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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

6PGDH - dehydrogenaza 6-fosfoglukonianowa / 6-phosphogluconate dehydrogenase
(EC 1.1.1.44);

ACC — karboksylaza acetylo-CoA / acetyl-CoA carboxylase (EC 6.4.1.2);

ACL — ATP-liaza cytrynianowa / ATP-citric lyase (EC 2.3.3.8);

adiponektyna HMW — multimeryczna posta¢ adiponektyny o duzej masie czasteczkowej
/ high-molecular weight adiponectin;

AdipoR — receptor adiponektyny / adiponectin receptor;

aFABP — adipocytarne biatko wiazace kwasy ttuszczowe / adipocyte fatty acid binding
protein (aP2, FABP4);

AMPK - kinaza biatkowa zalezna od AMP / AMP-activated protein kinase;

AMYV — wirus mieloblastozy ptasiej / avian myeloblastosis virus;

ATGL - lipaza triacyloglicerolowa, specyficzna dla adipocytow / adipose triglyceride
lipase (EC 3.1.1.3);

BAT - brunatna tkanka tluszczowa / brown adipose tissue;

BMI — wskaznik masy ciata / body mass index;

cAMP — cykliczny AMP / cyclic AMP;

C — szczury z grupy kontrolnej / control rats;

C/EBP — biatko wiazace si¢ z sekwencja wzmacniajaca CCAAT / CCAAT enhancer
binding protein;

ChREBP - biatko wiazace si¢ z elementem odpowiedzi na weglowodany / carbohydrate
response element binding protein;

CRH - kortykoliberyna / corticotropin releasing hormone;

FAS — syntaza kwasow ttuszczowych / fatty acid synthase (EC 2.3.1.85);

FAT/CD36 — transporter kwasow ttuszczowych / fatty acid transporter;

G3PD1 - dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanowa, izoforma cytosolowa / cytosolic gly-
cerol-3-phosphate dehydrogenase (EC 1.1.1.8);

G6PD — dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa / glucose 6-phosphate dehydrogenase
(EC 1.1.1.49);

GLUT4 — transporter glukozy GLUT4 / glucose transporter GLUT4,

GPAT - acylotransferaza glicerolo-3-fosforanowa / glycerol-3-phosphate acyltransfera-
se (EC 2.3.1.15);

GyK - kinaza glicerolowa / glycerol kinase (EC 2.7.1.30);

HK?2 — heksokinaza 2 / hexokinase 2 (EC 2.7.1.1);

HSL - lipaza zalezna od hormonéw / hormone-sensitive lipase (EC 3.1.1.79);

IL-6 — interleukina 6 / interleukin 6;

JAK - kinaza biatkowa Janusa / Janus protein kinase;

LCPT!1 — palmitoilotransferaza karnitynowa I, izoforma watrobowa / liver isoform of
carnitine palmitoyltransferase 1 (EC 2.3.1.21);

LepR — receptor leptyny / leptin receptor;

LPA — kwas lizofosfatydowy / lysophosphatidic acid,

LPL — lipaza lipoproteinowa / lipoprotein lipase (EC 3.1.1.34);

LXR — watrobowy receptor X / liver X receptor;

MEC — enzym jabtczanowy, forma cytosolowa / cytosolic malic enzyme (EC 1.1.1.40);
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MSR — szczury poddane 8 cyklom naprzemiennego gltodzenia i karmienia (trwajacym
w sumie 48 dni), z ktorych kazdy sktadat si¢ z 72 godz. glodzenia i 72 godz. kar-
mienia / rats subjected to eight cycles of 72-hour food deprivation and 72-hour refe-
eding (for 48 days);

PCR - tancuchowa reakcja polimerazy / polymerase chain reaction;

PDK4 — kinaza dehydrogenazy pirogronianowej, izoforma 4 / pyruvate dehydrogenase
kinase isoenzyme 4 (EC 2.7.11.2);

PEPCK - karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa, izoforma cytosolowa / cytosolic
phosphoenolpyruvate carboxykinase (EC 4.1.1.32);

PF — grupa szczurdéw spozywajacych przez 48 dni codzienna porcj¢ odwazonej paszy
o masie odpowiadajacej Sredniej masie paszy spozytej przez szczury z grupy MSR
w ciagu poprzedniego szesciodniowego cyklu gtodzenia i karmienia / pair-fed gro-
up — rats were given everyday, for 48 days, weighed amount of food which was equ-
al to the average amount of food consumed by the MSR rats for the period of the
previous 6-day cycle of food deprivation and refeeding;

PGC1 — koaktywator-1 PPARYy / PPARy coactivator-1,

PKA — kinaza biatkowa A / protein kinase A;

PLIN — perylipiny / perilipins;

PPRE — element odpowiedzi na proliferatory peroksysomdw / peroxisome proliferator
response element;

PPAR — receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomow / peroxisome prolifera-
tor activated receptor;

RFU — wzgledna fluorescencja prob / relative fluorescence units;

RT — odwrotna transkrypcja / reverse transcription;

RXR — receptor kwasu 9-cis-retinojowego / retinoid X receptor;

S — grupa szczuréw glodzonych przez 72 godz. / rats deprived of food for 72 hours;

SR — grupa szczur6w glodzonych przez 72 godz., a nastgpnie karmionych przez kolejne
72 godz. / rats subjected to 72-hour food deprivation and subsequently refed for
72 hours;

SCD1 — desaturaza stearoilo-CoA 1 / stearoyl-CoA desaturase 1 (EC 1.14.19.1);

SRE — element odpowiedzi na sterole / sterol regulatory element;

SREBP - biatko wiazace si¢ z elementem odpowiedzi na sterole / sterol response ele-
ment binding protein;

STAT — czynnik transkrypeyjny STAT / STAT transcription factor (signal transducers
and activators of transcription);

TZD — tiazolidinediony / thiazolidinediones;

TNFa — czynnik martwicy nowotworu o / tumour necrosis factor a;

WAT - biala tkanka tluszczowa / white adipose tissue;
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1. WSTEP
1.1. Tkanka tluszczowa i jej gléwne funkcje

W tkance tluszczowej dominuja charakterystyczne dla tej tkanki komorki ttuszczo-
we — adipocyty. Gléwnym skladnikiem adipocytéw sa triacyloglicerole, ktore moga
stanowi¢ do okoto 90% ich objgtosci. Dzigki duzej zawartosci triacylogliceroli adipocyty
moga petni¢ funkcjg ,,magazynu energii”. Poza adipocytami w tkance tluszczowej wy-
stepuja rowniez komorki $cian naczyn krwionosnych, preadipocyty, fibroblasty, granu-
locyty, limfocyty, makrofagi i komoérki tuczne [26, 54].

Biata tkanka tluszczowa (WAT) jako magazyn lipidow ma bardzo duze mozliwosci
zwigkszania swojej masy. Moze to by¢ osiagnigte poprzez wzrost ilo$ci triacylogliceroli
przechowywanych w kazdej komorce. Substratami do syntezy triacylogliceroli moga by¢
kwasy tluszczowe powstate de novo z glukozy w adipocytach, pochodzace z watroby
czy tez ze spozytego pokarmu. Ponadto masa tkanki thuszczowej moze ulec zwigkszeniu
poprzez wzrost ilosci adipocytdw powstajacych w wyniku podzialow i rdéznicowania
komoérek. Mozliwos¢ przechowywania nadmiaru spozytej energii niewatpliwie zwigksza
szanse przezycia organizmu, jednak nadmierne magazynowanie energii w dtuzszej skali
czasowej wiaze si¢ z otyloscia i niektorymi schorzeniami metabolicznymi, gtdéwnie cu-
krzyca typu 2 i chorobami uktadu krazenia.

Podstawowa funkcja tkanki thuszczowej jest synteza lipidow, a masa tej tkanki, za-
lezna od ilo$ci zgromadzonych lipidow, jest kontrolowana zaréwno podczas nadmiernej,
jak i niewystarczajacej podazy pochodzacych z pozywienia kwasow thuszczowych, nie-
zbednych do syntezy triacylogliceroli. Aktywnos$¢ lipogenna tkanki tlhuszczowej jest
regulowana gltéwnie przez insuling, jednak wewnatrzkomoérkowe mechanizmy przeka-
zywania sygnalu insuliny, a takze innych hormonéw oraz udziat réznych czynnikéw
transkrypcyjnych w regulacji szlakow metabolicznych w adipocytach nie zostatly jeszcze
w pelni poznane. Procesy regulujace ilos¢ energii zmagazynowanej w postaci lipidow sa
precyzyjnie kontrolowane i u dorostego, dojrzatego ptciowo osobnika prowadza do usta-
lenia si¢ statej masy tkanki ttuszczowej i statego st¢zenia adipokin we krwi, co wptywa
takze na stgzenie insuliny we krwi. Przyktadowo, myszy pozbawione lipazy lipoprote-
inowej (LPL) w tkance tluszczowej utrzymuja normalna masg tej tkanki dzigki wzmozo-
nej syntezie kwasow thuszczowych de novo [201]. Sugeruje to, ze utrzymanie statej masy
tkanki thuszczowej ma duze znaczenie dla organizmu, i ze istnieje wewngtrzny mecha-
nizm kompensacyjny regulujacy mase tej tkanki. W doswiadczalnych modelach zwie-
rzgcych przypominajacych lipodystrofig, takich jak transgeniczne myszy, u ktérych
wystepuje brak lub zmniejszenie ilosci WAT, zaobserwowano wzrost stg¢zenia insuliny
i glukozy oraz wzrost stgzenia wolnych kwasow ttuszczowych i triacylogliceroli we krwi
[122]. Wszczepienie biatej tkanki tluszczowej takim myszom obniza stgzenie insuliny
i glukozy we krwi oraz zwigksza wrazliwo$¢ mig$ni na insuling [43].

Zmiany masy tkanki ttuszczowej nastgpuja poprzez wzrost liczby dojrzatych adipo-
cytow réznicujacych z preadipocytdOw oraz poprzez zmiany iloSci triacylogliceroli zma-
gazynowanych w poszczegolnych adipocytach [26]. W przypadku ujemnego bilansu
energetycznego spada masa tkanki thuszczowej, co jest wywotane malejacymi zasobami
triacylogliceroli zmagazynowanych w adipocytach. Natomiast w przypadku dodatniego
bilansu energetycznego rosnie masa tkanki ttuszczowej, co wynika ze zwigkszonej aku-
mulacji triacylogliceroli w adipocytach. Zaktada sig, ze adipocyty moga mie¢ pewna
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maksymalna objgtos¢, powyzej ktorej nie rosna [32, 47]. Pojawiajace si¢ duze adipocyty
moga wywotywaé réznicowanie preadipocytow w kierunku dojrzatych adipocytow.
Wzrost masy tkanki tluszczowej moze przebiegac z przewaga wzrostu objetosci komo-
rek lub z przewaga wzrostu liczby dojrzatych adipocytow, w zaleznos$ci od lokalizacji tej
tkanki [32]. Uwaza sig, ze w réznicowaniu preadipocytow w kierunku adipocytéw do-
minujaca rolg odgrywaja receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow
(PPAR) i biatko wiazace si¢ z sekwencja wzmacniajaca CCAAT (C/EBP) [47, 97].

Z trzech znanych izoform receptoréw PPAR w tkance tlhuszczowe;j ilo§ciowo domi-
nuje PPARY, ktéry obok C/EBPa jest jednym z gtéwnych czynnikéw transkrypcyjnych
regulujacych proces réznicowania adipocytow [181]. PPARy jest niezbedny do prawi-
dlowego rozwoju tkanki ttuszczowej, bowiem brak tego receptora u homozygotycznych
myszy pozbawionych obu alleli genu kodujacego PPARY prowadzi do $mierci w okresie
zarodkowym, natomiast u heterozygot obserwuje si¢ zahamowanie procesu adipogenezy
[8, 95, 149]. Z kolei sztucznie wywotana nadekspresja PPARy w fibroblastach prowadzi
do réznicowania tych komoérek w dojrzate adipocyty [180].

W procesie adipogenezy poza receptorem jadrowym PPARYy istotna rolg¢ odgrywaja
rowniez czynniki transkrypcyjne z rodziny C/EBP [97, 142, 149]. Czynniki C/EBPfJ
i C/EBP9, indukowane podczas dojrzewania adipocytéw, moga wywolywaé wzrost
ekspresji genow kodujacych C/EBPa i PPARy — najwazniejszych, obok SREBP-1,
czynnikoéw transkrypcyjnych w dojrzatych adipocytach [142]. Zaréwno czynnik
C/EBPa, jak ireceptor jadrowy PPARy moga indukowaé proces adipogenezy; jednak
C/EBPo wymaga obecnosci PPARy, natomiast PPARy moze wywotaé proces adipoge-
nezy nawet w komoérkach pozbawionych C/EBPa [150]. Geny, ktorych ekspresja zacho-
dzi w adipocytach sa bezposrednio lub posrednio regulowane przez C/EBPa i PPARy
i z reguly zawieraja w swoich regionach promotorowych elementy odpowiedzi rozpo-
znawane przez te biatka [53, 135, 157].

Tkanka thuszczowa jest nie tylko miejscem przechowywania zgromadzonych w po-
staci lipidow zasobow energetycznych, ale réwniez narzadem wydzielniczym syntetyzu-
jacym rézne, aktywne biologicznie bialka takie jak: leptyna, adiponektyna i rezystyna
oraz wiele innych okreslanych wspolnym mianem ,,adipokiny” [54, 90]. W tkance tlusz-
czowej powstaja cytokiny, takie jak czynnik martwicy nowotworu o (TNFa) i interleu-
kiny oraz szereg biatek zwiazanych z krzepnigciem krwi i innymi funkcjami uktadu
krazenia [90]. Lacznie w tkance tluszczowej powstaje kilkadziesiat wydzielanych do
srodowiska zewnatrzkomérkowego biatek. Czg$¢ z wydzielanych przez tkankg thusz-
czowa biatek, migdzy innymi TNFa i interleukina 6 (IL-6), moze odgrywacé rolg w pato-
genezie cukrzycy typu 2. Proponowano udziat zwigkszonej syntezy TNFa, obserwowa-
nej w tkance thuszczowej 0sob otytych, w rozwoju opornosci na insuling [54]. Jednak
ilos¢ TNFa wydzielanego przez tkanke thuszczowa cztowieka jest niewielka, w zwiazku
Z tym przypuszcza sig, ze odgrywa on raczej rolg auto- lub parakrynng i nie jest uwal-
niany do krwi [121]. Stezenie IL-6 w surowicy krwi ro$nie wraz ze wzrostem masy ciata
i masy tkanki thuszczowej oraz wykazuje ujemna korelacj¢ z wrazliwoscia na insuling
[9].

W regulacji rownowagi energetycznej organizmu glowna role odgrywaja trzy adi-
pokiny: leptyna, adiponektyna i rezystyna. Z tego wzgledu ich struktura i funkcje zosta-
na szerzej omoéwione w dalszej czgsci rozprawy.
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1.2. Leptyna - regulacja biosyntezy w tkance tluszczowej i udzial
w regulacji funkcji tej tkanki

Leptyna jest jednym z wazniejszych i jednoczes$nie najlepiej poznanym biatkiem
wydzielanym przez adipocyty. Zostata ona odkryta w 1994 roku i nazwana leptyna od
greckiego stowa Aemtog (gr. drobny, szczuply) [208]. U czlowieka, tak jak u innych
ssakow, leptyna powstaje glownie w dojrzatych adipocytach tkanki thuszczowej [54, 90].
Mniejsze ilosci tego biatka sa syntetyzowane takze w innych narzadach lub tkankach,
np. w tozysku, mozgu, zotadku i gruczole mlekowym [90]. Wyjatkowo u ptakow glow-
nym miejscem powstawania leptyny jest watroba [91].

Zarowno u czlowieka, jak i gryzoni leptyna jest syntetyzowana jako biatko sktada-
jace si¢ ze 167 aminokwasow, z ktorych 21 stanowi sekwencje sygnalowa. Po odcigciu
sekwencji sygnatowej leptyna wydzielana jest na zewnatrz komorki jako biatko o masie
okoto 16 kDa [208].

Biosynteza leptyny w tkance tluszczowej jest regulowana gtéwnie przez insuling.
Insulina indukuje transkrypcje genu Lep (u czltowieka LEP) wywotujac dlugotrwate
zmiany ekspresji tego genu w adipocytach [101, 137, 153] oraz wplywa na tempo trans-
lacji [96]. Niezaleznie od insuliny dziata glukoza, ktora w krotkim czasie wywotuje
wzrost stgzenia mRNA leptyny i moze odgrywac gtdwna rolg w szybkiej regulacji zmian
ekspresji genu Lep [120, 125]. Wzrost ekspresji genu kodujacego leptyneg, zardwno in
vivo w tkance thuszczowej, jak 1 w hodowli komorkowej adipocytow, wywotuja takze
glukokortykosteroidy [96, 167]. W inkubowanych skrawkach tkanki tluszczowej czto-
wieka dziatanie insuliny i glukokortykosteroidow jest addytywne lub synergistyczne
w zalezno$ci od miejsca pobrania tkanki tluszczowej [96, 151]. Przeciwne dziatanie
wykazuje glukagon, ktory poprzez wzrost stgzenia cAMP obniza poziom mRNA leptyny
w adipocytach [167]. Aktywatory receptoréw PPAR obnizaja ekspresje¢ genu kodujacego
leptyne [31, 66, 86].

Wrazliwo$é genu Lep na insuling i glukagon sugeruje, ze jego ekspresja moze ule-
ga¢ zmianom pod wpltywem diety. Z naszych wczesniejszych badan wynika, ze cyklicz-
ne zmiany podazy pokarmu wywotuja spadek st¢zenia leptyny w surowicy krwi szczu-
row [92]. W otylosci, zardwno u cztowieka, jak i u gryzoni, obserwuje si¢ podwyzszone
stezenie leptyny w krazeniu, ktore spada po zastosowaniu diety redukcyjnej i obnizeniu
masy ciata [82, 90]. Z badan nad obnizaniem masy ciata otytych pacjentow wynika, ze
leptyna jest jedyna adipokina, ktorej stgzenie we krwi spada we wszystkich strategiach
obnizania masy ciala, niezaleznie od rodzaju zastosowanej diety redukcyjnej [82].

Wydzielanie leptyny przez adipocyty jest rowniez regulowane przez hormony. Lep-
tyna jest gromadzona w adipocytach, a nastgpnie pod wptywem insuliny moze by¢ wy-
dzielana poza komorke [15, 96]. Pod kontrola insuliny jest wigc nie tylko synteza lepty-
ny w adipocytach, lecz rowniez jej uwalnianie przez komorki tkanki ttuszczowej. Glu-
kagon natomiast obniza wydzielanie leptyny do $§rodowiska [167].

Leptyna moze wptywac na funkcje komoérek poprzez receptor leptyny zlokalizowa-
ny w blonie komorkowej. Receptory leptyny przekazuja sygnal do wngtrza komorki
poprzez aktywacje¢ kinaz Janusa (JAK) i czynnikow transkrypcyjnych STAT. Zabloko-
wanie drogi sygnatowej leptyny moze by¢ skutkiem syntezy niefunkcjonalnej leptyny
lub braku jej receptora (np. u myszy ob/ob lub db/db i u szczurdw fa/fa), jak rowniez
nabytej oporno$ci na leptyng u oséb otylych [90]. Dziatanie tego hormonu jest zwiazane
z regulacja metabolizmu energetycznego organizmu. Zaréwno u miodych, jak i dojrza-
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lych piciowo osobnikéw ilos¢ leptyny wydzielanej przez adipocyty zalezy od masy
tkanki tluszczowej 1 odzwierciedla ilo$¢ zasobow energetycznych przechowywanych
w tej tkance [89, 209]. Receptor leptyny wystepuje takze w adipocytach, dzigki czemu
leptyna moze wykazywaé dziatanie auto- lub parakrynne [15, 75]. Pod wplywem akty-
wacji receptora leptyny w tkance tluszczowej rosnie aktywnos¢ kinazy biatkowej zalez-
nej od AMP (AMPK), ktora z kolei moze wptywaé na lipolize stymulowana przez ka-
techolaminy [106].

Rola leptyny w regulacji masy tkanki thuszczowej i utrzymywaniu réwnowagi ener-
getycznej u cztowieka nie jest jednoznacznie okreslona. U ludzi o takiej samej masie
tkanki thuszczowej stwierdzono wielokrotne roznice stgzenia tego hormonu w surowicy
krwi i czesto brak reakcji na podana rekombinowang leptyng [20]. Leptyna poza wielo-
ma innymi funkcjami uczestniczy w regulacji wrazliwosci tkanek na insuling, czego
przyktadem moze by¢ spadek opornosci na insuling po podaniu leptyny w lipodystrofii
[136, 164].

Wydzielana do krwi leptyna dociera do moézgu i wiaze si¢ ze swoimi receptorami
w podwzgorzu wywotujac takie zmiany jak: zmniejszenie spozycia pokarmu, obnizenie
masy tkanki thuszczowej i zwigkszenie ilosci wydatkowanej energii; w sumie przyczy-
niajac si¢ do spadku masy ciata [50, 156]. Pod wplywem leptyny dochodzi migdzy in-
nymi do supresji genéw kodujacych neuropeptyd Y (NPY) i galaning oraz do indukcji
genu kudujacego kortykoliberyng (CRH) w podwzgérzu, co prowadzi do obnizenia
taknienia [50,152, 156, 172]. Poza podwzgoérzem odnotowano réwniez obecnos¢ recep-
tora leptyny i dziatanie tego hormonu na trzustke, watrobg, migsnie szkieletowe 1 jelito
[108, 160, 194, 195]. Niewatpliwie leptyna uczestniczy nie tylko w regulacji pobierania
pokarmu i tempa podstawowe] przemiany materii, lecz takze w regulacji funkcjonowa-
nia systemu immunologicznego, uktadu krwiono$nego, ptodnosci i w regulacji wielu
innych funkcji organizmu [25, 90, 107, 166], ktérych nie omowiono szczegdlowo, po-
niewaz nie maja bezposredniego zwiazku z gldéwnym tematem rozprawy habilitacyjne;j.

1.3. Adiponektyna — regulacja biosyntezy w tkance thuszczowej i udzial
w regulacji funkcji tej tkanki

Sposréd wielu pochodzacych z tkanki thuszczowej adipokin na szczegdlng uwage
zastuguje adiponektyna — swoiste dla adipocytow biatko, wydzielane w duzych ilosciach
przez tkanke tluszczowa. Adiponektyna zostata odkryta i opisana jako charakterystyczne
dla tkanki tluszczowej biatko o masie okoto 30 kDa [54]. Synteza adiponektyny zacho-
dzi niemal wylacznie w tkance tluszczowej, a mRNA kodujace to biatko jest transkryp-
tem wystgpujacym w najwickszej ilosci kopii w adipocytach [110]. Stgzenie adiponek-
tyny we krwi miesci si¢ w zakresie od kilku do kilkunastu pg/ml, tak jak wielu biatek
nichormonalnych [3]. Wykazano, ze synteza adiponektyny w tkance tluszczowej oraz jej
stezenie we krwi obniza si¢ wraz z rozwojem otytosci u ludzi oraz w cukrzycy typu 2
[3]. Sugeruje to, ze zaburzona synteza i wydzielanie adiponektyny moze by¢ jedna
Z przyczyn rozwoju opornosci na insuling i cukrzycy typu 2, zwiazanych z otytoscia.

Adiponektyna u czlowieka jest zbudowana z 244 aminokwasow, z ktorych 17 sta-
nowi sekwencje¢ sygnatowa [58]. Po odcigciu sekwencji sygnatowej powstaje biatko
o masie 28 kDa. Dojrzata adiponektyna ma charakterystyczna struktur¢. Mozna w niej
wyr6ozni¢ domeng o zmiennej sekwencji, znajdujaca si¢ na koncu aminowym; domeng
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wioknista, ktora budowa przypomina kolagen typu VIII i X oraz potozona na koncu
karboksylowym domeng globularna, ktorej sekwencja wykazuje wysokie podobienstwo
do sekwencji jednego z bialek systemu dopetniacza — Clq [110]. Adiponektyna dzigki
swej budowie moze tworzy¢ multimery — globularne i wtokniste domeny adiponektyny
umozliwiajg taczenie si¢ czasteczek w homotrimery, natomiast dzigki domenie o zmien-
nej sekwencji powstaja struktury wyzszego rzedu sktadajace si¢ z 12, 18 i wigkszej licz-
by czasteczek adiponektyny [71, 72, 193]. Powstawanie heksamer6w i multimerycznych
form adiponektyny o wigkszej liczbie czasteczek jest zalezne od modyfikacji posttrans-
lacyjnych zachodzacych w domenie wtoknistej [134]. Proporcje iloSciowe migdzy po-
szczegolnymi formami multimerycznymi adiponektyny we krwi zaleza od wielu czynni-
koéw. Istotne roznice, zalezne od plci i stopnia otylosci, dotycza przede wszystkim stgze-
nia multimeré6w oznaczanych jako HMW. Zaobserwowano wczesniej, ze stgzenie adipo-
nektyny jest wyzsze u kobiet niz u mezczyzn [3, 28]. Obecnie uwaza sig, ze roznice te
dotycza nie tylko catkowitego stezenia adiponektyny, lecz réwniez proporcji iloscio-
wych poszczegdlnych form tego hormonu, poniewaz u kobiet jest wyzsze niz
umezezyzn stgzenie formy HMW adiponektyny [193]. Wiadomo takze, ze st¢zenie
adiponektyny w osoczu 0sob otylych jest znacznie nizsze niz u 0soéb szczuplych [3].
Ponadto u o0séb otylych stezenie formy HMW adiponektyny jest nizsze niz u osob
szczuplych, podczas gdy stezenie heksamerdw i trimerdw adiponektyny jest takie samo
lub wyzsze [83].

Regulacja ekspresji genu kodujacego adiponektyng nie zostala jeszcze w petni po-
znana; wiadomo jednak, ze moze w niej bra¢ udziat wiele czynnikoéw hormonalnych.
Ekspresja genu kodujacego adiponektyng wzrasta, gdy masa tkanki thuszczowej ulega
obnizeniu oraz pod wptywem IGF-1; maleje natomiast wraz z rozwojem otylosci oraz
pod wptywem glukokortykosteroidow, TNFa i agonistow receptoréw B-adrenergicznych
[3, 38, 39, 51]. W regulacji ekspresji genu kodujacego adiponektyn¢ bierze rowniez
udziat insulina, jednak jej rola pozostaje niewyjasniona. Jak dotad zaobserwowano wy-
wolany przez insuling wzrost ekspresji genu kodujacego adiponektyng w eksplantach
z trzewnej tkanki tluszczowej czlowieka [51] oraz obnizenie ekspresji tego genu
w hodowli komdrkowej adipocytéw po podaniu insuliny [39]. U zdrowych oso6b podanie
insuliny prowadzi do spadku ilosci mRNA adiponektyny w tkance ttuszczowej, jak i do
spadku stezenia adiponektyny we krwi; natomiast u osob charakteryzujacych si¢ mniej-
sza wrazliwosécia na insuling hormon ten nie zmienia poziomu mRNA adiponektyny
w tkance tluszczowej, jednak obniza st¢zenie adiponektyny we krwi [105]. Wydaje sig,
ze insulina moze regulowaé ekspresj¢ genu kodujacego adiponektyng w tkance thusz-
czowej, hamujac jego transkrypcjg lub obnizajac stabilnos¢ mRNA, a takze regulowac
stezenie adiponektyny we krwi, przyspieszajac jej usuwanie z krwiobiegu. Ligandy
receptorow jadrowych PPAR zwigkszaja ekspresje genu kodujacego adiponektyne oraz
jej stezenie w surowicy krwi [54, 111]. Podanie myszom fenofibratu, aktywatora recep-
tora PPARa, zwigksza stgzenie adiponektyny w surowicy krwi, jednak nie zmienia po-
ziomu mRNA adiponektyny w tkance thuszczowej [52].

U myszy rodzaj diety nie wplywa na st¢zenie adiponektyny w surowicy krwi [52,
175]. Natomiast u szczurow wykazano niewielki spadek stezenia tej adipokiny w suro-
wicy krwi po zmianie diety na wysokotluszczowa [145]. Zastosowanie roéznych diet
redukcyjnych podnosi lub jest bez wptywu na stgzenie adiponektyny we krwi. W bada-
niach Combs i wsp. [28] oraz Varady i wsp. [189] z zastosowaniem diet redukcyjnych
odnotowano podwyzszone stgzenie adiponektyny w surowicy krwi chudych myszy.
Obnizanie masy ciata u otylych pacjentéw po zastosowaniu réznych diet redukcyjnych
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zwykle nie zmiania st¢zenia adiponektyny [82]. Postuluje si¢ jednak, ze dieta redukcyjna
moze zmieni¢ proporcje poszczegdlnych frakcji adiponektyny poprzez zwigkszenie
stezenia frakcji HMW we krwi [83].

Wykazano, ze adiponektyna laczy si¢ ze swoistym receptorem blonowym wystepu-
jacym w postaci dwoch izoform: AdipoR1 i AdipoR2, obecnych gtownie w migéniach
szkieletowych i w watrobie [205]. Obie formy receptora adiponektyny wystepuja row-
niez w WAT [73]. Regulacja ekspresji gendw kodujacych receptory adiponektyny nie
jest jeszcze dobrze poznana. Wiadomo, ze zmiana diety ze standardowej na wysokowg-
glowodanowa obniza u myszy ekspresje¢ genu kodujacego AdipoR1 w tkance ttuszczo-
wej 1 stabo obniza lub nie wptywa na ekspresje genu kodujacego AdipoR2 [52]. Podob-
nych zmian ekspresji AdipoR1 i AdipoR2 nie zaobserwowano ani w migs$niach szkiele-
towych, ani w watrobie [52].

W réznych modelach otylosci zaobserwowano, ze ekspresja genéw kodujacych re-
ceptor adiponektyny w WAT otytych zwierzat jest nizsza niz u szczuptych osobnikéw
lub tez, ze nie ma zmian w poréwnaniu do zwierzat chudych. Ekspresja genu kodujacego
receptor AdipoR1 w tkance tluszczowej otylych szczurow fa/fa byla nizsza niz
u szczuptych szczuréw w badaniach Oana i wsp. [128], podczas gdy grupa Beylot i wsp.
[12] wykazata nizsza ekspresje genu kodujacego AdipoR2 u otylych szczuré6w. Podobnie
u otylych myszy szczepu ob/ob i KKy ekspresja obu gendw kodujacych receptor adipo-
nektyny jest nizsza niz u myszy chudych [185, 186].

Adiponektyna odgrywa istotna rolg w regulacji metabolizmu glukozy i lipidow, jed-
nak jej szlak sygnalowy nie zostat jeszcze w pelni poznany. Wewnatrz komoérki w Sciez-
ce sygnatowej adiponektyny uczestniczy najprawdopodobniej jadrowy receptor PPARa
i AMPK, ktora ulega fosforylacji pod wptywem adiponektyny [106, 205]. Adiponektyna
reguluje przemiany weglowodandw ikwasow tluszczowych w  rdzny sposob
w poszczegdlnych narzadach i tkankach. Istotng rolg¢ w mechanizmie jej dziatania od-
grywa zdolno$¢ do tworzenia multimerow. Od stopnia oligomeryzacji adiponektyny
zalezy swoistos¢ jej oddzialywania z receptorami, a nastgpnie aktywacja odpowiednich
sciezek sygnatowych oraz wptyw na zmiany metabolizmu glukozy i kwasow ttuszczo-
wych [184, 204, 205]. W mig$niach szkieletowych, w ktorych dominuje posta¢ AdipoR1
receptora adiponektyny, trimery adiponektyny przez aktywacje¢ Sciezki sygnalowej
z udzialem AMPK zwigkszaja pobieranie i utlenianie glukozy, a po obnizeniu aktywno-
Sci karboksylazy acetylo-CoA (ACC), wywotuja wzrost utleniania kwasow ttuszczo-
wych [204, 205]. W dojrzatych izolowanych adipocytach, gdzie wystgpuja obie formy
receptora adiponektyny, globularna forma adiponektyny zwigksza aktywnos¢ AMPK
[73, 106]. Natomiast w watrobie, gdzie przewaza posta¢ AdipoR2 receptora, regulacja
przemian glukozy i kwasow ttuszczowych zachodzi gtéwnie pod wptywem multimerow
adiponektyny (HMW) [74, 204, 205]. Wiazanie HMW z receptorem AdipoR2 aktywuje
w hepatocytach, podobnie jak w miocytach, $Sciezke sygnalowa z udzialem AMPK, co
z kolei prowadzi do obnizenia aktywnosci ACC i do stymulacji utleniania kwaséw thusz-
czowych [204]. Ponadto po zwiazaniu HMW przez AdipoR2 obserwuje si¢ w watrobie
zahamowanie glukoneogenezy [27, 204]. Pod wptywem adiponektyny dochodzi wigc do
zwigkszenia zuzycia glukozy i kwasow ttuszczowych w migsniach oraz do zwigkszone-
go utleniania kwasow tluszczowych i zahamowania syntezy glukozy w watrobie. Zabu-
rzenia w powstawaniu multimeréw i w wydzielaniu adiponektyny do krwi, bedace wy-
nikiem mutacji w genie adiponektyny, oraz towarzyszaca hipoadiponektynemia sa zwia-
zane ze zmniejszonym zuzyciem glukozy i rozwojem cukrzycy typu 2 [72]. Adiponekty-
na bierze rowniez udzial w hamowaniu procesu powstawania zmian miazdzycowych —
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gromadzi si¢ w przestrzeni podsrédbtonkowe]j uszkodzonej tetnicy, hamuje ekspresje
czasteczek adhezyjnych w komorkach srodblonka naczyn i powstrzymuje rozwoj odczy-
nu zapalnego, hamuje takze akumulacj¢ lipidow w makrofagach oraz transformacje
makrofagéw w komorki piankowate [71].

1.4. Rezystyna — regulacja biosyntezy w tkance tluszczowej i udzial
w regulacji funkcji tej tkanki

Rezystyna, nazywana réwniez ADSF (ang. adipocyte-specific secretory factor)
1 FIZZ3 (ang. found in inflammatory zone 3), jest bialtkiem zbudowanym ze 108 amino-
kwasow u ludzi, natomiast u myszy i szczura ze 114 aminokwasow [58, 80, 173]. Biatko
to jest kodowane przez gen Retn (u cztowieka RETN). Charakterystyczng cecha rezysty-
ny jest duza liczba reszt cysteiny w tancuchu polipeptydowym [6, 80, 173]. W domenie
karboksylowej rezystyny znajduje sig¢ 10 reszt cysteiny, migdzy ktorymi powstaje pigé
wiazan dwusiarczkowych, istotnych w procesie poprawnego faldowania tej, przyjmuja-
cej globularny ksztalt, czgsci biatka [133]. Z kolei w domenie N-koncowej znajduje si¢
jedna reszta cysteiny, ktoéra pozwala na utworzenie polaczonych wiazaniem dwusiarcz-
kowym homodimeréw rezystyny [6, 133]. W wyniku wzajemnego taczenia si¢ trzech
pojedynczych czasteczek rezystyny — protomeréw — powstaja trimery, natomiast pola-
czenie trzech dimerow rezystyny prowadzi do powstania heksamerow rezystyny. Re-
zystyna wystepuje we krwi w obu postaciach, z przewaga heksamerow, ktore stanowia
80-90% [133]. Wymienione postaci oligomeryczne rezystyny réznia sig¢ aktywnoscia
biologiczna — trimery w znacznie wigkszym stopniu obnizaja wrazliwo$¢ watroby na
insuling. Wydaje si¢, ze do osiagnigcia pelnej aktywnosci biologicznej rezystyna wyma-
ga przeksztalcenia z postaci heksameru do trimeru [133].

Ekspresj¢ genu kodujacego rezystyng wykazano poczatkowo w tkance thuszczowej
myszy [173]. W wyniku kolejnych badan ekspresj¢ genu Retn wykazano w mozgu my-
szy — w podwzgorzu i korze, a w okresie dojrzewania rowniez w przysadce mozgowej
[124]. Z kolei u szczura wykryto obecnos¢ mRNA rezystyny w bialej i brunatnej tkance
thuszczowej, a takze w zotadku, jelicie, nadnerczach i w mig$niach szkieletowych [80,
127]. Wsréd komorek izolowanych z tkanki thuszczowej szczura gen kodujacy rezystyne
ulega ekspresji tylko w dojrzatych adipocytach; natomiast w preadipocytach mRNA
rezystyny jest poczatkowo niewykrywalny — pojawia si¢ dopiero w pdznym stadium
roznicowania w kierunku adipocytow, podobnie jak inne transkrypty charakterystyczne
dla dojrzatych adipocytow: mRNA receptora PPARY, adipocytarne biatko wiazace kwa-
sy tluszczowe (aFABP) i desaturaza stearoilo-CoA 1 (SCD1) [80]. W badaniach prze-
prowadzonych na skrawkach ludzkiej tkanki tluszczowej najwyzszy poziom mRNA
rezystyny oraz najwigksza ilo$¢ tego biatka zaobserwowano w podskornej tkance thusz-
czowej, pobranej z okolic brzucha, oraz w brzusznej tkance thuszczowej [116, 117, 154].
Gen RETN wulega ekspresji w preadipocytach 1 dojrzatych adipocytach, jednak
w dojrzatych adipocytach izolowanych zar6wno z brzusznej, jak i podskérnej tkanki
thuszczowej pacjentow poziom mRNA rezystyny byt bardzo niski [64, 117]. Wielokrot-
nie wyzszy poziom mRNA i samej rezystyny zaobserwowano w preadipocytach izolo-
wanych ztych samych tkanek [64, 117]. Ludzkie preadipocyty wydzielaja rowniez
znacznie wigcej rezystyny niz dojrzale adipocyty [117]. Obecno§¢ mRNA rezystyny
wykryto u cztowieka réwniez w monocytach i w tozysku [154, 207].
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Regulacja ekspresji genu kodujacego rezystyng nie zostata jeszcze poznana. W linii
komérkowej adipocytéw mysich 3T3-L1 biosynteza i wydzielanie rezystyny zaleza od
stopnia dojrzatosci komoérek. W preadipocytach linii 3T3-L1 nie zachodzi ekspresja
genu kodujacego rezystyng, mRNA rezystyny pojawia si¢ dopiero w trzecim i czwartym
dniu od rozpoczgcia réznicowania komoérek w kierunku adipocytow, nieznacznie pdzniej
niz mRNA PPARy, C/EBPa i SREBP-1 [80, 157, 173]. Wydaje sig, ze indukcja tran-
skrypcji genu Retn w dojrzewajacych komorkach linii 3T3-L1 zachodzi gtéwnie pod
wplywem C/EBPa [53]. Preadipocyty tej linii nie wydzielaja rezystyny do srodowiska
wzrostowego, natomiast dojrzate komoérki uwalniaja rezystyng w postaci homodimerow
[6].

W odroéznieniu od do$¢ dobrze poznanego wplywu receptora PPARYy na ekspresje
genu Retn w dojrzewajacych adipocytach linii 3T3-L1, rola tego receptora w regulacji
ekspresji genu kodujacego rezystyng w tkance tluszczowej zwierzat i cztowieka jest
mniej okreslona. Wyniki pierwszych badan wskazywaty, ze aktywacja receptora PPARY
przez podanie rosiglitazonu prowadzi do spadku poziomu rezystyny w surowicy krwi
chudych myszy FVB/N [173]. W badaniach opublikowanych w tym samym roku przez
inna grupe badawcza wykazano jednak, ze ekspresja genu Refn wzrasta w tkance thusz-
czowej myszy ob/ob icukrzycowych szczuréw ZDF, ktéorym podano rosiglitazon lub
inne zwiazki aktywujace receptor PPARy [200]. Wzrost ilosci mRNA rezystyny zaob-
serwowano rowniez w tkance tluszczowej myszy, zarowno chudych, jak i otylych, kar-
mionych dieta zawierajaca roézne zwiazki z grupy tiazolidinedionow [42]. Wyniki now-
szych badan przeprowadzonych na grupie pacjentdw z cukrzyca typu 2 wskazuja, ze
dtugotrwata terapia rosiglitazonem (aktywatorem receptora PPARy) prowadzi do znacz-
nego spadku ilosci mRNA rezystyny w podskornej tkance tluszczowej badanych osdb
[93]. Niewiele wiadomo o mozliwym udziale receptorow PPARa w regulacji ekspresji
genu kodujacego rezystyng. U myszy, ktérym podawano fenofibrat, stezenie rezystyny
w surowicy krwi bylo wyzsze niz w grupie kontrolnej [52]. Podobnie wzrést poziom
mRNA rezystyny w tkance thuszczowej.

Ekspresja genu kodujacego rezystyng w tkance thuszczowej podlega regulacji hor-
monalnej. Istotng rolg¢ w tej regulacji niewatpliwie odgrywa insulina, jednak jej wplyw
na biosynteze rezystyny nie jest jeszcze dobrze poznany. Badania przeprowadzone do-
tychczas na linii komérkowej mysich adipocytow 3T3-L1 oraz na modelach zwierzecych
dostarczyty sprzecznych wynikow. W adipocytach linii 3T3-L1 insulina obniza ekspre-
sj¢ genu Retn iilo$¢ rezystyny [165]. Z kolei w badaniach in vivo insulina wyraznie
indukuje ekspresje genu kodujacego rezystyng w tkance thuszczowej zwierzat [80, 200].
U myszy z cukrzyca wywolang podaniem streptozotocyny poziom mRNA rezystyny
w tkance tluszczowej jest bardzo niski, jednak po podaniu insuliny obserwuje si¢ wielo-
krotny (23-krotny po 30 minutach od podania insuliny) wzrost ilosci tego mRNA [80].
Podobne zmiany ekspresji genu Retn zaobserwowano w tkance tluszczowej cukrzyco-
wych szczurow ZDF po 6 godzinach od podania insuliny [200]. Wyniki powyzszych
badan wskazuja na istnienie istotnych réznic w regulacji ekspresji genéw migdzy linig
komodrkowa adipocytow 3T3-L1 a dojrzalymi adipocytami izolowanymi z tkanki thusz-
czowej. Glukokortykosteroidy, nawet w niskim st¢zeniu, znacznie zwigkszaja ekspresje
genu kodujacego rezystyng, zarbwno w adipocytach 3T3-L1, jak i w tkance ttuszczowej
myszy [165]. Z kolei TNFa silnie hamuje ekspresje genu kodujacego rezystyng w ko-
moérkach 3T3-L1, znoszac nawet stymulujacy wptyw glukokortykosteroidow [165].
Katecholaminy rowniez obnizaja ekspresj¢ genu Retn w adipocytach linii 3T3-L1 [165].
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Myszy karmione dieta bogata w weglowodany maja nizsze st¢zenie rezystyny w su-
rowicy krwi oraz nizszy poziom mRNA rezystyny w tkance tluszczowej [52, 175].
U myszy karmionych dieta wysokotluszczowa i wysokobialkowa st¢zenie rezystyny
w surowicy krwi jest wyzsze niz u zwierzat karmionych dieta wysokowgglowodanowa
[175]. Podobnie, w otytosci wywotanej dieta wysokotluszczowa u szczuré6w zaobser-
wowano wzrost poziomu mRNA rezystyny w tkance thuszczowej z najadrzy [81].

Dziatanie rezystyny jako hormonu mimo kilku lat badan nie zostalo blizej poznane.
Rezystyna zostata przez jej odkrywcdw opisana jako hormon peptydowy, wydzielany do
krwi przez adipocyty i zwigkszajacy opornos$¢ organizmu na insuling [173]. Proponowa-
no w zwiazku z tym, ze rezystyna moze by¢ dlugo poszukiwanym czynnikiem taczacym
otyto$¢ z patogeneza cukrzycy typu 2. Wyniki pierwszych badan zdawaty si¢ potwier-
dzaé te tezg — wykazano, ze stgzenie rezystyny w surowicy krwi wzrasta podczas wywo-
fanej dieta otylosci oraz w genetycznych modelach otytosci i opornosci na insuling
[173]. U otylych myszy, wykazujacych opornos¢ na dziatanie insuliny, neutralizacja
rezystyny za pomoca przeciwcial zmniejszata hiperglikemi¢, migdzy innymi dzigki
zwigkszeniu wrazliwos$ci na insuling, a w hodowli adipocytow linii 3T3-L1 powodowala
zwigkszenie stymulowanego przez insuling pobierania glukozy [173]. Natomiast poda-
wanie rekombinowanej rezystyny mimo, ze nie miato wptywu na poziom insuliny, zabu-
rzato tolerancj¢ glukozy iobnizalo wrazliwo$¢ na dziatanie insuliny in vivo u myszy
oraz in vitro w linii komorkowej adipocytow [173]. Rezystyna ostabia dziatanie insuliny
na watrobg, obnizajac hamujacy wplyw insuliny na glukoneogenez¢ watrobowa
i zwigkszajac tempo rozktadu glikogenu [133, 140]. Wskazuje to na udzial rezystyny
w powstawaniu popositkowej hiperglikemii. Ponadto u myszy z przewlekta hiperre-
zystynemia zaobserwowano podwyzszone stezenie glukozy we krwi wynikajace ze
zwigkszonej glukoneogenezy watrobowej [143]. Z kolei myszy pozbawione genu kodu-
jacego rezystyne wykazuja niski poziom glukozy po glodzeniu spowodowany najpraw-
dopodobniej obnizong glukoneogeneza watrobowa. Rowniez obnizenie st¢zenia rezysty-
ny we krwi wywotuje spadek stezenia glukozy u gtodzonych myszy spowodowany za-
hamowaniem watrobowej glukoneogenezy [7]. Mysia i ludzka rezystyna w postaci oli-
gomerycznej zmniejsza pobieranie i transport przezbtonowy glukozy w kardiomiocytach
[46]. Ponadto wykazano, ze stezenie rezystyny we krwi zmienia si¢ wraz ze zamianami
stezenia glukozy i insuliny [141].

Wyniki badan opublikowane przez inne zespoly dowodza, ze rezystyna moze byé
inhibitorem roéznicowania adipocytow regulowanym przez zasoby energetyczne organi-
zmu i przeciwdziatajacym rozrostowi tkanki thuszczowej [80, 89, 190]. Rezystyna hamu-
je dojrzewanie adipocytéw linii 3T3-L1 — w jej obecno$ci réznicowanie preadipocytow
linii 3T3-L1 w kierunku adipocytow zachodzi mniej wydajnie, obserwuje si¢ przy tym
znaczny spadek ekspresji genéow kodujacych PPARy, aFABP i syntazg kwasow ttusz-
czowych (FAS) — transkryptow charakterystycznych dla dojrzatych adipocytow [80].
Z uwagi na znaczny wzrost ekspresji genu kodujacego rezystyng w pdznym stadium
adipogenezy oraz jego indukcje w tkance tluszczowej podczas gltodzenia i karmienia
wydaje sig, ze rezystyna moze peli¢ funkcje czujnika stanu odzywienia organizmu,
ktory na zasadzie sprzgzenia zwrotnego dziala jako czynnik hamujacy dojrzewanie adi-
pocytdow 1 ograniczajacy rozrost tkanki thuszczowej [80]. Ludzka rezystyna,
w odroznieniu od mysiej, zwigksza lipoliz¢ w hodowli ludzkich adipocytéw oraz
w skrawkach tkanki thuszczowej myszy [130].
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Nie poznano jeszcze receptora rezystyny ani narzadow i tkanek docelowych tego
hormonu. Wtasciwa rola rezystyny w organizmie jest nadal niejasna, a jej poznanie
wymaga dalszych badan.

1.5. Regulacja metabolizmu weglowodanoéw i lipidéw w tkance
thuszczowej

Gtowne szlaki metaboliczne zachodzace w tkance tluszczowej sa zwiazane
z przemianami weglowodanow i lipidow. Synteza lipidow zapasowych w formie triacy-
logliceroli zalezy od stanu odzywienia organizmu oraz od stezenia insuliny i glukozy we
krwi [44, 63]. W przerwach pomigdzy positkami w tkance thuszczowej moze zachodzi¢
lipoliza, w czasie ktorej ze zgromadzonych triacylogliceroli uwolnione zostaja wolne
kwasy ttuszczowe i glicerol. Wigkszo$¢ z nich opuszcza tkankg thuszczowa i pojawia sig
w krazeniu, natomiast czg¢$¢ kwasoéw thuszczowych podlega powtdrnej reestryfikacji.
Lipogeneza prowadzaca do syntezy triacylogliceroli w tkance tluszczowej w czasie
dobrego odzywienia oraz lipoliza, dzigki ktorej zmagazynowane w triacyloglicerolach
kwasy tluszczowe moga sta¢ si¢ substratem energetycznym organizmu pozwalaja za-
chowaé réwnowage energetyczna, ktora jest konieczna do harmonijnego wzrostu
i rozwoju organizmu oraz do utrzymania go w zdrowiu. Rownowaga ta utrzymywana
jest dzigki ztozonemu uktadowi wielu procesow regulujacych synteze i rozktad triacylo-
gliceroli. Najbardziej efektywnym mechanizmem kontroli tak zlozonego ukiadu jest
regulacja transkrypcji gendéw kodujacych najwazniejsze biatka biorace w nim udziat.
W regulacji ekspresji gendéw kluczowa role odgrywaja receptory jadrowe i czynniki
transkrypcyjne, ktore poprzez oddzialywanie z odpowiednimi sekwencjami w DNA, tak
zwanymi elementami odpowiedzi znajdujacymi si¢ zwykle w regionie promotorowym
genu, moga indukowac¢ lub, rzadziej, hamowaé ekspresj¢ genu. Te procesy regulacyjne
sa precyzyjnie kontrolowane i prowadza do ustalenia si¢ statej masy tkanki thuszczowe;.

Dosy¢ dobrze zostaly poznane czynniki transkrypcyjne oraz wewnatrzkomorkowe
Sciezki sygnatowe aktywowane w procesie adipogenezy, a takze wzajemne zaleznos$ci
pomigdzy nimi. W procesie roznicowania adipocytdow wazna role odgrywa insulina,
poniewaz brak substratow receptora insuliny, IRS-1 i IRS-2 — przekaznikéw sygnatu
insuliny, uniemozliwia réznicowanie tych komoérek [118, 149]. W warunkach zabloko-
wania $ciezki sygnatowej insuliny obserwuje si¢ rowniez obnizona ekspresj¢ genow
kodujacych PPARy i C/EBPa [118]. Uwaza sig, ze gldwnym czynnikiem transkrypcyj-
nym, ktéry moze posredniczy¢ w przekazywaniu sygnatu insuliny i regulowaé ekspresje
gendw zwiazanych z przemianami weglowodanow i lipidéw w réznicujacych adipocy-
tach jest SREBP-1 [14, 162]. Pozostaje pytanie, czy podobne zaleznoSci zachodza
w dojrzatych adipocytach i jaki jest udzial poszczegdlnych receptoréw jadrowych
i czynnikow transkrypcyjnych w regulacji funkcji tkanki ttuszczowe;.

Jadrowe receptory hormondéw reaguja na stan metaboliczny komorki wiazac sig
z substratami, zwigzkami posrednimi lub produktami konicowymi réznych szlakéw me-
tabolicznych. Do najwazniejszych czynnikow transkrypcyjnych bioracych udziat
w regulacji ekspresji gendw kodujacych biatka zwigzane z metabolizmem weglowoda-
néw i lipidow w adipocytach nalezg receptory jadrowe PPAR oraz czynnik transkryp-
cyjny SREBP-1 [77, 183]. Do tej grupy receptoréw jadrowych dodano ostatnio watro-
bowy receptor X (LXR), ktory uczestniczy w regulacji ekspresji gendw kodujacych
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enzymy zwiazane z przemianami lipidow. W regulacji transkrypcji gendow przez opisane
wyzej receptory jadrowe bierze udziat takze receptor kwasu 9-cis-retinojowego (RXR).
Receptor ten moze wigza¢ pochodne kwasu retinowego, a jego obecnos¢ jest niezbedna
do utworzenia aktywnego transkrypcyjnie heterodimeru PPAR-RXR oraz heterodimeru
LXR-RXR.

Biatka SREBP, wiazace si¢ z elementem odpowiedzi na sterole (SRE), odgrywaja
istotna rolg¢ w regulacji metabolizmu lipidow i cholesterolu [174]. Rodzing biatek
SREBP tworza kodowane przez jeden gen i powstajace dzigki alternatywnemu sktadaniu
transkryptow biatka SREBP-la i SREBP-1c oraz kodowane przez inny gen biatko
SREBP-2 [174]. W obrebie genu kodujacego SREBP-1 znajduja si¢ dwa regiony promo-
torowe, w ktorych moze rozpoczac sig transkrypcja. Dzigki temu w wyniku transkrypcji
powstaja dwa rodzaje mRNA roznigce si¢ pierwszym eksonem. Powstajace nastgpnie
biatka, nazywane forma la i lc, zawieraja rozne sekwencje aminokwaséw na N-koncu,
pozostata czgé¢ biatka jest jednakowa [163].

Wszystkie trzy izoformy SREBP petnia podobne funkcje i reguluja syntezg lipidow
w tkankach ssakéw. Glowna rola SREBP-2 jest regulacja ekspresji genéw zwiazanych
ze szlakiem syntezy cholesterolu, natomiast SREBP-1a i SREBP-1c sa bardziej specy-
ficzne wobec gendéw zwiazanych z synteza kwaséw tlhuszczowych [14, 132, 162]. Oby-
dwie izoformy SREBP-1 wykazuja nietypowa specyficznos¢ wigzania DNA i wiaza si¢
zardwno z SRE-1, jak i z palindromowymi sekwencjami nazywanymi E-box, ktore wy-
stgpuja w regionach promotorowych gendéw enzymoéw lipogennych [174].

Do grupy waznych w regulacji metabolizmu czynnikéw transkrypcyjnych naleza
rowniez biatka wiazace si¢ z sekwencja wzmacniajaca CAAT (C/EBP), a takze biatko
wiazace si¢ z elementem odpowiedzi na weglowodany (ChREBP), regulujace przemiany
weglowodanow i lipidow [30, 44, 150, 187]. Pod wptywem czynnikoéw dietetycznych
i/lub metabolitow powstajacych w organizmie dochodzi do aktywacji wymienionych
czynnikdéw transkrypcyjnych, te z kolei moduluja ekspresje regulowanych przez nie
gendw i uruchamiaja w ten sposob szereg proceséw odpowiadajacych za dostosowanie
metabolizmu komoérek, narzadéw i catego organizmu do aktualnych warunkow.

Lipoliza, proces hydrolizy triacylogliceroli zmagazynowanych w tkance tluszczo-
wej, zachodzi dzigki aktywnosci lipaz, glownie specyficznej dla adipocytéw lipazy tria-
cyloglicerolowej (ATGL) i lipazy zaleznej od hormonow (HSL) [212]. Do niedawna za
najwazniejszy enzym lipolizy uwazana byta HSL. Wiadomo jednak, ze u myszy Hsl”
lipoliza w tkance tluszczowej zachodzi mimo braku tego enzymu [131, 197]. Obecnie
wydaje sig, ze to raczej ATGL jest gtowna lipaza odpowiedzialng za hydrolizg triacylo-
gliceroli w tkance tluszczowej [168, 212]. Regulacja ekspresji genu kodujacego ATGL
nie zostata jeszcze poznana; jednak z dotychczas przeprowadzonych badan wynika, ze
odbywa si¢ ona gldwnie na etapie transkrypcji [212]. Wiadomo, Ze ilos¢ mRNA ATGL
rosnie podczas glodzenia i spada podczas nastgpujacego po nim karmienia [191].
W hodowli adipocytéw 3T3-L1 ATGL jest indukowana przez glukokortykosteroidy,
jednak molekularny mechanizm tej regulacji nie jest znany [191]. Niedawno wykazano,
ze aktywatory receptora PPARy wywotuja indukcje genu kodujacego ATGL, zar6wno in
vitro w hodowli adipocytow 3T3-L1, jak i in vivo w tkance tluszczowej myszy ob/ob
[76]. Wiadomo réwniez, ze enzym ten nie jest regulowany przez fosforylacj¢ zalezna od
kinazy biatkowej A (PKA), lecz prawdopodobnie ulega fosforylacji przy udziale innej,
nie poznanej jeszcze kinazy [191, 212].

Poniewaz uwaza si¢, ze gldownymi receptorami jadrowymi regulujacymi roznicowa-
nie adipocytow, wydzielanie adipokin oraz metabolizm weglowodanéw 1 lipidow
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w tkance tluszczowej sg receptory PPAR, ich udziat w regulacji funkcjonowania adipo-
cytow bedzie przedstawiony w odrgbnym rozdziale.

1.6. Udzial receptoréw PPAR w regulacji wydzielniczej i metabolicznej
funkcji tkanki thuszczowej

We wcezesnych badaniach nad receptorami PPAR wykazano, ze sa one aktywowane
przez zwiazki wywotujace proliferacjg peroksysomow w watrobie gryzoni [155]. Dalo to
poczatek stosowanej do dzisiaj nazwie tej grupy receptoroOw: ,receptory aktywowane
przez proliferatory peroksysomow”. Receptory PPAR sa czynnikami transkrypcyjnymi
z rodziny jadrowych receptoréw hormonéw [183]. Poniewaz mimo wieloletnich badan
nie udalo si¢ znalez¢ hormonow, ktore bylyby specyficznymi ligandami tych recepto-
row, PPAR byly okreslane mianem ,receptorow sierocych” (ang. orphan receptors).
Obecnie uwaza sig, ze receptory PPAR dziataja raczej jako czujniki metaboliczne, wraz-
liwe na zmiany stgzenia kwasow tluszczowych i innych metabolitow, a nie jak typowe
receptory hormon6éw. Wiazanie liganda prowadzi do wzrostu aktywnos$ci transkrypcyj-
nej receptora PPAR. Aktywowane PPAR reguluja ekspresj¢ szeregu gendw zwiazanych
z wieloma szlakami metabolicznymi, dopasowujac intensywno$¢ poszczeg6lnych szla-
kow do zmieniajacych sig warunkow fizjologicznych, o ktérych informuja zmiany we-
wnatrzkomorkowego stgzenia kwasow thuszczowych i eikozanoidow.

Znane sg trzy podstawowe izoformy PPAR: PPARa, PPARy i PPARS [155]. Ich ak-
tywnos$¢ moze by¢ regulowana farmakologicznie przez wiele zwiazkow, z ktorych naj-
wazniejsze sa fibraty aktywujace receptor PPARa i tiazolidinediony (TZD) aktywujace
PPARy [98, 155]. Receptory jadrowe PPAR tworza heterodimery z receptorem RXR,
a nastepnie wiaza si¢ z docelowa sekwencja w promotorach réznych gendéw nazywana
elementem odpowiedzi na proliferatory peroksysoméw (PPRE) [155]. Z heterodimerem
PPAR-RXR wiaza si¢ rozne koaktywatory lub korepresory odpowiednio modyfikujac
aktywno$¢ transkrypcyjna heterodimeru. PPAR moga by¢ dodatkowo regulowane przez
fosforylacje, ponadto na aktywnos$¢ heterodimeru PPAR-RXR wplywaja takze ligandy
RXR. Poszczegolne izoformy PPAR odgrywaja kluczowa rol¢ w homeostazie lipidowe;.
Ponadto receptory te uczestnicza w homeostazie wegglowodanow, wptywaja na prolifera-
cje i ro6znicowanie komorek, reguluja ekspresje genéw kodujacych adipokiny oraz biora
udziat w hamowaniu proceséw zapalnych [18, 77, 155, 170].

W tkance tluszczowej dominuje receptor PPARy, ktéry wystgpuje rowniez
w niewielkim st¢zeniu w wielu innych tkankach ssakow [16]. U cztowieka ekspresja
genu kodujacego PPARy moze by¢ regulowana przez cztery rézne regiony promotoro-
we. Na matrycy powstajacych transkryptéw sa syntetyzowane dwie formy biatka r6znia-
ce si¢ dlugoscia: krotsza odpowiadajaca transkryptom PPARy1, PPARY3 i PPARYy4 oraz
forma dluzsza odpowiadajaca transkryptowi PPARy2. Izoforma PPARyl wystepuje
w najwigkszej ilosci w tkance thuszczowej 1 w jelicie grubym, natomiast w mniejsze;j
ilosci w nerce, watrobie, mig$niach szkieletowych i gtadkich, trzustce 1 w jelicie cienkim
[4, 35, 60, 109]. Izoforma PPARY2 jest charakterystyczna dla tkanki tluszczowej [36].
Jak dotad nie znaleziono zdecydowanych réznic w aktywnos$ci transkrypcyjnej tych
dwoch izoform receptora PPARy, wiadomo jednak, ze PPARy2 najprawdopodobniej
odpowiada za regulacj¢ adipogenezy [19].
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Tkanka tluszczowa syntetyzuje i wydziela wiele hormondéw, cytokin i innych biatek,
ktore wptywaja na przemiany energetyczne organizmu. Powstajace w tkance ttuszczowej
czasteczki sygnalowe moga modulowaé dziatanie insuliny zaréwno bezposrednio
w tkance tluszczowej, jak i posrednio w innych tkankach i narzadach np. w migéniach
szkieletowych i watrobie. Sposréd hormonéw syntetyzowanych w tkance tluszczowe;j
wiele moze wplywaé¢ na wrazliwos$¢ komorek na insuling, lecz niewatpliwie do najwaz-
niejszych i charakterystycznych dla tej tkanki nalezy zaliczy¢ leptyng, adiponektyng
i rezystyng. W réoznych modelach doswiadczalnych biosynteza i wydzielanie tych hor-
mondw jest regulowana przez leki z grupy TZD — aktywatory receptora PPARy zwigk-
szajace wrazliwo$¢ komorek na insuling [54, 66, 90, 93, 206]. Biorac pod uwage, ze
ligandy PPARY obnizaja ekspresj¢ genu kodujacego leptyng, hormon ten raczej nie jest
czynnikiem zwigkszajacym wrazliwo$¢ tkanek na insuling po podaniu TZD [31, 66].
Adiponektyna, uwazana za hormon zwigkszajacy wrazliwo$¢ na insuling jest indukowa-
na w adipocytach przez PPARy pod wptywem TZD [28, 54, 206]. Z kolei rezystyna,
ktéra moze zwigksza¢ oporno$¢ komodrek na insuling oraz hamowac rdéznicowanie
i dojrzewanie adipocytéw, ulega w tkance tluszczowej represji pod wptywem PPARy
i indukcji pod wplywem PPARa [89, 93, 165, 173]. U myszy z wylaczonym genem
PPARy w tkance tluszczowej zaobserwowano spadek stgzenia adipokin we krwi (auto-
rzy zmierzyli stezenie leptyny i adiponektyny), towarzyszacy temu spadek wrazliwosci
tkanek na insuling i wzrost syntezy glukozy w watrobie [55].

Przytoczone wyzej dane moga §wiadczy¢ o tym, ze aktywacja receptorow PPARy
w tkance tluszczowej moze posrednio, poprzez wzrost syntezy i wydzielania niektorych
adipokin, wptywac na wrazliwo$¢ roznych komorek na insuling.

1.7. Dieta a funkcje tkanki thuszczowej

Od wielu lat uwazano, ze lipogeneza de novo u cztowieka przebiega glownie w wa-
trobie, zupetnie pomijajac przy tym roleg tkanki thuszczowej w tym procesie. Z badan
przeprowadzonych przez Marin i wsp. [113] wynika, ze tkanka tluszczowa cztowieka
pobiera niewielkie ilosci glukozy. W badaniach tych zaobserwowano réwniez, ze atomy
wegla pochodzace z glukozy znajduja si¢ gtdéwnie w sktadniku glicerolowym triacylogli-
ceroli, co wskazuje, ze synteza kwasow ttuszczowych zachodzaca de novo w ludzkiej
tkance thuszczowej ma niewielkie znaczenie. Mimo nadal panujacego przekonania, ze
w calkowitej syntezie lipidow u czlowieka udziat lipogenezy zachodzacej w tkance
thuszczowej jest mniejszy niz tej przebiegajacej w watrobie, w ostatnich latach ludzka
tkanka tluszczowa budzi coraz wigksze zainteresowanie jako miejsce biosyntezy lipi-
dow. Wykazano, ze w ludzkiej tkance thuszczowej obecne sa wszystkie aktywnosci en-
zymatyczne niezbedne do syntezy kwaséw ttuszczowych [177]. Ponadto u pacjentéw
z defektem LPL nie obserwuje si¢ zmian w ilosci tkanki thuszczowej, co moze sugero-
wac, ze w ludzkiej tkance thuszczowej wobec braku naplywu kwasoéw thuszczowych
z krwiobiegu moze nastgpowac ich synteza de novo [17]. Zdolno$¢ do syntezy kwasow
thuszczowych w adipocytach jest obnizona u 0sob otytych [33]. Rowniez ekspresja genu
kodujacego SREBP-1, gléwny czynnik transkrypcyjny regulujacy synteze lipidow, jest
obnizona w tkance tluszczowej 0sob otylych, co jest skorelowane ze spadkiem iloSci
mRNA FAS i ACC, kluczowych enzyméw lipogennych [33, 129]. Letexier i wsp. [102]
wykazali, ze w trzewnej tkance tluszczowej poziom mRNA innego czynnika transkryp-
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cyjnego zwiazanego z synteza lipidow, ChREBP, réwniez jest nizszy u 0sob otytych niz
u szczuptych. Sugeruje to istnienie mechanizmoéw regulujacych masg tkanki thuszczowej,
ktdére ograniczaja syntezg lipidow przy wzroscie masy tej tkanki.

Aktywnos¢ lipogenna tkanki thuszczowej czlowieka jest nizsza niz u szczura, nizszy
jest takze poziom mRNA FAS i ACC [119, 177]. Gléwna przyczyna tych réznic moze
by¢ inny sktad diety — w diecie cztowieka jest zwykle duzo lipidow, natomiast podsta-
wowym skladnikiem standardowej paszy, ktora karmione sa szczury laboratoryjne, sa
weglowodany. Gdy poréwnano lipogenezg w tkance tluszczowej czlowieka 1 szczura
karmionego dieta wysokotluszczowa, roznice te byly mniejsze [102, 177]. Ponadto
zmiana diety na wysokowgglowodanowa prowadzi do stymulacji lipogenezy w tkance
thuszczowej [59]. Ilos¢ mRNA SREBP-1¢ w ludzkiej i szczurzej tkance thuszczowej jest
podobna, natomiast stgzenie biatka tego czynnika transkrypcyjnego jest nizsze w ludz-
kiej tkance ttuszczowej w porownaniu z tkanka thuszczowa szczura [102]. Takze poziom
mRNA czynnika ChREBP jest nizszy w ludzkiej niz w szczurzej tkance thuszczowe;.
W oparciu o te wyniki wydaje si¢, ze rdznice w intensywnosci lipogenezy obserwowane
miedzy tymi dwoma gatunkami moga rowniez wynika¢ z mniejszej ilo§ci czynnikow
transkrypcyjnych SREBP-1 i ChREBP u cztowieka. Pomimo réznic w intensywnosci
lipogenezy obecnos¢ takich samych czynnikdéw transkrypcyjnych sugeruje, ze w ludzkiej
i szczurzej tkance tluszczowej moga funkcjonowaé¢ podobne mechanizmy regulujace
przemiany lipidéw, oraz ze iloSciowe zmiany diety, podobne do opisanych w niniejszej
rozprawie, moga powodowaé analogiczne do opisanych zmiany regulacji metabolizmu
lipidow w tkance tluszczowej czlowieka. Wyniki przeprowadzonych badan
i wyciagnigte na ich podstawie wnioski moga zatem mie¢ odniesienie do mechanizméw
regulacyjnych zachodzacych w ludzkiej tkance thuszczowe;.

Nadmierny wzrost masy tkanki thuszczowej prowadzi do otytosci, z ktora wiaze si¢
wiele procesow patologicznych, takich jak zespdt metaboliczny, opornos¢ na insuling,
nietolerancja glukozy i cukrzyca typu 2. W terapii otylosci stosuje si¢ metody chirur-
giczne, farmakologiczne oraz dietetyczne. Metoda z wyboru w leczeniu zaawansowa-
nych stadidw otylosci jest postgpowanie chirurgiczne. W mniejszym stopniu otyltosci
zaleca si¢ postgpowanie farmakologiczne i/lub zmiang diety pacjenta oraz aktywno$é
fizyczna. Czasami, w nieudanych probach leczenia otylosci u pacjentéw, ktorzy wbrew
zaleceniom prowadzacego lekarza lub dietetyka po okresach glodowki wpadali w okres
»objadania si¢”, dochodzi do gwaltownego wzrostu masy ciata. Zjawisko to, jak najbar-
dziej niepozadane i dajace wyniki odwrotne od oczekiwanych, okre§lane jest jako ,,efekt
jo-jo”. Molekularne mechanizmy regulacyjne zwigzane ze zmianami masy ciata i masy
tkanki thuszczowej u pacjentdéw podczas réznych manipulacji dietetycznych sa stale
przedmiotem badan.

Modele zwierzgce sa niezbedne w badaniach wptywu réznych manipulacji diete-
tycznych na organizm i jego poszczegoélne tkanki, migdzy innymi z powodu p6znego
ujawniania si¢ niektérych zmian wywolanych dieta. Zmiany wywotane dieta sa mozliwe
do zmierzenia w populacji ludzkiej, jesli zachodza w stosunkowo krétkim czasie; jednak
zmiany dlugoterminowe, zardwno korzystne, jak i niekorzystne, sa trudne do oszacowa-
nia u ludzi, przede wszystkim z powodu dlugiego czasu zycia czlowieka. Badanie me-
chanizméw, ktore sa uruchamiane podczas stosowania diety, ale ujawniaja si¢ z op6z-
nieniem, jest mozliwe w modelach doswiadczalnych z udzialem zwierzat laboratoryj-
nych, poniewaz ich czas zycia jest stosunkowo kréotki. Doswiadczenia trwajace kilka
tygodni u szczurow zajmuja niemal 1/10 ich czasu zycia. Gdyby te same badania miaty
by¢ przeprowadzone w populacji ludzkiej, musialyby trwac kilka lat. Sposréd réznych
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zwierzecych modeli do§wiadczalnych na uwage zastuguja badania wykonywane z zasto-
sowaniem szczurdw rasy Wistar, poniewaz ta rasa gryzoni dobrze odpowiada na rézne
manipulacje dietetyczne [169].

Gltowne szlaki metaboliczne, ktore zachodza w tkance thuszczowej obejmuja prze-
miany weglowodandw oraz lipidow prowadzace do biosyntezy oraz hydrolizy triacylo-
gliceroli. Intensywnos¢ tych przemian metabolicznych zalezy w duzym stopniu od stanu
odzywienia organizmu. Glodzenie, nawet krotkotrwate, z reguly wiaze si¢ ze spadkiem
aktywno$ci enzyméw lipogennych, spowodowanym obnizona ekspresja kodujacych je
gendw [63, 182]. Z kolei restrykcja kaloryczna, zwigzana ze spadkiem stezenia glukozy
i insuliny we krwi, prowadzi do spadku masy tkanki tluszczowej [63, 171, 182]. Wielo-
krotne glodzenie i karmienie, jak wynika z naszych wczeséniejszych badan na szczurach,
prowadzi do zahamowania wzrostu masy ciata i masy tkanki thuszczowej oraz do spadku
stgzenia triacylogliceroli w surowicy krwi badanych zwierzat [85, 87, 92]. W opracowa-
nym przez nas modelu doswiadczalnym cyklicznego, naprzemiennego glodzenia i kar-
mienia dochodzi jednocze$nie do wielokrotnego wzrostu aktywnosci i ilosci mRNA
enzymow lipogennych w tkance tluszczowej oraz wzrostu szybkosci syntezy lipidow,
ktory jest specyficzny dla tej tkanki, poniewaz w watrobie i w brunatnej tkance thusz-
czowej nie obserwuje si¢ tak duzych zmian [70, 85, 87, 92]. Ponadto w WAT szczuréw
poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu wykazalismy metoda Western-blot
wzrost ilosci czynnika transkrypcyjnego SREBP-1, ktoéry odpowiadal wzrostowi ilosci
biatka syntazy kwasoéw tluszczowych (FAS) — gtdéwnego enzymu odpowiedzialnego za
syntez¢ kwasow tluszczowych de novo [84]. Zaobserwowalismy, ze aktywno$¢ FAS
w tkance tluszczowej szczuréw poddanych uprzednio wielokrotnemu glodzeniu i kar-
mieniu po 12 dniach karmienia ad libitum byta nadal istotnie wyzsza niz w grupie kon-
trolnej. Natomiast u szczurow gltodzonych przez 3 dni aktywnos¢ FAS w WAT spadta
do wartoci kontrolnych juz w szostym dniu karmienia ad libitum [92]. Swiadczy to
o tym, ze wielokrotne glodzenie i karmienie wywoluje specyficzne dla tkanki thuszczo-
wej zmiany ekspresji genow zwiazanych z synteza kwasoéw thuszczowych de novo i te
zmiany utrzymuja si¢ przez co najmniej kilkanascie dni.

Molekularne mechanizmy regulacji wydzielniczej i metabolicznej funkcji tkanki
thuszczowej w trakcie glodzenia i nastgpujacego po nim karmienia nie sa wyjasnione,
dlatego tez w ramach niniejszej rozprawy postanowiono zbada¢ na zwierzgcym modelu
doswiadczalnym, jakie zmiany zachodza w tkance thuszczowej podczas cyklicznej poda-
zy pokarmu i czy zmiany te sg inne niz przy ograniczonej podazy pokarmu (dieta reduk-
cyjna). W tym celu szczury poddano o$miu cyklom naprzemiennego glodzenia
i karmienia, z ktorych kazdy sktadat si¢ z 3 dni glodzenia i 3 dni karmienia; trwajacym
w sumie 48 dni. Wybrano liczbg o$miu cykli glodzenia i karmienia, poniewaz we wcze-
$niejszych badaniach po o$miu cyklach zaobserwowaliSmy najwyzsze aktywnosci en-
zymow lipogennych w WAT szczuréow i po kolejnych cyklach te aktywno$ci juz nie
rosty [84]. Regulacja wydzielniczej i metabolicznej funkcji tkanki thuszczowej odbywa
si¢ gtownie na etapie transkrypcji genow, w zwiazku z tym skupiono si¢ na badaniach
regulacji ekspresji gendw w tkance tluszczowej badanych szczuréw — wykonano pomia-
ry, ktére pozwalaja odpowiedzie¢ na pytanie, czy w tym modelu doswiadczalnym do-
chodzi do zmian ekspresji genéow i1 wydzielania leptyny, adiponektyny i rezystyny;
zmian ekspresji genow kodujacych gtéwne biatka, w tym enzymy, zwiazane z przemia-
nami weglowodanow i lipidow w tkance ttuszczowej oraz zmian ekspresji genow naj-
wazniejszych w regulacji funkcji tkanki ttuszczowej receptoréw jadrowych i czynnikow
transkrypcyjnych.
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Otrzymane wyniki wskazuja, ktore procesy ulegaja w tkance tluszczowej najwigk-
szym zmianom podczas wielokrotnego gltodzenia i karmienia. Procesy najbardziej wraz-
liwe na manipulacje dietetyczne moga by¢ potencjalnym celem nowych metod terapii
otyto$ci, opartych zard6wno na zastosowaniu $rodkow farmakologicznych, jak i na zmia-
nie zachowan zywieniowych pacjentow.
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2. CEL PRACY

W ramach niniejszej rozprawy podjegto badania, ktorych celem bylo wyjasnienie,
czy podczas wielokrotnie powtarzanych cykli glodzenia i karmienia w tkance ttuszczo-
wej szczura dochodzi do zmian:

1. biosyntezy i wydzielania niektorych adipokin (leptyny, adiponektyny i rezysty-

ny);

2. ekspresji genow kodujacych biatka, w tym enzymy, zwiazane z metabolizmem

weglowodanow (transport glukozy do komorek i przemiany glukozy do acetylo-
CoA, biosynteza glicerolo-3-fosforanu i glicerologeneza) i lipidow (biosynteza
kwasow ttuszczowych i triacylogliceroli, lipoliza, utlenianie kwasoéw ttuszczo-
wych);

3. ekspresji genéw kodujacych niektore receptory jadrowe (PPAR, LXR i RXR)

iich koaktywator (PGCla) oraz czynniki transkrypcyjne (SREBP-1, ChREBP
i C/EBPo).
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3. MATERIALY I METODY
3.1. Zwierzeta doSwiadczalne

Do badan wykorzystano szczury rasy Wistar (samce) o masie ok. 230-250 g na po-
czatku do§wiadczenia. Szczury hodowano pojedynczo w metalowych klatkach i karmio-
no zrownowazona pasza laboratoryjna o sktadzie podanym wczesniej [84]. Co trzy dni
wazono zwierzgta oraz paszg¢ w kazdej klatce w celu obliczenia ilosci spozytego pokar-
mu. Szczury poddano glodzeniu przez 72 godz. (grupa S), glodzeniu i nastgpujacemu po
nim karmieniu przez 72 godz. (grupa SR) lub 8 cyklom naprzemiennego glodzenia
i karmienia (trwajacym w sumie 48 dni), z ktorych kazdy sktadat si¢ z 72 godz. glodze-
nia i 72 godz. karmienia (grupa MSR). Grupa szczuréw PF otrzymywala przez 48 dni
codzienng porcje odwazonej paszy o masie odpowiadajacej Sredniej masie paszy spozy-
tej przez szczury z grupy MSR w ciagu poprzednich sze$ciu dni doswiadczenia. Zwie-
rz¢ta z grupy kontrolnej (grupa C) miaty nieograniczony dostep do paszy przez caty czas
trwania do§wiadczenia (tabela 1). Wszystkie szczury miaty staty dostep do wody.

Do analiz pobierano WAT i krew, z ktdrej wyizolowano surowicg, rozporcjowano
i przechowywano w temp. -80 °C do czasu analiz. Pobrane proby przeznaczone do ana-
lizy ilosci poszczegodlnych biatek (Western-blot) Iub analizy ilosci mRNA (real-time RT-
PCR) zamrazano w cieklym azocie i przechowywano w temperaturze -80 °C. Czg$¢
pobranego materialu, przeznaczona do pomiaru aktywnos$ci enzymatycznych lub do
izolacji komorek, analizowano natychmiast po pobraniu.

Wszystkie badania wykonano za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej ds. Do§wiadczen
na Zwierzgtach (1/2002, 2/2002, 37/04).

Tabela 1. Grupy dos§wiadczalne szczuréw
Table 1. Experimental rat groups

Grupa | Traktowanie

Group | Treatment

C Grupa kontrolna.

Control group.

Szczury glodzone przez 72 godz.

Rats deprived of food for 72 hours

Szczury glodzone przez 72 godz. i nastgpnie karmione przez 72 godz.
SR Rats subjected to 72-hour food deprivation and subsequently refed for 72- | 6
hours

Szczury poddane 8 cyklom naprzemiennego gtodzenia i karmienia (trwajacym
w sumie 48 dni), z ktorych kazdy sktadat si¢ z 72 godz. glodzenia i 72 godz.
MSR karmienia 14
Rats subjected to eight cycles of 72 hour food deprivation and 72 hour refeed-
ing (for 48 days).

Grupa szczurow, ktora przez 48 dni otrzymywata codzienng porcj¢ odwazonej
paszy o masie odpowiadajacej $redniej masie paszy spozytej przez szczury Z
grupy MSR w ciagu poprzedniego szeSciodniowego cyklu glodzenia i karmie-
PF nia. 6
Pair-fed group — rats were given everyday, for 48 days, weighed amount of food,
which was equal to the average amount of food consumed by the MSR rats for
the period of the previous 6-day cycle of food deprivation and refeeding.

14

S
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3.2. Pomiar stezenia glukozy, triacylogliceroli, insuliny, leptyny,
adiponektyny i rezystyny w surowicy krwi szczuréw

Stezenie glukozy oznaczano spektrofotometrycznie metoda enzymatyczna z hekso-
kinaza i dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (Alpha Diagnostics). Stezenie triacylo-
gliceroli w surowicy krwi oznaczano metoda enzymatyczna (Roche Diagnostics). Steze-
nie adiponektyny, leptyny i insuliny oznaczano metoda radioimmunologiczna (RIA)
zestawami specyficznymi wobec szczurzych biatek (Linco Research). Stezenie rezysty-
ny oznaczano metoda immunoenzymatyczna (ELISA) zestawem specyficznym wobec
szczurzej rezystyny (BioVendor Laboratory Medicine). Radioaktywno$¢ w probach
mierzono z wykorzystaniem licznika scyntylacyjnego LS6000 (Beckman). Absorbancjg
mierzono z wykorzystaniem spektrofotometru DU68 (Beckman) i fotometru do mikro-
ptytek MR3600UV (Bio-Rad).

3.3. Izolacja i hodowla adipocytow

Adipocyty byly izolowane wedlug zmodyfikowanej metody Rodbella [147]. Skraw-
ki tkanki tluszczowej (okoto 1g) z okolic najadrzy szczurow byly inkubowane
w srodowisku Hanksa (Hank's Balanced Salt Solution; Invitrogen) zawierajacym
1 mg/ml kolagenazy H (Roche Molecular Biochemicals) w tazni wodnej z wytrzasaniem
w temperaturze 37 °C. Po 30 minutach inkubacji adipocyty byly filtrowane przez siatkg
nylonowsa, a nast¢pnie plukane trzykrotnie w 10 ml $rodowiska Hanksa. Do hodowli
i pomiaréw S$rednicy komoérek uzyto tych adipocytow, ktore ptywaty na powierzchni
srodowiska inkubacyjnego po wirowaniu przez 1 min przy 500 x g. Czg$¢ komoérek byta
fotografowana w mikroskopie odwroconym przy powigkszeniu obiektywu 20x w celu
zmierzenia ich $rednicy. Zdjgcia komoérek byly analizowane z wykorzystaniem progra-
mu komputerowego NIH Image (National Institutes of Health, Bethesda, USA). Otrzy-
mane wyniki reprezentuja Srednie wartosci $rednicy z okoto 100-200 adipocytow z kaz-
dego preparatu (szczura). Analiza ilosci poszczegdlnych frakcji adipocytow zostala
wykonana programem PeakFit (Jandel Sientific).

Hodowla adipocytow byla prowadzona w srodowisku M199 (Invitrogen) w 37 °C,
w atmosferze 5% CO,. Komorki byly inkubowane w zawiesinie, po okoto 100 000 ko-
morek w naczyniu. Po 24 godzinach w $srodowisku inkubacyjnym, oddzielonym od ko-
morek, mierzono st¢zenie adipokin metoda RIA Ilub ELISA z wykorzystaniem tych
samych zestawow, jakich uzyto do pomiaréw stgzenia adipokin w surowicy krwi szczu-
row (Linco Research i BioVendor Laboratory Medicine). W celu wyznaczenia szybkos$ci
lipolizy adipocyty byly inkubowane przez 1 godzing, a nastgpnie srodowisko byto od-
dzielone od komorek i zostalo w nim oznaczone st¢zenie glicerolu (Roche).
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3.4. Pomiar ekspresji genow metods real-time RT-PCR
3.4.1. [Izolacja catkowitego RNA 7 prob

Skrawki WAT z okolic najadrzy szczuréw byly homogenizowane w buforze izola-
cyjnym, a nastgpnie calkowity RNA zostal wyekstrahowany wedtug metody opisanej
przez Chomczynskiego i Sacchi [23]. Czysto$¢ otrzymanego RNA byla wyznaczana
spektrofotometrycznie stosunkiem absorbancji A260/A280, ktory dla wszystkich bada-
nych prob wynosit 1,8-2,0.

3.4.2. Pomiar ilosci mRNA metodq real-time RT-PCR

Zmiany ilosci mRNA badanych gendéw analizowano dwu-etapowa metoda real-time
RT-PCR. Synteza cDNA byla przeprowadzona na matrycy 1 pg catkowitego RNA
z odwrotng transkryptaza AMV (Roche Molecular Biochemicals) z zastosowaniem ter-
mocyklera Mastercycler (Eppendorf) lub MyCycler (Bio-Rad). Nastgpnie 10% miesza-
niny bylto przenoszone do mieszaniny reakcyjnej zawierajacej QuantiTect SYBR Green
PCR Master Mix (Qiagen) lub iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad) i 0,3-0,9 umol/l
(w zaleznos$ci od uzytej pary) starterdw. Sekwencje starteréw podano w tabeli 2. Zmiany
ekspresji gendw mierzono metoda real-time RT-PCR z zastosowaniem termocyklera
LightCycler (Roche Diagnostics), iCycler (Bio-Rad) lub MiniOpticon (Bio-Rad).

Tabela 2. Sekwencje starterow uzytych do reakc;ji real-time RT-PCR
Table 2. Primer sequences used for the real-time RT-PCR

Produkt
Nazwa Starter sensowny Starter antysensowny (pz)
Name Sense primer Antisense primer Product

(bp)
;Zgg;na/ ctcatcaagaccattgtcacc aggtctcgeaggttctec 221
LepR agaaatgtcaccttgcetttgg attgtgggcagtacgatgc 93
2352::?;?21/ tggcagagatggcactcc cttccgetectgteattce 101
AdipoR1 cctetecategtetgtgtee cacagccatgaggaagaacc 211
AdipoR2 cacaaccttgcttcatctacc tgagcattagccagectatc 222
gzszi}sglna/ ctacattgctggteagtetce getgtecagtetatgetice 154
PPARa catcgagtgtcgaatatgtgg gcagtactggcatttgttcc 172
PPARYy gatttgaaagaagctgtgaacc gaaatcaaccgtggtaaagg 197
PPARS agagcacacccttccttcc cgcacttctcgtacttgage 236
PGCla ccaaccagtacaacaatgagc acgtctccatctgtcagtge 154
RXRa cctgatcgacaagagacage ccacgtatgtctcagtcttgg 221
LXRa tacaaccgggaagactttgce tgcagagaagatgctgatgg 141
SREBP-1 acaagattgtggagctcaagg actgccacaagctgacacc 194
C/EBPa aagtcggtggataagaacage tcaactccaacaccttetge 127
ChREBP catcgatccgacactcacc ggctcttcctcegttge 179
aFABP (aP2) ctggtacatgtgcagaagtgg atgacacattccaccaccag 86
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Produkt
Nazwa Starter sensowny Starter antysensowny (pz)
Name Sense primer Antisense primer Product
(bp)
LPL cgectggtegaagtattgg aatctcgaaggcctggttg 203
GLUT4 cagatcggctctgaagatgg cagccaagttgcattgtage 165
HK2 gaccgagagatcgacatgg aacaacagctctgecttgg 128
PDK4 cgtgtacgttccttcacacc cgtgaattgtccatcacagg 246
G3PD1 catcaccgtggtacaagagg ccactgcagaagagcttgg 174
PEPCK1 agaccacaggatgaggaacc gccagcetgagagettcg 178
GyK cacaatggagcggttcg ccaatggacttcatcacage 90
G6PDH ctgttctacctggecttge acagagaggagatgtggttcg 163
6PGDH tggaggaaattctgaataccg cacttgcccagtcacage 227
MEC gcaacaactcctatgtgttce agccggccttcttctagg 142
ACL ttcacctaccttgagatcaacc gcaatgtaggcttcctctgg 173
ACC catcgacatgtatggacacc ccttaagcetggegatge 197
FAS agcaggcacacacaatgg tctcaggatctetgetcagg 168
SCD1 gaggaacatcatcctcatgg gagccttgtaagtectgteg 173
GPAT tgcacaggtaccttctcacc ggtgctcagttctaagacagacg 158
PLIN gecetccaaggatgagaace tcttctgeacggtgtgtace 169
HSL ctcctcatggetcaactce actcctgegceatagactce 124
ATGL gagcttatccaggecaatg atgttggtggagetgtcttg 197
B-aktyna/f-actin tacaatgagctgegtgtgg tggtggtgaagetgtagec 337
36B4 gcgacctggaagtccaactac tetgetgeatctgettgg 109

Proby byly wstepnie preinkubowane w temp. 95 °C przez 5 lub 15 min (aktywacja
polimerazy), a nastepnie cDNA byl powielany w 40 cyklach reakcji PCR, z ktérych
kazdy sktadat si¢ z inkubacji 95 °C przez 20 s, 55-60 °C (w zaleznosci od uzytej pary
starterow) przez 20s i 72 °C przez 40 s. Fluorescencja barwnika SYBR Green I byla
mierzona w czasie reakcji PCR, a nast¢pnie dla kazdej z prob zostata wyznaczona ilo$¢
poszczegdlnych mRNA poprzez obliczenie parametrow punktow przecigcia krzywej
fluorescencji z linia progowa (Ct). Analiza ilosci mRNA byla wykonana metoda AACt
[203] lub z zastosowaniem krzywej wzorcowej. Kazdorazowo przeprowadzano analizg
negatywnych prob kontrolnych bez etapu odwrotnej transkrypcji i bez matrycy. Wzgled-
na ilo$¢ poszczegblnych czasteczek mRNA w probach byta wyznaczana wobec mRNA
biatka rybosomalnego 36B4 i B-aktyny jako standardow. Prezentowane w rozprawie
wyniki przeliczone zostaly tak, aby $rednia warto$¢ ilosci mRNA w probach kontrolnych
wynosita 1. Specyficznos¢ reakcji PCR byla weryfikowana poprzez wykonanie elektro-
forezy agarozowe;j i analizg krzywej topnienia produktow reakcji PCR. Obliczenia ilo$ci
mRNA w probach zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem nastgpujacych programow
komputerowych: iQ5 i Opticon Monitor (Bio-Rad) oraz Excel (Microsoft).

Dla kazdej badanej sekwencji mRNA (pary starterow do reakcji PCR) wykonano
optymalizacj¢ metody polegajaca na dobraniu najlepszych parametréw pomiaru.
W szczegolnosei optymalizacji dokonywano dla temperatury hybrydyzacji starterow
z sekwencja docelowa, stgzenia starterow i stgzenia matrycy (cDNA) w reakcji PCR.
Sekwencje wszystkich starterow uzytych w oznaczeniach byly tak dobierane, aby opty-
malna temperatura hybrydyzacji byta w zakresie 55-60 °C (ryc. 1). Sekwencje starterow
zostaly zaprojektowane przy uzyciu programu Sequence Analysis (Informagen) w opar-
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ciu o sekwencje genéow zdeponowanych w ENSEMBL (www.ensembl.org). Specyficz-
no$¢ hybrydyzacji kazdego ze starteréw z odpowiednia sekwencja w czasteczce mRNA
byta weryfikowana programem BLAST [2]. Wydajnos$¢ reakcji PCR wyznaczano stosu-
jac seryjne rozcienczenia cDNA proby kalibrujacej, za ktorg uznano cDNA otrzymane
z WAT jednego ze szczuréw kontrolnych. We wszystkich oznaczeniach wydajnosé
reakcji PCR byta w zakresie 95-100% (ryc. 2-3). Kalibracj¢ metody oznaczania ilo$ci
cDNA (krzywe wzorcowe) wykonano z zastosowaniem seryjnych rozcienczen
(w zakresie iloéci matrycy od 10 do 107 kopii w probie) oczyszczonego DNA zawieraja-
cego badane sekwencje. Po kazdej analizie ilosci mRNA metoda real-time RT-PCR
wykonywano krzywa topnienia produktow reakcji i uznano, ze powstaly wtasciwe pro-
dukty jesli temperatura topnienia byta w zakresie = 0,3 °C w stosunku do temperatury
topnienia wyznaczonej w czasie optymalizacji pomiaru.
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Ryc. 1. Optymalizacja temperatury hybrydyzacji w reakcji PCR dla przyktadowej pary starterow
specyficznych wobec sekwencji genu kodujacego adiponektyng szczura. Na wykresie przedsta-
wiono zalezno$¢ wzglednej fluorescencji prob (RFU) wobec numeru cyklu reakcji PCR dla poda-
nej temperatury hybrydyzacji. Na zdjeciu przedstawiono fragmenty DNA — produkty reakcji PCR
przeprowadzonych w gradiencie temperatury od 51,4 °C do 67,4 °C, rozdzielone metoda elektro-
forezy w zelu agarozowym. Prawa skrajna $ciezka zawiera standardy masowe DNA (S)

Fig. 1. Optimization of the hybridisation temperature for a pair of primers specific to the rat adi-
ponectin gene coding sequence. Relative fluorescence units (RFU) vs. cycle number are presented
in the figure. The inserted photograph presents DNA fragments — products of the PCR reactions
performed in temperature gradient (temp.) from 51.4 °C to 67.4 °C, resolved in agarose gel elec-
trophoresis. Mass standard bands are presented on the right (S)
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Ryc. 2. Przyktadowa analiza wydajnosci reakcji PCR dla pary starteréw specyficznych wobec
sekwencji genu kodujacego adiponektyng szczura. Na wykresie przedstawiono zalezno$¢ wzgled-
nej fluorescencji prob (RFU) wobec numeru cyklu reakcji PCR

Fig. 2. PCR reaction temperature efficiency analysis for a pair of primers specific to the rat adi-
ponectin gene coding sequence. Relative fluorescence units (RFU) vs. cycle number are presented
in the figure

3.5. Pomiar ilosci biatka metoda Western-blot

Proby homogenizowano w buforze z dodatkiem inhibitoréw proteaz i rozdzielano
elektroforetycznie w zelach poliakrylamidowych (Invitrogen lub ICN). Rozdzielone
biatka przenoszono na membrang nitrocelulozowa (Amersham Pharmacia Biotech)
i przeprowadzano detekcj¢ z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych lub poliklo-
nalnych. Przeciwciata skierowane przeciwko B-aktynie, PPARy i SREBP-1 oraz prze-
ciwciala wywotujace pochodzity z Santa Cruz Biotechnology lub Sigma. Detekcje sy-
gnatu przeprowadzano z substratem chemiluminescencyjnym (Pierce), eksponujac
membrang wobec kliszy fotograficznej Kodak XAR (Eastman Kodak). Zaczernienia
powstale na kliszy poddano analizie densytometrycznej z zastosowaniem oprogramowa-
nia NIH-Image lub QuantityOne (Bio-Rad).
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Ryc. 3. Przyktadowa analiza wydajnos$ci reakcji PCR (E) dla pary starteroéw specyficznych wobec
sekwencji genu kodujacego adiponektyng szczura. Na wykresie przedstawiono zalezno$¢ cyklu
progowego (Ct) — wartosci punktow przecigeia krzywych fluorescencji z linig progowa od poczat-
kowej ilosci matrycy (log pg DNA)

Fig. 3. The efficiency (E) of the PCR reaction analysis for a pair of primers specific to the rat
adiponectin gene coding sequence. Threshold cycles (Ct) — the cycle number at which the fluores-
cence generated within a reaction crosses the threshold vs. the logarithm of the initial DNA quan-
tity (log pg DNA) are presented in the figure

3.6. Metody statystyczne

Wartosci liczbowe przedstawiono jako srednie + btad standardowy $redniej dla prob
liczacych 6-14 szczuré6w. Analiza statystyczna danych zostala wykonana przy uzyciu
programu SYSTAT (Systat Software) lub GraphPad Prism (GraphPad Software). Istot-
no$¢ statystyczna roéznic pomigdzy grupami zostala oszacowana przez analiz¢ wariancji
(ANOVA) testem post-hoc Dunnetta i testami t-Studenta lub Kruskala-Wallisa. Przy
wyznaczaniu zalezno$ci pomigdzy badanymi warto§ciami wykonywano analizg regresji
liniowej oraz obliczano wspotczynnik korelacji Pearsona lub Spearmana. Réznice po-
migdzy grupami uznano za istotne, gdy P<0,05. Na rycinach i w tabelach istotno$¢ staty-
styczna réznic warto$ci §rednich z grup S, SR, MSR i PF w poréwnaniu do grupy C
oznaczono jako *, ** lub *** (P<0,05 oznaczono jako *; P<0,01 jako **; natomiast
P<0,001 jako ***). W tabelach oraz klamrami na rycinach oznaczono ewentualna istot-
no$¢ statystyczng roéznic wartosci $rednich pomigdzy grupami MSR i PF (P<0,05 ozna-
czono jako #; P<0,01 jako ##; natomiast P<0,001 jako ###) lub MSR i SR (P<0,05
oznaczono jako §; P<0,01 jako §§; natomiast P<0,001 jako §§§).
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4. WYNIKI

4.1. Zmiany masy ciala i masy tkanki thuszczowej u szczuréw glodzonych
i karmionych

U szczuréw glodzonych przez 72 godz. obserwuje si¢ spadek masy ciata i spadek
masy tkanki tluszczowej, ktore nastgpnie rosna po karmieniu (ryc. 4-5). Wielokrotne,
naprzemienne glodzenie ikarmienie prowadzi do zahamowania wzrostu masy ciata
i zahamowania wzrostu masy tkanki thuszczowej badanych zwierzat. Szczury z grupy
kontrolnej spozywaly $rednio 22,5 + 2,7 g paszy dziennie, podczas gdy szczury z grupy
MSR w pierwszym cyklu spozyty 22,7 + 3,0 g paszy, w drugim cyklu w przeliczeniu na
dzien karmienia 27,1 + 3,3 g paszy. Od trzeciego cyklu glodzenia i karmienia szczury
z grupy MSR spozywaly $rednio w przeliczeniu na dzien karmienia 36,2 + 4,3 g paszy,
co oznacza, ze te szczury w dniu karmienia spozywaty o 60,9% wigcej paszy niz szczury
z grupy kontrolnej. W czasie szeSciodniowego cyklu sktadajacego si¢ z trzech dni kar-
mienia i trzech dni glodzenia szczury z grupy MSR spozywaty 80,4% ilosci paszy spo-
zytej przez szczury z grupy kontrolnej. Szczury z grupy PF otrzymywaty codziennie
18 g paszy, co odpowiada Sredniemu spozyciu paszy przez szczury z grupy MSR
w czasie szesciodniowego cyklu gtodzenia i karmienia.
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Ryc. 4. Masa szczurow z grupy C (n=14), S (n=6), SR (n=6), MSR (n=14) i PF (n=6). Na rycinie
przedstawiono $rednie oraz btad standardowy $redniej. * P<0,05, ** P<0,01 w poréwnaniu do
grupy C. Klamra zaznaczono istotno$¢ statystyczna réznic warto$ci srednich pomigdzy poszcze-
golnymi grupami szezuréw (¢ P < 0,05 MSR wobec SR). Inne oznaczenia przedstawiono zgodnie
z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 4. Body mass of rats from group C (n=14), S (n=6), SR (n=6), MSR (n=14) i PF (n=6). Data
are reported as means = S.EM., * P < (.05, ** P < 0.01 compared to control. Horizontal bar
shows statistical difference between groups (¥ P < 0.05 MSR vs. SR). All other data are presented
as described in section 3.6
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Ryc. 5. Masa WAT z okolic najadrzy szczuréw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem pod
rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 5. Epididymal WAT mass of rats. Data are presented as described in the legend for Fig. 4 and
in the section 3.6

4.2. Zmiany stezenia glukozy, triacylogliceroli, insuliny, leptyny,
adiponektyny i rezystyny w surowicy krwi szczurow

Glodzenie wywotuje spadek stezenia glukozy (ryc. 6) i triacylogliceroli we krwi
szczurow (ryc. 7). Uszczurow z grupy SR oraz MSR stgzenie triacylogliceroli
w surowicy krwi rowniez bylo nizsze niz u szczuréw kontrolnych (ryc. 7). U szczurow
z grupy PF zaobserwowano tendencj¢ do obnizania stgzenia triacylogliceroli, jednak
ro6znica wobec kontroli nie byta istotna statystycznie (ryc. 7).

Zaobserwowano istotne zmiany st¢zenia insuliny w surowicy krwi szczurdéw
(ryc. 8). U szczurdw z grupy S stezenie insuliny bylo istotnie nizsze, natomiast w gru-
pach SR, MSR i PF stgzenie insuliny bylo istotnie wyzsze od wartoéci zaobserwowa-
nych u szczuréw z grupy kontrolne;.

Stezenie leptyny w surowicy krwi szczuréw bylo nizsze zar6wno u szczurdéw z gru-
py S (1,24 + 0,23 ng/ml; P<0,01), jak iuszczurow z grupy SR (1,69 £ 0,06 ng/ml;
P<0,05) w poréwnaniu z grupg kontrolng (2,96 + 0,54 ng/ml). Podobnie, dtugotrwale
obnizenie ilo$ci spozywanego pokarmu obnizylo stezenie leptyny w surowicy krwi
(1,98 + 0,16 ng/ml w grupie MSR i 2,02 + 0,35 ng/ml w grupie PF; odpowiednio P<0,05
i P<0,05 w stosunku do kontroli) (ryc. 9). Stezenie leptyny w surowicy krwi szczuréw
ze wszystkich grup jest dodatnio skorelowane z masa WAT (r=0,8566 P<0,01) oraz
z wielko$cia adipocytow izolowanych z WAT (r=0,6706 P<0,05).

Wielokrotne cykle glodzenia i karmienia wywotaty wzrost stezenia adiponektyny
w surowicy krwi w grupie MSR (29,31 £2,47 pg/ml; P<0,001 wobec kontroli
18,64 + 2,83 pg/ml) (ryc. 10). W grupie PF nie zaobserwowano istotnych zmian st¢zenia
adiponektyny w surowicy krwi w poréwnaniu z grupa kontrolna. Stezenie adiponektyny
w surowicy krwi szczuréw z grupy MSR bylo istotnie wyzsze, zarowno w porownaniu
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do grupy SR (P<0,05), jak i PF (P<0,05). Stgzenie adiponektyny w surowicy krwi szczu-
row ze wszystkich grup jest ujemnie skorelowane z masa WAT (r=-0,7477 P<0,05) oraz
z wielkoscia adipocytow izolowanych z WAT (r=-0,8549 P<0,05).

Wielokrotne gltodzenie i karmienie wywotalo wzrost stezenia rezystyny w surowicy
krwi, ktore w grupie MSR wynosito 26,22 +1,72 (P<0,01 wobec kontroli
17,89 + 1,53 ng/ml oraz P<0,01 wobec grupy PF 12,35 £ 1,82) (ryc. 11). W grupie PF
stezenie rezystyny w surowicy krwi bylo istotnie nizsze niz w kontroli (P<0,05). Steze-
nie rezystyny w surowicy krwi szczuréw ze wszystkich grup nie jest skorelowane z masa
WAT (r=-0,1086 P>0,05).
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Ryc. 6. Stezenie glukozy w surowicy krwi szczuroéw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem
pod rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 6. Serum glucose levels. Data are presented as described in the legend for Fig. 4 and in the
section 3.6
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Ryc. 7. Stgzenie triacylogliceroli w surowicy krwi szczuréw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie
z opisem pod rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 7. Serum triacylglycerol levels. Data are presented as described in the legend for Fig. 4 and
in the section 3.6
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Ryc. 8. Stezenie insuliny w surowicy krwi szczurow. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem
pod rycina 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 8. Serum insulin levels. Data are presented as described in the legend for Fig. 4 and in the
section 3.6
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Ryc. 9. Stezenie leptyny w surowicy krwi szczurdw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem
pod rycina 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 9. Serum leptin levels. Data are presented as described in the legend for Fig. 4 and in the
section 3.6
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Ryc. 10. Stegzenie adiponektyny w surowicy krwi szczurow. Oznaczenia przedstawiono zgodnie
z opisem pod rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 10. Serum adiponectin levels. Data are presented as described in the legend for Fig. 4 and in
the section 3.6
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Ryc. 11. Stezenie rezystyny w surowicy krwi szczurow. Oznaczenia przedstawiono zgodnie
z opisem pod rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 11. Serum resistin levels. Data are presented as described in the legend for Fig. 4 and in the
section 3.6

4.3. Zmiany wielko$ci adipocytow obserwowane po wielokrotnie
powtarzanym, naprzemiennym glodzeniu i karmieniu

Z tkanki ttuszczowej szczuréw ze wszystkich grup doswiadczalnych wyizolowano
adipocyty poprzez inkubacj¢ skrawkow tkanki w §rodowisku zawierajacym kolagenaze.
Obraz mikroskopowy wskazuje na to, ze srednica adipocytow w WAT szczurdow z grupy
MSR byta znaczaco mniejsza (44,83 + 1,61 um, P<0,001) niz $rednica adipocytéw izo-
lowanych z WAT szczurdéw z grupy C (64,21 + 1,14 um) (ryc. 12-13). Zaobserwowano
rowniez, ze w preparatach adipocytow izolowanych z WAT szczurdéw, niezaleznie od
grupy doswiadczalnej, znajdowaty si¢ dwie frakcje komorek roéznigce sig¢ $rednica (ryc.
14). We frakcji mniejszych adipocytdow komorki mialy $rednicg okoto 13 um
12,8+ 1,17 um w grupie C i 13,9 + 1,74 um w grupie MSR). W drugiej frakcji adipo-
cytow komorki pochodzace z WAT szczurdw z grupy MSR byly istotnie mniejsze
(74,6 + 3,77 um w grupie C i 58,23 4,33 um w grupie MSR, P<0,001). Srednice adi-
pocytow izolowanych z WAT szczurdow z grupy S, SR i PF byly mniejsze od $rednicy
komoérek izolowanych z WAT szczurow z grupy kontrolnej, jednak roznica ta byla
mniejsza niz w przypadku adipocytow izolowanych z WAT szczurow z grupy MSR
(ryc. 13). Ponadto $rednica adipocytéw z grupy MSR byta istotnie mniejsza w poroéwna-
niu z grupg PF (P<0,01) i SR (P<0,05).
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Ryc. 12. Adipocyty izolowane z tkanki tluszczowej szczuréw. Fotografie przedstawiaja przykta-
dowe preparaty komorek izolowanych z WAT szczurdéw z grupy C (a) i z grupy MSR (b)

Fig. 12. Adipocytes isolated from rat adipose tissue. Photographs show representative samples of
adipocytes isolated from WAT of control (a) and MSR rats (b)
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Ryc. 13. Srednica adipocytow izolowanych z WAT szczurdéw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie
z opisem pod rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 13. Diameter of adipocytes isolated from WAT of rats. Data are presented as described in the
legend for Fig. 4 and in the section 3.6
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Ryc. 14. Analiza $rednicy adipocytow izolowanych z WAT szczuréow z grupy C (n=741) i MSR
(n=1014)
Fig. 14. Diameter of adipocytes isolated from WAT of control (C, n=741) and MSR (n=1014) rats

4.4. Zmiany ekspresji genéw kodujacych leptyne i receptor leptyny

4.4.1. Zmiany ekspresji genu kodujqcego leptyne w tkance tuszczowej
i w izolowanych adipocytach

W WAT szczurdw z grupy S, jak i z grupy SR zaobserwowano spadek ilo§ci mRNA
leptyny w stosunku do kontroli (0,27 + 0,13 P<0,001 w grupie S oraz tendencj¢ spadko-
wa w grupie SR 0,81 £ 0,11 wobec 1,00 = 0,08 w grupie kontrolnej) (Ryc. 15). Wielo-
krotnie powtarzane glodzenie i karmienie obnizylo ekspresj¢ genu kodujacego leptyne
w tkance tluszczowej badanych zwierzat (0,59 + 0,08; P<0,01 w stosunku do kontroli).
Odnotowano roéwniez tendencj¢ spadkowa ekspresji tego genu w WAT szczurow
z grupy PF (0,81 £ 0,15 w stosunku do kontroli). Ekspresja genu kodujacego leptyng
moze by¢ zalezna od wielkos$ci adipocytow. W celu sprawdzenia tej hipotezy przepro-
wadzono analizg zalezno$ci ilosci mRNA leptyny od wielkosci adipocytéw (ryc. 16).
W WAT szczurdéw, u ktérych wyizolowane adipocyty byly mniejsze zaobserwowano
mniejsza ilo§¢ mRNA leptyny. Ilos¢ mRNA leptyny w WAT szczuréw jest dodatnio
skorelowana z masa WAT (r=0,7846 P<0,05) oraz ze $rednica adipocytéw (r=0,6921
P<0,05). Nie odnotowano natomiast korelacji pomigdzy poziomem mRNA leptyny
a poziomem mRNA PPARy w WAT badanych szczurow (1=-0,04594 P>0,05).
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Ryc. 15. Ilo§¢ mRNA leptyny w WAT szczurdw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem

pod rycina 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6
Fig. 15. Leptin mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for

Fig. 4 and in the section 3.6
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Ryc. 16. Zalezno$¢ ilosci mRNA leptyny w WAT szczurow od $rednicy adipocytow
w poszczeg6lnych grupach szczurow. Na wykresie przedstawiono $rednie + btad standardowy
Sredniej. Wspotczynnik korelacji dla wszystkich grup szczuréw wynosi r=0,6921 (P<0,05)

Fig. 16. Leptin mRNA levels in WAT vs. adipocyte diameter in given groups of rats. Means +
S.EM. are presented in the figure. Correlation coefficient for all groups of rats r=0.6921
(P<0.05)
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4.4.2. Zmiany wydzielania leptyny przez adipocyty izolowane 7 tkanki thusz-
czowej

Adipocyty izolowane z WAT szczuréw z grupy S, SR i MSR wydzielaly mniej lep-
tyny niz adipocyty pochodzace z WAT szczuréw z grupy kontrolnej (ryc. 17). Stgzenie
leptyny w $rodowisku inkubacyjnym jest dodatnio skorelowane ze $rednica adipocytow
(r=0,8297 P<0,01).
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Ryc. 17. Wydzielanie leptyny przez inkubowane adipocyty. Oznaczenia przedstawiono zgodnie
z opisem pod rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 17. Leptin secretion from adipocytes in culture. Data are presented as described in the legend
for Fig. 4 and in the section 3.6

4.4.3. Zmiany ekspresji genu kodujqcego receptor leptyny w tkance ttuszczo-
wej

W WAT szczuréw z grupy S, SR i PF nie zaobserwowano istotnych zmian ilo$ci
mRNA receptora leptyny w stosunku do kontroli (ryc. 18). Wielokrotne glodzenie
i karmienie wywotato ponad dwukrotny (P<0,05) wzrost ilosci mRNA kodujacego re-
ceptor leptyny. Zmiany ekspresji genu kodujacego receptor leptyny sa dodatnio skore-
lowane ze zmianami ekspresji PPARa (r=0,8020 P>0,001) oraz PPARy (r=0,6172
P>0,001) w WAT wszystkich badanych szczurow.
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Ryc. 18. llo§¢ mRNA LepR w WAT szczuréow. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem pod
rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 18. LepR mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for Fig.
4 and in the section 3.6

4.5. Zmiany ekspresji genéw kodujacych adiponektyne i receptor
adiponektyny

4.5.1. Zmiany ekspresji genu kodujqcego adiponektyne w tkance ttuszczowej
i w izolowanych adipocytach

W WAT szczuréow z grupy S zaobserwowano spadek, natomiast w grupie SR nie
zaobserwowano istotnych zmian ilosci mRNA adiponektyny w stosunku do kontroli
(ryc. 19). Wielokrotne glodzenie i karmienie wywotato okoto 50% wzrost ekspresji genu
kodujacego adiponektyng (1,46 = 0,15 wobec 1,00 + 0,07 w grupie kontrolnej, P<0,05)
(ryc. 19). Ilosci mRNA adiponektyny w WAT szczuréw nie jest skorelowana ze $rednica
adipocytow (ryc. 20) i nie jest skorelowana z masa WAT.
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Ryc. 19. Ilos¢ mRNA adiponektyny w WAT szczuréw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie
z opisem pod rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 19. Adiponectin mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend
for Fig. 4 and in the section 3.6
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Ryc. 20. Zalezno$¢ ilosci mRNA adiponektyny w WAT szczuréw od $rednicy adipocytow
w poszczegolnych grupach szczurow. Na wykresie przedstawiono $rednie + btad standardowy
Sredniej. Wspotczynnik korelacji dla wszystkich grup szczuréw wynosi r=-0,4375 (P>0,05)

Fig. 20. Adiponectin mRNA levels in WAT vs. adipocyte diameter in given groups of rats. Means +
S.E.M. are presented in the figure. Correlation coefficient for all groups of rats r=-0.4375
(P>0.05)
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4.5.2. Zmiany wydzielania adiponektyny przez adipocyty izolowane 7 tkanki
tluszczowej

Po 24 godzinach hodowli izolowanych adipocytow zaobserwowano zwigkszone

wydzielanie adiponektyny do $rodowiska inkubacyjnego w preparatach adipocytow
pochodzacych z WAT szczuréow z grup SR i MSR (ryc. 21).
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Ryc. 21. Wydzielanie adiponektyny przez inkubowane adipocyty. Oznaczenia przedstawiono
zgodnie z opisem pod rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 21. Adiponectin secretion from adipocytes in culture. Data are presented as described in the
legend for Fig. 4 and in the section 3.6

4.5.3. Zmiany ekspresji genow kodujqcych izoformy receptora adiponektyny
w tkance Huszczowej

Zarowno jednorazowe glodzenie, jak i pojedynczy cykl glodzenia i karmienia nie
wywotatly istotnych zmian ilosci mRNA AdipoR1 i AdipoR2 w WAT szczuréw w sto-
sunku do kontroli (ryc. 22-23). Natomiast wielokrotne gtodzenie i karmienie spowodo-
wato ponad trzykrotny wzrost ekspresji genu kodujacego AdipoR1 (P<0,01) iponad
dwukrotny wzrost ilosci mRNA AdipoR2 (P<0,01) (ryc. 22-23). W grupie PF nie zaob-
serwowano istotnych zmian ekspresji tych genéw w porownaniu z grupa kontrolna. Ilosé
mRNA obu izoform receptora adiponektyny w WAT wszystkich grup szczuréw jest
dodatnio skorelowana z iloscia mRNA receptoréw PPARa (AdipoR1 r=0,8609 P<0,001
i AdipoR2 r=0,8658 P<0,001) i PPARy (AdipoR1 r=0,7089 P<0,001 i AdipoR2
r=0,7621 P<0,001).
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Ryc. 22. llo§¢ mRNA AdipoR1 w WAT szczurow. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem
pod rycina 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 22. AdipoR1 mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for
Fig. 4 and in the section 3.6
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Ryc. 23. llos¢ mRNA AdipoR2 w WAT szczurow. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem
pod rycina 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 23. AdipoR2 mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for
Fig. 4 and in the section 3.6
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4.6. Zmiany ekspresji genu kodujacego rezystyne

4.6.1. Zmiany ekspresji genu kodujqcego rezystyne w tkance ttuszczowej
i w izolowanych adipocytach

Ekspresja genu kodujacego rezystyng spadta o przeszto 50% w WAT szczurow glo-
dzonych przez 3 dni (0,38 £0,06 w grupie S, P<0,001 wobec grupy C), a nast¢pnie
wzrosta po trzech kolejnych dniach spozywania pokarmu (ryc. 24). Wielokrotnie powta-
rzane cykle glodzenia i karmienia wywotaty okoto dwukrotny wzrost ekspresji genu
kodujacego rezystyng (1,88 + 0,29 w grupie MSR, P<0,01 wobec grupy C) (ryc. 24).
Ilos¢ mRNA rezystyny w WAT wszystkich grup szczurow jest dodatnio skorelowana
z illoscia mRNA czynnika transkrypcyjnego ChREBP (r=0,6286 P<0,001) oraz SREBP-1
(r=0,4889 P<0,05), lecz nie jest skorelowana z wielkoS$cia adipocytow (ryc. 25).
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Ryc. 24. Tlo$¢ mRNA rezystyny w WAT szczuré6w. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem
pod rycina 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6
Fig. 24. Resistin mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for

Fig. 4 and in the section 3.6
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Ryc. 25. Zalezno$¢ ilosci mRNA rezystyny w WAT szczuré6w od $rednicy adipocytow
w poszczegélnych grupach szczuréw. Na wykresie przedstawiono $rednie + blad standardowy
$redniej. Wspotczynnik korelacji dla wszystkich grup szczuréw wynosi r=-0,4293 (P>0,05)

Fig. 25. Resistin mRNA levels in WAT vs. adipocyte diameter in given groups of rats. Means +
S.E.M. are presented in the figure. Correlation coefficient for all groups of rats r=-0.4293
(P>0.05).

4.6.2. Zmiany wydzielania rezystyny przez adipocyty izolowane 7 tkanki
tluszczowej

Adipocyty izolowane z WAT szczurow z grupy MSR wydzielaja wigcej rezystyny,
zaré6wno w porownaniu z adipocytami izolowanymi z WAT szczurdéw z grupy kontrol-
nej, jak i z grupy PF (ryc. 26).
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Ryc. 26. Wydzielanie rezystyny przez inkubowane adipocyty. Oznaczenia przedstawiono zgodnie
z opisem pod rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 26. Resistin secretion from adipocytes in culture. Data are presented as described in the
legend for Fig. 4 and in the section 3.6

4.7. Wielokrotnie powtarzane glodzenie i karmienie prowadzi do zmiany
metabolizmu lipidow w tkance tluszczowej

4.7.1. Zmiany ekspresji genow kodujqcych enzymy i inne biatka zwiqzane
z syntezq lipidow w WAT

W tkance thuszczowej szczuréw poddanych gltodzeniu i nastgpujacemu po nim kar-
mieniu (grupa SR) ekspresja genu kodujacego LPL wzrosta okoto dwukrotnie (tabela 3),
podczas gdy stezenie triacylogliceroli w surowicy krwi pozostalo na niskim poziomie,
podobnym do tego obserwowanego u zwierzat glodzonych (ryc. 7). Podobnie, w tkance
thuszczowej szczurow poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu ekspresja genu
kodujacego LPL wzrosta okoto dwukrotnie w stosunku do kontroli (tabela 3).

Wielokrotnie powtarzane glodzenie i karmienie doprowadzito do znacznego wzro-
stu ekspresji genow kodujacych gldwne enzymy lipogenne: FAS i acylotransferaze gli-
cerolo-3-fosforanowa (GPAT) (ryc. 27-28, tabela 3). Ilos§¢ mRNA innych enzymoéw
lipogennych: ACC, dehydrogenazy glukozo 6-fosforanowej (G6PDH), dehydrogenazy
6-fosfoglukonianowej (6PGDH), enzymu jablczanowego (MEC), liazy ATP-
cytrynianowej (ACL) i desaturazy stearoilo-CoA (SCD1) ulegta podobnym zmianom,
jak w przypadku FAS i GPAT, tzn. byla nizsza w grupie S, wzrosta kilkakrotnie
w grupie SR oraz wzrosta wielokrotnie w WAT szczuréow z grupy MSR w poréwnaniu
z kontrola (nie przedstawiono). Zaobserwowano rowniez wzrost ilosci mRNA transpor-
tera glukozy GLUT4 i heksokinazy 2 (tabela 3). W WAT szczurdéw z grupy PF wyzsza
niz w kontroli ilos¢ mRNA odnotowano dla GLUT4 i FAS (tabela 3 i ryc. 27) oraz in-
nych enzymoéw lipogennych (G6PDH, 6PGDH, ACC, MEC, ACL, SCD1 — nie przed-
stawiono).
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Ekspresja genu kodujacego kinaz¢ dehydrogenazy pirogronianowej (PDK4), enzy-
mu regulujacego aktywnos$¢ dehydrogenazy pirogronianowej, byta wyzsza w tkance
thuszczowej szczuréw glodzonych, natomiast u szczuréw z grupy SR, MSR i PF byla
nizsza niz w grupie kontrolnej (tabela 3). Sposrod enzymoéw uczestniczacych w prze-
mianach glicerolu odnotowano wzrost ilo§ci mRNA cytosolowej izoformy dehydrogena-
zy glicerolo-3-fosforanowej (G3PD1) i kinazy glicerolowej (GyK) oraz spadek ilosci
mRNA cytosolowej karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej (PEPCK) w tkance
thuszczowej szczurow z grupy MSR w stosunku do grupy kontrolne;.

Tabela 3. [los¢ mRNA enzymow i bialek zwigzanych z przemianami weglowodanow i lipidow ozna-
czona w WAT szczurow. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem zawartym w rozdziale 3.6
Table 3. Expression levels of genes encoding enzymes and other proteins involved in carbohydrate
and lipid metabolism determined in rat WAT. Data are presented as described in the section 3.6

Nazwa Traktowanie / Treatment

Name C S SR MSR PF
LPL 1,00£0,19 | 0,53+0,27* 2,64+0,55%* 2,2040,43* 1,19+0,23
FAS 1006020 | 023+0,13%% | 11,13:33% | 285855,037% § 3,88+1,10%
GPAT 1,00£0,12 | 0,43+0,02%* 07041 pqnn | 2344338 N 0,86+0,21
GLUT4 | 1,00£0,12 | 0,29+0,06* 1,95+0,35%* 9,151,324+ S8 ¥ 1 4040,21%*
HK2 1,00£0,10 | 0,58+0,07* 2,72+0,56%* 5,09+1,13%* # 0,510,06%*
G3PD1 | 1,004026 | 0,55+0,12% 2,16+0,32* L3 N 1,20+0,20
GyK 1,00£0,13 | 0,81+0,29 1,07+0,10 4,700,947 N 1,20+0,28
PEPCK | 1,00+0,21 1,46+0,23 0,40+0,06** 0,310,12%%* # | 1,00+0,18
ATGL 1,00£0,14 | 1,22+0,16 0,62+0,05* 2,300,270 N 1,12+0,10
HSL 1,00+0,22 1,010,10 0,70+0,10 2,35£0,39%* 8% |1 11+0,14
PLIN 1,00£0,09 | 1,11+0,43 1,40+0,46 1,75+0,47%* 0,84+0,11
LCPT1 | 1,00£0,26 1,55+0,13* 0,65+0,10 1,84+0,45% ¥ # 0,89+0,10
?:Ig])gp 1,0060,07 | 1,06:0,11 0,89:£0,14 0,890,08 1,01£0,09
PDK4 1,0040,13 | 8,33+1,48%** | 0,51+0,02* 0,3520,05%** # | 0,71+0,08*




Wyniki 53

30+ Jedkdk

(/2]
E 20+ Kekeke
<
P4
(14 |
£
10+
*
*
o/ —— [ ]
C S SR MSR PF

Ryc. 27. llos¢ mRNA FAS w WAT szczurdéw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem pod
rycina 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 27. FAS mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for Fig. 4
and in the section 3.6
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Ryc. 28. 1los¢ mRNA GPAT w WAT szczuréw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem pod
rycina 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 28. GPAT mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for Fig.
4 and in the section 3.6
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4.7.2. Zmiany ekspresji genow kodujqcych enzymy i inne bialtka zwiqzane
z lipolizq w WAT

W WAT szczuréw z grupy MSR zaobserwowano okoto dwukrotny w stosunku do
kontroli wzrost iloSci mRNA ATGL (2,39 + 0,27 w grupie MSR i 1,00 + 0,13 w grupie
kontrolnej, P<0,001) (ryc. 29) oraz ponad dwukrotny wzrost ekspresji genu kodujacego
HSL (tabela 3). Nie zaobserwowano zmian ekspresji obu tych genéw w tkance thusz-
czowej szczurdw z grupy PF. W WAT szczuréow z grupy MSR zaobserwowano rowniez
wzrost ilo§ci mRNA kodujacego perylipiny o 75% stosunku do kontroli (tabela 3). Nie
zaobserwowano istotnych statystycznie zmian ekspresji tego genu w tkance tluszczowej
szczurdw z innych grup.
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Ryc. 29. llos¢ mRNA ATGL w WAT szczuroéw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem pod
rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 29. ATGL mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for Fig.
4 and in the section 3.6

4.7.3. Zmiany szybkosci lipolizy w adipocytach

W adipocytach izolowanych z tkanki tluszczowej glodzonych szczurdéw (S) zaob-
serwowano ponad czterokrotny wzrost szybkosci lipolizy mierzonej ilo$cia uwalnianego
glicerolu (138,7 £ 18,9 ug glicerolu/mln komoérek/h; P<0,001) w stosunku do kontroli
(31,8 + 7,66 pg/mln komorek/h) (ryc. 30). Adipocyty pochodzace od szczurdw z grupy
SR uwalnialy ponad dwukrotnie wigcej glicerolu (84,5 + 15,5 pg/mln komorek/h;
P<0,001), niz adipocyty izolowane z WAT szczuréow kontrolnych. W tkance ttuszczowej
szczuréw poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu lipoliza mierzona ilo$cia
uwalnianego przez adipocyty glicerolu wzrosta ponad trzykrotnie w stosunku do kontroli
(97,69 £ 11,09 pg/mln komodrek/h; P<0,001); natomiast u szczuréow z grupy PF nie zaob-
serwowano istotnych zmian ilo$ci uwalnianego glicerolu w poréwnaniu z kontrola
(40,2 £ 7,98 pg/min komoérek/h; P>0,05).
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Ryc. 30. Uwalnianie glicerolu przez inkubowane adipocyty. Oznaczenia przedstawiono zgodnie
z opisem pod rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 30. Glycerol release from adipocytes in culture. Data are presented as described in the leg-
end for Fig. 4 and in the section 3.6

4.8. Wielokrotnie powtarzane glodzenie i karmienie prowadzi do zmian
ekspresji genow kodujacych receptory jadrowe i czyniki
transkrypcyjne

4.8.1. Zmiany ekspresji genow kodujqcych receptory jqdrowe PPAR, LXR
i RXR oraz ich koaktywator PGCla w tkance Huszczowej

Wielokrotnie powtarzane glodzenie i karmienie indukowato ekspresje genu koduja-
cego PPARy w tkance tluszczowej badanych zwierzat. U szczuréw z grupy MSR zaob-
serwowano okoto dwukrotny wzrost ekspresji tego genu (2,16 £ 0,23; P<0,001 wobec
1,00 £ 0,08 w grupie kontrolnej) (ryc. 31). Wzrostu ekspresji genu kodujacego PPARy
nie zaobserwowano w zadnej z pozostatych grup szczuréw. W tkance tlhuszczowej szczu-
row poddanych restrykcji kalorycznej (PF) ekspresja genu kodujacego PPARY nie ulegta
zmianie (1,07 +0,10) w stosunku do kontroli. Poniewaz PPARY jest uwazany za naj-
wazniejszy receptor jadrowy regulujacy funkcje tkanki ttuszczowej, indukcjg genu kodu-
jacego PPARy w WAT szczuréw z grupy MSR potwierdzono réwniez metoda We-
stern-blot (ryc. 32). Poziom biatka PPARy w WAT szczurow z tej grupy byt okolo trzy-
krotnie wyzszy niz w kontroli.

Ekspresja genu kodujacego PPARa wzrosta w tkance ttuszczowej szczuréw podda-
nych naprzemiennemu glodzeniu i karmieniu i byta okoto trzykrotnie wyzsza od warto-
$ci mierzonych u szczurdéw z grupy kontrolnej (ryc. 33). Podobne zmiany zaobserwowa-
no w przypadku genu kodujacego PPARS, ktorego ekspresja w WAT szczuréw podda-
nych naprzemiennemu glodzeniu i karmieniu réwniez wzrosta i byla trzykrotnie wyzsza
od warto$ci mierzonych u szczurow z grupy kontrolnej (ryc. 34). Natomiast w WAT
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szczurow z grup S, SR 1 PF nie zaobserwowano istotnych réznic w poré6wnaniu z kontro-
la ani w przypadku genu kodujacego PPARa, ani PPARS.

Ekspresja genu kodujacego LXRa w tkance ttuszczowej szczuréw z grupy MSR by-
ta ponad dwukrotnie wyzsza (2,62 + 0,41; P<0,001) od warto$ci mierzonych u szczuréw
z grupy kontrolnej (ryc. 35). Z kolei ekspresja genu kodujacego RXRa w WAT szczu-
row z grupy MSR byla niemal dwukrotnie wyzsza niz w grupie kontrolnej (1,91 £ 0,29
P<0,05 w grupie MSR wobec 1,00 + 0,11 w grupie kontrolnej) (ryc. 36).

Ekspresja genu kodujacego PGCla (koaktywator receptorow PPAR) w tkance
thuszczowej szczuréw z grupy SR byla przeszto dwukrotnie wyzsza (2,74 = 0,88;
P<0,05), natomiast w WAT szczuréw poddanych naprzemiennemu glodzeniu i karmie-
niu — pigciokrotnie wyzsza (5,06 + 1,23; P<0,001) od wartosci mierzonych u szczuro6w
z grupy kontrolnej (1,00 + 0,16) (ryc. 37). W grupie PF nie zaobserwowano istotnych
zmian ekspresji genu PGCla (1,12 + 0,23) w poréwnaniu ze szczurami z grupy kontrol-
nej.
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Ryc. 31. llo§¢ mRNA PPARy w WAT szczuréw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem pod
rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 31. PPARy mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for
Fig. 4 and in the section 3.6
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Ryc. 32. Poziom biatka PPARy w WAT szczurow wyznaczony metoda Western-blot. Oznaczenia
przedstawiono zgodnie z opisem pod rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 32. PPARy protein levels in WAT of rats determined by Western-blot. Data are presented as
described in the legend for Fig. 4 and in the section 3.6
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Ryc. 33. llos¢ mRNA PPARo w WAT szczuréw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem
pod rycing 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 33. PPARo. mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for
Fig. 4 and in the section 3.6
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Ryc. 34. Ilos¢ mRNA PPARS w WAT szczurdw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem
pod rycina 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 34. PPARO mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for
Fig. 4 and in the section 3.6
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Ryc. 35. Ilos¢ mRNA LXRa w WAT szczurdéw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem pod
rycina 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 35. LXRa mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for Fig.
4 and in the section 3.6
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Ryc. 36. llos¢ mRNA RXRa w WAT szczuréw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem pod
rycina 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 36. RXRa mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for Fig.
4 and in the section 3.6
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Ryc. 37. llos¢ mRNA PGCla w WAT szczurdéw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem pod
rycina 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 37. PGCla mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for
Fig. 4 and in the section 3.6
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4.8.2. Zmiany ekspresji genow kodujqcych czynniki transkrypcyjne
SREBP-1, ChREBP i C/EBPa w tkance tluszczowej

Ekspresja genu kodujacego czynnik transkrypcyjny SREBP-1 spadta w tkance
thuszczowej glodzonych szczurdéw (S), natomiast wzrosta (okoto trzykrotnie) w WAT
szczurow poddanych glodzeniu i nastgpujacemu po nim karmieniu (SR) i okoto szescio-
krotnie w WAT szczurdw poddanych wielokrotnie powtdérzonym cyklom glodzenia
i karmienia (MSR) (ryc. 38). SREBP-1 jest regulowane nie tylko na etapie transkrypcji,
lecz rowniez poprzez hydrolityczne cigcie, w czasie ktorego powstaje aktywna tran-
skrypcyjnie jadrowa forma tego czynnika transkrypcyjnego. Dlatego tez zmiany ilo$ci
formy jadrowej SREBP-1 w WAT szczurow potwierdzono metoda Western-blot (ryc.
39). Poziom biatka SREBP-1 (formy jadrowej) w WAT szczurow z grupy MSR byt
ponad pigtnastokrotnie wyzszy niz w kontroli (P<0,001).

o
| p—— |
8- Kkk
)
& 6 |
w
[1'
7] *k
< 4-
> 4 T
14
£
2-
o S—
0 [ I
C S SR MSR PF

Ryc. 38. llos¢ mRNA SREBP-1 w WAT szczuré6w. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem
pod rycina 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 38. SREBP-1 mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for
Fig. 4 and in the section 3.6
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Ryc.39. Poziom biatka SREBP-1 w WAT szczur6w wyznaczony metoda We-

stern-blot. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem pod rycing 4 oraz z opisem zawartym
w rozdziale 3.6

Fig. 39. SREBP-1 protein levels in WAT of rats determined by Western-blot. Data are presented as
described in the legend for Fig. 4 and in the section 3.6

W wyniku glodzenia doszto rowniez do spadku ekspresji genu kodujacego czynnik
transkrypcyjny ChREBP w WAT badanych szczurdéw (S); natomiast podwyzszona eks-
presj¢ tego genu zaobserwowano w tkance ttuszczowej szczurow SR, MSR i PF (ryc.
40). Najwigkszy, czterokrotny w stosunku do kontroli, wzrost ekspresji genu kodujacego
ChREBP wykazano w WAT szczuréw z grupy MSR. W grupie SR zaobserwowano
ponad dwukrotny wzrost ekspresji tego genu. W odrdéznieniu od SREBP-1, wzrost ilo$ci
mRNA ChREBP zaobserwowano réwniez w tkance tluszczowej szczurow poddanych
restrykceji kalorycznej (PF) — okoto dwukrotnie wyzsza w stosunku do kontroli ekspresja
genu kodujacego czynnik ChREBP w WAT szczurdéw z grupy PF odpowiada podwyz-
szonemu st¢zeniu insuliny u tych szczurdéw (ryc. 8).
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Ryc. 40. Ilos¢ mRNA ChREBP w WAT szczuréow. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem
pod rycina 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 40. ChREBP mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for
Fig. 4 and in the section 3.6

Ilos¢ mRNA czynnika transkrypcyjnego C/EBPa, istotnego w réznicowaniu adipo-
cytow, nie zmienita sig istotnie w tkance tluszczowej badanych szczurow, z wyjatkiem
grupy MSR, gdzie byta ponad dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu do kontroli (ryc. 41).
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Ryc. 41. llos¢ mRNA C/EBPa w WAT szczuréw. Oznaczenia przedstawiono zgodnie z opisem
pod rycina 4 oraz z opisem zawartym w rozdziale 3.6

Fig. 41. C/EBPo. mRNA levels in WAT of rats. Data are presented as described in the legend for
Fig. 4 and in the section 3.6
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5. DYSKUSJA

5.1. Zmiany masy ciala i masy tkanki tluszczowej u szczuréw glodzonych
i karmionych

Gtownym celem stosowania diety redukcyjnej, polegajacej na zmniejszeniu ilosci
spozywanego pokarmu, jest zwykle obnizenie masy ciala. W czasie obnizonej podazy
pokarmu w tkance thuszczowej zachodzi zwigkszona lipoliza i uwalnianie kwasow thusz-
czowych, co prowadzi do spadku masy tej tkanki. U szczuréw wielokrotnie gtodzonych
i karmionych doszlo do zahamowania wzrostu masy ciata i masy tkanki thuszczowe;j. Jest
to niewatpliwie wywotane mniejszym spozyciem pokarmu, gdyz szczury z grupy MSR
spozywaja o 20% mniej paszy niz szczury z grupy kontrolnej. W grupie szczuréw PF
(spozywajacych taka sama ilo$¢ paszy, jak szczury z grupy MSR) zaobserwowano po-
dobne zmiany masy ciata, jak w grupie MSR. U tych dwoch grup szczuréw zaobserwo-
wano natomiast roéznicg w masie tkanki thuszczowej pobranej z okolic najadrzy —
u szczuréw z grupy MSR masa tej tkanki byta znaczaco mniejsza (ryc. 5). Takie réwno-
legle badania z zastosowaniem diety redukcyjnej o takiej samej ilosci pokarmu wykaza-
ly, ze zmiany masy ciala i masy WAT obserwowane u szczurow wielokrotnie gltodzo-
nych i karmionych nie wynikaly jedynie ze spadku ilo$ci spozywanego pokarmu, ale
byty efektem jego cyklicznej podazy. Gléwna przyczyna spadku masy tkanki thuszczo-
wej u szczuréw z grupy MSR bylo, jak wynika z przeprowadzonych badan, obnizenie
wielkosci adipocytow. Adipocyty izolowane z WAT szczuréw poddanych wielokrotne-
mu glodzeniu i karmieniu byly znacznie mniejsze niz u innych grup szczurow (ryc. 13-
14), nawet dieta redukcyjna (PF) nie doprowadzita do takiego obnizenia wielkosci adi-
pocytow. Zaobserwowany spadek wielkosci adipocytow byt wynikiem zwigkszonej
lipolizy w tkance tluszczowej. Biorac pod uwage, ze od wielkosci adipocytow zalezy
biosynteza i wydzielanie leptyny, spadek wielkosci adipocytow mogt by¢ jedna z przy-
czyn obnizenia stgzenia tej adipokiny we krwi badanych szczuréw. Spadek stezenia
leptyny we krwi mogt z kolei doprowadzi¢ do wzrostu apetytu i zwigkszonego pobiera-
nia pokarmu, a w konsekwencji do szybszego przybierania na wadze szczur6w MSR,
obserwowanego po rozpoczeciu ich zywienia ad libitum [84, 92]. Opisane tu zaleznosci
wynikajace z cyklicznej podazy pokarmu moga by¢ odzwierciedleniem efektu jo-jo,
obserwowanego gdy migdzy okresami stosowania krotkotrwatych diet dochodzi
do przejadania si¢ i wzrostu masy ciala.

5.2. Zmiany stezenia glukozy, triacylogliceroli, insuliny, leptyny,
adiponektyny i rezystyny w surowicy krwi szczuréw

U szczuréw wielokrotnie glodzonych ikarmionych podobnie, jak u szczuréow
z grupy PF stezenie glukozy w surowicy krwi nie zmienito si¢ w stosunku do kontroli
(ryc. 6). Brak zmian stgzenia glukozy w surowicy krwi zaobserwowano juz u szczurOw
poddanych diecie redukcyjnej zawierajacej 85% ilosci paszy spozytej przez szczury
kontrolne [94]. Wielokrotne glodzenie i karmienie zmieniato natomiast st¢zenie triacy-
logliceroli w surowicy krwi, ktoére byto obnizone u szczuréw z grup MSR, S i SR
(ryc. 7). Spadek stezenia triacylogliceroli po gtodzeniu spowodowany jest najprawdopo-
dobniej zahamowaniem lipogenezy watrobowej, gdyz w watrobie szczuréw gtodzonych
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przez 72 godz. aktywno$¢ FAS spadta o 30% (P<0,05) (nie przedstawiono). W surowicy
krwi szczurow z grupy PF odnotowano istotnie wyzsze st¢zenie triacylogliceroli niz
u szczurow z grupy MSR, co moze §wiadczy¢ o tym, ze cykliczna podaz pokarmu bar-
dziej obniza st¢zenie triacylogliceroli niz dieta redukcyjna o tej samej kalorycznosci.
Z kolei stgzenie insuliny w surowicy krwi byto istotnie wyzsze u szczuréw poddanych
wielokrotnie powtarzanym cyklom glodzenia i karmienia, zaré6wno w pordéwnaniu
z grupa kontrolna, jak i w porownaniu z grupami SR i PF (ryc. 8). Ten wielokrotny
wzrost stezenia insuliny w surowicy krwi szczurow z grupy MSR byt wywotany cyklami
glodzenia i1 karmienia, gdyz u szczuréw z grupy PF spozywajacych taka sama ilo$¢ pa-
szy, jak te z grupy MSR stezenie insuliny byto pigciokrotnie nizsze. Wzrost stgzenia
insuliny, obserwowany u szczurow poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu
sugeruje, ze bierze ona udzial w indukcji genéw uczestniczacych w metabolizmie we-
glowodanéw i lipidow w tkance thuszczowej tych zwierzat.

Wielokrotne glodzenie i karmienie (MSR) lub dlugotrwale zmniejszenie ilosci spo-
zywanego pokarmu (PF) obnizyto stezenie leptyny w surowicy krwi badanych szczurow.
U szczurow glodzonych (S) oraz glodzonych, a nastgpnie karmionych (SR) réwniez
zaobserwowano towarzyszacy obnizeniu masy WAT spadek stgzenia leptyny w surowi-
cy krwi (ryc. 9). Podobny spadek st¢zenia leptyny w surowicy zaobserwowano u szczu-
row poddanych diecie redukcyjnej [94]. W wielu badaniach wykazano, ze stezenie lep-
tyny we krwi jest zwigzane z obnizaniem masy ciata. W wigkszosci ze stosowanych
metod obnizania masy ciata otytych pacjentow, st¢zenie leptyny we krwi spadato nieza-
leznie od rodzaju diety redukcyjnej [82]. Stezenie leptyny we krwi moze by¢ zwiazane
z masa tkanki thuszczowej oraz z wielkoscia adipocytow. W doswiadczeniach opisywa-
nych w niniejszej rozprawie stezenie to byto dodatnio skorelowane z masa tkanki thusz-
czowej z okolic najadrzy iz wielkoscia adipocytow izolowanych z WAT szczurow.
Adipocyty izolowane z WAT szczuréw z grupy S, SR i MSR wydzielaty mniej leptyny
niz adipocyty pochodzace z WAT szczurdw z grupy kontrolnej (ryc. 17). Podobne za-
leznosci otrzymano takze w badaniach opisujacych inne modele do§wiadczalne u myszy
i szczurdéw [10, 209]. Wydaje sig, ze masa tkanki thuszczowej i wielko$¢ adipocytow, to
glowne czynniki wptywajace na dlugotrwale zmiany stezenia leptyny we krwi. Nieza-
leznie od wielko$ci adipocytéw biosynteza i wydzielanie leptyny sa rowniez regulowane
przez insuling [96]. W modelu wielokrotnego glodzenia i karmienia st¢zenie insuliny
bylo wyzsze u szczurow z grupy MSR niz w kontroli, przy nizszym stgzeniu leptyny
w surowicy krwi. Wskazuje to, ze w badanym modelu doswiadczalnym insulina
w niewielkim stopniu wptywa na wydzielanie leptyny.

Stezenie adiponektyny w surowicy krwi szczurow poddanych wielokrotnemu glo-
dzeniu i karmieniu (grupa MSR) bylo wyzsze, przy nizszej niz w grupie kontrolnej ma-
sie ciala tych zwierzat (ryc. 10). Zatem, w przeciwienstwie do leptyny, stezenie adipo-
nektyny w surowicy krwi w tym modelu doswiadczalnym byto odwrotnie proporcjonal-
ne do masy tkanki thuszczowej. Juz we wcze$niejszych badaniach wykazano, Ze istnieje
odwrotna zalezno$¢ pomigdzy stezeniem adiponektyny we krwi, a masa tkanki thusz-
czowej 1 wskaznikiem masy ciata (BMI) u ludzi [54]. Podobna zalezno$¢ zaobserwowa-
no réwniez u szczurow, u ktorych wzrostowi masy tkanki thuszczowej i masy ciata po
dwutygodniowym karmieniu dieta wysokottuszczowa towarzyszyt spadek st¢zenia adi-
ponektyny w surowicy krwi, pomimo braku zmian poziomu mRNA adiponektyny
w WAT [145]. Zaskakujacy jest brak wptywu diety redukcyjnej (grupa PF) na st¢zenie
tego hormonu we krwi badanych szczurdéw, poniewaz u myszy zaobserwowano dodatni
wplyw roznych diet redukcyjnych na stgzenie adiponektyny we krwi. W badaniach
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Combs 1 wsp. [28] trzymiesigczna dieta redukcyjna o 60% kalorycznosci zwigkszata
okoto dwukrotnie stgzenie adiponektyny w surowicy krwi myszy, niezaleznie od ich
wieku. Rowniez w badaniach Varady i wsp. [189] u samic myszy, ktore otrzymywaty
diet¢ rownowazna 75% kalorii dziennego zapotrzebowania zaobserwowano podwyzszo-
ne stezenie adiponektyny w osoczu. Podobnie byto podwyzszone stezenie adiponektyny
w osoczu myszy otrzymujacych co drugi dzien 25%, 15% lub 0% dziennego zapotrze-
bowania. W tym modelu doswiadczalnym co drugi dzien myszy otrzymywaly pasze¢ ad
libitum, natomiast w pozostate dni podaz pokarmu byta ograniczona do 25%, 15% lub
0% dziennego zapotrzebowania energetycznego. Roznice pomigdzy wynikami prezen-
towanymi w niniejszej rozprawie, atymi przedstawionymi przez Combs i wsp. oraz
Varady i wsp., moga wynikaé z tego, ze w opisanych tu badaniach zastosowano inny
gatunek gryzonia, a ponadto szczury z grupy PF byly poddane mniej drastycznej re-
strykcji kalorycznej — otrzymywaty okoto 80% ilosci paszy, ktdra spozywatly szczury
kontrolne. Wyzej przedstawione dane z badan na myszach nie znajduja réwniez po-
twierdzenia w wynikach opisujacych stezenie adiponektyny we krwi odchudzanych
pacjentéw. W wigkszosci publikacji opisujacych rézne protokoty stosowania diet reduk-
cyjnych nie odnotowano zmian st¢zenia tej adipokiny we krwi pacjentow [82]. Wyniki
prezentowane w niniejszej rozprawie wskazuja, ze stgzenie adiponektyny we krwi jest
zwigzane z masa tkanki thuszczowej, jednak masa tkanki thuszczowej nie jest gldéwnym
czynnikiem wptywajacym na biosyntez¢ adiponektyny w tej tkance.

Sposrdd trzech adipokin badanych w opisywanym tu modelu do§wiadczalnym stg-
zenie rezystyny w surowicy krwi ulega najbardziej zréznicowanym zmianom pod wply-
wem diety. U szczurow poddanych 8 cyklom glodzenia i karmienia dochodzi do 50%
wzrostu stgzenia rezystyny we krwi, inaczej niz we wszystkich innych grupach szczu-
row. Dieta redukcyjna trwajaca 48 dni (grupa PF) wywotuje efekt przeciwny — istotny
spadek stezenia tego hormonu (ryc. 11). Opisane zmiany stgzenia rezystyny w surowicy
krwi szczurdw nie sa skorelowane ze zmianami masy WAT. Podobny jak w grupie PF
wplyw diety redukcyjnej opisano niedawno u starszych, 8-miesi¢cznych szczurdw rasy
Wistar, u ktorych 3-miesigczna dieta zaspokajajaca 80% zapotrzebowania energetyczne-
go badanych zwierzat doprowadzila do spadku o polowg st¢zenia rezystyny we krwi
[40]. Istotnie wyzsze st¢zenie rezystyny w surowicy krwi szczuréw z grupy MSR
w poroéwnaniu do kontroli i grupy PF $wiadczy o tym, ze zmiany stgzenia tej adipokiny
w krwi wywolane przez wielokrotne glodzenie ikarmienie sa zwiazane nie tylko
z ilo$cia spozytego przez szczury pokarmu, lecz rowniez z cykliczna jego podaza.

U szczuréw poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu stgzenia wszystkich
trzech badanych adipokin sa rézne od tych zaobserwowanych w grupie kontrolnej. Ste-
zenie leptyny spada, natomiast st¢zenie adiponektyny i rezystyny ro$nie w stosunku do
grupy kontrolnej. Znamienna jest roznica w stezeniu adiponektyny i rezystyny w porow-
naniu z grupa PF. Przy takiej samej podazy energii zaobserwowano brak wplywu (adi-
ponektyna) lub spadek (rezystyna) stezenia adipokin w grupie PF w poréwnaniu z kon-
trola, przy jednoczesnym wzroscie st¢zenia tych adipokin w surowicy krwi szczuréw
z grupy MSR. Zaroéwno w przypadku adiponektyny, jak i rezystyny réznica pomigdzy
stgzeniem adipokiny w surowicy krwi szczurow z grupy MSR a PF jest istotna staty-
stycznie (ryc. 10-11). Swiadczy to o tym, Ze nie ilo$¢ spozytej paszy, lecz cykle gtodze-
nia i nastgpujacego po nim karmienia ad libitum decyduja o swoistym profilu zmian
stezenia adipokin w surowicy krwi badanych zwierzat. Zaobserwowane zmiany w stgze-
niu adipokin w surowicy krwi sa niewatpliwie zwiazane ze zmianami szybkoS$ci syntezy
i wydzielania tych biatek do krazenia.
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5.3. Zmiany ekspresji genéw kodujacych leptyne i receptor leptyny
w tkance thuszczowej

Wielokrotnie powtarzane glodzenie i karmienie doprowadzito do obnizenia ekspre-
sji genu kodujacego leptyne wtkance tluszczowej badanych zwierzat (ryc. 15).
U szczurdw z grupy PF, poddanych diecie redukcyjnej, zaobserwowano podobne zmiany
—trend spadkowy ilosci mRNA leptyny w tkance tluszczowej. W opublikowane] nie-
dawno pracy Zhu i wsp. [211] rowniez wykazano, ze stezenie mRNA leptyny w tkance
thuszczowej szczuréw poddanych diecie redukcyjnej jest nizsze niz w grupie kontrolne;j.
3-dniowe glodzenie takze doprowadzito do obnizenia ekspresji genu Lep w tkance thusz-
czowej — w WAT szczurow poddanych glodzeniu (S) zaobserwowano spadek ilosci
mRNA leptyny. Podobne wyniki uzyskat Zhang i wsp. [210] — u szczuréw gltodzonych
ekspresja genu kodujacego leptyng spadta, natomiast po karmieniu nieznacznie wzrosta,
nie osiagajac jednak poziomu kontroli. Z badan Bertile iRaclot [11] wynika, ze
u szczura ekspresja genu kodujacego leptyng znaczaco spada w WAT z okolic najadrzy
juz po pierwszym dniu glodzenia i ten spadek ekspresji poglebia si¢ jeszcze do S dnia
glodzenia. Wszystkie powyzsze dane wskazuja, ze ograniczona podaz pokarmu obniza
ekspresje genu kodujacego leptyne.

Stezenie mRNA leptyny oraz biosynteza leptyny w tkance tluszczowej zaleza od
wielkosci adipocytow i w komoérkach o wigkszej Srednicy sa wyzsze (ryc. 16). U szczu-
row z grupy MSR, u ktoérych zaobserwowano najmniejsza $rednicg adipocytow oraz
najnizsza mas¢ WAT (ryc. 5, 12-14), odnotowano jednoczesnie mniejsza ilos§¢ mRNA
leptyny w tkance tluszczowej, nizsze stezenie leptyny w surowicy krwi oraz obnizone
wydzielanie leptyny przez izolowane adipocyty w porodwnaniu do szczurdw z grupy
kontrolnej (ryc. 9, 15, 17). Pomimo opisanych wyzej zalezno$ci, biosynteza i wydziela-
nie leptyny u szczurdéw z grupy MSR okazaty si¢ wyzsze niz u szczuréw glodzonych (S),
ktorych adipocyty byly wigksze. Wskazuje to, ze ekspresja genu Lep w WAT szczurow
poddanych wielokrotnemu gtodzeniu i karmieniu mogta by¢ jednoczesnie indukowana
przez insuling, ktorej stgzenie byto podwyzszone we krwi tych szczurow.

Podobna zalezno$¢ migdzy wielkoscia adipocytow a iloscia mRNA leptyny i bio-
synteza tego biatka u myszy opisat Zhang i wsp. [209], a u ludzi Lee i wsp. [96]. Mole-
kularny mechanizm regulacji ekspresji genu kodujacego leptyne w zaleznosci od wielko-
$ci adipocytow nie zostal jeszcze poznany. W pracy Le Lay i wsp. [99] zaproponowano,
ze by¢ moze wewnatrzkomorkowe st¢zenie cholesterolu w adipocytach petni rolg regu-
lacyjna i jest wskaznikiem wielko$ci komdrki. Ten mechanizm regulacji ekspresji genow
moglby tlumaczy¢ nizszy poziom ekspresji genu Lep w matych komoérkach, jednak ci
sami autorzy nie zaobserwowali zmian ekspresji genu kodujacego leptyng w adipocy-
tach, ktorym sztucznie obnizano stezenie cholesterolu. Te badania niestety nie byly wy-
konane na dojrzatych, izolowanych adipocytach, lecz na komodrkach linii 3T3-L1,
o ktorych wiadomo, ze wydzielaja bardzo mate ilosci leptyny [112].

W tkance thuszczowej szczuréw poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu
wzrosta ekspresja genu kodujacego receptor jadrowy PPARy. Farmakologiczna aktywa-
cja tego receptora w wielu modelach doswiadczalnych prowadzita do represji genu ko-
dujacego leptyng [31], jednak w modelu wielokrotnego glodzenia i karmienia PPARy
odgrywatl raczej niewielka role w regulacji ekspresji genu Lep, poniewaz nie zaobser-
wowano korelacji pomigdzy stezeniem mRNA leptyny a stgzeniem mRNA tego recepto-
ra w WAT badanych szczuréw. Nie mozna jednak wykluczy¢ represji genu kodujacego
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leptyng w WAT szczuréw z grupy MSR pod wptywem aktywacji PPARy przez natural-
ne ligandy tego receptora, ktére mogly powsta¢ w tkance ttuszczowej w czasie wielo-
krotnego gtodzenia i karmienia.

Ekspresja genu kodujacego leptyne w tkance thuszczowej jest roOwniez regulowana
przez receptor LXR. Stulnig i wsp. [176] zaobserwowali, ze podawanie agonisty LXR
wywotato dwukrotny spadek ekspresji genu kodujacego leptyne w WAT myszy.
W badaniach prezentowanych w niniejszej rozprawie wykazano, ze ekspresja genu ko-
dujacego LXRa w tkance tluszczowej badanych szczuréw zalezy od zmian diety —
u szczurow poddanych 8 cyklom glodzenia ikarmienia ilo§¢ mRNA LXRo wzrosta
niemal trzykrotnie, natomiast u szczuréw gltodzonych przez 3 dni o okoto 50% (ryc. 35).
Wazrost ilosci LXRa moégt by¢ jedna z przyczyn represji genu Lep w WAT szczurow
z grup MSR i S, jednak nie odnotowano korelacji pomigdzy iloscia mRNA leptyny
amRNA LXRa (r=-0,1361 P>0,05). Wskazuje to, ze receptor LXRa nie odgrywat
istotnej roli w regulacji ekspresji genu kodujacego leptyng w WAT szczurdéw z grupy
MSR.

Wielokrotne glodzenie i karmienie wywotato ponad dwukrotny wzrost ilo§ci mRNA
kodujacego receptor leptyny w WAT szczuréow (ryc. 18). W tkance tluszczowej bada-
nych zwierzat ilos¢ mRNA receptora leptyny jest skorelowana z iloscia mRNA recepto-
row PPAR. Sugeruje to, ze wlasnie te receptory uczestnicza w indukceji genu kodujacego
LepR w WAT szczurow podczas wielokrotnego glodzenia i karmienia. Wzrost ilosci
receptora leptyny na powierzchni adipocytow w WAT szczurdow z grupy MSR moze
zwigksza¢ auto- lub parakrynne dziatanie leptyny w tkance thuszczowej wielokrotnie
glodzonych i karmionych szczuréw. Podobnych zmian nie odnotowano w WAT szczu-
réw z grup S i SR, ani w WAT szczuréw z grupy PF. Swiadczy to o tym, ze w badanym
modelu do$§wiadczalnym w tkance tluszczowej dochodzi do wzrostu wrazliwosci na
leptyneg i by¢ moze rowniez na insuling. Zaobserwowano juz wczesniej, ze szlak sygna-
lowy leptyny wplywa na substraty receptora insulinowego i 3-kinazeg fosfatydyloinozyto-
lowa [126]. Z kolei Fruhbeck i wsp. [41] zauwazyli, ze leptyna dziatajac na adipocyty
wzmaga lipolize. Zatem wzrost szybkosci lipolizy zaobserwowany w tkance thuszczowe;j
szczurdw poddanych wielokrotnie cyklom glodzenia i karmienia (ryc. 30) moze by¢
wynikiem zwigkszonej wrazliwo$ci ich adipocytow na leptyng.

5.4. Zmiany ekspresji genéw kodujacych adiponektyne i obie izoformy
receptora adiponektyny w tkance thuszczowej

U szczurow glodzonych przez 3 dni (S) ekspresja genu kodujacego adiponektyne
spadta, natomiast po kolejnych trzech dniach karmienia (SR) zaobserwowano tendencj¢
wzrostowa ekspresji tego genu w poréwnaniu z grupa kontrolna. Podobny do opisanego
wyzej dla grup S i SR wptyw glodzenia i karmienia na ekspresj¢ genu kodujacego adi-
ponektyng zaobserwowal wczesniej Zhang i wsp. [210]. W pracy tej autorzy wykazali,
ze u szczurdw gltodzonych ekspresja genu kodujacego adiponektyng spadta, natomiast po
karmieniu wzrosta, osiagajac poziom obserwowany uszczuréw kontrolnych.
W badaniach Bertile i Raclot [11] poziom mRNA adiponektyny w WAT z najadrzy
badanych szczuréw wykazywat tendencje spadkowa podczas glodzenia trwajacego 113
dni, natomiast w piatym dniu gtodéwki osiagnal poziom stanowiacy okoto 25% warto$ci
kontrolnych.
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Dhugotrwate obnizenie iloSci paszy spozytej przez zwierzgta nie wywotlato istotnych
zmian ekspresji genu kodujacego adiponektyng w WAT szczuréw z grupy PF. W bada-
niach opisanych w niniejszej rozprawie zaobserwowano trend wzrostowy ekspresji genu
kodujacego adiponektyne w tkance thuszczowej (ryc. 19) i stezenia adiponektyny
w surowicy krwi (ryc. 10) szczuréw z grupy PF oraz trend wzrostowy wydzielania adi-
ponektyny do $rodowiska inkubacyjnego przez adipocyty izolowane z WAT szczuréw
z grupy PF (ryc. 21). W badaniach przeprowadzonych przez Zhu i wsp. [211] zaobser-
wowano 50% wzrost ilosci mRNA adiponektyny w tkance thuszczowej szczuréw podda-
nych przez 2 miesiace diecie redukcyjnej, podczas ktorej podaz pokarmu ograniczono do
60% paszy spozytej przez szczury z grupy kontrolnej. Podobne wyniki uzyskat wcze-
$niej Wang 1 wsp. [198], wykazujac okoto 50% wzrost ilosci mRNA adiponektyny
w WAT z okolic najadrzy u myszy spozywajacych 70% paszy jedzonej przez grupe
kontrolng. Mniejsze zmiany ekspresji genu kodujacego adiponektyng w WAT szczurow
z grupy PF w porownaniu do tych opisanych przez autorow dwoch wyzej przedstawio-
nych prac wynikaja najprawdopodobniej z zastosowania mniej drastycznej diety reduk-
cyjnej — szczury z grupy PF otrzymywaly 80% ilosci paszy, ktora spozywaty szczury
z grupy kontrolne;.

Wielokrotne glodzenie i karmienie wywotato okoto 50% wzrost st¢zenia adiponek-
tyny w surowicy krwi oraz okoto 50% wzrost ekspresji genu kodujacego adiponektyng
w WAT szczurdw (ryc. 19). Rowniez w preparatach adipocytow pochodzacych z WAT
szczurdw z grupy MSR zaobserwowano wigksze wydzielanie adiponektyny do $srodowi-
ska inkubacyjnego niz w preparatach adipocytow izolowanych z tkanki tluszczowej
szczuréw kontrolnych (ryc. 21). llos¢ mRNA adiponektyny w WAT szczurow z grupy
MSR jest istotniec wyzsza od tej odnotowanej w WAT szczuréw z grup PF i SR. Po-
wszechnie uwaza sig, ze biosynteza adiponektyny w tkance thuszczowej jest regulowana
przez receptory PPAR [28, 111, 185, 206]. W badaniach prezentowanych w niniejszej
rozprawie wykazano, ze ilo§¢ mRNA adiponektyny w WAT wszystkich badanych grup
szczurow jest dodatnio skorelowana ze zmianami ilo§ci mRNA receptora PPARy
(r=0,8193 P<0,001), ktorego ekspresja rowniez byta regulowana przez zmiany diety.
Wskazuje to, ze receptor PPARy moégt by¢ jednym z czynnikéw indukujacych ekspresje
genu kodujacego adiponektyng w tkance thuszczowej szczurow.

Wazrost ilo§ci mRNA adiponektyny w WAT szczuréow z grupy MSR moze by¢ row-
niez wywotany wzrostem aktywnosci SREBP-1. Wiadomo, ze SREBP-1 wiaze sig
z regionem promotorowym genu kodujacego adiponektyne u myszy indukujac jego
ekspresje [159]. Taka regulacja moze takze dotyczyé szczura. W badanych szczurach
ilo§¢ mRNA jest jednak stabo skorelowana z iloscia mRNA SREBP-1 (r=0,4837
P<0,001). Nalezy jednak nadmieni¢, ze sam czynnik transkrypcyjny SREBP-1 moze by¢
indukowany przez receptory LXR i RXR [29, 67]. Geny kodujace wszystkie te receptory
ulegaja wzmozonej ekspresji w WAT szczuréw z grupy MSR.

Ekspresja genow kodujacych obie izoformy receptora adiponektyny pozostala bez
zmian w WAT szczuréow gltodzonych, gtodzonych i nastgpnie karmionych oraz w WAT
szczurow PF w poréwnaniu z kontrola (ryc. 22-23). Jednak wielokrotne glodzenie
i karmienie wywolato znaczny, ponad trzykrotny, wzrost ekspresji genow kodujacych
obie izoformy receptora adiponektyny w tkance ttuszczowej szczuréw. Indukcja ekspre-
sji genow kodujacych AdipoR1 i AdipoR2 w WAT szczurow z grupy MSR moze byé
wywotana wzrostem st¢zenia insuliny, a takze aktywacja lub wzrostem ekspresji jednego
z czynnikow transkrypcyjnych uczestniczacych w przekazywaniu sygnatu insuliny.
Regulacja ekspresji genow kodujacych izoformy receptora adiponektyny w tkance thusz-
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czowej nie zostala jeszcze doktadnie zbadana. Najprawdopodobniej w regulacji tran-
skrypcji tych gendéw uczestniczy insulina i glukagon, poniewaz odnotowano zmiany
poziomu mRNA AdipoR1 i AdipoR2 pod wpltywem glodzenia. W badaniach Bluher
i wsp. [13] zar6wno poziom mRNA AdipoR1, jak i AdipoR2 w WAT z najadrzy myszy
glodzonych byt wyzszy niz u myszy kontrolnych. W podskérnej tkance tluszczowej
odwrotnie — ekspresja genu kodujacego AdipoR1 byla nizsza u myszy glodzonych, na-
tomiast ekspresja genu kodujacego AdipoR2 nie zmieniata si¢. W badaniach Beylot
i wsp. [12] ekspresja obu genéw kodujacych receptor adiponektyny nie zmieniata si¢
w WAT szczuréw rasy Wistar glodzonych przez 48 godz., w porownaniu z osobnikami
karmionymi. Jednak to samo traktowanie otytych szczuréw rasy Zucker wywolalo spa-
dek ekspresji genu kodujacego AdipoR1 w WAT. Co ciekawe, glodzenie chudych
szczuréw rasy Zucker wywotato spadek ekspresji genu kodujacego AdipoR2, lecz nie
AdipoR1. Prace Bluhera i wsp. [13] oraz Beylot i wsp. [12] to, jak dotad, jedyne dwie
publikacje opisujace wptyw glodzenia na ekspresj¢ genéw kodujacych receptory adipo-
nektyny w tkance tluszczowej. Obydwie grupy wykonaly jednak badania zuzyciem
réznych modeli zwierz¢cych. Grupa niemiecka wykonata do$wiadczenia na chudych
myszach C57Bl/6 pobierajac do analiz tkankg thuszczowa podskdrna i z okolic najadrzy
[13], podczas gdy grupa francuska badata zmiany ekspresji genéw w tkance thuszczowe;j
z okolic nerek u chudych szczurdéw rasy Wistar i u chudych oraz otylych szczurow rasy
Zucker [12]. Poza innym genetycznym podtozem zastosowanych zwierzat samo pobra-
nie roznych rodzajow tkanki thuszczowej mogto wywolaé¢ réznice w otrzymanych wyni-
kach. W badaniach opisywanych w tej rozprawie gltodzenie szczuréw przez 3 doby oraz
pojedynczy cykl gtodzenia i karmienia nie zmieniaty ekspresji genéw kodujacych recep-
tor adiponektyny w WAT zwierzat, co moze $wiadczy¢ o tym, ze insulina i glukagon nie
petnia waznej roli w regulacji ekspresji tych genow.

Ekspresja obu gené6w kodujacych receptor adiponektyny w tkance tluszczowej moze
by¢ rowniez regulowana przez receptor PPARy, poniewaz wywotanie wzrostu ekspresji
genu i aktywnosci transkrypcyjnej tego receptora spowodowalo wzrost ekspresji genu
kodujacego AdipoR1 [73]. Ponadto aktywacja receptorow PPAR przez podanie agoni-
stow zwigksza w niektorych modelach do§wiadczalnych ekspresj¢ jednego lub obu ge-
néw receptora adiponektyny; na przyktad w tkance thuszczowej myszy, ktore otrzymy-
waty w paszy fenofibrat, zwiazek aktywujacy PPARa, wzrosta ekspresja genu kodujace-
go AdipoR2 przy braku zmian ekspresji genu kodujacego AdipoR1 [52]. Zaobserwowa-
no rowniez wzrost ekspresji genu kodujacego AdipoR2 w ludzkich makrofagach pod
wplywem aktywatorow PPARa, PPARy i LXR [21]. Podobne wyniki uzyskat Tsuchida
i wsp. [186] — w WAT otytych i cukrzycowych myszy KKy, u ktorych ekspresja gendw
kodujacych receptor adiponektyny byta nizsza niz u myszy chudych, podanie zwiazku
WY-14643, aktywatora receptora PPARa zwigkszato stezenie mRNA zaréwno receptora
AdipoR1, jak i AdipoR2. Wzrost ekspresji gendw kodujacych obie izoformy receptora
adiponektyny w WAT szczuréw z grupy MSR moze by¢ wywolany wzrostem ilosci
i aktywnosci transkrypcyjnej receptorow PPAR. W WAT tych szczuréw zaobserwowano
podwyzszong ekspresj¢ genow PPARa i PPARY; ponadto ilos¢ mRNA receptora adipo-
nektyny (AdipoR1 i AdipoR2) w WAT wszystkich badanych grup szczuréw jest dodat-
nio skorelowana zpoziomem mRNA receptorow PPARa i PPARy. Przedstawione
w niniejszej rozprawie wyniki §wiadczg o tym, ze receptory PPAR uczestnicza w induk-
cji gendw kodujacych obie izoformy receptora adiponektyny w tkance tluszczowej
szczuréw podczas wielokrotnego glodzenia i karmienia.
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Opisany wyzej wzrost ekspresji genéw kodujacych AdipoR1 i AdipoR2 w WAT
szczurow poddanych wielokrotnemu gltodzeniu i karmieniu moze zwigksza¢ wrazliwo$¢
adipocytow na adiponektyne, ktora dziatajac auto- lub parakrynnie moze nie tylko
wplywaé na przemiany weglowodanow i lipidow w tkance tluszczowej, lecz rowniez
zwigksza¢ wrazliwo$¢ adipocytow na insuling.

5.5. Zmiany ekspresji genu kodujacego rezystyne w tkance tluszczowej

Ekspresja genu kodujacego rezystyng spadta o okoto 50% w WAT szczurow glo-
dzonych przez 3 dni, a nastgpnie wzrosta po trzech kolejnych dniach spozywania po-
karmu (ryc. 24); towarzyszyly temu odpowiednie zmiany stgzenia rezystyny w surowicy
krwi (ryc. 11). W grupie PF rowniez zaobserwowano spadek st¢zenia rezystyny w suro-
wicy krwi oraz trend spadkowy ilosci mRNA rezystyny w WAT. Restrykcja kaloryczna
jest wigc zwiazana ze spadkiem stgzenia rezystyny w krazeniu i ze spadkiem ekspresji
genu kodujacego rezystyne w tkance ttuszczowej. Podobne wyniki uzyskano w modelu
diety redukcyjnej opisanym przez Varady i wsp. [188], w ktérym myszy co drugi dzien
otrzymywaly pasze ad libitum, a w pozostate dni — w ilo$ci odpowiadajacej 15% paszy
spozytej przez zwierzgta kontrolne. Wplyw restrykcji kalorycznej na ekspresj¢ genu
Retn rowniez moze zaleze¢ od wieku — w badaniach Fernandez i wsp. [40] 3-miesigczna
dieta redukcyjna (pokrywajaca 80% normalnego zapotrzebowania na pokarm) znacznie
obnizyta ilo§¢ mRNA rezystyny w WAT z okolic najadrzy szczuré6w 8-miesigcznych
(spadek o 70%); z kolei u 24-miesigcznych osobnikéw nie wywotata istotnych zmian
ilosci mRNA rezystyny. W tych badaniach zaobserwowano réwniez, ze podstawowa
ekspresja genu kodujacego rezystyng w WAT szczuréow spada z wiekiem — najwyzsza
byta u 3-miesigcznych zwierzat, ale juz u 8-miesigcznych spadla 0 40%,
a u 24-miesigcznych az o 83%.

Wielokrotnie powtarzane cykle glodzenia i karmienia wywotaty efekt odwrotny niz
restrykcja kaloryczna — zaobserwowano okoto dwukrotny wzrost ekspresji genu Retn
w tkance tluszczowej badanych szczurdw (ryc. 24). Niewatpliwie kluczowa rolg w takiej
regulacji odgrywa insulina, ktorej poziom wzrasta we krwi zwierzat w wyniku karmie-
nia. W modelu glodzenia i karmienia wykazano wczesniej, ze glodzenie prowadzi do
spadku poziomu mRNA rezystyny w tkance tluszczowej myszy; natomiast w trakcie
nastepujacego po  glodzeniu karmienia, =zaréwno dieta standardowa, jak
i wysokoweglowodanowa, ekspresja genu Retn w tkance tluszczowej badanych zwierzat
wzrasta [11, 80, 157, 173]. Profil zmian poziomu mRNA rezystyny w opisanych mode-
lach dos$wiadczalnych jest bardzo podobny do obserwowanego w przypadku mRNA
FAS w tkance ttuszczowej zwierzat [80, 157]. Sugeruje to, ze ekspresja genu kodujacego
rezystyng w tkance tluszczowej podlega podobnej regulacji, jak ekspresja genu koduja-
cego FAS — jest indukowana w stanie resorpcyjnym oraz przez insuling. Glownymi
czynnikami transkrypcyjnymi bioracymi udziat w regulacji ekspresji genéw w odpowie-
dzi na zmiany stanu odzywienia organizmu sa SREBP-1 i ChREBP [14, 162]. Gen kodu-
jacy FAS, podobnie jak geny kodujace inne enzymy lipogenne, jest jednym z genow
docelowych tych czynnikow transkrypcyjnych, zaréwno w tkance tluszczowej, jak
i w watrobie [14, 162]. W modelu wielokrotnego glodzenia ikarmienia ilo§¢ mRNA
rezystyny w WAT szczurdw jest dodatnio skorelowana z iloscia mRNA czynnikow
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transkrypcyjnych SREBP-1 i ChREBP, co sugeruje, ze te czynniki uczestnicza
w dietetycznej regulacji ekspresji genu Retn w tkance tluszczowe;.

Ekspresja genu kodujacego rezystyng w WAT moze by¢ rowniez regulowana przez
receptory PPAR. Badania przeprowadzone na myszach pozbawionych PPARa wskazuja,
ze ten receptor jest niezbedny do utrzymania podstawowej ekspresji genu kodujacego
rezystyng w tkance ttuszczowej [42]. Moze to by¢ zwiazane z bezposrednim oddziaty-
waniem receptora PPARa z elementem odpowiedzi PPRE w regionie promotorowym
genu Retn lub z synteza innych, zaleznych od PPARa biatek, bioracych udzial w regula-
cji ekspresji tego genu w tkance thuszczowej. Potwierdzeniem tej tezy moga by¢ wyniki
badan, w ktorych wykazano, ze wzrostowi ekspresji genu i aktywnosci transkrypcyjnej
receptora PPARa w tkance tluszczowej szczurdw towarzyszyt wzrost ekspresji genu
kodujacego rezystyng [89]. Ponadto podawanie myszom przez dwa tygodnie fenofibratu
podnosito ekspresje¢ genu Retn w WAT [52].

Udzial receptora PPARy w regulacji ekspresji genu kodujacego rezystyng nie jest
jednoznaczny. W niektoérych doswiadczeniach podawanie rosiglitazonu, aktywatora
receptora PPARy, doprowadzito do obnizenia ekspresji genu kodujacego rezystyne,
zarowno w adipocytach 3T3-L1 [53, 173], jak i wtkance tluszczowej cukrzycowych
myszy [123, 173]. Sa réwniez badania, z ktoérych wynika, ze ekspresja genu kodujacego
rezystyng moze by¢ indukowana przez aktywatory receptorow PPAR [52, 200].
W badaniach Way i wsp. [200] ekspresja genu kodujacego rezystyng byla obnizona
w tkance tluszczowej cukrzycowych lub otylych myszy ob/ob, db/db, tub/tub i KKy
w porownaniu do odpowiednich myszy kontrolnych. Podanie aktywatoréw receptora
PPARy myszom ob/ob spowodowato wzrost poziomu mRNA rezystyny w WAT 2- do
8-krotnie, w zaleznosci od uzytego zwiazku. Podobnie, podawanie rosiglitazonu cukrzy-
cowym szczurom ZDF podnosito okoto dwukrotnie poziom mRNA rezystyny w WAT
[200].

W przeprowadzonych ostatnio badaniach zaobserwowano, ze aktywacja receptora
PPARS prowadzi do zahamowania wzrostu ekspresji genu kodujacego rezystyng w doj-
rzewajacych adipocytach linii 3T3-L1; jednak dootrzewnowe podawanie agonisty recep-
tora PPARS przez dwa tygodnie doprowadzito tylko do nieznacznego spadku ilosci
mRNA rezystyny w WAT szczuréw rasy Wistar karmionych dieta wysokotluszczowa
[22]. Interpretacja tych wynikow jest utrudniona, poniewaz sama zmiana diety ze stan-
dardowej paszy laboratoryjnej na wysokotluszczowa wywotuje zmiany ekspresji genu
kodujacego rezystyng w WAT. U szczuréow rasy Wistar jedzacych paszg¢ wysokotlusz-
czowa odnotowano spadek ekspresji tego genu w WAT [145], natomiast u myszy
C57Bl/6J wzrost stgzenia rezystyny w surowicy krwi [173].

W badaniach bgdacych przedmiotem niniejszej rozprawy odnotowano staba dodat-
nia korelacje pomigdzy iloScia mRNA rezystyny w WAT szczurdw ze wszystkich grup
iiloscia. mRNA PPARa (r=0,3229 P<0,05), PPARy (r=0,3409 P<0,05) i PPARS
(r=0,3144 P<0,05). Sugeruje to, ze w badanym modelu do$wiadczalnym receptory
PPAR nie odgrywaja wiodacej roli w indukcji genu kodujacego rezystyng w WAT
szczurdw poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu. Patel i wsp. [133] wykazali,
ze w regionie promotorowym ludzkiego genu kodujacego rezystyng znajduje si¢ pigé
miejsc, z ktorymi moga wiazac si¢ receptory PPAR. Z jednym z nich prawdopodobnie
wiaze sig receptor PPARYy, lecz funkcje pozostatych potencjalnych elementéw PPRE nie
zostaty poznane. Warto zwroci¢ uwage, ze autorzy nie wykonali analiz wiazania recep-
torow PPARa i PPARS z regionem promotorowym genu kodujacego rezystyne. Infor-
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macje dostarczone przez Patel i wsp. sa sprzeczne z danymi prezentowanymi przez
Hartman i wsp. [53], ktoérzy nie odnalezli sekwencji PPRE w promotorze genu Retn
myszy. Najprawdopodobniej wptyw receptorow PPAR na ekspresje genu kodujacego
rezystyng jest posredni i w badanym modelu wielokrotnego glodzenia i karmienia in-
dukcja tego genu w tkance tluszczowej szczuréw zachodzi gtéwnie pod wplywem czyn-
nikow transkrypcyjnych SREBP-1 i ChREBP, natomiast receptory PPAR moga w tej
regulacji pehi¢ rolg uzupekniajaca.

5.6. Wielokrotnie powtarzane glodzenie i karmienie prowadzi do zmian
ekspresji genow kodujacych bialka, w tym enzymy, zwigzane
z przemianami weglowodanéw i lipidow

Spadek poziomu triacylogliceroli we krwi szczuréw poddanych wielokrotnemu glo-
dzeniu i karmieniu oraz niewielki wzrost ekspresji genu kodujacego LPL w WAT ozna-
czaja zmniejszony naptyw kwasow thuszczowych do adipocytow, co z kolei oznacza
mniej substratow do syntezy triacylogliceroli i lipidow w adipocytach. Brak mozliwosci
pobrania kwasow thuszczowych z krazenia moze wywotaé spadek szybkosci syntezy
triacylogliceroli i spadek masy tkanki thuszczowej. Jednak u myszy, u ktorych tkanka
thuszczowa zostata pozbawiona mozliwo$ci pobierania kwasow tluszczowych z powodu
braku lipazy lipoproteinowej, nie zaobserwowano spadku masy tej tkanki [201]. Jezeli
przyjmiemy, ze utrzymanie odpowiedniej masy tkanki thuszczowej jest niezbedne dla
przezycia organizmu, to nalezy zatozy¢, ze w trakcie ewolucji musiaty wyksztalci¢ sig
mechanizmy kompensacyjne pozwalajace na zachowanie zasobow tkanki ttuszczowej
w sytuacji niedoboru kwasow tluszczowych pochodzacych z pozywienia. W oparciu
o uzyskane wyniki wydaje si¢, ze takim mechanizmem jest zwigkszenie lipogenezy
de novo w komorkach tkanki tluszczowej zwiazane ze skoordynowanym wzrostem eks-
presji genow kodujacych enzymy, ktore biora udziat w tym procesie.

Wiadomo, ze gtodzenie i nastgpujace po nim karmienie zwierzat dieta wysokowe-
glowodanowa wywoluje wzrost aktywnosci enzymow lipogennych w watrobie i tkance
thuszczowej [63, 182]. Wigkszo$¢ enzymow lipogennych jest regulowana przez zmiany
diety na etapie transkrypcji kodujacych je genéw [162] — zard6wno zmiany aktywnosci,
jak 1 ilo$ci biatka tych enzymoéw odpowiadaja zmianom st¢zenia ich mRNA. W WAT
wielokrotnie glodzonych i karmionych szczuréw dochodzi do znacznego, nie obserwo-
wanego w innych grupach szczuréw wzrostu ilosci mRNA enzymoéw lipogennych. Po-
dobne zmiany ilosci mRNA FAS i MEC zaobserwowano w WAT szczurow poddanych
miesigczne] diecie redukcyjnej [94, 171]. Dieta redukcyjna wywotuje jednak znacznie
mnigjsze zmiany ekspresji genow kodujacych enzymy lipogenne w tkance thuszczowej,
niz wielokrotne glodzenie i karmienie — u szczuréw poddanych miesigcznej diecie re-
dukcyjnej wzrost ilosci mRNA FAS i MEC w WAT byt kilkakrotny, podczas gdy
u szczuro6w poddanych o$miu cyklom glodzenia i karmienia wzrost ilosci mRNA glow-
nych enzymoéw lipogennych (FAS i GPAT) byt przeszto dwudziestokrotny (ryc. 27-28,
tabela 3), a pomocniczego enzymu lipogennego — MEC — ponad trzydziestokrotny (nie
przedstawiono). Skoordynowany wzrost ekspresji genéw kodujacych enzymy lipogenne
w WAT szczuréw poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu sugeruje udziat
wspolnych czynnikéw transkrypcyjnych, zdolnych indukowac ekspresje wszystkich tych
gendw. Podobnie skoordynowang indukcje genow kodujacych enzymy zwiazane
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z synteza lipidow obserwuje si¢ podczas réznicowania adipocytow w hodowli. Uwaza
sig, ze w procesie adipogenezy kluczowymi czynnikami transkrypcyjnymi, ktore syn-
chronizuja ekspresj¢ wielu genéw sa PPARy i SREBP-1 [18, 37, 79, 181]. Jednak,
w odroznieniu od dosy¢ dobrze poznanych proceséw regulacyjnych zwiazanych
z adipogeneza, regulacja syntezy lipidow i udziat w tym procesie okreslonych czynni-
koéw transkrypeyjnych w dojrzatych adipocytach jest nadal przedmiotem badan. Prezen-
towane w niniejszej pracy wyniki wskazuja, ze receptory PPAR reaguja na zmiany diety
— w wyniku naprzemiennego glodzenia i karmienia znacznie wzrasta ekspresja koduja-
cych je genow w tkance tluszczowej (ryc. 31-34). Sugeruje to, ze receptory PPAR, poza
rola czujnikow metabolicznych, aktywowanych przez wewnatrzkomoérkowe ligandy,
moga rowniez dziata¢ jako czynniki transkrypcyjne przekazujace sygnat insuliny i pod
wplywem insuliny regulowa¢ aktywno$¢ lipogenna tkanki thuszczowej. To dziatanie
moze obejmowac stymulacje transkrypcji genow kodujacych enzymy i inne biatka zwia-
zane z lipogeneza. Funkcja, jaka pelni PPARy w dojrzatych adipocytach jest stabo po-
znana, wydaje si¢ jednak, ze ten jadrowy receptor odgrywa wazna rolg¢ w regulacji syn-
tezy lipidow. Zwigkszenie masy tkanki thuszczowej wymaga obecnosci PPARy — u hete-
rozygotycznych myszy Pparg” karmionych dieta wysokottuszczowa nie obserwuje sie
wzrostu objetosci adipocytow [95]. Z kolei u otytych myszy ob/ob podanie antagonisty
PPARYy spowodowalo spadek wielkosci adipocytow [146]. Wigkszo$¢ gendw regulowa-
nych przez PPARy w tkance tluszczowej koduje biatka bezposrednio zwigzane ze szla-
kiem syntezy lipidow. Do genow regulowanych przez PPARy w tkance ttuszczowej
naleza migdzy innymi geny kodujace karboksylazg acetylo-CoA, syntazg kwasow thusz-
czowych, ATP-liaz¢ cytrynianowa, enzym jablczanowy, desaturazg stearoilo-CoA, acy-
lotransferazg glicerolo 3-fosforanowa oraz lipaz¢ lipoproteinowa [155, 199]; wzrost
ekspresji ktorych zaobserwowano u szczuréw poddanych wielokrotnemu gtodzeniu
i karmieniu. Jednak wzmozona ekspresja receptorow PPAR wywotana przez proliferato-
ry peroksysomow nie wystarcza do indukcji genow enzymow lipogennych w WAT [69].
PPARy wymaga zatem wspotdziatania innych czynnikéw transkrypcyjnych, aby inge-
rowa¢ w metabolizm dojrzatych adipocytow. Ekspresja genu kodujacego receptor
PPARY, podobnie jak ekspresja gendw enzymow lipogennych, wzrasta po cyklach glo-
dzenia i karmienia, jednak skala zmian ilo$ci tego czynnika transkrypcyjnego jest znacz-
nie mniejsza od zaobserwowanych zmian poziomu mRNA enzyméw lipogennych (ryc.
27-28, 31, tabela 3). Sugeruje to, ze receptor PPARy reaguje na zmiany diety, lecz od-
powiedz ta, w postaci wzrostu ilosci czasteczek receptora lub wzrostu jego aktywnosci
transkrypcyjnej, jest zbyt staba, aby uzna¢ PPARy za gldwny czynnik kontrolujacy eks-
presje¢ genow enzymow lipogennych w tkance thuszczowej badanych zwierzat. Wydaje
sig, ze PPARy dziala jako adipogenny czynnik transkrypcyjny w czasie réznicowania
adipocytéw, natomiast jego wplyw na indukcje enzyméw zwigzanych z lipogeneza
w dojrzatych adipocytach wymaga wspotdziatania innych czynnikéw transkrypcyjnych,
np. SREBP-1. W WAT szczuréw z grupy MSR ilos¢ mRNA SREBP-1 jest okoto sze-
Sciokrotnie wyzsza niz w grupie kontrolnej. Obserwowany wzrost ekspresji tego czynni-
ka transkrypcyjnego jest skorelowany ze zmianami ekspresji genow enzymow lipogen-
nych. Ilo§ci mRNA FAS i GPAT w WAT wszystkich badanych grup sa dodatnio skore-
lowane ze zmianami ilosci mRNA SREBP-1 (dla FAS r=0,7792 P<0,001; dla GPAT
r=0,6865 P<0,001). Przeprowadzone badania wskazuja, ze kontrola procesu zmian me-
tabolicznych majacych na celu utrzymanie masy tkanki tluszczowej zachodzi z udziatem
SREBP-1 i w opisanym modelu doswiadczalnym wielokrotnego gltodzenia i karmienia
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ten czynnik transkrypcyjny moze bra¢ udziat w indukcji genéw odpowiedzialnych za
lipogenezg.

Wzrost lipogenezy i indukcja enzymoéw lipogennych w WAT szczurdw z grupy
MSR moga by¢ zwiazane ze zwigkszona ekspresja receptora LXRa w ich tkance thusz-
czowej (ryc. 35). Od kilku lat opisuje si¢ prolipogenne dziatanie receptora LXR.
W mysich adipocytach 3T3-L1 zaobserwowano nagromadzenie kropli lipidowych pod
wplywem agonistow LXR [65]. Z badan przeprowadzonych z wykorzystaniem adipocy-
tow izolowanych z podskornej tkanki tluszczowej cztowieka wynika, ze aktywacja LXR
za pomoca syntetycznego liganda prowadzi do zwigkszonej lipogenezy de novo i na-
gromadzenia triacylogliceroli w tych komoérkach [29]. Pod wptywem aktywacji LXRa
dochodzi do wzrostu ekspresji genow kodujacych enzymy lipogenne: FAS, ACCI
i SCDI1 oraz czynnik transkrypcyjny SREBP-1c i receptor PPARY w izolowanych adipo-
cytach i w tkance tluszczowej myszy [29, 65, 158].

W WAT szczurdéw z grupy MSR odnotowano obnizong w stosunku do kontroli ilo§¢
mRNA kinazy dehydrogenazy pirogronianowej (tabela 3). Nizsza ekspresja i, co za tym
idzie, obnizona ilo$¢ kinazy PDK4 oznacza, ze aktywno$¢ dehydrogenazy pirogronia-
nowej jest wyzsza w WAT tych szczurdéw, co moze prowadzi¢ do wigkszego przeptywu
metabolitéw w kierunku cyklu kwasu cytrynowego. W efekcie moze powstawac wigcej
czasteczek acetylo-CoA, ktére po przeniesieniu do cytosolu beda stanowily substrat do
lipogenezy.

Zwicgkszenie intensywnosci lipogenezy w tkance tluszczowej wymaga réwniez do-
starczania glicerolo-3-fosforanu. Kluczowym enzymem dostarczajacym ten substrat do
syntezy triacylogliceroli jest dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanowa (G3PD1), ktora
umozliwia wykorzystanie metabolitow posrednich glikolizy do syntezy glicerolo-3-
fosforanu. Ilos¢ mRNA kodujacego G3PDI1 w tkance tluszczowej szczurow z grupy
MSR byta dziesigciokrotnie wyzsza niz u szczuréw kontrolnych (tabela 3), co wskazuje
na istotna rolg glikolizy w dostarczaniu glicerolo-3-fosforanu do syntezy lipidow
w WAT szczuré6w poddanych wielokrotnym cyklom glodzenia i karmienia. Innym zro-
dlem tego metabolitu moze by¢ gliceroloneogeneza zachodzaca z udzialem PEPCK lub
fosforylacja glicerolu katalizowana przez GyK. U szczuréw z grupy MSR zaobserwo-
wano trzykrotny spadek ilosci mRNA kodujacego PEPCK w stosunku do grupy kontrol-
nej, co moze wskazywac, ze enzym ten nie uczestniczy w zwigkszaniu puli glicerolo-3-
fosforanu w tkance thuszczowej szczurow wielokrotnie gtodzonych i karmionych. Jedno-
czesnie w WAT szczurdw z grupy MSR zaobserwowano okoto pigciokrotny wzrost
ilosci mRNA kodujacego GyK. Guan i wsp. [48] zaobserwowali, ze gen kodujacy GyK
ulega zwigkszonej ekspresji w adipocytach pod wptywem aktywatorow PPARYy. Podob-
nie, w badaniach wykonanych przez Kang i wsp. [68] wykazano wywolany podawaniem
rosiglitazonu wzrost ekspresji genu kodujacego GyK w WAT cukrzycowych szczurow.
Ponadto w badaniach wykonanych z wykorzystaniem ludzkich adipocytow wykazano,
ze gen kodujacy GyK moze by¢ indukowany przez receptor PPARa i koaktywator
PGCla [114]. W badaniach opisywanych w niniejszej rozprawie ilos§¢ mRNA GyK
w WAT wszystkich badanych szczuréw byla dodatnio skorelowana z iloscia mRNA
receptorow PPARy (r=0,6813 P<0,001) oraz PPARa (r=0,7889 P<0,001). Oznacza to, zZe
indukcja ekspresji genu kodujacego GyK, do ktorej doszto w tkance tluszczowej szczu-
row poddanych wielokrotnemu gltodzeniu i karmieniu, mogta zaj$¢ pod wptywem recep-
torow PPAR. Wielokrotny wzrost ekspresji genu kodujacego GyK sugeruje, ze u szczu-
réow z grupy MSR mogta zachodzi¢ wzmozona synteza triacylogliceroli, w ktorej wyko-
rzystywane byty glicerol i kwasy tluszczowe pochodzace z lipolizy.
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Lipoliza, proces uwalniania kwaséw thuszczowych ze zgromadzonych w adipocy-
tach triacylogliceroli, jest gtdéwnym zrodlem krazacych we krwi kwasoéw tluszczowych.
W procesie hydrolizy zmagazynowanych w tkance tluszczowej lipidow uczestnicza
glownie dwie lipazy: ATGL i HSL, z ktorych ATGL odpowiada za hydroliz¢ triacylo-
gliceroli, natomiast HSL hydrolizuje przede wszystkim diacyloglicerole [168, 196, 212].
ATGL jest regulowana gléwnie na poziomie transkrypcji genu, ktorego ekspresja
w tkance thuszczowej zalezy od stanu odzywienia organizmu. U szczurow gltodzonych
(grupa S) zaobserwowano staby trend wzrostowy, natomiast w grupie szczuréw gltodzo-
nych, a nastgpnie karmionych (grupa SR) — spadek ilosci mRNA ATGL o okoto 40%.
Podobne wyniki uzyskat wczeséniej Villena i wsp. [191], odnotowujac wzrost ilosci mR-
NA ATGL w tkance tluszczowej myszy podczas gltodzenia i spadek ilo$ci tego mRNA
podczas nastgpujacego po glodzeniu karmienia. W badaniach prezentowanych w niniej-
szej rozprawie 48-dniowa dieta redukcyjna nie zmienita ekspresji genu kodujacego
ATGL w tkance thuszczowej szczurow z grupy PF. Natomiast w WAT szczurdw z grupy
MSR, wielokrotnie poddanych glodzeniu i karmieniu, doszto do odmiennych niz w gru-
pie SR i PF zmian — zaobserwowano ponad dwukrotny wzrost ilosci mRNA ATGL w
poréwnaniu z grupa kontrolng (ryc. 29). Ten wzrost ekspresji genu kodujacego ATGL
wystapit wylacznie w grupie MSR, zatem modgl by¢ wywotany dziatlaniem jednego
z receptorow jadrowych lub czynnikoéw transkrypeyjnych, indukowanych w WAT bada-
nych szczuréw pod wptywem wielokrotnego glodzenia i karmienia. Niedawno wykaza-
no, ze w regulacji ekspresji genu kodujacego ATGL w tkance tluszczowej moze braé
udziat receptor PPARy. W WAT chudych i otylych (0b/0b) myszy, w podskornej tkance
thuszczowej cukrzycowych szczuréw oraz w adipocytach 3T3-L1 ATGL byta induko-
wana pod wplywem rosiglitazonu, aktywatora receptora PPARy [76, 78]. Wzrost ekspre-
sji genu kodujacego ATGL w WAT szczurdw z grupy MSR (ryc. 29) odpowiada wzro-
stowi ekspresji genow kodujacych receptory PPAR (ryc. 31-34). Ponadto ilo§¢ mRNA
ATGL w tkance tluszczowej badanych szczurdéw jest skorelowana z iloscia mRNA re-
ceptorow PPAR (wspotczynnik korelacji dla PPARa r=0,8440 P<0,001; dla PPARy
r=0,6929 P<0,001; dla PPARS r=0,8711 P<0,001). To sugeruje, ze receptory PPAR
biora udzial w regulacji ekspresji genu kodujacego ATGL w WAT wielokrotnie gltodzo-
nych i karmionych szczuré6w. Zmiany ekspresji genu kodujacego HSL w tkance tlusz-
czowej szczurdw poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu byly podobne do
opisanych wczeéniej zmian ekspresji ATGL — zaobserwowano ponad dwukrotny wzrost
ilosci mRNA HSL (tabela 3). Zmiany te sa skorelowane ze zmianami ilo§ci mRNA
receptorow PPAR w WAT tych szczurow (wspotczynnik korelacji dla PPARa r=0,8934
P<0,001; dla PPARY r=0,7128 P<0,001; dla PPARS r=0,9608 P<0,001). Wzrost ekspre-
sji genu kodujacego HSL wykazat ostatnio Kang i wsp. [68] w WAT cukrzycowych
szczurdw otrzymujacych rosiglitazon. Oznacza to, ze w tkance tluszczowej szczuréw
wielokrotnie gltodzonych i karmionych receptory PPAR moga uczestniczy¢ w indukcji
gendw kodujacych obie lipazy, ATGL i HSL. Wielokrotnie powtarzane cykle glodzenia
i karmienia doprowadzity takze do wzrostu ekspresji genu kodujacego perylipiny
w tkance thuszczowej szczuréw (tabela 3). Wzrost ekspresji tego genu w WAT moze by¢
roéwniez wywotany wzrostem aktywnosci receptorow PPAR [78]. Jednak w opisywanym
tu modelu doswiadczalnym korelacja migdzy iloscia mRNA perylipin a iloscia mRNA
receptorow PPAR w tkance tluszczowej szczurow jest staba (wspotczynnik korelacji dla
PPARa r=0,4961 P<0,01; dla PPARy r=0,04375 P>0,05; dla PPARS r=0,4681 P<0,01).
Przedstawione wyniki moga §wiadczy¢ o tym, ze w modelu doswiadczalnym wielokrot-
nego gtodzenia i karmienia PPARY nie jest dominujacym regulatorem biosyntezy peryli-
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pin. Brak korelacji pomigdzy iloscia mRNA perylipin a iloScia mRNA PPARy moze
wynika¢ z tego, ze do pomiarow pobrano tkanke ttuszczowa z okolic najadrzy. W tej
tkance, w przeciwienstwie do podskérnej, nie wykazano istotnych zmian biosyntezy
perylipin pod wplywem rosiglitazonu u cukrzycowych szczuréw [78]. W WAT szczu-
row z grupy MSR indukcja genu kodujacego perylipiny moze by¢ jednak wywotlana
wzrostem aktywnosci transkrypcyjnej receptoréw PPARa lub PPARS, ktorych wpltyw na
ekspresje tego genu nie zostat jeszcze poznany.

Wzrostowi ekspresji genow kodujacych ATGL, HSL i perylipiny w WAT szczuréw
z grupy MSR towarzyszyta zwigkszona lipoliza, mierzona ilo$cia uwalniania glicerolu
przez izolowane adipocyty (ryc. 29-30, tabela 3). Nie zaobserwowano zmian ekspresji
gendw kodujacych wymienione lipazy w tkance thuszczowej szczurow z grupy PF, ani
zmian szybkosci lipolizy w adipocytach izolowanych z WAT tych szczurdéw. Z przepro-
wadzonych badan oraz z badan opublikowanych ostatnio przez innych autorow wynika,
ze lipoliza w tkance ttuszczowej moze by¢ regulowana przez receptory PPAR [76, 212].
Jednoczesne zachodzenie procesow lipolizy i lipogenezy oraz wzrost syntezy glicerolo-
3-fosforanu moze prowadzi¢ do reestryfikacji powstatych w czasie lipolizy wolnych
kwasow tluszczowych. Mozliwo$¢ jednoczesnego zachodzenia syntezy i hydrolizy tria-
cylogliceroli w tkance tluszczowej zostala wykazana wczesniej przez Raclot i Oudart
[139] w izolowanych adipocytach szczura. Z badan prezentowanych w niniejszej roz-
prawie wynika, ze ten swoisty ,,cykl daremny”, polegajacy na jednoczesnej biosyntezie
i hydrolizie triacylogliceroli w tkance tluszczowej, mozna wywota¢ in vivo cykliczna
podaza pokarmu; natomiast nie dochodzi do wywotania takiego cyklu pod wplywem
diety redukcyjne;j.

5.7. Zmiany ekspresji genéw kodujacych receptory PPAR i ich
koaktywator PGCla w tkance tluszczowej

W WAT szczuréw glodzonych przez 3 dni (S) zaobserwowano tendencje spadkowa
ilosci mRNA PPARy, natomiast w tkance thuszczowej szczurow z grupy SR — tendencje
wzrostowa w stosunku do kontroli (ryc. 31). Te wyniki sa zgodne z otrzymanymi przez
Escher i wsp. [36], ktorzy odnotowali spadek ekspresji PPARy (glownie PPARYy2)
w WAT szczurdéw po 12-godzinnym glodzeniu.

Wielokrotnie powtarzane glodzenie i karmienie indukuje ekspresj¢ genu kodujacego
PPARy w tkance tluszczowej badanych zwierzat — w WAT szczuréw z grupy MSR
zaobserwowano niemal dwukrotny wzrost iloSci mRNA PPARy w poréwnaniu z grupa
kontrolng (ryc. 31). Podobne zmiany ekspresji genu kodujacego PPARy otrzymano za-
rowno w pomiarach przeprowadzonych z wykorzystaniem starterow specyficznych
wobec formy PPARY2 transkryptu (charakterystycznej dla tkanki tluszczowej), jak
i w pomiarach ze starterami rozpoznajacymi wszystkie formy transkryptu PPARy (nie
przedstawiono). Otrzymane wyniki sugeruja, ze w WAT szczuréw wielokrotnie glodzo-
nych ikarmionych indukcja genu kodujacego PPARy nastepuje poprzez stymulacje
transkrypcji regulowanej przez wszystkie promotory genu Pparg. Wzrost ilo$ci recepto-
ra PPARy wtkance tluszczowej szczur6w poddanych naprzemiennemu glodzeniu
i karmieniu zostat rowniez wykazany metoda Western-blot (ryc. 32). Ostatnio Zhu i wsp.
[211] zaobserwowali, ze do indukcji genu kodujacego PPARy w tkance tluszczowej
dochodzi pod wptywem diety redukcyjnej — w WAT szczuréw poddanych przez 2 mie-
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siace diecie redukcyjnej wykazali o 50% wyzsze stgzenie mRNA i o okolo 25% wyzsze
stezenie biatka PPARy niz w WAT szczurdéw z grupy kontrolnej. Wyniki te sa podobne
do uzyskanych w badaniach prezentowanych w niniejszej rozprawie w grupie MSR,
jednak cykliczna podaz pokarmu wywotata wigksze zmiany ekspresji genu kodujacego
PPARy w tkance tluszczowej badanych szczurdw niz opisana przez Zhu i wsp. dieta
redukcyjna. W przeciwienstwie do wynikéw opublikowanych przez Zhu i wsp. [211],
w opisywanych tu badaniach nie odnotowano wzrostu ekspresji genu kodujacego PPARyY
w WAT szczurow z grupy PF, poddanych diecie redukcyjnej przez 48 dni (ryc. 31).
Moze to wynika¢ z zastosowania roznych diet redukcyjnych — w badaniach prezentowa-
nych w niniejszej rozprawie szczury z grupy PF otrzymywaty okoto 80% ilosci paszy,
ktora spozywaly szczury z grupy kontrolnej; podczas gdy w badaniach Zhu i wsp. zwie-
rzgta z grupy badanej otrzymywaly 60% ilosci paszy spozywanej przez zwierzgta kon-
trolne.

Pomimo indukcji ekspresji genu kodujacego PPARY w tkance tluszczowej szczurow
z grupy MSR nie zaobserwowano istotnych zmian ekspresji genu kodujacego aFABP —
biatka powszechnie uznawanego za wskaznik aktywnoS$ci transkrypcyjnej receptora
PPARy podczas roznicowania adipocytow [181]. Brak zmian ilosci mRNA aFABP
wskazuje, ze wzrost ekspresji genu kodujacego PPARy w tkance tluszczowej szczurow
poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu nie jest zwiazany ze zwigkszonym
réznicowaniem adipocytow. Innym genem, ktory zostat przyjety za wskaznik dziatania
receptora PPARy w adipocytach jest gen kodujacy adiponektyng; ktérego ekspresja
zachodzi wytacznie w dojrzatych adipocytach. W WAT szczuréw z grupy MSR doszto
do wzrostu ekspresji genu kodujacego adiponektyng o 50%. Z badan Gustafson i wsp.
[49] wynika, Ze ekspresja genéw kodujacych aFABP i adiponektyng jest w rdzny sposob
regulowana przez PPARy w adipocytach. Ponadto Chui iwsp. [24] zauwazyli, ze
w dojrzatych adipocytach 3T3-L1 gen kodujacy aFABP jest indukowany niezaleznie od
stanu aktywacji receptora PPARY. Heterodimer PPARy-RXR lacznie z koaktywatorami
jest stale zwigzany z regionem promotorowym genu kodujacego aFABP i dodanie rosi-
glitazonu, aktywatora PPARy, nie zwigkszalo ekspresji genu kodujacego aFABP
w dojrzatych adipocytach 3T3-L1 [24]. Wzrost ekspresji genu kodujacego adiponektyng
w WAT szczuréw z grupy MSR i brak zmian ekspresji genu kodujacego aFABP wska-
zuje, ze w wyniku cyklicznego glodzenia i karmienia w tkance tluszczowej tych szczu-
row doszto nie tylko do wzrostu ilo§ci mRNA PPARy, ale rowniez do zwigkszenia ak-
tywnos$ci transkrypcyjnej tego receptora, nie zwigzanej z réznicowaniem adipocytow
lecz z indukcja ekspresji genéw docelowych PPARy w dojrzatych adipocytach.

Zmiany wywolane wielokrotnym glodzeniem i karmieniem zaobserwowano takze
w przypadku receptora PPARa. Ekspresja genu kodujacego ten receptor wzrosta ponad
dwukrotnie w tkance tluszczowej szczurow poddanych wielokrotnemu glodzeniu
i karmieniu w poréwnaniu z kontrola (ryc. 33). Indukcja PPARa wystapita wylacznie
w grupie MSR — po jednym cyklu glodzenia-karmienia (grupa SR) oraz u szczurow
poddanych diecie redukcyjnej (grupa PF) nie doszlo do istotnych zmian ilo$ci receptora
PPARa w stosunku do kontroli. Receptor PPARa dominuje w watrobie, natomiast
w tkance thuszczowej jego poziom jest zwykle niski [155]. Regulacja ekspresji PPARa
w tkance thuszczowej iudziat tego receptora w regulacji metabolizmu adipocyta jest
w zwiazku z tym stabo poznany. Niewielki wzrost ekspresji PPARa w WAT szczura po
glodzeniu zaobserwowat Escher i wsp. [36], jednak zmiany te nie byly istotne staty-
stycznie. Glodzenie wywotywato wzrost ekspresji genu kodujacego PPARo glownie
w watrobie [36]. W WAT szczuréw z grupy MSR zaobserwowano zwigkszona lipolizg,
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w zwiazku z tym przyczyna wzrostu iloSci mRNA PPARa obserwowanego w tkance
thuszczowej szczuréw po wielokrotnym glodzeniu i karmieniu moze by¢ wzrost we-
wnatrzkomorkowego st¢zenia kwasow thuszczowych, naturalnych ligandéw tego recep-
tora, ktére moglyby poprzez aktywacje receptora PPARa prowadzi¢ do jego autoinduk-
cji. Inng przyczyna wzrostu ekspresji genu kodujacego PPARa moze by¢ wzrost ekspre-
sji genu kodujacego PPARYy i zwiazana z tym indukcja genu kodujacego adiponektyne.
Wykazano, ze PPARa jest elementem jednej ze $ciezek sygnalowych adiponektyny,
a jego ekspresja jest regulowana przez ten hormon [205]. Adiponektyna dzigki obecnosci
receptora na powierzchni komorki dziatajac auto- lub parakrynnie mogtaby wywotywaé
wzrost ekspresji genu kodujacego PPARa w adipocytach. Skutkiem zwigkszonej biosyn-
tezy PPARo moze by¢ wzrost utleniania kwasow ttuszczowych w adipocytach, prowa-
dzacy do obserwowanego zmniejszenia objetosci tych komorek.

Podobnie do weczesniej opisanych gendw receptoréw PPAR, rowniez ekspresja genu
kodujacego PPARS wzrosta w tkance tluszczowej szczuréw poddanych wielokrotnemu
glodzeniu i karmieniu, i byla wyzsza o okoto 50% od wartosci mierzonych u szczuréw
z grupy kontrolnej (ryc. 34). W pracy Escher i wsp. [36] zaobserwowano wpltyw glodze-
nia na ekspresj¢ genu kodujacego PPARS jedynie w watrobie i nerce. Kilku- lub kilku-
nastogodzinne glodzenie nie zmieniato poziomu mRNA PPARS w WAT. Warto zauwa-
zy¢, ze w badaniach Escher i wsp. [36] ekspresja genu kodujacego PPARS w watrobie
ulegata obnizeniu, natomiast ekspresja genu PPARa byla wyzsza u szczuréw glodzo-
nych w poréwnaniu do kontroli. Zarowno PPARGo, jak i PPARS uczestnicza w watrobie
i w migsniach szkieletowych w regulacji utleniania kwaséw tluszczowych poprzez in-
dukcje takich enzymoéw, jak palmitoilotransferaza karnitynowa 1, czy enzymy
B-oksydacji kwasow thuszczowych [77, 155]. W WAT szczuréw z grupy MSR odnoto-
wano niemal dwukrotny wzrost ilosci mRNA LCPTI1 (tabela 3). Ilos¢ mRNA LCPT1
w WAT wszystkich badanych szczuréw jest dodatnio skorelowana z iloscia mRNA
PPARa (1=0,6742 P<0,001) i PPARS (r=0,7758 P<0,001). Moze to §wiadczy¢ o tym, ze
w WAT szczurdéw z grupy MSR receptory PPARa i PPARS moga uczestniczy¢ w in-
dukcji genow kodujacych enzymy uczestniczace w utlenianiu kwasoéw thuszczowych.

PGClo, koaktywator receptora PPARYy, nalezy do rodziny biatek niezbgdnych do
prawidtowego funkcjonowania czynnikoéw transkrypcyjnych PPAR [148, 149]. PGCla
wiaze si¢ z heterodimerem PPAR-RXR i najprawdopodobniej stanowi platforme, do
ktérej moga przytaczac si¢ kolejne biatka np. koaktywatory z aktywnoscia acetylotrans-
ferazy histonowej, takie jak CBP/p300 lub SRC [138, 148]. PGCla nalezy do biatek
niezwykle waznych z punktu widzenia regulacji przemian lipidow w tkance thuszczowe;j
— w badaniach Vohl i wsp. [192] przeprowadzonych niedawno na populacji francuskiej
zaobserwowano, ze polimorfizm pojedynczego nukleotydu w genie kodujacym PGCla,
prowadzacy do zmiany jednego aminokwasu (Gly482Ser), moze by¢ zwiazany z wystg-
powaniem otytosci. Ekspresja genu kodujacego PGCla wzrosta w tkance tluszczowe;j
szczuréw poddanych wielokrotnemu gtodzeniu i karmieniu i byla pigciokrotnie wyzsza
od warto$ci mierzonych u szczuréw z grupy kontrolnej (ryc. 37). Indukcja PGCla
w tkance tluszczowej szczurow z grupy MSR oznacza zwigkszong aktywnos¢ transkryp-
cyjna receptorow PPAR. W przypadku receptora PPARy moglo to wywota¢ wzrost
ekspresji genu kodujacego adiponektyng oraz indukcj¢ genéw zwiazanych z przemiana-
mi lipidow, natomiast w przypadku receptora PPARa i PPARS — zwigkszone utlenianie
kwasow tluszczowych w adipocytach.
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5.8. Zmiany ekspresji genéw kodujacych receptory LXRo i RXRa
w tkance tluszczowej

Wielokrotne glodzenie i karmienie doprowadzito do ponad dwukrotnego wzrostu
ekspresji genu kodujacego LXRo w tkance ttuszczowej szczuréw z grupy MSR w po-
réwnaniu z kontrola (ryc. 35). Gen kodujacy LXRa byt rowniez indukowany przez gho-
dzenie — ilo§¢ mRNA LXRa w WAT szczurdow z grupy S byla o okoto 50% wyzsza, niz
w kontroli (ryc. 35). Indukcja LXRa w WAT szczuréw z grupy MSR moze zachodzié
pod wplywem receptora PPARYy, ktorego ekspresja znacznie wzrosta u szczurow wielo-
krotnie gtodzonych i karmionych (ryc. 31). Juvet i wsp. [65] wykazali, ze aktywacja
PPARy za pomoca syntetycznych ligandow, darglitazonu lub rosiglitazonu, indukuje
ekspresje genu kodujacego LXRa bezposrednio poprzez PPRE w promotorze tego genu.
Indukcja LXRa pod wplywem aktywacji PPARy zachodzita zaré6wno w mysich adipocy-
tach 3T3-L1, ludzkich adipocytach izolowanych z podskornej tkanki thuszczowej oraz
w tkance thuszczowej otytych szczur6w rasy Zucker [65]. Ponadto ekspresja LXRa moze
by¢ indukowana przez insuling. W badaniach Tobin i wsp. [179] wykazano, Ze insulina
uczestniczy w indukcji tego genu w hepatocytach. Podobna regulacja ekspresji genu
kodujacego LXRa moze zachodzi¢ w WAT szczuréw z grupy MSR, u ktorych obserwu-
je si¢ znacznie podwyzszony poziom insuliny we krwi (ryc. 8).

Do zwigkszonej ekspresji genu kodujacego LXRa w tkance tlhuszczowej szczurow
poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu moga przyczynia¢ si¢ kwasy thuszczo-
we uwalnianie w wyniku wzmozonej lipolizy. Tobin i wsp. [178] wykazali, ze ekspresja
genu kodujacego LXRa, w odroznieniu od LXRp, byta indukowana przez kwasy thusz-
czowe w hepatocytach szczura. Kwasy tluszczowe sa naturalnymi ligandami receptorow
PPAR, wigc w takiej regulacji moze bra¢ udzial zaréwno receptor PPARy, jak
i pozostate izoformy — PPARa i PPARS. Aktywacja PPARa pod wptywem bezafibratu
w badaniach Juvet 1 wsp. [65] doprowadzita do ponad dwukrotnego wzrostu ilo$ci mR-
NA LXRa w adipocytach 3T3-L1.

Gen kodujacy LXRa podlega réwniez autoindukcji, wzmagajac wiasna transkryp-
cje. Promotor genu kodujacego LXRa cztowieka zawiera trzy sekwencje odpowiedzi na
LXR (LXRE), ktore moga by¢ aktywowane przez LXRa i LXRp [103]. Zarowno natu-
ralne, jak i syntetyczne ligandy LXR zwigkszaja ekspresj¢ genu kodujacego LXRa
w makrofagach, mysich i ludzkich adipocytach oraz hepatocytach cztowieka [65, 202].
Wzrost ekspresji LXRa moze réwniez prowadzi¢ do indukcji genu kodujacego PPARY,
bezposrednio poprzez sekwencje LXRE w promotorze tego genu [158]. Mozliwe, ze
w WAT szczuréw poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu powstaje dodatnie
sprzezenie zwrotne pomigdzy LXRa i PPARYy, ktore zwigkszaja nawzajem ekspresje
swoich genow, aktywujac procesy metaboliczne w tkance tluszczowej badanych zwie-
rzat. Udzial zwigkszonej ekspresji LXRa w regulacji funkcji metabolicznej tkanki thusz-
czowej zostal omoéwiony w rozdziale 5.6.

Z kolei ekspresja genu kodujacego RXRa w WAT szczurow z grupy MSR byla
niemal dwukrotnie wyzsza niz w grupie kontrolnej (ryc. 36). Paradoksalnie, pomimo
tego, ze receptor RXR tworzy heterodimery z wigkszoscia innych receptoréw jadro-
wych, czynniki wptywajace na jego ekspresje sa stabo poznane. RXRa jest regulowany
przez zmiany diety — Kamei i wsp. [67] wykazali niedawno, ze glodzenie obniza, nato-
miast nastgpujace po nim karmienie zwigksza ekspresje¢ genu kodujacego RXRa
w watrobie szczuréw. Receptor RXRa tworzy heterodimery z LXRa i bierze udziat
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w indukcji ekspresji genu kodujacego SREBP-1 w testach in vitro [67]. U myszy
z delecja obu alleli genu kodujacego RXRa w tkance tluszczowej zaobserwowano za-
hamowane réznicowanie preadipocytéw, oporno$¢ na otytos¢ wywotana dieta oraz zabu-
rzone przemiany lipidow [62]. Opisane zmiany przypominaja te wynikajace z braku
PPARy lub LXRa, z ktorymi RXRa tworzy heterodimery. Wyjasnienie potencjalnej roli
RXRa w regulacji wydzielniczej i metabolicznej funkcji tkanki thuszczowej wymaga
opracowania nowego modelu doswiadczalnego.

5.9. Zmiany ekspresji genu kodujacego czynnik transkrypcyjny SREBP-1
w tkance tluszczowej

Z badan opisywanych w niniejszej rozprawie wynika, ze ekspresja genu kodujacego
SREBP-1 w tkance tluszczowe;j jest regulowana przez czynniki dietetyczne, przy czym
duza rolg odgrywa sposdb podazy pokarmu. W zastosowanym modelu doswiadczalnym
cykliczna podaz pokarmu, w odréznieniu od diety redukcyjnej, doprowadzita do indukcji
genu kodujacego SREBP-1 w tkance tluszczowej — wielokrotne powtarzanie glodzenia
i karmienia doprowadzito do okoto szesciokrotnego wzrostu ilosci mRNA SREBP-1
w WAT badanych szczurdéw, natomiast w grupie poddanej diecie redukcyjnej ilo$¢ tego
mRNA nie rdznita si¢ od kontroli (ryc. 38). Wzrost ekspresji tego genu w tkance thusz-
czowej zostal rowniez potwierdzony metoda Western-blot, za pomoca ktdrej wykazano
wzrost ilosci aktywnej formy czynnika SREBP-1 po o$miu cyklach gltodzenia i karmie-
nia (ryc. 39). Przeciwciata uzyte w badaniach rozpoznaja obie formy SREBP-1, jednak
wiadomo, ze SREBP-1c jest izoforma dominujaca w tkance thuszczowej [163]. Ponadto
SREBP-1a nie jest regulowany przez zmiany diety, takie jak glodzenie i karmienie [57].
Przyjeto zatem, ze sygnat uzyskany metoda Western-blot odzwierciedla zmiany ilo$ci
biatka SREBP-1c. Przyczyna zwigkszonej biosyntezy SREBP-1 w tkance tluszczowe;j
szczurow z grupy MSR moze by¢ podwyzszone stezenie insuliny we krwi tych zwierzat.
Wykazano, ze w adipocytach i hepatocytach pod wptywem insuliny wzrasta ekspresja
genu kodujacego SREBP-1 i powstaje wigcej jadrowej, aktywnej formy SREBP-Ic,
zatem ten czynnik transkrypcyjny moze by¢ waznym sktadnikiem szlaku sygnatowego
insuliny [5, 100]. We krwi szczuréw wielokrotnie gtodzonych i karmionych, pomimo
obserwowanego u tych zwierzat zahamowania wzrostu masy ciata i spadku masy tkanki
thuszczowej, stezenie insuliny byto 2-krotnie wyzsze niz u szczuréw poddanych jednora-
zowemu glodzeniu i karmieniu i ponad 4-krotnie wyzsze niz u szczuréw z grupy kontro-
Inej i grupy PF (ryc. 8). Gen kodujacy czynnik transkrypcyjny SREBP-1c w tkance
thuszczowej jest rowniez genem docelowym receptora LXR [29, 65, 144, 158].
W opisanym modelu doswiadczalnym profil zmian ilosci mRNA SREBP-1 w WAT
badanych szczuréw byl bardzo podobny do profilu zmian ilosci mRNA LXRao — znaczny
wzrost ekspresji genu kodujacego LXRa, niemal trzykrotny, odnotowano wylacznie
w tkance tluszczowej szczurdw z grupy MSR (ryc. 35). Ponadto zmiany ekspresji genu
kodujacego SREBP-1 w WAT wszystkich badanych grup szczurow byty dodatnio skore-
lowane ze zmianami ilosci mRNA receptora LXRa (r=0,4659 P<0,01). Oznacza to, ze
w wywolanej wielokrotnym glodzeniem i karmieniem indukcji ekspresji genu kodujace-
go SREBP-1 w tkance tluszczowej mogt braé udzial receptor jadrowy LXRa.

Ostatnio opublikowane dane wskazuja, ze nadekspresja SREBP-1c odgrywa istotna
rol¢ w wywolanej przez glodzenie ikarmienie indukcji enzyméw zwiazanych
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z przemianami lipidow [45]. Proponowany udziat LXRa w regulacji ekspresji SREBP-1
wskazuje, ze indukcja enzymoéw lipogennych w tkance tluszczowej szczuréw wielokrot-
nie gtodzonych i karmionych moze by¢ wywolana wzrostem aktywnosci transkrypcyjne;j
LXRa, ktory wzmacnia transkrypcje genéw kodujacych te enzymy nie tylko bezposred-
nio, lecz rdwniez posrednio poprzez zmiany ilosci biatka SREBP-1c. Zmiany ekspresji
genu czynnika transkrypcyjnego SREBP-1 w WAT szczurdéw z grupy MSR odpowiada-
ly zmianom ekspresji genéw kodujacych enzymy lipogenne (ryc. 27-28). Wydaje sig, ze
podczas wielokrotnego glodzenia i karmienia SREBP-1 moze petni¢ rolg czynnika koor-
dynujacego ekspresj¢ genow kodujacych biatka, ktore biora udziat w wewnatrzkomor-
kowych przemianach weglowodanow i lipidow, szczegélnie za§ genow kodujacych
enzymy szlaku lipogenezy w tkance tluszczowej. W badaniach przeprowadzonych na
myszach z uszkodzonym genem SREBP-1 (nie powstawato ani biatko SREBP-1a, ani
SREBP-1c) zaobserwowano, ze poziom mRNA enzymoéow lipogennych byl obnizony
w watrobie, lecz pozostat bez zmian w tkance tluszczowej [161]. Interpretacja tych wy-
nikow jest jednak trudna poniewaz zauwazono jednoczesny wzrost ekspresji genu kodu-
jacego SREBP-2. W kolejnych do$wiadczeniach ta sama grupa badaczy uzyskata wyniki
$wiadczace o tym, ze u myszy pozbawionych SREBP-1 odpowiedz watroby i tkanki
thuszczowej na glodzenie i karmienie jest uposledzona [104]. Z analizy mysiego genu
kodujacego SREBP-1 wynika, ze istnieje dodatnie sprz¢zenie zwrotne — SREBP moze
sam siebie indukowac¢ taczac si¢ z jednym z elementow SRE we wlasnym regionie pro-
motorowym [1]. Taka dodatnia pegtla regulacyjna moze odpowiada¢ za wielokrotne
wzmocnienie sygnatu insuliny u zwierzat w czasie przejscia od gtodzenia do karmienia
[1]. Zjawiskiem autoindukcji czynnikow SREBP mozna wyjasni¢ fakt, ze u myszy
transgenicznych, pozbawionych aktywnej formy SREBP-1, doszto do wzmocnienia
ekspresji genu kodujacego ten czynnik transkrypcyjny [162]. Prawdopodobnie przy
spadku ilosci dojrzatej formy SREBP-1 jej wzmozona biosynteza moze zachodzi¢ pod
wplywem SREBP-2. Wydaje sig, ze w watrobie, i by¢ moze w tkance thuszczowej, funk-
cjonuja nie poznane jeszcze mechanizmy regulacyjne, wyréwnujace ilos¢ tego czynnika
transkrypcyjnego.

5.10. Zmiany ekspresji genu kodujacego czynnik transkrypcyjny ChREBP
w tkance tluszczowej

Wiadomo, ze ekspresja genow kodujacych enzymy lipogenne w tkance ttuszczowej
zalezy od stanu odzywienia organizmu i poziomu insuliny we krwi [44, 63]. Precyzyjna
odpowiedz na sygnaly przekazywane przez hormony w czasie zmiany diety wymaga
wielu czynnikéw regulacyjnych, z ktorych najczeéciej wymienia si¢ SREBP-1. Jednak
Stoeckman i Towle [174] wykazali, ze w hepatocytach samo zwigkszenie iloSci aktyw-
nej formy SREBP-1c nie wystarczyto do osiagnigcia takiego poziomu ekspresji enzy-
mow lipogennych FAS i ACC, jaki byt obserwowany pod wptywem wysokich st¢zen
insuliny i glukozy. W regulacji ekspresji genéow kodujacych enzymy lipogenne pod
wplywem insuliny i glukozy uczestnicza inne czynniki, z ktérych najwazniejszym jest
prawdopodobnie biatko ChREBP. Ten odkryty przez zespot prof. Uyeda czynnik tran-
skrypcyjny w odpowiedzi na wzrost stezenia glukozy i insuliny wiaze si¢ z elementem
odpowiedzi na wegglowodany w regionach promotorowych genéw kodujacych enzymy
lipogenne, indukujac ich ekspresje [187]. W WAT badanych szczuréw ilo§¢ mRNA tego
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czynnika transkrypcyjnego spadta po glodzeniu i wzrosta po nast¢pujacym po nim kar-
mieniu (ryc. 40). W tkance tluszczowej szczuréw z grupy MSR zaobserwowano cztero-
krotny, natomiast u szczuréw z grupy PF okoto dwukrotny wzrost ekspresji genu kodu-
jacego ChREBP. Interesujace jest, ze w zastosowanym modelu do$wiadczalnym zaob-
serwowano rézny profil zmian ilosci mRNA czynnikow transkrypcyjnych ChREBP
i SREBP-1 w tkance tluszczowej badanych szczurow. Ekspresja ChREBP wzrosta za-
rowno w WAT szczuréw poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu, jak
iw WAT szczurow poddanych diecie redukcyjnej; podczas gdy wzrost ekspresji
SREBP-1 zaobserwowano wylacznie po cyklicznej podazy pokarmu — ekspresja
SREBP-1 w WAT szczuréw z grupy PF nie roznita si¢ od kontroli. Wskazuje to na od-
mienng regulacj¢ ekspresji genow kodujacych wymienione czynniki transkrypecyjne pod
wplywem diety. Uwaza sig, ze w regulacji ekspresji genu kodujacego SREBP-1 w tkan-
kach lipogennych oprocz insuliny bierze udziat receptor LXR, natomiast ekspresja genu
kodujacego ChREBP i aktywacja tego biatka moga zachodzi¢ pod wplywem zwigkszo-
nego st¢zenia insuliny i glukozy [29, 30, 44, 65]. Zmiany ilosci mRNA tego czynnika
transkrypcyjnego w WAT badanych szczuréw odpowiadaja zmianom st¢zenia insuliny
w surowicy krwi badanych szczuréw (ryc. 8), co moze sugerowac, ze to insulina, a nie
glukoza, uczestniczy w regulacji ekspresji genu kodujacego ChREBP. Duza rolg w regu-
lacji aktywno$ci transkrypcyjnej czynnika ChREBP, poza zmianami ekspresji kodujace-
go go genu, odgrywaja modyfikacje posttranslacyjne tego biatka [30, 44, 61]. Pod
wplywem zwigkszonego metabolizmu glukozy w komoérce dochodzi do wzrostu stgzenia
ksylulozo-5-fosforanu i aktywacji fosfatazy biatkowej PP2A, ktéra defosforyluje
ChREBP [30, 61], co z kolei powoduje przemieszczenie si¢ tego czynnika do jadra ko-
moérkowego i indukcj¢ transkrypcji jego gendéw docelowych. Inaktywacja ChREBP na-
stgpuje poprzez katalizowana przez PKA Iub AMPK fosforylacjg, ktora prowadzi do
przeniesienia biatka ChREBP do cytosolu [30, 61].

Z badan przeprowadzonych przez Uyeda i wsp. [187] wynika, ze ChREBP moze
bra¢ udziat w regulacji ekspresji gendw kodujacych enzymy lipogenne w tkance thusz-
czowej. W opisywanym w niniejszej rozprawie modelu wielokrotnego glodzenia
i karmienia sposrdéd gendéw zwiazanych z przemianami lipidow podobny do ChREBP
profil zmian ilosci mRNA, to znaczy wzrost w WAT szczuréw z grup MSR i PF, wyka-
zano dla FAS (ryc. 27) i innych enzymo6w lipogennych (nie przedstawiono). [los¢ mR-
NA FAS w WAT wszystkich badanych grup szczuréw byla dodatnio skorelowana
z ilo§cia mRNA ChREBP (r=0,7106 P<0,001). Podobna korelacj¢ odnotowano dla tra-
sportera glukozy GLUT4 (r=0,6261 P<0,001) odpowiadajacego za transport glukozy do
adipocyta.

Powyzsze dane sugeruja, ze czynnik transkrypcyjny ChREBP w WAT wielokrotnie
glodzonych i karmionych szczuréw jest regulowany niezaleznie od czynnika SREBP-1
i uczestniczy w regulacji ekspresji genow kodujacych enzymy lipogenne w WAT bada-
nych szczuréw synergistycznie do czynnika SREBP-1.

5.11. Zmiany ekspresji genu kodujacego czynnik transkrypcyjny C/EBPa
w tkance tluszczowej

Ilos¢ mRNA C/EBPa, czynnika transkrypcyjnego zwiazanego z procesem adipoge-
nezy, byta okoto dwukrotnie wyzsza w WAT szczuréw poddanych wielokrotnemu glo-
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dzeniu i karmieniu (grupa MSR) w poréwnaniu z grupa kontrolng (ryc. 41). Indukcja
genu kodujacego C/EBPa wystapila tylko w tej grupie szczurdw, jest wigc charaktery-
styczna dla wielokrotnego glodzenia i karmienia. Wskazywaloby to na mozliwosé
zwigkszonej adipogenezy w tkance tluszczowej szczurdéw z grupy MSR. Jednak w WAT
tych szczuréw nie wykryto mRNA Pref-1 (nie przedstawiono) — biatka uznawanego za
wskaznik obecnosci preadipocytéw, poniewaz jego ekspresja zachodzi w preadipocytach
i spada podczas dojrzewania adipocytow. Brak mRNA Pref-1 wskazuje, ze pod wpty-
wem wielokrotnego glodzenia i karmienia nie dochodzi do zwigkszonej adipogenezy
w tkance tluszczowej szczuréw. C/EBPa jest uwazany za czynnik transkrypcyjny indu-
kujacy ekspresje genu kodujacego leptyng [56], jednak w WAT szczurdéw z grupy MSR
ilos§¢ mRNA leptyny jest nizsza niz w kontroli, podczas gdy ilo§¢ mRNA C/EBPa jest
wyzsza. U tych szczurdéw najprawdopodobniej dochodzi do represji genu kodujacego
leptyng pod wptywem PPARy. Hollenberg i wsp. [56] zasugerowali, ze PPARy zwiaza-
ny z ligandem antagonizuje dziatanie C/EBPa, ktéry w obecnosci aktywnego PPARy nie
wiaze si¢ z regionem promotorowym genu Lep. Przyczyna spadku ekspresji genu kodu-
jacego leptyng w WAT szczurow z grupy MSR moze by¢ oddziatywanie receptora
PPARYy z czynnikiem transkrypcyjnym C/EBPa lub ich konkurencja o wspdlne kofakto-
ry. Mechanizm represji genu Lep w tkance tluszczowej przez PPARy nie zostal jak do-
tad, mimo wielu badan, wyjasniony.

W grupie szczuréw poddanych diecie redukcyjnej (PF) iloé¢ mRNA C/EBPa
w tkance tluszczowej nie ulegta zmianie. Wptyw diety redukcyjnej na zmiany iloSci
czynnika transkrypcyjnego C/EBPa w tkance tluszczowej szczura byt niedawno badany
przez Zhu i wsp. [211]. W WAT 25-miesi¢cznych szczurow poddanych diecie redukcyj-
nej trwajacej 2 miesiace zaobserwowano wyzsze stgzenie C/EBPa niz w WAT szczurow
z grupy kontrolnej, jednak u szczuréw w wieku 2 miesigcy dieta redukcyjna nie zmienia-
fa stgzenia C/EBPa w tkance ttuszczowej. Wskazuje to, ze wywotane przez dietg reduk-
cyjna zmiany ekspresji C/EBPa w tkance tluszczowej sa zwiazane z wiekiem i mogtly
nie wystapi¢ u szczurow w wieku okoto 5 miesigcy, opisywanych w niniejszej rozpra-
wie.

Wzrost ilosci mRNA C/EBPa w WAT szczurdéw z grupy MSR jest stabo skorelo-
wany ze zmianami ilosci mRNA adipokin i enzyméw lipogennych, co moze sugerowaé
niewielka rolg tego czynnika w regulacji biosyntezy adipokin i kontroli lipogenezy
w tkance thuszczowe] szczurow wielokrotnie glodzonych i karmionych (nie przedsta-
wiono). Wyniki badan begdace przedmiotem niniejszej rozprawy wskazuja, ze
w dojrzatych adipocytach czynnik C/EBPa najprawdopodobniej nie odgrywa istotnej
roli ani w regulacji ekspresji gendw kodujacych adipokiny, ani w ekspresji genéw kodu-
jacych enzymy zwiazane z przemianami lipidow.

5.12. Wielokrotnie powtarzane glodzenie i karmienie uruchamia
mechanizmy regulacyjne wlasciwe tylko dla tkanki tluszczowej

Gtlodzenie i1 nast¢pujace po nim karmienie to znany model do$wiadczalny prowa-
dzacy do stymulacji enzyméw zwiazanych z lipogeneza w gtownych tkankach lipogen-
nych: w watrobie i w tkance tluszczowej [44, 63]. Jednak, jak wykazaliSmy wcze$niej,
wielokrotne powtarzanie cykli glodzenia i karmienia uruchamia inne mechanizmy regu-
lacyjne, wlasciwe tylko dla tkanki tluszczowej, bowiem w watrobie kolejne cykle gto-
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dzenia 1ikarmienia nie wywoluja dodatkowych zmian szybkosci lipogenezy,
ani aktywnosci enzymow lipogennych [85]. W tkance tluszczowej natomiast dochodzi
do wielokrotnego wzrostu szybkos$ci lipogenezy i aktywno$ci enzymow lipogennych.
Z danych przedstawionych w niniejszej rozprawie wynika, ze wielokrotne glodzenie
i karmienie uruchamia dodatkowe lub prowadzi do zwielokrotnienia istniejacych me-
chanizméw regulacyjnych w tkance thuszczowej i w zwiazku z tym pozwala na poznanie
specyficznych dla tej tkanki szlakéw sygnatowych, regulujacych jej aktywnos¢ wydziel-
nicza i metaboliczng. W tym modelu do§wiadczalnym dochodzi do wzrostu ekspresji
genow kodujacych glowne receptory jadrowe i czynniki transkrypcyjne uczestniczace
w regulacji funkcji tkanki tluszczowej. Nasilona lipogeneza i lipoliza zachodzaca
w WAT szczurow poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu moze takze zmie-
niaé stgzenia metabolitow — naturalnych aktywatorow receptoréw jadrowych. Mclntyre
iwsp. [115] wykazali niedawno, ze kwas lizofosfatydowy (LPA) jest biologicznym
ligandem PPARy, dziatajacym bezposrednio na ten receptor jadrowy. LPA wiaze si¢
jako naturalny ligand z PPARY, wywotujac wzrost transkrypcji genéw zawierajacych
element odpowiedzi na PPAR, PPRE. Z badan Mclntyre i wsp. wynika rowniez, ze LPA
jest specyficznym agonista PPARy i nie aktywuje pozostatych receptorow PPAR (a i 9).
Przy wzroscie ekspresji GPAT i wzroscie syntezy glicerolo-3-fosforanu oraz przy nasi-
lonej lipogenezie i lipolizie w WAT szczurow poddanych wielokrotnemu glodzeniu
i karmieniu moze powstawaé wigcej kwasu lizofosfatydowego. W WAT szczurdw
z grupy MSR odnotowano takze kilkunastokrotny wzrost ekspresji genu kodujacego
SCD1 (nie przedstawiono) — kluczowy enzym syntetyzujacy nienasycone kwasy ttusz-
czowe [34]. Przy zwigkszonej aktywnosci SCD1 w WAT szczuréw moze dochodzi¢ do
wzrostu szybko$ci desaturacji kwasow thuszczowych. Z badan Mclntyre i wsp. [115]
wynika, ze najlepszym aktywatorem PPARy jest kwas lizofosfatydowy zawierajacy
w swoim sktadzie kwas olejowy, ktory z kolei jest produktem reakcji katalizowanej
przez SCD1. Ponadto nienasycone kwasy tluszczowe sa naturalnymi ligandami PPARa
10 [181]. Zatem w WAT szczuréw poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu
moze dochodzi¢ nie tylko do zmian ekspresji genéw kodujacych receptory PPAR, lecz
rowniez do aktywacji tych receptoréw pod wptywem ich naturalnych aktywatorow.
Wielokrotne gtodzenie i karmienie wywoluje spadek stezenia leptyny oraz wzrost
stezenia adiponektyny i rezystyny w surowicy krwi. Podobnym zmianom jak stgzenie
adipokin w surowicy ulegaja rowniez: ekspresja gendéw kodujacych te adipokiny
w WAT szczurow oraz tempo wydzielania tych bialek przez izolowane adipocyty.
Zmiany charakterystyczne dla opisanego modelu do$wiadczalnego, polegajacego na
osmiokrotnym powtorzeniu cyklu glodzenia i karmienia zwierzat, roznia si¢ od tych
zaobserwowanych u zwierzat kontrolnych, szczuréw poddanych jednokrotnemu glodze-
niu 1 karmieniu oraz w grupie szczuréw, ktore otrzymywaly codziennie porcj¢ paszy
odpowiadajacej ilosci paszy spozywanej $rednio przez szczury wielokrotnie glodzone
i karmione. Spadek stezenia leptyny w surowicy krwi szczurow, spadek ilo§ci mRNA
leptyny w WAT oraz spadek tempa wydzielania leptyny przez izolowane adipocyty sa
zwiazane ze spadkiem wielko$ci adipocytéw i ze spadkiem masy WAT. Wzrost st¢zenia
adiponektyny w surowicy krwi szczuréw wielokrotnie gtodzonych i karmionych, wzrost
ilosci mRNA adiponektyny w WAT oraz wzrost tempa wydzielania tego biatka przez
izolowane dojrzate adipocyty sa prawdopodobnie zwigzane ze wzrostem ilosci i aktyw-
nosci transkrypcyjnej receptorow jadrowych, gtdéwnie PPARy. Wzrost st¢zenia rezystyny
w surowicy krwi szczurow z grupy MSR, wzrost ilosci mRNA rezystyny w WAT oraz
wzrost tempa wydzielania tego biatka przez izolowane dojrzate adipocyty moze byé
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wywolany wzrostem aktywnosci biatek uczestniczacych w szlaku sygnatowym insuliny,
z ktorych najwazniejsza rolg odgrywaja czynniki transkrypcyjne SREBP-1 i ChREBP.
W WAT szczuréw z grupy MSR wykazano wyzsza ekspresj¢ genu receptora leptyny
oraz obu izoform receptora adiponektyny (AdipoR1 i AdipoR2) w poréwnaniu do kon-
troli. Moze to oznaczaé, ze adipocyty szczuré6w z grupy MSR sg bardziej wrazliwe na
adiponektyne i leptyne, ktore moga wykazywac dziatanie auto- lub parakrynne wywotu-
jac wzrost tempa lipolizy, wzrost tempa utleniania kwasow thuszczowych oraz wzrost
wrazliwosci adipocytéw na insuling.
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6. WNIOSKI

Wielokrotnie powtarzane cykle glodzenia i karmienia wywoluja znaczne zmiany
w funkcji wydzielniczej i metabolicznej tkanki tluszczowej szczura:

1. obnizaja biosyntez¢ i wydzielanie leptyny oraz zwigkszaja biosyntez¢ i wydziela-
nie adiponektyny i rezystyny,

2. zwigkszaja metabolizm weglowodandw i przemiany lipidow (lipogeneze
i lipolizg),

3. podnosza poziom receptorow jadrowych PPAR, LXR i RXR oraz ich koaktywa-
tora PGCla, a takze czynnikoéw transkrypcyjnych SREBP-1, ChREBP i C/EBPa,
regulujacych funkcje wydzielnicza i metaboliczna tkanki thuszczowe;.
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8. STRESZCZENIE

Tkanka thuszczowa jest nie tylko miejscem gromadzenia i przechowywania zaso-
boéw energetycznych w postaci triacylogliceroli, ale rowniez narzadem wydzielniczym,
syntetyzujacym i uwalniajacym do krwi wiele aktywnych biologicznie bialek i pepty-
dow, okreslanych wspolnym mianem ,,adipokiny”. Leptyna, jeden z najlepiej poznanych
hormonéw wydzielanych przez adipocyty, reguluje rownowage energetyczna organi-
zmu; adiponektyna, syntetyzowana w duzych ilosciach przez komérki tkanki thuszczo-
wej, ma wplyw na metabolizm glukozy i lipidow w réznych tkankach; z kolei rezystyna
moze bra¢ udzial w regulacji wrazliwos$ci komoérek na insuling.

W dotychczasowych badaniach, przeprowadzonych na opracowanym przez nas
zwierzgcym modelu doswiadczalnym cyklicznego, naprzemiennego glodzenia i karmie-
nia dochodzito do wielokrotnego wzrostu aktywnosci i iloséci mRNA enzymdw lipogen-
nych w tkance tluszczowej badanych szczuré6w oraz do wzrostu szybkosci syntezy lipi-
dow, ktory byt specyficzny dla tej tkanki, poniewaz w watrobie nie zaobserwowaliSmy
tak duzych zmian. Poniewaz mechanizmy regulacji wydzielniczej i metabolicznej funk-
cji tkanki thuszczowej w trakcie gltodzenia i nastepujacego po nim karmienia nie zostaty
wyjasnione, w ramach niniejszej rozprawy postanowiono zbadaé¢ w tym samym modelu
doswiadczalnym jakie zmiany zachodza w tkance tluszczowej przy cyklicznej podazy
pokarmu i czy zmiany te sa inne niz przy ograniczonej podazy pokarmu (dieta redukcyj-
na). Badaniom poddano nastepujace grupy szczuréw: S (gltodzone przez 72 godz.), SR
(gtodzone przez 72 godz. a nastgpnie karmione przez 72 godz.), MSR (szczury poddane
osmiu cyklom naprzemiennego glodzenia i karmienia), PF (szczury otrzymujace co-
dziennie, przez 48 dni, porcje¢ paszy odpowiadajaca $Sredniej masie paszy spozytej przez
szczury z grupy MSR) oraz C (grupa kontrolna). Liczba o$miu cykli glodzenia i karmie-
nia zostala wybrana, poniewaz zaobserwowali§my wcze$niej, ze po o$miu takich cy-
klach aktywnosci enzymoéw lipogennych w WAT szczurdw byly najwyzsze i po kolej-
nych cyklach aktywnosci te juz nie rosty. Regulacja wydzielniczej i metabolicznej funk-
cji tkanki tluszczowej odbywa si¢ gldwnie na etapie transkrypcji gendéw, w zwiazku
z tym skupiono si¢ na badaniach regulacji ekspresji genéw w tkance tluszczowej bada-
nych szczurow.

Do analiz pobierano tkanke thuszczowa z okolic najadrzy (WAT) i krew, z ktorej
otrzymano surowicg. W surowicy krwi szczuré6w zmierzono stgzenie adipokin (leptyny,
adiponektyny i rezystyny) oraz stezenie insuliny, triacylogliceroli i glukozy. Pobrane
preparaty tkanki tluszczowej wykorzystano do badania ekspresji gendw metoda real-
time RT-PCR i Western-blot, do oznaczania aktywnos$ci enzymow i do izolacji adipocy-
tow. Dodatkowo w wyizolowanych dojrzatych adipocytach przeprowadzono pomiary
srednicy komorek, ekspresji genéw kodujacych wymienione wczesniej adipokiny, ilo$ci
adipokin wydzielonych do $rodowiska inkubacyjnego oraz szybkosci lipolizy mierzonej
iloscig uwalnianego glicerolu. W ramach niniejszej rozprawy zbadano wplyw wielokrot-
nego glodzenia i karmienia na ekspresj¢ genow kodujacych leptyng, adiponektyne
irezystyng w tkance tluszczowej, zbadano takze zmiany ekspresji genéw kodujacych
glowne receptory jadrowe i czynniki transkrypcyjne oraz enzymy i inne biatka zwiazane
z przemianami weglowodandw i lipidéw w tej tkance. Lacznie zbadano zmiany ekspresji
36 genow.

Wielokrotne glodzenie i karmienie wywotato spadek masy ciata szczuréw, obnize-
nie masy tkanki thuszczowej z okolic najadrzy i spadek wielkosci adipocytow. Towarzy-
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szyt temu spadek stgzenia leptyny oraz wzrost st¢zenia adiponektyny i rezystyny
w surowicy krwi badanych szczuréw. Podobnym zmianom jak st¢zenie adipokin
w surowicy ulegta rowniez ekspresja gendéw kodujacych te adipokiny w tkance thisz-
czowej oraz szybkos¢ wydzielania tych bialek przez izolowane adipocyty. Opisane
zmiany byly charakterystyczne dla modelu wielokrotnego glodzenia i karmienia (grupa
szczurow MSR) i réznity si¢ od tych zaobserwowanych u zwierzat kontrolnych (C),
poddanych jednokrotnemu glodzeniu i karmieniu (SR), czy diecie redukcyjnej (PF).

Otrzymane wyniki sugeruja, ze przyczyna spadku stezenia leptyny w surowicy krwi
szczurow i ilosci mRNA leptyny w WAT oraz spadku tempa wydzielania leptyny przez
izolowane adipocyty byt spadek wielkosci adipocytow i obnizenie masy WAT, ponie-
waz zmiany ekspresji genu Lep oraz stgzenia leptyny w surowicy byly dodatnio skore-
lowane z masa WAT 1 wielkos$cia adipocytow. Z kolei wzrost stezenia adiponektyny
w surowicy krwi szczurow wielokrotnie glodzonych i karmionych byl zwiazany ze
wzrostem biosyntezy tej adipokiny w tkance thuszczowej oraz ze zwigkszona szybkoscia
jej wydzielania przez adipocyty. Indukcja ekspresji genu kodujacego adiponektyng
w WAT szczuréw z grupy MSR byty wynikiem wzrostu ilosci i aktywnosci transkryp-
cyjnej receptoréw jadrowych, a w szczegolno$ci receptora aktywowanego przez prolife-
ratory peroksysomow y (PPARy), wtkance tluszczowej badanych zwierzat. Wzrost
stezenia rezystyny w surowicy krwi szczurow z grupy MSR, wzrost ilosci mRNA re-
zystyny w ich tkance tluszczowej oraz wzrost tempa wydzielania tego biatka przez izo-
lowane dojrzate adipocyty byly najprawdopodobniej skutkiem zwigkszonej w wyniku
wielokrotnego glodzenia i karmienia aktywnosci biatek uczestniczacych w szlaku sygna-
fowym insuliny w WAT, wsérod ktorych najwazniejsza rolg odgrywaja czynnik tran-
skrypcyjny wiazacy si¢ z elementem odpowiedzi na sterole (SREBP-1) i czynnik tran-
skrypcyjny wiazacy si¢ z elementem odpowiedzi na weglowodany (ChREBP).

W WAT szczurdéw z grupy MSR wykazano wyzsza ekspresje genu receptora lepty-
ny oraz obu izoform receptora adiponektyny (AdipoR1 i AdipoR2) w poréwnaniu do
kontroli i szczurow z grup SR i PF. Oznacza to, ze adipocyty szczurdéw z grupy MSR
byly bardziej wrazliwe na adiponektyneg i leptyng, ktore mogly wykazywaé dzialanie
auto- lub parakrynne wywotujac wzrost szybkosci lipolizy i utleniania kwasow thusz-
czowych oraz wzrost wrazliwosci adipocytdw na insuling. Pomiardw zmian ekspresji
genu receptora rezystyny nie wykonano, poniewaz nie zostal on jeszcze poznany.

W WAT szczurow poddanych wielokrotnie powtarzanym cyklom glodzenia i kar-
mienia zaobserwowano indukcj¢ genu kodujacego transporter glukozy GLUT4, wzrost
ekspresji genu kodujacego heksokinazg 2 oraz spadek ilosci mRNA PDK4 (kinazy de-
hydrogenazy pirogronianowej). Skutkiem opisanych zmian ekspresji genow mogto by¢
nasilenie przemian od glukozy do acetylo-CoA, substratu do syntezy kwasow thuszczo-
wych. Ponadto wielokrotne gltodzenie i karmienie wywotato w WAT badanych szczurow
wzrost ekspresji genéw kodujacych enzymy i biatka zwigzane z lipogeneza, wzrost eks-
presji genow zwiazanych z lipoliza oraz wzrost szybkosci lipolizy mierzonej iloscia
glicerolu uwalnianego przez izolowane adipocyty. W tkance tluszczowej szczurdéw
z grupy MSR odnotowano réwniez wyzsza od kontroli ekspresje gendéw kodujacych
enzymy syntezy glicerolo-3-fosforanu, substratu do syntezy triacylogliceroli. Otrzymane
wyniki wskazuja, ze w WAT szczuréw poddanych wielokrotnemu glodzeniu i karmieniu
zachodzita wzmozona synteza glicerolo-3-fosforanu, zaréwno z glukozy, jak i z wolnego
glicerolu — produktu lipolizy. Zwigkszonej ekspresji genow zwiazanych z tymi trzema
procesami tzn. lipogenezy, lipolizy i przemianami glicerolu nie zaobserwowano w WAT
szczuréw z grup S, SR i PF. Wskazuje to, ze cykliczna podaz pokarmu wywotala
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w tkance tluszczowej badanych szczuréw swoista odpowiedZ metaboliczna — jednocze-
sng syntez¢ i hydrolize triacylogliceroli. Ponadto w WAT szczuréw poddanych wielo-
krotnemu glodzeniu i karmieniu wzrosta ekspresja genu kodujacego palmitoilotransfera-
zg karnitynowa 1 (LCPT1), co mogto doprowadzi¢ do zwigkszonego utleniania kwaséw
thuszczowych w WAT szczuréw z grupy MSR.

W wyniku wielokrotnego glodzenia i karmienia w tkance tluszczowej badanych
szczurdw doszto do znacznych zmian ekspresji genéw kodujacych czynniki transkryp-
cyjne i receptory jadrowe, kluczowe w regulacji metabolizmu tej tkanki. W WAT szczu-
row z grupy MSR zaobserwowano, niewystgpujacy w innych grupach, wzrost ekspresji
gendéw kodujacych receptory jadrowe PPAR (a, v i 3), LXRa, RXRa i ich koaktywator
PGCla. Wzrost syntezy dominujacego w tkance ttuszczowej receptora PPARy w WAT
szczurdw z grupy MSR potwierdzono réwniez metoda Western-blot. Charakterystyczny
dla grupy MSR wzrost ekspresji gendw kodujacych wymienione wyzej receptory jadro-
we w WAT byt skorelowany ze zmianami ekspresji genéow kodujacych adiponektyne,
obie izoformy jej receptora oraz ze zmianami ekspresji genu kodujacego receptor lepty-
ny. Sugeruje to udzial tych receptorow jadrowych w wywotanej wielokrotnym gtodze-
niem i karmieniem zwigkszonej transkrypcji genéw adiponektyny i jej receptoroOw oraz
receptora leptyny w tkance tluszczowej. Ponadto u szczuréw poddanych wielokrotnemu
glodzeniu i karmieniu wykazano wzrost ekspresji gendow kodujacych czynniki tran-
skrypcyjne SREBP-1, ChREBP i C/EBPa w tkance tluszczowej. Wzrost syntezy aktyw-
nej (jadrowej) formy czynnika SREBP-1 u szczurow z grupy MSR potwierdzono metoda
Western-blot. Czynniki transkrypcyjne SREBP-1 i ChREBP moga indukowa¢ ekspresjg
gendw pod wplywem wzrastajacego stezenia insuliny i/lub weglowodanéw. W modelu
doswiadczalnym wielokrotnego glodzenia i karmienia zwigkszona biosynteza i aktywa-
cja czynnika SREBP-1 oraz wzrost ilosci ChREBP mogty doprowadzi¢ do indukcji genu
kodujacego rezystyng i genéw zwiazanych z lipogeneza.

U szczuréw poddanych wielokrotnie powtarzanym cyklom gtodzenia i karmienia
doszto do duzych zmian biosyntezy i wydzielania badanych adipokin przez tkanke thusz-
czowa oraz do znacznego wzrostu aktywnosci metabolicznej tej tkanki, w tym do uak-
tywnienia prowadzacego do spadku masy tkanki tluszczowej swoistego ,,cyklu darem-
nego” jednoczesnej biosyntezy i hydrolizy triacylogliceroli. Nietypowy wzrost aktywno-
Sci metabolicznej tkanki thuszczowej mogt doprowadzi¢ do pojawienia si¢ w tej tkance
wysokiego st¢zenia naturalnych lipidowych ligandow receptorow PPAR. Zatem w WAT
szczurow poddanych wielokrotnemu gltodzeniu i karmieniu moze dochodzi¢ nie tylko do
zmian ekspresji genéw kodujacych receptory PPAR, lecz réwniez do aktywacji tych
receptorow pod wplywem ich naturalnych aktywatorow.

W tkance tluszczowej szczuréw wielokrotnie glodzonych i karmionych dochodzi
zatem do charakterystycznych, nie wystepujacych w innych badanych grupach zwierzat,
zmian ekspresji wielu gendw zwiazanych z wydzielnicza i metaboliczna funkcja tej
tkanki. Z tego powodu opisany tu model do§wiadczalny moze by¢ szczegdlnie przydatny
w badaniach nad swoistymi dla tkanki thuszczowej molekularnymi mechanizmami regu-
lacyjnymi, uruchamianymi pod wptywem czynnikéw dietetycznych.
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9. SUMMARY

Adipose tissue was once considered an inert depot for the storage of lipids used as
a source of energy during food deprivation or long-term muscle work, when they are
mobilised and released as free fatty acids for oxidation in other organs. Nowadays, it is
widely acknowledged that adipose tissue, in addition to its well known function to store
and mobilize triacylglycerols, is a secretory organ which synthesises and secretes many
peptides, known as ,,adipokines”. Adipose tissue is considered to be the major source of
circulating leptin, a cytokine-like hormone involved in appetite control and metabolic
responses to nutrients. Another adipokine, adiponectin, has been proposed to play an
important role in the regulation of glucose and lipid metabolism; and resistin was postu-
lated to be a link between obesity and insulin resistance implicated in the modulation of
insulin sensitivity.

Mechanisms underlying nutritional control of secretory and metabolic function of
adipose tissue are not fully clarified; thus recognizing the dual functions of adipose tis-
sue as an endocrine organ and fuel storage depot, the aim of the study was to determine
whether multiple cycles of starvation-refeeding would affect adipokine biosynthesis
together with carbohydrate and lipid metabolism in rat adipose tissue. To elucidate this,
male Wistar rats were assigned to five experimental groups: C, S, SR, MSR and PF. Rats
from the S group were deprived of food for 3 days. SR rats were subjected to 3-day food
deprivation and subsequently refed for 3 days. Rats from MSR group were subjected to
eight food deprivation and refeeding cycles, each cycle consisting of 3 days of food
deprivation followed by 3 days of refeeding. Rats from PF group were pair-fed to the
MSR rats — PF rats were given everyday, for 48 days, weighed amount of food which
was equal to the average amount of food consumed by the MSR rats for the period of the
previous 6-day cycle of food deprivation and refeeding. In the control group (C), rats
were given ad libitum access to food. At the end of the experiment epididymal white
adipose tissue (WAT) and blood were taken for analysis.

Leptin, adiponectin and resistin concentrations were measured in rat sera, along
with serum insulin, triacylglycerol and glucose levels. WAT specimens were used for
gene expression studies measured by reverse transcription-polymerase chain reaction
(RT-PCR) and Western-blot methods, for enzyme assays and for preparation of mature
adipocytes. The expression levels of adipokines (leptin, adiponectin and resistin), nu-
clear receptors (peroxisome proliferator activated receptor — PPAR, liver X receptor —
LXR and retinoid X receptor — RXR) and their coactivator PGCla, transcription factors
(sterol response element binding protein — SREBP-1, carbohydrate response element
binding protein — ChREBP and CCAAT enhancer binding protein — C/EBPa), and genes
encoding enzymes and other proteins involved in carbohydrate and lipid metabolism in
adipose tissue were analyzed in epididymal WAT of rats. Overall, the expression levels
of 36 genes have been determined by real-time RT-PCR in WAT of rats subjected to
multiple cycles of starvation-refeeding.

Multiple cycles of starvation-refeeding resulted in a reduction in body weight of
MSR rats compared with control rats, a decrease in epididymal WAT mass and adipo-
cyte diameter; accompanied by a decrease in serum leptin levels and increase in serum
adiponectin and resistin levels. Similar changes were observed in leptin, adiponectin and
resistin mRNA expression in WAT, where multiple cycles of starvation-refeeding down-
regulated Lep gene and induced adiponectin and resistin gene expression. Moreover,
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adipokine secretion from isolated adipocytes was correlated with their mRNA expression
levels.

Lowered serum leptin levels in MSR rats, downregulation of leptin mRNA expres-
sion in their WAT and decreased leptin secretion from their adipocytes in culture result
probably from the reduced size of epididymal adipose tissue. Moreover, visceral adipo-
cytes are much smaller in MSR rats than in control rats. Synthesis and secretion of leptin
from adipose cells is regulated by the amount of energy stored in adipose tissue. Serum
leptin levels are regulated by adiposity and are reduced by weight reduction. In contrast,
serum adiponectin and resistin levels in the MSR group were significantly elevated in
comparison to control rats. The increase in serum adiponectin levels observed after mul-
tiple cycles of starvation-refeeding is a consequence of augmented adiponectin mRNA
expression in WAT of MSR rats and increased adiponectin secretion by their adipocytes.
The induction of gene encoding adiponectin most likely was caused by increased expres-
sion and transcriptional activity of nuclear receptors, mainly PPARy, which expression
in WAT was upregulated by multiple cycles of starvation-refeeding. Elevated serum
resistin in MSR rats was accompanied by an increase in resistin gene expression in their
WAT and increased resistin secretion by adipocytes isolated from WAT of MSR rats.
The induction of the Retn gene in WAT of MSR rats was most probably the result of
increased activity of proteins involved in insulin signalling pathway, such as SREBP-1
and ChREBP transcription factors, which mRNA levels were elevated in adipose tissue
of rats subjected to multiple cycles of starvation-refeeding.

Leptin receptor and both isoforms of adiponectin receptor (AdipoR1 and AdipoR2)
were also upregulated by multiple cycles of starvation-refeeding. It suggests that adipo-
cytes in WAT of MSR rats were more sensitive to adiponectin and leptin than adipocytes
of other rats. Both adiponectin and leptin may act in an auto- or paracrine manner stimu-
lating adipose tissue lipolysis, increasing fatty acid fB-oxidation in WAT and insulin
sensitivity of this tissue. Since resistin receptor has not been identified so far, it has not
been studied in MSR rats.

Multiple cycles of starvation-refeeding affect glucose homeostasis in adipose tissue.
In WAT of MSR rats mRNA levels of the glucose transporter type 4 (GLUT4) and
hexokinase 2 were elevated, indicating increased insulin-stimulated glucose uptake and
phosphorylation in adipocytes of MSR rats. Moreover, gene encoding PDK4 was down-
regulated in WAT of these rats, suggesting that pyruvate emerging from glycolysis is
more efficiently metabolized to acetyl-CoA in adipose tissue of MSR rats as compared
to rats from other groups.

Lipid metabolism in adipose tissue was strongly affected by multiple cycles of star-
vation-refeeding. The expression levels of genes encoding enzymes and other proteins
involved in lipogenesis were robustly increased in WAT of MSR rats. Interestingly, the
genes encoding enzymes and other proteins involved in lipolysis were also induced in
adipose tissue of these rats and lipolysis was increased in adipocytes isolated from their
WAT. Furthermore, in adipose tissue of MSR rats the mRNA expression of enzymes
involved in glycerol-3-phosphate synthesis was elevated. It seems that multiple cycles of
starvation-refeeding induced in adipose tissue the process of reutilization of glycerol
emerging from lipolysis, thus resulting in a ,,futile cycle” of lipogenesis and lipolysis
leading to a decrease in adipose tissue mass observed in MSR rats. Moreover, in WAT
of rats subjected to multiple cycles of starvation-refeeding the expression levels of car-
nitine palmitoyltransferase 1 (LCPT1) were elevated. LCPT1 is involved in fatty acid
oxidation in mitochondria, thus its upregulation seen in adipose tissue of MSR rats may
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have led to an increased B-oxidation of fatty acids in this tissue and a decrease in WAT
mass.

In adipose tissue of rats subjected to multiple cycles of starvation-refeeding a con-
siderable increase in expression of genes encoding nuclear receptors PPAR, LXR, RXR
and their coactivator PGCla has been observed. Moreover, upregulation of these genes
correlated well with the expression levels of adiponectin, both isoforms of adiponectin
receptor and leptin receptor in WAT of MSR rats. Since it has not been observed in other
groups of rats, it suggests the role of these nuclear receptors in the multiple cycles of
starvation and refeeding-dependent induction of genes encoding adiponectin, AdipoR1,
AdipoR2 and leptin receptor. Furthermore, the expression levels of SREBP-1, ChREBP,
and C/EBPa were increased in adipose tissue of MSR rats. Elevated levels of active
nuclear form of SREBP-1 were confirmed in WAT of MSR rats by Western-blot. Both
SREBP-1 and ChREBP regulate gene expression in metabolic tissues in response to
insulin and carbohydrates. It seems probable that genes encoding resistin and lipogenic
enzymes were induced in WAT of MSR rats as a result of increased expression levels
and activity of SREBP-1 and ChREBP.

Changes in expression levels of several genes involved in endocrine and metabolic
functions of adipose tissue observed in WAT of rats subjected to multiple starvation-
refeeding cycles were specific to this dietary regimen and did not occur in other groups
of rats. For that reason the experimental model described here may be of particular inter-
est in studies of long-term nutritional regulation of both adipokine biosynthesis and
carbohydrate and lipid homeostasis in adipose tissue.



