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1. Wykaz skrotow

AA — Kwas arachidonowy (ang. Arachidonic acid)

ACC - Karboksylaza acetylo-CoA (ang. Acetyl-CoA carboxylase)

ALA — Kwas a-linolenowy (ang. a-linolenic acid)

AP1 — Biatko aktywatorowe 1 (ang. Activator protein 1)

ApoAl — Apolipoproteina Al (ang. Apolipoproteina A- 1)

ApoB — Apolipopreteina B (ang. Apolipoproteina B)

C/EBP - Biatko wigzace si¢ z sekwencja CCAAT (ang. CCAAT-enhancer-binding protein)
CKD - Przewlekta choroba nerek (ang. Chronic kidney disease)

CPOAZ2H — Kwas metylenoheksadekanowy (ang. Cyclopropaneoctanoic acid 2-hexyl)
DAG — Diacyloglicerol (ang. Diacylglycerol)

DGAT1 — Acylotransferaza diacyloglicerolowa 1 (ang. Digacyloglycerol acyltransferase)
DGLA - Kwas dihomo-y-linolenowy (ang. Dihomo-y-linolenic acid)

DHA — Kwas dokozaheksaenowy (ang. Docosahexaenoic acid)

DPA — Kwas dokozapentaenowy (ang. Docosapentaenoic acid)

EDA — Kwas eikozadienowy (ang. Eicosadienoic acid)

ELOVL - Elongazy kwasow tluszczowych (ang. Fatty acid elongase)

EPA — Kwas eikozapentaenowy (ang. Eicosapentaenoic acid)

ETA — Kwas eikozatetraenowy (ang. Eicosatetraenoic acid)

ETE — Kwas eikozatrienowy (ang. Eicosatrienoic acid)

FA — Kwas thuszczowy (ang. Fatty acid)

FADS — Desaturaza nienasyconych kwasow tluszczowych (ang. Fatty acid desaturase)
FASN - Syntaza kwasow tluszczowych (ang. Fatty acid synthase)

GLA — Kwas y —linolenowy (ang. y-linolenic acid)

HMGCS — Syntaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (ang. 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
Coenzyme A synthase)



HMGCR — Reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (ang. 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A reductase)

HNF4a — Czynnik jadrowy hepatocytow 4a (ang. Hepatocyte nuclear factor 4 alpha)
LA — Kwas linolowy (ang. Linoleic acid)

LXR — Receptor watrobowy X (ang. Liver X receptor)

MUFA — Jednonienasycone kwasy thuszczowe (ang. Monounsaturated fatty acids)

MTTP - Mikrosomalne biatko przenoszace triacyloglicerole (ang. Microsomal triglyceride
transfer protein)

NAD" - Forma utleniona dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. Nicotinamide adenine
dinucleotide oxidized form)

NADH - Forma zredukowana dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. Nicotinamide
adenine dinucleotide reduced form)

NF-1 — Czynnik jadrowy 1 (ang. Nuclear factor I)

NF«kB — Czynnik jadrowy kB (ang. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells)

OA — Kwas oleinowy (ang. Oleic acid)
PA — Kwas palnitynowy (ang. Palmitic acid)
PUFA — Wielonienasycone kwasy thuszczowe (ang. Polyunsaturated fatty acids)

PPAR - Receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow (ang. Peroxisome proliferator-
activated receptors)

SCD - Desaturaza stearoilo-CoA (ang. Stearoyl-CoA desaturase)
SDA — Kwas stearydynowy (ang. Stearidonic acid)
SFA — Nasycone kwasy thuszczowe (ang. Saturated fatty acids)

SREBP — Biatko wigzace element odpowiedzi na sterole (ang. Sterol regulatory element-binding
proteins)

TAG — Triacyloglicerole (ang. Triacylglycerols)
VLDL - Lipoproteiny o bardzo matej gestosci (ang. Very Low Density Lipoproteins)



2. Wykaz prac wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska pt. ,,Zmiany metabolizmu lipidéw w hepatocytach i adipocytach
indukowane zaburzeniami profilu kwasow tluszczowych” powstata w oparciu o cykl artykulow
opublikowanych w migdzynarodowych czasopismach naukowych. W Tabeli 1 przedstawiono
zestawienie publikacji stanowigcych niniejsza rozprawg doktorska. taczna wartos¢ IF
prezentowanych prac to 15,886. Laczna punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
prezentowanych prac wynosi 375.

Tabela 1. Publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej. MNiSW — Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego, IF — impact factor w roku publikacji, Q — kwartyl czasopisma w roku publikacji
(* - dane za 2020 niedostepne).

Autorzy, tytul publikacji, czasopismo Punktacja | IF Q
MNiSW

Justyna Korczynska, Aleksandra Czumaj, Michat Chmielewski, 70.000 4,097* | Q2*
Maciej Sledzinski, Adriana Mika, Tomasz Sledzinski

Increased expression of the leptin gene in adipose tissue of patients
with chronic kidney disease : the possible role of an abnormal
serum fatty acid profile.

Metabolites 2020, 10 (3):98

DOI: 10.3390/metabo10030098

Aleksandra Czumaj, Tomasz Sledzinski 140.000 5.089* | Q1*
Biological role of unsaturated fatty acid desaturases in health and
disease.

Nutrients 2020, 12(2):356

DOI: 10.3390/nu12020356

Aleksandra Czumaj, Tomasz Sledzinski, Juan-Jesus Carrero, Piotr | 140.000 4556 | Q1
Stepnowski, Matgorzata Sikorska-Wisniewska, Michat
Chmielewski, Adriana Mika.

Alterations of fatty acid profile may contribute to dyslipidemia in
chronic kidney disease by influencing hepatocyte metabolism.
International Journal of Molecular Science 2019, 20(10): 2470
DOI: 10.3390/ijms20102470

Aleksandra Czumaj, Adriana Mika, Michat Chmielewski, Tomasz | 25.000 2.144 | Q3
Sledzinski

Cyclopropaneoctanoic acid 2-Hexyl upregulates the expression of
genes responsible for lipid synthesis and release in human hepatic
HepG2 cells

Lipids 2018, 53(3): 345-351

DOI: 10.1002/lipd.12034




3. Streszczenie

Kwasy tluszczowe (FA) sa niezbedne dla prawidtowego funkcjonowania wszystkich
organizmow. Stanowig one zroznicowang grupe zwigzkow, ktore w zalezno$ci od swojej budowy
moga wywiera¢ rozny wplyw na metabolizm. Zaburzenia w sktadzie jakosciowym i ilosSciowym
FA w surowicy (zaburzenia profilu FA) moga mie¢ znaczacy wplyw na takie zjawiska
metaboliczne jak: regulacja ekspresji genéw zwigzanych z metabolizmem lipidow, stres
oksydacyjny, insulinooporno$¢ i procesy zapalne, co moze prowadzi¢ do wzrostu ryzyka
wystgpienia cukrzycy, nadci$nienia tetniczego czy choroby wiencowej. Zaburzenia profilu FA
moga wspotwystepowac z rdéznymi jednostkami chorobowymi, w tym z przewlekla choroba
nerek (CKD). Do charakterystycznych dla CKD zaburzen metabolicznych nalezy dyslipidemia —
glownie wzrost poziomu triacylogliceroli (TAG) i obnizony poziom cholesterolu HDL. Oprocz
tego, badania naszego zespotu wykazaty, ze wraz z postgpem choroby w surowicy pacjentow z
CKD wzrasta poziom jednonienasyconych FA (MUFA), natomiast poziom wielonienasyconych
FA n-3 (PUFA n-3) i wielonienasyconych FA n-6 (PUFA n-6) obniza si¢. Dodatkowo u
pacjentow z CKD  zidentyfikowano  roéwniez  podwyzszony  poziom  Kwasu
metylenoheksadekanowego (CPOA2H). Samo stwierdzenie nieprawidtowosci w profilu FA nie
moze jednak stanowi¢ dowodu na bezposredni wptyw tych zmian na metabolizm. Dlatego celem
tej pracy bylo zbadanie jakie konsekwencje metaboliczne niosg z sobg zmiany profilu FA
obserwowane u pacjentow z CKD, w tym czy zaburzenia profilu FA sg odpowiedzialne za
zmian¢ ekspresji gendw zaangazowanych w metabolizm lipidow 1 czy w ten sposdb moga
przyczynia¢ si¢ do progresji choroby lub/oraz zwigksza¢ ryzyko chordb towarzyszacych.

Badania prowadzono w modelu in vitro z wykorzystaniem linii komorkowych
hepatocytow (HepG2) i rdznicujacych si¢ do adipocytow fibroblastow (3T3-L1). Hodowle
suplementowane byly pojedynczymi FA w zmiennym st¢zeniu oraz FA ekstrahowanymi z
surowicy pacjentow z CKD. Do analizy wybrano geny zwigzane z metabolizmem lipidow
kodujace enzymy i czynniki transkrypcyjne zaangazowane w procesy lipogenezy, syntezy TAG,
powstawania lipoprotein oraz gen kodujacy leptyne. Badania prowadzono na poziomie mRNA i
biatka.

Badania prowadzone w ramach rozprawy doktorskiej pokazaty, ze zmiany profilu FA
obserwowane u pacjentow z CKD, takie jak obnizenie poziomu PUFA (zaré6wno n-3 jak i n-6),
wzrost poziomu MUFA i wzrost poziomu CPOA2H, moga wplywac na poziomy ekspresji genow
zaangazowanych w synteze FA, synteze¢ TAG, uwalnianie lipoprotein z hepatocytow i synteze
leptyny w adipocytach.

Podsumowujac, nasze badania pokazuja, ze postepujace zmiany profilu FA w surowicy
pacjentow w przebiegu CKD mogg przyczyni¢ si¢ do hipertriglicerydemii zwigzanej z CKD
poprzez wplyw na ekspresje gendow syntezy i uwalniania lipidow w hepatocytach. Ponadto,
zmiany profilu FA w surowicy obserwowane w przebiegu CKD mogg przyczynia¢ si¢ do
podwyzszonego poziomu leptyny we Krwi, poprzez indukcje ekspresji genu kodujgcego ta
adipokine w adipocytach.



4. Abstrakt

Fatty acids (FA) are essential for the proper functioning of all organisms. They constitute a
diverse group of compounds that, depending on their structure, may have different effects on
metabolism. Disturbances in the qualitative and quantitative composition of serum FA (FA
profile) may have a significant impact on such metabolic phenomena as regulation of the genes
expression related to lipid metabolism, oxidative stress, insulin resistance, and the inflammatory
processes, which may lead to an increased risk of diabetes, arterial hypertension or coronary
artery disease. FA profile abnormalities can coexist with a variety of disease entities, including
chronic kidney disease (CKD). One of the characteristic metabolic disorders in the course of
CKD is dyslipidemia - mainly an increased level of triacylglycerols (TAG) and a decreased level
of HDL cholesterol are reported. Our team's research has shown that as the disease progresses,
the level of monounsaturated FA (MUFA) increases, while the level of n-3 polyunsaturated FA
(n-3 PUFA) and n-6 polyunsaturated FA (n-6 PUFA) decreases in the serum of patients with
CKD. In addition, in the patient's serum an increased level of an atypical FA -
cyclopropaneoctanoic acid 2-hexyl (CPOA2H) was identified.

However, the mere finding of abnormalities in the FA profile cannot provide evidence of a direct
metabolic effect of these changes. Therefore, the aim of this study was to investigate the
metabolic consequences of the changes in the FA profile observed in patients with CKD,
including whether disturbances of the FA profile are responsible for the alteration of the
expression of genes involved in lipid metabolism and thus may contribute to disease progression
and/or increase the risk of comorbid diseases.

The study was carried out in in vitro model using hepatocyte (HepG2) and fibroblast
differentiating to adipocytes (3T3-L1) cell lines. The cells were supplemented with single FA in
varying concentrations or with FAs isolated from the patient's serum. The expression of the genes
related to lipid metabolism, encoding enzymes, and transcription factors involved in lipogenesis,
TAG synthesis, lipoprotein formation, and leptin genes was analyzed. The research was carried
out on the mRNA and protein levels.

The research shows that changes in the FA profile observed in patients with CKD, such as a
decrease in PUFA levels (both n-3 and n-6), an increase in MUFA content, an increase in
CPOAZ2H, may affect the expression of genes involved in the synthesis of FA, the synthesis of
TAG, the release of lipoproteins from hepatocytes, and the synthesis of leptin in adipocytes.

In conclusion, this research shows that progressive changes in the serum FA profile of CKD
patients may contribute to CKD-associated hypertriglyceridemia by affecting the expression of
genes for lipid synthesis and release in hepatocytes. Moreover, the changes in the serum FA
profile observed in the course of CKD may contribute to the elevated level of leptin in blood by
inducing gene expression of this adipokine in adipocytes.



5. Wstep

5.1. Metabolizm kwasow thuszczowych

Lipidy to zroznicowana grupa zwigzkow obejmujgca ponad 1,6 miliona typow czasteczek
z czego wigkszo$¢ zawiera kwasy thuszczowe (FA) w swojej strukturze [1-3]. Metabolizm FA, w
tym ich wchtanianie w jelicie, transport we krwi, pobieranie do komorek, synteza de novo oraz
degradacja, zapewnia komorce przede wszystkim energie oraz materiat do budowy bton
komorkowych (fosfolipidy takie jak fosfatydylocholina, fosfatydyloetanoloamina) [4,5]. Co
wigcej, FA moga by¢ przeksztalcane w zwigzki sygnalizacyjne (np. eikozanoidy, kwas
fosfatydowy, diacyloglicerol, kwas lizofosfatydowy) oraz moga by¢ uzywane do potranslacyjnej
modyfikacji biatek (np. palmitoilacja, przytaczanie glikozylofosfatydyloinozytolu) [6-8]. Mozna
wiec uznac, ze FA sa niezbedne dla prawidlowego funkcjonowania wszystkich organizmow.

FA wystepujace we krwi cztowieka to rowniez biologicznie aktywne zwigzki wptywajace
ma metabolizm roéznych tkanek i narzadow [9,10]. Biologiczne dziatanie FA zalezy od ich
budowy, w tym od ich dlugosci i liczby wigzan nienasyconych [11,12]. Najwazniejsze w tym
kontekscie wydaje si¢ by¢ rozroznienie na kwasy wielonienasycone n-3 (PUFA n-3) i kwasy
wielonienasycone n-6 (PUFA n-6). PUFA n-3 i PUFA n-6 moga wywolywaé rozne efekty
biologiczne ze wzgledu na swojg zdolnos¢ modyfikacji sktadu bton komorkowych, regulacji
transkrypcji genow 1 modulowania szlakow sygnalizacji komorkowej [13,14]. PUFA sg
prekursorami réznych mediatorow lipidowych, w tym prozapalnych 1 przeciwzapalnych
eikozanoidow 1 dokozanoidow, zaliczanych do grupy oksylipin [15,16]. Prostacykliny,
prostaglandyny i leukotrieny wywodzace si¢ z PUFA biorg udzial w reakcjach zapalnych i
odpowiedzi immunologicznej. Kwas arachidonowy (AA) jest prekursorem zwigzkéw
prozapalnych, natomiast kwas eikozapentaenowy (EPA) i kwas dihomo-y-linolenowy (DGLA) sa
substratami do syntezy eikozanoidow przeciwzapalnych. Kwas dokozaheksaenowy (DHA) jest
rowniez prekursorem dokozanoidow o dziataniu przeciwzapalnym i immunomodulujacym, takich
jak rezolwiny i protektyny [17,18].

Na sktad ilosciowy i jakosciowy FA we krwi wptywa nie tylko dieta, ale rowniez poziom
ich metabolizmu w poszczeg6élnych tkankach i narzadach. Zaréwno FA pochodzace z diety lub
syntezowane de novo moga by¢ przeksztatcane przez enzymy zaangazowane w procesy elongacji
I desaturacji. Za desaturacje¢ FA odpowiedzialne sg desaturazy FA. Enzymy te katalizuja
biosyntezg jednonienasyconych FA (MUFA) i przemiany PUFA poprzez konwersje wigzan
pojedynczych (C-C) w wigzania podwojne (C=C) w tancuchu acylowym. W organizmie
cztowieka synteza PUFA de novo nie jest mozliwa, dlatego 2 egzogenne FA (kwas a-linolenowy
i kwas linolowy) musza pochodzi¢ z diety [19]. Konwersja nasyconych FA (SFA) do MUFA jest
katalizowana przez stearoilo-CoA desaturazg-1 (SCD1), natomiast PUFA powstajg w reakcjach
katalizowanych przez inng grupg desaturaz: desaturazy nienasyconych FA (FADS). Elongazy
(ELOVL) odpowiadajag za wydtuzenie tancucha weglowego (Ryc. 1). W genomie ludzkim
zidentyfikowano siedem podtypoéw elongaz FA (ELOVL1-7). Elongazy ELOVL1, ELOVLS3,
ELOVL6 odpowiadaja za wydlizanie SFA i MUFA, a ELOVL2, ELOVL4 i ELOVL5
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odpowiadajg za wydluzanie PUFA [20-22]. Rola i specyficzno$¢ substratowa ELOVL7 nie
zostaly do konca zbadana. Zmiany poziomu ekspresji i aktywnos$ci wyzej wymienionych
enzymOw zaangazowanych w przeksztalcanie FA moga wpltywaé na sktad ilosciowy i
jakosciowy FA we krwi.

FADS2 ELOVLS FADS1 ELOVLS
18:2n-6,LA = 18:3 n-6, GLA = 20:3 n-6, DGLA = 20:4 n-6, AA — 22:4 -6 22:5 n-6

ELOVLS
\ ELOVL2 U ﬂ beta-ox
20:2 n-6, EDA

24:4 n-6 ——— 24:5n-6
FADS2

FADS2 ELOVLS FADS1 ELOVLS
18:3n-3, ALA = 18:4 n-3, SDA —> 20:4 n-3, ETA = 20:5 n-3, EPA = 22:5n-3, DPA 22:6 n-3, DHA

ELOVLS
ELOVL2 ﬂ ﬂ beta-ox

20:3n-3,ETE
24:5n-3 ———— 24:6 n-3
FADS2

Rycina 1. Og6lny schemat mozliwych przeksztatcen kwasoéw wielonienasyconych n-3 i n-6 u ludzi. ALA
- kwas a-linolenowy, 18: 3 n-3, AA - kwas arachidonowy, 20: 4 n-6, beta-ox - f-oksydacja, DGLA - kwas
dihomo-y-linolenowy, 20: 3 n-6, DHA - kwas dokozaheksaenowy, 22: 6 n-3, DPA - kwas
dokozapentaenowy, 22: 5 n-3, FADS1 - desaturazy delta-5, FADS2 - desaturaza delta-6, EDA - kwas
eikozadienowy, 20: 2 n-6, ELOVL - elongazy, ETA - kwas eikozatetraenowy, 20: 4 n-3, ETE - kwas
eikozatrienowy, 20: 3 n-3, EPA - kwas eikozapentaenowy, 20: 5 n-3, GLA - kwas y-linolenowy, 18: 3 n-6,
LA - kwas linolowy, 18: 2 n-6, 18: 1 n-9, SDA - kwas stearydynowy, 18: 4 n-3. [Na podstawie: zalacznik
B].

Z punktu widzenia metabolizmu FA najbardziej istotne wydaja si¢ by¢ watroba i tkanka
thuszczowa, dlatego to wlasnie na komorkach tych narzadow skupia sie niniejsza praca. Wychwyt
FA przez hepatocyty odbywa si¢ przez specjalne transportery i translokazy (np. FATP2, FATP5,
CD36/FAT) [23]. Szybkos¢ wychwytu FA z krwi moze zaleze¢ miedzy innymi od ogodlnego
poziomu krazacych FA. FA pobierane przez hepatocyty moga pochodzi¢ z hydrolizy
triacylogliceroli (TAG) lub moga to by¢ wolne, niezestryfikowane FA. Dhugotancuchowe FA
przyjete z pokarmem sg estryfikowane do TAG i pakowane w chylomikrony w enterocytach i w
tej postaci trafiaja do krwi, FA o krotkiej i sredniej dtugosci tancucha moga by¢ wprowadzane do
krwi bezposrednio (bez inkorporowania ich do chylomikronéw). Hydroliza i uwalnianie FA z
TAG odbywa si¢ w wyniku dziatania lipazy lipoproteinowej oraz lipazy watrobowe;j.

Hepatocyty maja zdolno$¢ do syntezy FA de novo, a proces ten jest nazywany lipogeneza.
W watrobowg lipogeneze de novo zaangazowane sg réozne czynniki transkrypcyjne i enzymy,
przy czym tempo lipogenezy regulowane jest gldwnie na poziomie transkrypcji [24]. Synteza FA
zachodzi w cytozolu jako sekwencyjne wydtuzanie tancucha weglowego przez dotaczanie
dwuweglowych jednostek acetylowych. Syntaza FA (FASN) to wielofunkcyjny enzym
odpowiedzialny za syntez¢ palmitynianu [25]. Etapem ograniczajacym szybkos¢ tego szlaku jest
reakcja katalizowana przez karboksylazg acetylo-CoA (ACC). W genomie czlowicka sg dwa
geny kodujagce enzymy o aktywnos$ci karboksylazy acetylo-CoA: ACCA koduje ACC-a (enzym
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ograniczajacy szybko$¢ syntezy dilugotancuchowych FA), ACCB koduje ACC-B (enzym
kontrolujgcy utlenianie FA w mitochondriach) [26-28].

FA obecne w watrobie moga zosta¢ utlenione w celu wytworzenia acetylo-CoA i
dostarczenia komorce energii w postaci ATP, moga rowniez zosta¢ wykorzystane do syntezy
TAG. Acylotransferaza diacyloglicerolowa (DGAT) to enzym, ktory katalizuje ostatni etap
syntezy TAG z diacyloglicerolu (DAG) i acylo-CoA. DGAT1 i DGAT2 to dwa niespokrewnione
geny, ktorych produkty posiadaja aktywnos$¢ przenoszenia grupy acylowej na DAG. Powstate
TAG moga by¢ przechowywane w cytoplazmie jako krople lipidowe, jednak aby uniknaé
namiaru lipidow w hepatocytach (przyczyna stluszczenia watroby), wigkszos¢ TAG jest
wydzielana do krwi jako lipoproteiny o bardzo matej gestosci (VLDL). Wyniki badan w
modelach zwierz¢cych 1 komorkowych pokazujg ze DGAT2 odgrywa gtowng role w akumulacji
lipidow w cytozolu (tworzenie kropli lipidowych), podczas gdy DGATI1 odgrywa role w
sktadaniu VLDL [29-31]. Mechanizm syntezy i wydzielania VLDL z watroby zostal dobrze
opisany w literaturze naukowej. Kluczowymi elementami tego szlaku sa apolipoproteina B100
(kodowana przez gen ApoB) i mikrosomalne biatko przenoszace TAG (MTTP), (Ryc. 2).

HMGCS | HMGCR]
> > > CHOLESTEROL \ APOLIPOPROTEINA
| ACCA
AiETYLO-CoA —> MALONYLO-CoA
A

x

$4  [Fasy] MTTP
iy [MTTP]
]

- PALMITYNIAN

SCD1 TAG
ELOVL /"
/ DGAT1 |
L ACYLO-CoA —>> DAG

f

FA —> FA

Rycina 2. Uproszczony schemat mozliwych losow kwasow tluszczowych w watrobie. Geny
przedstawiono w ramkach. ACCA - karboksylaza acetylo-CoA, APOB - apolipoproteina B, Beta-ox. - 3-
oksydacja, DGAT1 - acylotransferaza diacyloglicerolowa 1, ELOVL - elongazy kwasow ttuszczowych,
FA - kwasy tluszczowe, FASN - syntaza kwasow ttuszczowych, HMGCS - syntaza 3-hydroksy-3-
metyloglutarylo-CoA, HMGCR - reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA, MTTP - mikrosomalne
biatko przenoszace triacyloglicerole, SCD1 - desaturaza stearoilo-CoA, VLDL - lipoproteiny o bardzo
malej gestosci.

Od dawna w publikacjach naukowych tkanka tluszczowa nie jest juz traktowana
wylacznie jako bierny magazyn TAG, wiadomo Ze moze ona uczestniczy¢ aktywnie w
metabolizmie lipidéw, w tym w uwalnianiu FA do krwi [32,33]. Ponadto, tkanka tluszczowa

12



wydziela¢ moze aktywne biologicznie peptydydy — adipokiny, takie jak leptyna oraz
adiponektyna [34,35].

Regulacja ekspresji i aktywno$ci enzyméw metabolizmu FA jest bardzo zlozonym
zjawiskiem. Poziom spozycia FA i regulacja transkrypcji sa dobrze poznanymi determinantami
aktywno$¢ enzymow metabolizmu FA. Wiele badan dowiodto, ze FA przyjmowane z dieta moga
wplywac na ekspresj¢ genow metabolizmu FA [36,37]. Przyktadowo ekspresja zaréwno FADSI,
jak 1 FADS2 ulegata zmniejszeniu po suplementacji roznych PUFA, zarowno w modelach
eksperymentalnych in vitro, jak i in vivo [38-41]. W rejonach promotorowych gendéw
metabolizmu FA zidentyfikowano wiele motywow umozliwiajgcych wigzanie rdznych
czynnikéw transkrypcyjnych, w tym biatka wigzacego si¢ z sekwencjg wzmacniajagcg CCAAT
(C/EBP), biatko wigzace element odpowiedzi na sterole (SREBP), czynnik jadrowy 1 (NF-1),
czynnik transkrypcyjny Spl, biatko aktywatorowe 1 (AP1), czynnik jadrowy hepatocytow 4
(HNF4) i receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomow (PPAR) [42-44].
Epigenetyczne modyfikacje (tj. metylacja DNA) mogg roéwniez przyczynia¢ si¢ do zmian w
aktywnosciach tych enzymoéw [45,46]. Co wigcej, badania prowadzone w ostatnich latach
sugeruja, ze aktywno$¢ enzymdéw metabolizmu FA moze zmienia¢ si¢ w odpowiedzi na
cytozolowy stosunek formy utlenionej dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NAD") do
formy zredukowanej dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH). Obnizony stosunek
NAD*/NADH w cytozolu moze zwickszaé aktywno$¢ niektdrych enzymoéw metabolizmu FA
[45].

Profil FA, czyli sktad ilosciowy oraz jakosciowy FA, ma znaczacy wpltyw na utrzymanie
réwnowagi metabolicznej w organizmie. Zaburzenia profilu FA w surowicy moga by¢ zwigzane
ze stresem oksydacyjnym, lipotoksycznoscig i insulinopornoscig [46]. Biorac pod uwage ztozong
rolg, jaka FA odgrywaja w organizmie, zmiany profilu FA moga nie$¢ z sobg powazne
konsekwencje dla regulacji wielu procesow zachodzacych w organizmie, zar6wno tych
zwigzanych z metabolizmem podstawowym jak i procesami zaangazowanymi w rozwoj roznych
stanéw patologicznych. Przyktadowo, zmiany aktywnosci FADS zostaly powigzane z chorobg
niedokrwienng serca, chorobg Lesniowskiego-Crohna, zespotem metabolicznym i otyloscig [47—
50]. Co wigcej, zmienione poziomy FA zostaly zaobserwowane m.in. przy reakcjach
autoimmunologicznych, chorobach uktadu krazenia, nowotworach, cukrzycy oraz przewlektej
chorobie nerek [51,52]. Konsekwencje wynikajace ze zmian profilu FA nie sg jeszcze jednak w
pelni poznane.

5.2. Przewlekla choroba nerek

Przewlekta choroba nerek (CKD) to wieloobjawowy zesp6t chorobowy charakteryzujacy si¢
przewleklym funkcjonalnym lub strukturalnym uszkodzeniem nefronow, prowadzacym do
obnizenia funkcji wydalniczej nerek. Choroba ta ma tendencje do progresji i w swoim
schytkowym stadium moze wymaga¢ leczenia nerkozastepczego. W Polsce czgsto$é jej
wystepowania si¢ga prawe 6% populacji ogélnej, co przy ogdlnoswiatowym poziomie 14% jest
zaskakujaco niskim wynikiem [53,54]. Niezaleznie od czgstosci wystgpowania statym elementem
klinicznym tej choroby jest kilkukrotnie wyzsze obcigzenie pacjentow incydentami sercowo-
naczyniowymi w poroéwnaniu do ludzi z prawidlowa funkcja nerek [55]. Choroby uktadu
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krazenia sa najczgsciej wystepujagcymi chorobami wspolistniejacymi u  pacjentdw z
zaawansowang CKD [56]. Smiertelno$¢ pacjentow z CKD zwigzana jest gtéwnie z przyczynami
sercowo-naczyniowymi [57]. W piSmiennictwie naukowym jako potencjalne mechanizmy
odpowiedzialne za zwigkszone ryzyko wystgpienia choréb sercowo-naczyniowych wymienia si¢
zmieniony poziom lipidow i adipokin w surowicy chorych na CKD [58-60].

Zaburzenia lipidowe sg cze¢stym powiktaniem CKD. Pojawiajg si¢ one juz na wczesnych
etapach tej choroby i narastajag w miar¢ jej postepu. Do najczesciej opisywanych dyslipidemii
towarzyszacych CKD nalezg niski poziom cholesterolu HDL i wysoki poziom TAG [61,62],
jednak ostatnio coraz szerzej w pi$miennictwie naukowym komentowane sg zmiany w profilu FA
w surowicy pacjentow z CKD [63]. Rozne badania, w tym naszego zespotu, wykazaly zmiany w
proporcjach okreslonych grup FA w surowicy pacjentéw z CKD, w tym obnizanie si¢ poziomu
PUFA n-3 i podwyzszanie si¢ poziomu MUFA wraz z postgpem choroby [64—66].

Ponadto, badania naszego zespotu pokazaty, ze w surowicy pacjentoéw z CKD zwicksza si¢
rowniez zawarto$¢ nietypowego FA z grupa cykliczng — kwasu metylenoheksadekanowego
(CPOAZ2H) [67]. Tego typu FA z ugrupowaniem cyklopropanowym wystepuja glownie w
fosfolipidach i glikolipidach wchodzacych w sktad bton komoérkowych wielu gatunkow bakterii,
pierwotniakow i roslin, zalewie kilka prac wspomina o ich wystepowaniu u zwierzat [68-72].
Bardzo mato prac opisuje FA 2z ugrupowaniem cyklopropanowym u ludzi, dlatego
zidentyfikowanie ich w ludzkiej surowicy i tkance tluszczowej oraz zaobserwowanie zmiany ich
poziomu w stanach patologicznych jest tym bardziej niezwykle [73-75]. Biologiczne
konsekwencje zwigkszonego poziomu CPOA2H u ludzi nie sa dobrze poznane. Z nielicznych
badan wiadomo, ze FA z ugrupowaniem cyklopropanowym moga wykazywaé aktywno$¢
biologiczng. Na przyktad kwas 2-heksylo-cyklopropanodekanowy zwickszatl aktywnos¢ ludzkiej
cyklooksygenazy, kwas cis-9,10-metylenoheksadekanowy hamowat aktywno$¢ ATPazy
aktomiozyny w mig$niu sercowym $winek morskich, syntetyczna pochodna linolowego FA
zawierajagca dwa pier§cienie cyklopropanowe, kwas 8-[2-(2-pentylocyklopropylometylo)-
cyklopropylo]-oktanowy selektywnie aktywowat kinazg biatkowa C [76-78].

Dyslipidemia obserwowana u pacjentow z CKD jest jednym z czynnikow ryzyka wystapienia
chorob wspotistniejacych, w tym réwniez chordb sercowo-naczyniowych [57,79,80]. Ponadto,
zmiany w profilu lipidowym moga aktywnie uczestniczy¢ w pogorszeniu czynno$ci nerek,
przyczyniajac si¢ w ten sposob do zaostrzenia choroby [79,81]. Pacjenci cierpiagcy na CKD sa
potencjalnie podatni na zaburzenia FA z powodu zmian metabolicznych zwigzanych z
zatrzymywaniem toksyn mocznicowych, a takze z powodu ograniczen dietetycznych i
uposledzonego przyjmowania pokarmu w wyniku przewleklego zatrucia. Jednak konsekwencje
obserwowanych u pacjentow zmian w profilu FA nie s3 w pelni poznane. Badania spoza
nefrologii pokazuja, ze FA moga wplywac¢ na liczne szlaki metaboliczne zaangazowane w
przeksztatcanie lipidow 1 lipoprotein. Moga one regulowaé ekspresje gendéw i kaskady
sygnalizacyjne, np. poprzez czynniki transkrypcyjne, w tym bialka SREBP, PPAR, czynnik
jadrowy hepatocytow 4a (HNF4a), watrobowy receptor X (LXR) i czynnik jadrowy xB (NF«B)
[82-86]. FA przyjmowane z dieta mogg wplywaé na poziomy ekspresji genéw zaangazowanych
w metabolizm lipidow, prawdopodobne wydaje si¢ wigc zalozenie, ze zmiany profilu FA
zwigzane z przebiegiem CKD réwniez moga mie¢ wplyw na ich metabolizm [87,88], jednak by
stwierdzi¢ to z calag pewnoscig potrzebne sg badania na poziomie molekularnym komoérek dwoch
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najwazniejszych organéw zaangazowanych w metabolizm lipidéw - watroby 1 tkanki
thuszczowe;.

Zmiany w poziomie adipokin roéwniez rozwazane byly w konteks$cie progresji CKD i
wystepowania chorob wspotistniejacych [89-92]. Leptyna jest jednym z hormonow
wydzielanych przez tkanke thuszczowa 1 uwazana jest za istotng czasteczke sygnatowa regulujaca
homeostazg energetyczng organizmu [93,94]. Bialko to odgrywa rowniez wazng role w regulacji
odpornosci 1 standw zapalnych, ktore sa $cisle zwigzane ze stresem oksydacyjnym i dysfunkcja
nabtonka, co moze wptywac na ryzyko zaburzen sercowo-naczyniowych [95-97]. Wcze$niejsze
badania, w tym rowniez badania naszego zespotu pokazaly, ze w surowicy pacjentow z CKD
poziom leptyny jest podwyzszony w poréwnaniu do jego poziomu u oséb zdrowych [98-100].
Mechanizm tego procesu nie jest jednak dobrze poznany. Wyzsze poziomy leptyny u pacjentow z
CKD moga by¢ zwiazane z gorszym rokowaniem. Wiele badan wskazuje, ze leptyna moze by¢
zaangazowana w progresj¢ choroby i rozwoj powiktan [97,101]. Poziom leptyny moze odgrywac
wazng role dla réoznych komorek nerkowych, w tym dla komoérek mezangialnych, srodbtonka
naczyn i komorek podocytarnych, Przyktadowo, leptyna hamuje ekspresje nefryny, podocyny,
podoplaniny i podokaliksyny- czasteczek tworzacych specyficzng cytoarchitektur¢ podocytow,
niezbednych do prawidtowego funkcjonowania kiebuszkowej bariery filtracyjnej [97]. Pdzne
stadia CKD zwigzane sg z niedozywieniem biatkowo-energetycznym, a jako ze leptyna hamuje
poczucie apetytu, jej zwigkszone stgzenie moze przyczyniaé si¢ do poglebienia zaburzen
taknienia oraz dalszego pogorszenia stanu odzywienia pacjentow [102].

Zardéwno leptyna jak i FA sg istotnymi elementami komunikacji tkanki thuszczowej z innymi
waznymi metabolicznie organami, w tym z nerkami. Podwyzszony poziom leptyny i zmiany
profilu FA to czynniki, ktore moga by¢ zaangazowane w patogenezg i powiktania CKD, mimo to
jak dotad zadne badanie nie probowato zglebi¢ relacji miedzy nimi, dlatego w ramach badan
prowadzonych w zakresie niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy zbadany zostal wpltyw
nieprawidlowego profilu FA na poziom leptyny.

15



6. Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie konsekwencji zaburzen profilu FA obserwowanych u
pacjentow z CKD na metabolizm lipidow w hepatocytach i adipocytach w modelu in vitro oraz
ocena czy obserwowane zaburzenia lipidowe moga przyczynia¢ si¢ do progresji choroby lub
zwigksza¢ ryzyko wystapienia chordb towarzyszacych. Szczegotowe cele obejmowaly:

a) zbadanie konsekwencji zmienionego profilu FA obserwowanego u pacjentow z CKD na
poziom ekspresji wybranych genow zaangazowanych w metabolizm lipidow w
hepatocytach,

b) zbadanie wptywu nietypowego FA - CPOA2H - na poziom ekspresji wybranych genow
zaangazowanych w metabolizm lipidow w hepatocytach i adipocytach,

€) zbadanie konsekwencji zmienionego profilu FA obserwowanego u pacjentow z CKD na
poziom ekspresji leptyny w adipocytach,

d) zbadanie wptywu nietypowego FA - CPOA2H - na poziom ekspresji leptyny w
adipocytach.
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/. Najwazniejsze wyniki

7.1. Zmiany ekspresji genoéw zwigzanych z metabolizmem lipidow w
hepatocytach w modelu in vitro

Badania naszego zespotu pokazaty, ze zawarto$¢ poszczegdlnych FA w surowicy u chorych
na CKD rézni si¢ w porownaniu do profilu FA w surowicy osob zdrowych (Tabela 2 w
zalaczniku C). Generalnie zmiany te mozna opisa¢ jako zmniejszanie si¢ zawartosci PUFA n-3 i
PUFA n-6 oraz zwigkszaniu si¢ zawartosci MUFA wraz we wzrostem stopnia zaawansowania
choroby (Rycina 1 w zalaczniku C), dlatego jednym z pierwszych zadan badawczych
realizowanych w ramach tej rozprawy doktorskiej byta ocena konsekwencji tych zmian w
modelu in vitro.

Aby sprawdzi¢ czy zmiany profilu FA zaobserwowane w surowicy pacjentow z CKD maja
wplyw na ekspresje gendw zwigzanych z metabolizmem lipidéw w watrobie wykorzystano linig
komorkowa ludzkich hepatocytow - HepG2. Jest to linia unie$miertelniona, ale zachowujaca
metabolizm zblizony do normalnych hepatocytow. Ze wzgledu na swoja stabilno$¢ i doktadnie
opisang charakterystyke, linia ta jest powszechnie stosowana w badaniach hepatocytow w
warunkach in vitro. Komorki HepG2 traktowane byly przez okres 48h nastgpujacymi FA:
kwasem oleinowym (OA), DHA i AA, reprezentujacymi kolejno MUFA, PUFA n-3 i PUFA n-6.
Badane FA podawane byly w trzech wybranych stezeniach eksperymentalnych (25uM, 50 uM i
100 uM). W ramach przeprowadzonych badan sprawdzono réwniez wptyw innych FA z danych
grup (tj. MUFA, n-6 PUFA i n-3 PUFA), jednak otrzymane wyniki byly tozsame z wynikami
otrzymanymi dla kwasoéw reprezentujacych dang grupg (OA, DHA i AA), dlatego nie wszystkie
wyniki zostaty pokazane w niniejszej rozprawie doktorskiej. Poziomy ekspresji genéw z hodowli
eksperymentalnych poréwnywano z hodowlami kontrolnymi, ktére rosty w standardowych
warunkach zalecanych przez dostawce linii komorkowej. Stwierdzono, ze dodatek FA w
zastosowanych stgzeniach eksperymentalnych nie miat wptywu na przezywalno$¢ komorek.

Hodowla komorek HepG2 z kwasem OA spowodowala znaczacy wzrost poziomu mRNA
genoéw kodujacych enzymy zaangazowane w synteze i desaturacje FA - ACC, FASN, SCD1,
syntezy TAG - DGATL, a takze w tworzenie VLDL - MTTP. Zaobserwowano réwniez trend w
kierunku podwyzszonego poziomu mRNA dla SREBP1 - czynnika transkrypcyjnego
promujacego synteze lipidow oraz apolipoproteiny Al (ApoAl) i apolipoproteiny B (ApoB).
Jedynym genem dla ktorego zaobserwowano obnizenie poziomu MRNA byta elongaza 6
(ELOVLG). W przypadku kazdego z analizowanych genéw obserwowane efekty zalezne byty od
dawki FA (Ryc. 3).
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Rycina 3. Poziomy mRNA dla wybranych genow w komorkach HepG2 suplementowanych réznymi
stezeniami kwasu oleinowego (OA). Dane prezentowane sg jako $rednia = SEM, a - p<0,05 w poroéwnaniu
do kontroli; b - p <0,05 w poréwnaniu do komérek traktowanych 25 uM OA; ¢ - p<0,05 w poréwnaniu do
komorek traktowanych 50 uM OA i d - p<0,05 w poréwnaniu do komorek traktowanych 100 uM OA.
ACC - karboksylaza acetylo-CoA, FASN - syntaza kwasow tluszczowych, SCD1 - desaturaza stearoilo-
CoA, ELOVLSG - elongaza kwaséw ttuszczowych 6, DGATI1 - acylotransferaza diacyloglicerolowa 1,
MTTP - mikrosomalne biatko przenoszace triacyloglicerole, ApoB - apolipoproteina B, ApoAl -
apolipoproteina Al, SREBP1 - bialko wigzace element odpowiedzi na sterole [Na podstawie: zatgcznik
Cl.

wzgledny poziom mRNA

Dodatek AA do komorek HepG2 spowodowat wzrost ekspresji FASN, natomiast poziomy
mRNA gendéw odpowiedzialnych za przeksztatcanie FA (desaturacj¢ i elongacje) byty obnizone.
Obnizenie si¢ poziomu mRNA zaobserwowano réwniez dla genéw syntezy triacylogliceroli —
DGATL1 i tworzenia VLDL — MTTP. Zaobserwowane zmiany byty zalezne od dawki FA (Ryc. 4).

8

= kontrola ®=25puM AA =50 uM AA =100 uM AA

o ~

o

wzgledny poziom mRNA
[-%

~

bed

ACC FASN SCD1 ELOV6 DGAT1 ApoB ApoA1 SREBP1
Rycina 4. Poziomy mRNA dla wybranych genéw w komorkach HepG2 suplementowanych réznymi
stezeniami kwasu arachidowego (AA). Dane prezentowane sa jako Srednia = SEM. a - p<0,05 w
poréwnaniu do kontroli; b - p <0,05 w poréwnaniu do komorek traktowanych 25 uM AA; ¢ - p<0,05 w
poréwnaniu do komorek traktowanych 50 pM AA i d - p<0,05 w poréwnaniu do komorek traktowanych
100 uM AA. ACC - karboksylaza acetylo-CoA, FASN - syntaza kwasow tluszczowych, SCDI1 -
desaturaza stearoilo-CoA, ELOVL6 - elongaza kwasow tluszczowych 6, DGAT1 - acylotransferaza
diacyloglicerolowa 1, MTTP - mikrosomalne biatko przenoszace triacyloglicerole, ApoB -
apolipoproteina B, ApoALl - apolipoproteina Al, SREBPL1 - biatko wigzace element odpowiedzi na sterole
[Na podstawie: zatgcznik C]J.
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Hodowla komoérek HepG2 w $rodowisku zawierajagcym DHA spowodowata zmiany
ekspresji podobne do tych zaobserwowanych przy AA, a wigc tu réwniez nastapit wzrost
ekspresji FASN, zmniejszenie poziomu ekspresji SCD1, ELOV6, DGAT1, MTTP, SREBPL.
Dodatkowo zaobserwowano obnizenie si¢ poziomu mMRNA ACC, ApoB i ApoAl. Wszystkie
zaobserwowane zmiany byty zalezne od dawki FA (Ryc. 5).
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Rycina 5. Poziomy mRNA dla wybranych genéw w komoérkach HepG2 suplementowanych réznymi
stezeniami kwasu dokozaheksaenowego (DHA). Dane prezentowane sg jako $rednia = SEM. a - p<0,05 w
poréwnaniu do kontroli; b - p <0,05 w poréwnaniu do komoérek traktowanych 25 uM DHA; ¢ - p<0,05 w
porownaniu do komorek traktowanych 50 uM DHA i d - p<0,05 w porownaniu do komorek traktowanych
100 uM DHA. ACC - karboksylaza acetylo-CoA, FASN - syntaza kwasow tluszczowych, SCDI1 -
desaturaza stearoilo-CoA, ELOVL6 - elongaza kwasow tluszczowych 6, DGAT1 - acylotransferaza
diacyloglicerolowa 1, MTTP - mikrosomalne biatko przenoszace triacyloglicerole, ApoB -
apolipoproteina B, ApoALl - apolipoproteina Al, SREBPL1 - biatko wigzace element odpowiedzi na sterole

[Na podstawie: zatacznik C].

wzgledny poziom mRNA
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Podsumowujac, OA (przedstawiciel MUFA), ktorego zawarto$¢ w surowicy pacjentow z
CKD wzrasta, w hepatocytach w modelu in vitro powodowat podwyzszenie ekspresji wiekszosci
gendw zaangazowanych w syntez¢ FA i TAG (ACC, FASN, SCD1, DGAT1) oraz uwalnianie
VLDL (ApoB, MTTP). Za wzrost ekspresji tych genéw moze odpowiadaé wyzszy poziom
czynnika transkrypcyjnego SREBP1. Wzrost ekspresji SREBP1, ACC i FASN w hepatocytach w
odpowiedzi na suplementacje OA zostal juz wczesniej zaobserwowany w badaniach, ale przy
znacznie wyzszych stezeniach tego FA [103]. Ekspresja ELOVL6 réwniez moze by¢ regulowana
przez SREBP1 jednak w przeciwienstwie do innych genow ekspresja genu tego enzymu obnizyta
si¢. Mozliwym wyjasnieniem moze by¢ regulacja ekspresji ELOVL6 przez wiele innych
czynnikow oprocz SREBP1 oraz waska specyficznos¢ substratowa tej elongazy (tj. wydtuzanie
FA 0 12-14 atomow wegla i brak zdolnosci wydtuzania powyzej 18 atomow wegla) [21,104]. W
przeciwienstwie do OA, podanie do hodowli AA i DHA (przedstawicieli odpowiednio n-6 PUFA
I n-3 PUFA), ktorych zawartos¢ w surowicy pacjentow z CKD obniza si¢ Wraz z postgpem
choroby, nie zmieniato istotnie poziomu tych genow lub wywieralo efekt przeciwny.
Zaobserwowane obnizenie poziomu watrobowej lipogenezy w odpowiedzi na suplementacj¢ n-6
PUFA jest zgodne w doniesieniami dostgpnymi w innych publikacjach naukowych [105,106].
Zaobserwowany podwyzszony poziom mRNA FASN wydaje si¢ zaskakujacy biorac pod uwage
zmiany innych genéw zwigzanych z synteza lipidow, jednak badania pokazuja ze cho¢ SREBP1
jest gtownym czynnikiem transkrypcyjnym regulujagcym poziom ekspresji gendw lipogenezy
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watrobowej, w tym FASN, to mozliwy jest wzrost ekspresji FASN z pominigciem SREBP1 jako
czynnika aktywujacego [107].

W warunkach in vivo hepatocyty wystawione sa na dziatanie wielu réznych FA
jednoczesnie, w zwiazku z tym kolejnym krokiem po zbadaniu wptywu pojedynczych FA byto
zbadanie jak na ekspresje genéw metabolizmu lipidow wptynie ekspozycja na peten profil FA
krazacych we krwi. W tym celu z surowicy 12 losowo wybranych pacjentéw z ostatnim stadium
CKD i 12 0s6b z grupy kontrolnej wyekstrahowano FA i podano je do hodowli komorek HepG2.
Przed suplementacja hodowli komoérkowej FA pochodzacymi od ludzi potwierdzono, ze w
preparacie izolowanym od pacjentow z CKD i od zdrowych ochotnikow zachowano proporcje
poszczegbdlnych grup FA charakterystyczne dla pacjentow z zaawansowanym stadium CKD i
0sob zdrowych (Tabela 3 w zalgczniku C). Podanie preparatu zawierajacego peten profil FA
wyizolowanych z surowicy nie spowodowato zmian w morfologii czy zywotno$ci komorek.

Po okresie 48h inkubacji zaobserwowano, ze w komoérkach hodowanych w dodatkiem FA
pochodzacych od pacjentéw z CKD poziom mRNA genéw odpowiedzialnych za syntez¢ FA oraz
ich desaturacje 1 elongacje (ACC, FASN, SCD1, ELOV6), jak réwniez genéw zaangazowanych w
syntez¢ TAG (DGAT1) oraz powstawanie VLDL (MTTP) ulegt zwigkszeniu. Zmniejszenie
poziomu mMRNA zaobserwowano jedynie dla ApoAl (Ryc. 6).

SCD1 ELOV6 DGAT1 ApoB ApoA1 SREBP1

mRNA
P N R R
N R O &

wzgledny poziom
=

Rycina 6. Poziom mRNA dla wybranych genow w komoérkach HepG2 suplementowanych pelnym
profilem kwasow thuszczowych z surowicy 0sob z grupy kontrolnej kontrolnych (kontrola) i pacjentow z
CKD w stadium 5 (CKD 5). * p <0,05 w poréwnaniu z kontrolg. Dane sg prezentowane jako $rednia +
SEM. ACC - karboksylaza acetylo-CoA, FASN — syntaza kwasow tluszczowych, SCD1 - desaturaza
stearoilo-CoA, ELOVL6 - -elongaza kwasow tluszczowych 6, DGAT1 - acylotransferaza
diacyloglicerolowa 1, MTTP - mikrosomalne biatko przenoszace triacyloglicerole, ApoB -
apolipoproteina B, ApoAl - apolipoproteina Al, SREBP1 - biatko wigzgce element odpowiedzi na
sterole. [Na podstawie: zatacznik C].

W pozywkach pohodowlanych oznaczono oprécz tego rowniez zawartos¢ TAG, by
potwierdzi¢ ich wzmozong syntez¢ 1 uwalnianie. Wyniki pokazatly, ze w medium w ktorym rosty
komorki suplementowane pelnym profilem FA pochodzgcym od pacjentow z CKD zawartosc¢
TAG byta ponad 6-krotnie wyzsza niz w medium w ktorym hodowane byly hepatocyty z
dodatkiem FA pochodzgcych od oséb z grupy kontrolnej (Ryc. 7).
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Rycina 7. Poziom triacylogliceroli (TAG) w medium hodowlanym po 48h hodowli hepatocytow z
dodatkiem petlnego profilu kwasow ttuszczowych pochodzacych z surowicy chorych na przewlekla
chorobe nerek i z surowicy grupy kontrolnej. mHepG2 - medium hodowlane podstawowe, mHepG2 + FA
kontrola - medium hodowlane po hodowli HepG2 z FA pochodzacych z surowicy osob z grupy
kontrolnej, mHepG2 + FA CKD - medium hodowlane po hodowli HepG2 z dodatkiem FA pochodzacych
z surowicy pacjentow z CKD. Wyniki przedstawiono jako srednia + SEM, * p <0,05 [Na podstawie:
zalacznik CJ.

Powyzsze wyniki wskazuja, ze zmieniony profil FA u pacjentow z CKD moze prowadzi¢
do zwigkszonej syntezy TAG i ich uwalniania w postaci VLDL z watroby. Biorac pod uwage, iz
MUFA sg gtownymi FA w TAG [108,109], mozna spekulowac ze powstaje tu samonapedzajacy
si¢ mechanizm, w ktorym im wyzszy jest poziom MUFA w surowicy chorych na CKD tym
wigksza zachodzi produkcja TAG w watrobie, a im wyzsze sg produkcja i uwalnianie lipidow z
watroby tym bardziej poglebiajg si¢ zmiany profilu FA w surowicy chorych. Mozliwe, ze jest to
jeden z mechanizmoéw przyczyniajacych si¢ do hipertriglicerydemii obserwowanej u pacjentow
cierpigcych na CKD. Zwigkszony poziom TAG w surowicy to jeden z czynnikéw ryzyka
rozwoju chordb sercowo-naczyniowych, tak wiec zmieniony profil FA u pacjentow poprzez
wpltyw na aktywnos$ci enzyméw szlaku metabolizmu lipidéw moze przyczynia¢ si¢ do
zwigkszonego ryzyka rozwoju chorob sercowo-naczyniowych u chorych z CKD, natomiast
zaobserwowane obnizenie si¢ ekspresji genu ApoAl, ktorego produkt stanowi biatkowa czes$¢
HDL, moze by¢ jednym z mechanizméw przyczyniajacych si¢ do obnizonego poziomu HDL
obserwowanego u pacjentéw z CKD. Co wigcej obnizony poziom ApPOAl w surowicy pacjentow
z CKD moze naraza¢ ich na rozw9j innych chordb, badania naukowe powigzaly bowiem poziom
ApoAl z ryzykiem wystapienia cukrzycy typu 2 i niektorymi typami raka [110-112]. Pozostaje
do ustalenia czy modyfikacje diety oparte na aktualnym profilu FA pacjentow z CKD mogtyby
pomdc w normalizacji zmienionych szlakoéw metabolicznych.
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7.2. Zmiany metabolizmu lipidéw w hepatocytach i adipocytach w
odpowiedzi na kwas metylenoheksadekanowy

Kolejnym etapem badan prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byto
sprawdzenie jakie konsekwencje dla metabolizmu lipidéw niesie z sobg podwyzszone st¢zenie
CPOAZ2H. Jest to 17-weglowy FA zawierajacy ugrupowanie cyklopropanowe. Wcze$niejsze
badania naszego zespotu dowiodty, ze ten nietypowy FA wystepuje w zwiekszonej ilosci w
surowicy pacjentow z CKD, a jego ilo§¢ koreluje ze stezeniem TAG we krwi pacjentow, jednak
konsekwencje metaboliczne i molekularny mechanizm tych obserwacji nadal pozostawaty
nieznane [67]. Dziatanie CPOA2H zostato przetestowane zarowno na linii ludzkich hepatocytow
(HepG2) jak i na mysim modelu adipocytow (3T3-L1). 3T3-L1 to linia fibroblastoéw ktore w
odpowiednich warunkach hodowli zdolne sg do r6znicowania si¢ W adipocyty (Rys. 8). Linia ta
zostata wybrana, poniewaz jest najczesciej opisywang i wykorzystywang linig adipocytow w
badaniach molekularnych i metabolicznych w modelach in vitro [113].

(a) (b)
Rycina 8. Zdjgcia spod mikroskopu optycznego komorek linii 3T3-L1 przed réznicowanieniem (a) i po
réznicowaniu (b) (zrodto: materiaty wlasne).

Hodowla hepatocytow przez okres 48 godzin w medium z dodatkiem roznych stezen
(25uM, 50 uM i 100 uM) CPOA2H spowodowata zwickszenie ekspresji genéw zaangazowanych
w syntez¢ FA (FASN, SCD1, ACC i ELOVL1, ELOVL3, ELOVL6), synteze TAG (DGAT1),
tworzenie VLDL (MTTP i ApoB), a takze gendéw odpowiedzianych za synteze cholesterolu —
syntazy  3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA  (HMGCS) i reduktazy  3-hydroksy-3-
metyloglutarylo-CoA (HMGCR). Poziomy mRNA SREBP1 i PPARy, czynnikow
transkrypcyjnych  odpowiadajacych za regulacj¢ lipogenezy oraz SREBP2, czynnika
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transkrypcyjnego odpowiadajacego za regulacje metabolizmu cholesterolu, réwniez byty
podwyzszone (Ryc. 9a, b). Podwyzszone poziomy ekspresji FASN i SCD1 potwierdzone zostaly
réwniez na poziomie biatka (Ryc. 10). Obserwowane efekty dziatania CPOA2H zalezne byt od
dawki FA.
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Rycina 9A, B. Poziom mRNA wybranych genow w komorkach HepG2 hodowanych z dodatkiem kwasu
metylenoheksadekanowego (CPOA2H). Dane przedstawione sa jako $rednia = SEM. a - p<0,05 w
poréwnaniu do kontroli; b - p <0,05 w poréwnaniu do komorek traktowanych 25 pM CPOAZ2H; c -
p<0,05 w poréwnaniu do komoérek traktowanych 50 uM CPOA2H i d - p<0,05 w poréwnaniu do komorek
traktowanych 100 uM CPOA2H. FASN - syntaza kwasow tluszczowych, SCD1 - desaturaza stearoilo-
CoA DGATL1 - acylotransferaza diacyloglicerolowa 1, MTTP - mikrosomalne bialko przenoszace
triacyloglicerole, ApoB - apolipoproteina B, SREBP1 - biatko wigzace element odpowiedzi na sterole 1,
PPAR -receptory aktywowane przez proliferatory peroksysoméw, ACC - karboksylaza acetylo-CoA,
ELOVLG6 - elongaza kwasow ttuszczowych 6, HMGCR — reduktaza HMG-CoA, HMGCSL1 - syntaza
HMGCoA, SREBP2 - biatko wigzace element odpowiedzi na sterole [Na podstawie: zatacznik D].
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Rysunek 10. Analiza western-blot poziomu biatka syntazy kwasow tluszczowych (FASN) i desaturazy
stearoilo-CoA (SCD1) w komorkach HepG2 hodowanych w obecnosci kwasu metylenoheksadekanowego
(CPOAZ2H) [Na podstawie: zatgcznik D].

Szczegdlnie warto tu podkreslic znaczacy wzrost poziomu mRNA dla FASN, co moze
thumaczy¢ podwyzszony poziom TAG obserwowany u pacjentdéw z podwyzszonym poziomem
CPOA2H. Wystawienie hepatocytow na dzialanie nawet najmniejszego stgzenia
eksperymentalnego tj. 25uM — stgezenia CPOA2H ktére zwykle obserwuje si¢ w surowicy
pacjentow z hipertriglicerydemig — przyczynia si¢ do 19-krotnego wzrostu poziomu ekspresji
FASN. Ponadto, poniewaz OA (produkt reakcji katalizowanej przez SCD1) jest jednym z
glownych sktadnikow TAG [108], wzrost poziomu ekspresji SCD1 indukowany CPOA2H moze
réwniez stanowi¢ wyjasnienie dla podwyzszonego poziomu TAG w surowicy pacjentow z CKD.
Z kolei podwyzszone poziomy mRNA czynnikoéw transkrypcyjnych (SREBP1 i PPARy) sugeruja
mechanizm sygnalizacyjny za pomoca ktorego CPOA2H dziata na szlaki syntezy lipidow. W
piSmiennictwie naukowym znalez¢ mozna doniesienia o modulacji aktywnos¢ SREBP1 1 PPAR
w watrobie przez rézne FA [114,115], ale jak dotad wptyw FA z grupa cykliczng nie byt
dyskutowany.

Aby ostatecznie potwierdzi¢, ze obserwowane zmiany na poziomie ekspresji gendw moga
przyczyni¢ si¢ do hipertriglicerydemii obserwowanej pacjentow z CKD, w komorkach HepG2
zmierzono poziom TAG. Stwierdzono, ze w komorkach HepG2 hodowanych przez okres 48h w
medium z dodatkiem CPOA2H poziom TAG wzrastal w zalezno$ci od podanej dawki (Ryc. 11).
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Rycina 11. Zawarto$¢ triacylogliceroli (TAG) w komoérkach HepG2 po suplementacji hodowli réznymi
stezeniami kwasu metylenoheksadekanowego (CPOA2H). Dane przedstawione sg jako $rednia + SEM. a -
p<0,05 w poréwnaniu do kontroli; b - p <0,05 w poréwnaniu do komorek traktowanych 25 uM CPOA2H;
€ - p<0,05 w poréwnaniu do komorek traktowanych 50 pM CPOA2H i d - p<0,05 w poréwnaniu do
komorek traktowanych 100 uM CPOA2H [Na podstawie: zatgcznik D].

W ramach prowadzonych badan sprawdzony zostal rowniez wptyw CPOA2H na metabolizm
lipidow w adipocytach. Jako model wybrana zostata linia komorkowa 3T3-L1. W eksperymencie
badany FA podawany byl do dojrzatych (zréznicowanych) adipocytow 3T3-L1, a nast¢pnie po
uptywie 48h oceniony zostal poziom ekspresji wybranych genow. Okazato si¢, ze poziom mRNA
wigkszo$¢ gendéw zwigzanych z synteza lipidow w adipocytach traktowanych CPOA2H jest
obnizony lub pozostat bez zmian (Ryc. 12). Sugeruje to zatem, ze ewentualny wptyw CPOA2H
na stezenie lipidow w surowicy pacjentow z CKD wynika ze zwigkszonej ich syntezy w watrobie
a nie w tkance tluszczowej. Biorac jednak pod uwage, ze to wiasnie watroba jest glownym
miejscem syntezy FA i TAG u ludzi, obnizenie si¢ ekspresji genéw zwiazanych z lipogeneza W
adipocytach moze odgrywaé¢ drugorzedny wplyw na ilo$¢ lipidow w surowicy pacjentow z CKD
[116].

Jedynym genem, ktorego ekspresja byta stymulowana przez CPOA2H w adipocytach byta
leptyna (LEP). Natomiast poziom mRNA innej adipokiny — adiponektyny (ADIPOQ) byt
obnizony (Rys. 12). Moze to oznaczaé¢ ze podwyzszony poziom CPOA2H w surowicy pacjentow
z CKD nie tylko przyczynia si¢ do zwigkszania stezenia TAG, ale roéwniez do zwigkszenia si¢
stezenia leptyny. Nalezy tu wspomnie€, ze u pacjentow z otyloscig stwierdza si¢ podwyzszony
poziom leptyny w surowicy oraz podwyzszone ilosci CPOA2H [73,117-119].
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Rycina 12. Poziom ekspresji gené6w w adipocytach 3T3-L1 traktowanych réznymi st¢zeniami kwasu
metylenoheksadekanowego (CPOA2H). Dane przedstawione sa jako srednia + SEM. a - p<0,05 w
porownaniu do kontroli; b - p <0,05 w poréwnaniu do komoérek traktowanych 25 uM CPOA2H; ¢ -
p<0,05 w poréwnaniu do komorek traktowanych 50 uM CPOA2H i d - p<0,05 w poréownaniu do komoérek
traktowanych 100 uM CPOA2H. FASN - syntaza kwasow tluszczowych, SCD1 - desaturaza stearoilo-
CoA, DGAT1 - acylotransferaza diacyloglicerolowa 1, SREBP1 - biatko wigzace element odpowiedzi
na sterole, PPARG - receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow, LEP - leptyna, ADIPOQ
- adiponektyna [Na podstawie: zatgcznik D].

7.3. Zmieniony profil kwasow tluszczowych a poziom ekspresji leptyny

Badania naszego =zespotu wskazuja, ze jednym z mozliwych mechanizmow
odpowiedzialnych za zwigkszony poziom leptyny obserwowany u pacjentow z CKD jest jej
zwiekszona produkcja w tkance thuszczowej, zaobserwowalismy bowiem nie tylko zwigkszony
poziom leptyny w surowicy pacjentow z zaawansowang CKD, ale rowniez zwigkszong ekspresj¢
tego genu w podskornej tkance tluszczowej pacjentow z zaawansowang CKD (Rycina 1 w
zalgczniku A), dlatego w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej zbadano czy istnieje zwigzek
miedzy zmienionym profilem FA u pacjentow z CKD a poziomem leptyny.

Aby zbadaé czy zmiany w profilu FA zaobserwowane u pacjentow z CKD mogty mie¢
wpltyw na poziom ekspresji leptyny w tkance tluszczowej, w pierwszej czgsci eksperymentu
adipocyty 3T3-L1 hodowane byly z wybranym FA przez okres 48h. Badane FA obejmowaty:
kwas palmitynowy (PA), OA, DHA i AA — bedace reprezentantami odpowiednio SFA, MUFA,
PUFA n-3 i PUFA n-6. Wszystkie FA zbadano w trzech réznych stezeniach - 25 uM, 50 puM, i
100 uM. Po 48h inkubacji z poszczegdlnymi FA zauwazono, ze PA oraz OA, ktorego poziom
jest podwyzszony u pacjentow z CKD, zwigkszaly poziom mRNA LEP, a obserwowany efekt
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zalezny byt od dawki kwasu (Ryc. 13a). Natomiast DHA i AA, kwasy ktorych zawarto$¢ w
surowicy pacjentow z CKD obniza si¢, zmniejszajag poziom ekspresji LEP w sposdb réwniez
zalezny od dawki (Ryc. 13b).
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Rycina 13. Wzgledny poziom mRNA leptyny w komoérkach 3T3-L1 inkubowanych przez 48h z
dodatkiem roznych stezen kwasu palmitynowego (PA) i oleinowego (OA) (a) oraz kwasu arachidonowego
(AA) i kwasu dokozaheksaenowego (DHA) (b). * - istotnie r6zne w porownaniu z kontrolg (p<0.05), dane
przedstawione jako $rednia = SD. [Na podstawie: zatacznik A]

We krwi pacjentow z CKD dochodzi jednoczesnie do zmian poziomu wielu FA, dlatego
kolejnym etapem badan byla ocena jaki jest taczny wptyw wszystkich zaburzen sktadu FA w
surowicy na poziom ekspresji leptyny. Z tego powodu od losowo wybranych 10 pacjentéw z
zaawansowang CKD i od losowo wybranych 10 0sob z grupy kontrolnej wyizolowano wszystkie
FA z surowicy. Inkubacja adipocytow z preparatem zawierajgcym pelny profil FA pochodzacy
od pacjentow z zaawansowang CKD skutkowata istotnie zwigkszonym poziomem mRNA LEP w
poréwnaniu z poziomem ekspresji zaobserwowanym w adipocytach hodowanych z dodatkiem
petnego profilu FA pochodzacego od 0so6b zdrowych (Ryc. 14).
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Rycina 14. Wzglgdny poziom mRNA leptyny (LEP) w adipocytach 3T3-L1 hodowanych przez 48h z
pelnym profilem kwaséw ttuszczowych wyekstrahowanych z surowicy zdrowych ochotnikéw (kontrola) i
pacjentow z zaawansowana chorobg nerek (CKD). * - istotnie r6zne w poréwnaniu z kontrolg (p<0.05),
dane przedstawione jako $rednia + SD [Na podstawie: zatacznik A].

Powyzsze wyniki po raz pierwszy pokazuja, ze zmieniony profil FA w surowicy
obserwowany u pacjentow z CKD zwicksza ekspresje leptyny w adipocytach. Moze by¢ to zatem
kolejny z mechanizméw odpowiedzialnych za zwigkszong ekspresje tej adipokiny w tkance
thuszczowej u pacjentow i jej podwyzszone stezenie W SUrOWICY.
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8. Whnioski

Najwazniejsze wnioski, wynikajagce z badan wchodzacych w sktad publikacji stanowigcych
podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej, sa nastepujace:

a)

b)

d)

Zaburzenia profilu FA, takie jak wzrost poziomu MUFA i obnizenie poziomu PUFA
obserwowane u pacjentow z CKD pociagaja za soba powazne zaburzenia metabolizmu
lipidow w hepatocytach, w tym zwigkszenie ekspresji gendw zaangazowanych w synteze
1 uwalnianie lipidéw z watroby przez co moga si¢ przyczynia¢ do zwigzanej z ta
jednostka chorobowa hipertriglicerydemii.

Wzrost poziomu CPOA2H obserwowany u pacjentow z CKD pociagaja za soba powazne
zaburzenia metabolizmu lipidow w hepatocytach, w tym zwigkszenie ekspresji genow
zaangazowanych w syntez¢ 1 uwalnianie lipidéw z watroby przez co moze si¢
przyczynia¢ do poglebiania zwigzanej z t3 jednostka chorobowa hipertriglicerydemii.

Zaburzenia profilu FA, takie jak wzrost poziomu MUFA i obnizenie poziomu PUFA
obserwowane u pacjentéw z CKD prowadza do zwigckszenia poziomu ekspresji leptyny w
adipocytach, przez co moga si¢ przyczynia¢ do zmian poziomu leptyny we krwi.

Wzrost poziomu CPOA2H obserwowany u pacjentow z CKD prowadzi do zwigkszenia
poziomu ekspresji leptyny w adipocytach, przez co moze si¢ przyczynia¢ do zmian
poziomu leptyny we krwi.
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