ad
libitum nie wywotaty istotnych statystycznie zmian w aktywnosci CPT-I w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (Ryc. 26). Jednak poziom aktywno$ci enzymu u starych szczurow
kontrolnych i glodzonych byl o odpowiednio 54% i 62% wyzszy niz u mlodych zwierzat
poddanych tej samej procedurze do§wiadczalnej (Ryc. 26).
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Ryc. 26. Aktywnos§¢ CPT-I [mol/min/mg] w mi¢Sniu sercowym szczuréw poddanych glodzeniu i
nastepujgcemu karmieniu ad libitum przez dwa dni. Warto$ci przedstawiajg $rednig + SE. Liczebnos$¢
szczurow w grupach doswiadczalnych, n= 5; a — warto$¢ znamiennie rézna wzgledem grupy K w danej
grupie wiekowej, b — warto$¢ znamiennie rézna wzgledem grupy zwierzat G w danej grupie wiekowej.
Oznaczenia grup oraz znamienno$¢ statystyczna - jak w Tab. 6.

5.5.1.2 Miesien szkieletowy mieszany (MSM)

W miegs$niu szkieletowym mlodych i starych szczurow, glodzenie oraz nastgpujace
karmienie dieta pelng nie wywotalo istotnych statystycznie zmian w aktywnosci CPT-1 w

poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 27).
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Ryc. 27. Aktywno$¢ CPT-I [mol/min/mg] w mig$niu szkieletowym mieszanym szczuréw poddanych
glodzeniu i nastepujacemu karmieniu ad libitum przez dwa dni. Wartosci przedstawiaja srednig + SE.
Liczebno$¢ szczurow w grupach doswiadczalnych, n=5; a — warto$¢ znamiennie ré6zna wzgledem grupy K w
danej grupie wiekowej, b — warto$¢ znamiennie rézna wzgledem grupy zwierzat G w danej grupie wiekowe;j.
Oznaczenia grup oraz znamienno$¢ statystyczna - jak w Tab. 6.

Aktywnos$¢ CPT-I
[mol/min/mg]
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5.5.2 Ekspresja Cpt-I na poziomie mRNA

5.5.2.1 Miesien sercowy

W sercu mlodych szczuréw, dwudniowe glodzenie spowodowato prawie 2,5-
krotny wzrost ekspresji genu Cpt-I w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 28).
Dwukrotnie wyzszy poziom ekspresji genu w stosunku do poziomu podstawowego,

utrzymat si¢ takze po wprowadzeniu diety peinej (Ryc. 28).

W mieg$niu sercowym starych szczuréw, zaobserwowano jedynie 37% obnizenie
ekspresji genu Cpt-I wzgledem szczurow glodzonych, pod wpltywem dwudniowego

karmienia ad libitum (Ryc. 28).
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Ryc. 28. Ekspresja genu Cpt-I w sercu szczurow glodzonych i karmionych ad libitum przez dwa dni.
Warto$ci przedstawiaja $rednig + SE. Poziom mRNA genu zostal znormalizowany wzgledem poziomu
ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia grup, liczebno$¢ grup oraz znamiennos¢
statystyczna- jak w Tab. 6.

5.5.2.2 Miesien szkieletowy mieszany (MSM)

W mig$niu szkieletowym mlodych szczurow, glodzenie oraz karmienie dietg petng
nie wywotato istotnych statystycznie zmian w ekspresji genu Cpt-I w porownaniu do grupy
kontrolnej (Ryc. 63). Jednak poziom mRNA enzymu w mi¢$niu mtodych szczurdéw z grup

K i G byt istotnie wyzszy niz u starych zwierzat z tych samych procedur do§wiadczalnych
(Ryc. 29).

W MSM starych szczuréw, dwudniowe glodzenie nie wywotato istotnych
statystycznie zmian w ekspresji genu Cpt-I w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 29). Z

kolei, dwudniowe karmienie dietag pelng spowodowalo wzrost poziomu mRNA Cpt-I o
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73% wzgledem grupy kontrolnej oraz o 43% wzgledem grupy szczuréw gtodzonych (Ryc.
29).
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Ryec. 29. Ekspresja genu Cpt-I w mig$niu szKieletowym mieszanym szczuréw glodzonych i karmionych
ad libitum przez dwa dni. Wartosci przedstawiaja $rednia = SE. Poziom mRNA genu zostal
znormalizowany wzglgdem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia grup,
liczebnos$¢ grup oraz znamienno$¢ statystyczna- jak w Tab. 6.

5.6. Podsumowanie najwazniejszych wynikow badan w modelu glodzenie —

karmienie

5.6.1 Ekspresja genow sirtuin w sercu oraz mi¢sniu szkieletowym mieszanym

mlodych i starych szczurow

Podsumowanie wynikoéw ekspresji gendéw sirtuin 1, 3 i 7 w migéniu sercowym i
szkieletowym mieszanym mtodych 1 starych szczuréw poddanych dwudobowemu

glodzeniu i przywroceniu karmienia ad libitum przedstawiono w Tab. 10.
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Tab. 10. Zestawienie wynikéw ekspresji genéw sirtuin 1, 3 i 7 w mieSniu sercowym i szkieletowym
mieszanym mlodych i starych szczuréw w poréwnaniu do grupy Kontrolnej (wzgledem grupy
glodzonej- G)

Wiek / K G R2 R4 R6
Dieta
SERCE
Ekspresja Sirt]l na poziomie mRNA
Miode 1 b.z. | b.z. | R2, R4 4x <K
Stare 2,5x > MK b.z.
Ekspresja Sirt3 na poziomie mRNA
Milode 1 5x>K | 4x > K | 35x>K =K
Stare S=M b.z. 2x <K
Ekspresja Sirt7 na poziomie mRNA
Miode 1 030% >K R2,R4=K 4x <K
Stare 2x <MK 2x > K Powolne obnizanie =
MIESIEN SZKIELETOWY MIESZANY
Ekspresja Sirtl na poziomie mRNA
Milode 1 2x <K 3x<K | 4x <K | =K
Nieznamienne _
Stare 2x > MK obnizenic 0 100% R2,R4,R6 =K
Ekspresja Sirt3 na poziomie mRNA
Miode 1 3x<K R2,R4,R6 =K
Nieznamienne
0,
Stare | o0 32%<MK obnizenie 0 20% 2x > K (3x > G)
Ekspresja Sirt7 na poziomie mRNA
Milode 1 333x <K R2, R4 0 65% < K (10x > G) | =K
Stare | 036%<MK 4x <K R2,R4,R6 =K

Oznaczenia: K- szczury kontrolne, G- szczury gtodzone, R2, R4, R6 — szczury glodzone przez 48 godzin, a
nastepnie karmione ad libitum przez wskazang liczbe dni. Skroty: b.z.- bez zmian wzgledem kontroli w danej

grupie wiekowej, S- stare szczury, M- mtode szczury.

5.6.2 Ekspresja genow Glutd, Pgc-la, Ppar-f w sercu oraz mie¢sniu

szkieletowym mieszanym mlodych i starych szczurow glodzonych-

karmionych
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Podsumowanie wynikow ekspresji gendw Glut4, Pgc-la, Ppar-f w mig$niu
sercowym 1 szkieletowym mieszanym mtodych 1 starych szczurow poddanych

dwudobowemu glodzeniu i przywroceniu karmienia ad libitum przedstawiono w Tab. 11.

Tab. 11.Zestawienie wynikow ekspresji genéw Glut4, Pgc-la, Ppar-f w migSniu sercowym i
szkieletowym mieszanym mlodych i starych szczuréw w poréwnaniu do grupy kontrolnej (wzgledem
grupy glodzonej - G)

Wiek / K G R2 R4 R6
Dieta

SERCE

Ekspresja Glut4 na poziomie mRNA

Miode 1 4x>K | Stopniowe obnizanie =K
Stare S=M b.z.

Ekspresja Pgc-/o na poziomie mRNA
Milode 1 2,5x>K | 4x > K | 4x > K | =K
Stare S=M b.z.

Ekspresja Ppar-ff na poziomie mRNA
Milode 1 034%<K | 064%>K | =K 3x <K
Stare S=M Tendencja do stopniowego obnizania ekspresji Sx <K

MIESIEN SZKIELETOWY MIESZANY

Ekspresja Glut4 na poziomie mRNA
Mlode 1 Sx <K R, R4, R6 <K
Stare 2x > MK b.z. 2x > K | 3x>K | 3x>K

Ekspresja Pgc-/o na poziomie mRNA
Milode 1 2x <K | =K | 2x <K | 2x <K
Stare 2x > MK Nieznamienne statystycznie wahania w ekspresji

Ekspresja Ppar-fina poziomie mRNA

Nieznamienne
Miode 1 Sx <K 2x > K (12x >G) 5x>K (11x>G) obnizenie o0 50%
2,5x> Q)

Stare S=M 3x<K R2, R4 =K | 3,5x <K

Oznaczenia jak dla Tab. 10.

5.6.3 Aktywnos¢ i ekspresja palmitoilotransferazy karnitynowej I w sercu i
miesniu  szkieletowym mieszanym mlodych i starych szczurow

glodzonych - karmionych
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Podsumowanie wynikow ekspresji genu Cpr-1 1 jego aktywnos$ci enzymatycznej w
mig$niu sercowym 1 szkieletowym mieszanym mtodych i starych szczuréw poddanych
dwudobowemu glodzeniu 1 przywrdoceniu karmienia ad [libitum przez dwa dni

przedstawiono w Tab. 12.

Tab. 12. Zestawienie wynikow ekspresji genu Cpt-I i jego aktywnoS$ci enzymatycznej w mieSniu
sercowym i szkieletowym mieszanym mlodych i starych szczuréw w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(wzgledem grupy glodzonej - G)

Wiek / Dieta K G R2
SERCE

Ekspresja Cpt-I na poziomie mRNA

Miode 1 2,5x > K 2x > K

Stare S=M b.z. b.z. (037% < G)
Aktywnos$¢ CPT-I

Milode 1 b.z. 2x>K

Stare 0 54% > MK b.z. (0 62% > MQG) b.z.

MIESIEN SZKIELETOWY MIESZANY

Ekspresja Cpt-I na poziomie mRNA

Milode 1 bz
Y [
Stare 2x < MK b.z.(0 38% < MG) 0 73% >G1§ (43% >
Aktywnos¢ CPT-I
Milode 1 bz
Stare S=M bz

Oznaczenia jak dla Tab. 10.

5.7. [Ekspresja genow i bialek sirtuin w sercu oraz trzech typach
miesni szkieletowych szczurow poddanych krotkotrwalej diecie

restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum
5.7.1 Ekspresja Sirtl na poziomie mRNA

Pomimo licznych prob z wykorzystaniem dwoch rodzajow przeciwcial 1I-
rzedowych anty-SIRT1 (pochodzacych od réznych gatunkéw) oraz przetestowania wielu
mozliwosci rozcienczen, nie udato si¢ wykona¢ pomiaru wzglednej ilosci biatka sirtuiny 1
w mig$niach szczurow poddanych KDR. Przedstawione wyniki dotycza pomiaru ekspresji

Sirt] na poziomie mRNA.
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5.7.1.1 Miesien sercowy

Krotkotrwata dieta restrykcyjna, obnizyla o 34% ekspresje genu sirtuiny 1 w
mies$niu sercowym mlodych szczuréw wzgledem grupy kontrolnej (Ryc. 30). Obnizony
(0 401 50% wzgledem kontroli) poziom mRNA Sirt/ utrzymat si¢ takze po wprowadzeniu
2 1 4- dniowego karmienia ad libitum. W 6 dniu karmienia dieta pelng poziom ekspres;ji
genu w sercu szczuréw powrdcit do poziomu podstawowego.

W mie$niu sercowym starych szczuréw K, KDR, KDR+2 i KDR+4 ekspresja
genu Sirtl byla istotnie wyzsza niz u mlodych zwierzat (Ryc. 30). 30-dniowa dieta
restrykcyjna nie wywotata istotnych statystycznie zmian poziomu mRNA Sirt/ w sercach
starych szczurow. Karmienie ad libitum przez dwa dni ponad 2- krotnie obnizyto ekspresje
Sirt] wzglgdem szczurow KDR, ktora (z wyjatkiem grupy KDR+4) do konca karmienia
dieta peing utrzymata si¢ ponizej poziomu obserwowanego po diecie restrykcyjnej (Ryec.
30).

W miesniu sercowym mlodych szczuréw poddanych KDR, zaobserwowano
pozytywna korelacj¢ migdzy ekspresja genu Sirtl a ekspresja Sirt7 (r=0.72, p= 0,0005). W
sercach starych szczurow z kolei ekspresja genu Sirt/ byla pozytywnie skorelowana z
ekspresja: Sirt3 (= 0.61, p= 0,047), Sirt7 (= 0.76, p= 0,0015) oraz Ppar-f (= 0.63, p=
0,016).
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Ryc. 30. Ekspresja genu Sirtl w sercu szczuréw poddanych krétkotrwalej diecie restrykcyjnej i
nastepujacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiaja $rednig + SE. Poziom mRNA genu zostat
znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia,
liczebnosci oraz znamiennos¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

5.7.1.2 Migsien szkieletowy mieszany (MSM)

W miesniu szkieletowym mieszanym starych szczurow kontrolnych ekspresja

genu Sirtl byla istotnie wyzsza niz u mtodych zwierzat (Ryc. 31). KDR spowodowata 4-
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krotny u mlodych i 1,5-krotny u starych szczuréw wzrost ekspresji genu sirtuiny 1 (Ryec.
31). U zwierzat z obu grup wiekowych przywrdcenie diety petnej po okresie KDR istotnie
obnizylo poziom mRNA Sirt/ wzglgdem szczuréw z grupy KDR (Ryc. 31).

W MSM starych szczurow poddanych KDR, zaobserwowano pozytywna
korelacje miedzy ekspresja genu Sirtl a ekspresja Sirt3 (r= 0.95, p= 0,0003), Ppar-f (r=
0.88, p=0,004) oraz Glut4 (r= 0.86, p=0,000).

5
Mtode B Stare
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K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6

Ryec. 31. Ekspresja genu Sirtl1 w mig¢$niu szkieletowym mieszanym szczuréw poddanych krétkotrwalej
diecie restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum. Warto$ci przedstawiaja srednig = SE. Poziom

mRNA genu zostal znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1).
Oznaczenia, liczebnos$ci oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

5.7.1.3 Miegsien ptaszczkowaty tydki (SOL, m. czerwony, wolnokurczliwy)

W mig¢$niu SOL mlodych i starych szczuréw, 30-dniowa dieta restrykcyjna oraz
karmienie dietg petng nie wywotaly istotnych statystycznie zmian w poziomie mRNA Sirt/
w porownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 32).

5

Mtode M Stare

1III[

KDR+2 KDR+4 KDR+6
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w

N

Sirt] mRNA wzgl. MK
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Ryc. 32. Ekspresja genu Sirtl w SOL szczuréw poddanych krétkotrwalej diecie restrykcyjnej i
nastepujacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiaja $rednia = SE. Poziom mRNA genu zostat

znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia,
liczebnosci oraz znamiennos¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.
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W migéniu  wolnokurczliwym  mlodych szczuréw poddanych KDR,
zaobserwowano jednak pozytywng korelacje migdzy ekspresja genu Sirt/ a ekspresjg Sirt3
(r=0.83, p=0,0017), Ppar-p (r= 0.82, p= 0,002), Cpt-I (1= 0.61, p= 0,047) oraz Glut4 (1=
0.77, p=0,005).

5.7.1.4 Miesien prostownik palcow (EDL, m. bialy, szybkokurczliwy)

W mi¢Sniu EDL mlodych szczurow, 30-dniowa dieta restrykcyjna oraz karmienie
dieta pelng nie wywotaly istotnych statystycznie zmian w poziomie mRNA Sirtl w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 33).

W miesniu EDL starych szczuréw ekspresja genu Sirt/ byla istotnie wyzsza niz u
miodych zwierzat w kazdej grupie dos$wiadczalnej. KDR spowodowata wystapienie
tendencji do obnizenia poziomu mRNA Sirt/ w mig$niu EDL starych szczurow w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (p= 0,99). Przywrocenie karmienia ad libitum stopniowo
podwyzszyto ekspresje genu sirtuiny 1, osiggajac w 4 dniu poziom prawie 2,5-krotnie
wyzszy wzgledem grupy KDR oraz 4-krotnie wyzszy wzgledem grupy KDR+2 (Ryc. 33).
W 6 dniu diety pelnej, ekspresja genu Sirt/ w mig$niu EDL starych szczuréw wrocita do

poziomu podstawowego (Ryc. 33).

W migsniu EDL starych szczuréw poddanych KDR, zanotowano silng korelacje¢
migdzy ekspresja genu Sirtl a ekspresja genow Ppar-f (r= 0.89, p= 0,019) i Pgc-lo (1=
0.89, p=10,019).

7
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Ryec. 33. Ekspresja genu Sirtl w miesniu EDL szczuréw poddanych krétkotrwalej diecie restrykeyjnej i
nastepujacemu karmieniu ad libitum. WartoSci przedstawiaja $rednig + SE. Poziom mRNA genu zostat
znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=l1). Oznaczenia,
liczebnosci oraz znamiennos¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.
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5.7.2 Ekspresja sirtuiny 3 na poziomie mRNA i biatka

5.7.2.1 Miesien sercowy

W mies$niu sercowym, KDR spowodowata ponad 3-krotny u mlodych i 2-krotny u
starych szczuréw wzrost ekspresji genu Sirt3 w pordwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc.
34). Przywrdcenie diety pelnej istotnie obnizyto poziom mRNA Sirt3 wzgledem szczuréw

z grupy KDR, przywracajac tym samym poziom podstawowy szczuréw kontrolnych z obu

grup wiekowych (Ryc. 34).

W miesniu sercowym mlodych szczuréw poddanych KDR, zaobserwowano
pozytywna korelacje miedzy ekspresja genu Sirt3 a ekspresja Pgc-1ao (1= 0.73, p=0,0006) 1
Glut4 (mtode r= 0.94, p= 10°). W sercach starych szczuréw z kolei ekspresja genu Sirt3

byta pozytywnie skorelowana z ekspresja Ppar-f (1= 0.65, p= 0,029) i Glut4 (r= 0.64, p=
0,048).
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a* Mtode M Stare

M I
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Ryc. 34. Ekspresja genu Sirt3 w sercu szczuréw poddanych diecie restrykcyjnej i nastepujacemu
karmieniu ad libitum. Warto$ci przedstawiaja $rednig = SE. Poziom mRNA genu zostal znormalizowany
wzgledem poziomu ekspresji mlodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia, liczebnosci oraz
znamiennos¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

Uzyskane wyniki znalazty potwierdzenie w ekspresji SIRT3 na poziomie biatka
(Ryc. 35). Pod wptywem KDR zaobserwowano wzrost SIRT3 w sercu mlodych i starych
szczurow w poréwnaniu do kontroli, natomiast przywrocenie karmienia ad [libitum

obnizyto tkankowy poziom SIRT3 do poziomu zblizonego do podstawowego z obu grup

wiekowych (Ryc. 35).
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SIRT3(S) K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6

Mtode 1.00  1.56 0.81 0.98 1.09

Stare 1.00 1.46 0.75 0.56 0.65
SIRT3 K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6
Miode T — — — —

GAPDH T W — — —

Stare T am— — - e

GAPDH T — . — [—

Ryec. 35. Ekspresja bialka SIRT3 w sercu (S) szczuré6w poddanych krotkotrwalej diecie restrykcyjnej.
Dot: ekspresja SIRT3 w sercu miodych 1 starych zwierzat na poziomie biatka; géra: obliczenia
densytometryczne w odniesieniu do bialka GAPDH. Warto$ci $rednie dla 2 préb, normalizowane wzgledem
grupy K w obu grupach wiekowych. Oznaczenia grup - jak dla Tab. 8.

5.7.2.2 Migsien szkieletowy mieszany (MSM)

W MSM ekspresja genu sirtuiny 3 byta prawie 1,5-krotnie wyzsza u kontrolnych
mlodych szczuréw niz u starych zwierzat (Ryc. 36). Pod wptywem KDR, u mlodych
szczurow poziom mRNA Sirt3 obnizyt si¢ o 43% w porownaniu do grupy kontrolne;j,
pozostajac ponizej poziomu podstawowego po przywrdceniu karmienia dietg petng przez 6
dni.

W MSM starych szczuréw, KDR oraz karmienie dietg petng przez 2 i 4 dni nie
wywolaly istotnych statystycznie zmian w poziomie mRNA Sirt3 w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (Ryc. 36). W 6 dniu karmienia ad libitum ekspresja genu sirtuiny 3 w MSM
starych szczuréw wzrosta prawie 2-krotnie wzgledem grup K, KDR i KDR+2 (Ryec. 36).

4
Mtode B Stare
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K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6

Ryec. 36. Ekspresja genu Sirt3 w mieSniu szkieletowym mieszanym szczuréw poddanych krétkotrwalej
diecie restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiaja $rednig + SE. Poziom
mRNA genu zostat znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1).
Oznaczenia, liczebnos$ci oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.
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Dodatkowo zanotowano, ze w migsniu MSM starych szczurow poddanych KDR,
ekspresja Sirt3 byta silnie skorelowana z ekspresja Ppar-f(r= 0.86, p= 0,006) oraz Glut4
(r=0.88, p=0,004).

Odmienng sytuacje zanotowano w przypadku oceny poziomu biatka SIRT3 w
MSM mlodych i1 starych szczuréw (Ryc. 37). U mlodych zwierzat KDR oraz
przywrdcenie karmienie dietg pelng spowodowaly wzrost poziomu SIRT3, o odpowiednio
45%, 75%, 50% 1 48% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 37). W mie$niu
szkieletowym starych szczuréw, KDR oraz 2-dniowe karmienie dieta petng spowodowaty
obnizenie poziomu SIRT3 o 50% w poréwnaniu do grupy kontrolnej; po 4 1 6 dniach diety
pelnej poziom SIRT3 byt zblizony do szczuréw kontrolnych. (Ryc. 37).

+ + +
SIRT3 (MSM) K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6
Miode 1.00 (1.14) 145 1.75 1.50 1.48
Stare 1.00 (1.12) 050 0.53 0.93 0.87
SIRT3 K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6
Miode T S a— ——
GAPDH W m— — S —
Stare — c— . c———
GAPDH T—— R E— B

Ryc. 37. Ekspresja bialka SIRT3 w mie¢$niu szkieletowym mieszanym szczurow poddanych
krotkotrwalej diecie restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum. Dot ekspresja SIRT3 w
mieéniu szkieletowym mtodych i starych zwierzat na poziomie biatka; gora: obliczenia densytometryczne w
odniesieniu do biatka GAPDH. Wartos$ci srednie dla 2 prob, normalizowane wzgledem grupy K w obu
grupach wiekowych (warto$¢ wyjsciowa). Oznaczenia grup - jak dla Tab. 8.

5.7.2.3 Miegsien ptaszczkowaty tydki (SOL, m. czerwony, wolnokurczliwy)

W mie¢$niu SOL mlodych szczurow KDR oraz przywrocenie diety pelnej nie
wywolaly istotnych statystycznie zmian w poziomie mRNA Sirt3 w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (Ryc. 38).

Odmienng sytuacje zanotowano w przypadku ekspresji biatka SIRT3 w miegs$niu
SOL mtodych szczurow (Ryc. 39). Pod wptywem KDR, poziom SIRT3 wzrost o 85% w
porownaniu do grupy kontrolnej. Nastepujace karmienie ad libitum przez 2, 4 i 6 dni
spowodowato dalszy ponad 2- i1 3-krotny wzrost ekspresji biatka SIRT3 w migs$niu

czerwonym mtodych szczurow wzgledem grupy kontrolnej (Ryc. 39).
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W miesniu SOL, ekspresja genu Sirt3 byta ponad 2-krotnie wyzsza u kontrolnych
starych szczuréw niz u mlodych zwierzat, co zaobserwowano takze na poziomie biatka
SIRT3 u tych szczuréw (Ryc. 38, Ryc. 39). Pod wptywem KDR, ekspresja genu Sirt3
obnizyta si¢ prawie 4-krotnie w SOL starych szczuréw w poréwnaniu do grupy

kontrolnej, pozostajagc ponizej poziomu podstawowego takze przez 6 dni karmienia dietg
pelng (Ryc. 38).
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Ryec. 38. Ekspresja genu Sirt3 w mieSniu SOL szczuréw poddanych krétkotrwalej diecie restrykcyjne;j i
nastepujacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiaja $rednig + SE. Poziom mRNA genu zostat

znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia,
liczebnosci oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

W migsniu SOL starych szczuréw zaobserwowano pod wptywem KDR i 2-
dniowego karmienia dietg petng wzrost poziomu biatka SIRT3 odpowiednio o 43% 1 29%

(Ryc. 39). Natomiast po 4 1 6 dniach karmienia ad libitum poziom SIRT3 byt na poziomie
szczuréw kontrolnych (Ryc. 39).

SIRT3 (SOL) K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6
Mtode 1.00 (0.24) 1.85 2.39 3.54 3.39
Stare 1.00 (1.34) 1.43 1.29 0.99 1.07
SIRT3 K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6
Miode T ———— N —
GAPDH
Stare ——— — D |
GAPDH pe—

Ryc. 39. Ekspresja bialka SIRT3 w mieSniu SOL szczuréw poddanych Kkrétkotrwalej diecie
restrykeyjnej. Dot: ekspresja SIRT3 w migsniu SOL mtodych i starych zwierzat na poziomie biatka; gora:
obliczenia densytometryczne w odniesieniu do biatka GAPDH. Wartos$ci $rednie dla 2 prob, normalizowane
wzgledem grupy K w obu grupach wiekowych (warto$¢ wyjsciowa). Oznaczenia grup - jak dla Tab. 8.
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Dodatkowo zanotowano, ze w mi¢sniu SOL szczurow poddanych KDR, ekspresja
Sirt3 byta pozytywnie skorelowana z ekspresja Ppar-f (u mtodych r= 0.64, p= 0,035;
starych r= 0.83, p= 0,042) oraz Cpt-I (u mtodych r= 0.69, p= 0,018; starych r= 0.83, p=
0,042). Ponadto, w mig$niu czerwony 5-miesi¢cznych zwierzat ekspresja genu Sirt3 byta

takze skorelowana z ekspresjg Sirtl (r=0.83, p=0,0017) 1 Glut4 (r= 0.65, p=0,032).

5.7.2.4 Miesien prostownik palcow (EDL, m. bialy, szybkokurczliwy)

W miesniu EDL mlodych szczurow, krotkotrwata dieta restrykcyjna nie wywotata
istotnych statystycznie zmian w ekspresji genu Sirt3 w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(Ryc. 40). Nastepujace karmienie ad libitum przez dwa dni zwigkszyto poziom mRNA
Sirt3 0 67% wzgledem szczurow z grupy KDR. W kolejnych dniach karmienia dietg peing
poziom mRNA Sirt3 wrécit do poziomu podstawowego (Ryc. 40).

W mig$niu bialym starych szczuréw, KDR nie wywolala istotnych statystycznie
zmian w ekspresji genu Sirt3 w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Nastepujace karmienie
ad libitum obnizylo o 48% wzgledem kontroli poziom mRNA Sirt3, ktory utrzymat si¢
ponizej poziomu kontrolnego do konca karmienia dietg petng (Ryc. 40).

Ponadto zanotowano, ze w EDL szczuréw poddanych KDR, ekspresja genu Sirt3
byta u mlodych pozytywnie skorelowana z ekspresja Glut4 (r= 0.65, p= 0,03), natomiast u
starych z ekspresja Ppar-f (= 0.94, p= 0,005).

Mtode M Stare
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K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6

Ryec. 40. Ekspresja genu Sir£3 w miesniu EDL szczuréw poddanych krétkotrwalej diecie restrykeyjnej i
nastepujacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiaja $rednig = SE. Poziom mRNA genu zostal
znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia,
liczebnosci oraz znamiennos¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.
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Odmienng sytuacje zanotowano w przypadku ekspresji biatka SIRT3 w mieg$niu
EDL mtodych i starych szczurow (Ryc. 41). Pod wptywem KDR, ekspresja SIRT3 wzrosta
prawie 3-krotnie u mlodych i 2,5-krotnie u starych szczurow wzgledem grup kontrolnych
(Ryc. 41). Przywrocenie dwudniowej diety pelnej spowodowato stopniowe obnizanie
poziomu SIRT3 w EDL mlodych i starych szczurow o odpowiednio 43% 1 39%
wzgledem grupy KDR (Ryc. 41). W 6 dniu karmienia dietg pelng poziom biatka SIRT3 u
miodych szczuroOw pozostal powyzej poziomu podstawowego, natomiast u starych

szczurow wrocit do poziomu szczuréw kontrolnych (Ryc. 41).

SIRT3(EDL) K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6

Mtode 1.00 2.82 1.61 1.83 1.20
Stare 1.00 2.54 1.55 1.51 1.06
SIRT3 K KDR  KDR+2  KDR+4  KDR+6

Miode gl SR T ge—

——

GAPDH R — e
Stare T— IR NSNS P Sw—

Ryc. 41. Ekspresja bialka SIRT3 w mie$niu EDL szczuréw poddanych krétkotrwalej diecie
restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum. DOoL: ekspresja SIRT3 w mig$niu EDL miodych i
starych zwierzat na poziomie biatka; gora: obliczenia densytometryczne w odniesieniu do biatka GAPDH.
Wartosci $rednie dla 2 prob, normalizowane wzgledem grupy K w obu grupach wiekowych. Oznaczenia grup
- jak dla Tab. 8.

5.7.3 [Ekspresja sirtuiny 7 na poziomie mRNA i bialka
5.7.3.1 Migsien sercowy

W mieSniu sercowym, ekspresja genu Sirt7 byla ponad 2-krotnie wyzsza u
kontrolnych mlodych szczuréw niz u starych zwierzat, co potwierdzono réwniez na
poziomie bialtka SIRT7 (Ryc. 42, Ryc. 43). KDR oraz karmienie dieta pelng przez 2 i 4
dni, spowodowaly 30% obnizenie ekspresji mRNA Sirt7 w sercu mlodych szczurow w
porownaniu do grupy kontrolnej, cho¢ wynik ten nie byt znamienny statystycznie. W 6
dniu karmienia ad libitum ekspresja genu w sercu wzrosta dwukrotnie wzgledem grupy

KDR (Ryc. 42).
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Mtode M Stare

w

i

Sirt7 mRNA wzgl. MK
N

Taclaial

KDR+2 KDR+4 KDR+6

Ryc. 42. Ekspresja genu Sirt7 w sercu szczuréw poddanych krdétkotrwalej diecie restrykcyjnej i
nastepujgacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiajg $rednig = SE. Poziom mRNA genu zostat
znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia,
liczebno$ci oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

Odmienng sytuacje zanotowano w przypadku ekspresji bialka SIRT7 w sercu
mlodych szczuréw. Pod wplywem KDR i 2- dniowego karmienia dieta pelng poziom
SIRT7 wzrost o 30% wzgledem grupy kontrolnej, natomiast w 4 1 6 dniu karmienia ad

libitum wrécit do poziomu podstawowego (Ryc. 43).

W sercu starych szczurow, 30-dniowa dieta restrykcyjna oraz 6-dniowe karmienie
dieta petna spowodowaly ponad 2-krotny wzrost poziomu mRNA Sirt7 w poréwnaniu do
szczuréw kontrolnych (Ryc. 42). Wynik ten znalazt potwierdzenie takze na poziomie
bialka SIRT7 (Ryc. 43). Pod wptywem KDR, ekspresja biatka SIRT7 wzrosta i utrzymata

si¢ powyzej poziomu kontrolnego do konca karmienia ad libitum (Ryc. 43).

Ponadto zanotowano, ze w mieSniu sercowym mlodych i starych szczuréw,
poddanych KDR, ekspresja genu Sirt7 byla pozytywnie skorelowana z ekspresja Sirtl(u
mtodych r= 0.72, p= 0,0005; starych r= 0.76, p= 0,0015). W sercach starych zwierzat
zaobserwowano takze korelacje miedzy ekspresja genu Sirt7 a Ppar-f (= 0.60, p= 0,022).
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SIRT7 (S)
K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6

Mtode 1.00 (1.30) 1.34 1.38 0.97 0.94
Stare 1.00 (0.1) 236 1.28 1.56 1.71

SIRT? K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6

Miode T S RS cupe - om—

GAPDH -----

Stare B i

GAPDH - — R — e —

Ryec. 43. Ekspresja bialka SIRT7 w sercu (S) szczuréw poddanych krétkotrwalej diecie restrykcyjne;j i
nastepujgcemu karmieniu ad libitum. Dot: ekspresja SIRT7 w sercu mtodych i starych zwierzat na
poziomie biatka; gora: obliczenia densytometryczne w odniesieniu do biatka GAPDH. Wartosci $rednie dla 2

prob, normalizowane wzgledem grupy K w obu grupach wiekowych (wartos¢ wyjsciowa). Oznaczenia grup -
jak dla Tab. 8.

5.7.3.2 Migsien szkieletowy mieszany (MSM)

W MSM ekspresja genu Sirt7 byta o 36% wyzsza u kontrolnych mlodych
szczuréw niz u starych zwierzat (Ryc. 44). Pod wplywem KDR, w mig¢$niu miodych
szczurow poziom mRNA Sirt7 wzrost prawie 4-krotnie 1 utrzymal si¢ na poziomie 2-
krotnie wyzszym w poréwnaniu do grupy kontrolnej takze po dwoch dniach karmienia ad
libitum, cho¢ wynik ten nie byl istotny statystycznie. W 4 i 6 dniu karmienia dieta peina

ekspresja genu Sirt7 wrdcita do poziomu podstawowego (Ryc. 44).

4 EX3
ju ol
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Ryec. 44. Ekspresja genu Sirt7 w mie$niu szkieletowym mieszanym szczuréw poddanych krétkotrwalej
diecie restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiajg $rednig £ SE. Poziom
mRNA genu zostal znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczurow kontrolnych (MK=1).
Oznaczenia, liczebnos$ci oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.
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Ekspresja bialka SIRT7 w mieS$niu szkieletowym mieszanym mlodych szczuréw
2-krotnie wzrosta pod wptywem KDR, KDR+2, KDR+4 i pozostata na poziomie powyzej

poziomu podstawowego do 6 dnia karmienia ad libitum (Ryc. 45)

W mie¢sniu szkieletowym starych szczurow, KDR podwyzszyta ekspresje genu
Sirt7 o 22% wzgledem grupy kontrolnej 1 powrdcita do poziomu podstawowego po
wprowadzeniu diety petnej (Ryc. 44). Wynik ten znalazt potwierdzenie takze na poziomie
bialka SIRT7 (Ryc. 45). Pod wptywem KDR, ekspresja biatka SIRT7 wzrosta, a nast¢pnie
po wprowadzeniu diety pelnej obnizyla si¢ do poziomu 15-25% nizszego od poziomu

podstawowego (Ryc. 45).

SIRT7 (MSM)
K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6

Mitode 1.00 (6.39) 2.11 2.22 1.96 1.25
Stare 1.00 (2.11) 1.21 0.83 0.86 0.75

SIRT7 K KDR KDOR+2 KDR+4 KDR+6

Miode - Al 4 e—
GAPDH " S e omm— —
Stare . S A S

GAPDH "> s W S S

Ryc. 45. Ekspresja bialka SIRT7 w miegSniu szkieletowym mieszanym szczuréw poddanych
krotkotrwalej diecie restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum. Dot: ekspresja SIRT7 w
migsniu szkieletowym mlodych i starych zwierzat na poziomie biatka; géra: obliczenia densytometryczne w
odniesieniu do biatka GAPDH. Wartosci $rednie dla 2 prob, normalizowane wzgledem grupy K w obu
grupach wiekowych (warto$¢ wyjsciowa). Oznaczenia grup - jak dla Tab. 8.

5.7.3.3 Miesien ptaszczkowaty tydki (SOL, m. czerwony, wolnokurczliwy)

W miesniu SOL mlodych szczuréw, KDR spowodowata 25% wzrost ekspresji
genu Sirt7 w poréwnaniu do kontroli, cho¢ wynik ten nie byl znamienny statystycznie.
Dodatkowo, poziom mRNA Sirt7 w SOL mlodych szczuréw KDR byt istotnie wyzszy niz
u starych zwierzat z tej samej grupy doswiadczalnej (Ryc. 46). Na poziomie biatka, pod
wptywem KDR, SIRT7 wzrosta w SOL mlodych szczurow o 17% wzgledem kontroli
(Ryc. 47).

Wprowadzenie karmienia ad libitum przez 2 1 4 dni obnizyto ekspresje genu Sirt7
o odpowiednio 45% i 49% wzgledem grupy KDR. Z kolei, w 6 dniu karmienia dietg pelng

poziom mRNA Sirt7 w SOL mlodych szczurow wrécit do poziomu podstawowego (Rye.
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46). Podobng sytuacj¢ zanotowano takze w przypadku zmian wzglednej ilosci
biatkaSIRT7w migsniu SOL mtodych szczurow (Ryc. 47).

W miesniu SOL starych szczurow krotkotrwata dieta restrykcyjna oraz karmienie
dieta pelng nie wywotaly istotnych statystycznie zmian w poziomie mRNA Sirt7 w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 46). KDR nie wywotato takze zmian w poziomie
ekspresji biatka SIRT7 w migs$niu czerwonym dwuletnich szczurdéw, jednak przywrdcenie
diety pelnej przez 2 dni obnizylo poziom SIRT7 o ponad 50% wzgledem grupy kontrolnej,

ktéry nie osiagnal poziomu kontrolnego do konca karmienia ad libitum (Ryc. 47).

4
Mtode M Stare

X 3
=
o
=
o 2
Z *
=
g
w1
S

0

KDR+2 KDR+4 KDR+6

Ryc. 46. Ekspresja genu Sirt7 w miesSniu SOL szczuréw poddanych krétkotrwalej diecie restrykcyjne;j i
nastepujgacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiajg $rednig = SE. Poziom mRNA genu zostat
znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji miodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia,
liczebno$ci oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

SIRT7 (SOL)
K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6
Mtode 1.00 1.17 0.90 0.48 1.09
Stare 1.00 0.94 0.47 0.59 0.80
SIRT? K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6
Miode IR R — i
GAPDH — — —— ——— -
Stare W — - — —
GAPDH | —

Ryc. 47. Ekspresja bialka SIRT7 w mieSniu SOL szczuréw poddanych krétkotrwalej diecie
restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum. Dot: ekspresja SIRT7 w migsniu SOL mtodych i
starych zwierzat na poziomie biatka; gora: obliczenia densytometryczne w odniesieniu do biatka GAPDH.

Wartosci $rednie dla 2 prob, normalizowane wzgledem grupy K w obu grupach wiekowych. Oznaczenia grup
- jak dla Tab. 8.
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5.7.3.4 Miesien prostownik palcow (EDL, m. bialy, szybkokurczliwy)

W mie¢sniu EDL mlodych szczuréw, KDR oraz karmienie dieta peilng nie

wywotaty istotnych statystycznie zmian w poziomie mRNA Sirt7 w pordwnaniu do grupy
kontrolnej (Ryc. 48).

W miesniu EDL starych kontrolnych szczuréw, ekspresja sirtuiny 7 byta ponad 2-
krotnie nizsza na poziomie mRNA i biatka w poréwnaniu do mlodych zwierzat (Ryc. 48,
Ryc. 49). Pod wptywem KDR oraz 2 dni karmienia dieta petng, poziom mRNA Sirt7
wzrost 2-krotnie wzgledem szczuréw kontrolnych. W 4 dniu karmienia ad [libitum
ekspresja genu wrécita do poziomu podstawowego, natomiast w dniu 6 obnizyla si¢

wzgledem grup KDR, KDR+2 i KDR+4 (Ryc. 48).

Mtode  m Stare

*

1 - .

*k

- a3k

O-il-li

KDR+2 KDR+4 KDR+6

Sirt7 mRNA wzgl. MK
N

Ryec. 48. Ekspresja genu Sirt7 w mi¢Sniu EDL szczuréw poddanych krétkotrwalej diecie restrykcyjnej i
nastepujacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiaja $rednig + SE. Poziom mRNA genu zostat
znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia,
liczebnos$ci oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

Ekspresja bialka SIRT7 w mi¢$niu EDL mlodych szczuréw pod wptywem KDR
obnizyta si¢ o 40% w pordwnaniu do kontroli i1 utrzymata si¢ ponizej poziomu
podstawowego po przywroceniu diety petnej (Ryc. 49).

Na poziomie bialka ekspresja SIRT7 w mie$niu EDL starych szczuréw wzrosta
pod wplywem KDR i pozostata na poziomie powyzej kontroli do 2 dnia karmienia dietg
petng (Ryc. 49). W kolejnych dniach karmienia ad /libitum poziom bialka SIRT7 obnizyt

sie do warto$ci 2-krotnie nizszej od poziomu podstawowego (Ryc. 49).
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SIRT7 (EDL) K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6

Mtlode 1.00 (0.91) 0.59 0.68 0.82 0.73
Stare 1.00 (0.32) 1.76 1.13 0.51 0.46

SIRT7 K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6
Miode =
——
GAPDH | —— < —
Stare R — — i
GAPDH — C— —— — O—

Ryc. 49. Ekspresja bialka SIRT7 w mie$niu EDL szczuréw poddanych krotkotrwalej diecie
restrykeyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum. Dot: ekspresja SIRT7 w mig$niu EDL mlodych i
starych zwierzat na poziomie biatka; gdra: obliczenia densytometryczne w odniesieniu do biatkka GAPDH.
Wartosci $rednie dla 2 prob, normalizowane wzgledem grupy K w obu grupach wiekowych (wartos¢
wyjsciowa). Oznaczenia grup - jak dla Tab. 8.

5.8. Ekspresja genow Glut4, Pgc-1a, Ppar-f w sercu oraz trzech typach
miesSni szkieletowych szczurow poddanych krotkotrwalej diecie

restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum
5.8.1 Ekspresja Glut4 na poziomie mRNA
5.8.1.1 Miesien sercowy

W sercu mlodych szczurdéw, 30-dniowa dieta restrykcyjna spowodowata prawie 2-
krotny wzrost ekspresji genu Glut4 w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 50).
Nastepujace karmienie ad libitum z kolei, istotnie obnizylo poziom mRNA Glut4

wzgledem KDR do poziomu kontrolnego (Ryc. 50).
W miegs$niu sercowym starych szczuréw krotkotrwata dieta restrykcyjna oraz

karmienie dietg pelng nie wywotaty istotnych statystycznie zmian w poziomie mRNA

Glut4 w porownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 50).
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Mtode M Stare
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Ryc. 50. Ekspresja genu Glut4 w sercu szczuré6w poddanych krotkotrwalej diecie restrykcyjnej i
nastepujgacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiajg $rednig = SE. Poziom mRNA genu zostat
znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia,
liczebno$ci oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

5.8.1.2 Miesien szkieletowy mieszany (MSM)

W miesniu szkieletowym poziom ekspresji genu Glut4 byt ponad 2-krotnie
wyzszy u mlodych szczuréw K 1 KDR niz u starych szczurow z tych samych procedur
doswiadczalnych (Ryc. 51). Nastepujace karmienie ad libitum spowodowalo stopniowe
obnizenie poziomu mRNA Glut4w MSM mlodych szczuréw, osiagajac poziom ponad

6,5-krotnie nizszy wzgledem szczuréw kontrolnych (Ryc. 51).

3
Mtode M Stare
i
=
0 2
N
z
ot *
Z | |
a4 — b*
E 1 k%
Ny = 1 g%k
§ = b*c**
R B
0 [ =
K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6

Ryec. 51. Ekspresja genu Glut4 w mie$niu szkieletowym mieszanym szczuréw poddanych krétkotrwalej
diecie restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiajg $rednig £ SE. Poziom
mRNA genu zostal znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1).
Oznaczenia, liczebnos$ci oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

W MSM dwuletnich zwierzat, KDR spowodowala ponad 2,5-krotne obniZenie

ekspresji genu Glut4 w porownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 51). Nastepujace karmienie
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ad libitum z kolei, wywolalo stopniowy wzrost poziomu mRNA Glut4, osiaggajac w 6 dniu
karmienia dieta pelng poziom ponad 5-krotnie wyzszy wzgledem grupy KDR oraz 2-
krotnie przekraczajacy poziom podstawowy, cho¢ ostatni wynik nie byl istotny

statystycznie (p=0,97) (Ryc. 51).

5.8.1.3 Miesien ptaszczkowaty tydki (SOL, m. czerwony, wolnokurczliwy)

W miesniu czerwonym mlodych szczuréw, krotkotrwata dieta restrykcyjna oraz
karmienie dieta pelng przez 2 dni obnizyto ekspresje genu Glut4 o odpowiednio 38% i
49% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 52). Kolejne dni karmienia ad [libitum
przywrocity poziom podstawowy mRNA transportera glukozy (Ryc. 52).

W mie$niu SOL starych szczurow, KDR oraz karmienie dietg peilng nie wywotaly
istotnych statystycznie zmian w poziomie mRNA transportera Glut4 w poréwnaniu do

grupy kontrolnej (Ryc. 52).
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Ryec. 52. Ekspresja genu Glut4 w miesniu SOL szczuréw poddanych krotkotrwalej diecie restrykcyjnej
i nastepujacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiaja srednig £ SE. Poziom mRNA genu zostat
znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia,
liczebnosci oraz znamiennos¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

5.8.1.4 Miesien prostownik palcow (EDL, m. bialy, szybkokurczliwy)

W mie$niu bialym mlodych szczurow, krotkotrwata dieta restrykcyjna oraz 2-
dniowe karmienie dieta pelng podwyzszyto ekspresje genu Glut4 o odpowiednio 39% i
45% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 53). Kolejne dni karmienia ad libitum

przywrécity poziom podstawowy mRNA transportera glukozy (Ryc. 53).
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W miesniu EDL starych szczurow, KDR oraz karmienie dieta petng nie wywotatly

istotnych statystycznie zmian w poziomie mRNA Glut4w poréwnaniu do grupy kontrolne;j
(Ryc. 53).
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Ryec. 53. Ekspresja genu Glut4 w mi¢Sniu EDL szczuréw poddanych kroétkotrwalej diecie restrykcyjnej
i nastepujacemu karmieniu ad libitum. Warto$ci przedstawiajg srednig £ SE. Poziom mRNA genu zostat

znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mitodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia
liczebno$ci oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

5.8.2 [Ekspresja Pgc-1a na poziomie mRNA

5.8.2.1 Miesien sercowy

W sercu mlodych szczuréw, 30-dniowa dieta restrykcyjna spowodowata ponad 2-
krotny wzrost ekspresji genu Pgc-Ia w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 54).
Dodatkowo, poziom mRNA koaktywatora byl istotnie wyzszy u mlodych szczuréw KDR
niz u strych zwierzat z tej samej procedury zywieniowej. Nast¢pujace karmienie ad
libitum, istotnie obnizylo poziom mRNA Pgc-/0 wzgledem grupy KDR, przywracajac tym

samym poziom podstawowy ekspresji genu (Ryc. 54).
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Ryc. 54. Ekspresja genu Pgc-Ia w sercu szczurow poddanych krotkotrwalej diecie restrykeyjnej i
nastepujgacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiajg $rednig = SE. Poziom mRNA genu zostat
znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1). Oznaczenia,
liczebno$ci oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

W mie¢sniu sercowym starych szczuréw, KDR nie wywota istotnych statystycznie
zmian w ekspresji genu Pgc-la w porownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 54).
Wprowadzenie karmienia dietg pelng przez 2 dni, obnizylo o 43% poziom mRNA
koaktywatora, przywracajac poziom podstawowy ekspresji genu w kolejnych dniach
karmienia dieta pelng (Ryc. 54).

Ponadto zanotowano, ze w mie$niu sercowym mlodych szczuréw poddanych

KDR, ekspresja genu Pgc-1a byla pozytywnie skorelowana z ekspresjg Glut4 (= 0.82, p=
0,00002), natomiast w sercach starych zwierzat z ekspresja Ppar-f (1= 0.56, p=0,039).

5.8.2.2 Miesien szkieletowy mieszany (MSM)

W mies$niu szkieletowym ekspresja genu Pgc-1a byta ponad 2-krotnie wyzsza u
mlodych kontrolnych szczuréw niz u starych zwierzat (Ryc. 55). KDR spowodowata 75%
wzrost poziomu mRNA koaktywatora w porownaniu do grupy kontrolnej, cho¢ wynik ten
nie byt istotny statystycznie (p= 0,09). Przywrdcenie diety petnej obnizylo ekspresje genu
Pgc-1a 1,7-krotnie wzgledem grupy kontrolnej oraz prawie 3-krotny wzgledem grupy
KDR (Ryc. 55).
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Ryc. 55. Ekspresja genu Pgc-Io w mieSniu szkieletowym mieszanym szczuréow poddanych
krotkotrwalej diecie restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiaja
$rednig + SE. Poziom mRNA genu zostat znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczurow
kontrolnych (MK=1). Oznaczenia, liczebnos$ci oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

W MSM dwuletnich szczuréw, KDR ponad 2,5-krotnie obnizyta ekspresje genu
Pgc-1a w porownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 55). Nastepujace karmienie ad libitum,
wywolalo stopniowy wzrost poziomu mRNA Pgc-/a, osiggajac w 6 dniu poziom prawie
10-krotnie wyzszy wzgledem KDR oraz poziom 3,5-krotnie przekraczajacy poziom
podstawowy (Ryc. 55).

Ponadto zanotowano, ze w mig¢$niu szkieletowym mieszanym starych szczuréw
poddanych KDR ekspresja genu Pgc-la byla silnie skorelowana z ekspresja Ppar-f (=
0.81, p=0,015) oraz Glut4 (r= 0.79, p=0,02).

5.8.2.3 Miesien ptaszczkowaty tydki (SOL, m. czerwony, wolnokurczliwy)

W mig¢$niu SOL mlodych szczurow, KDR nie wywotata istotnych statystycznie
zmian w ekspresji genu Pgc-1o w porownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 56). Dodatkowo,
poziom mRNA Pgc-1a w SOL mtodych szczuréw z grupy KDR byt 2,8-krotnie nizszy w
porownaniu do starych zwierzat z tej samej procedury doswiadczalnej (Ryc. 56).
Karmienie ad libitum spowodowalo wzrost ekspresji genu wzgledem grupy kontrolnej
prawie 3-, 4- i 5-krotniew kolejno 2, 4 i 6 dniu diety pelnej (Ryc. 56).

W SOL dwuletnich szczuréw, 30-dniowa dieta restrykcyjna oraz 6-dniowe
karmienie dieta petng spowodowaty prawie 2,5-krotny wzrost poziomu mRNA Pgc-la w

porownaniu do szczurdw kontrolnych (Ryc. 56).
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Ryc. 56. Ekspresja genu Pgc-Iec w mi¢sniu SOL szczuréw poddanych krotkotrwalej diecie
restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiaja $rednig + SE. Poziom
mRNA genu zostal znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1).
Oznaczenia, liczebnos$ci oraz znamiennos¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

5.8.2.4 Miesien prostownik palcow (EDL, m. bialy, szybkokurczliwy)

W miesniu EDL mlodych szczuréow, 30-dniowa dieta restrykcyjna spowodowata
96% wzrost ekspresji genu Pgc-la w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 54).
Nastepujace karmienie ad [libitum, istotnie obnizyto poziom mRNA Pgc-la wzgledem

KDR, przywracajac tym samym poziom podstawowy ekspresji genu (Ryc. 57).
5
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Ryc. 57. Ekspresja genu Pgc-Io w miesniu EDL szczuréw poddanych krotkotrwalej diecie
restrykeyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiajg $rednig + SE. Poziom
mRNA genu zostal znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1).
Oznaczenia, liczebnos$ci oraz znamiennos¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

W mie$niu bialym starych szczuréw, KDR podwyzszyta o 32% ekspresje genu
Pgc-1o w porownaniu do grupy kontrolnej 1 utrzymata si¢ powyze] poziomu
podstawowego do 4 dnia karmienia dietg petng (Ryc. 57).W 6 dniu karmienia ad libitum
poziom mRNA koaktywatora wrocit do poziomu kontrolnego (Ryc. 57).
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Ponadto, zanotowano, ze w miesniu EDL szczuréw poddanych KDR, ekspresja
genu Pgc-1a byta u mlodych zwierzat pozytywnie skorelowana z ekspresja Glut4 (= 0.63,
p=0,039), natomiast u starych z Ppar-f (r= 0.89, p=0,019).

5.8.3 Ekspresja Ppar-f na poziomie mRNA

5.8.3.1 Miesien sercowy

W sercu mlodych szczuréw, 30-dniowa dieta restrykcyjna spowodowata 25%
wzrost ekspresji genu Ppar-f# w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 58). Dodatkowo,
poziom mRNA receptora byt istotnie wyzszy u mtodych szczuréw KDR niz u starych
zwierzat z tej samej grupy doswiadczalnej. Nastepujace karmienie ad [libitum, istotnie
obnizylo poziom mRNA Ppar-f wzgledem grupy KDR, przywracajac tym samym poziom
podstawowy ekspresji genu (Ryc. 58).

W miesniu sercowym starych szczurow krotkotrwata dieta restrykcyjna oraz
karmienie dieta pelng nie wywotaly istotnych statystycznie zmian w poziomie mRNA
Ppar-f w porownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 58). Ponadto, w sercach starych
szczuréw, poddanych KDR, zaobserwowano pozytywng korelacje migdzy ekspresja genu

Ppar-f a ekspresja Glut4 (r= 0.66, p=0,013).
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Ryc. 58. Ekspresja genu Ppar-ff w sercu szczuréw poddanych krotkotrwalej diecie restrykcyjnej i
nastepujacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiajg $rednig + SE. Poziom mRNA genu zostat

znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczurow kontrolnych (MK=1). Oznaczenia,
liczebnosci oraz znamiennos¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.
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5.8.3.2 Miesien szkieletowy mieszany (MSM)

W MSM mlodych szczuréow, KDR spowodowata 71% wzrost ekspresji genu
Ppar-f w porownaniu do grupy kontrolnej, cho¢ wynik ten nie byl istotny statystycznie
(p=0,56) (Ryc. 59). Przywrocenie 2-dniowej diety pelnej obnizyto poziom mRNA Ppar-f
o 84% wzgledem grupy KDR. W 4 dniu karmienia ad libitum, zaobserwowano dalsze
zmniejszanie si¢ ekspresji genu wzgledem grup K, KDR 1 KDR+2 o odpowiednio 79%,
88% 1 55% (Ryc. 59). W 6 dniu karmienia ad libitum poziom mRNA receptora wrocit do

poziomu podstawowego ekspresji genu (Ryc. 59).
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Ryc. 59. Ekspresja genu Ppar-f w mieSniu szkieletowym mieszanym poddanych krotkotrwalej diecie
restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum. Wartosci przedstawiaja $rednig + SE. Poziom
mRNA genu zostat znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1).
Oznaczenia, liczebno$ci oraz znamiennos¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

W MSM starych szczurow, krotkotrwata dieta restrykcyjna oraz karmienie dietg
pelng nie wywotaty istotnych statystycznie zmian w poziomie mRNA Ppar-f w
porownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 59). Ponadto zanotowano, ze w mie$niu MSM

starych szczurow ekspresja genu Ppar-f byta pozytywnie skorelowana z ekspresja Glut4
(r=0.93, p=0,0009).

5.8.3.3 Miesien ptaszczkowaty tydki (SOL, m. czerwony, wolnokurczliwy)

W miesniu SOL ekspresja genu Ppar-f byta dwukrotnie nizsza u kontrolnych
mlodych szczuréw niz u starych zwierzat (Ryc. 60). KDR podwyzszyta poziom mRNA
receptora o 87% w mieSniu mlodych szczuréw, jednak wynik ten nie byl istotny
statystycznie (p= 0,26). Przywrocenie karmienia ad libitum istotnie obnizylo ekspresje

genu Ppar-ff w migé$niu czerwonym mtodych szczurow o 76% wzgledem grupy KDR i

104



55% wzgledem kontroli w 2 dniu karmienia dietg petng oraz o 72% wzgledem grupy KDR
1 47% wzgledem grupy kontrolnej w 4 dniu karmienia dieta pelng (Ryc. 60). W 6 dniu

poziom mRNA Ppar-f wrocit do poziomu podstawowego.
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Ryc. 60. Ekspresja genu Ppar-f w mieSniu SOL szczuréw poddanych krétkotrwalej diecie
restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum. Warto$ci przedstawiajg $rednig = SE. Poziom
mRNA genu zostat znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1).
Oznaczenia, liczebnos$ci oraz znamiennos¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

W migSniu SOL starych szczuréw, krotkotrwata dieta restrykcyjna prawie 3-
krotnie obnizyta ekspresj¢ genu Ppar-ff wzgledem grupy kontrolnej (Ryc. 60). Dodatkowo,
poziom mRNA Ppar-f w SOL starych szczuréw z grupy KDR byt 2,5-krotnie nizszy w
porownaniu do mlodych zwierzat z tej samej procedury doswiadczalnej. Przywrocenie
karmienia ad libitum przez 2 i 4 dni, spowodowato powolny wzrost ekspresji genu do
osiggniecia poziomu podstawowego w 6 dniu diety peinej (Ryc. 60). Dodatkowo, poziom
mRNA Ppar-ff w SOL starych szczurow z grupy KDR+6 byt prawie 3-krotnie wyzszy w

porownaniu do mtodych zwierzat z tej samej procedury do§wiadczalnej (Ryc. 60).

5.8.3.4 Miesien prostownik palcow (EDL, m. bialy, szybkokurczliwy)

W mieSniu EDL mlodych szczuréw, krotkotrwata dieta restrykcyjna oraz
karmienie dieta pelng nie wywolaly istotnych statystycznie zmian w poziomie mRNA
receptora Ppar-ff wzgledem grupy kontrolnej(Ryc. 61).

W mie$niu bialym starych kontrolnych szczuréw ekspresja genu Ppar-f byta 6-
krotnie wyzsza niz u kontrolnych mlodych zwierzat (Ryc. 61). Pod wptywem KDR,
poziom mRNA receptora w EDL dwuletnich szczurow obnizyt si¢ ponad 6,5-krotnie w

poréwnaniu do grupy kontrolnej. W 2 dniu karmienia ad libitum ekspresja genu Ppar-f§
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wrocita do poziomu podstawowego, natomiast w kolejnych wzrosta ponad 2-krotnie
wzgledem grupy kontrolnej (Ryc. 61). Dodatkowo, na kazdym etapie karmienia dietg petng
ekspresja genu Ppar-f byla od 6-12 razy wyzsza w mi¢éniu EDL starych szczurdw niz u
mtodych zwierzat (Ryc. 61).

Ponadto zanotowano, ze ekspresja genu Ppar-f w miesniu EDL dwuletnich

zwierzat byla pozytywnie skorelowana z Glut4 (= 0.94, p= 0,005) oraz Cpt-I (= 0.9, p=
0,037).
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Ryc. 61. Ekspresja genu Ppar-f w mieSniu EDL szczuréw poddanych krotkotrwalej diecie
restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum. WartoSci przedstawiaja srednig £ SE. Poziom
mRNA genu zostal znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1).
Oznaczenia, liczebnoS$ci oraz znamiennos¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

5.9. Aktywnos¢ i ekspresja palmitoilotransferazy karnitynowej I w
sercu oraz trzech typach mieSni szkieletowych szczurow
poddanych krotkotrwalej diecie restrykcyjnej i nastepujacemu

karmieniu ad libitum przez dwa dni
5.9.1 Aktywnos¢ CPT-I

5.9.1.1 Miesien sercowy

W migéniu sercowym poziom podstawowy aktywnosci enzymu CPT-1 byt

najwyzszy ze wszystkich badanych tkanek mig$niowych.
W sercu mlodych szczuréw, KDR spowodowata ponad 2-krotny wzrost aktywnos¢

CPT-I w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 62). Poziom aktywnos$¢ enzymu w sercu
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mtodych szczurow poddanych KDR byt istotnie wyzszy niz u starych zwierzat z tej same;j
procedury doswiadczalnej. Przywrdcenie karmienia ad [libitum obnizylo aktywno$¢
transportera w sercu mtodych szczuréw o 39% wzgledem grupy KDR, przywracajac tym
samym poziom podstawowy enzymu (Ryc. 62).

Aktywno$¢ CPT-I byta o0 54% wyzsza w sercu starych kontrolnych szczurow niz u
mlodych zwierzat, cho¢ wynik ten byl na granicy istotnosci statystycznej (Ryc. 62).

Inaczej niz u mlodych zwierzat KDR nie wywotala istotnych statystycznie zmian w
aktywnos$ci CPT-I w sercu starych szczuréw w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Z kolei,
dwudniowe karmienie dieta pelng spowodowalo wzrost aktywnosci enzymu o 77%

wzgledem grupy kontrolnej oraz o 143% wzgledem grupy KDR (Ryc. 62).
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Ryc. 62. Aktywno$§¢ CPT-I [mol/min/mg] w sercu szczuréw poddanych diecie restrykcyjnej i
nastepujacemu karmieniu ad libitum przez dwa dni. Wartosci przedstawiaja $rednig + SE. Liczebno$¢
szczurdw w grupach doswiadczalnych, n= 5; a — warto$¢ znamiennie rézna wzglgdem grupy K w danej
grupie wiekowej, b — warto$¢ znamiennie réozna wzgledem grupy zwierzat KDR w danej grupie wiekowe;.
Oznaczenia grup oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

5.9.1.2 Miesien szkieletowy mieszany (MSM)

W mie¢sniu szkieletowym mlodych szczuréw, KDR oraz dwudniowe karmienie
dietg pelna obnizyto aktywno§¢ CPT-I o odpowiednio 39% i 72% w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (Ryc. 63).
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Ryc. 63. Aktywno$¢ CPT-I [mol/min/mg] w mi¢$niu szkieletowym mieszanym szczuréw poddanych
diecie restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum przez dwa dni. Wartosci przedstawiaja
srednig = SE. Liczebnos$¢ szczuréw w grupach doswiadczalnych, n= 5; a — warto$¢ znamiennie rozna
wzgledem grupy K w danej grupie wiekowej, b — warto$¢ znamiennie rozna wzgledem grupy zwierzagt KDR
w danej grupie wiekowej. Oznaczenia grup oraz znamiennos¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

U starych zwierzat, krotkotrwala dieta restrykcyjna oraz karmienie dieta petng nie
wywotaty istotnych statystycznie zmian w aktywnosci CPT-I w porownaniu do grupy
kontrolnej (Ryc. 63). Jednak poziom aktywnos$ci enzymu w migéniu starych szczurow z

grup KDR i KDR+2 byt istotnie wyzszy niz u mtodych zwierzat z tych samych procedur
doswiadczalnych (Ryc. 63).

5.9.1.3 Miesien ptaszczkowaty tydki (SOL, m. czerwony, wolnokurczliwy)

W mieSniu czerwonym mlodych szczurow, 30-dniowa dieta restrykcyjna nie
wywota istotnych statystycznie zmian w aktywnos$ci CPT-I w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (Ryc. 64). Wprowadzenie karmienia ad libitum podwyzszyto ponad 2-krotnie
aktywno$¢ enzymu wzgledem grupy kontrolnej oraz KDR, jednak wynik ten nie byt
znamienny statystycznie (p= 0,23) (Ryc. 64).

W miegsniu SOL starych szczurow, KDR oraz karmienie dieta pelng nie wywotaty

istotnych statystycznie zmian w aktywnos$ci CPT-I w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(Ryc. 64).
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Ryc. 64. Aktywno$§¢ CPT-I [mol/min/mg] w mie¢$niu SOL szczuréw poddanych diecie restrykcyjnej i
nastepujgcemu karmieniu ad libitum przez dwa dni. Wartosci przedstawiajg $rednig + SE. Liczebnos$c
szczurow w grupach doswiadczalnych, n= 5; a — warto$¢ znamiennie rézna wzgledem grupy K w danej
grupie wiekowej, b — warto$¢ znamiennie rézna wzgledem grupy zwierzat KDR w danej grupie wiekowe;.
Oznaczenia grup oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

5.9.1.4 Miesien prostownik palcow (EDL, m. bialy, szybkokurczliwy)

W migéniu bialym podstawowy poziom aktywnosci enzymu CPT-I byl nizszy niz
W migsniu czerwonym.

W miesniu EDL mlodych szczurow KDR zaobserwowano zmniejszenie
aktywnosci CPT-I w poréwnaniu do szczurow kontrolnych, cho¢ wynik ten nie byt istotny
statystycznie (Ryc. 65). Z kolei, karmienie ad [libitum 2-krotnie podwyzszyto aktywnos$¢
CPT-I wzgledem grupy KDR oraz przywrdcito poziom kontrolny enzymu (Ryc. 65).

W mieg$niu bialym starych szczurow, KDR oraz karmienie dieta peilng nie
wywotato istotnych statystycznie zmian w aktywnosci CPT-I w porownaniu do grupy

kontrolnej, jednak poziom aktywno$ci enzymu u dwuletnich szczurow KDR byt istotnie

wyzszy niz u mtodych zwierzat (Ryc. 65).
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Ryc. 65. Aktywno§¢ CPT-I [mol/min/mg] w mi¢$niu EDL szczuréw poddanych diecie restrykeyjnej i
nastepujgcemu karmieniu ad libitum przez dwa dni. Warto$ci przedstawiajg $rednig + SE. Liczebnos$c
szczurow w grupach doswiadczalnych, n= 5; a — warto§¢ znamiennie r6zna wzgledem grupy K w danej
grupie wiekowej, b — warto$¢ znamiennie rézna wzgledem grupy zwierzat KDR w danej grupie wiekowe;.
Oznaczenia grup oraz znamienno$¢ statystyczna - jak dla Tab. 8.

5.9.2 Ekspresja Cpt-I na poziomie mRNA

5.9.2.1 Miesien sercowy

Krotkotrwata dieta restrykcyjna, spowodowata wzrost ekspresji genu Cpt-I w
mieSniu sercowym mlodych szczuréw o 62% oraz o 39% u starych zwierzat w
poréwnaniu do grup kontrolnych (Ryc. 66). Poziom ten, cho¢ lekko obnizony, utrzymat si¢
powyzej poziomu podstawowego po przywrdoceniu 2-dniowgo karmienia dietg petng, ale
tylko u mtodych szczuréw, poniewaz u starych zwierzat roznica nie byla istotna

statystycznie (p=0,37) (Ryc. 66).
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Ryc. 66. Ekspresja genu Cpr-I w sercu szczuréw poddanych krotkotrwalej diecie restrykeyjnej i
nastepujacemu karmieniu ad libitum przez dwa dni. Warto$ci przedstawiaja srednig = SE. Poziom mRNA

genu zostal znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1).
Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamiennos¢ statystyczna- jak dla Tab. 8.
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5.9.2.2 Miesien szkieletowy mieszany (MSM)

W migs$niu szkieletowym mieszanym, ekspresja genu Cpt-I byta ponad 2-krotnie
wyzsza u miodych szczurow z grupy kontrolnej 1 poddanej KDR niz u starych zwierzat z

tych samych procedur dos§wiadczalnych (Ryc. 67).
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Ryec. 67. Ekspresja genu Cpt-I w mig$niu szkieletowym mieszanym szczuréw poddanych krétkotrwalej
diecie restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum przez dwa dni. Wartos$ci przedstawiaja
$rednig + SE. Poziom mRNA genu zostat znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczurdéw
kontrolnych (MK=1). Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamiennos$¢ statystyczna- jak dla Tab. 8.

W MSM milodych szczurow KDR nie wywotata istotnych statystycznie zmian w
poziomie mRNA Cpt-I w poréwnaniu do szczuréw kontrolnych. Przywrocenie 2-dniowego
karmienia ad libitum obnizyto ekspresje genu o 42% wzgledem kontroli oraz o 35%
wzgledem grupy KDR (Ryc. 67).

W MSM starych szczurow, krotkotrwata dieta restrykcyjna oraz 2-dniowe
karmienie dietg pelng nie wywotaty istotnych statystycznie zmian w poziomie ekspresji
genu Cpt-I w porownaniu do szczurdw kontrolnych (Ryc. 67). Dodatkowo
zaobserwowano, ze ekspresja genu Cpt-I w mieSniu szkieletowym starych szczurow

korelowala z stezeniem leptyny w surowicy krwi tych zwierzat (r = 0.53, p=0,0003).

5.9.2.3 Miesien ptaszczkowaty tydki (SOL, m. czerwony, wolnokurczliwy)

W mig$niu SOL mlodych szczuréw, KDR oraz dwa dni karmienia dieta pelng
spowodowaty odpowiednio 76% 1 49% wzrost ekspresji genu Cpt-I w poroOwnaniu do
szczurow kontrolnych (Ryc. 68). W migsniu czerwonym miodych szczuréw z grup KDR
oraz KDR+2 poziom mRNA Cpt-I byl istotnie wyzszy niz u starych zwierzat z tych
samych procedur do$wiadczalnych (Ryc. 68).
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Ryc. 68. Ekspresja genu Cpt-I w mi¢$niu SOL szczuréw poddanych krotkotrwalej diecie restrykcyjnej
i nastepujacemu karmieniu ad libitum przez dwa dni. Wartos$ci przedstawiaja $rednia = SE. Poziom
mRNA genu zostat znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1).
Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamiennos¢ statystyczna- jak dla Tab. 8.

W miegs$niu SOL dwuletnich szczuréw, 30-dniowa dieta restrykcyjna nie wywolata
istotnych statystycznie zmian w poziomie ekspresji genu Cpt-I w porownaniu do szczuréw
kontrolnych (Ryc. 68). Z kolei, dwudniowe karmienie dieta pelng 2-krotnie obnizyto
ekspresje genu wzgledem szczurow z grupy KDR (Ryc. 68).

5.9.2.4 Miesien prostownik palcow (EDL, m. bialy, szybkokurczliwy)

W mie¢Sniu EDL mlodych i starych szczurow, krotkotrwata dieta restrykcyjna
oraz 2-dniowe karmienie dieta pelng nie wywotatly istotnych statystycznie zmian w

poziomie ekspresji genu Cpt-I w porownaniu do szczuréw kontrolnych (Ryc. 69).
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Ryec. 69. Ekspresja genu Cpt-I w mi¢$niu EDL szczuréw poddanych krotkotrwalej diecie restrykeyjnej
i nastepujacemu karmieniu ad libitum przez dwa dni. Wartosci przedstawiajg srednig £ SE. Poziom
mRNA genu zostal znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji mtodych szczuréw kontrolnych (MK=1).
Oznaczenia, liczebno$¢ grup oraz znamiennos¢ statystyczna- jak dla Tab. 8.

5.10. Ocena struktury mieSnia sercowego szczuréw poddanych
krotkotrwalej diecie restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad

libitum przez 2,4 i 6 dni

Na mikrofotografiach 72-75 przedstawiono struktur¢ mikroskopowa mig$nia
sercowego mtodych i1 starych szczuréw poddanych KDR (Ryc. 71) i nastepujacemu
karmieniu ad libitum (Ryc. 73, Ryc. 74, Ryc. 75), dla uwidocznienia obecnosci tkanki
tacznej migdzy kardiomiocytami. W celach porownawczych wykonano takze standardowe
barwienie hematoksyling i eozyng czyli H&E (Ryc. 70).

Na Ryec. 71, przedstawiono przekroje podtuzne oraz porzeczne migsnia sercowego
starego szczura kontrolnego w pordwnaniu do mtodego osobnika. Widoczny jest wyraznie
wickszy udzial wiokien tkanki tacznej w strukturze migsnia sercowego dwuletniego
szczura. Dodatkowo, zaobserwowano, ze w barwieniu H&E na przekrojach poprzecznych
$rednica wldkien w migéniu starego szczura byta widocznie wigksza w porodwnaniu do
mtodego osobnika w grupie kontrolnej oraz u zwierzat KDR (Ryc. 70).

U zwierzat poddanych 30-dniowej diecie restrykcyjnej (Ryc. 72), wida¢ wyraznie
wigkszy udzial wldkien tkanki tacznej w sercu dwuletniego niz u milodego szczura,
szczegllnie w obrebie naczyn malego 1 duzego kalibru (nie pokazano). Dodatkowo, w
sercu miodego szczura KDR, zaobserwowano takze zwigkszony udzial wlokien

kolagenowych (Ryc. 71,Ryc. 72) oraz niewielkie powigkszenie witdkien migsniowych w

113



poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 70). U mlodych szczuréw, ktorym przywroécono
karmienie ad libitum przez 2, 4 i 6 dni (Ryc. 73, Ryc. 74, Ryc. 75), stopien zwtoknienia
struktury migsnia sercowego byl takze wyzszy w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc.
71).

Ryec. 70. Mikrofotografia serca mlodych (A, C) i starych szczuréw (B, D) kontrolnych oraz poddanych
kréotkotrwalej diecie restrykcyjnej. Barwienie hematoksylina i eozyna. Wyraznie powigckszone wiokna
migsniowe w strukturze migs$nia sercowego starych zwierzat. Powigkszenie x 40.
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Ryc. 71. Mikrofotografie serca mlodych (A, C) i starych szczuréw (B, D) kontrolnych. Barwienie
Masson- Goldner. Wyraznie wigkszy udziat wiokien tkanki tagcznej w strukturze migsnia sercowego starych
zwierzat. Powigkszenia x100 (A i B) oraz x200 (C i D).

A

Ryc. 72. Mikrofotografie serca mlodych (A, C) i starych szczuréw (B, D) poddanych 30-dniowej diecie
restrykcyjnej. Barwienie Masson- Goldner. Wyraznie wigkszy udzial wiokien tkanki tgcznej w strukturze
migénia sercowego starych zwierzat. Powickszenia x100 (A i B) oraz x200 (C i D).

115



Ryec. 73. Mikrofotografie serca mlodych (A, C) i starych szczuréw (B, D) poddanych 30-dniowej diecie
restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum przez 2 dni. Barwienie Masson- Goldner. Wyraznie
wickszy udziat widkien tkanki tacznej w strukturze migs$nia sercowego starych zwierzat. Powigkszenia x100
(A 1B)orazx200 (CiD).

A _ B

100 pm

Ryc. 74. Mikrofotografie serca mlodych (A, C) i starych szczuréw (B, D) poddanych 30-dniowej diecie
restrykeyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum przez 4 dni. Barwienie Masson- Goldner. Wyraznie
wickszy udziat wiokien tkanki facznej w strukturze migsnia sercowego starych zwierzat. Powigkszenia x100
(A 1B)oraz x200 (CiD).
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Ryec. 75. Mikrofotografie serca mlodych (A, C) i starych szczuréw (B, D) poddanych 30-dniowej diecie
restrykcyjnej i nastepujacemu karmieniu ad libitum przez 6 dni. Barwienie Masson- Goldner. Wyraznie
wiekszy udziat widkien tkanki tgcznej w strukturze migsnia sercowego starych zwierzat. Powigkszenia x100
(A1B) orazx200 (CiD).

5.11. Podsumowanie najwazniejszych wynikow badan w modelu
krotkotrwalej diety restrykcyjnej i przywrocenia karmienia ad

libitum

5.11.1 Ekspresja genow sirtuin w sercu oraz mi¢sniu szkieletowym mieszanym

Podsumowanie wynikow ekspresji genéw sirtuin 1, 3 1 7 w migsniu sercowym 1
szkieletowym mieszanym miodych i starych szczurow poddanych krotkotrwatej diecie

restrykeyjnej 1 przywroceniu karmieniu ad libitum przedstawiono w Tab. 13.
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Tab. 13. Zestawienie wynikéw ekspresji genéw sirtuin 1, 3 i 7 w mieSniu sercowym i szkieletowym
mieszanym mlodych i starych szczuréw w poréwnaniu do grupy kontrolnej (wzgledem grupy KDR)

Wiek / K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6
Dieta

SERCE

Ekspresja Sirtl na poziomie mRNA

Milode 1 034% <K 040% <K 50% <K =K

Stare 2x > MK b.z. b.z. (2x < KDR) b.z. b.z. (4x < KDR)

Ekspresja Sirt3 na poziomie mRNA

Miode 1 3x >K KDR+2/4/6 =K
Stare S=M 2x >K KDR+2/4/6 =K
Ekspresja Sirt7 na poziomie mRNA
Miode 1 Nieznamienne obnizenie 0 30% | =K
Stare 2x <MK 2x > K
MIESIEN SZKIELETOWY MIESZANY
Ekspresja Sirtl na poziomie mRNA
Miode 1 4x>K =K | =K (4x <KDR) =K (4x <KDR)
Stare 2x > MK 1,5x > K Nieznamiennie 4,5x < K (7x < KDR) Nieznamiennie < K
Ekspresja Sirt3 na poziomie mRNA
Miode 1 043% <K =K 042% <K 072%<K
Stare 1,5x <MK b.z. b.z. b.z. 2x > K (oraz KDR)
Ekspresja Sirt7 na poziomie mRNA
Nieznamiennie _ _
Milode 1 4x > K x> K =K =K
Stare 0 36% <MK 022%>K KDR+2/4/6 =K

Oznaczenia: K — szczury kontrolne, KDR — zwierz¢ta poddane 30-dniowej diecie restrykcyjnej 60%,
KDR+2, KDR+4, KDR+6 — zwierzeta poddane KDR, a nastepnie karmione ad [libitum przez wskazang
liczbe dni. Skroty: b.z.- bez zmian wzgledem kontroli w danej grupie wiekowej, S- stare szczury, M- mtode
szczury.

5.11.2 Ekspresja genow Glutd, Pgc-la, Ppar-f w mie¢Sniu sercowym oraz

miesniu szkieletowym mieszanym

Podsumowanie wynikow ekspresji genow Glut4, Pgc-lo, Ppar-f w mig$niu

sercowym 1 szkieletowym mieszanym mtodych i starych szczurow poddanych
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krotkotrwate) diecie restrykcyjnej 1 przywrdceniu karmieniu ad [ibitum przedstawiono w

Tab. 14.

Tab. 14. Zestawienie wynikow ekspresji genow Glutd4, Pgc-la, Ppar-f w mieSniu sercowym i
szkieletowym mieszanym mlodych i starych szezuréw w poréwnaniu do grupy kontrolnej (wzgledem

grupy KDR)
Wiek / K KDR KDR+2 KDR+4 KDR+6
Dieta
SERCE
Ekspresja Glut4 na poziomie mRNA
Miode 1 2x>K KDR+2/4/6 =K (2x< KDR)
Stare S=M b.z.
Ekspresja Pgc-10 na poziomie mRNA
=K =K =K
Miode ! =K (3x < KDR) (4x <KDR) (4,7x <KDR)
Stare S=M b.z. 043% <K =K =K
Ekspresja Ppar-ff na poziomie mRNA
=K =K =K
0,
Miode ! 025%>K (2x < KDR) (2,8x < KDR) (2,5x <KDR)
Stare S=M b.z.
MIESIEN SZKIELETOWY MIESZANY
Ekspresja Glut4 na poziomie mRNA
Milode 1 b.z. R2, R4 stopniowe obnizanie 6,5x <K (KDR)
Stare 2x <MK 2,5x <K R2, R4 stopniowy wzrost 2x >K (5x> KDR)
Ekspresja Pgc-/a na poziomie mRNA
Miode 1 Nieznamienny 1,7x <K 3x<K 3x<K
wzrost 0 73% (3x <KDR) (5,6x <KDR) (5x <KDR)
Stare 2x <MK 2,5x <K Powolny wzrost 3,5x > K (10x >KDR)
Ekspresja Ppar-f na poziomie mRNA
. . Nieznamienne N
Miode 1 RICZNGMIE | gbnizenie o 53% © e ;%R) ~K
° | (084%<KDR) ’
Stare S=M b.z.

Oznaczenia jak dla Tab. 13.

5.11.3 Aktywnos¢ i ekspresja palmitoilotransferazy karnitynowej I w sercu

oraz miesniu szkieletowym mieszanym
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Podsumowanie wynikow ekspresji genu Cpr-1 1 jego aktywnos$ci enzymatycznej w
mig$niu sercowym 1 szkieletowym mieszanym mtodych i starych szczuréw poddanych
krotkotrwatej diecie restrykcyjnej i przywroceniu karmieniu ad libitum przez dwa dni

przedstawiono w Tab. 15.

Tab. 15. Zestawienie wynikéow ekspresji genu Cpt-I i jego aktywnoS$ci enzymatycznej w miesniu
sercowym i szkieletowym mieszanym mlodych i starych szczuréw w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(wzgledem grupy KDR)

Wiek / Dieta K KDR KDR+2
SERCE
Ekspresja Cpt-I na poziomie mRNA
Mlode 1 062% >K 034%>K
Stare S=M 039%>K =K
Aktywnos$¢ CPT-1
Milode 1 2x > K (0 47% > SKDR) =K (0 39% <KDR)
Stare 0 54% > MK b.z. 77% >K (o 143% > KDR)
MIESIEN SZKIELETOWY MIESZANY
Ekspresja Cpt-I na poziomie mRNA
Miode 1 b.z. 042% <K (0 35% < KDR)
Stare 2x <MK b.z. (0 57% < MKDR) b.z.
Aktywnos$¢ CPT-1
Milode 1 039% <K 0 72% <K
Stare S=M b.z. (2,5x > MKDR) b.z. (3,4x > MKDR)

Oznaczenia jak dla Tab. 13.
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6. DYSKUSJA

Obecnie na calym $wiecie, réwniez 1 w Polsce, odnotowuje si¢ ciagly wzrost
liczebnosci ludzi starszych, czyli po 65 roku zycia oraz ludzi z chorobliwa nadwaga.
Otylos¢ u ludzi, takze w podesztym wieku, stata si¢ jedng z glownych przyczyn
przedwczesnej $miertelnosci na podtozu chordb sercowo-naczyniowych, cukrzycy i innych
zaburzen zespotu metabolicznego (Unger 1 wsp. 2010). W zwiazku z tym, obecnie trwaja
intensywnie poszukiwania najskuteczniejszych metod jej leczenia. Dotychczas najlepszym
sposobem terapii otytosci u ludzi jest regularny wysiltek fizyczny, wilasciwa dieta oraz
stosowanie krotkotrwatych glodéwek lub tzw. diet nisko- lub bardzo niskokalorycznych w
celu szybkiej redukcji masy ciata i niwelacji objawdw zespolu metabolicznego (Tsai i
Wadden 2006; Gugliucci i wsp. 2009). Tymczasem w piSmiennictwie brak jest
podstawowych danych dotyczacych wptywu krotkotrwalej diety restrykcyjnej, czy
glodzenia 1 ponownego karmienia ad libitum, na metabolizm migé$nia sercowego i migs$ni
szkieletowych u starych osobnikéw (brak danych u ludzi spowodowany jest oczywiscie
wzgledami natury etycznej). Z tego wzgledu jednym z celé6w niniejszej pracy byto
doswiadczalne zweryfikowanie wplywu wskazanych technik zywieniowych na migsien
sercowy 1 szkieletowy szczuréw, co mogloby by¢ pomocne dla oceny stosowania
podobnych technik zywieniowych w leczeniu otylo$ci u oséb zaréwno w $rednim, jak i

podesztym wieku.

Podstawowym jednak zalozeniem pracy bylo wskazanie mozliwych zmian w
ekspresji sirtuin 1, 3 i 7 na poziomie mRNA 1 biatka w mig$niach szkieletowych oraz w
sercu mlodych 1 starych szczurow w modelu dynamicznych zmian metabolizmu
energetycznego wywotanych 30-dniowa dietg restrykcyjng lub glodzeniem i

przywroceniem karmienia ad libitum.

Przeprowadzone badania dostarczyly oryginalnych wynikow w czesci dotyczacej
ekspresji sirtuin  w sercu 1 mig$niach szkieletowych w zalozonych modelach

doswiadczalnych.

6.1. Wplyw glodzenia — karmienia na metabolizm energetyczny mies$ni

mlodych i starych szczurow
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Starzeniu si¢ organizmOw towarzyszg zmiany hormonalne 1 metaboliczne,
prowadzace do zaburzen homeostazy energetycznej. U ludzi, gryzoni oraz innych
gatunkow ssakow, wyraza si¢ to m.in. zwigkszong akumulacja tkanki thuszczowe;j
prowadzaca do otytosci oraz zwigkszonym ryzykiem wystagpienia objawdw zespotu
metabolicznego, obejmujgcego opornos¢ na insuling, cukrzyce typu 2, miazdzyce oraz
nadci$nienie tetnicze, ktore potencjalnie moga prowadzi¢ do niewydolnosci serca (Kmiec¢ 1
wsp. 2005; Karavidas 1 wsp. 2010). W niniejszej pracy, w celu ujawnienia mozliwych
zaburzen homeostazy energetycznej w starzejacych si¢ migsniach szkieletowych 1 serca, 4-
miesigczne oraz 24-miesi¢czne szczury poddano stymulacji pokarmowej: dwudniowemu

glodzeniu oraz ponownemu karmieniu dietg peing.

W trakcie glodzenia, czyli w stanie catkowitego deficytu energetycznego,
poczatkowo wykorzystywane sg zapasowe substraty energetyczne organizmu. W pierwszej
kolejnosci zuzywany jest glikogen gromadzony w watrobie 1 mig¢$niach, maleje tempo
glikolizy oraz ro$nie tempo glukoneogenezy. Substratami dla ostatniego procesu moga by¢
glicerol uwalniany z hydrolizy triacylogliceroli lub aminokwasy (np. glutamina),
pochodzace z proteolizy bialek migsni szkieletowych. Przy przedtuzajacym si¢ glodzeniu
stopniowo zanika tkanka ttuszczowa, natomiast glbwnym substratem energetycznym staja
si¢ uwalniane z adipocytow kwasy thuszczowe (Pilegaard i wsp. 2003). W kolejnych
etapach glodzenia zmniejsza si¢ takze masa innych narzadow i tkanek, w tym masa mig$ni

szkieletowych i serca (Johnstone 2007).

W pierwszym z podjetych modeli doswiadczalnych dwudobowe glodzenie samcow
szczura spowodowato mobilizacje zgromadzonych przez nich zapasoéw energetycznych,
nie doprowadzajac do degradacji tkanek migsniowych. Przede wszystkim, $wiadczy o tym
state stezenie mocznika i biatka catkowitego w surowicy krwi mtodych i starych szczuréw
na wszystkich etapach do$wiadczenia, co wskazuje na wyréwnany bilans azotowy w
organizmie tych zwierzat. Wptyw wieku wyrazil si¢ w nizszym stezeniu mocznika i
albuminy oraz wyzszym stezeniu biatka catkowitego w surowicy krwi starych szczurow w
porownaniu do mlodych osobnikéw. Podobne roznice zalezne od wieku zaobserwowali
rowniez Moustafa (1997) oraz Nistiar i wsp. (2012), jednak fizjologiczne podstawy tego

zjawiska sg nadal niewyjasnione.

W stanach catkowitego deficytu energetycznego uruchamiane sg szczegdlne
mechanizmy adaptacyjne skierowane na pokrycie zapotrzebowania energetycznego mozgu

1 innych tkanek. Gléwna role w tych procesach ma aktywacja odpowiednich hormonéw
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(przede wszystkim insuliny, glukokortykosterydéw 1 leptyny) oraz mobilizacja takich

zapasowych substratow energetycznych jak glikogen 1 triacyloglicerole (TG).

W przedstawionych badaniach w surowicy krwi starych kontrolnych szczurow
zaobserwowano wigksze stezenie TG w porownaniu do mtodych zwierzat, co stwierdzono
takze we wczesniejszych pracach (Kmie¢ 1 wsp. 2005; Kim 1 wsp. 2009). Podobne
zjawisko wystepuje rowniez wraz z rosngcym wiekiem u znacznej czesci spoteczenstwa.
Pod wplywem glodzenia TG zgromadzone w tkance tluszczowej ulegaja hydrolizie 1 w
postaci wolnych kwasow tluszczowych dostarczane sg do tkanek migsni szkieletowych,
mig$nia sercowego 1 watroby, jako ich glowny substrat energetyczny. W typowej
odpowiedzi metabolicznej na glodzenie obserwuje si¢ zatem obnizenie stezenia TG,
obnizenie sekrecji insuliny i wzrost st¢zenia WKT we krwi. Z kolei w momencie
przywrocenia diety pelnej (refeeding) reakcja organizmu powinna by¢ odwrotna. W
przeprowadzonym eksperymencie gltodzenie przez 48 godzin spowodowalo obnizenie
stezenia TG 1 wzrost stezenia WKT tylko w surowicy krwi mtodych szczurow wzgledem
grupy kontrolnej, co zaobserwowano takze we wcze$niejszych badaniach naszego zespotu
(Kmie¢ 1 wsp. 2005). Natomiast w surowicy krwi starych szczuréw z grupy kontrolnej
zanotowano wysokie stezenie TG oraz WKT w poréwnaniu do mtodych zwierzat, co
wykazali takze inni autorzy (Kim i wsp. 2009). Obserwacja ta sugeruje zmniejszony
wychwyt i wewnatrzkomorkowe przemiany WKT, ktéore w pewnym stopniu moga
wynika¢ z obnizajacej si¢ z wiekiem masy mig$niowej oraz obnizeniem aktywnosci
lipogennej tkanki tluszczowej starych szczuréw (Toth i Tchernof 2000; Swierczynski
2006; Zhu i wsp. 2007). Potwierdzeniem tego moglby by¢ fakt, ze u dwuletnich zwierzat
stezenie TG w surowicy krwi wzrosto w ostatnim dniu karmienia dietg petna, czyli o dwa
dni p6zniej niz u mtodych. Z kolei brak istotnych zmian w stezeniu TG i WKT w surowicy
krwi starych szczuréw w warunkach gltodzenia moze wskazywa¢ na zaburzenia procesu
mobilizacji thuszczéw w trakcie starzenia (Linford i wsp. 2007; Zhu i wsp. 2007; Valle 1
wsp. 2010). Z drugiej jednak strony obserwacja ta mogtaby takze §wiadczy¢ o tym, ze
podwyzszony poziom WKT we krwi starych szczurow byl wystarczajacy na pokrycie
zapotrzebowania energetycznego tkanek w trakcie dwudniowego glodzenia. To z kolei
mogloby sugerowac, ze problem nie tkwi w samym procesie starzenia, lecz w kompozycji
ciata dwuletnich szczuréw, wyrazajacej si¢ m.in. nadmiarem tkanki ttuszczowej (Coon i

wsp. 1992; Boden i wsp. 1997; Basu i wsp. 2003; Chung i wsp. 2013).
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W surowicy krwi szczuréw z obu grup wiekowych zmierzono takze stezenie
cholesterolu 1 cholesterolu frakcji HDL (Ch-HDL). Ch-HDL jest zaangazowany w
transport nadmiaru cholesterolu z tkanek obwodowych do watroby, gdzie ulega degradacji,
co sprzyja zmniejszeniu ryzyka wystgpienia choréb sercowo-naczyniowych. Podobnie jak
w przypadku TG 1 WKT stezenie cholesterolu 1 Ch-HDL byto wyzsze w surowicy krwi
starych niz mlodych szczurow kontrolnych, co zaobserwowano takze w trakcie starzenia
si¢ ludzi (de Heredia i wsp. 2008; Kim 1 wsp. 2009; Ghezzi i wsp. 2012). By¢ moze
zjawisko to spowodowane jest obnizong u starych osob aktywno$cig 7a-hydroksylazy
cholesterolowej, odpowiedzialnej za wytwarzanie kwaséw zolciowych 1 usuwanie
nadmiaru cholesterolu z organizmu (Einarsson 1 wsp. 1985; Stahlberg 1 wsp. 1991; Parini 1
wsp. 1999). W warunkach przeprowadzonego doswiadczenia u szczurOw z obu grup
wiekowych glodzenie przez dwa dni oraz przywrdcenie karmienia dieta pelng nie miato

wptywu na $rednie stezenie ChC 1 Ch-HDL w poréwnaniu do grup kontrolnych.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze brak zmian stezen TG 1 WKT w surowicy
krwi starych szczurdw w warunkach glodzenia przez 2 doby i nastgpujacego karmienia

moze wskazywac na zaburzenia procesu mobilizacji thuszczow w trakcie starzenia.

6.1.1 PosSrednia ocena insulinowrazliwosci miesni szczuréw glodzonych —

karmionych w zaleznosci od wieku zwierzat

W  przedstawionej pracy dokonano préoby posredniego zbadania insulino-
wrazliwosci tkanek migsniowych, okreslajac $rednie stezenie glukozy 1 insuliny w
surowicy krwi mtodych 1 starych szczuréw oraz analizujac ekspresj¢ genu insulino-
zaleznego, mig$niowego transportera glukozy 4 (Glut4). Opornos$¢ na insuling oznacza, iz
komorki docelowe nie reaguja wlasciwie na prawidtowe, lub zwiekszone ilosci insuliny
krazacej we krwi. Dodatkowo, pomimo obecno$ci hormonu wychwyt glukozy i1 jej
wykorzystanie przez komorki watroby, adipocyty, czy komodrki migsniowe, sg

uposledzone.

W pracy wykazano, ze w warunkach podstawowych oraz pod wpltywem gtodzenia i
nastepujacego karmienia ad [libitum st¢zenie glukozy 1 insuliny we krwi bylo
porownywalne u miodych i1 starych zwierzat. To z kolei mogloby sugerowacd, ze
metabolizm glukozy u starych szczurow byl w granicach normy, a ich tkanki nie byty

insulinooporne.
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Nalezy jednak podkresli¢, ze czg$¢ autorow (Carrascosa 1 wsp. 2011; De Solis 1
wsp. 2012) zaobserwowata, ze u szczuréw rasy Wistar oporno$¢ na insuling moze si¢
rozwija¢ w trakcie starzenia bez znaczacych roznic w stezeniu glukozy i insuliny w
surowicy krwi, co ujawnia si¢ m.in. w warunkach glodzenia (Zanquetta i wsp. 2006).
Hipotezg t¢ potwierdzajg czeSciowo wilasne wyniki wskazujace na istnienie rdéznic w
ekspresji genu Glut4 miedzy miodymi a starymi szczurami w reakcji na 48-godzinne

glodzenie oraz nastgpujace karmienie dietg peina.

Przede wszystkim ekspresja genu Glut4 byla istotnie wyzsza w migs$niu
szkieletowym mieszanym kontrolnych miodych szczuréw niz u starych zwierzat, co
obserwowano takze u innych ras szczuréw na poziomie biatka (Lin 1 wsp. 1991; Larkin 1
wsp. 2001) oraz w migéniu obszernym bocznym uda ludzi starszych (Houmard i wsp.
1995). Obnizona ekspresja transportera glukozy w migsniach starych szczuréw w
potaczeniu z wysokim stezeniem WKT w ich surowicy, co uwaza si¢ za jedng z gldéwnych
przyczyn zaburzonego wychwytu i fosforylacji glukozy w migsniach (Boden 1997 1 2003),
moze sugerowa¢ obnizong insulinowrazliwo$¢ 1 wychwyt glukozy w mig$niu

szkieletowym mieszanym starych szczurdéw (Larkin i wsp. 2001).

Zalezne od wieku réznice zaobserwowano takze w ekspresji Glut4 w trakcie
glodzenia: ulegala ona obnizeniu w MSM mtodych szczuréw (podobnie jak w migsniu
bocznym uda ludzi gtodzonych przez 48 godzin (Norton i wsp. 2007)) i nie zmieniata si¢ w
migéniu starych zwierzat. Z kolei przywrocenie karmienia ad libitum spowodowato wzrost
ekspresji genu transportera glukozy 4 u starych szczuréw i1 brak zmiany wobec grupy
glodzonej u milodych zwierzat. Uzyskane dane sugeruja wiec posrednio mozliwos¢
wystgpienia zaburzen w mig$niowym transporcie glukozy i obnizong insuliowrazliwos¢

starych zwierzat.

Cze$¢ autorow uwaza, ze gtdowng przyczyng obnizenia insulinowrazliwosci tkanek
obwodowych, w tym migéni, jest zwigkszona zawarto§¢ wewnatrzbrzusznej tkanki
thuszczowej, a nie proces starzenia jako takiego (per se) (Coon i wsp. 1992; Boden 1 wsp.
1997; Basu i wsp. 2003; Escriva i wsp. 2007). W przeprowadzonym eksperymencie
dwuletnie szczury mialy istotnie wigksza mase¢ ciala oraz zwigkszong mas¢ tkanki
thuszczowej niz mtode osobniki (Wronska i wsp. 2014). Dodatkowo, dwudniowe gtodzenie
nie wywotato zmian ekspresji genu Glut4 w migsniu szkieletowym mieszanym starych
szczurow w poréwnaniu do grupy kontrolnej, co moze sugerowaé pewne zaburzenia w

mig$niowym transporcie glukozy i obnizong insulizowrazliwos¢ starych zwierzat. Z kolei,
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podczas karmienia ad libitum zaobserwowano stopniowy wzrost poziomu mRNA Glut4,
co wskazywaloby na poprawe reakcji transportera na przywrocenie podstawowego
stezenia insuliny w surowicy krwi. Ponadto, mozna by stwierdzi¢, ze dwudniowe
glodzenie, ktore spowodowato prawie 6% zmniejszenie masy ciata starych szczurow,
mogloby mie¢ istotne znaczenie w poprawie insulinowrazliwos$ci migsni (Goodpaster 1

wsp. 1999).

Aktualnie w pisSmiennictwie brakuje prac dotyczacych ekspresji genu Glut4 w
migéniu sercowym starych szczurdw. W przedstawionych badaniach wiasnych w sercu
szczura nie zaobserwowano roznic w poziomie mRNA G/ut4 miedzy osobnikami mlodymi
1 starymi z grup kontrolnych, co stwierdzili takze na poziomie biatka GLUT4 Wang 1 wsp.
(1997). Z kolei w badaniach Cartee (1993) stwierdzono, ze w lewej komorze serca
szczuréw rasy Fischer 344/Brown Norway poziom GLUT-4 obnizyl si¢ o okolo 30%
miedzy osobnikami 3,5- a 25-miesigcznymi. Rozbieznos$ci w otrzymanych wynikach moga
wynika¢ z roznic genetycznych miedzy rasami szczura oraz innych fragmentach serca

pobranych do badan.

W badaniach wtasnych, zaobserwowano natomiast zalezne od wieku réznice w
ekspresji genu Glut4 w odpowiedzi na dwudniowe glodzenie. W migéniu sercowym
mtodych szczuréw poziom mRNA Glut4 podczas glodzenia wzrdst prawie 4-krotnie w
porownaniu do grupy kontrolnej i ulegt stopniowemu obnizeniu w trakcie przywrocenia
diety pelnej. W sercach starych szczuréw, ani glodzenie ani przywrocenie karmienia ad
libitum nie wptyneto na ekspresje genu Glut4. Otrzymane wyniki nie korespondujg z
danymi przedstawionymi przez innych autorow, ktorzy zaobserwowali, ze pod wplywem
glodzenia poziomu mRNA Glut4 (oceniany metoda Northern blotting) ulega obnizeniu w
migéniu sercowym mtodych szczuréow rasy Wistar (Camps 1 wsp. 1992; Kraegen i wsp.
1993). Rozbieznosci w przedstawionych wynikach moga wynikaé z r6znic metodycznych
w ocenie poziomu mRNA Glut4 (w badaniach wlasnych zastosowano metody RT-qPCR),

z r6znic miedzyosobniczych zwierzat, czy czasu trwania gltodzenia.

Uzyskane wyniki moga sugerowaé¢ zmniejszong insulinowrazliwo$¢ migénia

sercowego i szkieletowego starych szczurow.

6.1.2 Leptynoopornos¢ i metabolizm kwaséw thuszczowych w mie$niach

szczurow glodzonych — karmionych
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Leptyna jest jednym z najwazniejszych hormonow regulujagcych metabolizm
energetyczny ssakow. Uwalniana do krwi dociera z kragzeniem do mozgu, gdzie wigze si¢
ze swoimi receptorami w podwzgorzu i prowadzi do obnizenia taknienia, zmniejszenia
spozycia pokarmu, a takze do obnizenia masy tkanki thuszczowej 1 zwigkszenia ilo$ci
wydatkowanej energii (Gogga 1 wsp. 2011; Keung 1 wsp. 2011). U ssakoéw gldéwnym
zrodiem leptyny sg dojrzate adipocyty biatej tkanki ttuszczowej (WAT, ang. white adipose
tissue), a jej biosynteza i wydzielanie zalezy od masy WAT (Zhang i wsp. 2002). Swiadcza
o tym takze wlasne wyniki, poniewaz stezenie leptyny w surowicy krwi dodatnio
korelowato z masa ciata mtodych (r= 0.67, p= 10°) oraz starych szczuréw (1= 0.51, p=
0,0019). Wyraznie wyzszy poziom leptyny w surowicy starych szczurdw zaobserwowali
tez inni badacze (Kmie¢ 1 wsp. 2005; Li i wsp. 1997; Fernandez-Galaz i wsp. 2002).
Pomimo tego, u starych szczurow nie obserwowano efektow dziatania leptyny,
polegajacych na obnizaniu taknienia czy zmniejszaniu masy ciata. To zjawisko, czgsto
obserwowane u otytych ludzi i gryzoni, okresla si¢ jako leptynoopornos¢, ktéra moze by¢
spowodowana m.in. obnizonym transportem leptyny przez barier¢ krew- mozg, czy
zaburzeniami w szlakach sygnalowania hormonu w podwzgérzu (Wang i wsp. 2001;
Amitani 1 wsp. 2013). Ponadto, hiperleptynemia powoduje zaburzenia transdukcji
sygnatowania insuliny, przyczyniajac si¢ do insulinoopornos$ci u starszych zwierzat (Perez
1 wsp. 2004) oraz niekorzystnej akumulacji lipidow w tkankach obwodowych (Wang i
wsp. 2008). W konsekwencji leptynoopornosci, pomimo farmakologicznych czy
behawioralnych metod leczenia otytosci, efekt redukcji masy ciata jest krotkotrwaty i
najczesciej prowadzi do szybkiego powrotu do masy sprzed diety, co zaobserwowano

takze u badanych dwuletnich szczuréw (Yanovski i Yanovski 2002).

W trakcie glodzenia uruchamiany jest mechanizm adaptacyjny ukierunkowany na
ograniczenie wydatkowania energii, ktérego elementem jest obnizenie poziomu leptyny.
W badaniach wilasnych zaobserwowano, ze 48-godzinne glodzenie obnizyto stezenie
leptyny o 69% u mtodych i o 47% u starych szczurow, co wykazano takze w innych
badaniach u szczura i cztowieka (Boden i wsp. 1996; Kolaczynski i wsp. 1996; Marzolo i
wsp. 2000; Kmie¢ 1 wsp. 2005). Po przywrdceniu karmienia ad libitum, juz w drugim dniu
stezenie leptyny wzrosto u starych, ale nie u mlodych szczuréw i utrzymato si¢ na
wysokim poziomie do konca karmienia dieta pelng. Roznice te moglty wynika¢ z mniejsze;j
redukcji masy ciala starych zwierzat w warunkach glodzenia oraz ogolnie wigkszego

stezenia podstawowego leptyny u dwuletnich szczurow.
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Ostatnio wykazano, ze ekspresja genu kodujacego receptor leptyny w migsniach
szkieletowych jest wigksza niz w pozostatych tkankach obwodowych, co wskazuje, ze
mig$nie moga by¢ gléwnym efektorem dziatania hormonu (Akasaka 1 wsp. 2010).
Zaobserwowano takze, ze w sercu 1 migé$niach szkieletowych gryzoni, leptyna promuje
utlenianie kwasow tluszczowych (Atkinson 1 wsp. 2002; Minokoshi 1 wsp. 2002),
zmniejszajac tym samym wewnatrzmigsniowa akumulacje TG 1 poprawiajgc wrazliwos¢
migéni na dziatanie insuliny (Wang i wsp. 2008). Steinberg 1 wsp. (2002), wykazali, ze
leptyna zwigksza beta-oksydacje kwasow tluszczowych, ale tylko w migéniu prostym
brzucha ludzi szczuptych, ale nie otylych, u ktorych najprawdopodobniej wystapity objawy

leptynoopornosci.

Z badan przeprowadzonych in vitro na hodowlach mysich miocytow wynika, ze
leptyna stymuluje utlenianie kwasow tluszczowych w migéniu szkieletowym poprzez
indukcje genéw kodujacych m.in. palmitoilotransferaze karnitynowa-I (CPT-I) (Akasaka 1
wsp. 2009). CPT-I odgrywa kluczowa rolg w regulacji wewnatrzkomérkowego transportu i
metabolizmu wolnych kwaséw thuszczowych w migsniach szkieletowych i serca (Park i
Cook 1998; Eaton i wsp. 2001; Liu i wsp. 2007). Wptyw glodzenia i nastepujacego
karmienia ad libitum na aktywnos$¢ i ekspresje genu Cpt-I w sercu 1 migsniu szkieletowym

starych szczurow, nie byl dotychczas badany.

W badaniach wiasnych nie zaobserwowano réznic w aktywnosci CPT-I w migéniu
szkieletowym mieszanym starych kontrolnych szczuréw w poréwnaniu do milodych
zwierzat. W sercu natomiast, aktywno$¢ enzymu byta o 54% wyzsza u starych kontrolnych
szczuréw niz u mtodych zwierzat, cho¢ wynik ten byt na granicy istotnosci statystycznej
(p= 0,06). Otrzymane wyniki s3 zgodne z innymi badaniami, przeprowadzonymi na
mitochondriach izolowanych z serca mtodych i starych szczurow (Hansford 1978), migsnia
brzuchatego tydki mtodych - dojrzatych szczuréw (Park i wsp. 2006) oraz na ludzkim
migs$niu skosnym wewnetrznym brzucha (Kaczor 1 wsp. 2006). Autorzy tej ostatniej pracy
zaobserwowali, ze w badanym mie¢$niu aktywnos$¢ CPT-I wyrazona w stosunku do ogolnej
ilosci biatka wyizolowanego z tkanki, nie réznita si¢ migdzy ludzmi w $rednim wieku (29-

54 lat) a osobnikami starszymi (61-74 lat).

Z drugiej strony, otrzymane wyniki sg niezgodne z danymi innych autorow, ktorzy
wykazali, ze wraz z wiekiem aktywno$¢ CPT-I zmniejsza si¢ w mig$niu sercowym
(McMillin i wsp. 1993; Odiet i wsp. 1995; Paradies 1 wsp. 1995; Lee i wsp. 2002; Goémez i

wsp. 2012) i migs$niach szkieletowych mieszanych starych szczuréw (Kim i wsp. 2009).
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Rozbieznosci w przedstawionych wynikach moga by¢ zwigzane z réznicami genetycznymi
miedzy szczepami szczura, aktywnos$cig ruchowg zwierzat podczas restrykeji kaloryczne;,
czy tez skladem diety. Dodatkowo, istotnym czynnikiem rozbiezno$ci moze by¢ takze
zastosowana metoda pomiaru aktywnosci enzymu. W niniejszej pracy aktywno§¢ CPT-I
mierzono w homogenatch migsniowych (podobnie jak w pracy Kaczor 1 wsp. 2006), a nie

jak w pozostalych wymienionych publikacjach w izolowanych z mig$ni mitochondriach.

W badanym modelu do$wiadczalnym zaobserwowano istotne réznice migdzy
ekspresja genu Cpt-I na poziomie mRNA, a omoOwionymi powyzej zmianami w
aktywnos$ci enzymatycznej. W migsniu sercowym kontrolnych zwierzat nie wystgpity
zalezne od wieku rdéznice w poziomie mRNA Cpt-I, jednak glodzenie i dwudniowe
karmienie ad libitum dwukrotnie zwickszaly poziom mRNA Cpt-1 w sercu miodych, ale
nie starych zwierzat. Podobne wyniki w migs$niu sercowym 6-tygodniowych szczurow

Sprague- Dawley uzyskali takze Van der Lee 1 wsp. (2001).

Zupelnie inng sytuacje zaobserwowano w przypadku migsnia szkieletowego
mieszanego. Poziom mRNA Cpt-I byt ponad 2-krotnie wyzszy u miodych kontrolnych
szczurOw niz u starych zwierzat, cho¢ aktywno$¢ enzymu byta podobna u zwierzat z obu
grup wiekowych. Wynik ten odbiega od danych przedstawionych przez Kim 1 wsp. (2009),
ktorzy zanotowali podobny poziom mRNA Cpt-I w mieg$niu brzuchatym tydki (m.
gastrocnemius) kontrolnych mtodych i starych szczuréw rasy Fisher 344 przy obnizonej o
okolo 20% aktywnosci enzymu w grupie starych zwierzat. Rozbieznosci w
przedstawionych wynikach mogga by¢ zwigzane z réznicami migdzy szczepami szczura, a
takze wynika¢ z roznic w kompozycji widkien badanego migsnia. W pracy badano mig¢sien
szkieletowy pobierany z okolic migsnia obszernego bocznego uda, ktory w
przeciwienstwie do miesnia brzuchatego tydki zawiera mniej wigcej stata proporcje
wiokien typu I oraz Ila i IIx na catej dtugo$ci migénia. Z kolei migsien brzuchaty tydki
moze zawiera¢ wigcej wldkien oksydacyjnych lub glikolitycznych w zaleznos$ci od miejsca

pobrania tkanki (De Ruiter i wsp. 1996).

Gtlodzenie stanowi sygnat do przekierowania metabolizmu energetycznego gtownie
w migsniach szkieletowych (ale takze w watrobie, tkance thuszczowej 1 migéniu serca), w
kierunku zmiany wykorzystania substratow energetycznych z weglowodanéw na wolne
kwasy tluszczowe, a przy przedtuzajacej si¢ glodowce, takze na aminokwasy pochodzace z

proteolizy bialek mig$ni (Jaromowska i Gorski 1985; Pilegaard i wsp. 2003).

129



Zgodnie z oczekiwaniami oraz wynikami innych autorow (Pilegaard i wsp. 2003;
Frier 1 wsp. 2011), zaobserwowano tendencje wzrostu ekspresji genu Cpt-I 1 aktywnosci
enzymu w migs$niu szkieletowym mtodych szczurow w czasie glodzenia i obnizenie w
momencie przywrdcenia diety petnej.

Odmienng sytuacje zanotowano z kolei u dwuletnich szczur6w. Dwudobowe
glodzenie nie wptyneto na ekspresje genu Cpt-1, podczas gdy przywrocenie karmienia ad
libitum spowodowato jego wzrost. Aktywno$¢ CPT-I w migéniu szkieletowym starych
szczuréw takze nie ulegta zmianom. Sg to oryginalne obserwacje nie majace swoich

odnos$nikow w badaniach innych autoréw.

W zwiazki z tym, ze brakuje danych na temat ekspresji genu Cpt-I oraz aktywnosci
enzymu w mig$niu sercowym starych szczurdw w czasie glodzenia i1 nastepujacego
karmienia przez dwie doby, trudno jest jednoznacznie zinterpretowa¢ otrzymane wyniki.
Biorgc pod uwage fakt, ze migsien sercowy ma ograniczong zdolnos¢
wewnatrzkomorkowego gromadzenia kwasoéw tluszczowych, substraty te muszg byc¢
dostarczane z krwig (Liepinsh i wsp. 2014). Z drugiej strony, w trakcie starzenia szczuréw
1 ludzi dochodzi do zwigkszonej akumulacji lipidow w kardiomiocytach, co moze zaburzaé
procesy wychwytu i utylizacji kwasow ttuszczowych (Kates 1 wsp. 2003; van der Meer 1
wsp. 2008) 1 mogloby si¢ uwidoczni¢ w momencie manipulacji zywieniowych. Chociaz
po 2 dobach glodzenia stezenie WKT w surowicy krwi starych szczuréw byto
podwyzszone, a stezenie insuliny obnizone w stosunku do grupy kontrolnej, to jednak
aktywnos¢ CPT-I w sercu starych zwierzat nie ulegta zmianie ani wskutek gtodzenia ani
przywrocenia diety petnej. Wyniki te moga sugerowaé, ze 48 godzinne glodzenie jest
niewystarczajagcym stymulatorem aktywnosci CPT-I w sercach starych szczur6w rasy
Wistar. Z drugiej strony, moga takze w sposdb posredni potwierdza¢ przypuszczenie o
zaburzonym transporcie kwaséw thuszczowych i prawdopodobnie ich B-oksydacji w
sercach starych szczurow (Tucker i Turcotte 2002). Trudno jest jednak jednoznacznie
stwierdzi¢, czy uzyskane wyniki sg rezultatem proceséw starzenia jako takich (per se), czy
moze innych czynnikdw, jak otylo§¢ i oporno$¢ na leptyne starych szczuréow, brak

ruchliwosci zwierzat lub wszystkich procesow jednoczesnie.

6.2. Wplyw glodzenia — karmienia na ekspresje sirtuin w mie$niu sercowym
oraz szKieletowym mieszanym mlodych i starych szczurow w kontekscie

zmian ekspresji genéw regulatoréw metabolizmu energetycznego
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6.2.1 Ekspresja sirtuiny 1

Jednym z najlepiej poznanych cztonkow rodziny SIRT jest sirtuina 1. Jej kluczowa
role w prawidlowym rozwoju wykazano u genetycznie zmodyfikowanych myszy.
Zaobserwowano, ze 90% myszy pozbawionych funkcjonalnej postaci Sirtl (tzw. knock-
out, delecja egzonu 4 Sirtl) umieratlo w trakcie rozwoju embrionalnego lub w okresie
okotoporodowym, natomiast osobniki, ktore przezyty, byly mniejsze, rozwijaty si¢ powoli
oraz wykazywaty zaburzenia w morfogenezie oczu i mig¢snia sercowego (Cheng i wsp.
2003; Ou i wsp. 2011). Dotychczas jednak jej ekspresja na poziomie mRNA w sercu i
miegs$niu szkieletowym mieszanym mitodych i1 starych szczuréw Wistar-Han poddanych

glodzeniu i nastepujacemu karmieniu ad /ibitum nie byly jeszcze badane.

Braidy 1 wsp. (2011) wykazali, Ze na poziomie biatka ekspresja SIRT1 w sercach
24-miesi¢cznych samic szczura Wistar wzrasta, ale jej aktywno$¢ enzymatyczna istotnie
maleje w poréwnaniu do 3-miesigcznych zwierzat, gtownie wskutek obnizenia poziomu
dostepnego koenzymu NAD+. Uzyskane wilasne wyniki koresponduja z ta obserwacja,
poniewaz ekspresja genu Sirt/ na poziomie mRNA byla wyzsza w migéniu sercowym
starych szczuréw kontrolnych w porownaniu do miodych zwierzat. Wzrost ekspresji genu
Sirtl w trakcie starzenia moze by¢ wyrazem procesu adaptacyjnego zwigzanego z
kardioprotekcyjng rolg sirtuiny 1, ktéra wykazano u transgenicznych myszy (Alcendor i
wsp. 2007; Hsu 1 wsp. 2008; Tong i wsp. 2013). W ich sercach, gdy wywotano wysoka
(12-krotng) nadekspresje Sirtl pojawita si¢ hipertrofia mi¢$nia sercowego, zaburzenia w
funkcjonowaniu oraz zwickszona apoptoza kardiomiocytow, czyli zmiany czgsto
obserwowane w trakcie starzenia (Alcendor 1 wsp. 2007; Li i wsp. 2009). Tymczasem
niska 1 umiarkowana (2,5-7,5-krotna) nadekspresja Sirt/ redukowala negatywny wplyw
stresu oksydacyjnego oraz hamowata apoptoze kardiomiocytow (Alcendor i wsp. 2004;

Hsu 1 wsp. 2008).

Wiasne wyniki wskazuja takze na odmienny efekt dwudniowego glodzenia na
ekspresje Sirtl w migsniu sercowym miodych i starych szczuroOw, poniewaz nie
spowodowato ono zmian u mtodych osobnikéw, natomiast silnie obnizylo poziom mRNA
Sirt] w sercu starych zwierzat. U 5- miesigcznych zwierzat 48-godzinne glodzenie nie
wywotato istotnych zmian w poziomie mRNA Sirt/. Z kolei przywrécenie diety pelnej

wyrazito si¢ tendencja do stopniowego obnizenie ekspresji sirtuiny w sercu miodych

131



szczuréw wzgledem grupy glodzonej 1 brak zmian wobec grupy gtodzonej w sercu starych
zwierzat. Dodatkowo, w migéniu sercowym miodych 1 starych szczurow glodzonych
ekspresja Sirt! byla pozytywnie skorelowana z ekspresja genow Sirt3, Glut4 oraz Cpt-1.
Uzyskane wyniki maja charakter oryginalny, poniewaz wplyw wieku i1 glodzenia —
karmienia na ekspresje Sirt/ w migsniu sercowym ssakow nie byl wczesniej przedmiotem

badan.

W migéniu szkieletowym, podobnie jak w sercu, poziom mRNA Sirt/ byl wyzszy u
starych kontrolnych szczuréw niz u mlodych zwierzat. Obserwacja ta posrednio
potwierdza wyniki pracy Koltai i wsp. (2010), ktorzy zaobserwowali dwukrotnie wyzszy
poziom biatka SIRT1 w mig¢$niu brzuchatym tydki 26-miesi¢cznych szczuréw Wistar w
porownaniu do 3- miesiecznych zwierzat. Warto podkresli¢, ze we wspomnianej pracy
stwierdzono duzo nizszg aktywno$¢ sirtuiny 1 niz u mtodych zwierzat, co sugerowaloby
wzrost ilosci nieaktywnej lub mato aktywnej postaci SIRT1 w trakcie starzenia.
Podwyzszona ekspresja SIRT1 w tkance mig$niowej starych szczuréw moze by¢ wyrazem
mechanizméw kompensujacych obnizenie poziomu NAD' o okoto 36% (spowodowany
m.in. zmniejszeniem ilosci NAMPT - enzymu szlaku biosyntezy NAD"), ktory
zaobserwowano w miesniu szkieletowym starych szczurow (Koltai i wsp. 2010). W
badaniach wtasnych, choé nie oznaczano aktywnosci SIRT1 ani poziomu NAD" w
mig$niach, otrzymane wyniki wydaja si¢ wspiera¢ hipoteze Koltai i wsp (2010). Swiadcza

o tym dane otrzymane z ekspresji mRNA Sir¢/ w trakcie manipulacji pokarmowych.

Dwudniowe glodzenie obnizylo poziom mRNA o polowe w obydwu grupach
wiekowych (wynik na granicy znamiennosci statystycznej w migsniu starych szczurow),
ktory powrécit do wartosci kontrolnych dopiero po 6 dniach karmienia. Wydaje sie, ze
wplyw glodzenia na ekspresje Sirt/ moze by¢ migsniowo i gatunkowo specyficzny oraz
zaleze¢ od czasu trwania glodzenia, poniewaz w mig$niu szkieletowym mtodych myszy
catonocne glodzenie (okoto 15 godzin) spowodowalo wzrost ekspresji Sirt/ (Nemoto i
wsp. 2004) lub brak zmian przy 24-godzinnym glodzeniu (Kanfi i wsp. 2008), przy czym

w tej ostatniej pracy wykazano wzrost poziomu biatka SIRT1.

Negatywny wplyw glodzenia na ekspresje Sirt/ zdaja si¢ potwierdza¢ wyniki
analizy korelacji innych badanych genéw. W migéniu szkieletowym mtodych gtodzonych
szczurOw obnizenie ekspresji Sirtl byto pozytywnie skorelowane z ekspresja Sirt7, Glut4
oraz Cpt-1, ktéorych to poziom mRNA zmniejszyl si¢ lub nie ulegt zmianie, jak w

przypadku Cpt-1. W zwigzku z tym, w trakcie glodzenia w migéniu szkieletowym mtodych
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szczurow SIRT1 (mozliwe, ze we wspolpracy z SIRT7) moze by¢ zaangazowana w
regulacje metabolizmu przez hamowanie ekspresji genow, kodujacych podstawowe biatka
wychwytu substratow energetycznych (Glut4 1 Cpt-I), przy czym brak korelacji (z
wyjatkiem Sirt7) w migsniu szkieletowym starych zwierzat wydaje si¢ swiadczy¢ o

zaburzeniu tych zalezno$ci regulacyjnych w trakcie starzenia.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze w trakcie starzenia ekspresja genu Sirtl
wzrasta w migs$niu sercowym 1 szkieletowym mieszanym szczura. Zmiany w poziomie
mRNA Sirtl zalezne od wieku i1 od rodzaju badanej tkanki migsniowej zaobserwowano

takze po wptywem gtodzenia oraz nast¢gpujacego po nim karmienia.

6.2.2 Ekspresja sirtuiny 3

Wyniki otrzymane z pomiaru ekspresji sirtuiny 3 w mieg$niach wskazujg na pewne
rozbieznosci miedzy ekspresja sirtuiny na poziomie mRNA 1 biatka. Zaobserwowano, ze
poziom bialka referencyjnego (GAPDH) nie byl jednakowy we wszystkich analizowanych
probach, co moglo mie¢ wptyw na ostateczne wyniki wzglednej zawarto$ci biatka SIRT3.
Jednak na etapie prowadzenia doswiadczen nie znaleziono informacji, aby poziom
GAPDH ulegat zmianie u szczuréw rasy Wistar-Han pod wptywem starzenia czy
manipulacji pokarmowych, stad jego zastosowanie jako biatka referencyjnego w niniejszej
pracy. Mimo tego, w celu osiagnig¢cia wigkszej przejrzystosci analizowanych rezultatow, w
obu modelach doswiadczalnych dyskutowane wyniki pomiaru ekspresji bede si¢ odnosity

jedynie do zmian poziomu mRNA Sirt3 w migsniach mtodych i starych szczurow.

Liczne dane literaturowych wskazuja, ze sirtuina 3 pelni istotng rolg¢ w procesach
starzenia oraz regulacji metabolizmu energetycznego migsni ludzi i zwierzat (Bellizzi i

wsp. 2005; Sundaresan i wsp. 2009; Joseph i wsp. 2012).

W mitochondriach jednym z mechanizméw regulacji szlakow metabolicznych jest
acetylacja reszt lizyny bialek w nich uczestniczacych. W zwigzku z tym, uwaza sie¢, ze
mitochondrialna SIRT3 jako deacetylaza zalezna od NAD', moze byé zaangazowana w
regulacje przemian energetycznych zachodzacych w tym organellum (Lombard i wsp.
2007; Ahn i1 wsp. 2008). Zwlaszcza, ze wedtug najnowszych doniesien SIRT3 petni istotng
funkcje w procesach adaptacyjnych mig$ni do stresu metabolicznego wywotanego

manipulacjami pokarmowymi, jak karmienie wysokotluszczowa dieta, czy glodzenie i
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dieta restrykcyjna, kiedy to dochodzi do zmian potencjatu oksydoredukcyjnego komorek
(Hirschey 1 wsp. 2010; Qiu 1 wsp. 2010; Shimazu 1 wsp. 2010). W konsekwencji prowadzi
to do zmiany stosunku NAD'/NADH w kierunku zwickszenia si¢ puli czasteczek
koenzymu NAD" i aktywacji SIRT3 (Lin i wsp. 2000; Onyango i wsp. 2002; Haigis i
Guarente 2006; Ahn 1 wsp. 2008).

W migsniu sercowym mlodych myszy wykazano, ze SIRT3 hamowata sztucznie
indukowang hipertrofi¢ migsnia sercowego, zmniejszajac ilos¢ reaktywnych form tlenu
przez pobudzanie aktywacji transkrypcji niektorych antyoksydantow (Sundaresan i wsp
2009) lub blokujac dziatanie czynnikéw promujacych hipertrofi¢ (Pillai i wsp. 2010b).
Dodatkowo, u 16-miesigcznych myszy kardioprotekcyjng aktywnos¢  SIRT3
zaobserwowano w regulacji funkcji mitochondriow (Hafner i wsp. 2010). Dotychczas
jednak jej ekspresja na poziomie mRNA i biatka w sercu mtodych i starych szczuréw

poddanych glodzeniu i nastepujagcemu karmieniu ad libitum nie byty jeszcze badane.

W przeciwienstwie do ekspresji Sirtl, poziom mRNA Sirt3 nie rdznit si¢ w mig$niu
sercowym miodych i starych kontrolnych szczuréw. Z kolei dwudobowe glodzenie
spowodowato wzrost ekspresji Sirt3 w sercu mlodych zwierzat, a przywrdcenie karmienia
ad libitum jej stopniowe obnizanie. U starych szczurOw natomiast, gtodzenie oraz 4-
dniowe karmienie dieta petng nie wywotaty istotnych statystycznie zmian w ekspresji
mRNA Sirt3. Otrzymane wyniki sugeruja, ze w migs$niu sercowym starych szczuréw
niezmieniona ekspresja Sirt3 mogltaby prowadzi¢ do zaburzonej reakcji metabolicznej na

stres dwudniowego gtodzenia.

Potwierdzeniem tej hipotezy moglyby by¢ wyniki otrzymane =z analizy
wspotczynnikow korelacji. W migéniu sercowym mtodych szczuréw wzrost ekspresji Sirt3
w odpowiedzi na dwudniowe glodzenie byt pozytywnie skorelowany ze wzrostem
ekspresji Sirtl, Sirt7, transporterow glukozy 1 kwasoéw tlhuszczowych (Glut4 1 Cpt-I) oraz
koaktywatora Pgc-lo, ktory odgrywa kluczowa role w kontroli metabolizmu
energetycznego migsnia sercowego 1 szkieletowego, uczestniczagc m.in. w regulacji
biogenezy  mitochondriéw, czy regulacji  aktywno$¢  niektorych  enzymow
mitochondrialnych (Arany i wsp. 2005; Liang i Ward 2006; Lehman i wsp. 2008; Kong i
wsp. 2010). Wykazano, ze w migs$niu szkieletowym myszy, SIRT3 pobudza ekspresje Pgc-
la, z kolei SIRT1 przez deacetylacje powoduje bezposrednia aktywacje koaktywatora
PGC-1la, stad nie wyklucza si¢ wspoéldziatania SIRT3 z SIRTI w modyfikowaniu
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aktywnosci PGC-1a (Gerhart-Hines 1 wsp. 2007; Kong 1 wsp. 2010), takze w mig$niu

Sercowym.

Podobnie jak u mlodych zwierzat, w mig$niu sercowym starych gltodzonych
szczurdw ekspresja Sirt3 byla pozytywnie skorelowana z ekspresja Sirt1, Sirt7, Glut4, Cpt-
I oraz Pgc-lo. Jednak poza wzrostem ekspresji Sirt7, nie zanotowano zmian poziomu
mRNA pozostalych badanych genéw w reakcji na 48- godzinne glodzenie w poréwnaniu
do kontroli. Uzyskane wyniki wydaja si¢ by¢ zgodne z danymi innych autorow
wskazujacymi na kluczowa role SIRT3 w regulacji metabolizmu energetycznego mig¢$nia
sercowego szczurow. Zwlaszcza, ze jak wykazano w sercu myszy Sirt3/, pod wptywem
48-godzinnego glodzenia dochodzi do okoto 30% zmniejszenia utleniania wolnych

kwasow ttuszczowych w poréwnaniu z typem dzikim (Hirschey i wsp. 2010).

W przeprowadzonych badaniach uwidocznity si¢ takze pewne zalezno$ci miedzy
ekspresja genow Sirtl 1 Sirt3. Wskutek gltodzenia poziom mRNA Sirt/ nie zmienit sie,
natomiast ekspresja Sirt3 wzrosta w sercach mlodych szczuréw, co wydaje si¢ byc
wystarczajagcym impulsem do pobudzenia ekspresji transporteréw Glut4 i Cpt-1. Z kolei
dwudobowe glodzenie wyrazito si¢ w sercach starych szczuréw wyrazng tendencja do
obnizenia ekspresji Sirt/ oraz brakiem zmian w poziomie mRNA Sirt3, co moglto by¢
przyczyng braku zmian ekspresji Glut4 i Cpt-I. Uzyskane wyniki wskazujg na: 1)
wystepowanie potencjalnie wspdlnych $ciezek dziatania lub wspoéldziatania SIRT1 i
SIRT3 (Law i wsp. 2009) oraz 2) moga potwierdza¢ kluczowa role SIRT3 w regulacji

metabolizmu energetycznego migsnia sercowego szczura.

Dotychczas ekspresja Sirt3 w migsniu szkieletowym mieszanym mtodych 1 starych
szczuroOw poddanych gtodzeniu i nastepujagcemu karmieniu ad libitum nie byla jeszcze
badana. W MSM ekspresja Sirt3 byla nizsza u starych kontrolnych szczuréw w
poréwnaniu do milodych zwierzat. Wyniki te nie znalazly potwierdzenia w
doswiadczeniach na myszach (Jing i wsp. 2011), jednak u ludzi starszych (75-81 Ilat)
podzielonych na mniej 1 bardziej aktywnych fizycznie zauwazono, ze w migéniu
obszernym bocznym uda (m. vastus lateralis) poziom mRNA i biatka sirtuiny 3 byt nizszy
w porownaniu z mtodg grupa kontrolng (Lanza i wsp. 2008; Joseph i wsp. 2012). Pomimo
rozbiezno$ci, uzyskane wyniki zdaja si¢ potwierdza¢, Ze starzenie moze negatywnie
wpltywac na ekspresje Sirt3 w miegs$niach szkieletowych, przy czym efekt ten moze byc

gatunkowo specyficzny.
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Innym czynnikiem majacym wptyw na ekspresje sirtuiny 3 moze byc¢ takze otylos¢,
manipulacje pokarmowe oraz aktywnos$¢ fizyczna. Zaobserwowano, ze u mtodych myszy
otylych oraz z cukrzyca wywotang streptozotocyna ekspresja Sirt3 w migsniach byta o
okoto 50% nizsza niz u zdrowych zwierzat (Jing i wsp. 2011). Dodatkowo, karmienie
myszy przez 8 tygodni dieta wysokottuszczowa, obnizylo ekspresj¢ Sirt3 w migsniach
szkieletowych, natomiast trening wytrzymatosciowy stymulowat wzrost ekspresji Sirt3 w

mig¢$niach szkieletowych ludzi 1 myszy (Lanza i wsp. 2008; Palacios 1 wsp. 2009).

Wplyw glodzenia na ekspresje Sirt3 w migéniu szkieletowym mieszanym byt
catkowicie r6zny niz w migsniu serca. Zaobserwowano wyrazny zmniejszanie si¢ poziomu
mRNA Sirt3 w MSM mitodych szczuréw 1 tendencje do obnizenia w migsniu starych
zwierzat. W literaturze dane dotyczace wplywu glodzenia na ekspresj¢ sirtuiny 3 w
migéniu szkieletowym myszy sg niejednoznaczne. Palacios 1 wsp. (2009) wykazali, ze 24-
godzinne glodzenie powodowalo wzrost ekspresji Sirt3 w miegsniu trojglowym ramienia
(m. triceps) myszy. Z kolei Jing i wsp. (2011) zanotowali, ze dluzsze, bo dwudobowe
glodzenie, spowodowato obnizenie ekspresji Sirt3 w migéniu czworogtowym uda (m.
quadriceps) mtodych myszy, podobnie jak w badaniach wilasnych. Wydaje sig¢, ze
wspomniane  rozbiezno$ci moga wynika¢ z dlugosci trwania glodzenia lub typu
analizowanego mi¢$nia. Mozna wigc przypuszczac, ze obnizona ekspresja genu Sirt3 jest
jednym z mechanizméw adaptacyjnych w mig$niach do warunkoéw gtodzenia. W migéniu
szkieletowym myszy Sirt3/, wykazano bowiem, ze pod wplywem 48-godzinnego
glodzenia dochodzi do okoto 50% zmniejszenia w utlenianiu wolnych kwasow
thuszczowych w poréwnaniu z myszami typu dzikiego (Hirschey 1 wsp. 2010). Dodatkowo,
w mig$niach szkieletowych myszy SIRT3 pobudza ekspresj¢ Pgc-1a, ktory petni kluczowa
role w regulacji metabolizmu energetycznego w mig$niach (Gerhart-Hines 1 wsp. 2007;
Kong i wsp. 2010). W pracy natomiast, w MSM szczuré6w z obu grup wiekowych
zaobserwowano pozytywng korelacje miedzy ekspresja genu koaktywatora Pgc-la a
ekspresja receptora Ppar-p/6. Przypuszcza si¢, ze aktywacja PPAR-B/6 moze zachodzi¢ w
wyniku wspotdziatania z PGC-1a (Wang i wsp. 2010), co prowadzi do pobudzenia
transkrypcji kluczowych genéw szlaku beta-oksydacji kwasow thuszczowych (Cheng i
wsp. 2004; Wang 1 wsp. 2010). W miesniach szkieletowych wykazano takze, ze PPAR-B/3
uczestniczy w regulacji metabolizmu lipidow (Muoio 1 wsp. 2002) oraz przeciwdziala

rozwojowi otytosci i hiperlipidemii u myszy (Wang i wsp. 2010). Nalezy jednak
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zaznaczy¢, ze w badaniach wlasnych nie zaobserwowano korelacji miedzy ekspresja Sirt3 1

Pgc-1a w MSM szczurow.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze pomimo ro6znic w ekspresji genu Sirt3 w migs$niu
szkieletowym miedzy szczurami kontrolnymi obydwu grup wiekowych, dochodzi do
podobnej zmiany w poziomie mRNA Sirt3 w odpowiedzi na gtodzenie u mtodych 1 starych
zwierzat. Wydaje si¢ wigc, ze ekspresja Sirt3 w miegs$niu szkieletowym zmienia si¢ pod
wplywem glodzenia niezaleznie od wieku i prawdopodobnie peini istotng funkcje w ich
adaptacji do stresu braku pokarmu. W sposob posredni potwierdza to takze, niezalezny od

wieku zwierzat wzrost ekspresji Sirt3 po przywroceniu karmienia ad libitum.

6.2.3 Ekspresja sirtuiny 7

Wyniki otrzymane z pomiaru ekspresji sirtuiny 7 w mig$niach wskazujg na pewne
rozbieznosci miedzy ekspresja sirtuiny na poziomie mRNA 1 biatka. Zaobserwowano, ze
poziom bialka referencyjnego (GAPDH) nie byl jednakowy we wszystkich analizowanych
probach, co moglo mie¢ wptyw na ostateczne wyniki wzglednej zawarto$ci biatka SIRT7.
Jednak na etapie prowadzenia doswiadczen nie znaleziono informacji, aby poziom
GAPDH ulegat zmianie u szczurow rasy Wistar- Han pod wpltywem starzenia czy
manipulacji pokarmowych, stad jego zastosowanie w pracy. Mimo wszystko, w celu
osiggniecia wigkszej przejrzystosci analizowanych rezultatow, w obu modelach
do$wiadczalnych dyskutowane wyniki pomiaru ekspresji bed¢ si¢ odnosity jedynie do

zmian poziomu mRNA Sir¢7 w mi¢$niach mtodych i starych szczurow.

Sposrdd sirtuin zdecydowanie najmniej wiadomo o sirtuinie 7, jednak na jej istotng
role w procesach starzenia wskazuje fakt, ze myszy Sirt7”" zyja prawie dwukrotnie krocej
od myszy szczepu dzikiego oraz cechuje je przerost i widknienie migsnia sercowego, jak i
rozwdj kardiomiopatii zapalnej (Vakhrusheva i wsp. 2008a). Jak dotad, nie poznano roli
sirtuiny 7 w mieg$niu sercowym 1 szkieletowym ssakéw, ani nie badano wplywu
manipulacji pokarmowych (glodzenia-karmienia) na ekspresje sirtuiny 7 na poziomie

mRNA i biatka w mig$niach ludzi czy zwierzat.

Na istotng role sirtuiny 7 w procesach starzenia po raz pierwszy wskazali
Vakhrusheva 1 wsp. (2008a), prowadzac badania na myszach. Wspomniani badacze

zauwazyli, ze w sercach 23-miesicznych myszy ekspresja Sirt7 byta o 40% nizsza niz u 3-
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miesigcznych zwierzat. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy zdaja si¢ potwierdzaé te
zalezno$¢. Mtode kontrolne szczury mialy istotnie wyzszg ekspresje sirtuiny 7 na poziomie
mRNA w migé$niu sercowym 1 szkieletowym w pordwnaniu do dwuletnich zwierzat. Te
wyniki, po raz pierwszy uzyskane dla szczura, wskazuja na to, ze poziom ekspresji sirtuiny
7 w sercu 1 migsniu szkieletowym obniza si¢ podczas starzenia. Jedng z konsekwencji tego
zjawiska moglyby by¢ zaburzenia w morfologii tkanki mig¢$nia sercowego. Podobnie do
wspomnianych obserwaciji dotyczacych morfologii migénia sercowego myszy Sirt7 w
badaniach Vakhrusheva i wsp. (2008a), wyniki wtasne wyraznie wskazuja na zwigkszony
udziat tkanki facznej w strukturze serca starych szczurow i1 wiekszg Srednice widkien
migsniowych w pordéwnaniu do miodych zwierzat. Nasze obserwacje potwierdzajg
doniesienia licznych innych autoréw opisujace wplyw starzenia na strukture serca ssakow
(Anversa 1 wsp. 1990; Annoni i wsp. 1998; Hagen i wsp. 2002; Wanagat i wsp. 2002).
Intrygujaca wydaje si¢ hipoteza, ze jedng z przyczyn tych zmian strukturalnych, a w cz¢sci
zapewne 1 czynnos$ciowych obserwowanych w starzejagcym si¢ sercu mogloby by¢

obnizenie ekspresji Sirt7.

Oryginalny charakter majg tez uzyskane dane dotyczace zmian ekspresji genu Sirt7
podczas gtodzenia i nastepujgcego karmienia ad libitum. W migéniu sercowym glodzenie
spowodowato trzykrotny wzrost ekspresji mRNA Sirt7 u starych szczurdéw i brak zmiany u
mlodych zwierzat, za§ przywrdcenie karmienia ad libitum powodowato jego stopniowe
obnizenie do poziomu kontrolnego u starych szczuréw i wyrazne obnizenie ponizej niego u
mtodych zwierzat po 4 i1 6 dniach karmienia dietg petng. Dodatkowo, w mig$niu sercowym
zwierzat glodzonych z obu grup wiekowych ekspresja genu Sirt7 byla pozytywnie
skorelowana z ekspresja Sirt3, Cpt-I, Glut4 1 Pgc-1a. Wyniki te moga sugerowac, ze w
sercu dochodzi do wspotdziatania Sirt7 i Sirt3 w modulacji regulatorow metabolizmu
energetycznego, ktore petnig istotng funkcje w zmianach adaptacyjnych migé$ni na waruki

glodzenia.

W migéniu szkieletowym mieszanym kontrolnych szczuréw ekspresja Sirt7,
podobnie jak w mig$niu serca, byta wyraznie nizsza u starych w poréwnaniu do mtodych
zwierzat. Inny charakter miaty natomiast zmiany poziomu mRNA Sirt7 pod wptywem
glodzenia, poniewaz w obydwu grupach wiekowych doszio do istotnego obnizenia
ekspresji Sirt7 w migsniu szkieletowym 1 jej stopniowego powrotu do warto$ci
kontrolnych w trakcie szesciu dni karmienia ad [libitum. Ponadto, zaobserwowano, ze

ekspresja genu Sirt7 w MSM mtodych i starych zwierzat byta pozytywnie skorelowana z
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ekspresja Sirtl, co mogloby wskazywaé¢ na interakcje obydwu sirtuin w regulacji
metabolizmu w migs$niu szkieletowym. Przypuszczenie to wymaga oczywiscie weryfikacji

eksperymentalne;.

Reasumujac mozna stwierdzi¢, Ze proces starzenia w zréznicowany sposoéb wptywa
na ekspresj¢ Sirt7 w migsniu sercowym 1 w miesniu szkieletowym pod wpltywem
glodzenia 1 nastepujacego po nim karmienia. Otrzymane wyniki mogg takze sugerowac
odmienng funkcj¢ SIRT7 w tkance mig¢énia sercowego i szkieletowego w mechanizmach
adaptacyjnych do stanu glodzenia, przy czym efektywno$¢ tych procesOw moze si¢
obniza¢ w trakcie starzenia. Poszukiwanie roli SIRT7 w mie$niach, takze w kontekscie

starzenia 1 ewentualnego wspotdziatania z Sirtl 1 Sirt3, wydaje si¢ w pelni uzasadnione.

Uzyskane wyniki nasuwaja takze przypuszczenie, ze w trakcie gtodzenia dochodzi
do wspotdziatania Sirtl, Sirt3 1 Sirt7 w regulacji metabolizmu migénia sercowego mtodych
1 starych zwierzat, jednak okreslenie charakteru tych oddziatywan wymaga dalszych

badan.

6.3. Wplyw krotkotrwalej diety restrykcyjnej i przywrocenia karmienia ad
libitum na metabolizm energetyczny miesni szkieletowych i serca

mlodych i starych szczuréw

W celu ujawnienia mozliwych zaburzen metabolizmu energetycznego w
starzejacych si¢ miegsniach szkieletowych (trzech typach: mieszanym, czerwonym i
biatym) oraz mig$niu serca, 4-miesi¢czne oraz 24-miesi¢czne szczury poddano stymulacji
pokarmowej: 30-dniowej diecie restrykcyjnej (KDR) oraz ponownemu karmieniu dietg
pelng. W ciggu miesigca szczury z obu grup wiekowych otrzymywaty pozywienie w ilo$ci
0 40% nizszej niz szczury kontrolne. Po tym okresie zwierzgtom przywrocono karmienie
ad libitum, co mialo odzwierciedla¢c powr6ot do normalnego zywienia u ludzi po
zakonczeniu diety.

Przede wszystkim zaobserwowano, ze KDR spowodowata zmniejszenie masy ciata
mtodych i starych szczuréw, cho¢ byt on wigkszy u dwuletnich zwierzat. Dodatkowo,
wprowadzenie diety petnej przywrdcito mas¢ poczatkowa mtodych zwierzat juz po dwoch
dniach karmienia ad libitum 1 przekroczylo ja o niecale 9% w szostym dniu. Z kolei stare
szczury nie odzyskaty cigezaru poczatkowego nawet po szesciu dniach karmienia dietg

pelng. Wynik ten moze $wiadczyé o tym, ze miesigczne obnizenie kaloryczno$ci
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pozywienia moze by¢ skuteczng metoda redukowania masy ciala starych zwierzat, gtownie
przez redukcje¢ tkanki thuszczowej (Wronska 1 wsp. 2014), bez wahania masy ciata czgsto
obserwowanego po zaprzestaniu diety (tzw. efektu jo-jo), ktory wystapit u mlodych
SZCZUrow.

Wydaje si¢ takze, ze pomimo ograniczenia ilo$ci dostarczanego pozywienia mtode
i stare szczury nie ujawnialy objawow niedozywienia. Swiadczy o tym fakt, Ze na kazdym
etapie do$wiadczenia u szczurdw z obu grup wiekowych obserwowano staty poziom
mocznika, albuminy i bialka catkowitego w surowicy krwi, co §wiadczy o wyrownanym
bilansie azotowym organizmu. W zwigzku z tym, podczas diety restrykcyjnej sktadniki
odzywcze zawarte w paszy byly wystarczajace na pokrycie dziennego zapotrzebowania
zwierzat.

Podobnie jak w poprzednim modelu badawczym, zaobserwowano ze u starych
kontrolnych szczuréw stezenie TG 1 WKT bylo wigksze w porownaniu do milodych
zwierzat, co znalazto potwierdzenie takze u innych autorow (Kmie¢ 1 wsp. 2005; Kim 1
wsp. 2009). Wynik ten moze sugerowa¢ zmniejszony wychwyt kwasoéw thuszczowych 1
obnizong aktywno$¢ lipogenna tkanki thuszczowej starych szczuréw (Swierczynski 2006;
Zhu i wsp. 2007). Wysokie stezenie TG, obserwowane m.in. u ludzi starszych oraz
otylych wigze si¢ z wysokim ryzykiem rozwoju miazdzycy i1 chordb sercowo-
naczyniowych, dlatego waznym jest by poziom triacylogliceroli w surowicy krwi
utrzymywaé¢ w granicach normy. Dzigki 30-dniowej diecie restrykcyjnej stgzenie TG
istotnie obnizylo si¢, a WKT wzrosto u starych szczuréw w poréwnaniu do mtodych
zwierzat. Dodatkowo, po przywrdceniu karmienia ad libitum u starych szczurdw stezenie
TG wrocito do poziomu podstawowego dopiero w 6 dniu diety petnej, podobnie jak u
mlodych zwierzat. Wynik ten sugeruje, ze rozpoczeta nawet w pdéznym wieku dieta
restrykcyjna usprawnia mobilizacje tkanki tluszczowej na obnizong podaz pokarmu oraz
poprawia stezenie lipidow w surowicy krwi starych szczurow (Zhu i wsp. 2004; Linford i
wsp. 2007; Zhu i wsp. 2007; Kim 1 wsp. 2009; Valle i wsp. 2010).

Zaobserwowano takze podobienstwo z poprzednim modelem doswiadczalnym,
dotyczace wyzszego sSredniego stezenia cholesterolu - HDL w surowicy krwi starych
kontrolnych szczuréw niz u mtodych zwierzat. Podczas KDR oraz karmienia dietg peina,
poziom Ch-HDL byt poréwnywalny u mtodych i1 starych szczuréw oraz nie ulegt
znaczacym zmianom. Wedlug badan przeprowadzonych na ludziach, wysokie stezenie Ch-
HDL jest obecnie waznym parametrem $wiadczacym o mniejszym ryzyku zachorowania

na choroby niedokrwienne serca (Després i wsp. 2000).
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W przypadku stezenia cholesterolu zaobserwowano, ze jego wyzszy poziom u
starych szczurow w porownaniu do mtodych zwierzat utrzymywat si¢ na kazdym etapie
do$wiadczenia 1 nie ulegl zmianom pod wptywem KDR czy karmienia ad libitum u
szczuroOw z obu grup wiekowych. Wynik ten moze $wiadczy¢ o obnizonej syntezie
kwasow zotciowych, bedacych koncowymi produktami degradacji cholesterolu (Einarsson
1 wsp. 1985; Stihlberg i wsp. 1991; Parini 1 wsp. 1999) lub potwierdzeniem, ze u
badanych szczuréw 30-dniowa DR byla nie wystarczajaca do obnizenia poziomu
cholesterolu we krwi. Wynik ten jest sprzeczny z rezultatami otrzymanymi przez innych
autorow, ktérzy zauwazyli, ze nie tylko dlugotrwata (Choi 1 wsp. 1988; Lane 1 wsp.
1999), ale réwniez krotkotrwata dieta restrykcyjna moze obniza¢ poziom cholesterolu w
surowicy krwi 24-miesiecznych szczuréw (Kim i wsp. 2009).

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze krétkotrwata dieta restrykcyjna, rozpoczeta
nawet w poznym wieku moze by¢ skuteczng metodg redukowania masy ciala starych
zwierzat, bez wahania masy ciala czesto obserwowanego po zaprzestaniu diety (tzw.
efektu jo-jo). Dodatkowo, 30-dniowa DR usprawnita mobilizacj¢ tkanki ttuszczowej na
obnizong podaz pokarmu oraz obnizyta stezenie lipidow (z wyjatkiem cholesterolu) w

surowicy krwi starych szczurow.

6.3.1 Posrednia ocena insulinowrazliwosci serca i mieSni szkieletowych

szczurow poddanych KDR i przywrdceniu karmienia ad libitum

Srednie stezenie glukozy i insuliny byto poréwnywalne w surowicy krwi szczurow
z obu grup wiekowych. Pod wptywem KDR st¢zenie obu parametrow obnizylo si¢ u
mtodych i starych szczurow w poréwnaniu do grup kontrolnych. Nastepnie, u miodych
szczurOw karmienie ad [libitum przywrécito stezenie glukozy i insuliny do poziomu
podstawowego w ciggu zaledwie 2 dni refeedingu. Z kolei u starych szczuréw,
wprowadzenie diety pelnej nie przywrdcito stezenia kontrolnego cukru i hormonu w
surowicy krwi szczurow do konca karmienia dieta pelng. Wynik ten moze §wiadczy¢ o
tym, ze metabolizm glukozy starych szczuréw ulegl poprawie po zakonczeniu diety
restrykcyjne;j.

Wplyw starzenia na ekspresje genu Glut4 jest niejednoznaczny. W grupach
kontrolnych ekspresja transportera glukozy byta istotnie wyzsza jedynie w miesniu

szkieletowym mieszanym milodych szczurow w pordéwnaniu do starych zwierzat, co
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obserwowano takze u innych ras gryzoni na poziomie biatka (Lin 1 wsp. 1991; Larkin 1
wsp. 2001) oraz w mig$niu obszernym bocznym uda ludzi starszych (Houmard 1 wsp.
1995). W polaczeniu z wysokim stezeniem WKT w surowicy starych szczurdow, ktore
uwaza si¢ za jedng z gtéwnych przyczyn zaburzonego wychwytu i fosforylacji glukozy w
mig$niach (Boden 1997, 2003) - wynik ten, moglby sugerowa¢ obnizong
insulinowrazliwo$¢ 1 wychwyt glukozy w migsniu szkieletowym mieszanym starych
szczurdéw (Larkin 1 wsp. 2001).

W pracy, oraz innych zrédtach (Wang i wsp. 1997), nie zaobserwowano jednak
zwigzanych z wiekiem zmian w ekspresji genu Glut4 w sercach szczuréw kontrolnych.
Podobnie w mig$niach SOL 1 EDL, co znalazto takze potwierdzenie w pracy Sevilla 1 wsp.
(1997), gdzie poréwnywano 3 i 12 miesi¢czne samce szczura rasy Sprague-Dawley oraz w
pracy Gulve 1 wsp. (1993), w ktorej oceniano 1- i 25-miesi¢czne samice szczura Long-
Evans.

Zanotowano jednak roéznice mi¢dzy szczurami mtodymi a starymi w ekspresji genu
Glut4 w migsniach, w odpowiedzi na 30-dniowa diet¢ restrykcyjng oraz przywrocenie
karmienia ad libitum. W migéniu sercowym mtodych zwierzat poziom Glut4 mRNA
wzrasta pod wplywem KDR i obniza si¢ pod wplywem przywrocenia karmienia dietg
pelng. Podobne wyniki przedstawiono w pracy Masternak i wsp. (2006) w sercach 3-
miesiecznych myszy. Wynik ten moze sugerowac, ze u mtodych zwierzat, znajdujacych sie
W sytuacji ograniczonej dostepnos$ci pokarmu, w sercu dochodzi do zwigkszonego
transportu glukozy (Masternak i wsp. 2006), pomimo obnizonego stezenia insuliny w
surowicy krwi. Potwierdzeniem tej hipotezy moze by¢ ujemna korelacja miedzy ekspresja
genu Glut4 w sercach mtodych szczurow, a st¢zeniem glukozy w ich surowicy krwi.

W sercach starych zwierzat krotkotrwata dieta restrykcyjna oraz przywrdcenie
karmienia ad libitum nie wywotlaty istotnych zmian w poziomie mRNA transportera
glukozy-4 w porownaniu do grupy kontrolnej. Wyniki te znalazly potwierdzenie w pracy
Wang 1 wsp. (1997), gdzie 25- miesigczna restrykcja kaloryczna nie wywotata istnych
zmian w ekspresji Glut4 na poziomie biatka w sercach szczur6w Brown-Norway. Dane te
mogg wskazywaé, ze w trakcie restrykcji kalorycznej zrédlem energii do pracy serca
starych szczurdéw jest nie glukoza, a kwasy tluszczowe. Potwierdzeniem tej hipotezy moze
by¢ wzrost ekspresji genu Cpt-I w migsniu sercowym dwuletnich szczurow pod wptywem
KDR.

Calkowicie odmienng sytuacj¢ niz w mi¢$niu sercowym w odniesieniu do ekspresji

Glut4 zaobserwowano w migsniu szkieletowym mieszanym. Poziom mRNA transportera
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Glut4 byl dwukrotnie nizszy u starych kontrolnych szczurdéw, za$ krétkotrwata dieta
restrykcyjna istotnie obnizyla ekspresje¢ Glut4 u starych 1 nie zmienita jej u mtodych
zwierzat. Inny trend zmian wystapit po przywrdceniu karmienia dieta pelna, ktory
spowodowat obnizenie poziomu mRNA Glut4 u mlodych 1 wzrost starych szczurow. Na
poziomie biatka wyzszy poziom GLUT4 w MSM mtodych w poréwnaniu do starych
zwierzat zaobserwowano takze u innych ras szczura (Lin 1 wsp. 1991; Larkin 1 wsp. 2001)

oraz w migé$niu obszernym bocznym uda ludzi starszych (Houmard i wsp. 1995).

Wyniki wtasnych badan wskazuja na to, ze wplyw starzenia, KDR i refeeding’u na
ekspresje genu Glut4 moze takze zaleze¢ takze od zawartosci w migsniu widkien
czerwonych 1 biatych. U miodych szczuréw KDR w migéniu szkieletowym czerwonym
(SOL) zmniejszyta, w migéniu biatym (EDL) zwiekszyta, a w mi¢éniu mieszanym (MSM)
nie wplyneta na poziom mRNA Glut4. Z kolei wznowienie karmienia ad libitum,
przywrocito poziom mRNA transportera glukozy w mig¢sniach SOL i EDL po 4 dniach
oraz stopniowo go obnizato w migsniu szkieletowym mieszanym, pomimo wzrostu stezen
glukozy i insuliny w surowicy krwi mtodych szczurow. Wyniki wlasne potwierdzaja wige
dane innych autoréw wskazujace na to, ze ekspresja genu Glut4 pod wpltywem diety
restrykcyjnej jest migsniowo-specyficzna i zalezna od kompozycji wiokien w nich
zawartych (Wang 1 wsp. 1997; Dean 1 wsp. 1998; Gaster 1 wsp. 2000). Dodatkowo, moze
sugerowaé ze poza insuling, w mig$niach szkieletowych poziom mRNA transportera

glukozy-4 jest regulowany przez inne czynniki (Camps i wsp. 1992).

W przeciwienstwie do mtodych zwierzat, w migsniu SOL 1 EDL starych szczuréw,
KDR oraz przywrocenie karmienia ad [ibitum nie wywotlaly istotnych zmian w poziomie
mRNA transportera glukozy-4 w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Wynik ten moéglby
wskazywaé¢ na zmniejszong wrazliwos¢ tkanek na dzialanie insuliny oraz obnizony
wychwyt glukozy w migsniach starych szczuréw. Obecnie za jedng z glownych przyczyn
tego zjawiska uwaza si¢ wewnatrzmig$niowa akumulacje lipidow i1 produktow ich
metabolizmu (Kelley 1 wsp. 1999; Kim 1 wsp. 2009; Abdul-Ghani i DeFronzo 2010). W
momencie, gdy dochodzi do zaburzenia rownowagi mi¢dzy nadmiernym dokomérkowym
transportem dlugotancuchowych kwaséw thuszczowych, a zdolnoscig mitochondriow do
ich utleniania, dochodzi do akumulacji lipidow wewnatrz miocytéw (Bonen 1 wsp. 2004;
Lukaszuk 1 Chabowski 2006). W konsekwencji lipidy wystepujace w nadmiarze ulegaja
estryfikacji do tri- oraz diacylogliceroli i ceramidéw, ktére moga zmniejsza¢ wrazliwos¢

wiokien migsniowych na dzialanie insuliny poprzez zmiany w wewnatrzkomoérkowych
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szlakach transdukcji sygnatu (Petersen 1 wsp. 2003; Lukaszuk 1 Chabowski 2006; Samuel 1
wsp. 2010). To z kolei moze obniza¢ aktywnos$¢, wewnatrzkomdrkowe przemieszczanie
si¢ lub ilo§¢ GLUT-4 i hamowa¢ wychwyt glukozy (Dresner i wsp. 1999; Zhang i wsp.
2010). Zaobserwowano jednak, ze pod wplywem redukcji masy ciata, zmniejsza si¢
rowniez zawarto§¢ wewnatrzmiesniowych lipidow 1 poprawia si¢ insulinowrazliwos¢
tkanki migsniowej (Goodpaster 1 wsp. 1999 1 2000; Kelley 1 wsp. 1999; Simoneau 1 wsp.
1999). W pracy wptywem KDR ekspresja genu Glut4 obnizyla si¢ migsniu szkieletowym
mieszanym dwuletnich zwierzat, podobnie jak stezenie insuliny i glukozy w ich
surowicach krwi. Z kolei, w trakcie przywrocenia karmienia ad libitum zanotowano wzrost
poziomu mRNA transportera glukozy i obnizone st¢zenie glukozy, ktore pozostato ponizej
poziomu kontrolnego do konca trwania diety pelnej. W kontekscie tych obserwacji mozna
przypuszczaé, ze krotkotrwata dieta restrykcyjna zwigksza insulinowrazliowo$¢ mig$ni
szkieletowych starych szczuréw. Trudno jest jednak ocenié, czy wrazliwo$¢ na insuling,
ktora obniza si¢ wraz z przyrostem masy ciata i poprawia po jego redukcji, czy starzenie
jsko takie (per se) jest jedng z gldéwnych przyczyn insulinoopornosci migsni (Coon i wsp.

1992; Boden i wsp. 1997; Basu i wsp. 2003; Escriva i wsp. 2007).

6.3.2 Leptynoopornos¢ i metabolizm kwasow tluszczowych w migSniach

szczuréw poddanych KDR i nast¢pujacemu karmieniu ad libitum

Leptyna prowadzi do obnizenia taknienia, zmniejszenia spozycia pokarmu, a takze
do zwigkszenia ilosci wydatkowanej energii i obnizenia masy tkanki thuszczowej (Gogga 1
wsp. 2011; Keung i wsp. 2011). U ssakéw, synteza hormonu zachodzi w dojrzatych
adipocytach biatej tkanki thuszczowej (WAT), dlatego jej wydzielanie zalezy od masy
WAT (Zhang i wsp. 2002). W zwiazku z tym, ze w trakcie starzenia gryzoni dochodzi do
wzrostu masy ciata, gtownie przez zwigekszong akumulacje tkanki thuszczowej, wzrasta
takze stezenie leptyny w surowicy krwi starych zwierzat (Li 1 wsp. 1997; Fernandez-Galaz
1 wsp. 2002). W pracy zaobserwowano podobng zalezno$¢. Dwuletnie szczury, ktore
miatly istotnie wyzsza mas¢ ciatla niz mlode, charakteryzowaly si¢ takze wyzszym
stezeniem leptyny w surowicy krwi praktycznie na kazdym etapie doswiadczenia. Pod
wptywem 30-dniowej diety restrykcyjnej, doszto do redukceji masy ciata 0 6% 1 11% u
mtodych i starych szczuréw, co byto powigzane z 73% 1 42% obnizeniem st¢zenia leptyny

w ich surowicach krwi. Podobne zalezno$ci obserwowano w innych pracach (Fernandez-

144



Galaz 1 wsp. 2002; De Solis 1 wsp. 2012). Pomimo obnizenia st¢zenia hormonu w
surowicach krwi szczuréw po KDR, przywrocenie karmienie ad [libitum spowodowato
wzrost stezenia leptyny u szczuréw z obu grup wiekowych, jednak byl on wigkszy u
starych niz u mtodych zwierzat. To prawdopodobnie miato zwigzek z nadal wigksza masg i
otluszczeniem dwuletnich szczuréw. Dodatkowo, chociaz karmienie ad [libitum
przywrocito mase ciata mlodych szczuréw juz po 2 dniach, stezenie leptyny w ich
surowicach krwi nie osiggneto wartosci kontrolnej przez 6 dni refeedingu. Obserwacja ta
jest zgodna z opublikowanymi danymi, ktére wskazuja, ze zmiany st¢zenia leptyny sa
bardziej wrazliwe na zmniejszenia niz wzrost spozycia pokarmu (Chin-Chance i wsp.
2000).

Wiele badan zdaje si¢ potwierdzaé, ze wraz z wiekiem dochodzi do wigkszej
akumulacji tkanki ttuszczowe;j, hiperleptynemii (Fernandez-Galaz i wsp. 2002; Gabriely 1
wsp. 2002; De Solis 1 wsp. 2012) oraz zwigkszonego gromadzenie lipidow w komorkach
serca 1 miesni szkieletowych starych szczuréw (Tucker i Turcotte 2003; Pagano i wsp.
2008) 1 ludzi (Goodpaster i wsp. 1999, 2000). Ostatni czynnik uwaza si¢ za jedng z
glownych przyczyn insulinoopornosci i cukrzycy typu 2, ktore zwykle wystepuja
nieroztaczne z otyloscig (Kelley 1 Goodpaster 2001). Jednym z potencjalnych
mechanizméw zwiekszonego magazynowania lipidow w obrgbie migsnia sercowego i
miegsni szkieletowych sg zmiany w metabolizmie kwasow ttuszczowych (Paradies 1 wsp.
1995; Kim 1 wsp. 2009). W zwiazku z tym, poszukuje si¢ odpowiednich metod terapii
przeciwdziatajgcym otylosci 1 powigzanymi z nig objawom syndromu metabolicznego,
ktore dzialalyby stymulujaco na migsniowa oksydacje kwasow thuszczowych i/lub
ograniczatyby wewnatrzmie$niowa akumulacje¢ lipidow (Watt i Hoy 2012).

W migséniach szkieletowych leptyna zwigksza utlenianie kwasoéw tluszczowych
(Atkinson 1 wsp. 2002; Minokoshi i wsp. 2002), przez co obniza w nich akumulacje
lipidow 1 tym samym pomaga utrzymac¢ wrazliwos$¢ tkanki na dziatanie insuliny (Wang i
wsp. 2008). Aktywnos¢ CPT-I w migsniach moze by¢ modyfikowana przez obnizong
podaz pokarmu (Pilegaard i wsp. 2003; Kim i wsp. 2009), zawarto$¢ thuszczu w diecie
(Power i Newsholme 1997; Cameron-Smith i wsp. 2003), lub ulega¢ zmianom u otylych
(Franch i wsp. 2002) i starych szczurow (Odiet i wsp. 1995; Kim 1 wsp. 2009). W
niniejszej pracy dokonano analizy poziomu ekspresji genu Cpt-I w sercu 1 trzech typach
mieéni szkieletowych mtodych i1 starych szczuréw, w warunkach 30-dniowej diety
restrykeyjnej i przywrdcenia diety pelnej przez 2 dni, co dotychczas tylko czg¢sciowo

zostalo zbadane.
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W pracy nie zaobserwowano rdéznic w aktywnosci CPT-I w miegs$niach
szkieletowych (MSM, SOL, EDL) starych kontrolnych szczurow w poroéwnaniu do
mlodych zwierzat. Jedynie w sercu, aktywno$¢ enzymu byla o 54% wyzsza u starych
kontrolnych szczuréw niz u mtodych zwierzat, cho¢ wynik ten byl na granicy istotno$ci
statystycznej (p= 0,06). Ekspresja genu Cpt-I w sercu szczurdw kontrolnych byta
porownywalna u zwierzat z obu grup wiekowych, z kolei w migsniu szkieletowym
mieszanym byla ponad 2-krotnie wyzsza u mlodych kontrolnych szczuréw niz u starych
zwierzat. Oba wyniki szczegdétowo opisano powyzej omawiajac model glodzenia —
karmienia.

Ekspresja mRNA Cpt¢-I w migéniu czerwonym (oksydacyjnym) mtodych szczurow
zwigkszyla si¢ 1 nie ulegla zmianie w ich mig$niu EDL (glikolitycznym) podczas
krotkotrwatej diety restrykcyjnej oraz dwdch dni karmienia ad libitum. Biorac pod uwagg,
ze w tych samych warunkach 1 mig$niach ekspresja genu Glut4 byta doktadnie odwrotna,
wydaje¢ si¢ ze badane mig¢snie wykorzystywaly dostepne substraty energetyczne zgodnie z
ich preferencjami metabolicznymi.

W MSM milodych szczurdéw, 30-dniowa dieta restrykcyjna nie wywotata istotnych
zmian w poziomie ekspresji enzymu, co stwierdzono takze w pracy Kim i wsp. (2009).
Dopiero po wprowadzeniu diety pelnej przez dwa dni poziom mRNA Cp¢-I obnizyl sie,
podobnie jak aktywno$¢ enzymu, ktora stopniowo zmniejszata si¢ juz pod wptywem KDR.
Gdyby potraktowa¢ MSM jako glownego przedstawiciela metabolizmu energetycznego
miegs$ni, wynik ten moglby sugerowac hipoteze zaproponowang przez Cettour-Rose 1 wsp.
(2005), ktoéra zaktada, ze u miodych szczuréw, po redukcji masy ciata, w trakcie
przywrocenia diety petnej dochodzi przede wszystkim do promowania lipogenezy w
tkance thuszczowej. Potwierdzeniem tej hipotezy mogtby by¢ fakt, ze mlode szczury juz w
drugim dniu karmienia ad libitum wrocity do ci¢zaru ciala sprzed diety, gtéwnie przez
zwigkszong mase 1 aktywno$¢ lipogenna tkanki thuszczowej (Wronska 1 wsp. 2014).

W przeciwienstwie do mtodych szczuréw i wynikow otrzymanych przez Kim i
wsp. (2009), w migs$niu szkieletowym mieszanym, ale takze w mig$niach czerwonym
(SOL) 1 biatym (EDL) starych zwierzat, KDR oraz przywrocenie karmienia ad libitum nie
wywotaty istotnych zmian w aktywnosci i1 poziomie mRNA Cpr-I.  Ponadto,
zaobserwowano, ze ekspresja genu Cpt-I w MSM starych zwierzat poddanych KDR byta
skorelowana z st¢zeniem leptyny w ich surowicy krwi (r= 0.53, p= 0,0003). Otrzymane
wyniki, czyli brak reakcji w ekspresji genu Cpt-I i aktywno$ci enzymu w mig$niach

starych szczuréw pomimo podwyzszonego stezenia WKT 1 obecnosci leptyny w surowicy
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krwi w czasie KDR, istotnie wyzsza masa ciala w stosunku do mtodych zwierzat moga
wskazywac¢ na leptynoopornos¢ w migsniu mieszanym dwuletnich szczurow 1 mozliwe
wewnatrzmigsniowe nagromadzenie lipidow, ktére zaburzato procesy wychwytu i1
prawdopodobnie oksydacji kwaséw ttuszczowych. W zwiazku z tym, mozliwe jest, Ze
sama dieta moze by¢ niewystarczajaca, by poprawi¢ metabolizm energetyczny migsni
szkieletowych. Schenk 1 Horowitz (2006) wykazali bowiem, ze dieta niskokaloryczna
dopiero w potaczeniu z treningiem wytrzymato$ciowym istotnie podwyzszyla oksydacje
kwasow ttuszczowych 1 podwyzszyla ilos¢ CPT-I w migéniu obszernym bocznym uda
otylych kobiet (Corpeleijn i wsp. 2000; van Aggel-Leijssen 1 wsp. 2001; Solomon 1 wsp.
2008). Tym bardziej, trudno jest jednoznacznie stwierdzi¢, czy uzyskane w pracy wyniki
sa rezultatem procesOw starzenia jako takich (per se), czy moze innych czynnikow, jak
otytos¢ starych szczuréw, brak ruchliwosci, lub wszystkich tych proceséw jednoczesnie.
Dotychczas, w migsniu sercowym ekspresja genu Cpt-I i aktywno$¢ enzymu w
konteks$cie starzenia szczura i pod wplywem krotkotrwalej diety restrykcyjnej, nie byly
jeszcze badane. Jak wspomniano powyzej, w myocardium nie zaobserwowano roznic w
poziomach mRNA Cp¢-I migdzy szczurami kontrolnymi z obu grup wiekowych. W
sercach mtodych szczurow KDR spowodowalo wzrost, a przywrdcenia karmienia ad
libitum zmniejszenie ekspresji genu Cpt-I oraz aktywnosci enzymu. Wynik ten moze
potwierdza¢ zaleznos¢, ze w trakcie niedostatku pokarmu kwasy thuszczowe sa gldownym
zrédlem energii dla pracujagcego migsnia sercowego (Neely 1 Morgan 1974; Suzuki 1 wsp.
2002; Pagano 1 wsp. 2008; Zhang i wsp. 2010). U starych szczuréw natomiast, 30-dniowa
dieta restrykcyjna spowodowata wzrost mRNA Cpt-I, bez zmian w poziomie aktywnosci
enzymu. Dodatkowo, wprowadzenie karmienia ad libitum, przywréocito poziom kontrolny
ekspresji enzymu i jednocze$nie spowodowato prawie 2-krotny wzrost aktywnosci CPT-I
w sercach starych szczurow. Uzyskane wyniki sugeruja, ze ewentualne zaktocenia w
wychwycie kwasoéw tluszczowych moga wynika¢ nie ze zmian w ekspresji genu Cpt-1, ale
z zaburzonej aktywno$ci enzymu w sercach dwuletnich szczurow w poréwnaniu do
mlodych zwierzat. Przypuszczalnymi czynnikami mogacymi zaburza¢ aktywno$¢ enzymu
moze by¢ m.in. obnizona zawarto$¢ karnityny (substratu niezbednego do utworzenia
acylokarnityny, czyli zwiagzku karnityny i dtlugotancuchowych acylo-CoA, ktore CPT-I
moze transportowa¢ do wnetrza mitochondrium) (Tanaka i wsp. 2004), podwyzszone
stezenie malonylo-CoA (poczatkowego metabolitu biosyntezy kwasoéw thuszczowych,
bedacego endogennym inhibitorem CPT-I) (Moreau i wsp. 2004), czy redukcja

wydajnosci katalitycznej CPT-I w sercach starych szczurow (Gémez i wsp. 2012).
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W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze metabolizm energetyczny w mig¢$niach
szkieletowych rozni si¢ miedzy szczurami mlodymi a starymi. Trudno jest jednak
jednoznacznie okresli¢, czy uzyskane w pracy wyniki sg rezultatem proceséw starzenia
jako takiego (per se), czy moze innych czynnikow, jak otyto$¢ starych szczurdow, brak
ruchliwosci lub wszystkich tych proceséw jednoczesnie. Wydaje si¢ jednak, ze u starych
szczuréw to nadmierna akumulacja tkanki ttuszczowej, hiperleptynemia i prawdopodobnie
leptynooporno$¢ skutkowaty w obnizonym wychwycie kwasow tluszczowych w ich
mig$niach szkieletowych. W sercu natomiast, ewentualne zakldcenia metabolizmu
thuszczoéw moga wynikac¢ nie ze zmian w ekspresji genu Cpt-1, ale z zaburzonej aktywnos$ci

enzymu w sercach dwuletnich szczurow.

6.4. Wplyw krotkotrwalej diety restrykcyjnej i przywrocenia karmienia ad

libitum na strukture miesnia sercowego mlodych i starych szczurow

W niniejszej pracy preparaty histologiczne z koniuszkéw serca mtodych i starych
szczurOw zostaly pobrane od pojedynczych przedstawicieli osobnikéw kazdej grupy
doswiadczalnej. W zwigzku z tym, zmiany struktury mig¢snia sercowego starych szczurow
w poroéwnaniu do milodych zwierzat zostaly omoOwione wylacznie na podstawie
przedstawionych przyktadow, za$ przedstawiane wnioski opieraja si¢ na przypuszczeniu,
ze podobne zmiany moga zachodzi¢ u pozostaltych szczurow z badanej grupy wiekowe;j

czy eksperymentalne;.

Przerost (hipertrofia) serca jest jedng z najczesciej obserwowanych zmian w
strukturze migénia sercowego u ludzi starszych (Karavidas i wsp. 2010). Dotyczy to
szczegblnie lewej komory, w ktorej rozrost kardiomiocytow zachodzi m.in. w skutek
zawalu serca, czy choroby nadcis$nieniowej, czgsto diagnozowanej u oséb starszych
(Karavidas 1 wsp. 2010). Ze wzgledu na niewielki potencjal regeneracyjny
kardiomiocytow, hipertrofia komoérek migsnia sercowego moze by¢ takze wynikiem zmian
adaptacyjnych, zachodzacych w skutek zmniejszania si¢ liczby miocytow serca w wyniku
apoptozy (Anversa i wsp. 1990; Kwak 2013). Zjawisko to obserwowane w myocardium
starzejacych si¢ ludzi 1 zwierzat wymusza hipertrofi¢ pozostalych kardiomiocytow oraz
stopniowe wiloknienie mie$nia sercowego (Anversa i wsp. 1990; Annoni i wsp. 1998;

Hagen 1 wsp. 2002; Wanagat i wsp. 2002), czego konsekwencja jest uposledzenie
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kurczliwosci serca, arytmie oraz dysfunkcja rozkurczowa lewej komory (Boyle 1 wsp.

2011; Dai 1 wsp. 2012).

Na wykonanych mikrofotografiach serca starego szczura kontrolnego, ktdérego
skrawki wybarwiono dwiema metodami, $rednica witdkien migsniowych oraz ilos¢ tkanki
tacznej w myocardium sa wyraznie wigksze w poroOwnaniu do serca mtodego szczura
kontrolnego. Podobne wyniki otrzymal Annoni 1 wsp. (1998) z obserwacji 19-
miesigcznych samcow szczura Sprague-Dawley w porownaniu do 2-miesigcznych zwierzat
oraz Anversa i wsp. (1990), analizujac serca szczurow Fischer 344 w wieku 4, 12, 20, 1 29

miesigcy.

Badania nad wplywem restrykcji kalorycznej na funkcjonowanie migsnia
sercowego byly opublikowane jedynie przez kilku autorow i dotychczas dostarczyty
niejednoznacznych wynikéw. U ludzi, Viljanen i wsp. (2009) zaobserwowali, ze u 33
otylych pacjentow poddanych przez 6 tygodni niskokalorycznej diecie doszto do obnizenia
masy migsnia sercowego oraz zaburzen pracy serca. Z kolei Hammer i wsp. (2008)
wykazali, ze zastosowanie 16-tygodniowej bardzo niskokalorycznej diety u ludzi otytych
(BMI > 35) z cukrzyca typu 2 poprawilo zdolno$¢ rozkurczowa serca. Natomiast u 2-
miesiecznych szczuréw rasy Wistar poddanych 50% diecie restrykcyjnej przez okres 3
miesigcy nie doszlo do zmniejszenia przyrostu tkanki witoknistej w strukturze serca w
poréwnaniu do 5- miesigcznych szczurdw kontrolnych (Okoshi i wsp. 2001). W badaniach
wlasnych réwniez zaobserwowano, ze po 30-dniowej diecie restrykcyjnej $rednica wtokien
miegsniowych oraz ilo$¢ tkanki tagcznej w strukturze migsnia sercowego mtodego szczura
wydaje si¢ by¢ wigksza w poréwnaniu ze szczurem kontrolnym. Dodatkowo, przywrocenie
karmienia ad libitum, na przedstawionych przykladach nie wskazuje na pojawienie si¢
jakichkolwiek zmian w odniesieniu do szczura KDR. Wlasne obserwacje wydaja si¢
swiadczy¢ o negatywnym wplywie krotkotrwalej diety restrykcyjnej na strukture migsnia
sercowego mlodych zwierzat, jednak wniosek ten wymaga potwierdzenia na wigkszej

ilosci zwierzat.

U starych zwierzat wykazano, ze dlugotrwata dieta restrykcyjna, trwajaca cate
zycie szczurdw rasy Fisher 344 przeciwdzialala oznakom starzenia serca, jak apoptoza,
autofagia czy gromadzenie si¢ lipofuscyny w kardiomiocytach oraz poprawita jego prace
(Shinmura 1 wsp. 2011). Wykazano takze, ze nawet potroczne 40% ograniczenie podazy
pokarmu u 24-miesigcznych szczurow Sprague- Dawley zmniejszytlo apoptoze

kardiomiocytow oraz zapobieglo zmniejszeniu funkcjonalnos$ci lewej komory serca
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(Niemann 1 wsp. 2010). W badaniach wtasnych z kolei, poddanie starych szczuréw 30-
dniowej diecie restrykcyjnej, a takze nast¢pujgcemu po niej 6-dniowemu karmieniu ad
libitum stanowilo zbyt krotki okres, aby mogty si¢ uwidoczni¢ istotne zmiany w $rednicy

witokien czy udziale tkanki tacznej w strukturze migsnia sercowego.

6.5. Wplyw krotkotrwalej diety restrykcyjnej i przywrécenia karmienia ad
libitum na ekspresj¢ sirtuin w sercu i trzech typach mi¢sni szkieletowych
mlodych i starych szczurow w kontekscie zmian ekspresji genow

regulatorow metabolizmu energetycznego

6.5.1 Ekspresja sirtuiny 1

Genetycznie zmodyfikowane myszy staty si¢ najlepszym modelem badawczym,
obrazujacym rolg¢ sirtuiny 1 w regulacji metabolizmu energetycznego organizmu podczas
dtugotrwatej diety restrykcyjnej. Myszy Sirtl” (ang. knock- out) wykazywaly liczne
zaburzenia metaboliczne, mniejszg aktywno$¢ fizyczng oraz nie obserwowano u nich
efektu wydtuzenia zycia pod wptywem dlugotrwatej diety restrykcyjnej (Chen i wsp. 2005;
Boily 1 wsp. 2008). Z drugiej strony, u transgenicznych myszy, u ktorych wywotano
konstytutywng ekspresje SIRT1, zaobserwowano pewne cechy myszy przebywajacych na
diecie restrykcyjnej, poniewaz zwierzgta te byly szczupte, bardziej aktywne oraz
charakteryzowaty si¢ zwigkszong tolerancja glukozy (Bordone i wsp. 2007). Z kolei u
myszy z umiarkowang nadekspresjg SIRT1, pomimo karmienia dieta wysokottuszczowa,
nie zaobserwowano obnizenia insulinowrazliwosci migsni, czy rozwoju cukrzycy (Banks 1
wsp. 2008). Zblizone wyniki otrzymali takze Lagouge i wsp. (2006), ktorzy podajac
myszom szczepu dzikiego (ang. wild- type) resweratrol, bedacy aktywatorem sirtuin,
(Kaeberlein i wsp. 2005) zaobserwowali, ze zwierzeta te zyty dluzej niz kontrole karmione
bez polifenolu, ujawniaty zwiekszong pojemnos¢ oksydacyjng migsni oraz nie wykazywaty
cech rozwoju zespotu metabolicznego, mimo indukowanej dieta otytosci. Podobne dane
uzyskano takze po zastosowaniu niedawno odkrytego agonisty sirtuiny 1 - SRT1720
(Milne i wsp. 2007), ktéry podawany myszom dzikim wywotywatl pewne adaptacje
metaboliczne obserwowane przy stosowaniu dtugotrwalej diety restrykcyjnej, jak wzrost
utleniania kwasow tluszczowych w migsniach 1 watrobie, czy wzrost insulinowrazliwosci
migéni (Milne 1 wsp. 2007; Feige i wsp. 2008). W pi$miennictwie brak jest jak dotad

doniesien opisujacych wplyw krotkotrwatej diety restrykcyjnej i przywrocenia karmienia
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ad libitum na ekspresje¢ genu Sirt/ w migsniu sercowym 1 trzech typach mig$nia

szkieletowego mtodych i starych szczurow.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze ekspresja genu Sirt/ w migs$niu serowym starych
kontrolnych szczuréw jest wyzsza niz u mtodych zwierzat, co mogloby wskazywac na jej
kardioprotekcyjng role w sercach dwuletnich zwierzat, jak to szczegdtowo opisano w
odniesieniu do modelu glodzenie — karmienie. Krotkotrwata dieta restrykcyjna oraz 4-
dniowe karmieni ad libitum obnizylty ekspresj¢ Sirt/ w sercach mtodych szczuréw. Wyniki
te sg sprzeczne z danymi przedstawionymi przez Yu i wsp. (2014), ktorzy wykazali, ze
trwajaca trzy tygodnie 60% restrykcja kaloryczna powodowata istotny wzrost ekspresji
sirtuiny 1 na poziomie mRNA 1 biatka u mtodych szczuréw Sprague-Dawley.
Rozbieznosci w przedstawionych wynikach moga by¢ zwigzane z réznicami genetycznych
miedzy rasami szczura, czy nawet dtugoscig trwania diety (r6znica 9 dni moze by¢ istotna,
poniewaz szczury rasy Sprague-dawley intensywnie rosng przez cale zycie, w

przeciwienstwie do szczuréw rasy Wistar bedacych przedmiotem wiasnych badan).

W migéniu sercowym starych zwierzat, w przeciwienstwie do mtodych szczuréw
poziom mRNA Sirt] nie zmienit si¢ pod wplywem KDR, ale byt on istotnie wyzszy niz u
mtodych zwierzat. Pomimo tego, w oparciu o wyniki badan innych autorow wydaje si¢, ze
w miegsniu sercowym starych szczurow moze dochodzi¢ do obnizenia aktywnosci SIRT]I.
Braidy i wsp. (2011) zaobserwowali, ze ekspresja biatka SIRT1 w sercach 24-
miesigcznych samic szczura Wistar wzrasta, ale jej aktywno$¢ istotnie maleje w
poroéwnaniu do 3-miesiecznych zwierzat, gtownie wskutek obnizenia poziomu dostgpnego
koenzymu NAD+. Cho¢ w pracy aktywnos$¢ sirtuiny 1 nie byla badana, wyniki analizy
korelacji zdajg si¢ potwierdza¢ przedstawiong hipotezg¢. Zanotowano bowiem, ze ekspresja
Sirt] w sercu dwuletnich szczuréw byta pozytywnie skorelowana z ekspresja Sirt3, Sirt7
oraz Ppar-f/o, za$ ekspresja Ppar-f/0 byla tez skorelowana z ekspresja Pgc-la i Glut4.
Pod wptywem KDR, oprocz wzrostu ekspresji Sirt3 1 Sirt7, poziom mRNA pozostatych
wymienionych gendéw nie ulegt zmianie, pomimo podwyzszonej ekspresji Sirt/ w sercach
starych szczurow w poréwnaniu do mlodych zwierzat. Wyniki te moga sugerowac, ze
aktywno$¢ SIRT1 maleje w sercach starych szczuréw, czego konsekwencja moze by¢
brak zmian ekspresji regulatorow metabolizmu energetycznego w warunkach ograniczonej

dostepnosci pokarmu.

Podobnie jak w migs$niu sercowym w trzech typach mig$ni szkieletowych poziom

mRNA Sirt] byl wyzszy u starych kontrolnych szczuréw niz u mlodych zwierzat, cho¢ w
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migsniu SOL wynik ten nie byl znamienny statystycznie. W migs$niu szkieletowym
mieszanym podobny wynik otrzymali takze Koltai 1 wsp. (2010), co szczegdlowo opisano

powyzej omawiajac model glodzenia — karmienia.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zmiany ekspresji genu Sirt/ w trakcie krotkotrwalej
diety restrykcyjnej mogg by¢ zalezne od kompozycji wtokien danego mig$nia. U miodych
szczurOw zarOwno w migsniu z przewaga wiokien czerwonych (SOL) jak 1 wildkien
biatych (EDL) krotkotrwata dieta restrykcyjna oraz nast¢pujace po niej karmienie ad
libitum nie spowodowaly zmian w poziomie ekspresji genu Sirt/. Zaskakujaca jest wigc
wlasna obserwacja, ze w mig$niu szkieletowym mieszanym (MSM) miodych szczuréw
KDR silnie podwyzszata poziom mRNA Sirt/, ktory po 2 dniach karmienia dietg petng
powrdcit do poziomu kontroli i nie zmienit si¢ podczas dalszych dni karmienia. Nieco
podobne wyniki otrzymali Chen i wsp. (2008), badajac 4-miesigczne myszy poddane
trzymiesi¢cznej diecie restrykcyjnej. Autorzy ci zaobserwowali dodatkowo, ze wzrost
poziomu biatka SIRT1 w migs$niu szkieletowym (autorzy nie podali, ktoéry rodzaj migsnia
analizowano) byt powigzany z podwyzszeniem zawartoéci dostepnego koenzymu NAD"
oraz wzrostem stosunku NAD/NADH w wyniku restrykcji kalorycznej (Chen i wsp.
2008).

Z drugiej strony, u starych szczurow KDR spowodowata wzrost (MSM), obnizenie
(EDL, roznica na granicy istotnosci statystycznej) oraz nie zmienita (SOL) ekspresji Sirt/
w mig$niach szkieletowych. Podobne zalezno$ci migdzy ekspresjg sirtuiny 1 na poziomie
biatka, a kompozycjg widkien migsnia brzuchatego tydki zanotowali takze Joseph 1 wsp.

(2013) u 27-miesigcznych samcow szczura Fischer 344 x Brown Norway.

W MSM starych szczurow poddanych krotkotrwalej restrykeji kalorycznej
wzrostowi ekspresji genu Sirtl towarzyszylo obnizenie ekspresji gendéw transportera
glukozy Glut4 i koaktywatora Pgc-1o 1 brak zmian poziomu mRNA Ppar-f/6. Wyniki te
moga sugerowac, ze w MSM starych szczurdw wzrost ekspresji Sirt] jest niewystarczajacy
do wywotania zmian adaptacyjnych wobec obnizonej podazy pokarmu, by¢ moze wskutek
towarzyszacej starzeniu obnizonej aktywnos$¢ SIRT1 w starzejacych si¢ mig$niach (Koltai i
wsp. 2010). Wydaje si¢, ze wzrost aktywno$ci SIRT1 w migsniach szkieletowych starych
szczurow mogltby by¢ osiagnigty przez polaczenie diety restrykcyjnej z odpowiednimi
¢wiczeniami fizycznymi. Wykazano bowiem, ze po wprowadzeniu ¢wiczen fizycznych w
mig¢éniach dwuletnich szczurow Wistar wzrasta aktywnos$¢ (Suwa i wsp. 2008; Koltai i

wsp. 2010) oraz poziom biatka SIRT1 (Pauli i wsp. 2010), czemu towarzyszyta poprawa
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insulinowrazliwosci migsni oraz wzrost aktywnosci PGC-1a 1 biogenezy mitochondriéw

(Suwa 1 wsp. 2008; Pauli i wsp. 2010).

Towarzyszace starzeniu zmiany poziomu mRNA Sirt/ w trakcie KDR i
przywrocenia karmienia wystapity szczegolnie wyraznie w mig¢sniu EDL (o przewadze
wlokien glikolitycznych) dwuletnich szczuréw. Mimo, ze ekspresja genu Sirt/ w migsniu
EDL starych zwierzat obnizyta si¢ pod wptywem KDR 1 wrocita do poziomu kontrolnego
w trakcie karmienia ad libitum, w kazdej grupie dos§wiadczalnej byla one istotnie wyzsza
niz u mtodych zwierzat. Dodatkowo w mig$niu EDL starych szczurow poddanych KDR
poziom mRNA Sirt] byt pozytywnie skorelowany z ekspresja Pgc-la 1 Ppar-f/o, ktéry
dodatkowo byt powigzany z ekspresja genow Glut4 1 Cpt-1. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
sirtuina 1, ktorej ekspresja w warunkach KDR moze podlega¢ kontroli przez badane
czynniki transkrypcyjne wydaje si¢ by¢ jednym z elementow regulujacych metabolizm
energetyczny w miesniu EDL starych szczurow. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze pod
wpltywem KDR poziom mRNA Pgc-1la wzrost, Ppar-f/6 obnizyt sig, a ekspresja Glut4 1
Cpt-I nie ulegta zmianie w migs$niu biatym (EDL) starych szczuréw w poréwnaniu do

kontroli.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze u mtodych szczuréw w dwoéch rodzajach
miegsni szkieletowych KDR 1 przywrocenie karmienia ad libitum nie spowodowaly zmian
w poziomie ekspresji genu Sirt/ (wyjatek stanowit wzrost ekspresji w MSM pod wptywem
KDR). Natomiast pomimo podwyzszonej ekspresji genu Sirt/ w sercu oraz migsniach
szkieletowych starych szczurdéw, dane innych autorow wskazuja na to, ze prawdopodobnie
w badanych tkankach dochodzi do obnizonej aktywnosci SIRT1. Wskazuja na to braki
zmian lub obnizenie poziomu mRNA regulatorow metabolizmu energetycznego, pomimo
wzrostu ekspresji Sirt/ w migéniach starych szczuréw w warunkach kroétkotrwatej diety
restrykcyjnej. Dodatkowo, uzyskane wyniki sugeruja, ze zmiany ekspresji genu Sirt] w

trakcie KDR sg zalezne od kompozycji wtokien danego migénia.

6.5.2 [Ekspresja sirtuiny 3

Sirtuina 3 pelni istotng funkcje w procesach adaptacyjnych migéni do stresu
metabolicznego wywolanego aktywnoscig fizyczng oraz manipulacjami pokarmowymi, jak

karmienie wysokottuszczowa dieta, glodzenie lub dlugotrwata dieta restrykcyjna (Lanza i
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wsp. 2008; Palacios 1 wsp. 2009; Hirschey 1 wsp. 2010; Qiu 1 wsp. 2010; Shimazu 1 wsp.
2010). Pod wplywem wymienionych czynnikow dochodzi do zmian potencjatu
oksydoredukcyjnego komorek, zmiany stosunku NAD/NADH w kierunku zwickszenia
si¢ puli czasteczek koenzymu NAD" i aktywacji SIRT3 (Lin i wsp. 2000; Onyango i wsp.
2002; Haigis 1 Guarente 2006; Ahn 1 wsp. 2008). Dotychczas jednak jej ekspresja na
poziomie mRNA 1 biatka w migsniu sercowym oraz trzech typach mi¢sni szkieletowych
mtodych 1 starych szczurow poddanych 30-dniowej diecie restrykcyjnej 1 nastgpujagcemu
karmieniu ad libitum nie byly jeszcze badane.

W migéniu sercowym ekspresja Sirt3 nie tylko byta podobna u mtodych i starych
szczuréw kontrolnych, ale takze w zblizony sposob wyraznie wzrosta pod wptywem KDR
1 powrdcita do poziomu kontrolnego po wprowadzeniu diety petnej u zwierzat z obu grup
wiekowych. Wyniki te pozwalaja przypuszczaé, ze ekspresja Sirt3 w sercu zmienia si¢ pod
wptywem KDR niezaleznie od wieku. Ponadto, w przeciwienstwie do gtodzenia przez 2
doby, 30-dniowa dieta restrykcyjna wydaje si¢ by¢ wystarczajagcym stymulatorem ekspresji
Sirt3 w migs$niu sercowym starych szczuréw nawet jesli zostata ona rozpoczeta w péZznym
wieku.

W trakcie KDR podwyzszony poziom mRNA Sirt3 byl pozytywnie skorelowany ze
wzrostem ekspresji Pgc-1a 1 Glut4 w sercach 5-miesiecznych zwierzat. Wynik ten moze
$wiadczy¢ o tym, ze w czasie KDR produkty biatkowe tych trzech genéw uczestnicza
wspolnie w regulacji m.in. metabolizmu glukozy w sercach milodych szczuréw.
Zaobserwowano bowiem, ze w warunkach podstawowych PGC-la moze stymulowaé
ekspresj¢ mRNA Glut4 w mysich mioblastach (C,C;;), co koreluje ze zwigkszonym
transportem glukozy do wnetrza komoérek (Michael 1 wsp. 2001). W badaniach wiasnych,
ekspresja Pgc-la w sercach mtodych szczuréw byla takze pozytywnie skorelowana z
ekspresja Glutd.

W migséniu sercowym 24-miesiecznych szczurow poddanych KDR poziom mRNA
Sirt3 byt pozytywnie skorelowany z ekspresja Sirtl, Ppar-p/o 1 Glut4. Ponadto
zaobserwowano pozytywna korelacje miedzy Ppar-f/6 a Pgc-1o.1 Glut4. Uzyskane wyniki
moga sugerowac, ze situina 3 (mozliwe, ze wraz z sirtuing 1) uczestniczy w sercach
starych szczuré6w w mechanizmach kontroli ekspresji genéw w odpowiedzi na obnizong
podaz pokarmu.

Dane otrzymane z analizy trzech typow migsni szkieletowych wskazuja, ze
ekspresja Sirt3 jest zalezna od kompozycji wiokien danego migénia oraz podlega zmianom

pod wptywem manipulacji dietetycznych, co wykazano takze w innych pracach (Palacios 1
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wsp. 2009; Lin 1 wsp. 2014). Ponadto, zamiany te sg rozne w zaleznosci od wieku
szczura. Zaobserwowano, ze ekspresja genu Sirt3 w trzech typach migsni szkieletowych
byta nizsza w MSM, wyzsza w SOL, lub utrzymata si¢ na podobnym poziomie w EDL
starych szczuréw kontrolnych w poréwnaniu do mtodych zwierzat.

Wedtug danych literaturowych ekspresja Sirt3 w mysich mig¢sniach szkieletowych
ulega dynamicznym zmianom pod wplywem diety restrykcyyjnej oraz aktywnosci
fizycznej (Palacios 1 wsp. 2009). Wykazano bowiem, ze 12- tygodniowa (Jing i wsp.
2011), jak 1 12- miesigczna (Palacios 1 wsp. 2009) dieta restrykcyjna stymuluje wzrost
ekspresji mRNA Sirt3 w miegs$niu szkieletowym mieszanym myszy. W pracy zanotowano
jednak przeciwne wyniki, poniewaz 30-dniowa dieta restrykcyjna oraz przywrocenie
karmienia ad libitum spowodowaty obnizenie ekspresji Sirt3 w MSM 1 nie zmienily jej
istotnie w migsniach SOL 1 EDL mlodych szczuréw w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

W migéniu czerwonym (SOL) miodych szczurow, w trakcie KDR ekspresja genu
Sirt3 byta pozytywnie skorelowana z ekspresja Sirtl, Ppar-p/o, Glut4 1 Cpt-1. Z kolei w
mig¢$niu EDL mtodych szczuréw ekspresja Sirt3 byta powigzana z ekspresja Pgc-la i
Glut4. Dane te wskazuja, ze w trakcie 30-dniowej diety restrykcyjnej w migs$niach
szkieletowych mtodych szczuréw sirtuina 3 (mozliwe, ze razem z sirtuing 1) w sposob
mig$niowo-specyficzny uczestniczy w mechanizmach regulacji 1 adaptacji metabolizmu
energetycznego na warunki obnizonej podazy pokarmu.

W przypadku starych szczurdéw, krotkotrwata dieta restrykcyjna oraz przywrdcenie
diety pelnej (w przypadku migsni SOL i EDL, a wigc z przewaga wiokien czerwonych lub
biatych) wydaja si¢ mie¢ niewielki wplyw na potencjalne zmiany metabolizmu
energetycznego migsni szkieletowych starych szczurow w pordwnaniu z mtodymi
zwierzetami. KDR obnizyta ekspresj¢ Sirt3 w SOL i nie zmienita jej istotnie w MSM i
EDL starych szczurow. W mieéniu czerwonym (SOL) poziom mRNA Sirt3 szczurow z
grupy KDR byl pozytywnie skorelowany z ekspresja Ppar-f/0 oraz Cpt-1. Z. kolei, w
migs$niu szkieletowym mieszanym oraz biatym (EDL) ekspresja Sirt3 byta pozytywnie
skorelowana z ekspresja Glut4 oraz Ppar-/o, ktérego poziom mRNA dodatkowo
korelowal z Pgc-la. Uzyskane wyniki moga sugerowaé, ze sirtuina 3 uczestniczy w
mechanizmach regulacji wychwytu 1 oksydacji kwaséw thuszczowych w migéniu
czerwonym oraz metabolizmu glukozy w mig$niach glikolitycznych starych szczuréw w
warunkach obnizonej podazy pokarmu wspodtdziatajac z wymienionymi czynnikami

transkrypcyjnymi (Pgc-1a 1 Ppar-f5/0) oraz efektorami ich dziatania (Cpt-1 i Glut4).
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Poza ewentualnym wplywem starzenia, ekspresja genu Sirt3 moglaby by¢ zalezna
takze od innych czynnikéw, jak wewnatrzmig$niowa akumulacja lipidow (cho¢ w pracy
nie bylo to badane), wzglednie otytos¢ starych zwierzat, ktore rowniez moga negatywnie
wplywac na ekspresje¢ Sirt3 (Jing i wsp. 2011), PGC-1a (Benton 1 wsp. 2006) czy Ppar-
S/0 (Nagatomo 1 wsp. 2009) w migsniach szkieletowych szczura.

Warto jednak zwrdci¢ uwage, ze uzyskane wyniki wskazuja na dodatkowa role
receptora PPAR-B/6 w migéniu sercowym 1 szkieletowym szczurow. Wydaje si¢ bowiem,
ze PPAR-B/6 moze by¢ zaangazowany nie tylko w oksydacje kwasow ttuszczowych, na co
wskazujg dane literaturowe (Muoio 1 wsp. 2002; Wang i wsp. 2003; Cheng i wsp. 2004;
Wang i wsp. 2010), ale takze w metabolizm glukozy w tkankach mig$niowych.
Potwierdzeniem tej hipotezy, moze by¢ bardzo wysoka ekspresja Ppar-f/0 w migsniu EDL
(o przewadze witdkien glikolitycznych) starych szczurow w poréwnaniu do miodych
zwierzat w warunkach KDR 1 przywrocenia diety pelnej oraz przedstawione analizy
wspotczynnika korelacji.

Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze ekspresja Sirt3 jest mig$niowo-specyficzna i
podatna na krotkotrwala diet¢ restrykcyjng niezaleznie od wieku szczurow. W
przeciwienstwie do glodzenia przez dwie doby, KDR wyraznie stymuluje ekspresje Sirt3 w
migs$niu sercowym starych szczuréw, ale przywrdcenie karmienia szybko redukuje poziom

mRNA Sirt3 do wartosci kontrolnych.

Analiza korelacji ekspresji Sirtl oraz Sirt3 sugeruje mozliwo$¢ wspotdziatania
SIRT3 z SIRT1 w migéniu sercowym i miesniach szkieletowych szczura, jednak hipoteza

ta wymaga doswiadczalnej weryfikacji.

6.5.3 Ekspresja sirtuiny 7

Do tej pory nie poznano roli SIRT7 w mig$niu sercowym 1 szkieletowym ssakow,
ani nie badano wptywu krotkotrwalej diety restrykcyjnej i nastgpujacego karmienia ad
libitum na ekspresj¢ sirtuiny 7 na poziomie mRNA i biatka w mig$niach ludzi czy zwierzat
w podesztlym wieku. W niniejszej pracy mtode kontrolne szczury miaty istotnie wyzsza
ekspresj¢  Sirt7 w migsniu sercowym, szkieletowym mieszanym oraz migs$niu
szkieletowym biatym (EDL) w porownaniu do starych zwierzat. W badaniach serca myszy
podobne wyniki otrzymali Vakhrusheva i wsp. (2008a). Wyniki te wskazuja, ze poziom
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mRNA Sirt7 w migsniach szczura obniza si¢ w trakcie starzenia. Jedng z konsekwencji
tego zjawiska moglyby by¢ zaburzenia w morfologii tkanki mig$nia sercowego.
Vakhrusheva i wsp. (2008a) wykazali bowiem, Zze myszy Sirt7" charakteryzowaly sic
hipertrofiag 1 wtoknieniem migénia sercowego, zwigkszong apoptoza kardiomiocytow, a
takze rozwojem kardiomiopatii zapalnej. W badaniach wtasnych z kolei zaobserwowano,
ze s$rednica widkien serca oraz udziat tkanki tgcznej w strukturze migs$nia sercowego
starego szczura z grupy kontrolnej, byly wyraznie wigksze w poréwnaniu do osobnika
mlodego. Nie mozna zatem wykluczy¢ potencjalnego zwigzku migdzy obnizeniem
poziomu sirtuiny 7 w mig$niu sercowym szczuréw, a zmianami w jego strukturze, chociaz
doswiadczalna weryfikacja tego przypuszczenia wymagataby analizy innych czynnikéw
regulacyjnych niz tylko KDR. Wprawdzie ekspresja genu Sirt7 w migé$niu serca starych
szczuréw dwukrotnie wzrosta wzgledem kontroli wskutek KDR i pozostata na tym samym
poziomie podczas przywrdcenia diety peinej, to jednak analiza histologiczna skrawkow
serca szczura poddanego wspomnianym manipulacjom pokarmowym nie wykazata zmian
w ilosci widkien tkanki tacznej w poréwnaniu do starego szczura z grupy kontrolnej. By¢
moze wydluzenie diety restrykcyjnej do kilku Iub kilkunastu miesigcy pozwolitoby ocenié¢
ewentualne powigzanie ze zmiang ekspresji Sirt7, a oczekiwang poprawg struktury
mikroskopowej migs$nia serca. Zaburzenia morfologiczne migsnia sercowego zwigzane z
hipertrofig czy obumieraniem kardiomiocytow powigzano bowiem z hiperacetylacja biatka
p53, ktore indukuje proces apoptozy (Alcendor i wsp. 2004; Vakhrusheva i wsp. 2008Db).
Z kolei biatko p53 jest substratem dla SIRT1 i SIRT7, ktore prawdopodobnie na drodze
zaleznej od kofaktora NAD" powoduja jego deacetylacje i chronia tym samym przed
zanikaniem kardiomiocytéw (Vakhrusheva i wsp. 2008a). W badaniach wtasnych
zauwazono, ze podczas KDR ekspresja genu Sirt7 w sercach mtodych i dwuletnich
szczuréw byla pozytywnie skorelowana z ekspresja mRNA Sirt/, co moze potwierdzaé
koncepcje Vakhrusheva i wsp. (2008a) o ewentualnym wspotdzialaniu obu sirtuin w sercu

ssakow. Problem ten wymaga jednak dalszych badan.

W migsnach szkieletowych ekspresja Sirt7 wydaje si¢ by¢ zalezna od typu mig$nia
(mig$niowo — specyficzna) oraz podlega¢ zmianom pod wpltywem manipulacji
pokarmowych w sposob zalezy od wieku. Zaobserwowano, ze gtodzenie obniza ekspresj¢
genu Sirt7, natomiast 30-dniowa dieta restrykcyjna powoduje jej wzrost w mie$niu
szkieletowym mieszanym miodych 1 starych szczuréw. Szczeg6lnie w MSM 5-

miesi¢gcznych zwierzat ekspresja sirtuiny 7 byla prawie 4- i 2-krotnie wigksza podczas
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KDR 1 przywrdcenia karmienia po 2 dobach w porownaniu do dwuletnich osobnikdw.
Dane te wskazuja, ze SIRT7 moze uczestniczy¢ w mechanizmach adaptacyjnych migs$ni na
warunki obnizonej podazy pokarmu. Problem ten wymaga jednak dalszych badan, co w

oparciu o wyniki otrzymane w niniejszej pracy wydaje si¢ w pelni uzasadnione.
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7. PODSUMOWANIE WYNIKOW i WNIOSKI

. W trakcie procesu starzenia szczura dochodzi do istotnych zmian niektorych
potencjalnych regulatoré6w metabolizmu energetycznego w migsniu serca i
migéniu szkieletowym, przy czym wystepuja wyrazne rdéznice miedzy tymi

dwoma rodzajami mig$ni poprzecznie prazkowanych.

. Ekspresja genow sirtuin, NAD - zaleznych enzymow, jest zréznicowana w
migsniu sercowym 1 szkieletowym mtodych 1 starych szczuréw kontrolnych
(karmionych ad libitum- bez ograniczen). W sercu poziom mRNA Sirtl byt
wyzszy, Sirt7 nizszy i niezmieniony w przypadku Sirt3 u starych szczurow w
porownaniu do mtodych zwierzat. W mieéniu szkieletowym mieszanym (MSM)
poziom mRNA Sirtl jest dwukrotnie wyzszy u starych zwierzat, zas Sirt3 i Sirt7

obnizony w porownaniu do mtodych, dojrzatych szczuréw.

. W mig$niu sercowym starych kontrolnych szczurdw ekspresja genu transportera
glukozy 4 (Glut4), koaktywatora Pgc-la oraz receptora Ppar-f byla podobna
jak u miodych zwierzat. W MSM starych szczurow natomiast, ekspresja Glut4
oraz Pgc-1a byta dwukrotnie wyzsza u starych zwierzat, a Ppar-ff niezmieniona,

w poréwnaniu do mtodych szczuréw.

. Ekspresja genu palmitoilotransferazy karnitynowej I (Cpt-I) oraz aktywno$¢
enzymu w sercu 1 migsniu szkieletowym mieszanym miodych 1 starych
szczuréw r6znity sie istotnie. W sercu poziom mRNA Cpt¢-I byt podobny u
zwierzat z obu grup wiekowych, ale aktywno$¢ enzymatyczna CPT-I byta o
polowe wyzsza u starych szczuréw. W MSM natomiast, ekspresja Cpt-I byta
dwukrotnie nizsza u starych szczurow przy podobnym poziomie aktywnosci

CPT-I jak u mtodych zwierzat.

. W badaniach zastosowano dwa modele modyfikacji zywieniowej: a) glodzenie
przez 2 doby oraz, b) 30-dniowa diete restrykcyjna, w ktorej spozycie
szczurow ograniczono do 60% dziennej dawki szczuréw kontrolnych. Nastepnie
zwierzeta byly karmione ad libitum przez 2, 4 lub 6 dni. Analiza pobranych
tkanek pozwolila na uzyskanie szeregu oryginalnych obserwacji, szczegolnie w
odniesieniu do ekspresji genow sirtuin oraz innych badanych parametréw

szczuroOw poddanych krotkotrwatej diecie restrykcyjnej (KDR).
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6.

10.

W mie$niu sercowym milodych szczurow KDR oraz nastepujace po niej
karmienie dieta petng obnizyty o okoto 50% poziom mRNA Sirt/, natomiast w
sercu starych szczuréw nie wywotaty zmian w ekspresji genu. W obu grupach
wiekowych KDR istotnie zwigkszata ekspresj¢ genu Sirt3. Z kolei poziom
mRNA Sirt7 nie zmieniat si¢ pod wptywem KDR w migsniu sercowym mtodych

szczurdéw, ale ulegal podwyzszeniu w sercu starych zwierzat.

W migsniu szkieletowym mieszanym ekspresja Sirt/ pod wptywem KDR
wyraznie wzrosta u mtodych, ale takze, cho¢ w mniejszym zakresie, u starych
szczuréw. Przywrécenie karmienia ad [libitum spowodowato jej powrdt do
wartosci kontrolnych. Poziom mRNA Sirt3 ulegt niewielkiemu obnizeniu pod
wptywem KDR 1 nastepujacym karmieniu ad libitum u mtodych szczuréw oraz
nie zmienil si¢ u starych zwierzat. Natomiast ekspresja Sirt7 wzrosta pod
wptywem KDR 1 obnizala si¢ do wartosci kontrolnych w momencie

przywrocenia diety pelnej w MSM zwierzat z obu grup wiekowych.
Ekspresja genu transportera glukozy 4 (Glut4) pod wplywem manipulacji
pokarmowych wydaje si¢ by¢ migsniowo-specyficzna, a w przypadku miegsni

szkieletowych zalezna takze od kompozycji widkien w nich zawartych.

. W mie$niu sercowym mitodych szczuréw KDR zwigkszata ekspresje genu

Glut4, Pgc-1o oraz Ppar-f, przy czym poziomy ich mRNA wrocity do warto$ci
kontrolnych pod wptywem przywrocenia karmienia ad libitum. W sercu starych
szczuréw natomiast, ani KDR ani karmienie dieta pelng nie wywotlatly istotnych

zmian w ekspresji wymienionych genow.

Zupelnie inny, niz w mig$niu sercowym, wptyw na poziomy mRNA Glut4, Pgc-
la oraz Ppar-f§ wywarta KDR oraz przywrocenie diety pelnej w mieszanym
mie¢$niu szkieletowym. U mtodych szczurow KDR nie wptyneta na ekspresje
Glut4 oraz Pgc-la, natomiast przywrdcenie karmienia wyraznie obnizato
poziomy ich mRNA. W MSM starych szczurow ekspresja Glut4 oraz Pgc-1lo
ulegala istotnemu obnizeniu pod wptywem KDR, za§ w trakcie przywrocenia
karmienia wyraznie rosta. Z kolei ekspresja genu receptora Ppar-f nie zmieniata
si¢ istotnie u szczuréw z obu grup wiekowych ani pod wptywem KDR ani

karmienia dieta petng.
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11.

12.

13.

14.

15.

W miesniu sercowym ekspresja genu Cpt-1 wzrosta o okoto 50% pod wptywem
KDR 1 powrdcita do wartosci kontrolnych po 2 dobach karmienia dieta pelng u
zwierzat z obu grup wiekowych. Aktywnos¢ CPT-I istotnie wrosta pod
wplywem KDR i wrécita do poziomu kontroli w trakcie przywrocenia karmienia
u miodych szczuréw. W sercu strych zwierzat aktywnos$¢ enzymu nie ulegata
zmianie pod wplywem KDR, ale wzrosta pod wpltywem dwudniowego

karmienia.

W miesniu szkieletowym mieszanym mlodych 1 starych szczuréw ekspresja
genu Cpt-1 nie zmieniata si¢ istotnie po KDR oraz po 2 dobach karmienia dietg
pelna. Natomiast aktywno$¢ CPT-I obnizata si¢ pod wplywem KDR i
dwudniowego karmienia u mtodych szczurdéw, ale nie ulegata zmianom w MSM

starych zwierzat.

Wptyw KDR oraz przywrdcenia karmienia ad libitum na badane parametry
okreslano roéwniez w migsniu szkieletowym czerwonym (oksydacyjnym,
wolnokurczliwym, m. soleus) oraz w mig$niu szkieletowym bialym
(glikolitycznym, szybkokurczliwym, m. extensor digitorum). Uzyskano szereg
oryginalnych obserwacji wskazujacych na inng reaktywnos$¢ poszczegdlnych
rodzajow migsni w odniesieniu do badanych parametrow zaro6wno w grupie

mtodych jak i starych szczurow.

Parametry lipidowe w surowicy krwi starych szczuréw kontrolnych byty
wyraznie podwyzszone wzgledem mlodych zwierzat. KDR spowodowata istotne
zmiany w poziomach lipidow (z wyjatkiem cholesterolu 1 Ch-HDL) w surowicy
krwi starych szczurdéw, ale nie wplynela w istotny sposob na wskazniki

przemiany biatkowej 1 weglowodanowej w obydwu grupach wiekowych.

W ciggu 6 dni karmienia po 30-dniowej restrykcji kalorycznej wystgpita
tendencja do podwojenia stezenia wolnych kwasow thuszczowych w surowicy
krwi mtodych i starych szczurow, prawdopodobnie wskutek zwigkszonej
lipolizy. Obserwacja ta wskazuje na konieczno$¢ wykonywania pod kontrolg
¢wiczen fizycznych u mtodych i starych osobnikow poddanych KDR w celu

zwigkszenia utleniania kwasoéw tluszczowych w migsniach szkieletowych.
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WNIOSKI

Zarowno model glodzenia — karmienia, jak i1 model krotkotrwatej diety
restrykcyjnej oraz nast¢pujacego po niej karmienia dieta petlng przez 6 dni,
ujawniajg istnienie zwigzanych ze starzeniem zaburzen w mechanizmach
adaptacji metabolizmu mig¢$nia sercowego oraz mig¢sni szkieletowych do ostrej

lub przedtuzonej restrykcji pokarmowe;j.

Metabolizm energetyczny w migs$niach szkieletowych rézni si¢ migdzy
szczurami mtodymi a starymi. Trudno jest jednak jednoznacznie okresli¢, czy
uzyskane w pracy wyniki sg rezultatem procesoéw starzenia jako takiego (per
se), czy moze innych czynnikéw, jak otylos¢ starych szczuréw, brak

ruchliwosci lub wszystkich tych proceséw jednoczesnie.

Obserwacje wtasne oraz innych badaczy wskazuja na to, ze KDR (w
przeciwienstwie do glodzenia) moze stanowi¢ skuteczng metod¢ obnizenia
masy ciata starych zwierzat i ludzi, bez wystapienia zjawiska wzrostu masy
ciala czgsto obserwowanego po zaprzestaniu diety opartej o catkowitg
glodowke (tzw. ,,efekt jo-jo”). Jednak stosowanie KDR u ludzi przez kilka lub
nawet kilkanascie miesiecy, szczegolnie u osob w podesztlym wieku, powinno
by¢ prowadzone pod kontrolg lekarza lub dietetyka, tak aby nie wystapily

szkodliwe dla zdrowia zaburzenia w przemianie biatkowej.
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