Streszczenie w jezyku polskim

Wstep. Dlugotrwate spozywanie diety bogatej w tluszcze uwazane jest za gtowny
czynnik prowadzacy do indukcji insulinooporno$ci (IR) i cukrzycy typu 2. Dotychczas
zgromadzone dane wigzg nadmierng akumulacje lipidow wewngtrzmige$niowych (IMCL),
takich jak diacyloglicerol (DAG) i ceramid (Cer), z upo$ledzeniem sygnalizacji insuliny w
mig$niach szkieletowych. Do niedawna niewiele bylo wiadomo na temat udziatu
dhugotancuchowych acylo-CoA (LCACoA) w akumulacji bioaktywnych lipidow i
uposledzeniu dziatania insuliny w mi¢$niach szkieletowych. Biorac pod uwage szczegdlne
znaczenie ACSL1 w inicjowaniu wigkszosci szlakow metabolicznych zwigzanych z
syntezg lipidow, postawiono hipoteze, ze modulacja ekspresji ACSL1 moze pozytywnie
wplywac na insulinowrazliwo$¢ komorek miesniowych poprzez zmniejszenie akumulacji
aktywnych biologicznie lipidow. W zwigzku z powyzszym, celem niniejszej rozprawy
bylo zbadanie wplywu lokalnego wyciszenia ekspresji genu ACSL1 w migéniu
brzuchatym tydki na wewnatrzmi¢$niowa akumulacje aktywnych biologicznie lipidow
oraz insulinowrazliwos¢ komoérek migsniowych myszy C57BL/6J karmionych dietg
bogatotluszczows. Aby osiggnaé zamierzony cel, zastosowano lokalne wyciszanie
wyciszenie in vivo w mig$niach szkieletowych, za posrednictwem elektroporacji
plazmidem shRNA w pojedynczym mig$niu brzuchatym tydki myszy C57BL/6J z

insulinoopornoscig ogolnoustrojowg indukowang przez HFD.

Material i Metody. Wszystkie procedury na zwierzgtach zostaty wykonane zgodnie z
pozwoleniem (Nr zgody 35/2016) Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Dos$wiadczen na
Zwierzetach w Olsztynie. Badania zostaly przeprowadzone na samcach myszy linii
Jackson C57BL/6J, poczatkowy wiek 6 tygodni. Po okresie aklimatyzacji myszy
C57BL/6J zostaty losowo podzielone na grupe kontrolng (LFD, n = 8) karmiong dieta
standardowa 1 grupe karmiong dieta bogatottuszczowa (HFD, n = 8). Przez caly okres
eksperymentu myszy miaty dostep ad libitum zaréwno do diety kontrolnej (zawierajace;j
70% weglowodanoéw, 20% biatek 1 10% thuszczy), jak i do diety bogatottuszczowe;j
(zawierajacej 20% weglowodanow, 20% biatek i 60% tluszezy; %energii). Wszystkie
zwierzeta byly karmione odpowiednig dietg przez okres osmiu tygodni. W drugim
tygodniu eksperymentu wykonano elektroporacje migsni brzuchatych tydki odpowiednim

plazmidem we wszystkich grupach eksperymentalnych. W skrocie, w grupie kontrolnej



(LFD(+AcsL1)) do obydwu miegsni brzuchatych tydki, tylnych tap podano niewyciszajace
plazmidy shRNA. W celu zbadania wptywu wyciszenia ACSL1 na akumulacj¢ lipidow w
migsniach szkieletowych i szlak sygnalizacji insuliny oraz, aby, usuna¢ skutki zmiennosci
miedzygrupowej wyciszono gen kodujagcy ACSL1 w migéniu brzuchatym tydki jednej tapy
zwierzat karmionych HFD (HFD(.acsLy)), podczas gdy przeciwny migsien tylnej konczyny
tej samej myszy zostal transfekowany niewyciszajacym shRNA (HFD+acsiy). Dwa
tygodnie przed u$mierceniem, zwierzetom wykonano doustny test obcigzenia glukoza
(OGTT), natomiast tydzien pdzniej test tolerancji insuliny (ITT). Na 20 minut przed
usmierceniem do zyly ogonowej podano bolus 2-deoksy-[1,2,3H(N)]-D-glukozy, a
nastepnie dootrzewnowo 0,5U/kg insuliny, dzi¢gki czemu mozliwy byt pomiar wychwytu
glukozy przez tkanke¢ mig$niowa oraz fosforylacja biatek szlaku insulinowego. Po
zakonczeniu dozylnej infuzji zwierzeta byly poddane eutanazji. Migsien brzuchaty tydki
zostat pobrany, zamrozony w ciektym azocie i byt przechowywany do czasu analiz w
temperaturze -80 °C.

Zawartos¢ lipidow (LCACoA, Cer, DAG) w komorkach migsniowych zostata ustalona z
uzyciem ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej z tandemowg spektrometrig mas.
Stymulowany insuling wychwyt glukozy przez migsnie szkieletowe zostat oznaczony z
uzyciem cieczowego licznika scyntylacyjnego. Stopien aktywacji szlaku insulinowego
oraz ekspresja wybranych bialek metabolizmu lipidow (IR, IRS-1, Akt/PKB, AS-160,
PI3K, ACSL1, CD36, FATP-1, FABPpm, GLUT4, CPT1B, GADPH) zostat oznaczona z
uzyciem metody Western Blotting. Poziom ekspresji ACSL1 w wyizolowanym mRNA

zostal oznaczony przy uzyciu RT-PCR.

Wyniki. Zgodnie z oczekiwaniami, otylos¢ wywotana dieta spowodowata indukcje
insulinoopornosci, ktorej towarzyszylo podwyzszone st¢zenie kwasow ttuszczowych w
osoczu, zwigkszone poziomy lipidow IMCL wraz z zahamowaniem szlaku insulinowego
oraz uposledzenie wychwytu glukozy w mig$niu brzuchatym tydki. Wyciszanie ACSL1
poprawito wrazliwo$¢ na insuling na poziomie migéni 1 jednocze$nie zmniejszylo
zawarto$¢ LCACoA (C16:0-CoA, C16:1-CoA, C18:1-CoA, C18:2-CoA i C24:0-CoA),
SCACar (C4:0-Car, C6:0-Car, C8:0-Car, C10:0-Car), LCACar (C14:0-Car, C16:0-Car,
C18:0-Car i C18:1-Car) zaréwno Cer (C18:1-Cer i C24:1-Cer), jak i DAG (C16:0/18:0-
DAG, C16:0 /18:2-DAG, C18:0/18:0-DAG). Wyciszenie genu ACSL1 wigzato si¢ ze
zwigkszong fosforylacjg bialek szlaku insulinowego, w tym tyrozyny (Y632) IRS-1, seryny



(S473) Akt/PKB, seryny (S588) AS160 i poprawg wychwytu glukozy w mig$niu
brzuchatym tydki myszy karmionych dieta bogatotluszczowa.

Whnioski. Powyzsze wyniki wskazuja, ze zmniejszenie wewnagtrzkomoérkowej puli
LCACOA bezposrednio hamuje akumulacje aktywnych biologicznie lipidow takich jak Cer
I DAG (acylowanych 16-wegglowymi oraz 18-weglowymi kwasami thuszczowymi), na co
wskazuje specyficznos¢ substratu ACSL1. Dodatkowo wyciszenie ACSL1 obniza
zawartos¢ SCACar, jak 1 LCACar, co $wiadczy o istotnej roli tego enzymu zarowno w
szlaku syntezy lipidow wewnatrzmig¢$niowych, jak i w mitochondrialnej B-oksydacji
kwasow tluszczowych w warunkach obcigzenia dietg bogatottuszczowsg. Zmniejszone
wewnatrzkomorkowe pule DAG i Cer wigza si¢ ze zwickszong fosforylacjg biatek szlaku
insulinowego i normalizacja wychwytu glukozy w migéniu brzuchatym tydki myszy
karmionych dietg bogatotluszczowa w warunkach lokalnego wyciszenia ACSL1. Dane te
potwierdzaja hipoteze, ze zmiana st¢zenia wewnagtrzkomorkowego LCACO0A, a tym
samym stezenia ceramidu i DAG, moze pociggac¢ za sobg pozytywne zmiany w aktywacji
szlaku insulinowego w mig$niach szkieletowych. Odkrycia te sugeruja, ze tkankowo
swoista modulacja ACSL1 moze by¢ potencjalnym celem w leczeniu insulinoopornosci.
Dalsze badania powinny skupi¢ si¢ na interakcjach zachodzacych miedzy biatkami
biorgcymi udzial syntezie lipidow, B-oksydacji mitochondrialnej i peroksysomalnej, by
scharakteryzowac¢ skomplikowane oddziatywania mi¢dzyczasteczkowe w powigzaniu do

otyto$ci 1 insulinoopornosci.



