Streszczenie w jezyku polskim

Badania epidemiologiczne dotyczace otylosci oraz nadwagi pokazujg iz jest to znaczacy,
wcigz rosngcy problem osiggajacy status globalnej epidemii. Jedng z gtownych przyczyn
wzrastajacej liczby ludzi otylych jest nieprawidlowy sposob odzywiania i siedzacy tryb zycia.
W ostatnich latach udowodniono, iz tkanka tluszczowa poza magazynowaniem energii, petni
réwniez rol¢ endokrynng wydzielajac szereg tzw. mediatoréw insulinoopornosci, do ktorych
nalezag np. wolne kwasy tluszczowe (FFA), leptyna, czynnik martwicy guzéw (TNF-a),
interleukina 6 (IL-6), adiponektyny, rezystyna i inne.

Wyzsze stezenia FFA w 0soczu, obserwowane w otylosci i1 na skutek spozywania HFD
prowadzi do wzrostu wychwytu kwasow thluszczowych przez tkanki biorgce udziat w regulacji
homeostazy glukozy (migénie szkieletowe, watroba, migsien sercowy, trzustka). Zwickszony
naplyw FFA ktéry przewyzsza zdolnosci oksydacyjne komorek prowadzi do akumulacji
wewnatrzkomorkowych lipidow, co w konsekwencji negatywnie wptywa na funkcje
metaboliczng tych tkanek.

Migsnie szkieletowe, tkanka tluszczowa i watroba odgrywaja kluczowa role w
metabolizmie glukozy i lipidow, dlatego tez metaboliczne zmiany zachodzace w tych tkankach,
przyczyniaja si¢ do indukcji insulinoopornosci. Fakt, ze migsnie szkieletowe odpowiedzialne
sa za 70-80% calkowitego insulinozaleznego wychwytu glukozy, spowodowal ze wielu
naukowcoOw skupia si¢ na wyjasnieniu mechanizmu obnizenia wrazliwos$ci na insuling wiasnie
tych tkanek. Poczatkowo przypuszczano, ze to wewnatrzmig$niowe triacyloglicerole (IMTG)
sg odpowiedzialne za indukcj¢ insulinoopornosci. Obecnie jednak uwaga skupiona jest gtownie
na lipidach biologicznie aktywnych, ktére sa w stanie zahamowac, badz aktywowa¢ enzymy,
bezposrednio wptywajace na dziatanie szlaku insulinowego i przez to reguluja translokacje
glukotransportera 4 (GLUT4) do blony komodrkowej. Do tych lipidow, obok
dhugotancuchowych estrow acylo-CoA (LCACoA) i1 ceramidow (Cer) nalezg rowniez
diacyloglicerole (DAG). Do tej pory nie ustalono ktory z tych lipidéow jest najbardziej
odpowiedzialny za rozwdj insulinoopornosci oraz w jaki sposob si¢ do tego przyczynia.

W zwiazku z powyzszym, celem tej pracy bylo wyjasnienie roli DAG w indukowaniu
insulinoopornosci miegsni szkieletowych. Aby osiggna¢ zamierzony cel, przeprowadzono
miejscowe wyciszenie in vivo, genu GPAT1 w mig$niach szkieletowych, za pomocg plazmidow
shRNA 1 zbadano wptyw wyciszenia tego genu na akumulacje¢ biologicznie aktywnych lipidow
oraz szlak sygnalizacji insuliny w mig¢sniu brzuchatym tydki myszy z wyindukowang dieta HFD
insulinoopornoscia.

Eksperyment przeprowadzono na samcach myszy szczepu C57BL/6 (Jackson Laboratory
Bar Harbor, Maine, USA). Wyodrebnione zostaty nastepujace grupy doswiadczalne (n=8 w
kazdej grupie):

1. grupa zwierzat Karmiona dietg standardowa (70% weglowodanow, 10% ttuszczy, 20%
biatek - Research Diets INC D12450J); u ktorych do migéni brzuchatych tydki obu nég podano
plazmidy niewyciszajace ;

2. grupa zwierzat karmiona dieta bogatottuszczowa (HFD) (20% weglowodanow, 60%
thuszczy 1 20% biatka - Research Diets INC, D12492) ), u ktérych w migéniu brzuchatym tydki
jednej z konczyn wyciszono, przy uzyciu specyficznych plazmidow, gen kodujacy GPAT1



(HFD(.cpAT)), @ miesien drugiej tapy stanowit kontrole (HFD(+gpa), ktérym podano plazmid
niewyciszajacy.

Wszystkie zwierzeta byly karmione odpowiednig dietg przez okres 8 tygodni.

Dwa tygodnie przed u$mierceniem, zwierz¢gtom wykonano doustny test obcigzenia glukoza
(OGTT), natomiast tydzien pdzniej test tolerancji insuliny (IPTT).

Na 20 minut przed usmierceniem do zyly ogonowej podano bolus 2-deoksy-[1,2,3H (N)]-
D-glukozy, a nast¢pnie dootrzewnowo 0,5U/kg insuliny dzi¢ki czemu mozliwy byt pomiar
wychwytu glukozy przez tkanke mig¢$niowg oraz fosforylacja biatek szlaku insulinowego (pod
wpltywem insuliny). Po zakonczeniu dozylnej infuzji, zwierzeta byly poddane eutanazji.
Migsien brzuchaty tydki zostat pobrany i zamrozony w ciektym azocie i byt przechowywany
do czasu analiz w temperaturze -80 °C.

Oznaczanie stezenia lipidow w migs$niach zostato oznaczone przy uzyciu ultrasprawnej
chromatografii cieczowej potaczonej ze spektrometrem masowym (UHPLC/MS/MS).
Natomiast poziom i stopien fosforylacji bialek szlaku insulinowego 0Oznaczone zostaty za
pomoca metody Western Blotting. Poziom ekspresji GPAT1 w wyizolowanym mRNA zostat
oznaczony przy uzyciu RT-PCR. Stezenie insuliny w osoczu zostato oznaczone metoda ELISA
a poziom glukozy mierzono przy uzyciu glukometru AccuChek Aviva.

Podsumowujac, spozycie HFD prowadzi do indukcji insulinoopornosci, o czym $wiadczy
zwigkszone stezenie glukozy i insuliny na czczo, nieprawidtowa tolerancja glukozy,
zmniejszona odpowiedz na insuling, wzrost HOMA-IR i zmniejszony wychwyt glukozy w
mig$niach w poréwnaniu z grupg kontrolng. Ponadto uzyskane wyniki badan wskazuja, ze
spozycie HFD prowadzi do wzrostu stezenia FFA w 0soczu i wzrostu poziomu lipidow:
LCACOA, ceramidow, DAG, TG i acylokarnityn w migsniach szkieletowych. Wzrost
poziomu aktywnych biologicznie lipidow prowadzi do zahamowania szlaku insuliny, o czym
$wiadczy spadek poziomu i/ lub stopnia fosforylacji biatek szlaku insulinowego, co skutkuje
zmniejszeniem wychwytu glukozy w mig$niach. Wyciszenie genu GPAT w mig$niach
zwierzat karmionych HFD prowadzi do spadku poziomu DAG i TG, co zwigkszyto
aktywnos¢ szlaku insuliny i poprawito wychwyt glukozy.



