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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AAA (ang. abdominal aorta aneurysm) - tetniak aorty brzusznej

ABHD?5 (ang. a/B-hydrolase domain-containing protein 5) - biatko zawierajagce domene o/f3-
hydrolazy 5

AC (ang. adenyl cyclase) - cyklaza cyklaza adenylanowa

ACC (ang. acetyl-CoA carboxylase) - karboksylaza acetylo-CoA

ACLY (ang. ATP citrate lyase) - ATP-liaza cytynianowa

ACM (ang. adipocyte-conditioned medium) - medium pohodowlane znad adipocytow
ACS (ang. acyl-CoA synthase) - syntaza acylo-CoA

ADIPOQ (ang. adiponectin) - adiponektyna

Adiporl/2 (ang. adiponectin receptor 1/2) - receptor adiponektyny 1/2

AGPAT (ang. acylglycerol-3-phosphate acyltransferase) - acylotransferaza acyloglicerolo-3-
fosforanowa

AHSG (ang. alpha-2-Heremans-Schmid glycoprotein) - glikoproteina alfa-2-Heremans-
Schmid

AKT (ang. protein kinase B) - kinaza biatkowa B

AMPK (ang. AMP-activated protein kinase) - kinaza biatkowa aktywowana przez AMP
Angll (ang. angiotensin II) - angiotensyna 11

ANGPT-L3 (ang. angiopoietin-like 3) - angipoetyna L3

ANP (ang. atrial natriuretic peptide) - przedsionkowy peptyd natriuretyczny

APC (ang. adipose progenitor cells) - komorki progenitorowe tkanki thuszczowej
APVAT (ang. abdominal perivascular adipose tissue) - brzuszny odcinek okotonaczyniowej
tkanki thuszczowe;j

ATGL (ang. adipose triglyceride lipase) - swoista dla adipocytéw lipaza triacylogliceroli
ATP (ang. adenosine triphosphate) - adenozynotrifosforan

BAT (ang. brown adipose tissue) - brunatna tkanka thuszczowa

Bcl2 (ang. B-cell lymphoma protein 2) - biatko chtoniaka komorek B 2

BeAT (ang. beige adipose tissue) - bezowa tkanka thuszczowa

BMP2/4 (ang. bone morphogenic protein 2/4) - czynnik morfogenezy kosci 2/4

C/EBP (ang. CAAT/enhancer binding protein) - biatko wigzace CAAT/enhancer

CACT (ang. carnitine—acylcarnitine translocase) - translokaza karnityny-acylokarnityny
CALD1 (ang. caldesmon) - kaldesmon

CAMP (ang. cyclic adenosine monophosphate) - cykliczny adenozynomonofosforan
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cGMP (ang. cyclic guanosine monophosphate) - cykliczny guanozynomonofosforan
ChIP (ang. chromatin immunoprecipitation) - immunoprecypitacja chromatyny

ChREBP (ang. carbohdrate regulatory element-binding protein) - biatko wigzacego element
regulatorowy odpowiedzi na weglowodany

Cidea (ang. cell death-inducing DNA fragmentation factor alpha-like effector a) - efektor A
podjednostki alfa czynnika fragmentacji DNA indukujacego $mier¢ komorki

CPT1 (ang. palmitoyl transferase 1) - palmitoilotransferaza karnitynowa 1

CREB (ang. cCAMP response element-binding protein) - biatko wigzace element odpowiedzi
na CAMP

CRP (ang. C-reactive protein) - biatko C-reaktywne

DAG (ang. diacylglycerols) - diacyloglicerol

DAMP (ang. damage-associated molecular patterns) - wzorce molekularne zwigzane z
uszkodzeniem

DEX (ang. dexamethasone) - deksametazon

DGAT (ang. diacylglycerol acyltransferase) - acylotransferaza diacyloglicerolowa

Drpl (dynamin-related protein 1) - biatko pokrewne dynaminie 1

Ebf2 (ang. early B-cell factor 2) - czynnik wczesnego réznicowania komorek B 2

EC (ang. endothelial cells) - komorki §rodblonka

EGF (ang. epidermal growth factor) - czynnik wzrostu naskorka

ELOVL (ang. elongation of very long-chain fatt acids) - elongaza kwasow tluszczowych
eNOS (ang. endothelial nitric oxide synthase) - srodblonkowa syntaza tlenku azotu

ER (ang. endoplasmic reticulum) - retikulum endoplazmatyczne

ERKZ1/2 (ang. extracellular signal-regulated kinase) - kinaza regulowana przez sygnat
zewnatrzkomoérkowy

EZH2 (ang. enhancer of Zeste 2) - metylotransferaza sekwencji wzmacniajacej Zeste 2
FABP4 (ang. fatty acid binding protein 4) - biatko wigzace kwasy thuszczowe 4

FADH; (ang. flavin adenine dinucleotide) - dinukleotyd flawinoadenionwy

FAS (ang. fatty acid synthase) - syntaza kwasow tluszczowych

FAT (ang. fatty acid translocase) - translokaza kwasow thuszczowych

FCCP (ang. carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone) - fluorokarboksylowy
cykliczny estr kwasu fosforowego

FFA (ang. free fatty acids) - wolne kwasy tluszczowe

FGF (ang. fibroblast growth factor) - czynnik wzrostu fibroblastow

Fisl (ang. mitochondrial fission protein 1) - biatko fizji mitochondriow 1
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FOXOL1 (ang. forkhead box O1) - czynnik z rodziny forkhead box 1

FSC (ang. forward scatter) - rozproszenie do przodu

GO0S2 (ang. GO/G1 switch gene 2) - przetgcznik molekularny faz GO/G1 cyklu komérkowego
2

Gapdh (ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) - dehydrogenaza aldehydu 3-
fosfoglicerynowego

GC/MS (ang. gas chromatography/mass spectrometry) - chromatografia gazowa sprz¢zona ze
spektrometrig mas

GC-A (ang. guanyl cyclase) - cyklaza guanylanowa A

GLUT4 (ang. glucose transporter 4) - transporter glukozy 4

GPAT (ang. glycerol-3-phosphate acyltransferase) - acylotransferaza glicerolo-3-fosforanowa
GR (ang. glikocorticosteroid receptor) - receptor glikokortykosteroidowy

GR (ang. glucocorticoid receptor) - rececptor glukokortykoidowy

Gs (ang. stimulating G protein) - biatko stymulujgce G

GTP (ang. guanosine triphosphate) - guanozynotrifosforan

HGF (ang. hepatocyte growth factor) - czynnik wzrostu hepatocytow

Hoxc8 (ang. homeobox c8) - homeoboks C8

HSL (ang. hormone-sensitive lipase) - lipaza wrazliwa na hormony

IBMX (ang. 3-isobutyl-1-methylxanthine) - 3-izobutyl-1-metyloksantyna

ICAM-1 (ang. intracellular adhesion molecule 1) - migdzykomorkowa czasteczka adhez;ji 1
IFNYy - interferon gamma

IGFBP (ang. insulin-like growth factor binding protein) - biatko wigzgce insulinopodobny
czynnik wzrostu

IGF-1/11 (ang. insulin-like growth factor I/11) - insulipopodobny czynnik wzrostu I/11

IGFR (ang. insulin-like growth factor receptor) - receptor dla insulionopodobnego czynnika
wzrostu

IL (ang. interleukin) - interleukina

IR (ang. insulin receptor) - receptor insulinowy

IRS (ang. insulin receptor substrate) - substrat receptora insulinowego

KLB (ang. B-Klotho coreceptor) - koreceptor p-Klotho

KLF4 (ang. Kriippel-like factor 4) - czynnik Kriippel-podobny

KNG2 - kininogen 2

LCHAD (ang. long-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase) - dehydrogenaza
dhugotancuchowych 3-hydroksyacylo-CoA
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LCKT (ang. long-chain 3-ketoacyl-CoA thiolase) - tiolaza dtugotancuchowych 3-ketoacylo-
CoA

LDL (ang. low-density lipoprotein) - lipoproteina o matej gestosci

Lep (ang. leptin) - leptyna

LPL (ang. lipoprotein lipase) - lipaza lipoproteinowa

LPS (ang. lipopolysaccharide) - lipopolisacharyd

LRP1 (ang. low-density lipoproptein receptor related protein 1) - biatko podobne do receptora
lipoproteiny o matej gestosci 1

LXR (ang. liver X receptor) - receptor watrobowy X

MAG (ang. monoacylglycerol) - monoacyloglicerole

MAGL (ang. monoacylglycerol lipase) - lipaza monoacylogliceroli

MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase) - kinaza biatkowa aktywowana przez
mitogeny

MCAD (ang. medium-chain acyl-CoA dehydrogenase) - dehydrogenaza
sredniotancuchowych czasteczek acylo-CoA

MCHAD (ang. medium-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase) - dehydrogenaza
sredniotancuchowych 3-hydroksyacylo-CoA

MCKT (ang. medium-chain 3-ketoacyl-CoA thiolase) - tiolaza sredniotancuchowych 3-
ketoacylo-CoA

MCP1 (ang. monocyte chemotactic peptide 1) - peptyd chemotaktyczny monocytow 1
Mest (ang. mesoderm-specific transcript) - transkrypt specyficzny dla mezodermy
Mfn1/2 (ang. mitofisn 1/2) - mitofuzyna 1/2

MTOR (ang. mechanistic target of rapamycin) - mechanistyczny cel dla rapamycyny
mTORC1/2 (ang. mechanistic target of rapamycin) - kompleks mechanistycznego celu dla
rapamycyny 1/2

MUFA (ang. monounsaturated fatty acids) - jednonienasycone kwasy ttuszczowe

MyD88 (ang. myieloid differentiation factor 88) - czynnik réoznicowania mieloidalnego 88
Myf5 (ang. myogenic factor 5) - czynnik miogenezy 5

MYH11 (ang. myosin heavy chain 11) - ci¢zki tancuch miozyny 11

NADH/NAD" (ang. reduced/oxidized nicotinamide adenine dinucleotide) -
zredukowana/utleniona forma dinukleotydu nikotynoamidoadenionowego

Nampt (ang. visfatin) - wizsfatyna

NF-kB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) - jadrowy

czynnik transkrypcyjny enhancera lekkiego tancucha kappa aktywowanych komorek B
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NLR (ang. nucleotide binding oligomerization domain like receptor) - receptor podobny do
biatek zawierajacych domene oligomeryzacji nukleotydow

NLRP3 (ang. . nucleotide-oligomerization domain-containing protein-like receptor) -
inflammasom

Nnat (ang. neuronatin) - neuronatyna

Opal (ang. optic atrophy protein 1) - biatko atrofii optycznej 1

OXPHOS (ang. oxidative phosphorylation complexes) - kompleksy biatkowe fosforylacji
oksdyacyjnej

PAP (ang. phosphatidate phosphatase) - fosfataza kwasu fosfatydowego

PCNA (ang. proliferating cell nuclear antigen) - jadrowy antygen komorek proliferujacych
PDE3B (ang. phosphodiesterase 3B) - fosfodiesteraza 3B

Pdgfra (ang. platelet-derived growth factor receptor alpha) - receptor A czynnika wzrostu
wydzielanego przez trombocyty

PDK1 (ang. phosphoinositide-dependent kinase 1) - kinaza zalezna od 3-fosfatydyloinozytolu
PEPCK (ang. phosphoenolpyruvate carboxykinase) - karboksykinaza fosfoenolopirogrnianu
PGCla (ang. peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1a) - koaktywator 1
alfa receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysomoéw gamma

PI3K (ang. Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphate 3-Kinase) - kinaza 4,5-
fostatydyloinozytolu 3

PKA (ang. protein kinase A) - kinaza biatkowa A

PKC4 (ang. protein kinase Cd) - kinaza biatkowa C delta

PKG (ang. protein kinase G) - kinaza biatkowa G

PL (ang. phospholipids) - fosfolipidy

PLIN1 (ang. perilipin 1) - perylipina 1

PPARY/a (ang. peroxisome proliferator-activated receptor y/a) - receptor aktywowany przez
proliferatory peroksysoméw gamma/alfa

PPP (ang. pentose phosphate pathway) - szlak pentozofosforanowy

Prdm16 (ang. PR domain containing 16) - biatko zawierajace domene¢ PR 16

PREF-1 (ang. preadipocyte factor 1) - czynnik preadipocytéw 1

PTP1B (ang. protein tyrosine phosphatase 1 B) - biatkowa fosfataza tyrozyny 1 B

PTX3 (ang. pentraxin 3) - pentraksyna 3

PUFA (ang. polyunsaturated fatty acids) - wielonienasycone kwasy ttuszczowe

gPCR (ang. quantitive polymerase chain reaction) - ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy

10
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RAGE (ang. receptor for advanced glycation end products) - receptor dla zaawansowanych
produktow koncowych glikacji

RANTES (ang. regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted) - chemokina
regulowana przy aktywacji, ulegajaca ekspresji i wydzielana przez normalne komoérki T
Retn (ang. resistin) - rezystyna

ROS (ang. reactive oxygen species) - reaktywne formy tlenu

RZG (ang. rosiglitasone) - rosiglitazon

S6K (ang. ribosomal protein S6 kinase) - kinaza biatkowa rybosomalnego biatka S6
SCAD (ang. short-chain acyl-CoA dehydrogenase) - dehydrogenaza krotkotancuchowych
czasteczek acylo-CoA

SCD1 (ang. stearoyl-CoA desaturase 1) - desaturaza streaoilo-CoA 1

SCHAD (ang. short-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase) - dehydrogenaza
krotkotancuchowych 3-hydroksyacylo-CoA

SFA (ang. saturated fatty acids) - nasycone kwasy ttuszczowe

SM22a. (ang. transgelin) - transgelina

Sncg (ang. synuclein y) - synukleina gamma

SREBPI1c (ang. sterol regulatory element-binding protein 1c) - biatko wigzace element
regulatorowy odpowiedzi na sterole 1c

SSC (ang. side scatter) - rozproszenie w bok

STK3/4 (ang. serine/threonine protein kinase 3/4) - kinaza serynowo-treoninowa 3/4
SVF (ang. stromal vascular fraction) - zrebowa frakcja naczyniowa

TAG (ang. triacylglycerols) - triacyloglicerole

TGFp (ang. transforming growth factor B) - transformujacy czynnik wzrostu 8

TLR4 (ang. Toll-like receptor 4) - receptor Toll-podobny 4

TNF (ang. tumor necrosis factor) - czynnik martwicy nowotworu

TNFR (ang. tumor necrosis factor receptor) - receptor czynnika martwicy nowotworu
TPVAT (ang. thoracic perivascular adipose tissue) - piersiowy odcinek okotonaczyniowej
tkanki thuszczowe;j

TSC2 (ang. tuberous sclerosis complex 2) - kompleks strwardnienia guzowatego 2

UCP1 (ang. uncoupling protein 1) - biatko rozprzegajace 1

VAT (ang. visceral adipose tissue) - trzewna tkanka tluszczowa

VCAM -1 (ang. vascular-cell adhesion molecule 1) - naczyniowa czasteczka adhezji 1

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) - czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn
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VLCAD (ang. very long-chain acyl-CoA dehydrogenase) - dehydrogenaza bardzo
dhugotancuchowych czasteczek acylo-CoA

VLDL (ang. very low-density lipoprotein) - lipoproteina o bardzo malej gestosci

VSMC (ang. vascular smooth muscle cells) - komorki miesni gtadkich naczyn krwionos$nych
WAT (ang. white adipose tissue) - biata tkanka tluszczowa

WT (ang. wild type mouse) - mysz typu dzikiego

Zicl (ang. zinc finger protein of the cerebellum 1) - biatko z motywem palca cynkowego
mozdzku

B3-AR (ang. B3-adrenergic receptor) - receptor adrenergiczny 33
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2. STRESZCZENIE

Okotonaczyniowa tkanka ttuszczowa (PVAT) ze wzgledu na bliskie sgsiedztwo $ciany
naczyn krwiono$nych, utrzymuje homeostaze uktadu sercowo-naczyniowego poprzez
lokalnie wydzielane adipokiny. W stanie otylo$ci, gdy funkcjonowanie PVAT jest zaburzone,
profil uwalnianych adipokin faworyzuje rozwdj stanu zapalnego naczyn oraz przeksztatcenie
fenotypowe komoérek miegsni gltadkich naczyn krwionos$nych (VSMC). Zmiany te lezg
u podstaw wielu schorzen, takich jak miazdzyca czy nadci$nienie tetnicze. U myszy aortalna
okotonaczyniowa tkanka tluszczowa dzieli si¢ na odcinek piersiowy (TPVAT) i brzuszny
(APVAT). TPVAT posiada cechy histologiczne i fizjologiczne zblizone do brunatnej tkanki
tluszczowej, charakteryzujac si¢ wysoka aktywnoscia oksydacyjng i wysoka zawartoscig
mitochondriow. Z kolei APVAT posiada cechy biatej tkanki tluszczowej, co wigze sie¢
z magazynowaniem lipidow i nizszg aktywnoscig metaboliczna.

Desaturaza stearoilo-CoA 1 (SCD1) katalizuje przeksztatcenie nasyconych kwasow
thuszczowych w jednonienasycone kwasy tluszczowe. W trakcie otylosci ekspresja
1 aktywnos¢ SCDI1 w tkance tluszczowej wzrasta, co wptywa na metabolizm 1 zapalenie
tkanki thuszczowej. Brak ekspresji SCD1 zwigksza ekspresje cytokin prozapalnych, ktore
promuja rekrutacje makrofagow i rozwoj przewleklego stanu zapalnego. Ponadto, myszy
z brakiem SCD1 charakteryzuja si¢ poglgbionymi zmianami miazdzycowymi. Aktywacja
SCD1 zmniejsza poziom zwapnienia w komorkach migs$ni gladkich naczyn krwionos$nych
oraz hamuje ich patologiczne przemodelowanie poprzez zmniejszanie akumulacji
cholesterolu oraz wygaszanie prozapalnej aktywacji komorek $rodbtonka. Dotychczasowe
badania skupialy si¢ na roli SCD1 w regulacji homeostazy naczyniowej, nie obejmowaty
natomiast interakcji pomi¢dzy PVAT a naczyniami krwiono$nymi. Z tego powodu, celem
niniejszej pracy doktorskiej bylo poznanie zaleznych od SCD1 szlakow sygnalowych,
zaangazowanych w regulacje funkcjonowania PVAT w stanie fizjologicznym 1 w warunkach
obcigzenia dieta wzbogacong w ttuszcz (HF).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze PVAT myszy SCDI1-/-, w wyniku karmienia
dieta HF, magazynuje mniej triacylogliceroli niz PVAT myszy typu dzikiego (WT). Byto to
zwigzane ze zwigkszong aktywacjg procesu lipolizy. Poziom fosforylacji kinazy aktywowane;j
przez AMP i poziom biatka dehydrogenazy bardzo dtugotancuchowych acylo-CoA kwasow
thuszczowych, bedacych markerami B-oksydacji kwasow thuszczowych, byt podwyzszony
w PVAT myszy SCD1-/- na diecie HF. Obserwacja ta byla zgodna z wyzszym poziomem

biatek tancucha fosforylacji oksydacyjnej i bialka rozprzggajacego 1 oraz ze zwigkszong
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gestoscia grzebieni mitochondrialnych. Wyniki te sugeruja, ze adipocyty z wyciszong
ekspresja SCDI1 posiadajg zwickszong aktywno$¢ kataboliczng oraz zdolno$¢ do termogenezy
niz adipocyty WT. Zalezno$¢ ta zostata réwniez potwierdzona w modelu in vitro, gdzie
adipocyty z brakiem SCDI1 charakteryzowaly si¢ wyzszym tempem zuzycia tlenu oraz
poziomem fragmentacji mitochondriow. W PVAT myszy SCD1-/- na diecie HF stwierdzono
tez wyzszy poziom markerow stanu zapalnego oraz makrofagdéw M1 niz w PVAT myszy WT.
W warunkach in vitro wykazano, ze czynniki wydzielane przez adipocyty SCD1-/- pobudzaja
angiogeneze oraz aktywacje komorek srodbtonka (EC). VSMC traktowane czynnikami
wydzielanymi przez adipocyty z brakiem ekspresji SCD1 ulegaly patologicznym zmianom
fenotypowym w wiekszym stopniu niz VSMC traktowane czynnikami wydzielanymi przez
adipocyty WT. Wyjasnieniem tych zjawisk moze by¢ wyzszy poziom prozapalnych adipokin
wydzielanych przez adipocyty z wyciszeniem SCD1. Wykazano rowniez, ze SCD1 kontroluje
ekspresje adiponektyny i interleukiny 6 poprzez zmiany w poziomie potrdjnej metylacji
histonu 3 na lizynie 27 (H3K27me3) w promotorach ich gendéw. Wyniki przedstawione
w niniejszej rozprawie wskazuja na kluczowg rol¢ SCD1 w regulacji metabolizmu PVAT,
ktory przektada si¢ na odpowiedni poziom aktywacji odpowiedzi zapalnej w adipocytach oraz

utrzymanie homeostazy EC i VSMC.
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3. ABSTRACT

Perivascular adipose tissue (PVAT), located adjacent to blood vessel walls, plays
a critical role in maintaining cardiovascular homeostasis by secreting local adipokines. In
obesity, the function of PVAT becomes impaired, and its adipokine profile promotes vascular
inflammation and phenotypic switching of vascular smooth muscle cells (VSMCs). These
changes underlie various conditions, such as atherosclerosis and hypertension. In mice, aortic
PVAT is divided into thoracic (TPVAT) and abdominal (APVAT) segments. TPVAT shares
histological and physiological traits with brown adipose tissue, exhibiting high oxidative
activity and mitochondrial content, while APVAT resembles white adipose tissue,
characterized by lipid storage and lower metabolic activity.

Stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1) catalyzes the conversion of saturated fatty acids into
monounsaturated fatty acids. During obesity, SCD1 expression and activity increase in
adipose tissue, impacting its metabolism and inflammation. SCD1 deficiency elevates pro-
inflammatory cytokine expression, promoting macrophage recruitment and chronic
inflammation. Furthermore, SCD1-deficient mice exhibit more pronounced atherosclerotic
changes. SCD1 also reduces calcification in VSMCs and prevents their pathological
remodeling by decreasing cholesterol accumulation and suppressing endothelial cell (EC) pro-
inflammatory activation. Although prior studies have explored the role of SCD1 in vascular
homeostasis, they have not addressed interactions between PVAT and blood vessels.
Therefore, this doctoral thesis aimed to investigate SCD1-dependent signaling pathways
involved in PVAT function under physiological and high-fat diet (HF) conditions.

The study revealed that PVAT in SCD1-deficient mice stored less triglycerides when
fed a HF diet compared to wild-type (WT) mice, correlating with increased lipolysis. Levels
of AMP-activated protein kinase phosphorylation and very-long-chain acyl-CoA
dehydrogenase, markers of fatty acid f-oxidation, were elevated in SCD1-/- PVAT after HF
diet. These findings align with higher levels of oxidative phosphorylation proteins,
uncoupling protein 1, and increased mitochondrial cristae density, suggesting that SCD1-/-
adipocytes exhibit greater catabolic activity and thermogenic capacity than WT adipocytes.
This trend was also confirmed in vitro, where SCD1-/- adipocytes displayed higher oxygen
consumption rates and mitochondrial fragmentation. Inflammatory markers and M1
macrophage levels were higher in PVAT of HF-fed SCD1-/- mice than in WT PVAT. In vitro
experiments demonstrated that factors secreted by SCD1-/- adipocytes stimulated

angiogenesis and EC activation. VSMCs exposed to SCD1-/- adipocyte secretions underwent
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more extensive pathological phenotypic changes than those treated with WT adipocyte
secretions, likely due to elevated pro-inflammatory adipokines from SCD1-/- adipocytes.
Additionally, SCD1 was shown to regulate adiponectin and interleukin-6 expression through
modifications in histone 3 lysine 27 trimethylation (H3K27me3) at their gene promoters. The
findings of this dissertation highlight the critical role of SCD1 in regulating PVAT
metabolism, which affects inflammatory responses in adipocytes and maintains EC and
VSMC homeostasis.
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4. WSTEP
4.1. Budowa i funkcja tkanki thuszczowej

Ze wzgledu na wilasciwosci fizjologiczne oraz cechy histologiczne, tkanke ttuszczowa
dzielimy na trzy typy: bialg tkanke tluszczowa (ang, white adipose tissue, WAT), brunatng
tkanke ttuszczowa (ang. brown adipose tissue, BAT) i bezowa tkanke tluszczowsa (ang. beige
adipose tissue, BeAT) (Zwick i wsp., 2018). Glowne rodzaje tkanki tluszczowej i ich

rozmieszczenie w ciele cztowieka i myszy przedstawiono na rycinie 1.
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Rycina 1. Lokalizacja anatomiczna tkanki tluszczowej u czlowieka i u myszy. BAT - brunatna tkanka
thuszczowa, BeAT - bezowa tkanka ttuszczowa, UCP1 - biatko rozprzegajace 1, WAT - biala tkanka tluszczowa.

4.2. Biala tkanka tluszczowa

Podstawowa funkcja WAT jest magazynowanie zapasOw energetycznych w postaci
triacylogliceroli (ang. tyriacylglycerols, TAG). Zaréwno u cztowieka, jak i u myszy WAT ze
wzgledu na anatomiczng lokalizacje dzielimy na dwie cze$ci: trzewna 1 podskorng (Zwick
I wsp., 2018). Trzewna tkanka tluszczowa u ludzi stanowi 5-20% calkowitej masy WAT
(Karastergiou i Fried, 2017). Trzewna tkanka tluszczowa u ludzi znajduje si¢ wewnatrz jamy

otrzewnej i1 sklada si¢ z otrzewnowej tkanki tluszczowej, zwigzanej z siecig otrzewnowa
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1 tworzacej tzw. fartuch ttuszczowy oraz z krezkowej tkanki thuszczowej, zwigzanej z krezka
jelitowa (Chusyd i wsp., 2016). Podskorna tkanka tluszczowa stanowi okoto 80% WAT
u ludzi i jest zlokalizowana glownie w okolicy brzusznej oraz posladkowo-udowej
(Karastergiou 1 Fried, 2017). U gryzoni w cz¢$ci trzewne] WAT wyr6znia si¢ krezkowa,
okotonerkowa i gonadowg tkanke thuszczowa, natomiast podskérna tkanka thuszczowa dzieli
si¢ na pachwinowa i pachowg (Zwick i wsp., 2018; Chusyd i wsp., 2016). W obrazie
histologicznym WAT sktada si¢ adipocytow, ktorych obszar w wigkszosci zajety jest przez
jedna, wielka krople lipidowa, ktéra spycha jadro komorkowe oraz pozostale organelle na
waski obszar cytoplazmy, potozony peryferyjnie (Reyes-Farias i wsp., 2021; Rosen
I Spiegelman, 2014).

4.3. Brunatna tkanka tluszczowa

W przeciwienstwie do WAT, BAT charakteryzuje si¢ intensywnym katabolizmem
kwasow ttuszczowych i termogeneza (Angueira i wsp., 2020). Pomimo, ze BAT stanowi malg
czg$¢ catkowitej masy tkanki thuszczowej u myszy 1 u ludzi, to w warunkach ekspozycji na
niskie temperatury moze zwigkszy¢ wydatek energetyczny organizmu o 100% u myszy
I 0 40-80% u ludzi (Angueira i wsp., 2020, Ouellet i wsp., 2012). Obraz histologiczny BAT
rozni si¢ znaczaco od WAT, poniewaz w adipocytach BAT znajduje si¢ wiele matych kropli
lipidowych zamiast jednej wielkiej (Cannon i Nedergaard, 2004). Ponadto, BAT
charakteryzuje si¢ gegstym unaczynieniem, licznymi mitochondriami i ekspresja biatka
rozprzegajacego 1 (ang. uncoupling protein 1, UCP1), odpowiedzialnego za termogeneze
(Cannon 1 Nedergaard, 2004). Duze ilosci BAT u noworodkéw znajduja si¢ w przestrzeni
miedzytopatkowej, jednak tkanka ta zanika w pdzniejszych etapach zycia (Lidell i wsp.,
2013). U dorostych ludzi BAT obecna jest w przestrzeniach mi¢dzykregowych, w regionie
szyjnym, pachowym, wzdluz tchawicy, naczyn krwiono$nych oraz w okolicach nerek
i nadnerczy (Lidell i wsp., 2013, Ouellet i wsp., 2011). U gryzoni BAT znajduje si¢ gtdéwnie
w przestrzeni mi¢dzytopatkowej oraz regionach szyjnych, pachowych, okotonaczyniowych
i okotonerkowych (Zhang i wsp., 2018). Aktywacja BAT u myszy chroni je przed przyrostem
masy ciata 1 zespotem metabolicznym (Harms 1 Seale, 2013). Przeszczepienie BAT otylym
myszom zwigkszyto ich wrazliwo$¢ na insuling oraz zmniejszyto ich masg ciata (Liu i wsp.,
2015; Min i wsp., 2016). Aktywacja BAT u ludzi rowniez niesie korzysci metaboliczne
poprzez zwigkszenie wydatku energetycznego, wrazliwo$ci na insuling i redukcji masy ciala.

Aktywowany BAT ma zdolnos¢ wychwytu chylomikronéow i lipoprotein o bardzo matej
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gestosci (ang. very low-density lipoprotein, VLDL) przez co zmnigjsza stgzenie TAG we krwi
(Bartelt i wsp., 2011; Yoneshiro i wsp., 2019).

4.4, Bezowa tkanka tluszczowa

W  przeciwienstwie do BAT, obecno$¢ adipocytow przeprowadzajacych proces
termogenezy w BeAT jest indukowalna i1 przejSciowa. Proces pojawienia si¢ brunatnych
adipocytow w BeAT zwany jest brgzowieniem, a same adipocyty okresla si¢ jako adipocyty
bezowe (Cinti, 2005). Bezowe adipocyty zlokalizowane sa wewnatrz WAT i podobnie jak
adipocyty brunatne, charakteryzuja si¢ obecno$cig wielu matych kropli lipidowych, duza
liczba mitochondriéw i obecnoscig biatka UCP1 (Cinti, 2005). Brazowienie jest zalezne od
czynnikow S$rodowiskowych, takich jak niskie temperatury, wysitek fizyczny, aktywacja
receptora [3-adrenergicznego (ang. P3-adrenergic receptor, B3-AR) czy farmakologiczna
aktywacja receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysomow y (ang. peroxisome
proliferator-activated receptor y, PPARy) (Harms i Seale, 2013; Kajimura i wsp., 2015).
Bezowe adipocyty rozwijaja si¢ wewnatrz WAT w wyniku roéznicowania si¢ komorek
progenitorowych na drodze adipogenezy de novo, aktywacji termogenicznego fenotypu w juz
istniejacych biatych adipocytach lub jako efekt proliferacji bezowych adipocytow (Park
i wsp., 2021; Shao i wsp., 2019; Wang i wsp., 2013).

Aktywacja brazowienia w tkance tluszczowej wuruchamia ekspresje genow
specyficznych dla BAT. Dodatkowo, dochodzi do przemodelowania kropli lipidowych,
w wyniku czego powstaja adipocyty zawierajace wiele mniejszych kropli oraz do rozwoju
sieci mitochondrialnej (Kim i wsp., 2019). Réznicowanie si¢ BeAT jest rowniez regulowane
przez makrofagi. Wykazano, ze cytokiny wydzielane przez makrofagi M2, w szczegdlno$ci
interleukina 4 (ang. interleukin 4, I1L-4), sa w stanie aktywowaé brazowienie tkanki
tluszczowej (Fischer 1 wsp., 2017; Henriques 1 wsp., 2020; Qiu i wsp., 2014).
W przeciwienstwie do BAT, uruchomienie bragzowienia WAT =zalezy od czynnikow
zewngtrznych 1 ma charakter przejSciowy (Roh i wsp., 2018; Rosenwald i wsp., 2013).
Ustanie stymulacji B3-AR skutkuje utratg przez bezowe adipocyty ekspresji UCP1, oraz
reorganizacja kropli lipidowych, ktore Iacza si¢ ze sobg tworzac ponownie jedng wielka
krople, charakterystyczng dla WAT (Roh i wsp., 2018). Proces ten zalezny jest od mitofagii,
zaleznej od ligazy ubikwityny E3: Parkiny oraz od kinaz serynowo-treoninowych 3 i 4 (ang.
serine/threonine protein kinase 3/4, STK3/4) (Lu i wsp., 2018; Cho i wsp., 2021). Biale

adipocyty, ktore powrocity do swojego pierwotnego fenotypu po przejsciowe] zamianie
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w adipocyty bezowe (tzw. ,,adipocyty poprzednio bezowe”, ang. previoulsy beige adipocytes)
wykazujg niewiele réznic w profilu ekspresji genow w porownaniu z bialymi adipocytami,
ktore nigdy nie przeszty procesu transrdéznicowania (Roh i wsp., 2018). Niemniej jednak,
adipocyty ,,poprzednio bezowe” wykazuja zwigkszong obecnos¢ pojedynczej metylacji lizyny
4 histonu 3 (H3K4mel) w promotorach genow termogenezy. Znacznik ten jest czgsto obecny
w aktywnych promotorach i w znajdujacych si¢ ich sasiedztwie sekwencjach wzmacniajacych
(tzw. enhancerach). Dzigki temu adipocyty ,,poprzednio bezowe” moga szybciej niz
adipocyty biale uruchomi¢ proces brazowienia w przypadku ponownego wystgpienia

odpowiedniego bodzca (Roh i wsp., 2018).

4.5. Réznicowanie si¢ adipocytow

W skitad wszystkich rodzajow tkanki thuszczowej wchodzi frakcja komorek nie bedaca
adipocytami, zwana zrebowg frakcja naczyniowa (ang. stromal vascular fraction, SVF). SVF
jest heterogenng populacja komorek, ktéra poza komorkami odpornosci wrodzonej
(makrofagi, monocyty, komorki dendrytyczne) i nabytej (limfocyty T), fibroblastami,
neuronami i komdrkami §rodbtonka (ang. endothelial cells, EC), obejmuje rowniez komorki
progenitorowe tkanki tluszczowej (ang. adipose progenitor cells, APC), ktore posiadaja
zdolnos¢ do roznicowania si¢ w adipocyty, osteocyty, chondrocyty i miocyty (Qin i wsp.,
2023). Populacja komorek APC, ktora jest wyspecjalizowana do rdéznicowania si¢ wylacznie
w kierunku adipocytow zwana jest populacja preadipocytow (Qin i wsp., 2023). Sygnatem
przeksztalcajagcym komorki APC w preadipocyty jest m.in. czynnik morfogenezy kosci 2/4
(ang. bone morphogenic protein 2/4, BMP2/4) (Huang i wsp., 2009; Tang i wsp., 2004).
Aktywacja szlaku Wnt moze natomiast hamowac ten proces (Bennett i wsp., 2005).
Specjalizacja komoérek APC do preadipocytow jest kontrolowana przez biatka wiazace
CAAT/enhancer B i & (CAAT/enhancer binding protein /6, C/EBPB/5) (Ntambi i Young-
Cheul, 2000; Zhang i wsp., 2020). Proces réznicowania si¢ adipocytow in vitro rozpoczyna
sie, gdy preadipocyty w fazie GO cyklu komorkowego przechodza krotkotrwaty etap
ekspansji klonalnej, ograniczajacy si¢ do dwoch podzialéow mitotycznych (Tang, i wsp.,
2003). Po ponownym wejsciu komoérek w fazg GO dochodzi do podwyzszenia
wewnatrzkomorkowego poziomu cyklicznego adenozymonofosforanu (ang. cyclic adenosine
monophosphate, cAMP), ktéry aktywuje kinazg biatkowa A, ktora aktywuje biatko wigzace
element odpowiedzi na cAMP (ang. CAMP response element-binding protein, CREB).
Aktywowany CREB wraz z czynnikiem Kriippel-podobnym 4 (ang. Kriippel-like factor 4,
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KLF4) wigze si¢ Z promotorami genow kodujacych C/EBP/6 (Reusch i wsp.,2000; Thonberg
i wsp., Mayr i Montminy 2001; Zhang i wsp., 2004; Birsoy i wsp., 2008). C/EBPB/d i KLF4
aktywuja transkrypcje genow kodujacych C/EBPa i PPARy. Ponadto, C/EBPa i PPARY
wykazujg wzajemng aktywacj¢ kodujacych ich genow i s3 wymagane do osiggni¢cia przez
adipocyt stanu pelnego zréznicowania (Nielsen i wsp., 2008; Siersbak i wsp., 2012). C/EBPa
I PPARy kontrolujg transkrypcje gendw kodujacych biatka bedacych regulatorami
roznicowania si¢ adipocytow. Zalicza si¢ do nich: biatko wigzace kwasy tluszczowe 4 (ang.
fatty acid binding protein 4, FABP4), transporter glukozy 4 (ang. glucose transporter 4,
GLUT4), adiponektyne, karboksykinaze fosfoenolopirogrnianu (ang. phosphoenolpyruvate
carboxykinase, PEPCK), translokaze kwasow tluszczowych (ang. fatty acid translocase,
FAT), acylotransferaze glicerolo-3-fosforanowa 2 (ang. 1-acylglycerol-3-phosphate
acyltransferase 2, AGPAT?2), lipazg lipoproteinowa (ang. lipoprotein lipase, LPL), leptyng
i peryliping 1 (ang. perilipin 1, PLIN1) (Nielsen i wsp., 2008; Lefterova i wsp., 2008;
Tontonoz i wsp., 2008; Lowe i wsp., 2011). Aktywno$¢ C/EBPa i PPARY jest regulowana na
wielu poziomach. Insulina jest hormonem silnie aktywujacym réznicowanie adipocytow
poprzez aktywacj¢ kinazy bialkowej B (ang. protein kinase B, AKT), ktora aktywuje
kompleks 1 mechanistycznego celu rapamycyny (ang. mechanistic target of rapamycin
complex 1, mTORC1) poprzez blokowanie kompleksu stwardnienia guzowatego 2 (ang.
tuberous sclerosis complex 2, TSC2). Aktywacja mTORC1 prowadzi do zwigkszonej
ekspresji oraz do aktywacji biatka wigzacego element regulatorowy odpowiedzi na sterole 1c
(ang. sterol regulatory element-binding protein 1¢c, SREBP1c). SREBP1c jest czynnikiem
transkrypcyjnym kontrolujagcym transkrypcje genow kodujacych biatka kluczowe dla
roéznicowania adipocytow, m.in.: LPL, karboksylaze acetylo-C (ang. acetyl-CoA carboxylase,
ACC), syntaze kwasow tlhuszczowych (ang. fatty acid synthase, FAS) i PPARy (Kim
I Spiegelman, 1996; Bakan i Laplante, 2012; Kim i wsp., 1998; Moldes i wsp., 1999; Zhang
i wsp., 2009).

Insulina ponadto indukuje réznicowanie adipocytow poprzez zalezny od AKT
mechanizm translokacji czynnika z rodziny forkhead box 1 (ang. forkhead box O1, FOXO1)
hamujacego transkrypcje genu kodujacego PPARy z jadra komoérkowego do cytoplazmy.
W badaniach in vitro, w celu réznicowania adipocytow z komorek APC, pozywke hodowlang
uzupelnia si¢ 3-izobutyl-1-metyloksantyng (ang. 3-isobutyl-1-methylxanthine, IBMX),
deksametazonem (ang. dexamethasone, DEX), rosiglitazonem (ang. rosiglitasone, RZG)

i insuling. IBMX dziata jako inhibitor fosfodiesterazy 3B (ang. phosphodiesterase 3B,
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PDE3B), co skutkuje utrzymaniem wysokiego poziomu cAMP w komodrce. DEX wigze si¢
z receptorem glikokortykosteroidowym (ang. glikocorticosteroid receptor, GR), ktory
aktywuje ekspresje genow specyficznych dla adipocytow, natomiast RZG jest agonistg
PPARY (Zhao et al, 2019). Gtéwne czynniki odpowiadajgce za réznicowanie si¢ adipocytow

1 ich interakcje zostaly przedstawione na rycinie 2.

Insulina

\

f”
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Cytoplazma

Jadro komérkowe

Rycina 2. Szlaki sygnalowe regulujace roznicowanie si¢ adipocytéw. AC - cyklaza adenylanowa, ACC -
karboksylaza acetylo-CoA - Agpat2 - acylotransferaza glicerolo-3-fosforanowa 2 AKT - kinaza biatkowa B,
Apn - gen kodujacy adiponektyne, ATP - adenozynotrifosforan, C/EBPa/B/d - biatka wigzace CAAT/enhancer
o/B/d, cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan, CREB - biatko wiagzace element odpowiedzi na cAMP,
DEX - deksametazon, Fas - gen kodujacy syntaze kwasow tluszczowych, Fat - gen kodujgcy translokaze
kwasow tluszczowych, GR - rececptor glukokortykoidowy, IBMX - 3-izobutyl-1-metyloksantyna, IR - receptor
insulinowy, IRS - substrat dla receptora insulinowego, KLF4 - czynnik Kriippel-podobny 4, Lpl - gen kodujacy
lipaze lipoproteinowa, MTORCL - kompleks 1 mechanistycznego celu rapamycyny, PDE3B - fosfodiesteraza 3
B, PDK1 - kinaza zalezna od 3-fosfatydyloinozytolu, PI3K - kinaza 4,5-fostatydyloinozytolu 3, PKA - kinaza
biatkowa A, PPARYy - recptor aktywowany przez proliferatory peroksysomoéw y, RZG - rosiglitazon, SREBP1c -
biatko wigzace element regulatorowy odpowiedzi na sterole 1c, TSC2 - kompleks stwardnienia guzowatego 2.
Na podstawie: Siersbak i wsp., 2012, zmodyfikowano.

4.6. Metabolizm tkanki tluszczowej

4.6.1. Lipogeneza
Ze wzgledu na potrzebe szybkiego przelaczania si¢ miedzy przemianami

katabolicznymi i anabolicznymi, metabolizm tkanki thuszczowej jest $cisle regulowany. WAT
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przechowuje TAG zdeponowane w kroplach lipidowych. Kropla lipidowa tworzona jest
w retikulum endoplazmatycznym (ang. endoplasmic reticulum, ER) przez enzymy
zakotwiczone w ER 1 jest otoczona pojedyncza blong fosfolipidowg oraz zwigzanymi z nig
biatkami (Cottier i Schneiter 2022; Choudhary i wsp., 2015, 2020, 2021). W wyniku
hydrolizy TAG zwigzanych z lipoproteinami, katalizowanej przez LPL, uwalniane s3 wolne
kwasy tluszczowe (ang. free fatty acids, FFA) i glicerol. Podczas gdy glicerol jest uwalniany
do krwioobiegu, FFA sa transportowane do wnetrza adipocytu przez translokaze kwasow
tluszczowych (ang. fatty acid translocase, FAT) (Pepino i wsp., 2014). Po
przetransportowaniu do wnetrza adipocytu, FFA ulegaja aktywacji przez syntaze acylo-CoA
(ang. acyl-CoA synthase, ACS), ktora produkuje czasteczki acylo-CoA bedace substratami
reakcji acylacji glicerolo-3-fosfornanu, pochodzacego z glikolizy (Song i wsp., 2018).
Powstate czasteczki TAG stanowig podstawowy budulec kropli lipidowej (Choudhary i wsp.,
2021).

Innym Zrédlem kwasow thuszczowych w adipocycie jest synteza lipidow de novo, ktorej
podstawowym substratem jest glukoza (Strable i Ntambi, 2010). W przeciwienstwie do
akumulacji thuszczu pochodzacego z diety, lipogeneza de novo jest kosztowna energetycznie,
poniewaz polega na utlenianiu glukozy w celu wytworzenia czasteczki acetylo-CoA jako
substratu do syntezy kwasu cytrynowego (Rycina 3). Poczatkowo powstajacy kwas
cytrynowy wilaczany jest do cyklu kwasu cytrynowego, co podnosi stosunek zredukowanej
formy dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. reduced nicotinamide adenine
dinucleotide, NADH) do formy utlenionej (NAD™). Wysoki stosunek NADH/NAD™ hamuje
cykl kwasu cytrynowego, a powstajacy cytrynian jest eksportowany do cytozolu (Xu i wsp.,
2021). Kwas cytrynowy jest nastgpnie przeksztatcany przez ATP-liaz¢ cytynianowa (ang.
ATP citrate lyase, ACLY) w acetylo-CoA (Rycina 3). Acelyto-CoA ulega nast¢pnie
karboksylacji do malonylo-CoA w reakcji katalizowanej przez karboksylazg ACC, po czym
nastepuje wieloetapowa reakcja syntezy acylo-CoA, katalizowana przez FAS, ktéra ma
zdolno$¢ do syntezy maksymalnie 16-weglowej czasteczki acylo-CoA, tj. kwasu
palmitynowego (Strable i Ntambi, 2010).
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Rycina 3. Przebieg lipogenezy de novo w adipocytach. ACC - karboksylaza acetylo-CoA, ACLY - liaza
cytrynianowa, AGPAT - acylotransferaza acyloglicerolo-3-fosforanowa, DGAT - acylotransferaza
diacyloglicerolowa, ELOVL - elongaza bardzo diugich tancuchow kwasow tluszczowych, FAS - syntaza
kwasow tluszczowych, GLUT4 - transporter glukozy 4, GPAT - acylotransferaza glicerolo-3-fosforanowa,
NADH/NAD" - zredukowana/utleniona forma dinukleotydu nikotynoamidoadenionowego, NADPH/NADP™ -
zredukowana/utleniona forma fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadenionowego, PAP - fosfataza kwasu
fosfatydowego, SCD1 - desaturaza streacilo-CoA. Na podstawie: Song i wsp., 2018, zmodyfikowano.

Powstata czasteczka kwasu palmitynowego moze ulec reakcji elongacji, katalizowane;
przez elongazy (ang. elongation of very long-chain fatt acids, ELOVL) lub ulec reakcji
desaturacji, katalizowanej przez desaturazg streaoilo-CoA 1 (ang. stearoyl-CoA desaturase 1,
SCD1) (Strable i Ntambi, 2010). W reakcji glikolizy powstaje rowniez glicerolo-3 fosforan,
bedacy prekursorem do syntezy glicerolu, stanowigcego rusztowanie dla przytaczanych
p6zniej acylo-CoA (Strable i Ntambi, 2010). Lipogeneza de novo stwarza ponadto potrzebe
syntezy nukleotydéw. Z tego powodu czasteczka glukozo-6-fosforanu, powstajaca
w pierwszej reakcji glikolizy, wiaczana jest w szlak pentozofosforanowy (ang. pentose
phosphate pathway, PPP) (Rycina 3). Powstajacy w PPP NADPH wykorzystywany jest jako
donor elektronow, potrzebny w reakcjach redoks katalizowanych m.in. przez FAS i SCD1
(Jin i wsp., 2018). Powstajace acylo-CoA s3a wykorzystywane do syntezy TAG
w kilkuetapowym procesie, katalizowanym przez acylotransferazy CoA (Strable i Ntambi,

2010). Transkrypcja genow kodujacych enzymy zaangazowane w proces lipogenezy de novo
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znajduje si¢ pod kontrola SREPBIc i biatka wigzacego element regulatorowy odpowiedzi na
weglowodany (ang. carbohdrate regulatory element-binding protein, ChREBP) (Strable
i Ntambi, 2010).

4.6.2. Lipoliza

W  sytuacji niewystarczajacej podazy substratow energetycznych pochodzacych
Z pozywienia, rezerwy energetyczne zmagazynowane w tkance tluszczowej ulegaja
mobilizacji. Tkanka tluszczowa uwalnia kwasy tluszczowe zwigzane z glicerolem w formie
TAG w procesie lipolizy. Gloéwnym biatkiem regulujacym lipoliz¢ w tkance thuszczowej jest
kinaza biatkowa A (ang. protein kinase A, PKA), ktora jest aktywowana m.in. w odpowiedzi
na noradrenaling pochodzaca z cze$ci wspodtczulnej autonomicznego ukladu nerwowego,
niskg temperature, glodzenie czy wysitek fizyczny (Arner, 2005; Braun i wsp., 2018;
Frithbeck i wsp., 2014). Pierwszym biatkiem ograniczajagcym lipoliz¢ w adipocytach jest
PLIN1, poniewaz oddziela krople lipidowa od cytozolu i stanowi fizyczng barierg dla lipaz
obecnych w cytoplazmie (Sztalryd i Brasaemle, 2017). W anabolicznym stanie komorki,
z PLIN1 zwigzane jest biatko ABHDS5 (ang. o/B-hydrolase domain-containing protein 5,
ABHDS), bedace aktywatorem swoistej dla adipocytéw lipazy triacylogliceroli (ang. adipose
triglyceride lipase, ATGL) (Chouchani i Kajimura, 2019). Po aktywacji lipolizy, PLIN1 jest
fosforylowana przez PKA, co powoduje oddzielenie si¢ PLIN1 od kropli lipidowej oraz
uwolnienie ABHDS (Chouchani i Kajimura, 2019). ABHDS5 nastepnie wigze si¢ z ATGL, co
umozliwia hydrolize TAG, w wyniku ktorej uwalniana jest czasteczka diacyloglicerolu (ang.
diacylglycerols, DAG) i FFA (Chouchani i Kajimura, 2019). Negatywnym regulatorem
ATGL jest bialko GOS2 (ang. GO/G1 switch gene 2), ktére znajduje si¢ w adipocytach na
wysokim poziomie i oddziatuje z domeng hydrolazowa ATGL (Yang i wsp., 2010; Schweiger
i wsp., 2012). Wyciszenie ekspresji genu G0s2 w adipocytach znacznie zwigkszylo tempo

lipolizy zarowno podstawowej, jak i indukowanej hormonalnie (Schweiger i wsp., 2012).
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Rycina 4. Lipoliza w adipocytach. ABHDS5 - biatko zawierajace domen¢ o/B-hydrolazy 5, AC - cyklaza
adenylalnowa, AKT - kinaza biatkowa B, ANP - przedsionkowy peptyd natriuretyczny, ATGL - swoista dla
adipocytow lipaza triacylogliceroli, ATP - adenozynotrifosforan, cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan,
cGMP - cykliczny guanozynomonofosforan DAG - diacyloglicerol, FABP4 - biatko wiazace kwasy tluszczowe
4, FAT - trakslokaza kwasow tluszczowych, FFA - wolny kwas thuszczowy, G0S2 - przetacznik molekularny faz
GO0/G1 cyklu komorkowego 2, GC-A - cyklaza guanylanowa A, Gs - biatko stymulujace G,
GTP - guanozynotrifosforan, HSL - lipaza wrazliwa na hormony, IGF-I - insulinopodobny czynnik wzrostu I,
IGFR - receptor dla insulionopodobnego czynnika wzrostu, IR - receptor insulinowy, IRS - substrat receptora
insulinowego, MAG - monoacyloglicerol, MAGL - lipaza monoacylogliceroli, PDE3B - fosfodiesteraza 3 B,
PDK1 - kinaza zalezna od 3-fosfatydyloinozytolu, PI13K - kinaza 3-fostatydyloinozytolu, PKA - kinaza biatkowa
A, PKG - kinaza biatkowa G, PLINI - perylipina 1, TAG - triacyloglicerol, B-AR - receptor B-adrenergiczny.
Na podstawie: Chouchani i Kajimura, 2019, zmodyfikowano.

Lipaza zalezna od hormonéw (ang. hormone-sensitive lipase, HSL) jest aktywowana
przez PKA 1 jest lipaza rozkladajaca gléwnie DAG 1 w mniejszym stopniu TAG
i monoacyloglicerole (ang. monoacylglycerol, MAG) (Recazens i wsp., 2021). Ostatnim
etapem lipolizy jest katalizowana przez lipaz¢ monoacylogliceroli (ang. monoacylglycerol
lipase, MAGL) hydroliza monoacylogliceroli. Jej produktem jest czasteczka glicerolu 1 FFA
(Gil-Ordonez 1 wsp., 2018). Powstate w procesie lipolizy czasteczki FFA sg transportowane
na zewnatrz komorki przez FABP4 (Thompson i Bernlohr, 2010). Poza noradrenaling,
hormony takie jak hormon wzrostu, tyroksyna i1 glukagon maja zdolnos¢ do aktywacji lipolizy
w adipocytach (Frithbeck i wsp., 2014), natomiast insulina oraz insulipopodobny czynnik

wzrostu | (ang. insulin-like growth factor I, IGF-I) sg silnymi inhibitorami lipolizy, poniewaz
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aktywuja PDE3B, ktora katalizuje przeksztalcenie cAMP w 5’AMP. Spadek poziomu AMP
w komorce prowadzi do dezaktywacji PKA (Flier i wsp., 2023; Ludwig i wsp., 2021 Petersen
i Shulman, 2018). Przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ang. atrial natriuretic peptide, ANP)
aktywuje lipolize w adipocytach za posrednictwem cyklazy guanylanowej A (ang. guanyl
cyclase A, GC-A). Katalizuje ona przeksztalcenie guanozynotrifosforanu (GTP) w cykliczny
guanozynomonofosforan (¢cGMP). cGMP hamuje PDE3B oraz aktywuje kinaze¢ biatkowa
G (ang. protein kinase G, PKG), ktora wraz z PKA aktywuje ATGL i HSL (Frithbeck i wsp.,

2014). Schemat przebiegu lipolizy przedstawiony zostat na rycinie 4.

4.6.3. P-oksydacja kwaséw tluszczowych

Aktywno$¢ metaboliczna WAT ogranicza si¢ do przeprowadzania reakcji reestryfikacji
kwasow ttuszczowych po hydrolizie TAG zwigzanych z lipoproteinami, lipogenezy de novo
oraz do lipolizy TAG zmagazynowanych w kropli lipidowej (Chouchani i Kajimura, 2019;
Strable i Ntambi, 2010). Przemiany kataboliczne, takie jak utlenianie kwasow ttuszczowych,
nie sg zatem procesami, ktore zachodza w WAT na znaczacym poziomie (Schirinzi i wsp.,
2023). Zadaniem BAT i BeAT jest natomiast produkcja ciepta w procesie termogenezy.
Zrédlem energii potrzebnym do wytworzenia ciepla sa zredukowane nukleotydy: NADH
I dinukleotyd flawinoadenionwy (ang. flavin adenine dinucleotide, FADH,), ktére powstaja
w cyklu kwasu cytrynowego. Acetylo-CoA, bedacy substratem cyklu kwasu cytrynowego
powstaje w wyniku mitochondrialnego utleniania kwasow tluszczowych (B-oksydacji)
(Gonzalez-Hurtado i wsp., 2018). Czasteczki FFA muszg w pierwszej kolejnosci zostac
aktywowane poprzez dodanie czasteczki CoA. Krotkotancuchowe (2-6 atomow wegla)
1 Sredniotancuchowe (7-12 atomoéw wegla) czasteczki acylo-CoA ulegaja biernej dyfuzji przez
blony mitochondrialne i nie wymagaja do tego celu specjalnych transporterow (Kemp i wsp.,
2024). Dlugotancuchowe (13-21 atoméw wegla) acylo-CoA musza zostaé przetransportowane
do macierzy mitochondrialnej. W pierwszej kolejnosci palmitoilotransferaza karnitynowa 1
(ang. palmitoyl transferase 1, CPT1), zwigzana z zewngtrzng btong mitochondrialng katalizuje
synteze czasteczki acylokarnityny z czasteczek acylo-CoA i karnityny. Etap ten jest kluczowy
w rozpoczeciu kaskady B-oksydacji i tempo jego zachodzenia determinuje tempo -oksydacji
w komoérce (Houten 1 Wanders, 2010). W nastgpnym etapie translokaza karnityny-
acylokarnityny (ang. carnitine—acylcarnitine translocase, CACT) transportuje czgsteczke
acylokarnityny do macierzy mitochondrialnej, jednoczesnie transportujac czasteczke
karnityny z macierzy mitochondrialnej do cytozolu (Houten i Wanders, 2010; Longo i wsp.,

2016; Adeva-Andany i wsp., 2019). Czasteczki karnityny i acylo-CoA uwalniane s3
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w wyniku reakcji katalizowanej przez CPT2, ktéra polega na rozkladzie czasteczki
acylokarnityny (Houten i Wanders, 2010; Longo i wsp., 2016; Adeva-Andany i wsp., 2019;
Sim i wsp., 2002; Kompare i Rizzo, 2008). Etap B-oksydacji, polegajacy na wprowadzeniu
wigzania podwojnego w czgsteczce acylo-COA i wytworzenie trans-2-enoylo-CoA
katalizowany jest przez rézne dehydrogenazy acylo-CoA, w zaleznosci od dtugosci tancucha
kwasu thuszczowego. W nastepnym etapie czasteczki trans-2-enoylo-CoA poddawane sg
reakcji hydratacji, katalizowanej przez hydratazy enoylo-CoA. Powstajgca w wyniku
hydratacji czgsteczka 3-hydroksyacylo-CoA ulega nastepnie utlenieniu do 3-ketoacylo-CoA,
katalizowanym przez dehydrogenazg dlugotancuchowych 3-hydroksyacylo-CoA (ang. long-
chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, LCHAD), dehydrogenazg¢ $redniotancuchowych
3-hydroksyacylo-CoA (ang. medium-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, MCHAD)
lub  dehydrogenaze krotkotancuchowych  3-hydroksyacylo-CoA  (ang.  short-chain
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, SCHAD), w zaleznosci od dlugosci *tancucha
3-hydroksyacylo-CoA (Houten i Wanders, 2010; Longo i wsp., 2016; Adeva-Andany i wsp.,
2019; Sim i wsp., 2002; Kompare i Rizzo, 2008). Ostatnim etapem B-oksydacji jest cykliczna
reakcja uwalniajgca czgsteczki acetylo-CoA z czgsteczek 3-ketoacylo-CoA. Reakcja ta jest
katalizowana przez tiolaz¢ Sredniotancuchowych 3-ketoacylo-CoA (ang. medium-chain
3-ketoacyl-CoA thiolase, MCKT) lub przez tiolaze dlugotancuchowych 3-ketoacylo-CoA
(ang. long-chain 3-ketoacyl-CoA thiolase, LCKT). Lancuch acylo-CoA jest skracany o 2
atomy wegla na cykl reakcji, a powstate czasteczki acetylo-CoA wiaczane sg w cykl kwasu
cytrynowego. Proces pB-oksydacji jest regulowany allosterycznie przez malonylo-CoA,
powstajacy w reakcji katalizowanej przez ACC. Malonylo-CoA wigze si¢ z CPT1, blokujac
tym samym reakcje syntezy acylokarnityny. Fosforylacja ACC przez kinaze biatkowa
aktywowang przez AMP (ang. AMP-activated protein kinase, AMPK) hamuje syntezg
malonylo-CoA, co prowadzi do spadku jego st¢zenia w komorce. Spadek stgzenia malonylo-
CoA prowadzi do zniesienia inhibicji CPT1 co pozawala na aktywacje [-oksydacji (Abu-
Elheiga i wsp., 2000; Carling i wsp., 1987; McGarry i wsp., 1978).

4.6.4. Lancuch oddechowy
Powstate w wyniku B-oksydacji czasteczki acetylo-CoA wilaczane sa do cyklu kwasu
cytrynowego, w ktérym wytwarzane sg zredukowane nukleotydy: NADH 1 FADH,. Stuza one
jako przenosnik elektronow i ulegajg utlenieniu w kompleksach tancucha oddechowego.
Kompleksy I, III i IV posiadajg aktywno$é pomp protonowych, ktore przemieszczajg jony H*

z macierzy mitochondrialnej do przestrzeni miedzybtonowej (Sugano i wsp., 1976).
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W komorkach UCP1™ powstala w ten sposob sita protonomotoryczna jest zrodlem energii
wykorzystywanym przez syntaze ATP. Jony H' wracaja do macierzy mitochondrialnej
zgodnie z gradientem przez kanal utworzony przez podjednostki syntazy ATP (Chouchani
i Kajimura, 2019).
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Rycina 5. B-oksydacja i termogeneza w adipocytach. ACC2 - karboklsylaza acetylo-CoA 2, ACS - syntaza
acylo-CoA, ADP - adenozynodifosforan, AMPK - kinaza biatkowa aktywowana przez adenozynomonofosforan,
CACT - translokaza karnityny-acylokarnityny, CI/I/II/IV - kompleks I/IVII/IV tancucha oddechowego,
CPT1/2 - palmitoilotransferaza karnitynowa 1/2, FADH,/FAD - zredukowana/utleniona forma dinukleotydu
flawionoadeninowego, GDP - guanozynomonofosforan, LCEH - hydrataza dlugotancuchowych 2-enoylo-CoA,
LCHAD - dehydrogenaza dtugotancuchowych 3-hydroksyacylo-CoA, LCKT - tiolaza dlugotancuchowych 3-
ketoacylo-CoA, MCAD - dehydrogenaza $redniotancuchowych acylo-CoA, MCKT - tiolaza
$redniotancuchowych  3-ketoacylo-CoA, NADH/NAD® - zredukowana/utleniona forma dinukleotydu
nikotynoamidoadenionowego, SCAD - dehydrogenaza krotkotancuchowych acylo-CoA, SCEH - hydrataza
krotkotancuchowych 2-enoylo-CoA, SCHAD - dehydrogenaza krotkootancuchowych 3-hydroksyacylo-CoA,
UCP1 - biatko rozprzegajace 1, VLCAD - dehydrogenaza bardzodtogotancuchowych acylo-CoA. Na podstawie
Chouchani i Kajimura, 2019, zmodyfikowano.

Macierz mitochondrialna

W komoérkach UCP1" wiekszoéé jonow H' powraca do macierzy mitochondrialnej
poprzez kanat UCP1, co prowadzi do wytworzenia ciepta w procesie tzw. termogenezy
bezdrzeniowej (ang. non-shivering thermogenesis) (Sugano i wsp.,, 1976). FFA, oprocz
paliwa do wytwarzania gradientu H* w poprzek wewnetrznej blony mitochondrialnej,
posiadajg rowniez wilasciwosci aktywujace UCP1 poprzez bezposrednie wigzanie z tym

biatkiem (Fedorenko i wsp., 2012; Gagelin i wsp., 2023). Aktywacja nerwoéw wspotczulnych
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prowadzi do zwigkszonej lipolizy w adipocytach UCP1", niemniej jednak stwierdzono, Ze
zahamowanie lipolizy w brunatnych adipocytach nie prowadzi do zahamowania termogenezy
(Gagelin i wsp., 2023). Integracja szlakobw metabolicznych [-oksydacji i tancucha

oddechowego w adipocytach UCP1" przedstawiona zostata na rycinie 5.

4.7. Stan zapalny tkanki tluszczowej

4.7.1. Biala tkanka tluszczowa

W warunkach dodatniego bilansu energetycznego WAT zwicksza swoja objgtose
w wyniku powickszania si¢ juz istniejacych adipocytow (hipertrofii) lub w wyniku
réznicowania si¢ nowych adipocytéw ze znajdujacych si¢ w SVF prekursoréw (hiperplazji)
(Ghaben i Scherer, 2019). W stanie otytosci, gdy poziom nadwyzki energetycznej jest
znaczny, hipertrofia adipocytéw przewaza nad hipeplazja. Kiedy zdolnosci magazynujace
istniejagcych adipocytow zostaja przekroczone, dochodzi do stresu adipocytow, skutkujacego
reakcjg zapalna, apoptoza lub nekroza (Ghaben i Scherer, 2019). Zapalenie tkanki thuszczowej
w trakcie otylosci moze réwniez zosta¢ wywolane innymi czynnikami. U osob zyjacych
z otyloScig, zwigkszona przepuszczalno$¢ nabtonka jelitowego powoduje, ze do krwioobiegu
trafia lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide, LPS), ktory jest komponentem $ciany
komorkowej bakterii Gram-ujemnych, zyjacych w jelicie. LPS jest silnym aktywatorem
receptora Toll-podobnego 4 (ang. Toll-like receptor 4, TLR4), wyst¢pujacego na powierzchni
adipocytow (Cani i wsp., 2008). Zalezna od LPS aktywacja TLR4 jest waznym czynnikiem
zapoczatkowujacym lub poglebiajacym zapalenie trzewnej tkanki tlhuszczowej podczas
otytosci (Kim i wsp., 2007; Wernstedt Asterholm i wsp., 2014). Zapalenie tkanki ttuszczowej
moze rdwniez wplywac na stan zapalny innych tkanek. Trzewna tkanka ttuszczowa wykazuje
bardziej intensywng lipoliz¢ niz tkanka podskdrna, co generuje wigksze ilosci FFA trafiajace
do krwioobiegu (Bjorntorp, 1991). Krazace z krwig FFA wychwytywane sg przez rozne
rodzaje komorek, w tym rowniez przez komorki biorgce udzial w utrzymaniu homeostazy
glukozy (np. hepatocyty, miocyty) (Bjorntorp, 1991). Wysokie stezenie nasyconych FFA
prowadzi do uposledzenia funkcji tych komorek oraz spadku ich wrazliwosci na insuling
(Belfort i wsp., 2005). Zjawisko to zwane jest lipotoksycznoscig i lezy u podstaw
insulinoopornos$ci, bedacej charakterystycznym objawem otytosci (Belfort i wsp., 2005).
FFA, szczegélnie w formie nasyconej, dziataja tez na same adipocyty jako czynniki
prozapalne, aktywujac receptory TLR2 1 TLR4, ktére aktywuja jadrowy czynnik

transkrypcyjny enhancera lekkiego tancucha kappa aktywowanych komorek B (ang. nuclear
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factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-xB), ktory reguluje transkrypcje
gendw kodujacych czynniki odpowiedzi na stres i zapalenie. Jednym z nich jest peptyd
chemotaktyczny monocytéw 1 (ang. monocyte chemotactic peptide 1, MCP1) (Saad
i wsp., 2016). Poza MCP1, czynnikami regulowanymi przez NF-xB sg czynnik martwicy
nowotworoéw (ang. tumor necrosis factor, TNF), interferon y (IFNy) i interleukina 6 (IL-6)
(Kirwan i wsp., 2017). Gléwnym czynnikiem indukujacym insulinooporno$¢ jest TNF, ktory
hamuje fosforylacje IRS, indukuje aktywno$¢ biatkowej fosfatazy tyrozyny 1B (ang. protein
tyrosine phosphatase 1B, PTP1B), ktéra utrzymuje w nieaktywnym stanie AKT 1 kinazy
biatkowe aktywowane przez mitogeny (ang. mitogen-activated protein kinase, MAPK) oraz
indukuje produkcje ceramidow. TNF hamuje tez dziatanie niezaleznego od insuliny
mechanizmu wychwytu glukozy w brunatnych adipocytach. Wykazano, ze TNF hamuje
dziatanie czynnika wzrostu fibroblastow 21 (ang. fibroblast growth factor 21, FGF21), ktory
aktywuje wychwyt glukozy w sposob zalezny od GLUTI1 poprzez represj¢ koreceptora
B-Klotho (ang. B-Klotho coreceptor, KLB), odpowiadajacego na sygnat FGF21 (Diaz-Delfin
i wsp., 2012). TNF jest tez czynnikiem indukujacym apoptoz¢ adipocytow (Zhang i wsp.,
2001; Nisoli i wsp., 2006). Czynniki uwalnianie przez adipocyty w trakcie zapalenia (np.
MCP1) i apoptozy (np. fragmenty blony komoérkowej, mleczan, kreatyna, ATP, kwasy
nukleinowe) stanowig sygnaty chemotaktyczne dla makrofagéw. Makrofagi rekrutowane do
tkanki thuszczowej (ang. adipose tissue macrophages, ATM) tworza dwie subpopulacje: M1
I M2 (Ravichandran, 2010). M1 ATM wykazuja silnie prozapalny fenotyp. Sa komorkami
posiadajacymi wysoki poziom receptora TNF (ang. tumor necrosis factor receptor, TNFR),
TLR4, TLR2 i markera CDIllc. Ponadto, makrofagi M1 charakteryzuja si¢ wysokim
poziomem lokalizacji jadrowej czynnika NF-kB (Kirwan i wsp., 2017; Murray, 2017). M2
ATM z kolei posiadaja fenotyp wygaszajacy zapalenie i promujacy proliferacje komorek
(Murray, 2017). Posiadajag one wysoki poziom ekspresji receptora IL-4 (ang. interleukin 4
receptor, IL-4R), ktérego aktywacja hamuje ekspresj¢ genéw kodujacych TNF i IL-6
(Murray, 2017). Ponadto, makrofagi M2 wytwarzajg duza ilos¢ IL-10 o dziataniu
przeciwzapalnym. Rodzaj odpowiedzi immunologicznej ze strony ATM zalezy od rodzaju
1 natezenia czynnikow znajdujacych si¢ w WAT. Fizjologicznym zadaniem ATM jest
usuwanie uszkodzonych adipocytow (Prieur i wsp., 2010). Nadmierna hipertrofia adipocytow
w otytosci indukuje ich apoptoze, co wymaga zwigkszenia liczby makrofagow (Xu i wsp.,
2003; Cinti i wsp., 2005). W przeciwienstwie do innych tkanek, usuwanie adipocytow przez
ATM wzmaga odpowiedZ zapalna, dlatego w celu ochrony tkanki przed uszkodzeniami, M2

ATM produkuja czynniki mitygujace zapalenie (Waqas i wsp., 2017; Dai i wsp., 2017).
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W warunkach homeostazy M1 i M2 ATM pozostaja w réwnowadze i nie dochodzi do
eskalacji zapalenia (Fischer-Posovszky i wsp., 2011). W pierwszych etapach rozwoju otytosci
czynniki prozapalne, wydzielane przez adipocyty i M1 ATM, réwniez sg rOwnowazone przez
M2 ATM (Shaul i wsp., 2010). Jednak coraz rozleglejsze uszkodzenia adipocytow prowadzg
do uruchomienia petli dodatniego sprz¢zenia zwrotnego i przewagi czynnikdw prozapalnych
(Shaul i wsp., 2010). Co wigcej, w warunkach nasilonej $mierci adipocytow spowodowanej
przekroczeniem mozliwosci magazynujacych tkanki thuszczowej, zdolno$¢ makrofagéw do
wydajnej fagocytozy jest niewystarczajaca. Uwolnione komponenty komorkowe stanowig
sygnal wzmacniajacy zapalenie (Luo i wsp., 2019). W odrdznieniu od ostrego zapalenia,
majacego miejsce w przypadku infekcji, reakcja zapalna w WAT w czasie otyto$ci jest mato
intensywna 1 przewlekla. Z tego powodu M1 ATM posiadajg inny wzor ekspresji gendOw niz
klasyczne makrofagi M1, zaangazowane w zwalczanie infekcji (Kratz i wsp., 2014). Zaréwno
M1, jak i M2 ATM posiadaja wyzszy poziom ekspresji gendw zaangazowanych
w lizosomalny metabolizm lipidow niz klasyczne makrofagi. Zwigzane jest to z faktem, ze
fagocytoza adipocytow wymaga intensywnej hydrolizy lipidow (Xu i wsp., 2013). Ponadto,
ekspresja receptorow PPAR w M1 ATM jest wyzsza niz w klasycznych makrofagach M1.
Zalezna od lipidow aktywacja PPAR w M1 ATM ogranicza silng odpowiedz zapalng
jednoczesnie rozciagajac ja w czasie (Odegaard i wsp., 2008; 2007; Kang i wsp., 2008).
Inflamasomy to biatkowe kompleksy znajdujace si¢ w cytoplazmie komorki, posredniczace
w odpowiedzi na stres. Wewnatrzkomorkowym receptorem odpowiadajacym za reakcje
zapalng w makrofagach, zwigzang z otyloscig jest inflamason NLRP3 (ang. nucleotide-
binding domain, leucine-rich-containing family, pyrin domain-containing-3 inflammasome,
NLRP3) (Swanson i wsp., 2019). Zwigzanie FFA z TLR4 wywotuje aktywacje NLRP3, ktory
w sposob zalezny od kaspazy 1 indukuje proteolityczne dojrzewanie IL-1f 1 IL-18, ktére sa
markerami przewleklego zapalenia tkanki tluszczowej (Wen 1 wsp., 2011; Swanson i wsp.,
2019). Czynnikami aktywujacymi NLRP3 sg tez reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxugen
species, ROS), ATP i destabilizacja lizosoméw (Wen i wsp., 2011; Swanson i wsp., 2019).
Poza TLR4 i TLR2, NLRP3 moze rowniez by¢ aktywowany przez receptor podobny do
bialek zawierajacych domene oligomeryzacji nukleotydow (ang. nucleotide-oligomerization
domain-containing protein-like receptor, NLR) ktory wigze wzorce molekularne zwigzane
z uszkodzeniem (ang. damage-associated molecular patterns, DAMP), pochodzace
z nekrotycznych adipocytow. Szlaki sygnalowe przedstawiajace interakcje makrofagdéw

1 adipocytow w trakcie rozwoju zapalenia WAT zostaty przedstawione na rycinie 6.
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Rycina 6. Mechanizm odpowiedzi zapalanej w WAT. AKT - kinaza bialkkowa B, ATP -
adenozynomonofosforan, CASP1 - kaspaza 1, DAMP - wzorce molekularne zwigzane z ukszodzeniem, FFA -
wolne kwasy ttuszczowe, IL-1B/6/18 - interleukina 1B/6/18, IR - receptor insulinowy, IRS1 - substrat receptora
insulinowego 1, KLB - koreceptor B-Klotho, MAPK - kinaza biatkowa aktywowana przez mitogeny, MCP1 -
peptyd chemotaktyczny monocytéw 1, NF-kB - czynnik jadrowy k aktywowanych komorek B, NLR - receptor
podobny do biatek zawierajacych domene¢ oligomeryzacji nukleotydow, NLRP3 - inflammasom, PTP1B -
biatkowa fosfataza tyrozyny 1 B, ROS - reaktywne formy tlenu, TLR2/4 - receptor toll-podobny 2/4, TNF -
czynnik martwicy nowotworu, TNFR - receptor czynnika martwicy nowotworow. Na podstawie: Ravaut i wsp.,
2020, zmodyfikowano.

4.7.2. Brunatna i bezowa tkanka tluszczowa
W BAT myszy karmionych dieta wysokotluszczowa (ang. high fat diet, HF) poziom
mRNA markeréw zapalenia oraz poziom infiltracji przez makrofagi sa mniejsze niz w WAT,
co sugeruje wzgledng oporno$¢ na zapalenie (Fitzgibbons i wsp., 2011). Niemniej jednak,
wydhuzony czas diety HF jest w stanie znaczaco podnie$¢ ekspresj¢ markerow zapalenia
takich jak F4/80 czy TNF. Wzrost ten jest zwigzany ze zwiekszong infiltracja makrofagow
oraz ze zwigkszong ekspresja gendw kodujacych cytokiny prozapalne w samych adipocytach
(Sakamoto i wsp., 2016; Roberts-Toler i wsp., 2015; Bae i wsp., 2014). Podobnie jak
w WAT, konsekwencjami metabolicznymi zapalenia BAT jest insulinoopornos¢. Zapalenie
BAT prowadzi do spadku intensywno$ci metabolizmu tej tkanki. Aktywacja TLR4 przez LPS
prowadzita do represji bragzowienia WAT, a zablokowanie ekspresji TLR4 prowadzito do
zniesienia tego efektu (Okla i wsp., 2018). Dlugotrwate podawanie myszom LPS prowadzito
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do spadku poziomu UCP1 w BAT (Nehr i wsp., 2017) a dootrzewnowe podanie TNF
prowadzito do zmniejszenia poziomu UCP1 w BeAT (Sakamoto i wsp., 2016). Rowniez inne
czynniki prozapalne, takie jak IL-1B, onkostatyna M czy fraktalkina CX3CL1 prowadzg do
spadku poziomu UCP1 w BAT oraz hamujg brgzowienie WAT (Goto i wsp., 2016; Sanchez-
Infantes i wsp., 2014; Sanchez-Infantes i wsp., 2017; Polyak i wsp., 2016). Zdolno$¢ do
bragzowienia WAT ro6zni si¢ w zaleznosci od lokalizacji anatomicznej tej tkanki u myszy
i u ludzi (Cancello i wsp., 2006). Podskorna tkanka tluszczowa charakteryzuje si¢ mniejszym
stopniem infiltracji przez prozapalne makrofagi niz tkanka trzewna, co skorelowane jest
z wigkszg zdolnoscig tkanki podskornej do brazowienia (Pou i wsp., 2007; Fontana i wsp.,
2007). Pochodzaca z M1 ATM IL-18 wykazuje silny efekt hamujacy brazownie WAT. Efekt
ten wydaje si¢ specyficzny dla procesu bragzowienia, poniewaz wplyw IL-18 na markery

termogenezy w klasycznym BAT jest duzo mniej wyrazny (Pazos i wsp., 2015).

4.8. Okolonaczyniowa tkanka tluszczowa

Okotonaczyniowa tkanka thuszczowa (ang. perivascular adipose tissue, PVAT) to rodzaj
tkanki thuszczowej towarzyszacy naczyniom krwiono$nym. Z uwagi na bliskie sasiedztwo
PVAT ze $ciang naczynia krwiono$nego oraz zwigzek funkcjonalny pomiedzy tymi
strukturami, PVAT uwazany jest obecnie za integralng cze¢s¢ uktadu krwionos$nego.
U czlowieka 1 u myszy PVAT otacza wigkszo$¢ naczyn krwiono$nych w organizmie, poza
naczyniami zlokalizowanymi w mézgu oraz kapilarami (Gao, 2007). Poczatkowo PVAT byl
uwazany jedynie za struktur¢ ochronng i podporowa dla tetnic (de Souza i wsp., 1984). Jedne
z pierwszych badan rozpoznajagcych wpltyw PVAT na skurcz naczynia krwiono$nego
wykazaly, ze obecno§¢ PVAT na szczurzej aorcie ma wplyw przeciwskurczowy,
antagonizujacy dziatanie noradrenaliny (Soltis i Cassis, 1991). Badania identyfikujace
czynniki rozluzniajace wydzielane przez tkanke ttuszczowa (ang. adipose-derived relaxing
factors, ADRF) otaczajacg szczurzg aort¢ (Lohn i wsp., 2002; Dubrovska i wsp., 2004;
Gollasch i wsp., 2004) zapoczatkowaly postrzeganie PVAT jako element aktywnie regulujacy
homeostazg naczyniowa. U myszy, PVAT zlokalizowany dookota aorty dzieli si¢ na odcinek
piersiowy (ang. thoracic PVAT, TPVAT) i brzuszny (ang. abdominal PVAT, APVAT) (Li
i wsp., 2021).

TPVAT posiada typowe dla BAT cechy histologiczne: obfity obszar cytoplazmy, liczne
mitochondria i wiele matych kropli lipidowych wewnatrz adipocytu (Fitzgibbons i wsp.,

2011; Padilla i wsp., 2013). TPVAT, podobnie jak BAT wykazuje wzgledng opporno$¢ na
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zapalenie wywolane dieta. Karmienie myszy dieta HF prowadzilo do hipertrofii adipocytow
w TPVAT i BAT, oraz nieznacznie zwigkszonej infiltracji przez M1 ATM. Zmiany te byly
powiagzane ze zwigkszeniem poziomu UCPI (Fitzgibbons i wsp., 2011). Wysoki poziom
ekspresji UCP1 w TPVAT w trakcie otyto$ci ma charakter adaptacyjny, poniewaz biatko to
zuzywa nadmiarowe FFA, pochodzace z lipolizy. Przeciwzapalne dziatanie UCP1 zwigzane
jest m.in. z hamowaniem inflammasomu NLRP3 i dojrzewania IL-1p (Gu i wsp., 2021). Brak
UCP1 prowadzit do zwigkszenia stresu siateczki srodplazmatycznej i indukcji reakcji zapalnej
w BAT (Bond i wsp., 2018). TPVAT reguluje homeostaze¢ naczyniowg pozostajgc
w interakcji z komponentami §ciany naczynia za pomoca wydzielanych czynnikow, takich jak
adipokiny i cytokiny. W stanie fizjologicznym TPVAT wydziela duze ilosci adiponektyny,
IL-4, IL-10, transformujacego czynnika wzrostu B (ang. transforming growth factor 8, TGFp),
1 omentyny, ktére hamujg rozwo6j zapalenia i obnizajg poziom stresu oksydacyjnego w $cianie
aorty, co przektada si¢ na prawidlowe funkcjonowanie EC i komodrek migsni gladkich naczyn
krwiono$nych (ang. vascular smooth muscle cells, VSMC) (Schiitz i wsp., 2019; Liu i wsp.,
2017; Adachi i wsp., 2022). Ponadto, okotonaczyniowe adipocyty wykazuja ekspresje biatka
podobnego do receptora lipoproteiny o malej gestosci 1 (ang. low-density lipoproptein
receptor related protein 1, LRP1), ktére hamuje zapalenie wewnatrz naczynia krwiono$nego
(Mu i wsp., 2021). BMP jest czynnikiem wydzielanym przez TPVAT, ktory przyczynia si¢ do
promowania brunatnego fenotypu adipocytow. Wysoki poziom ekspresji markerow
termogenezy w TPVAT zwiazany jest z dziataniem hamujacym zatrzymywanie cholesterolu
w S$cianie aorty i obnizeniem poziomu lokalnego zapalenia (Mu i wsp., 2021). Niemniej
jednak, ochronne dziatanie TPVAT na aorte jest zachowane przez krotki czas od wystapienia
niefizjologicznych warunkow. 4 tygodnie diety HF u myszy spowodowaly wzrost poziomu
brazowienia w TPVAT oraz produkcji homeostatycznych cytokin takich jak FGF21, BMP8B
i kininogenu 2 (KNG2) (Mestres-Arenas i wsp., 2022). Wynik ten sugeruje intensyfikacje
homeostatycznego profilu sekrecyjnego TPVAT w pierwszych tygodniach otylosci
wywotanej dietg. Wydtuzony okres trwania otylosci wywotanej dietg (16 tygodni) prowadzit
do zapalenia TPVAT, zwigkszenia produkcji ROS przez TPVAT i $ciang t¢tnicy oraz do
skurczu aorty. APVAT zwigzana jest z brzusznym odcinkiem aorty i1 posiada cechy
histologiczne charakterystyczne dla BeAT (Padilla i wsp., 2013). W wyniku karmienia myszy
dieta HF, APVAT akumuluje ttuszcz w wigkszym stopniu niz TPVAT, co jest zwigzane
z nizszym poziom ekspresji UCP1, oraz wigkszym stopniem zapalenia (Police i wsp., 2009;
Henrichot i wsp., 2005). Niemniej jednak, krotkotrwale karmienie myszy dieta HF nie
wywoluje w APVAT reakcji zapalnej (Mestres-Arenas i wsp., 2021), a adiponektyna
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wydzielana przez APVAT powoduje produkcj¢ tlenku azotu w EC oraz hamuje rozwdj plytki
miazdzycowej u myszy z brakiem ekspresji apolipoprteiny E (ApoE-/-) (Kalisz i wsp., 2021).
APVAT wydziela mniejsze ilosci adiponektyny i1 IL-10 niz TPVAT, oraz wigksze ilosci
cytokin prozapalnych (Padilla i wsp., 2013). W przebiegu otytosci APVAT, wykazuje wysoki
poziom infiltracji przez makrofagi (Li i wsp., 2017; 2019) oraz wydziela adipokiny: rezystyne
i wisfatyne (Park i wsp., 2014). Zarowno rezystyna, jak i wisftatyna wydzielana przez PVAT
prowadzi do zwigkszenia poziomu ekspresji osteopontyny w VSMC, ktora jest markerem ich
syntetycznego fenotypu (Park i wsp., 2014). Ekspresja osteopontyny w VSMC powigzana jest
z rozwojem tetniaka aorty brzusznej (ang. abdominal aorta aneurysm, AAA) (Bruemmer
I wsp., 2003). U pacjentow cierpigcych na AAA stwierdzono dodatnig korelacj¢ pomiedzy
nasileniem patologii aorty a zapaleniem APVAT (Henrichot i wsp., 2005; Ding i wsp., 2022).

W warunkach fizjologicznych, PVAT wywiera korzystne dziatanie na §cian¢ naczynia.
Szczurze aorty pozbawione PVAT wykazywatly stabsza odporno$¢ na stres mechaniczny oraz
utrate elastycznosci niz aorty z nieusuniegtym PVAT (Watts, i wsp., 2020; Tuttle i wsp., 2022).
Prawidlowo funkcjonujagca PVAT obok wydzielania czynnikow hamujacych miazdzyce
bierze rowniez udzial w termoregulacji myszy (Chang i wsp., 2012; Xiong i wsp., 2018).
W trakcie otylosci duze ilosci FFA pochodzacych z lipolizy przedostajg si¢ do przestrzeni
miedzykomoérkowej, indukujac zjawisko lipotoksycznosci (Saad 1 wsp., 2016). Ochronne
wlasciwosci PVAT wynikaja z zaleznego od UCPI utleniania FFA, co znosi efekt
lipotoksycznosci wywotany otytoscia (Fitzgibbons i wsp., 2011). Podstawowe cechy TPVAT
I APVAT zestawiono w tabeli 1.

Nieprawidtowe proporcje w profilu adipokin, cytokin i innych czynnikéw wydzielanych
przez PVAT, bedace wynikiem zaburzeh metabolicznych zwigzanych m.in. z otylo$cia, maja
negatywny wpltyw na komorki wchodzace w sklad naczynia krwiono$nego. Zjawisko to
zostato nazwane dysfunkcja PVAT (Guzik i wsp., 2007). Dysfunkcjonalny PVAT wydziela
duze ilosci prozapalnych czynnikéw, takich jak wisfatyna, chemeryna, rezystyna, IL-6, TNF
1 ROS, ktore indukujg skurcz naczyn poprzez zmniejszenie biodostepnosci tlenku azotu,
aktywuja EC, zwickszajac ekspresje bialek adhezji komoérkowej, prowadzac tym samym do
lokalnej akumulacji komoérek odporno$ciowych, oraz zmieniajgc fenotyp VSMC, co prowadzi
do utraty elastycznos$ci i integralnosci naczynia (Guzik i wsp., 2007). PVAT zwiera ponadto
liczne populacje komorek odpornosciowych o rdéznym stopniu zrdéznicowania. W PVAT
naczyn wiencowych $win, ktore przeszly zabieg angioplastyki balonowej stwierdzono
obecno$¢ komorek prozapalnych. Wynik ten sugeruje istnienie rozwoju odpowiedzi

immunologicznej w PVAT w wyniku uszkodzenia naczynia (Okamoto i wsp., 2001).
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Obecnos¢ tego rodzaju komoérek zostata pdzniej powigzana z utratg przeciwskurczowego
dziatania PVAT (Withers i wsp., 2011) oraz z rozwojem miazdzycy (Vela i wsp., 2007).
Zarowno same adipocyty w PVAT, jak i komoérki odpornosciowe sg zrodtem czynnikow
modulujacych dziatanie naczyn krwionos$nych, a w przebiegu zaburzen metabolicznych ich
Zmieniony profil inicjuje i poglebia nieprawidtowosci w strukturze i funkcji EC i VSMC.
Nieprawidlowosci te, takie jak dysfunkcja EC czy utrata kurczliwos$ci i przetaczenie
fenotypowe VSMC sg gtownymi czynnikami przyczyniajacymi si¢ do rozwoju patologii

naczyniowych, takich jak miazdzyca, t¢tniaki i nadcisnienie.

Tabela 1. Porownanie cech TPVAT i APVAT. Na podstawie Li i wsp., 2021, zmodyfikowano.

Cecha TPVAT APVAT

. Odcinek od tuku aorty do Odcinek od przepony do
Lokalizacja .
przepony rozwidlenia aorty
Rozmiar adipocytéow 20 ym - 50 pm 50 pm - 100 ym
Rodzaj adipocytow Brunatne Biale i bezowe

Mitochondria

Bardzo liczne

Srednio liczne lub mato

progenitorowych/
macierzystych

SM22a", Myf5" IMyf5",
Pparg®, Pdgfra™, Zic1*

liczne
Krople lipidowe Wiele matych Wiele matych lub jedna duza
Ekspresja UCP1 Wysoka Niska
Wiele linii komoérkowych,
Pochgdzenle w ty,m multlpotenCJaIne Mezoderma
embrionalne komorki neuroektodermy
I mezoderma
Markery komorek

SM22a", Pparg”,
Zicl

Geny ulegajace ekspresji

Ucpl, Prdm16, Pgcla, Cidea,

Hoxc8, Nnat, Sncg,

Wplyw na homeostaze
naczyniowa

I przeciwzapalny.
U ludzi przyczynia si¢ do
rozwoju miazdzycy

na wysokim poziomie Pparg, Ebf2 Mest
U myszy
przeciwmiazdzycowy U myszy i ludzi prozapalny

1 promujacy formowanie si¢
tetniakOw aorty

Cidea - efektor A podjednostki alfa czynnika fragmentacji DNA indukujacego $mier¢ komorki, Ebf2 - czynnik
wczesnego roznicowania komoérek B 2, Hoxc8 - homeoboks C8, Mest - transkrypt specyficzny dla mezodermy,
Myf5 - czynnik miogenezy 5, Nnat - neuronatyna, Pdgfra - receptor o czynnika wzrostu wydzielanego przez
trombocyty, Pparg - receptor aktywowany przez proliferatory peroksysoméw gamma, Prdml6 - biatko
zawierajace domene PR 16, SM22a - transgelina, Sncg - synukleina gamma, Ucpl - biatko rozprzegajace 1,
Zicl - biatko z motywem palca cynkowego moézdzku.
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4.9. Desaturaza stearoilo-CoA 1

4.9.1. Regulacja ekspresji i aktywnoSci desaturazy stearoilo-CoA

Desaturaza steraoilo-CoA 1 (ang. stearoyl-CoA desaturase 1, SCD1) jest enzymem
szlaku lipogenezy, obecnym w wielu tkankach w organizmie, m.in. w tkance tluszczowe;j,
skorze, sercu, watrobie i wyspach trzustkowych (Zhang i wsp., 2020; Dziewulska i wsp.,
2020; Fang i wsp., 2022; Dobosz i wsp., 2023; Olichwier i wsp., 2020). SCD1 jest enzymem
zakotwiczonym w btonie ER, katalizujgcym przeksztatcenie nasyconych kwasow
thuszczowych (ang. saturated fatty acids, SFA): palmitynowego (C16:0) i stearynowego
(C18:0) w jednonienasycone kwasy tluszczowe (ang. monounsaturated fatty acids, MUFA),
tj. odpowiednio: palmitoolieinowy (C16:1) i oleinowy (C18:1) (ALJohani i wsp., 2017).
Transkrypcja genu kodujacego SCD1 znajduje si¢ pod kontrolg lipogennych czynnikéw
transkrypcyjnych, takich jak receptor watrobowy X (ang. liver X receptor, LXR), SREBPIc
i ChREBP (ALJohani i wsp., 2017; Chen i wsp., 2004). Ekspresja i aktywno$¢ SCD1 sa
regulowane przez czynniki bedace sktadnikami diety. Wykazano, ze kwas C16:1 hamuje
poziom ekspresji i aktywnos¢ SCD1 (Yang i wsp., 2011; Cao i wsp., 2008). Z kolei SFA,
fruktoza, glukoza i etanol podnosza ekspresje i aktywnos¢ SCD1 (Brenner i wsp., 2003; Lé
I wsp., 2008). Mechanizm reakcji katalizowanej przez SCD1 obejmuje kaskadeg reakcji
redoks, zapoczatkowang przez przejecie elektronu z czasteczki NADPH przez zwigzany
z reduktazg cytochromu bs FAD. Transport elektronow na cytochrom bs pozwala na
przej$ciowa redukcje Fe® do Fe?", ktora z kolei umozliwia reakcje desaturacji. Reakcja ta jest
zatem reakcjg utleniania, zalezng od koncowego akceptora elektronéw: atomu tlenu, ktéry
w wyniku tej reakcji uwalniany jest w postaci czasteczki wody (Shen i wsp., 2004; Wang
i wsp., 2015; Petroff i wsp., 2021). Schemat reakcji katalizowanej przez SCD1 zostat

przedstawiony na rycinie 7.
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Oleilo-CoA

=

Cytoplazma Stearoilo-CoA

NAD(P)H + H*

NAD(P)* Reduktaza

cytochromu Cytochrom

Swiatfo ER
Rycina 7. Mechanizm reakcji desaturacji katalizowanej przez desaturaze steraoil-CoA 1 (SCD1). CoA -
koenzym A, ER - retikulum endoplazmatyczne, FADH,/FAD - zredukowana/utleniona forma dinukleotydu

flawionoadeninowego, NAD(P)H/NAD(P)" - zredukowana/utleniona forma (fosforanu) dinukleotydu
nikotynoamidoadenionowego. Na podstawie: Tabaczar i wsp., 2018, zmodyfikowano.

4.9.2. Rola SCD1 w regulacji metabolizmu

MUFA wytworzone przez SCD1 stanowia substraty do syntezy bardziej zloZzonych
frakcji lipidowych, takich jak TAG, DAG, estry cholesterolu i fosfolipidy (ang.
phospholipids, PL). Z tego powodu, dostepnos¢ MUFA/aktywno$¢ SCD1 determinuje tempo
zachodzenia wielu przemian metabolicznych w komoérce (ALJohani i wsp., 2017). Aktywnosé
SCD1 powigzana jest z wieloma zaburzeniami, takimi jak nowotwory, otylo$¢, cukrzyca typu
drugiego i zapalenie (Tracz-Gaszewska i wsp., 2023; Liu i wsp., 2011; Hulver i wsp., 2005).
W otyltosci, poziom i aktywno$¢ SCD1 w tkance tluszczowej wzrasta (Warensjo 1 wsp., 2006;
Attie i wsp., 2002). Myszy z unieczynnieniem genu Scdl (SCD1-/-) oraz z wyciszeniem Scdl
wylacznie w watrobie byly odporne na otylo§¢ wywolang dieta HF oraz dietg
wysokoweglowodanowg (Ntambi i wsp., 2002; Miyazaki i wsp., 2007; 2009). Indeks
desaturacji, jako stosunek MUFA/SFA, jest posrednim wskaznikiem aktywnosci SCDI.
Podwyzszony indeks desaturacji w surowicy pacjentow zwigzany jest ze zwigkszonym
ryzykiem otylo$ci, insulinoopornosci i cukrzycy typu drugiego (Warensjo i wsp., 2005; Yew
Tan i wsp., 2015; Wang i wsp., 2003). SCD1 bierze ponadto udziat w regulacji utleniania
kwasow tluszczowych. Zahamowanie aktywnosci SCDI1 w migéniach szkieletowych
prowadzito do zwigkszenia poziomu fosforylacji AMPK, wzrostu i B-oksydacji (Dobrzyn

i wsp., 2004). U pacjentow zyjacych z otyloscig stwierdzono wzrost ekspresji SCD1,
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akumulacje TAG i obnizenie tempa B-oksydacji (Hulver i wsp., 2005). SCD1 reguluje tez
lipolizg, cho¢ wptyw SCDI na ten proces wydaje si¢ zaleze¢ od kontekstu metabolicznego
i rodzaju tkanki. Brak SCD1 w mig$niu sercowym oraz w BAT prowadzit do zwigkszenia
tempa lipolizy (Bednarski i wsp., 2016; Lee i wsp., 2004). W biatych adipocytach 3T3-L1
zahamowanie aktywno$ci SCD1 prowadzilo do zahamowania lipolizy poprzez zmniejszenie
poziomu biatek poziomu HSL i ATGL, a brak SCD1 w tkance tluszczowej i w watrobie nie
zmienit tempa lipolizy (Flowers i wsp., 2012).

Przewlekle, uogélnione zapalenie, charakterystyczne dla otylosci, wywotane jest m.in.
przez akumulacj¢ SFA (Johnson i wsp., 2008; Lundman i wsp., 2007; Tamer i wsp., 2020),
jednoczesnie MUFA hamuja rozwdj reakcji zapalnej poprzez indukcj¢ polaryzacji M2 ATM
oraz hamowanie inflammasomu NLRP3 (Yang etal., 2019; Finucane i wsp., 2015). Co wigcej,
indukcja aktywnosci SCD1 w makrofagach prowadzita do obnizenia odpowiedzi zapalnej
poprzez zahamowanie czynnika réznicowania mieloidalnego 88 (ang. myieloid differentiation
factor 88, MyD88) (Hsieh i wsp., 2020). Inhibicja SCD1 w adipocytach rowniez prowadzita
do zwigkszenia ekspresji markerow zapalenia (Ralston i wsp., 2016), a nadekspresja SCD1
w komorkach migéni szkieletowych prowadzita do zmniejszenia stresu ER 1 zapalenia
wywotanych kwasem palmitynowym (Peter i wsp., 2009). Polimorfizmy genéw SCD1 sg
zwigzane ze zmianami w poziomie czynnikdw prozapalnych, wrazliwo$ci na insuling oraz
dystrybucji tkanki ttuszczowej u ludzi (Gong i wsp., 2011; Stryjecki i wsp., 2012; Warensjo
i wsp., 2007). Wyniki te wskazuja, ze podwyzszona aktywno$¢ SCD1 zwigzana jest

z regulacja reakcji zapalnej.

4.9.3. Rola SCD1 w funkcjonowaniu tkanki thuszczowej

SCD1 jest enzymem ulegajacym ekspresji na wysokim poziomie w WAT 1 BAT (Liu
i wsp., 2011). Badania z uzyciem adipocytow 3T3-L1 oraz mysich modeli z wyciszeniem
ekspresji SCD1 dostarczyly informacji pozwalajacych na ustalenie roli SCD1 w regulacji
metabolizmu 1 funkcji sekrecyjnej tkanki ttuszczowej. Myszy z wyciszeniem SCD1 w catym
organizmie charakteryzowaty si¢ podwyzszonym poziomem ekspresji GLUT1 w trzewnej
WAT, co wplywalo na poprawiong tolerancj¢ glukozy w warunkach diety HF. Byto to
powigzane ze zwigkszong produkcjg adiponektyny (Hyun i wsp., 2010). Brak ekspresji SCD1
byt powigzany rowniez z podwyzszonym poziomem GLUT4 w brunatnych adipocytach, co
aktywowato szlak insulinowy (Rahman i wsp., 2005).

SCDI1 jest negatywnym regulatorem brazowienia WAT. Brak SCDI1 prowadzit do

zwigkszenia poziomu ekspresji gendéw termogenezy w adipocytach zréznicowanych z SVF
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oraz w trzewnej WAT (Liu i wsp., 2020). Z drugiej jednak strony, ekspozycja na zimno
prowadzita do zwigkszenia ekspresji SCD1 i syntezy kwasu oleinowego w podskornej tkance
thuszczowej. Zmiany te byly powigzane ze wzrostem poziomu UCPI, lipolizy 1 lipofagii (Zou
i wsp., 2020). Sprzeczno$¢ ta moze by¢ spowodowana réznicami w fenotypie metabolicznym
podskornej i trzewnej WAT oraz odmienng rola SCD1 w regulacji metabolizmu tych tkanek.
Poziom MUFA jest dodatnie skorelowany z masg WAT (Yew Tan i wsp., 2015). Myszy
SCD1-/- wykazuja zmniejszony poziom syntezy TAG i estrow cholesterolu oraz wykazuja
zmniejszong mas¢ WAT (Miyazaki i wsp., 2000). Rowniez adipocyty 3T3-L1, w ktorych
zahamowana jest aktywno$¢ SCD1, akumuluja mniejsze ilosci TAG (Ralston i Mutch, 2015;
Ralston i wsp., 2014). Pomimo, ze MUFA podlegaja mniej wydajnej estryfikacji niz SFA,
oraz pomimo spadku akumulacji TAG w WAT myszy z globalnym wyciszeniem, poziom
enzymow szlaku lipogenezy byt u nich podwyzszony (Burhans i wsp., 2015). Myszy
z globalnym unieczynnieniem SCD1 z jednoczesng nadekspresja SCD1 w watrobie
wykazywaly natomiast zmniejszony poziom enzymow lipogenezy w tkance tluszczowej, ale
masa tej tkanki byta wyzsza niz u myszy z globlanym unieczynnieniem SCD1. Prowadzi to
do konkluzji, ze lipogeneza de novo w tkance tluszczowej jest gtownie regulowana przez
kwas C18:1, syntezowany przez SCD1 w watrobie (Miyazaki i wsp., 2007; Burhans i wsp.,
2015).

4.9.4. Rola SCD1 w funkcjonowaniu ukladu sercowo-naczyniowego

SCDI1 odgrywa rowniez istotna role¢ w utrzymaniu homeostazy naczyniowej. Fizyczny
nacisk na komorki $rodblonka, wywotany przeptywem krwi, prowadzi do zaleznego od
PPARy zwigkszenia ekspresji SCDI (Qin i wsp., 2007). Nadekspresja SCD1
w mezenchymalnych komoérkach macierzystych, wyizolowanych ze szpiku kostnego,
zwigkszata poziom zréznicowania tych komoérek w kierunku EC (Lu i wsp., 2014).
Aktywnos¢ SCD1 ma ochronny wptyw na przezywalno$¢ EC i utrzymanie integralno$ci
naczynia krwionosnego. Nadekspresja SCD1 w ludzkich EC chronila je przed
lipotoksyczno$cig wywotang kwasem C16:0 (Peter i wsp., 2008). W poczatkowym etapie
rozwoju miazdzycy dochodzi do akumulacji LDL w wewngtrznej warstwie tetnicy, w tym w
EC. Akumulacja lipidéw w EC prowadzi do wyhamowania aktywnosci SREBP1 i spadku
ekspresji SCD1. Niski poziom ekspresji SCD1 prowadzi do zwigkszenia poziomu $mierci EC
na drodze ferroptozy i w konsekwencji przerwania ciaglo$ci wewnetrznej warstwy tetnicy
(Wang i wsp., 2024). Nadekspresja SREBP1 lub suplementacja MUFA zmniejszata
toksyczny wptyw LDL na EC (Wang i wsp., 2024). Dodatkowo, SCD1 jest czynnikiem
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posredniczacym

w korzystnym wplywie treningu aerobowego na EC (Cavallero i wsp., 2024). W EC myszy
majgcych mozliwo$¢ treningu acrobowego ad libitum stwierdzono wyzszy poziom SCDI
1 MUFA. Bylo to zwigzane z poprawionymi parametrami przeptywu krwi w tetnicach
(Cavallero i wsp., 2024). Jednocze$nie myszy z unieczynnieniem SCD1 w EC miaty
podwyzszony poziom bialek adhezji komodrkowej, aktywacj¢ szlaku NF-xB i utrudniony
przeptyw krwi przez aorte (Cavallero i wsp., 2024). Przedstawione wyniki mogg stanowi¢
potencjalne wytlumaczenie, dlaczego myszy SCD1-/- LDLR-/- pomimo korzystnego fenotypu
metabolicznego, wykazuja pogorszone objawy miazdzycy w aorcie (MacDonald i wsp., 2009;
Brown i wsp., 2008). Wykazano ponadto, ze SCDI1 jest istotnym czynnikiem posredniczagcym
w indukcji angiogenezy przez ischemiczne kardiomiocyty. Sugeruje to, ze SCD1 moze by¢
zaangazowana w rewaskularyzacj¢ migsnia sercowego po zawale (Gan i wsp., 2022). SCD1
reguluje rowniez funkcje VSMC. Zahamowanie aktywnosci SCD1 w VSMC prowadzito do
zwigkszenia stresu ER i powstawania zwapnien (Masuda i wsp., 2015), a nadekspresja SCD1
w VSMC prowadzita do zmniejszenia lipotoksycznego efektu utlenionej formy lipoprteiony
i matej gestosci (ang. oxidized low-density lipoprotein, ox-LDL) poprzez aktywacj¢ lipofagii.
Wiyniki te pokazuja, ze aktywnos¢ SCD1 moze mie¢ hamujacy wplyw na rozwoj miazdzycy
zardwno poprzez wptywanie na EC, jak i VSMC. Globalne unieczynnienie SCD1 prowadzi
do aktywacji metabolizmu glukozy z jednoczesnym wyhamowaniem B-oksydacji (Dobrzyn
I wsp., 2008). Myszy ob/ob, ktore rozwijaja spontanicznie otyto§¢ z powodu braku
mozliwosci wytwarzania leptyny po globalnym unieczynnieniu SCDI1 maja poprawiong
funkcje skurczowg 1 rozkurczowa serca, co bylo zwigzane ze zmniejszonym poziomem
akumulacji thuszczu w kardiomiocytach oraz ze zahamowaniem ich apoptozy (Dobrzyn
i wsp., 2010). Obnizenie poziomu TAG w sercu myszy z unieczynnieniem SCD1 zwigzane

jest z aktywacja szlaku lipolizy (Bednarski i wsp., 2016).
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5. ZALOZENIA I CELE PRACY

PVAT wydziela spektrum czynnikow regulujacych homeostaze naczyniows.
Zaburzenia metaboliczne tkanki ttuszczowej wywotane otylo$cig powigzane sg ze zmiennym
profilem wydzielanych przez PVAT adipokin, co prowadzi do rozwoju wielu powiktan,
w tym komplikacji sercowo-naczyniowych. U myszy aortalna okotonaczyniowa tkanka
thuszczowa dzieli si¢ na odcinek piersiowy (TPVAT) i brzuszny (APVAT). TPVAT posiada
cechy histologiczne i fizjologiczne zblizone do brunatnej tkanki thuszczowej (BAT),
charakteryzujac si¢ wysoka aktywnoscig oksydacyjng i wysoka zawarto$cig mitochondriow.
Z kolei APVAT posiada cechy biatej tkanki ttuszczowej, co wigze si¢ z magazynowaniem
lipidow 1 nizszg aktywnoscig metaboliczng. W takcie otytosci TPVAT wykazuje wicksza niz
APVAT odpornos¢ na powstawanie stanu zapalnego i rekrutacje prozapalnych makrofagow.

Desaturaza stearoilo-CoA 1 (SCDI1) jest enzymem katalizujacym przeksztalcenie
nasyconych kwasow thuszczowych w jednonienasycone kwasy ttuszczowe. W trakcie otytosci
ekspresja 1 aktywno$¢ SCD1 w tkance tluszczowej wzrasta, co wplywa na metabolizm
1 zapalenie tkanki thuszczowej. Brak ekspresji SCD1 zwigksza ekspresj¢ cytokin prozapalnych
w tkance tluszczowej, ktore promuja rekrutacje makrofagow i rozwoj przewleklego stanu
zapalnego. Ponadto, myszy z wyciszeniem SCD1 charakteryzuja si¢ pogtebionymi zmianami
miazdzycowymi. Z drugiej strony, nadekspresja SCD1 zmniejsza poziom zwapnienia
w komorkach migs$ni gladkich naczyn krwiono$nych oraz hamuje ich patologiczne
przemodelowanie poprzez zmniejszanie akumulacji cholesterolu oraz wygaszanie prozapalnej
aktywacji komorek srodbtonka.

Dotychczasowe badania, ktore skupiaty si¢ na roli SCDI w regulacji homeostazy
naczyniowej nie obejmowaty interakcji pomigdzy PVAT a naczyniami krwiono$nymi. Z tego
powodu, celem niniejszej pracy doktorskiej bylo poznanie zaleznych od SCDI1 szlakow
sygnatowych zaangazowanych w regulacje funkcjonowania PVAT. Szczegdtowe zagadnienia
badawcze obejmowaty:

1. Poznanie roli SCD1 w regulacji metabolizmu energetycznego TPVAT i APVAT

myszy,

2. Okreslenie wptywu ekspresji SCD1 na rozwdj stanu zapalnego w PVAT

wywotanego dieta wysokottuszczowa,

3. Zbadanie wpltywu SCDI1 na zwigzek pomiedzy funkcja wydzielnicza

okotonaczyniowych adipocytéw a funkcjonowaniem komodrek §rodblonka

naczyniowego i komoérek migséni gtadkich naczyn krwionosnych.
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6. MATERIALY I METODY

6.1. Model in vivo

W celu zbadania roli SCD1 w regulacji funkcjonowania PVAT, wykorzystano samce
myszy z globalnym nokautem genu Scdl (SCD1-/-) (Miyazaki i wsp., 2001). Jako grupe
kontrolng wykorzystano samce myszy typu dzikiego (ang. wild type, WT), szczepu
C57BL6/J. Kontrolne myszy WT i SCD1-/- karmione byty standardowg dieta laboratoryjna
(chow) (Ssniff, Soest, Niemcy, nr kat. v153x), w ktorej 8% wartosci energetycznej stanowi
thuszcz. W celu wywotania stanu zaawansowanej otylosci, myszy WT i SCD1-/- karmione
byly dieta HF (Ssniff, nr kat. E15742-34), w ktorej 60% wartosci energetycznej pochodzi
z thuszczu przez 16 tygodni (16 HF). Dieta HF zawierata dwa rodzaje MUFA: kwas C 16:1
(0,94%) 1 kwas 18:1 (13,97%). Stan wczesnej otylosci u myszy WT i SCD1-/- indukowano
poprzez karmienie myszy dieta HF przez 8 tygodni (8 HF). Myszy poddawano eutanazji
w wieku 20-22 tygodni. Dostgp do pokarmu i wody byt nieograniczony. Myszy hodowane
byly w temperaturze otoczenia 19+2°C o statej wilgotnosci powietrza (okoto 55%). Cykl
dnia/nocy byt regulowany automatycznie i trwat odpowiednio 12/12 godzin. Przyrost masy
ciala myszy byl monitorowany systematycznie, co 7 dni. TPVAT i APVAT izolowano
poprzez wycigcie aorty wraz z PVAT. Po kilkukrotnym przeptukaniu aorty w zimnym
buforze fosforanowym PBS (ang. phosphate-buffered saline) (137 mM NaCl, 2,7 mM KClI,
10 mM NaH;PO,, 1,8 mM KH,PO,4 pH = 7,4), zawierajacym 10 mM EDTA w celu usuniecia
krwi, PVAT oddzielono od aorty za pomocag pesety. TPVAT izolowano z piersiowego
odcinka aorty: pomigdzy tukiem aorty a przepona. APVAT izolowano z brzusznego odcinka
aorty: od przepony do rozwidlenia biodrowego aorty. Nastgpnie tkanki przenoszono do
plastikowych probowek i natychmiast zamrazano w cieklym azocie. Tkanki przechowywano
w temperaturze -80°C do czasu dalszych analiz. Wszystkie procedury z udzialem zwierzat
zostaly zatwierdzone przez I Lokalng Komisje Etyczng ds. Doswiadczeh na Zwierzgtach

w Warszawie.

6.1.1. Analiza biochemiczna osocza

Krew myszy pobierano metoda punkcji serca. Po otwarciu klatki piersiowej, od strony
koniuszka serca wprowadzano jatows igle iniekcyjng o wymiarach 0,6 mm x 25 mm do lewej
komory serca i pobierano krew poprzez powolne odwodzenie tloka strzykawki. Krew

nastepnie przenoszono do proboéwki i odwirowywano w temperaturze 4°C z predkoscia
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1500 x g przez 10 minut. Osocze przenoszono nastepnie do nowej probowki i zamrazano
natychmiast w cieklym azocie. Osocze przechowywano w -80°C do czasu dalszych analiz.

Stezenie glukozy w osoczu zostato zmierzone za pomocg zestawu firmy BioSystems (nr
kat. 11503), zgodnie z protokotem producenta. Do 1 ml odczynnika zawierajacego oksydaze
glukozowa dodawano 10 pl osocza lub standardu glukozy o st¢zeniu 5,55 mM. Mieszaning
inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej, po czym zmierzono absorbancje
mieszaniny za pomocg czytnika TECAN Infinite M200 Pro (Méannedorf, Szwajcaria) przy
dtugosci fali 500 nm.

Stezenie cholesterolu w osoczu zostalo zmierzone za pomocg zestawu firmy
BioSystems (nr kat. 11505), zgodnie z protokotem producenta. Do 1 ml odczynnika
zawierajacego oksydaze cholesterolowa dodawano 10 pl osocza lub standardu cholesterolu
o stezeniu 5,18 mM. Mieszaning inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej, po
czym zmierzono absorbancj¢ mieszaniny za pomocg czytnika TECAN Infinite M200 Pro przy
dhugosci fali 500 nm.

Stezenie TAG w osoczu zostato zmierzony za pomocg zestawu firmy BioSystems (nr
kat. 11505), zgodnie z protokotem producenta. Do 1 ml odczynnika zawierajacego oksydaze
glicerolo-3fosforanowg dodawano 10 pl osocza lub standardu glicerolu o stezeniu 2,26 mM.
Mieszanine inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej, po czym zmierzono
absorbancje¢ mieszaniny za pomoca czytnika TECAN Infinite M200 Pro przy dtugosci fali
500 nm.

6.1.2. Dootrzewnowy test obcigzenia glukoza

Test obciazenia glukoza wykonywano w ostatnim tygodniu trwania eksperymentu.
Przed testem, myszy byly glodzone przez 12 godzin. W pierwszej kolejnosci dokonano
pomiaru stezenia glukozy na czczo. Nastgpnie dootrzewnowo podawano glukoze w dawce
2 g/kg masy ciata. Zmiany w poziomie glukozy mierzono po czasie 15, 30, 60, 90 i 120
minut. Pomiarow dokonywano za pomocag glukometru Optium Xido. Krew pobierano

z koncowki nacigtego ogona myszy.

6.1.3. Przygotowanie tkanek do analiz histologicznych

Tkanki utrwalano przez 3 dni w 4% roztworze paraformaldehydu w 4°C. Po wyptukaniu
paraformaldehydu, tkanki odwodniono w rosngcym stezeniu etanolu: 50%; 70%; 80%; 90%
1 100%. Tkanki inkubowano przez 1 godzing w kazdym roztworze etanolu. Nastgpnie

przeniesiono je do mieszaniny etanol:ksylen, zmieszanych w stosunku 1:1 (v:v) na 1 godzine,
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a nastgpnie do 100% ksylenu na 1 godzine. Tkanki zostaly nast¢pnie przeniesione do
mieszaniny ksylen:parafina o temperaturze 52°C na 1 godzing, a nastgpnie umieszczone
w parafinie o temperaturze 52°C na 18 godzin. Tkanki zatopiono w bloczku parafinowym za
pomocg zatapiarki modutowej (Microm EC350). Po zatopieniu w parafinie, tkanki poci¢to na
skrawki o grubosci Sum za pomocg mikrotomu Zeiss Hyrax MS5S5. Preparaty wykonano
w Pracowni Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego PAN.

6.1.4. Barwienia histochemiczne

Przed wykonaniem barwienia, z tkanek usuni¢to parafing poprzez inkubacje preparatow
2 X 3 minuty w ksylenie oraz 1 x 3 minuty w mieszaninie ksylen:etanol w stosunku 1:1 (v:v).
Nastepnie tkanki inkubowano po 3 minuty w roztworach o malejagcym st¢zeniu etanolu:
100%; 95%; 70%; 50%. Tkanki przenoszono nastepniec do wody na 10 minut. Do oceny
struktury PVAT wykorzystano barwienie hematoksyling i eozyng. Preparaty inkubowano
w pierwsze] kolejnosci w roztworze z hematoksyling (Sigma, nr kat. GHS116) przez
1 minute. Po wyptukaniu nadmiaru barwnika w wodzie, preparaty barwiono eozyng (Sigma,
nr kat. HT110116) przez 1 minute. Nadmiar barwnika rowniez wyptukano woda.
Hematoksylina barwi jadra komoérkowe na fioletowo, natomiast eozyna barwi cytoplazme
komorki na rézowo. W celu wybarwienia wildkien kolagenowych, uwodnione tkanki
traktowano hematoksyling przez 1 minutg¢. Po odptlukaniu nadmiaru barwnika w wodzie,
tkanki barwiono w mieszaninie kwasu pikrynowego i czerwieni Syriusza (Abcam, nr kat.
146832) przez 10 minut. Nadmiar barwnika zostat wyptukany w wodzie. Po wykonaniu
barwienia, tkanki poddano odwodnieniu poprzez inkubacj¢ w rosnacych stezeniach etanolu:
50%; 70%; 95%; 100%. Kazda inkubacja trwata 1 minutg. Aby uzyska¢ klarowny obraz,
tkanki nastepnie inkubowano w mieszaninie ksylen:etanol w stosunku 1:1 (v:v) przez
1 minute, a nastepnie preparat inkubowano w ksylenie przez 2 minuty. Po wyschnigciu, na
preparaty nakropiono medium do preparatow mikroskopowych (Leica, nr kat. 140464300011)
1 zamknigto szkietkiem nakrywkowym.

6.1.5. Analizy histologiczne

Zdjecia preparatow TPVAT i APVAT mysz WT i SCD1-/-, wybarwionych za pomocag
hematoksyliny i eozyny lub czerwieni Syriusza zostaly wykonane mikroskopem §wietlnym
Olympus VS110 (Olympus, Tokyo, Japonia). Udziat kropli lipidowych w calkowitej

powierzchni tkanki obliczono jak opisano wczesniej przez Tero i wsp., (2022) z uzyciem
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oprogramowania ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, Stany Zjednoczone).
Obraz tkanki zostal przeksztatlcony tak, aby wykluczy¢é wszystkie obszary nie zajmowane
krople lipidowe. Nastepnie, wygenerowano obraz obejmujacy caly obszar tkanki,
z wylagczeniem kropli lipidowych. Powstale obrazy natozono na siebie i obliczono
powierzchni¢ catkowitej tkanki i tkanki z wykluczonymi kroplami lipidowymi. Udzial
kolagenu w $cianie aorty zostat okreslony na podstawie intensywnosci wybarwienia

czerwienig Syriusza za pomocg oprogramowania ImageJ.

6.1.6. Mikroskopia elektronowa

Po wycieciu, fragmenty tkanek o objetosci okoto 1 mm?® zostaly wyptukane zimnym
PBS, zawierajacym 1 mM EDTA. Nastepnie tkanki zostaty przeniesione do 2,5% roztworu
aldehydu glutarowego na 2 godziny, w temperaturze pokojowej. Po trzykrotnym wyptukaniu
w zimnym PBS, tkanki przeniesiono do 1% roztworu tlenku osmu i inkubowano 12 godzin
w temperaturze pokojowej. Nastepnie proby trzykrotnie przeptukano woda destylowang przez
10 minut. Tkanki zostaly odwodnione poprzez inkubacj¢ w rosngcym st¢zeniu etanolu (30%,
50%, 70%, 90%, 100%). Tkanki byly inkubowane w kazdym roztworze przez 10 minut
w temperaturze pokojowej. Nastepnie tkanki zostaly zanurzone w zywicy epoksydowej Agar
100 (Agar Scientific, Wielka Brytania) i inkubowane przez 24 godziny w temperaturze
pokojowej. Nastepnie proby zalano $wieza zywica w silikonowych foremkach
1 polimeryzowano w piecu w temperaturze 60°C przez 48 godzin. Z utwardzonych blokéw
wycieto ultracienkie skrawki o grubosci 60 nm za pomoca ultramikrotomu (Leica Ultracut).
Skrawki przeniesiono na siatki miedziane pokryte filmem z formwaru i kontrastowano przez
10 minut w 2% roztworze octanu uranylu, a nastgpnie przez 5 minut w 0,4% roztworze
cytrynianu otowiu. Tkanki obrazowano w transmisyjnym mikroskopie elektronowym JEM
1400 (Tokio, Japonia) przy napigciu przyspieszajacym 80kV w Pracowni Mikroskopii
Elektronowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN
w Warszawie. Oceny ultrastruktury mitochondriow dokonano przy powigkszeniu 8000 x

z wykorzystaniem oprogramowania ImageJ.

6.1.7. Gestos¢ sieci naczyn krwionosnych

Gestos¢ sieci naczyn krwionosnych okreslono zgodnie z protokotem opublikowanym
przez Willows i wsp., (2022). Po wyizolowaniu, PVAT zostal przeniesiony do 2% roztworu
paraformaldehydu i inkubowany przez 24 godziny w 4°C. Nastgpnie, paraformaldehyd

wyptukano za pomoca PBS 1 dokonano redukcji grubosci preparatu (osi Z) poprzez $cisnigcie
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preparatéw miedzy szkietkami mikroskopowymi przez 1,5 godziny w 4°C. Po redukcji
osi Z, preparaty przeniesiono do roztworu 2,5% BSA i 1% detergentu Triton X-100 w celu
zablokowania niespecyficznych miejsc wigzania 1 zwigkszenia przepuszczalnosci bion
biologicznych. Nastepnie preparaty przeniesiono do 5% roztworu H;O, w 20%
dimetylosulfotlenku (DMSO) w 100% metanolu w celu wygaszenia autofluorescencji.
Inkubacje prowadzono 24 godziny w 4°C. Po wygaszeniu autofluorescencji, proby
inkubowano z roztworem izolektyny skoniugowanej z barwnikiem fluorescencyjnym
AlexaFluor488 (Thermo Fisher, nr kat. 121411) o stezeniu 5 pg/ml w 4°C przez 24 godziny.
Po wyptukaniu barwnika, preparaty zamkni¢to, uzywajagc medium do preparatow
fluorescencyjnych. Obrazowania dokonano za pomocg skanujacego mikroskopu
konfokalnego Leica SP8 w Pracowni Obrazowania Struktury i Funkcji Tkanek, Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie. Ggsto$¢ naczyn
zostata obliczona jako udzial powierzchni naczyn w catkowitej przeanalizowanej powierzchni

za pomocg oprogramowania ImageJ.

6.1.8. Pomiar aktywnosci ATGL

Aktywnos¢ ATGL w PVAT zostata zmierzona za pomoca substratu dla lipaz EnzCheck
(Thermo Fischer, nr kat. E33955). Tkanki zostaly zhomogenizowane w buforze zawierajagcym
20 mM Tris-HCI pH=7,4; 2 mM EGTA,; 2 mM EDTA; 2 mM NazVO, 1 mM PMSF; 10 mM
2-merkaptoetanolu; 5 pg/ml pepstatyny; 10 pg leupetyny i 1,4 pg aprotyniny za pomoca
homogenizatora nozowego IKA T10 basic. Proby odwirowywano z predkoscig 10000 x g
w 4°C przez 10 minut. Nadsacz zostat przeniesiony do nowych probowek 1 dokonano pomiaru
stezenia biatka uzywajac odczynnika Bradford Protein Assay. Mieszanina reakcyjna zostata
przygotowana poprzez rozcienczenie substratu dla lipaz EnzCheck o stezeniu 20 pM
w buforze A do koncowego stezenia 1 uM. Rozcienczony substrat ogrzano w temperaturze
37°C. Do pomiaru uzyto 30ug biatka z proby 1 50 pl roztworu substratu dla lipaz EnzCheck.
Koncowa objetos¢ dopasowano do 100 ul za pomocg buforu A. Odczytu fluorescencji
dokonano za pomoca czytnika TECAN Infinite M200 Pro w temeraturze 37°C, przy
dlugosciach fali wzbudzenia/emisji odpowiednio 485/510 nm. Fluorescencj¢ mierzono co
30 s przez 90 minut z wytrzgsaniem trwajacym 2s, poprzedzajacym kazdy odczyt. Aktywnos¢
ATGL zostala obliczona na podstawie kata nachylenia wykresu wzrostu fluorescencji do osi

X, uzywajac odcinka wykresu, w ktorym wzrost warto$ci fluorescencji miat charakter liniowy.
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6.1.9. Badanie polaryzacji makrofagéw z uzyciem cytometrii przeplywowej

Polaryzacja makrofagow w PVAT zostata okre§lona na podstawie obecno$ci markerow,
wystepujacych na powierzchni komoérek SVF. Po uSmierceniu myszy, aorta z PVAT byta
zanurzana w zimnym buforze PBS, zawierajacym 10 mM EDTA, a nastgpniec PVAT byt
oddzielany od aort za pomocg nozyczek chirurgicznych. Tkanki byty poddawane trawieniu
kolagenaza typu I (Gibco, nr kat. 17100-017) o stezeniu 1 mg/ml w temperaturze 37°C przez
1 godzing z wytrzasaniem. SVF zostala oddzielona od adipocytéw za pomocg wirowania
z predkoscig 700 x g, 4°C, 10 minut. Po usuni¢ciu nadsgczu, komorki utrwalano poprzez
zawieszenie ich w 100% etanolu 1 przechowywane w 4°C do czasu dalszych analiz. W celu
wybarwienia komorek przeciwcialami, w pierwszej kolejnosci dokonywano stopniowe;j
rehydratacji w zmniejszajacych si¢ stezeniach etanolu: 100%, 95%, 80%, 70%, 50%. Po
kazdej zmianie roztworu etanolu, komoérki wirowano przy 700 x g, 4°C, 5 minut. Nast¢pnie
komorki zawieszono w buforze FACS, zawierajagcym PBS; 5 mM EDTA i 0,5% FBS.
Fragmenty krystalizujace (ang. crystallizable fragment, Fc) endogennych receptorow
zablokowano poprzez inkubacje z przeciwcialem anty-CD16/32 przez 30 minut
w temperaturze pokojowej. Nadmiar przeciwcial zostal wyplukany za pomoca wirowania
z buforem FACS przy 700 x g, 4 °C, 50 minut. Nastepnie komodrki wybarwiono
przeciwciatami anty-CD45, anty-F4/80, anty-CD11c i anty-CD206, inkubujac komorki
w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Pomiard6w dokonano za pomoca cytometru
spektralnego Cytek (Fremont, CA, Stany Zjednoczone) Aurora w Pracowni Cytomterii,
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie,
wyposazonego w lasery 355 nm; 405 nm; 488 nm; 561 nm i 640 nm. Poziom ekspresji
CDl1c, bedacego markerem makrofagéw M1 i CD206, bedacego markerem makrofagéw M2
okreslono w populacji komorek wykazujacych ekspresje F4/80 1 CDA45.

6.2. Modele in vitro

6.2.1. Okolonaczyniowe adipocyty pierwotne

W celu okreslenia wptywu SCD1 na regulacj¢ funkcjonowania okolonaczyniowych
adipocytow in vitro, wykorzystano komorki pochodzace z SVF w TPVAT, izolowanego
z myszy WT i SCD1-/- w wieku 4 - 6 tygodni. SVF zostala oddzielona od adipocytéw
poprzez trawienie TPVAT kolagenaza typu I (Gibco, nr kat. 17100-017) w temperaturze 37°C
z wytrzasaniem przez 1 godzing. Nastgpnie proby wirowano z predkoscia 700 x g przez

10 minut w temperaturze pokojowej. Po wirowaniu, komorki SVF znajdowaty si¢ w osadzie,
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a adipocyty unosily si¢ na powierzchni roztworu kolagenazy. Po izolacji, komorki byty
wysiewane w gestoéei 10° komérek/dotek na szesciodotkowa plytke ($rednica dotka 35 mm)
(Falcon, nr kat. 353046) i hodowane w temperaturze 37°C, 5% COg, 21% O, w powietrzu
nasyconym parg wodng do osiggnigecia konfluencji z uzyciem mieszaniny pozywek:
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), o stezeniu glukozy wynoszacym 4,5g/1
(Biowest, nr kat. L0102-500) i Ham’s F12 (Biowest, nr kat. L0135-500) w stosunku 1:1 (v:v)
z dodatkiem 15% ptodowej surowicy bydlecej (ang. fetal bovine serum, FBS) (Biowest, nr
kat. S1520-500), mieszaniny antybiotykdw: streptomycyny i penicyliny o st¢zeniu 100 pg/ml
(Biowest, nr kat. L0018-100), FGF2 o stgzeniu 10 ng/ul (Biotechne, nr kat. 233-FB-010/CF)
i czynnika wzrostu naskoérka (ang. epidermal growth factor, EGF) o st¢zeniu 10 ng/ul
(Biotechne, nr kat. 236-EG). Po osiggni¢ciu przez komorki konfluencji, pobudzano ich
réznicowanie poprzez uzupetlnienie pozywki DMEM/F12 15% FBS insuling o stezeniu
10 pg/ml (Sigma, nr kat. 11070-73-8), deksametazonem o stezeniu 1uM (Sigma, nr kat.
D4902), rosiglitazonem o stgzeniu 1 puM (Sigma, nr kat. R2408) i 3-izobutylo-1-
metyloksantyng (IBMX) o stezeniu 0,5 mM (Sigma, nr kat. 15879). Roéznicowanie
prowadzono przez 7 dni, zmieniajac pozywke co drugi dzien. Aby adipocyty mogty osiggnac
stan maksymalnego zroéznicowania in Vvitro, po poczatkowej fazie rdéznicowania, w ktorej
stosowana jest mieszanina aktywatorow adipogenezy, stosuje si¢ pozywke hodowlang
uzupetniong insuling (Zebisch i wsp., 2012). W celu podtrzymania roéznicowania
w okotonaczyniowych adipocytach, zmieniano pozywke na DMEM/F12 15% FBS,
zawierajacg jedynie insuling o stezeniu 10 pg/ml. Podtrzymanie roznicowania trwalo
48 godzin. W niniejszej pracy adipocyty wyizolowane z PVAT myszy SCD1-/- oznaczone
zostaty jako SCD1 KO.

6.2.2. Otrzymywanie medium pohodowlanego

Medium pohodowlane znad pierwotnych okotonaczyniowych adipocytow (ang.
adipocyte conditioned medium, ACM) otrzymano poprzez hodowle zroznicowanych komoérek
z pozywka DMEM/F12 bez FBS przez 24 godziny. Po tym czasie, pozywka zostala zebrana
I przefiltrowana przez filtr strzykawkowy o srednicy poru 0,22 um (Roth, nr kat. P816.1).
Nastepnie pozywke przechowywano w temperaturze -80°C.

6.2.3. Pomiar zawarto$ci adipokin w medium pohodowlanym
W celu okreslenia wzglednej zawartosci adipokin w ACM znad okotonaczyniowych

adipocytow pierwotnych, wykorzystano zestaw Proteome Profiler Mouse Adipokine Array
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Kit (Biotechne, nr kat. ARYO013). Zestaw zawiera membrany z unieruchomionymi
przeciwcialami skierowanymi przeciwko konkretnym adipokinom. Membrany wstepnie
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing w buforze reakcyjnym w celu
uwodnienia przeciwcial. Nastepnie, 500 ul WT ACM lub SCD1 KO ACM dodano do buforu
reakcyjnego wraz z mieszaning przeciwcial drugorzgdowych. Mieszaning inkubowano
z membranami w temperaturze 4°C przez 24 godziny. Po inkubacji usuni¢to bufor reakcyjny
z przeciwciatami 1 membrany wyptukano buforem ptuczacym 3 x 10 minut w temperaturze
pokojowej. Po wyptukaniu, membrany inkubowano =z =zawiesing streptawidyny
skoniugowanej z peroksydaza chrzanowag przez 30 minut w temperaturze pokojowej.
Membrany nastgpnie plukano roztworem phluczacym 3 x 10 minut w temperaturze pokojowe;j.
Do wizualizacji zawarto$ci adipokin w medium pohodowlanym uzyto zataczonego do
zestawu odczynnika Chemi Reagent Mix, zawierajagcego substrat dla peroksydazy
chrzanowej. Produktem ubocznym reakcji peroksydacji jest luminescencja, ktorej
intensywno$¢ byla rejestrowana za pomocag kliszy rentgenowskiej Medical X-ray Blue
(Carestream, nr kat. 166 6007). Analizy densytometryczne zostaly przeprowadzone za

pomoca oprogramowania ImageJ.

6.2.4. Barwienie komorek czerwienig oleista

Czerwien oleista jest barwnikiem rozpuszczalnym w tluszczach, ktory wiaze si¢
specyficznie z neutralnymi lipidami, takimi jak TAG i estry cholesterolu. Po usunigciu
pozywki hodowlanej, komorki zostaty przeptukane buforem fosforanowym PBS. Nastgpnie
komorki utrwalono za pomocg 4% paraformaldehydu przez 10 minut w temperaturze
pokojowej. Nastgpnie komorki przeptukiwano izopropanolem przez 10 minut
w temperaturze pokojowej i inkubowano z 0,5% roztworem czerwieni oleistej rozpuszczonej
w izopropanolu przez 10 minut. Nadmiar barwnika zostal usunigty poprzez kilkukrotne
przeptukanie woda destylowang. Komorki byly obserwowane w  mikroskopie
fluorescencyjnym Leica AF 7000 (Leica, Wetzlar, Niemcy) w Pracowni Obrazowania
Struktury 1 Funkcji Tkanek, Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego

PAN w Warszawie

6.2.5. Pomiar tempa lipolizy
Pomiaru aktywnos$ci lipolitycznej adipocytow dokonano za pomoca komercyjnie
dostepnego zestawu (Abcam, nr kat. ab185433), bazujacego na ilosciowym oznaczaniu

glicerolu, bedacego koncowym produktem hydrolizy TAG. Komorki hodowano w ptytce
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96-cio dotkowej (Falcon, nr kat. 353072). Po usunigciu pozywki hodowlanej i dwukrotnym
przeplukaniu za pomoca buforu ptluczacego, do komoérek dodano 150 pl medium
pomiarowego 1 inkubowano z nim komorki przez 3 godziny. W tym czasie, komorki
uwalniaty glicerol do medium. Jednocze$nie przygotowano krzywa standardowa poprzez
seryjne rozcienczenie 100 mM glicerolu w medium pomiarowym w taki sposéb, zeby
koncowe rozcienczenia standardu wynosity kolejno: 0, 2, 4, 6, 8 i 10 nmol/dotek. Rekcje dla
krzywej standardowej 1 probek eksperymentalnych prowadzono w koncowej objetosci 100 pl,
zawierajace] S50 pl medium pomiarowego z glicerolem 1 50ul mieszaniny reakcyjnej,
zawierajacej 46 ul medium pomiarowego, 2ul mieszaniny enzymow utleniajacych glicerol
I 2 ul sondy kolorymetrycznej. Wynikiem reakcji produktow utleniania glicerolu i sondy byt
barwny produkt, ktorego ilo$¢ zostata zmierzona po 30-minutowej inkubacji w temperaturze

pokojowej, przy dlugosci fali 570 nm za pomocg aparatu TECAN Infinite M200 Pro.

6.2.6. Pomiar dokomérkowego transportu glukozy

Do pomiaru wychwytu glukozy przez okolonaczyniowe adipocyty pierwotne
zastosowano fluorescencyjny analog glukozy: (2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-
yl)amino)-2-deoksyglukoze (2-NBDG) (Abcam, nr kat. 235976). Przed pomiarem zmieniono
pozywke z DMEM/F12 15% FBS na DMEM/F12 0% FBS na 4 godziny. Po tym czasie
dodano 2-NBDG o stezeniu 100 uM, rozpuszczony w DMEM/F12 bez dodatku FBS.
Komérki inkubowano przez 1 godzing w temperaturze 37°C. Po inkubacji, komorki
przeptukano trzykrotnie za pomocg zimnego PBS, aby usung¢ niewchlonigty barwnik.
Odczytu fluorescencji dokonywano za pomocg aparatu TECAN Infinite M200 Pro przy

dlugosciach fali wzbudzenia/emisji: 465/540 nm.

6.2.7. Pomiar poziomu ATP

Ilos¢ ATP produkowanego przez okolonaczyniowe adipocyty pierwotne zostata
zmierzona z uzyciem komercyjnie dostepnego zestawu, zgodnie z protokotem producenta
(Abcam, nr kat. ab113849). Zestaw ten stuzy do pomiaru luminescencji jako produktu
ubocznego zaleznej od ATP aktywnosci lucyferazy. W pierwszej kolejnosci przygotowano
krzywa standardowa poprzez seryjne rozcienczenie ATP w 50 pl buforu pomiarowego
W nastepujacych stezeniach: 100, 10, 1, 0,1, 0,01, 0,001, 0,0001 oraz probe S$lepa, nie
zawierajaca ATP. W celu pomiaru ATP, komérki poddano lizie w buforze pomiarowym,
zawierajacym detergent. Nastepnie, do przygotowanych prob oraz do standardu dodano

roztwor substratu lucyferazy i lucyferazy o objetosci 50 ul. Przygotowane proby inkubowano
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przez 10 minut w ciemno$ci w temperaturze pokojowej. Nastepnie dokonano pomiaru

luminescencji za pomoca aparatu TECAN Infinite M200 Pro.

6.2.8. Przygotowanie kwasow tluszczowych polaczonych z albuming

Kwasy thuszczowe: C16:0 (Sigma, nr kat. P9417), C16:1 (Sigma, nr kat. P0500) i C18:1
(Sigma, nr kat. O1383) zostaly przygotowane w kompleksie z wolng od kwasow
thuszczowych albuming surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin, BSA), jak opisano
przez Alsabeeh i wsp., 2018. Dla kazdego kwasu przeprowadzono reakcje zmydlania z 0,1 M
NaOH i 10% roztworem BSA (Bioshop, nr kat. ALB001). w temperaturze 70°C przez
4 godziny. Otrzymane kompleksy kwasow tluszczowych o koncowym stezeniu 25 mM
przefiltrowano przez filtr o rozmiarze porow 0,45 pm (Roth, nr kat. P818.1) i przechowywano

w temperaturze -20°C.

6.2.9. Ocena toksycznosci kwaséow tluszczowych

Po zrdéznicowaniu okotonaczyniowych adipocytéw, pozywka DMEM/F12 15% FBS
zostala zmieniona na DMEM/F12 bez FBS. Po 24 godzinach w warunkach pozbawionych
FBS, komoérkom przywracano FBS o stezeniu 5% z dodatkiem kwaséw thuszczowych.
Stopien toksycznos$ci kwasow ttuszczowych wywieranej na adipocyty zostal okreslony przy
uzyciu odczynnika CellTiter-Blue Cell Viability Assay (Promega, nr kat. G8080). Metoda ta
pozwala na po$rednie okreslenie zywotnosci komorek dzigki kolorymetrycznej metodzie
pomiaru aktywnosci metabolicznej. Rezazurina o kolorze niebieskim przeksztalcana jest do
rezorufiny o kolorze czerwonym (aktywnos$¢ dehydrogenazy NAD(P)H) wylacznie przez
komorki wykazujace aktywno$¢ metaboliczng. 50 ul odczynnika CellTiter-Blue rozpuszczano
w 550 ul DMEM. Komérki inkubowano z odczynnikiem przez 1 godzing w 37°C, po czym
zmierzono absorbancje pozywki za pomoca czytnika TECAN Infinite M200 Pro przy
dlugosci fali 570 nm. Stwierdzono, ze kwas C16:0 w stezeniu 500 puM byl toksyczny dla
adipocytow WT i SCD1 KO (Rycina 8A, B). Kwas C16:1 wywieral toksyczny wplyw na
adipocyty SCD1 KO w stezeniu 500 uM, lecz nie na adipocyty WT (Rycina 8C, D). Kwas
C18:1 nie wptywal na przezywalno$¢ adipocytéw WT i SCD1 KO bez wzgledu na stezenie
(Rycina 8E, F). W przypadku do$wiadczen z wpltywem kwasu C16:0 na adipocyty, wybrano
stezenie 200 uM, poniewaz jest ono zblizone do fizjologicznego oraz jest szeroko stosowane
w badaniach nad zjawiskiem lipotoksycznosci (Shultz, 1991). W przypadku doswiadczen
z wptywem kwasow C16:1 1 C18:1 na adipocyty, wybrano stezenie 50 M. SteZenie takie jest

czgsto wykorzystywane w doswiadczeniach nad fizjologiczng odpowiedziag komorek na
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kwasy tluszczowe z jednoczesnym pomini¢ciem lipotoksycznego wplywu wyzszych stezen
(Alsabeeh i wsp., 2018).
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Rycina 8. Wplyw kwasow tluszczowych na przezywalno$¢ okolonaczyniowych adipocytéw pierwotnych.
Wplyw kwasu 16:0, 16:1 oraz 18:0 na przezywalnoé¢ adipocytow WT (A, C, E, odpowiednio) oraz adipocytow
SCD1 KO (B, D, F, odpowiednio). * p < 0,05 vs. 0 uM. N=3 niezalezne eksperymenty.

54



MATERIALY I METODY

6.2.10. Barwienie immunocytochemiczne

W celu wybarwienia adipocytow z uzyciem przeciwcial monoklonalnych, pierwotne
adipocyty, wyizolowane z PVAT myszy WT i SCD1-/- oraz komoérki A7r5 hodowano na
szkietkach nakrywkowych umieszczonych w 24-dotkowej ptytce (Falcon, nr kat. 353047). Po
usuni¢gciu medium znad komoérek 1 trzykrotnym przeplukaniu zimnym PBS, komorki
utrwalano 4% roztworem PFA przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie, po
wyptukaniu PFA, w celu umozliwienia przeciwcialom dostanie si¢ do wnetrza komorek,
blony ,,uprzepuszczalniono” poprzez inkubacje z 0,2% roztworem detergentu Triton Xx-100.
Po wyptukaniu Tritonu x-100, miejsca niespecyficznego wigzania przeciwciat zostaty
zablokowane poprzez inkubacj¢ z 1% roztworem BSA przez godzing w temperaturze
pokojowej. Nastepnie komorki inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 4°C
z przeciwciatami pierwszorzedowymi: anty-OXPHOS; anty-fosfoERK1/2 lub anty-PLINL.
Po inkubacji, nadmiar przeciwciat zostal wyptukany za pomoca PBS. Nast¢pnie zastosowano
przeciwciata drugorzedowe anty-mysz, wyznakowane barwnikiem fluorescencyjnym
AlexaFluor 488 lub anty-krolik, wyznakowane barwnikiem fluorescencyjnym AlexaFluor
563. Komorki inkubowano z przeciwciatem przez godzing w temperaturze pokojowej. Po
wyptukaniu przeciwciata, jadra komoérkowe wybarwiono 4',6-diamidyno-2-fenyloindolem
(DAPI) o stezeniu 0,5 pg/ml przez 5 minut. Witokna aktynowe wybarwiono falloidyna
(Thermo Scientific, nr kat. A12379) o stezeniu 0,5 pg/ml przez 5 minut. Po barwieniu,
komorki przeptukano trzykrotnie zimnym PBS, a nast¢pnie preparaty zamknigto uzywajac
medium do preparatow fluorescencyjnych. Komoérki obrazowano przy uzyciu skanujgcego
mikroskopu konfokalnego Leica SP8 w Pracowni Obrazowania Struktury i Funkcji Tkanek,

Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie.

6.2.11. Pomiar tempa zuzycia tlenu

Tempo zuzycia tlenu (ang. oxygen consumption rate, OCR) przez okotonaczyniowe
adipocyty pierwotne zostalo zmierzone przy uzyciu komercyjnie dostepnego zestawu,
wykorzystujacego wrazliwg na tlen sonde¢ (Abcam, nr kat. ab197243). Zmniejszajace si¢
stezenie tlenu w pozywce skutkuje aktywacja fluorescencji sondy. Po usunieciu pozywki
hodowlanej, do komorek zostala dodana pozywka DMEM/F12 bez FBS z rozpuszczong
sondg w stezeniu roboczym (1x). Aby unikng¢ naptywu tlenu do proby w trakcie pomiaru, na
wierzch pozywki z sondg dodano warstwe oleju mineralnego. Zmiany fluorescencji w probce

sledzono za pomoca aparatu TECAN Infinite M200 Pro przy dlugosci fali wzbudzenia
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380 nm. Fluorescencj¢ mierzono przy dtugosci fali 650 nm co 30 sekund. OCR

przedstawiono jako wzrost intensywnosci fluorescencji w probie.

6.2.12. Pomiar produkcji reaktywnych form tlenu
Poziom ROS produkowanych przez okotonaczyniowe adipocyty zostat przeprowadzony
za pomocg dihydroetydyny (DHE) (Abcam, nr kat. ab236206). Adipocyty byly hodowane w
ptytce 96-cio dotkowej. DHE rozpuszczono w PBS w stosunku 1:1000. Po usunigciu pozywki
hodowlanej, komorki wyptukano zimnym PBS. Nastepnie do komorek dodano 100 pl
roztworu DHE 1 dokonano natychmiast odczytu fluorescencji przy dlugosciach fal

wzbudzenia/emisji odpowiednio 510 /600 nm za pomocg aparatu TECAN Infinite M200 Pro.

6.2.13. Pomiar masy mitochondriéw i potencjalu blonowego

Do pomiaru masy mitochondridow uzyto barwnika MitoTracker Green (Thermo Fisher,
nr kat. M7512), a do pomiaru potencjalu blonowego uzyto tetrametylorodoaminy (TMRM)
(Thermo Fisher, nr kat. T668). Do 10 ml pozywki DMEM. dodano 1,93 ul Mitotracker Green
oraz 5 pl TMRM. Komérki hodowano w 96-cio dotkowej plytce. Po usunigciu pozywki
hodowlanej i przeptukaniu komoérek zimnym PBS, dodano 100 pl roztworu Mito Tracker
Green i TMRM w DMEM i inkubowano 30 minut w 37°C. Nastgpnie przeptukano komorki
zimnym PBS i dokonano odczytu fluorescencji. Dla Mitotracker Green warto$ci dtugosci fali
wzbudzenia/emisji to odpowiednio: 490/512 nm. Dla TMRM wartosci dtugosci fali
wzbudzenia/emisji to odpowiednio: 552/574 nm. Masa mitochondriéw jest proporcjonalna do
wartosci fluorescencji Mito Tracker Green, natomiast potencjat btonowy mitochondriow
obliczono jako stosunek TMRM/Mito Tracker Green. Pomiarow fluorescencji dokonano za
pomocg aparatu TECAN Infinite M200 Pro

6.2.14. Immunoprecypitacja chromatyny

Immunoprecypitacja chromatyny (ang. chromatin immunoprecipitation, ChlP),
wyizolowane] z okotonaczyniowych adipocytow, zostala wykonana jak opisano uprzednio
(Hiraike, 2023), z modyfikacjami. Po zakonczeniu traktowania komoérek kwasami
thuszczowymi, pozywka hodowlana zostata usunigta, a komorki zostaty przeptukane PBS.
Z uwagi na fakt, ze adipocyty zawieraja duze ilosci lipidow, ktore moga potencjalnie
wptywaé¢ na wydajno$¢ ChIP, zastosowano metode wzbogacenia frakcji jadrowej przed
utrwaleniem komoérek. W tym celu komorki inkubowano przez 10 minut z buforem
hipotonicznym, zawierajagcym 10 mM Tris-HCI pH=7,5; 10 mM NaCl; 3 mM MgCl; i 0,1%
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IGEPAL CA-630 o objetosci 1,5 ml. Nastepnie komorki zebrano za pomocg skrobaka
(Falcon, nr kat. 353086) i zawieszono w buforze hipotonicznym, do ktérego dodano 37%
roztwor paraformaldehydu, do koncowego st¢zenia 1%. Komorki utrwalano przez 7 minut
w temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajgc. Utrwalanie wygaszono poprzez dodanie
25 M glicyny do koncowego stezenia 125 mM. Komoérki inkubowano 5 minut
w temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac. Nastepnie komoérki odwirowano przy
440x g, 4°C, 5 minut. Komorki przeptukano zimnym PBS i odwirowano przy 5800 x g, 4°C,
5 minut. Osady zamrozono w cieklym azocie. Po wyjeciu z azotu, komoérki poddano lizie za
pomoca buforu zawierajacego 10 mM Tris-HCI pH=7,5; 10 mM NaCl; 3 mM MgCl; i 0,5%
IGEPAL CA-630. Komoérki inkubowano w lodzie przez 10 minut, po czym je odwirowano
przy 5800 x g, 4°C, 5 minut. Nastepnie komorki zawieszono w buforze zawierajacym 1%
siarczan dodecylu sodu (SDS); 10 mM EDTA,; 50 mM Tris-HCI pH=8 i inkubowano w lodzie
10 minut. Wyizolowang chromatyne poddano rozbiciu ultradzwigkami w sonikatorze
wyposazonym w lazni¢ woda (Bioruptor Standard, Diagenode). W sonikatorze ustawiono
wysoka czestotliwos¢ fal ultradzwigkowych, po czym wykonano 5 cykli sonikacji. Na kazdy
cykl sktadato si¢ 30 sekund emisji ultradzwiekéw i 30 sekund przerwy. Nastepnie proby
odwirowano przy 20400 x g, 4°C, 5 minut. Nadsacz przeniesiono do nowych probowek
I rozcienczono 10-krotnie w buforze zawierajacym 0,00033% SDS; 0,037% Triton X-100;
0,0377 mM EDTA; 0,566 mM Tris-HCI pH=8 i 167 mM NaCl. Na tym etapie pobrano tez
10% objetosci kazdej proby i przechowywano w 4°C do czasu dalszych analiz. Do probek na
kazde 1000 pul dodano 1 ul przeciwciata skierowanego przeciwko histonowi 3, posiadajagcemu
potrdjng metylacje lizyny 27 (H3K27me3). Proby inkubowano z przeciwciatami 24 godziny
w 4°C, delikatnie mieszajac. Po inkubacji z przeciwciatami, do prébek dodano 40 pl
zawiesiny kulek agarozowych (Thermo Fischer, nr kat. 26159) i inkubowano przez 4 godziny
w temperaturze pokojowej. Kompleksy przeciwciato-kulki agarozowe zostaly odwirowane
przy predkosci 3000 x g w 4°C przez 1 minutg. Kompleksy poddano wysalaniu: najpierw
zawieszono je w buforze o niskim stezeniu soli, zawierajacym 0,1% SDS; 1% Triton X-100;
2 mM EDTA; 20mM Tris-HCI pH=8; 150 mM NaCl. Kompleksy odwirowano w 3000 x ¢
w 4°C przez 1 minute. Nastepnie kompleksy zawieszono w buforze o wysokim stgzeniu soli,
zawierajagcym 0,1% SDS; 1% Triton X-100, 2 MM EDTA, 20 mM Tris-HCI pH=8; 500 mM
NaCl. Kompleksy odwirowano w 3000 x g w 4°C przez 1 minut¢, a nast¢pnie zawieszono
w buforze zawierajacym jonu litu: 0,25 M LiCl; 1% IGEPAL CA-630;
1% Na-deoksycholanu; 1 mM EDTA; 10 mM Tris-HCI, pH=8. Kompleksy odwirowano

w 3000 x g w 4°C przez 1 minutg, a nast¢pnie zawieszono w buforze zawierajacym 1% SDS
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i 0,1 M NaHCOs. Z oczyszczonych probek zawierajacych chromatyne usunigto RNA za
pomoca RNazy A/T1 (Thermo Fisher, nr kat. ENO551). Reakcje prowadzono w temperaturze
37°C przez 30 minut. Po usuni¢ciu RNA, z prébek usunigto biatka za pomocg proteinazy
K (Thermo Fisher, nr kat. 26160). Reakcje prowadzono w 55°C przez 18 godzin. Nast¢pnie
DNA pozyskany z ChIP oraz z uprzednio zachowanego 10% catkowitej ilosci chromatyny
oczyszczono za pomocg zestawu PureLink PCR Purification Kit (Thermo Fisher, nr kat.
K310001), zgodnie z protokolem producenta. W skrocie, DNA w probkach zostat
odwodniony poprzez dodanie izopropanolu. Mieszanina zostala nast¢pnie natozona na
kolumne zawierajaca zloze krzemionkowe. W wyniku wirowania, biatka oraz inne
zanieczyszczenia zostaly usunigte z kolumny, podczas gdy DNA pozostawal unieruchomiony
w warstwie krzemionki. W ostatniej fazie dokonano wyptukania DNA z kolumny za pomoca

nisko jonowego buforu elucyjnego.

6.2.15. ChIP-gPCR

Otrzymane w wyniku immunoprecypitacji  chromatyny fragmenty DNA
przeanalizowano za pomocag iloSciowej reakcji tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym (ang. quantitive polymerase chain reaction, qPCR). Mieszanina reakcyjna
zawierata 5 pl odczynnika SsoAdv Univer SYBR Green MIX (Biorad, nr kat. 1725272),
0,5 ul kazdego ze starterow (Tabela 2), oraz 4 pl matrycy DNA. Reakcje prowadzono
w termocyklerze Biorad CFX Connect Real-Time PCR Detection System. Reakcja
przebiegala w nastepujacych warunkach: 95°C, 5 min, nastepnie 40 cykli 60 °C, 30 s,
nastepnie 72°C, 30 s. Po kazdym cyklu nastgpowat odczyt intensywnosci fluorescencji. Po
zakonczonej reakcji odczytano wartosci Ct, stanowigce numer cyklu, w ktérym warto$¢
fluorescencji przekroczyla warto$¢ graniczng w fazie wzrostu wyktadniczego. Wynik ChIP-
gPCR przedstawiono jako procent DNA obecny w probce po ChIP (procent catkowitego
wejsciowego DNA, ang. input Ct). w poréwnaniu z catkowitym DNA z uwzglednieniem
stopnia rozcienczenia (ang. dilution factor, DF). W pierwszej kolejnosci obliczono Ct
catkowitego wejsciowego DNA (Adjusted Input Ct), stanowiagcy numer cyklu fazy, w ktorej

warto$¢ fluorescencji przekroczyta warto$¢ graniczng (Input Ct), pomniejszony o DF:

Adjusted Input Ct = Input Ct — log2(DF)
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Nastepnie obliczono wartos¢ ACt, stanowigca roznice w wartosci Ct uzyskang dla proby po
ChIP (ChlIP Ct) i Adjusted Input Ct:

ACt = ChIP Ct — Adjusted Input Ct

Procent catkowitego wejsciowego DNA (% input) obliczano zgodnie ze wzorem:

% input = 274¢x 100

Wartosci otrzymane w wyniku obliczen odpowiadajg ilosci H3K27me3 w regionach
promotorowych gendéw adiponektyny (Adipoq) i interleukiny 6 (116). W kazdym promotorze
zbadano trzy losowo wybrane obszary. Kazdy obszar zostal oznaczony wartoscig
orientacyjnej odlegtos$ci badanego odcinka od miejsca startu transkrypcji (-100pz, -300pz itd).

Startery wykorzystane w analizach ChlP-qPCR zostaty przedstawione w tabeli 2.

Tabela 2. Sekwencje starterow wykorzystane w analizach ChIP-gPCR.

Sekwencja startera forward (5°-3") Sekwencja startera reverse (5'-3°)
Adipog_100 TTCCCAGACCCAAGCTGGATTA CCACCCAGTCAAGGCCAATAGC
Adipog_300 ATGGCTGAACCACACAGCTTCA AGGGGTCAGGAGACCTCCCTTT
Adipog_500 TGCATGCATATTTGCACACCAA TCAATTCCCAGCACCCACAGTA
116_20 AGGTTTCCAATCAGCCCCAC AGCTACAGACATCCCCAGTCTC
116_600 CCACTGGGGAGAATGCAGAG GGAGTTGCCAGGTGGGTAAAG
116_800 CTGCAACAGACCTTCAAGCC TAGTGCTGATCCCACTGCTG

6.2.16. Komorki srodbtonka

Jako model EC, uzyto komorek EA.hy926. Linia ta jest hybryda fuzyjng ludzkich
komorek $rodbtonka zyly odpiszczelowej (ang. human umbilical vein endothelial cells,
HUVECS) i linii komoérkowej ludzkiego raka pluca AS549. Linia ta posiada ekspresje
typowych dla §rodblonka markeroéw, takich jak czynnik von Willebranda czy VE-kadheryny
oraz wykazuje zdolno$¢ do tworzenia struktur kapilarnych in vitro (Ahn i wsp., 1995).

Komoérki byly wysiewane na plytke szesciodotkowa o gestosci 2 x 10° na dotek i hodowane
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w temperaturze 37°C, 5% CO,, 21% O, w atmosferze nasyconej parg wodng z pozywka
DMEM, zawierajaca FBS o stezeniu 10% i mieszaning antybiotykow: streptomycyny
1 penicyliny o stezeniu 100 pg/ml. Pasaz komorek byt przeprowadzany, kiedy komorki
osiggaly ok. 80% konfluencji. Po usuni¢ciu pozywki, komoérki byly najpierw odklejane od
ptytki za pomoca 0,05% trypsyny-EDTA (Biowest, nr kat. L0930). Nastepnie, trypsyna byla
neutralizowana poprzez dodaniec DMEM z 10% FBS. Komorki odwirowywano przy

predkosci 700 x g, w temperaturze pokojowej, przez 5 minut.

6.2.17. Komérki miesni gladkich naczyn krwiono$nych

Jako model VSMC wykorzystano lini¢ komoérkowa A7r5, wyprowadzona
z embrionalnych komoérek migsni gladkich, otrzymanych z tuku aorty szczura. A7r5 wykazuja
ekspresje markeréw typowych dla VSMC: a-aktyng 1 cigzkie tancuchy miozyny, co sprawia,
ze model ten jest odpowiedni do badan nad stopniem zréznicowania, szlakami sygnatowymi
1 kurczliwoscig tych komorek. Komorki byty wysiewane na plytke szesciodotkowa o gestosci
2 x 10° na dotek i hodowane w temperaturze 37°C, 5% CO,, 21% O, w powietrzu nasyconym
para wodng z pozywka DMEM, zawierajaca FBS o stezeniu 10% i1 mieszaning antybiotykow:
streptomycyny i penicyliny o stezeniu 100 pg/ml. Pasaz komorek byt przeprowadzany, kiedy
komorki osiggaty ok. 80% konfluencji. Po usunigciu pozywki, komorki byly najpierw
odklejane od plytki za pomoca 0,05% trypsyny-EDTA. Nastepnie, trypsyna byta
neutralizowana poprzez dodanie DMEM z 10% FBS. Komorki odwirowywano przy

predkosci 700 x g, w temperaturze pokojowej, przez 5 minut.

6.2.18. Traktowanie komorek medium pohodowlanym znad okolonaczyniowych
adipocytow

W celu zbadania wptywu ACM na EC i VSMC, komorki inkubowane z pozywka bez
dodatku FBS przez 24 godziny w pozywce DMEM bez FBS. Nastepnie, ACM znad
pierowtnych adipocytow (izolowanych z PVAT, myszy WT lub SCD1-/-) zmieszano
z DMEM (medium do hodowli EC i VSMC) w stosunku 1:1 (v:v), i uzupetniono FBS do
stezenia 2%. Tak przygotowane medium posluzylo do inkubacji komorek EC i VSMC przez
24 godziny Po 24 godzinach, komorki zbierano za pomocg 0,05% trypsyny-EDTA

I przechowywano w -80°C po uprzednim zamrozeniu ich w ciektym azocie.
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6.2.19. Test angiogenezy in vitro

W celu zbadania wptywu medium pohodowlanego znad adipocytow wyizolowanych
z PVAT myszy WT lub z wyciszeniem SCD1 na zdolno$¢ do tworzenia struktur kapilarnych,
zapoczatkowujacych proces angiogenezy, wykorzystano komercyjnie dostgpny zestaw do
angiogenezy in vitro (Sigma, nr kat. ECM625). Zestaw ten zawiera mieszaning biatek
macierzy pozakomoérkowej, ktoére w temperaturze ponizej 4°C pozostaja w formie
monomerycznej. W wyniku podniesienia temperatury, biatka ulegaja nieodwracalnej
polimeryzacji. Powstajaca macierz pozakomorkowa wchodzi w interakcje z EC, w wyniku
ktorej te przybieraja charakterystyczny, kapilarny ksztalt. Po zmieszaniu 900ul mieszaniny
biatek ze 100 ul wody destylowanej, po 50 pl mieszaniny przeniesiono do dotkow w 96-
ciodotkowej ptytce. Nastepnie ptytke inkubowano w 37°C przez 30 minut, aby biatka
macierzy ulegly polimeryzacji. Po inkubacji w pozywce bez dodatku FBS przez 24 godziny,
EC przenoszono do dotkéw zawierajacych 10 pl mieszaniny DMEM i ACM w stosunku 1:1
(v:v), o koncowym stezeniu FBS 2%. Na kazdy dotek wysiewano 10* komoérek. Tworzenie
si¢ struktur kapilarnych obserwowano w mikroskopie Leica AF7000 w Pracowni
Obrazowania Struktury i Funkcji Tkanek Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego PAN w Warszawie. Mikroskop byl wyposazony w komorg przyzyciowa
i wykonywat zdjecie w kazdym z badanych dotkéw co 30 minut. Dlugos¢ kapilar w kazdym

dotku zostata zmierzona za pomoca oprogramowania ImageJ.

6.2.20. Test migracji VSMC

Zdolno$¢ do migracji komoérek A7r5 zostala zmierzona za pomocg komercyjnie
dostgpnego zestawu EZCel Cell Migration/Chemotaxis Assay Kit (Biovision, nr kat. K910-
12). Po zakonczonej inkubacji komorek A7rS z medium pohodowlanym, komorki odklejono
od phytki za pomoca 0,05% trypsyny-EDTA, po czym zawieszono je w DMEM bez FBS (10°
komorek/ml). Krzywa standardowa zostata przygotowana poprzez dodanie do dolnych komor
migracyjnych kolejno: 50000, 25000, 12500, 6250, 3125, 1562, 781 1 390 komoérek w 100 pl
pozywki. Probe Slepa stanowila pozywka bez komoérek. Dla grup eksperymentalnych, do
dolnych komor migracyjnych dodano 600 pl medium pohodowlanego znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy WT lub z wyciszeniem SCDI1. Do goérnych komor
migracyjnych dodano 3 x 10° komorek. Komorg zamknieto i inkubowano przez 4 godziny
w 37°C. Po zakonczeniu procesu migracji, usuni¢to gérne komory migracyjne, a dolna czes¢
zostata odwirowana przy 500 x g, 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie usunigto

pozywke 1 komorki zawieszono w mieszaninie 550 pl odczynnika lizujacego komorki 1 50 pl
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barwnika komorkowego. Proby inkubowano przez 1 godzing w 37°C. Nastepnie 150 pl proby
przeniesiono do ptytki 96-cio dotkowej i dokonano odczytu fluorescencji przy dlugosciach
fali wzbudzenia/emisji odpowiednio: 530/590 nm. Intensywno$¢ migracji zostata obliczona

na podstawie intensywnosci fluorescencji porownanej z krzywg standardowa.

6.2.21. Pomiar tempa proliferacji z uzyciem cytometrii przeplywowej

W celu okres$lenia tempa proliferacji komorek A7rS w odpowiedzi na traktowanie
medium pohodowlanym znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT lub
z wyciszeniem SCD1, dokonano pomiaru ilosci DNA w komodrkach wybarwionych jodkiem
propidyny. Badanie to opiera si¢ na zatozeniu, ze komorki w fazie G2-M cyklu komorkowego
posiadaja dwukrotnie wicksza ilo§¢ DNA, niz komorki w fazie G0-G1. Komorki bedace
w fazie S posiadajg ilos§¢ DNA wieksza niz komorki w fazie GO-G1 1 mniejszg niz komorki
w fazie G2-M. Po zakonczeniu traktowania ACM, komorki A7r5 zostat oklejone od ptytki za
pomoca 0,05% trypsyny-EDTA i odwirowane z predkoscig 500 x g, 5 minut, w temperaturze
pokojowej. Nastepnie komoérki utrwalono poprzez zawieszenie ich w 70% etanolu
1 inkubowano przez 1 godzing w 4°C. Etanol zostal usunigty poprzez dwukrotne wirowanie
przy predkosci 1000 x g, przez 5 minut w temperaturze pokojowej i przeptukanie PBS.
Nastepnie komorki zawieszono w buforze ekstrakcyjnym, zawierajacym 0,2 M Na;HPO4
i 8 mM kwasu cytrynowego i inkubowano przez 5 minut temperaturze pokojowej. Nastepnie
komorki odwirowano i zawieszono w buforze barwigcym, zawierajacym 38 mM cytrynianiu
sodu, 50 ug/ml jodku propidyny i 50 pg/ml RNazy A/T1 (Thermo Fisher, nr kat. EN0551).
Komorki inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej, chronigc je przed §wiattem.
Pomiarow dokonano za pomoca cytometru przeplywowego Cytometer BD FACSCalibur
w Pracowni Cytometrii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN

w Warszawie.

6.2.22. Analiza wplywu angiotensyny II na przezywalno$é¢ VSMC

Komorki A7r5 stanowig dogodny model badan nad biologia VSMC ze wzglgedu na
wysoki poziom ekspresji markeréw fenotypu kurczliwego (Kennedy i wsp., 2014). Komorki
A7rS wykazuja zdolno$¢ do skurczu w odpowiedzi na zewnetrzne czynniki, takie jak
angiotensyna Il lub wazopresyna (Vetterkind i wsp., 2012; Geissbuehler i wsp., 2010). W celu
zbadania wptywu angiotensyny II na zywotnos¢ komoérek A7rS5, przeprowadzono test
przezywalnosci z wykorzystaniem odczynnika CellTiter-Blue Cell Viability Assay. Po

inkubacji komoérek A7r5 z roznymi stezenieami angiotensyny II przez 24 godziny w pozywce
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zawierajace] 10% FBS, medium zmieniono na DMEM bez dodatku FBS, zawierajacy
odczynnik CellTiter-Blue. Komérki inkubowano przez 1 godzing w 37°C, po czym zmierzono
absorbancje pozywki za pomocg TECAN Infinite M200 Pro przy dtugosci fali 570 nm.
Stwierdzono, ze Angll jest toksyczna dla komoérek A7rS w stezeniu 2 uM (Rycina 9). Do

wywotania skurczu zastosowano 0,5 pM AnglIl.

Angll
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Rycina 9. Przezywalno$¢ komoérek A7r5 w obecnosci angiotensyny II (Ang II). * p < 0,05 vs. 0 uM.
N= 3 niezalezne eksperymenty.

6.2.23. Badanie zdolnosci skurczu VSMC

Komorki hodowano na plytce wyposazonej w biosensory na dnie dotkow, w pozywce
DMEM z 10% FBS. Do okreslenia zmian zdolnosci skurczu VSMC w wyniku traktowania
ACM wykorzystano urzadzenie Agilent XCELLigence RTCA CardioECR System (Agilent,
Santa Clara, CA, Stany Zjednoczone). Instrument ten wyposazony jest w mikroelektrody,
mierzace w czasie rzeczywistym stopien oporu elektrycznego wywotanego przez komorki
hodowane na przeznaczonej do tego celu ptytce. Skurcz komorek, ktory zwigzany jest ze
zmiang ich ksztattu, pocigga za soba redukcje powierzchni kontaktu komorki z elektroda.
Zmniejszenie powierzchni kontaktu komorki i elektrody prowadzi do zmniejszenia oporu
elektrycznego, co jest wyrazane za pomoca wielkosci tzw. indeksu komoérkowego. Im

wiekszy nastepuje spadek wartosci indeksu komorkowego, tym intensywniejszy jest skurcz
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komorki. Po osiggnieciu konfluencji ~ 80%, komorki inkubowano w DMEM bez dodatku
FBS przez 24 godziny w pozywce DMEM bez FBS. Nastepnie komorki hodowano w DMEM
z 2% FBS z dodatkiem ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT lub znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 przez 24 godziny. W celu
wywotania skurczu komorek, pozywke zmieniano na DMEM z 10% FBS, zawierajacy 1 pM

Angll i natychmiast rozpoczynano pomiar oporu elektrycznego wywarzanego przez komorki.

6.3. Badanie poziomu bialek metoda Western blotting

6.3.1. Homogenizacja tkanek

Proby TPVAT 1 APVAT zostaly zawieszone w buforze do homogenizacji,
zawierajacym 20 mM Tris-HCI pH=7,4; 2 mM EGTA; 2 mM EDTA; 2 mM NazVO,; 1 mM
PMSF; 10 mM 2-merkaptoetanolu; 5 pg/ml pepstatyny; 10 pg leupetyny i 1,4 pg aprotyniny.
Nastepnie tkanki poddano homogenizacji za pomoca homogenizatora nozowego IKA T10
basic (Staufen, Niemcy). Proby odwirowano z predkoscig 10000 x g, w 4°C, 10 minut.
Nadsacz przenoszono do nowych probdéwek, po czym dokonywano pomiaru st¢zenia biatka,

wykorzystujac odczynnik Bradford Protein Assay.

6.3.2. Liza komérek

Komorki pochodzace z doswiadczen in vitro, po zebraniu z naczynia hodowlanego,
odwirowywano z predkosciag 1000 x g, 4 °C, 10 minut. Osady komodrkowe zawieszano
w buforze do homogenizacji, zawierajacym 20 mM Tris-HCI pH=7,4; 2 mM EGTA; 2 mM
EDTA; 2 mM NazVO, 1 mM PMSF; 10 mM 2-merkaptoetanolu; 5 ug/ml pepstatyny; 10 pg
leupetyny 1 1,4 pg aprotyniny. Lizy komoérek dokonywano w sonikatorze wyposazonym
w laznie wodg (Diagenode). W sonikatorze ustawiono wysoka czestotliwo$é fal
ultradzwigkowych, po czym wykonano 10 cykli sonikacji. Na kazdy cykl skladato sie¢
60 sekund emisji ultradzwickow i 60 sekund przerwy. Proby odwirowano z predkoscig 10000
x g, w 4 °C, 10 minut. Nadsacz przenoszono do nowych probéwek. Nastepnie dokonywano

pomiaru st¢zenia biatka, wykorzystujac odczynnik Bradford Protein Assay.

6.3.3. Pomiar stezenia bialka
Stezenie biatka w probkach zostato okreslone przy uzyciu odczynnika Bradford Protein
Assay (Biorad, nr kat. 5000006). Odczynnik rozcienczano w wodzie destylowanej w stosunku

1:5 (v:v). Nastgpnie przygotowywano seri¢ rozcienczen BSA o stgzeniach: 500; 250; 125; 63
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I 0 ug/ml. Do 100 ul rozcienczonego odczynnika Bradford dodawano po 4 pl biatka. Biatko
obecne w probce zmieniato kolor odczynnika na niebieski. Reakcje prowadzono przez 15
minut w temperaturze pokojowej, w 96-cio dotkowej ptytce. Intensywno$¢ niebieskiej barwy
mierzono za pomoca czytnika ptytek TECAN Infinite M200 Pro, przy dtugosci fali 595 nm.

Ilo$¢ biatka w badanej probce obliczano na podstawie krzywej wzorcowe;.

6.3.4. Rozdzial elektroforetyczny bialek w warunkach denaturujacych

Proby przed elektroforezg poddawano denaturacji poprzez zmieszanie ich z 4-krotnie
stezonym buforem denaturujacym, zawierajacym 8% SDS; 30% glicerolu; 0,25 M Tris; 10%
2-merkaptoetanolu; 0,03% bigkitu bromofenolowego w stosunku 4:1 (v:v). Nastepnie proby
inkubowano przez 5 minut w 65°C. W trakcie elektroforezy, proby przechodzity w pierwszej
kolejnosci przez zel zageszczajacy, zawierajacy 5% akryloamidu; 0,625 M Tris-HCI pH= 8,5;
2,15 mM SDS; 0,05% APS; 0,01% TEMED. Nastepnie biatka ulegaly rozdziatowi
w zelu rozdzielajagcym, zawierajacym 10% akryloamidu oraz 0,625 M Tris-HCI pH= 8,5; 2,
15 mM SDS; 0,04% APS; 0,05% TEMED. W przypadku kazdej proby, elektroforezie
poddawano 20 pg biatka. Do elektroforezy wykorzystano uktad dwéch buforéw: katodowego
(1 M Tris-HCI, pH=8,9) i anodowego (0,1 M Tris; 0,1 M trycyny i 0,1% SDS). Elektroforez¢
prowadzono pod napigciem 90 V przez okoto 3 godziny. Mase czasteczkowa biatek okreslano
wzgledem markera Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher; nr kat.

26619).

6.3.5. Transfer bialek na membraneg i immunodetekcja

Po rozdziale elektroforetycznym, biatka byly przenoszone na membrang PVDF (Roth,
nr kat. T830.1), metoda transferu mokrego, w buforze zawierajacym 25 mM Tris; 1,92 M
glicyny i 10% metanolu. Transfer prowadzono w aparacie Criterion Blotter (Biorad, nr kat.
1656024) przy natgzeniu pradu 0,25 A, w temperaturze 4°C przez 18 godzin. Po
zakonczonym transferze, miejsca niespecyficznego wigzania przeciwcial blokowano 3%
roztworem mleka odttuszczonego w buforze TBST, zawierajacym 0,02 M Tris-HCI pH=7,4;
0,15 M NacCl; 0,1% Tween-20. Membrany blokowano przez 1 godzing, a po trzykrotnym
wyptukaniu, membrany inkubowano z przeciwcialami pierwszorzedowymi przez 24 godziny
w 4°C. Po wyplukaniu nadmiaru przeciwcial z membrany za pomocg buforu TBST,
membrany inkubowano z przeciwcialami drugorzedowymi, sprz¢zonymi z peroksydaza
chrzanowa, w temperaturze pokojowej przez 1 godzing. Liste¢ przeciwcial uzytych

W niniejszej pracy przedstawiono w tabeli 3.
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Tabela 3. Lista przeciwcial wykorzystanych do immunodetekcji.

Gospo-
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Producent (nr

darz Rozcienczenie kat.) Zastosowanie
Santa Cruz
- kD 1:7
anty-ABHD5 39 kDa mysz 50 (sc-100468) wWB
. Cell Signaling
- 260 kD krolik 1:1
anty-ACC 60 kDa oli 000 (#3662) WB
) Abcam
anty-ADIPOQ 30 kDa mysz 1:1000 (ab22554) WB
- Cell Signaling
- 62 kDa krolik 1:1000
anty-AKT1 oli (42938) WB
anty-AMPK 64 kDa krolik 1:1000 Cell Signaling WB
y ' (#2532)
anty-ATGL 54 kDa krolik 1:0000 Cell Signaling WB
y ' (#2138)
Abcam
- 93 kD krolik 1:1000
anty-CALD1 a oli (ab32330) WB
anty-CASP3 32-17kDa | mysz 1:1000 Santa Cruz WB
y y ' (sc-7272)
Thermo Fisher
- 150 kD krolik 11
anty-CD11c 50 kDa oli 00 (25-0114-81) FC
50-65/40 . Biologend
- krolik 1:100
anty-CD16/32 KDa oli (156605) FC
Thermo Fisher
- 175 kD krolik 1:100
anty-CD206 a oli (48-2061-80) FC
Thermo Fisher
- 220 kD krolik 1:1
anty-CD45 0 kDa oli 00 (69-0459-42) FC
Santa Cruz
- 133 kD 1:1
anty-eNOS 33 kDa mysz 000 (sc-376751) wB
1 ) Cell Signaling
anty-ERK1/2 42-44 kDa krolik 1:1000 (#9102) WB
anty-F4/80 160 kDa mysz 1:500 Santa Cruz WB/FC
y y ' (sc-377009)
Abcam
- 220 kD krolik 1:1
anty-FN1 0 kDa oli 000 (ab2413) wB
anty-G0S2 11 kDa krolik 1:500 Santa Cruz WB
y ' (sc-133423)
) Merck
anty-GAPDH 36 kDa mysz 1:1000 (#MAB374) WB
Santa Cruz
- kD 1:1
anty-GLUT4 55 kDa mysz 000 (sc-53566) wB
. Sigma
- 15 kD krolik 1:1
anty-H3K24me3 5 kDa roli 000 (07-449) Chip
. Santa Cruz
anty-HSL 84 kDa mysz 1:1000 (sc-74489) WB
Thermo Fisher
-1L- 17 kD krolik 1:1000
anty-1L-1p a oli (P420B) WB
Santa Cruz
-1L- 21 kD 1:1
anty-1L-6 a mysz 000 (sc-65327) wB
Abcam
- 200 kD krolik 1:1000
anty-MYH11 a oli (ab133567) WB

66



MATERIALY I METODY

Santa Cruz
-NF- 50 kD 1:1000
anty-NF-kB a mysz (sc-8414) WB
1 . Thermo Fisher
anty-NLRP3 110 kDa krolik 1:1000 (MAB-32255) WB
) Abcam
anty-OXPHOS | 20-55kDa | mysz 1:1000 (@b110413) WB/ICC
anty-pACC (Ser79) | 260kDa | krolik 1:1000 Merck WB
y-p ' (#07-303)
anty- . Cell Signaling
2 kD krolik 1:7
PAKT1(Ser473) 62 kDa ot 50 (#9275) wB
anty-pAMPK i1 . Cell Signaling
Thr172) 64 kDa krolik 1:1000 (#2531) WB
Santa Cruz
- 38 kD 1:1000
anty-PCNA a mysz (sc-56) WB
anty-peNOS Santa Cruz
133 kD 1:1
(Ser1177) 33 kba mysz 000 (sc-81510) wB
anty-pERK1/2 i s ) Cell Signaling
T o | 42-44KDa | kol 1:1000 (#9101 WB
o . Biiotechne (NBP1-
anty-PGCla 33 kDa krolik 1:1000 01676) WB
anty-pHSL (Ser565) | 84 kDa krolik 1:1000 Cell Signaling WB
y-p ' (#4137)
anty-PLINL 62 kDa krolik 1:250 Cell Signaling IcC
y ' (#9349)
anty-PPARa 52 kDa mysz 1:1000 Santa Cruz WB
y y ' (sc-398394)
anty-pS6K i1 Cell Signaling
70 kDa krolik 1:1000
(Thr3s9) ot (#9205) wB
. Cell Signaling
- 70 kD krolik 1:1
anty-S6K 0 kDa oli 000 (#9202) WB
Santa Cruz
anty-SELE 107 kDa mysz 1:1000 (e-137054) WB
Abcam
- 65 kD krolik 1:1000
anty-SPP1 a oli (2b3148) WB
Abcam
- 1kD krolik 1:1
anty-UCP1 9 a oli 000 (ab10983) WB
anty-VEGF 21 kDa mysz 1:1000 Santa Cruz WB
y y ' (sc-7269)
anty-VLCAD 70 kDa mysz 1:1000 Santa Cruz WB
y y ' (sc-376239)
. ] Sigma
anty-p-tubulina 55 kDa mysz 1:1000 (T0198) WwB
anty-mysz (1 Thermo Fisher
; krolik 1:1
AlexaFluor 488 rol 000 (A28175) IcC
anty-krolik ) Thermo Fisher
AlexaFluor563 ) koza 1:1000 (A31576) Icc

WB, Western Blot; ICC, barwienie immunocytochemiczne; FC, cytomteria przeptywowa; ChlIP,
immunoprecypitacji chromatyny.
Po wyptukaniu nadmiaru przeciwciat za pomoca buforu TBST, dokonano detekcji

biatek z wykorzystaniem reakcji chemiluminescencyjnej, katalizowanej przez peroksydaze
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chrzanowa. Substratem dla reakcji byl odczynnik Super Signal West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher, nr kat. 34578). Luminescencj¢ rejestrowano na
kliszy rentgenowskiej Medical X-ray Blue (Fujifilm, Tokio, Japnia). Otrzymane prazki

poddawano analizie densytometrycznej w programie ImageJ.

6.4. I1zolacja lipidow z tkanek i komorek

Izolacje lipidow przeprowadzono zgodnie z protokotem opracowanym przez Bligh
I Dyer (1959). W celu izolacji frakcji lipowej, tkanki umieszczano w 1 ml mieszaniny
chloroformu (Poch, nr kat. 234430111) i metanolu (Poch, nr kat. 621990110), zmieszanych
w stosunku 2:1 (v:v), zawierajacej 0,01% 2,6-di-terto-butylo-4-metylofenol (BHT) (Sigma, nr
kat. 34750). W przypadku izolacji lipidow z adipocytéw hodowanych in vitro, komorki
zbierano za pomocg skrobaka, zawieszono w schtodzonym PBS i wirowano przy 1500 x g
w 4°C przez 5 minut. Zebrany osad zawieszono ponownie w 1 ml PBS i 900 pl przeznaczano
na izolacje frakcji lipidowej, a pozostate 100 pl przeznaczano na pomiar st¢zenia biatka.
Komorki przeznaczone do izolacji lipidow wirowano ponownie w 1500 x g, 4°C, 5 minut, po
czym zawieszano je W 1 ml mieszaniny chloroform:metanol (2:1/v:v). Tkanki i komorki
poddano homogenizacji za pomocg homogenizatora nozowego (IKA T10 basic). Nastepnie,
do homogenatu dodawano 500 pl wody i mieszano. Proby wirowano z predkoscig 1700 x g
w 4°C przez 10 minut. Dolng frakcje cholorofmowo-metanolowa, zawierajaca lipidy,
przenoszono do nowej probowki i po szczelnym zamknigciu przechowywano w -20°C do

czasu dalszych analiz.

6.5. Rozdzial lipidéw obojetnych za pomoca chromatografii

cienkowarstwowej (TLC)

Mieszaning chloroform:metanol (2:1/v:v), zawierajaca lipidy odparowano pod
strumieniem azotu. Powstaly osad rozpuszczano ponownie w mieszaninie chloroform:metanol
w stosunku 2:1 (v:v), przy czym objetos¢ dodanego rozpuszczalnika zalezna byta od masy
tkanki (lub st¢zenia biatka w przypadku frakcji lipidowych wyizolowanych z komorek
hodowanych in vitro). Na kazda $ciezke naktadano 100 pl roztworu lipidow zawieszonych
w mieszaninie chloroform:metanol. W 100 pl mieszaniny chloroform:mteanol znajdowata si¢
ilo$¢ lipidow odpowiadajgca 250 pg biatka w przypadku komorek i 0,3 mg (do wizualizacji
frakcji TAG) lub 0,6 mg (do wizualizacji frakcji DAG i FFA) w przypadku tkanek. Rozdziatu
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chromatograficznego dokonano na szklanych ptytkach o wymiarach 20 cm x 20 cm,
pokrytych warstwa krzemionki o grubosci 0,25 mm (Merck Milipore, nr kat. 60G F254)
w uktadzie rozwijajacym, sktadajagcym si¢ z heptanu (Poch, nr kat. 470470156), eteru
diizopropylowego (Merck Milipore, nr kat. 38270) i kwasu octowego (Poch, nr Kat.
568760114), zmieszanych w stosunku 60:40:3 (v:v:v). Po rozdziale chromatograficznym,
ptytke zanurzano w 10% roztworze CuSO4 (Poch, nr kat. 658310116) w 8% H3PO, (Poch, nr
kat. 569150111). Nastepnie ptytke wypalano w piecu o temperaturze 140°C przez 20 minut,
w celu uwidocznienia frakcji lipidowych. Wzgledng zawartos¢ poszczegolnych frakeji
lipidowych okre$lono na podstawie analizy densytometrycznej, wykonanej z uzyciem

oprogramowania ImageJ.

6.6. Analiza iloSciowa kwasow tluszczowych za pomoca chromatografii

gazowej sprz¢zonej ze spektrometria mas (GC/MS)

Po rozdzieleniu lipidow za pomocg TLC, prazki odpowiadajace frakcjom TAG, DAG,
FFA i PL zdrapano i zebrano. Do probowek z zebranymi frakcjami lipidowymi dodano 100 pl
kwasu pentadekanowego (C15:0) o stgzeniu 100 pg/ml, jako standard wewnetrzny. Lipidy
ekstrahowano z krzemionki za pomocg mieszaniny chloroform:metanol (9:1/v:v) i zawiesing
przeniesiono do nowych probowek. Po odparowaniu mieszaniny chloroform:metanol, osady
rozpuszczano w 500 pl 14% roztworu BF; w metanolu 1 ogrzewano w 100°C przez 30 minut
(w przypadku frakcji TAG i PL) lub przez 10 minut (w przypadku frakcji FFA i DAG). Po
wystudzeniu, do zawiesin powstatych estrow kwasow thuszczowych dodawano 1 ml heksanu
1 mieszano. Nastgpnie dodawano 500 pl wody 1 po zmieszaniu mieszaning odwirowano przy
predkosci 1700 x g przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Gorng warstwe zbierano do
nowej probowki, odparowano w strumieniu azotu i osad rozpuszczano w 100 pl heksanu.

Kwasy tluszczowe w prdobach identyfikowano za pomoca chromatografu gazowego
Agilent 7890A, sprzg¢zonego ze spektrometrem mas Agilent 5975C VL MSD. Rozdziatu
dokonano przy uzyciu kolumny kapilarnej Agilent, HP-5 MS o dhugosci 30 m. Detekcja
jondéw kwasow ttuszczowych prowadzona byta przez detektor o statej temperaturze 260°C
1 zmieniajacej si¢ temperaturze kolumny: poczatkowo temperatura kolumny wynosita 50°C,
nastgpnie byla ona ogrzewana do 200°C w tempie 10°C/minut¢ Temperatura 200°C
utrzymywana byla przez 10 minut. Nastgpnie kolumn¢ ogrzewano do 220°C w tempie
10°C/minutg przyrostu temperatury 1 utrzymywano ja przez 30 minut. Do identyfikacji

kwasow tluszczowych postuzono si¢ warto§ciami czasu retencji w kolumnie oraz widm jonow
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charakterystycznych dla kazdego kwasu tluszczowego, korzystajac z biblioteki NIST

(National Institute of Standards and Technology). Wartosci dla kazdego z widm zostaty

obliczone za pomocg oprogramowania MSD ChemStation Data Analysis. Oznaczenia i pelne

nazwy zidentyfikowanych kwaséw tluszczowych zostaty przedstawione w tabeli 4.

Tabela 4. Kwasy tluszczowe zidentyfikowane za pomoca chromatografii gazowej sprzezonej ze

spektrometria mas.

Kwas tlusczczowy Nazwa zwyczajowa

C14:0 kwas tetradekanowy
C16:1 kwas palmitooleinowy
C16:0 kwas palmitynowy
C18:2n6 kwas linolowy
C18:1n9 kwas oleinowy
C18:1n7 kwas wakcenowy
C18:0 kwas stearynowy
C20:4 kwas arachidonowy
C20:5n3 kwas eikozapentaenowy
C20:3n6 kwas linolenowy
C20:2 kwas eikozadineonowy
C20:1 kwas eikozenowy
C20:0 kwas arachidowy
C22:6n3 kwas dokozaheksaenowy
C22:1n9 kwas erukowy
C22:0 kwas dokozanowy
C24:0 kwas tetrakozanowy
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6.7. Analiza poziomu mRNA

6.7.1. lzolacja RNA isynteza cDNA

RNA z komoérek wyizolowano za pomocg zestawu RNeasy Lipid Tissue Kit (Qiagen, nr
kat. 74804) zgodnie z protokotem producenta. Komorki zawieszono w 1 ml odczynnika
QIAzol Lysis Reagent i inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
dodawano 200 pl chloroformu i mieszano. Proby odwirowywano z predkoscig 12000 x g
w 4°C przez 15 minut. Goérng warstwe przenoszono do nowej proboéwki i dodawano 70%
etanol w objetosci odpowiadajacej objetosci proby. Mieszaning nanoszono na kolumne ze
ztozem krzemionkowym. RNA wyplukiwano ze zloza za pomoca nisko jonowego buforu
elucyjnego. Stezenie oraz czystos¢ RNA okre$lano za pomocg spektrofotometru Implen
Nanophotometer (Monachium, Niemcy).

W trakcie izolacji RNA, do proby dostaje si¢ rowniez DNA mogacy zaburzy¢ odczyty
w reakcji PCR. W celu usunigcia DNA, 1 pg proby RNA inkubowano z 1U DNazy
w odpowiednim buforze (A&A Biotechnology, nr kat. 1009-10) i wodzie zawierajacej 0,1%
piroweglanu dietylu (DEPC). Koncowa objetos¢ mieszaniny wynosita 10 pl. Proby
inkubowano w 37°C przez 30 minut. Nast¢gpnie, w celu inaktywacji DNazy, proby byly
podgrzewane do 75°C i1 inkubowane przez 10 minut.

Syntez¢ cDNA przeprowadzono za pomoca zestawu Revert Aid H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher, nr kat. K1631), zgodnie z protokotem producenta.
Mieszanina reakcyjna zawierata 1 pg RNA; 0,5 pg/ul oligo(dT); 10 mM dNTP; 20 U/ul
inhibitora nukleaz; 200 U/ul odwrotnej transkryptazy i 4 pl buforu do odwrotnej transkrypcji.
Koncowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 20ul. Reakcje odwrotnej transkrypcji
prowadzono w 42°C przez 1 godzing. W celu inaktywacji enzymow, proby byty podgrzewane

do 75°C 1 inkubowane przez 10 minut.

6.7.2. RT-gPCR

Analizy poziomu mRNA przeprowadzono za pomoca iloSciowego PCR w czasie
rzeczywistym na matrycy cDNA. Mieszanina reakcyjna zawierala 5 ul odczynnika SsoAdv
Univer SYBR Green MIX (Biorad, nr kat. 1725272), 0,5 ul kazdego ze starterow oraz 25 ug
matrycy DNA. Mieszaning reakcyjng uzupelniano 4 pl wody destylowanej, do koncowej
objetosci 10 pl. Reakcje prowadzono w termocyklerze Biorad CFX Connect Real-Time PCR
Detection System. Reakcja przebiegala w nastepujacych warunkach: 95°C, 5 minut, 40 cykli
60°C, 30 sekund, nastepnie 72°C, 30 sekund. Po kazdym cyklu nastepowal odczyt
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intensywnos$ci fluorescencji. Po zakonczonej reakcji odczytano wartosci Ct, stanowigce
numer cyklu, w ktorym warto$¢ fluorescencji przekroczyta warto$¢ graniczng w fazie wzrostu
wyktadniczego. Jako kontrolg wewnegtrzng ilosci cDNA wykorzystano pary starterow
powielajace  fragment mRNA  genu  kodujacego  dehydrogenaze  aldehydu
3-fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, Gapdh). W tabeli 5.
przedstawiono list¢ starterow wykorzystanych do PCR. Krotno§¢ zmiany zostata obliczona

metoda AACq:

Najpierw obliczano ACq dla proby eksperymentalnej:

ACqgS = CqTS — CqRS
Gdzie:
ACqS - warto$¢ Cq dla proby eksperymentalnej
CqTsS - warto$¢ Cq dla badanego genu w probce eksperymentalne;j
CgRS - warto$¢ Cq dla genu referencyjnego (Gapdh) w probce eksperymentalne;j

Nastegpnie obliczano warto$¢ Cq dla proby kontrolnej:

ACqC = CqTC — CqRC
Gdzie:
ACqS - warto$¢ Cq dla proby kontrolnej
CqTS - warto$¢ Cq dla badanego genu w probce kontrolnej
CqRS - wartos¢ Cq dla genu referencyjnego (Gapdh) w probee kontrolne;j
Nastepnie obliczano warto$¢ AACq:

AACq = ACqS — ACqC

Krotno$¢ zmiany wyrazano jako:

Krotno$¢ zmiany = 2724¢4
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Tabela 5. Lista starteréw wykorzystanych do reakcji RT-gPCR.

Sekwencja startera forward (5°-3")

MATERIALY I METODY

Sekwencja startera reverse (5'-3°)

Adipoq

GTTCCCAATGTACCCATTCGC

TGTTGCAGTAGAACTTGCCAG
Adiporl TCTTCGGGATGTTCTTCCTGG TTTGGAAAAAGTCCGAGAGAC
Adipor2 GGAGTGTTCGTGGGCTTAGG GCAGCTCCGGTGATATAGAGG
Cidea GGTGGACACAGAGGAGTTCTTTC CGAAGGTGACTCTGGCTATTCC
Drpl TTACGGTTCCCTAAACTTCACG GTCACGGGCAACCTTTTACGA
Fabp4 TGAAATCACCGCAGACGACAGG GCTTGTCACCATCTCGTTTTCTC
Fisl TGTCCAAGAGCACGCAATTTG CCTCGCACATACTTTAGAGCCT
Gapdh ACCCAGAAGACTGTGGATGG CACATTGGGGGTAGGGAACAC
GAPDH ACCCAGAAGACTGTGGATGG AGTAGAGGCAGGGATGATGTT
ICAM1 AGCGGCTGACGTGTGCAGTAAT TCTGAGACCTCTGGCTTCGTCA
Lep GCAGTGCCTATCCAGAAAGTCC GGAATGAAGTCCAAGCCAGTG
Lpl GCGTAGCAGGAAGTCTGACCAA AGCGTCATCAGGAGAAAGGCG
Mfnl CCAGGTACAGATGTCACCACAG TTGGAGAGCCGCTCATTCACCT
Mfn2 GTGGAATACGCCAGTGAGAAGC CAACTTGCTGGCACAGATGAGC
Nampt GCAGAAGCCGAGTTCAACATC TTTTCACGGCATCAAAGTAGGA
Opal TGGAAAATGGTTCGAGAGTCAG CATTCCGTCTCTAGGTTAAAGC
Pgcla AAGATCAAGGTCCCCAGGCA TGTGTGCGGTGTCTGTAGTGG
Pparg GGCTTTTGAGGAACTCCCTGG GGCTTTTGAGGAACTCCCTGG
Retn GTCCAGCAATTTAAGCCAATGTT AAGAACCTTTCATTTCCCCTCC
Ucpl GCTTTGCCTCACTCAGGATTGG CCAATGAACACTGCCACACCTC
VCAM1 GATTCTGTGCCCACAGTAAGGC TGGTCACAGAGCCACCTTCTTG

6.8. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna uzyskanych wynikow zostala wykonana za pomoca programu

GraphPad Prism 8. Dla porownan wielokrotnych zastosowano dwuczynnikowg analize
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wariancji (two-way ANOVA) oraz test post-hoc Tukey’a. Dla poréwnan migedzy dwiema

grupami zastosowano test T-Studenta. Wyniki na wykresach przedstawiono jako $rednig

+ odchylenie standardowe.

6.9. Lista odczynnikow

Pozostate odczynniki, ktorych nie uwzgledniono w opisie metod, wykorzystane

W niniejszej pracy zostaty przedstawione w tabeli 6.

Tabela 6. Lista odczynnikow

Nazwa Producent Nr kat.
(2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)-2-
deoksyglukoza (2-NBDG) Abeam 235978
2,6-ditert-butylo-4-metylofenol (BHT) Fluka 34750
2-merkaptoetaol Acros 125472500
2-propanol POCH 751500111
3-izobutylo-1-metyloksantyna (IBMX) Sigma 15879
4',6-diamidyno-2-fenyloindol (DAPI) ThermoFisher 62247
Akryloamid Bioshop ACR004
Albumina surowicy bydlecej (BSA) Bioshop ALB001
Aldehyd glutarowy Merck G5882
Alkohol etylowy (EtOH) POCH 396420113
Aprotynina ROTH Al162.2
Blekit bromofenolowy POCH 184070219
Bufor fosforanowy (PBS) Sigma D8537
Chlorek litu Sigma L9650
Chlorek magnezu POCH 612050110
Chlorek sodu Sigma S7653
Chloroform POCH 234430111
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Cytrynian sodu Merck 567446
Czerwien oleista Sigma 00625
Deksametazon Sigma D4902
Deoksycholan sodu Sigma 264103
Dihydroetydyna (DHE) Abcam ab236206
Dimetylosulfotlenek Sigma D8418
Dodecylosiarczan sodu POCH 796630119
Eozyna Sigma HT110116
Eter diizopropylowy Sigma 38270
Falloidyna ThermoFisher Al12379
Fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF) Sigma P7626
Glicerol POCH 443320113
Glicyna Acros 158920010
Glukoza Sigma G8270
Heksan POCH 466310111
Hematoksylina Sigma GHS116
Heptan POCH 470470156
Insulina Sigma 11070-73-8
Jodek propidyny Merck 537059
Kolagenaza typu | Gibco 17100-017
Ksylen Chempur 115208603
L(_'WEaPs EA;()Z-hydroksyetylo)piperazyno-l-etanosiarkowy Sigma H3784
kwas etylenoglikol-bis-(2-aminoetylo)tetra-octowy (EGTA) Acros 409911000
Kwas octowy POCH 568760114
Kwas ortofosforowy POCH 569150111
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Kwas pentadekaenowy Merck W433400
Kwas wersenowy (EDTA) POCH 593280117
Leupeptyna ROTH CN33.1
Metanol (MeOH) POCH 621990110
Monolaurynian polioksyetylenosorbitolu (Tween-20) Sigma p2287
N*,N*,N*,N*,-tetrametylenodiamina (TEMED) Sigma p2287
Nadsiarczan amonu (APS) Sigma T9281
Nadtlenek wodoru Sigma H1009
Odczynnik Bradford Biorad 50000006
Oktylofenoksy-poli(etylenoksy) etanol (IGEPAL CA630) Sigma 18896
Oleinian sodu Sigma 07501
Ortowandan sodu Sigma S6508
Palmitooleinian sodu Cayman 21911
Palmitynian sodu Sigma P9767
Paraformaldehyd (PFA) Sigma P6148
Pepstatyna A Bioshop PRP605
Piroweglan dietylu (DEPC) Bioshop DEP001
Plodowa surowica bydleca (FBS) Sigma 10500
Rnaza A/T1 Thermo Fisher ENO0551
Roziglitazon Sigma R2408
Siarczan miedzi POCH 658310116
Streptomycyna/Penicylina Gibco 15140122
Tetrametylorodoamina (TMRM) ThermoFisher T668
Tlenek osmu Merck 75632
Tris-hydroksymetyloaminometan Sigma T1503
Triton X-100 Sigma T8787

76




MATERIAEY I METODY

Trycyna Sigma T0377
Trypsyna-EDTA Sigma T3924
Wodorofosforan disodu Merck 71643
Wodorotlenek sodu POCH 81098118
Wodoroweglan sodu Sigma 401676
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7. WYNIKI
7.1. Fenotyp myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta wysokotluszczowa (HF)

W celu wywotania stanu wczesnej otytosci u myszy WT i SCD1-/-, byly one karmione
dieta wysokotluszczowa przez okres 8 tygodni (grupy 8 HF). Natomiast w celu wywotania
zaawansowanej otytosci, myszy byty karmione dieta HF przez okres 16 tygodni (grupy 16
HF). Srednia wyjéciowa masa ciata myszy WT byta podobna do masy ciata myszy SCD1-/-
(Rycina 10A, B). U myszy WT karmionych dietag HF przez 8 i 16 tygodni zaobserwowano
wzrost masy ciata w poréwnaniu z myszami WT karmionymi dieta chow (Rycina 10A, B, C).
U myszy SCD1-/- karmionych dieta HF nie stwierdzono istotnych zmian w masie ciala
w stosunku do myszy SCD1-/- karmionych dietg chow, bez wzglgdu na dlugos¢ trwania diety
(Rycina 10A, B, C). Masa ciata myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta chow byla podobna
w czasie trwania eksperymentu (Rycina 10A, B, C).
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Rycina 10. Fenotyp myszy WT i SCD1-/-. (A) Zmiany masy ciata myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta HF
przez 8 tygodni. (B) Zmiany masy ciata myszy WT i SCD1-/- karmionych dietg HF przez 16 tygodni. (C) Masa
ciata myszy WT i SCD1-/- na koniec eksperymentu. (D) Stosunek masy serca do masy ciata. (E) Stosunek masy
trzewnej tkanki ttuszczowej do masy ciata. VAT - trzewna tkanka tluszczowa. a p<0,05 vs. WT chow,
b p<0,05 vs. WT 8 HF, ¢ p<0,05 vs. WT 16 HF, d p<0,05 vs. SCD1-/- chow, e p<0,05 vs. SCD1-/- 8 HF.
N=4-8 myszy/grupg.
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Masa serca w stosunku do masy ciata byla podobna zar6wno na diecie chow, jak i na
diecie HF, w przypadku myszy WT (Rycina 10D). U myszy SCD1-/- dieta HF réwniez nie
wptynela na stosunek masy serca do masy ciata (Rycina 10D). Niemniej jednak, stosunek
masy serca do masy ciata u myszy SCD1-/- byt wyzszy niz u myszy kontrolnych WT (Rycina
10D). Stluszczenie ciata myszy WT, wyrazone jako stosunek trzewnej tkanki tluszczowe;j
(ang. visceral adipose tissue, VAT) do calkowitej masy ciala bylo zwigkszone u myszy WT
po 81 16 tygodniach diety HF w porownaniu z myszami WT na diecie chow (Rycina 10E). Po
8 tygodniach diety HF sttuszczenie ciata u myszy SCD1-/- HF bylo nizsze niz u myszy WT
(Rycina 10E). Stluszczenie ciata po 16 tygodniach diety HF byto podobne zaréwno u myszy
WT, jak i SCD1-/- (Rycina 10E).
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Rycina 11. Parametry biochemiczne osocza myszy WT i SCD1-/-. (A) Stezenie glukozy, (B) stezenie
cholesterolu catkowitego, (C) stezenie triacylogliceroli we krwi myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta chow
lub HF. a p<0,05 vs. WT chow, b p<0,05 vs. WT 8 HF, ¢ p<0,05 vs. WT 16 HF,
d p<0,05 vs. SCD1-/- chow, e p<0,05 vs. SCD1-/- 8 HF. N=6 myszy/grupe.

Stezenie glukozy we krwi myszy WT karmionych dieta HF wzrastato wraz z dlugoscia
diety w stosunku do myszy WT chow (Rycina 11A). Na diecie chow stezenie glukozy we
krwi myszy SCD1-/- byto wyzsze niz u myszy WT (Rycina 11A). W wyniku karmienia
myszy SCD1-/- dieta HF przez 8 Iub 16 tygodni, stezenie glukozy we krwi takze wzrosto

wzgledem myszy WT na diecie chow, jednak wzrost ten byt nizszy niz u myszy WT na diecie
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HF (Rycina 11A). Stezenie cholesterolu we krwi myszy WT karmionych dieta HF przez 8
i 16 tygodni byto wyzsze niz u myszy WT na diecie chow (Rycina 11B). U myszy SCD1-/-
karmionych dietg chow, stezenie cholesterolu byto wyzsze niz u myszy WT karmionych dietg
chow (Rycina 11B). U myszy SCD1-/- na diecie HF stwierdzono wzrost stezenia cholesterolu
jedynie po 16 tygodniach HF w stosunku do myszy SCD1-/- na diecie chow (Rycina 11B).
Stezenie cholesterolu u myszy SCDI-/- po 16 tygodniach diety HF byto nizsze niz
w przypadku myszy WT karmionych dieta HF przez 16 tygodni (Rycina 11B). St¢zenie TAG
we krwi myszy WT karmionych dieta HF przez 8 i 16 tygodni bylo wyzsze od stezenia TAG
u myszy WT karmionych dieta chow (Rycina 11C). U myszy SCD1-/- nie zaobserwowano
wzrostu stezenia TAG w wyniku karmienia dietg HF (Rycina 11C). Ponadto, stezenie TAG
u myszy SCD1-/- na diecie HF byto nizsze niz u myszy WT karmionych dietg HF, zarowno
po 8, jak i 16 tygodniach (Rycina 11C).

7.2. Test obcigzenia glukoza

Otytos¢ jest powiagzana ze zjawiskiem nietolerancji glukozy, ktore charakteryzuje si¢
wysokim poziomem glikemii na czczo oraz utrudnionym wychwytem glukozy przez tkanki
obwodowe (Rohm i wsp., 2022). W celu okreslenia wptywu wyciszenia SCD1 na metabolizm
glukozy w trakcie diety HF trwajacej 8 1 16 tygodni, wykonano dootrzewnowy test obcigzenia
glukoza. Zaréwno myszy WT, jak i SCD1-/- karmione dieta chow wykazywaty prawidtowa
tolerancje glukozy ze spadkiem jej poziomu do warto$ci zblizonych do wyjsciowych po 120
minutach od podania (Rycina 12A, B). U myszy SCD1-/- po 8 tygodniach diety HF
stwierdzono wolniejszy spadek poziomu glukozy niz u myszy WT i SCD1-/- karmionych
dieta chow (Rycina 12A). Spadek ten byl jednak wyraznie szybszy niz w przypadku myszy
WT karmionych dieta HF przez 8 tygodni (Rycina 12A). Podobny efekt stwierdzono
w przypadku myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta HF przez 16 tygodni (Rycina 12B).
Myszy SCD1-/- wykazywaly szybszy spadek stezenia glukozy we krwi niz myszy WT
(Rycina 12B). Ponadto, podczas gdy stezenie glukozy we krwi myszy SCD1-/- karmionych
dieta HF przez 16 tygodni po 120 minutach byt podobny do stezenia glukozy u myszy
karmionych dietg chow, to u myszy WT utrzymywal si¢ on na wysokim poziomie (Rycina
12B). Wyniki te wskazuja, ze myszy SCDI-/- maja poprawiong tolerancje glukozy

w warunkach karmienia dieta HF w porownaniu z myszami WT.
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Rycina 12. Test obciazenia glukoza myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta HF przez (A) 8 tygodni lub
(B) 16 tygodni. a p<0,05 vs. WT chow, b p<0,05 vs. WT 8 HF, ¢ p<0,05 vs. WT 16 HF, d p<0,05 vs. SCD1-/-
chow. N=6 myszy/grupe.

7.3. Zmiany morfologiczne w TPVAT i APVAT myszy WT i SCD1-/-

W przypadku myszy WT, zaobserwowano wzrost masy TPVAT po 8 i 16 tygodniach
karmienia dieta HF w poréwnaniu z TPVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 13A). Nie
stwierdzono natomiast wzrostu masy TPVAT u myszy SCD1-/- w wyniku karmienia dieta HF
w stosunku do TPVAT myszy SCD1-/- na diecie chow (Rycina 13A).

BAT charakteryzuje si¢ matymi, drobnymi kroplami lipidowymi w obrgbie
pojedynczego adipocytu oraz duzg iloscig cytoplazmy (Marlatt i Ravussin, 2017). Biata
tkanka tluszczowa WAT sklada si¢ natomiast z adipocytow posiadajagcych jedng wielka
krople lipidowa, spychajaca jadro komodrkowe 1 pozostale organelle na waski obszar
cytoplazmy (Reyes-Farias i wsp., 2021). Przeprowadzone badania wykazaty, ze TPVAT
myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta chow posiadat typowg dla BAT morfologi¢ (Rycina
13B).
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Rycina 13. Morfologia TPVAT myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta chow lub HF. (A) Masa TPVAT.
(B) Preparaty histologiczne TPVAT wybarwione hematoksyling i eozyng (powigkszenie 200 X). (C) Poziom
hipertrofii adipocytow w TPVAT. a p<0,05 vs. WT chow, b p<0,05 vs. WT 8 HF, ¢ p<0,05 vs. WT 16 HF,
d p<0,05 vs. SCD1-/- chow. N=4 myszy/grupeg.

Analiza udzialu powierzchni zajmowanej przez krople lipidowe w stosunku do
catkowitej powierzchni tkanki jest ilo§ciowym wskaznikiem poziomu hipertrofii adipocytow.
Poziom hipertrofiit WT TPVAT byt wyzszy w wyniku karmienia HF przez 8 i 16 tygodni niz
w WT TPVAT na diecie chow (Rycina 13C). Wzrost ten nie byt zalezny od czasu trwania
diety HF (Rycina 13C). W TPVAT myszy SCD1-/- karmienie dietg HF rowniez prowadzito
do zwigkszenia poziomu hipertrofii adipocytow w porownaniu z TPVAT myszy SCD1-/- na
diecie chow (Rycina 13C). Wzrost hipertrofii TPVAT u myszy SCD1-/- na diecie HF byt
jednak mniej wyrazny niz w przypadku TPVAT myszy WT na diecie HF (Rycina 13C).

W przypadku APVAT, u myszy WT stwierdzono znaczny przyrost masy tej tkanki
w wyniku karmienia myszy dieta HF przez 8 1 16 tygodni w poréwnaniu z APVAT myszy
WT na diecie chow (Rycina 14A). Karmienie myszy SCD1-/- dieta HF przez 8 i 16 tygodni
nie prowadzito do wzrostu masy APVAT w poréwnaniu z APVAT myszy SCD1-/- na diecie
chow (Rycina 14A). Pod wzgledem morfologicznym, APVAT myszy WT i SCDI1-/-
wykazywat zar6wno cechy charakterystyczne dla BAT, jak i WAT (Rycina 14B). Dieta HF
spowodowata znaczny rozrost adipocytow w APVAT myszy WT i SCD1-/- (Rycina 14B).
Analiza poziomu hipertrofii adipocytow wykazata, ze akumulacja lipidow w APVAT myszy

WT jest istotnie zwiekszona po 8 1 16 tygodniach HF w porownaniu z APVAT myszy WT na
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diecie chow. Wzrost ten byl rowniez obecny w APVAT u myszy SCD1-/- na diecie HF,
jednak byl on mniej wyrazny niz w przypadku WT APVAT na diecie HF (Rycina 14C).
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Rycina 14. Morfologia APVAT myszy WT i SCD1-/-. (A) Masa APVAT. (B) Preparaty histologiczne APVAT
wybarwione hematoksyling i eozyna (powigkszenie 200 X). (C) Poziom hipertrofii adipocytow w APVAT.
a p<0,05 vs. WT chow, b p<0,05 vs. WT 8 HF, ¢ p<0,05 vs. WT 16 HF, d p<0,05 vs. SCD1-/- chow.
N=4 myszy/grupeg.

7.4. Zmiany w gestosci sieci naczyn krwionosnych w TPVAT i APVAT

Odpowiedni stopien unaczynienia okotonaczyniowej tkanki ttuszczowej jest kluczowy
ze wzgledu na jej wysoka aktywnos¢ metaboliczng. W TPVAT myszy WT stwierdzono
zmniejszenie gestosci sieci naczyn w wyniku karmienia dieta HF przez 8 1 16 tygodni
w porownaniu z TPVAT myszy WT na diecie chow. Efekt ten nie byt zalezny od dlugosci
trwania diety HF (Rycina 15A, B). W TPVAT myszy SCD1-/- karmionych dietg HF przez 8 i
16 tygodni gestos¢ sieci naczyn byta wyzsza niz w TPVAT myszy WT karmionych dietg HF
(Rycina 15A, B). Karmienie dieta HF myszy SCD1-/- nie spowodowato natomiast zmian
w gestosci naczyn w TPVAT w porownaniu z TPVAT myszy SCD1-/- na diecie chow
(Rycina 15A, B).
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Rycina 15. Gesto$¢ sieci naczyn krwionosnych w TPVAT i APVAT myszy WT i SCDI1-/-.
(A) Reprezentacyjne zdjecia sieci naczyn w TPVAT (powigkszenie 200 Xx). (B) Gesto§¢ sieci naczyn
przedstawiona jako procent powierzchni zajmowanej przez naczynia w TPVAT. (C) Reprezentacyjne zdjecia
sieci naczyn w APVAT (powigkszenie 200 X). (D) Gestos¢ sieci naczyn przedstawiona jako procent powierzchni
zajmowanej przez naczynia w APVAT. a p<0,05 vs. WT chow, b p<0,05 vs. WT 8 HF, ¢ p<0,05 vs. WT 16 HF,
d p<0,05 vs. SCD1-/- chow, e p<0,05 vs. SCD1-/- 8 HF. N=6 myszy/grupe.

W APVAT myszy WT dieta HF spowodowata zwigkszenie gestosci sieci naczyn
w porownaniu z APVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 15C, D). Wzrost unaczynienia
w APVAT myszy SCD1-/- w stosunku do myszy WT zostat zaobserwowany po 8 tygodniach
diety HF oraz na diecie chow (Rycina 15C, D).

Przedstawione wyniki wskazuja, ze dieta HF wywiera odmienny efekt na gestos¢
unaczynienia w PVAT: w TPVAT dochodzi do spadku ggstoSci naczyn, natomiast
w APVAT dochodzi do jej wzrostu. Dodatkowo, brak genu SCD1 zwigksza gesto§¢ naczyn
w PVAT w warunkach diety HF w poréwnaniu z PVAT myszy WT na diecie HF.
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7.5. Zawartos¢ kolagenu w Scianie aorty myszy

Dieta HF prowadzi do zwigkszonej produkcji bialek macierzy pozakomodrkowej przez
komorki migsni gtadkich $ciany tetnicy, w tym kolagenu. Prowadzi to do utraty elastycznos$ci
$ciany naczynia (Santana i wsp., 2014).
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Rycina 16. Zawarto$¢ kolagenu w $cianie aorty myszy WT i SCD1-/-. (A) Preparaty histologiczne odcinka
piersiowego aorty myszy wybarwione za pomocg czerwieni Syriusza (powiekszenie 200 x). (B) Zmiany
poziomu kolagenu w $cianie aorty piersiowej. (C) Preparaty histologiczne odcinka brzusznego aorty wybarwione
za pomoca czerwieni Syriusza (powigkszenie 200 X). (D) Zmiany poziomu kolagenu w $ciany aorty brzuszne;j.
a p<0,05 vs. WT chow, b p<0,05 vs. WT 8 HF, ¢ p<0,05 vs. WT 16 HF, d p<0,05 vs. SCD1-/- chow, e p<0,05
vs. SCD1-/- 8 HF. N=6 myszy/grupe.

Dieta HF prowadzita do zwigkszenia zawartosci kolagenu w odcinku piersiowym aorty
myszy WT w poroéwnaniu z aorta piersiowa myszy WT na diecie chow (Rycina 16A, B).
Poziom kolagenu w $cianie aorty piersiowej myszy SCDI1-/- karmionych dieta chow byt
wyzszy niz w $cianie aorty piersiowej myszy WT na diecie chow (Rycina 16A, B). Karmienie
myszy SCD1-/- dieta HF przez 8 i 16 tygodni prowadzito do spadku poziomu kolagenu
w S$cianie aorty piersiowej w poréwnaniu z myszami SCD1-/- na diecie chow (Rycina
16A, B). Niemniej jednak, poziom kolagenu w odcinku piersiowym aorty myszy SCD1-/- na
diecie HF byt wyzszy niz u myszy WT na diecie HF (Rycina 16A, B). Sciana odcinka
brzusznego aorty charakteryzowata si¢ zwigkszonym poziomem kolagenu u myszy WT

karmionych dieta HF przez 8 i 16 tygodni w pordwnaniu z aorta brzuszng myszy WT na
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diecie chow (Rycinal6C, D). U myszy SCD1-/- karmionych dieta chow i HF, poziom
kolagenu w $cianie aorty brzusznej byt wyzszy niz w $cianie aorty brzusznej myszy WT na
diecie chow lub HF (Rycina 16C, D).

Przedstawione dane pozwalajg stwierdzi¢, ze wyciszenie genu SCD1 prowadzi do
zwigkszenia depozycji kolagenu w $cianie aorty zaré6wno w odcinku brzusznym jak

I piersiowym.

7.6. Sklad lipidéow w TPVAT i APVAT myszy WT i SCD1-/- karmionych
dieta HF

W celu okreslenia wptywu SCD1 na zmiany sktadu lipidow obojetnych w trakcie diety
HF, dokonano rozdziatu chromatograficznego frakcji lipidowych wyizolowanych z TPVAT
1 APVAT. W TPVAT myszy WT karmionych dieta HF przez 8 i 16 tygodni nie stwierdzono
zmian w poziomie TAG w poréwnaniu z TPVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 17A).
W TPVAT myszy SCD1-/- na diecie chow i HF, poziom TAG byt nizszy niz w TPVAT
myszy WT karmionych tym samym typem diety (Rycina 17A). W TPVAT myszy SCD1-/-
karmionych dieta HF przez 16 tygodni poziom TAG byt wyzszy niz w TPVAT myszy SCDI1-
/- karmionych dieta chow Iub HF przez 8 tygodni (Rycina 17A). Poziom DAG w TPVAT
myszy WT wzrost jedynie po 16 tygodniach HF w poréwnaniu z TPVAT myszy WT na
diecie chow (Rycina 17A). W TPVAT myszy SCD1-/- karmionych dieta chow lub HF,
poziom DAG byl wyzszy niz w TPVAT myszy WT na diecie chow 1 HF (Rycina 17A).
Najwyzszy poziom DAG stwierdzono w TPVAT myszy SCDI1-/- po 16 tygodniach HF
(Rycina 17A). Poziom FFA w TPVAT myszy WT karmionych dietg HF wzrdst jedynie po 16
tygodniach w poréwnaniu z TPVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 17A).
W TPVAT myszy SCD1-/- karmionych zaréwno dietg chow lub HF, poziom FFA byl wyzszy
nizw TPVAT myszy WT karmionych dietg chow lub HF (Rycina 17A).
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Rycina 17. Zawarto$¢ lipidow w TPVAT i APVAT myszy WT i SCD1-/- karmionych dietg chow lub HF.
(A) Poziom triacylogliceroli (TAG), diacylogliceroli (DAG) i wolnych kwasow ttuszczowych (FFA) w TPVAT
i (B) APVAT. a p<0,05 vs. WT chow, b p<0,05 vs. WT 8 HF, ¢ p<0,05 vs. WT 16 HF, d p<0,05 vs. SCD1-/-
chow, e p<0,05 vs. SCD1-/- 8 HF. N=6 myszy/grupe.

Poziom TAG w APVAT myszy WT karmionych dieta HF przez 8 i 16 tygodni byt
wyzszy niz w APVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 17B). Poziom TAG w APVAT
myszy WT karmionych dieta HF przez 8 tygodni nie r6znil si¢ od poziomu TAG w APVAT
myszy karmionych dieta HF przez 16 tygodni (Rycina 17B). Poziom TAG w APVAT myszy
SCD1-/- na diecie chow i HF byl nizszy niz w APVAT myszy WT na diecie chow i HF
(Rycina 17B). Poziom DAG w APVAT myszy WT karmionych dieta HF przez 8 i 16 tygodni
wrést w stosunku do poziomu DAG w APVAT myszy WT karmionych dieta chow (Rycina
17B). W APVAT myszy SCD1-/- poziom DAG byt wyzszy niz w APVAT myszy WT
zaro6wno na diecie chow, jak i na diecie HF (Rycina 17B). Poziom FFA w APVAT myszy
WT karmionych dieta HF przez 8 i 16 tygodni byt podobny jak w APVAT myszy WT
karmionych dieta chow (Rycina 17B). Poziom FFA w APVAT myszy SCD1-/- karmionych
dieta chow lub HF byl wyzszy niz w APVAT myszy WT na analogicznych dietach (Rycina
17B).
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Przedstawione wyniki demonstruja zmniejszong zdolnos¢ PVAT myszy SCDI1-/- do
gromadzenia TAG w odpowiedzi na HF, co jest potaczone ze wzrostem zawartosci FFA

i DAG.

7.7. Sklad i zawarto$ci kwasow tluszczowych w TPVAT

W tabelach 7-10 przedstawiono udzial procentowy kwasow tluszczowych
w poszczegbdlnych frakcjach lipidowych wyizolowanych z TPVAT. Na rycinie 18.
przedstawiono krotno$¢ zmiany zawartosci kwasow tluszczowych wzgledem grupy WT
chow. We frakcji TAG najwigksze zmiany dotyczyly kwasow palmitooleinowego (C16:1)
1 oleinowego (C18:1n9) (Rycina 18A). Poziom kwasu C16:1 byt wyzszy w TPVAT myszy
WT na diecie HF w stosunku do TPVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 18A).
W TPVAT myszy SCD1-/- na diecie HF zawarto$¢ kwasu C16:1 byta nizsza niz w TPVAT
myszy WT na diecie HF (Rycina 18A). Zawarto$¢ kwasu C18:1n9 byla wyzsza w TPVAT
myszy WT na diecie HF niz w TPVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 18A). Poziom
kwasu C18:1n9 w TPVAT u myszy SCD1-/- byt nizszy niz w TPVAT u myszy WT na diecie
chow i HF trwajacej 8 tygodni (Rycina 18A). Ponadto, we frakcji TAG wyizolowanej
z TPVAT myszy SCD1-/- stwierdzono akumulacje kwasu stearynowego (C18:0) zarowno na
diecie chow, jak i HF w poroéwnaniu z myszami WT na diecie chow i HF (Rycina 18A).
Zmiany te doprowadzity do zwigkszenia ilosci wszystkich SFA w TPVAT myszy SCD1-/- na
diecie chow i HF w poréwnaniu z myszami WT na diecie chow i HF (Rycina 18A).
W TPVAT myszy WT we frakcji DAG, najwickszy wzrost spowodowany dieta HF,
stwierdzono dla kwasoéw C18:1n9 1 eikozenowego (C20:1) (Rycina 18B). W TPVAT myszy
SCD1-/- karmionych dieta chow i HF przez 8 i 16 tygodni, we frakcji DAG najwigkszej
zmianie ulegt poziom kwasu linolowego (C18:2n6), ktory byt wyzszy niz w TPVAT myszy
WT na diecie chow i HF (Rycina 18B). Ponadto, w TPVAT myszy SCD1-/- na diecie HF we
frakcji DAG odnotowano wzrost poziomu kwasu C18:1n9 w porownaniu z TPVAT myszy
WT na diecie HF (Rycina 18B).

We frakcji FFA w TPVAT myszy WT karmionych dieta HF stwierdzono wzrost
zawartosci kwasu C18:1n9 w poréwnaniu z myszami WT na diecie chow (Rycina 18C).
Zawartos¢ kwasu C18:1n9 we frakcji FFA w TPVAT myszy SCD1-/- na diecie chow byla
nizsza niz W TPVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 18C). We frakcji FFA w TPVAT
myszy SCD1-/- na diecie HF stwierdzono wzrostu poziomu kwasu C18:1n9 w poréwnaniu do

myszy SCD1-/- na diecie chow (Rycina 18C). Poziom kwasu C18:1n9 we frakcji FFA
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w TPVAT u myszy SCD1-/- na diecie chow i HF trwajacej 16 tygodni byl nizszy niz we
frakcji FFA w TPVAT myszy WT na diecie chow i HF trwajacej 16 tygodni (Rycina 18C).
We frakcji FFA w TPVAT myszy SCD1-/- karmionych dietag chow i HF zaobserwowano
wyrazny spadek zawartosci kwasu C16:1 w poréwnaniu z frakcja FFA w TPVAT myszy WT
na diecie chow i HF (Rycina 81C). We frakcji PL wyizolowanych z TPVAT myszy WT
karmionych dieta HF przez 8 i 16 tygodni stwierdzono podwyzszony poziom kwasu
tetrakozanowego (C20:4) w poréownaniu z frakcjg PL w TPVAT myszy WT na diecie chow
(Rycina 18D). Ponadto, poziom kwasu C20:4 we frakcji PL w TPVAT myszy SCD1-/- na
diecie chow byt wyzszy niz we frakcji PL w TPVAT myszy WT na diecie chow (Rycina
18D). Poziom kwasu C20:4 we frakcji PL w TPVAT myszy SCD1-/- na diecie HF trwajacej 8
i 16 tygodni byt nizszy niz we frakcji PL w TPVAT myszy WT na diecie HF trwajacej 8 i 16
tygodni (Rycina 18C). W wyniku karmienia myszy WT dieta HF przez 8 i 16 tygodni
stwierdzono wzrost zawartosci kwasu C18:1n9 w TPVAT we frakcji PL w poréwnaniu
z myszami WT na diecie chow (Rycina 18D). Dieta HF spowodowata podwyzszenie poziomu
kwasu C18:1n9 we frakcji PL w TPVAT myszy SCD1-/- w poréwnaniu z myszami SCD1-/-
na diecie chow (Rycina 18D). Zawartos¢ kwasu C18:1n9 we frakcji PL w TPVAT
u myszy SCD1-/- byta nizsza niz we frakcji PL TPVAT myszy WT, zaréwno na diecie chow,
jak i na diecie HF (Rycina 18D).

Karmienie myszy WT dieta HF przez 8 i 16 tygodni spowodowato spadek zawarto$ci
SFA w poréwnaniu z TPVAT myszy WT karmionych dieta chow (Rycina 18E). Ponadto,
w TPVAT myszy SCD1-/- na diecie HF stwierdzono spadek poziomu MUFA wzgledem
TPVAT myszy WT na diecie HF (Rycina 18 E). W TPVAT myszy SCD1-/- stwierdzono
wyzszy poziomu SFA zarowno na diecie chow, jak i HF w porownaniu z TPVAT myszy WT
na diecie chow (Rycina 18E). TPVAT myszy SCD1-/- na diecie chow wykazywal znaczny
spadek zawartosci MUFA wzgledem TPVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 18E).
W TPVAT myszy SCD1-/- na diecie HF poziom MUFA byt wyzszy w poroéwnaniu do
TPVAT myszy WT na diecie chow. Wzrost ten byt jednak mniejszy niz w przypadku TPVAT
myszy WT na diecie HF w odniesieniu do TPVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 18E).
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Rycina 19. Wzgledna zawarto$¢ kwasow tluszczowych w TPVAT myszy WT i SCD1-/-. (A) Zawarto$¢
kwasow tluszczowych we frakeji triacylogliceroli (TAG). (B) Zawartos¢ kwasow ttuszczowych we frakcji
diacylogliceroli (DAG). (C) Zawarto$¢ kwasow thuszczowych we frakcji wolnych kwasow tluszczowych (FFA).
(D) Zawartos¢ kwasow thuszczowych we frakceji fosfolipidow (PL). (E) Zawarto$¢ kwasow tluszczowych we
wszystkich frakcjach kwasoéw tluszczowych w APVAT. MUFA - jednonienasycone kwasy tluszczowe, PUFA -
wielonienasycone kwasy tluszczowe, SFA - nasycone kwasy tluszczowe. N=6 myszy/grupe.
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Tabela 7. Zawartos$¢ procentowa kwasow tluszczowych we frakeji triacylogliceroli w TPVAT myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta chow lub HF. a p<0,05
vs. WT chow; b p < 0,05 vs WT 8 HF; ¢ p < 0,05 vs WT 16 HF; d p < 0,05 vs SCD1-/- chow; e p <0,05 vs SCD1-/- 8 HF. N=6 myszy/grupeg.

TPVAT - Triacyloglicerole (TAG)

Kwas tluszczowy [  WT chow WT 8 HF WT 16 HF | SCD1-/-chow | SCD1--8HF | SCD1-/- 16 HF
C14:0 27+03 27+02 24+03 22+02 1,9+02 24+03
C16:1 25+0,1 6,7+0,3 8,008 0,7 +0,1%¢ 1,1 £0,1°¢ 1,5 +0,1"¢
C16:0 24,1+ 0,8 226+ 13 243+ 24 23,7+ 1,0 21,4 + 0,12 26,3 + 1,4*00
C18:2n6 257 + 0,6 18,7 + 0,2° 24.4 + 4,9° 245 +1,3° 235 + 0,42 13,7 + 4,280cae
C18:1n9 142 + 0,4 293 +3,3° 18,0 + 2,0*° 83+0,6° | 20,3+0,1% | 195+ 0,8
C18:1n7 16+0,3 02+0,1 28+0,.2° 08+01 22+0,1 23402
C18:0 13,6 + 0,4 11,8 + 1,3 10,9 + 1,3*" 294+ 0,6 | 204 +04*"¢ | 255+ 372P0de
C20:4 1,9+0,1 16+0,1 23+04 1,1+0,1 19+0,1 15+0,2
C20:5n3 08+0,1 03+0,1 03+0.1 03+0.1 03+0,.1 02+01
C20:3n6 0,1+0,1 0,4 +0,1 0,6+0,1 04 +0,1 0,1+0,1 04+01
C20:2 27+01 1,0£0,1 12+0,1 1,4 +0,1 05+0.1 12+0,1
C20:1 1,6 0,1 13+0,1 13+0,1 06+0.1 1,1+0,1 09+01
C20:0 12 +0,1 09+01 09+01 30+02 14 +0,1 1,7+0,1
C22:6n3 14 +0,1 07+01 09+01 06+01 08+01 07+01
C22:1n9 30+0,1 08+0,1° 0,8 +0,1% 1,4+0,2 15+0,1 09+01
C22:0 1,0 £0,1 03+01 03+01 05+0.1 06+0.1 04+01
C24:0 1,9 +0,1 07+01 06<0.1 1,1+0,1 1,0+0,1 09+01

SFA 44.6 + 0,8 39,0 £ 2,4° 39,4 + 3,3%" 59,9 + 1,0 | 46,7 £0,3"% | 57,2 & 2,7%0c¢
MUFA 229+0,1 38,3+2,3° 30,9 + 1,7%" 11,8 £0,3**¢ | 26,3 +0,1**¢ | 251 + 0,6
PUFA 32505 22,7 £0,1° 297 +4,1° 283+09% | 27,0£03° | 17,7 +3.2%%
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Tabela 8. Zawartos$¢ procentowa kwasow tluszczowych we frakceji diacylogliceroli w TPVAT myszy WT i SCD1-/- karmionych dietg chow lub HF. a p<0,05 vs.

WT chow; b p <0,05vs WT 8 HF; ¢ p < 0,05 vs WT 16 HF; d p < 0,05 vs SCD1-/- chow; e p <0,05 vs SCD1-/- 8 HF. N=6 myszy/grupe.

TPVAT - Diacyloglicerole (DAG)

Kwas tluszezowy|  WT chow WT 8 HF WT 16 HF | SCD1-/-chow | SCD1--8HF | SCD1-/- 16 HF
C14:0 47+0,1 43+03 32+10 55+0,2 52+03 47+02
C16:1 16+01 2101 22+03 13+01 15401 23+0,1
C16:0 349 + 4,6 36,5+ 1,6 30,6 + 5,7°" 38,5 + 1,2%¢ 32,4 + 0,1 32,3 +0,1°
C18:2n6 25+05 30+£12 33+0,8 7,0 £ 0,8%0¢ 9,0 + 0,15 5,8 +0,1%¢
C18:1n9 34+03 54+10 71413 3,8+0,2 10,6 + 0,3*"%¢ | 9.9+ 0,12
C18:1n7 1,0+0,1 10+0,1 71+55% 0,8+0,5° 13+0,1° 14+01°
C18:0 339+29 29.1 + 0,3 248 + 7,7 275+ 25 253 + 0,1*" 29,1 + 0,13
C20:4 29+0,1 36+13 38+12 27+10 34+01 24+01
C20:5n3 09+0,1 08+0,11 1,0+0,2 0,7+0,1 06+0,1 09+01
C20:2 41+08 40+04 34+08 35+ 0,6 32+0,1 29+0,1
C20:1 1,0+009 15+01 20405 12401 13+01 11+01
C20:0 1,7+0,1 1,7+0,1 21+05 1,7+0,1 14401 14+0,1
C22:1n9 32402 32402 40+11 26+04 27+01 36+0,1
C22:0 15+0,1 14401 19+0,6 12+0,1 01+0,11 01+0,1
C24:0 27401 24+0,1 35+13 21+0,1 20+01 21401
SFA 794 24 754 + 35° 66,1 + 9,0*" 76,4 + 1,3%¢ 66,4 £ 0,1%"7 | 69,8 + 0,17
MUFA 10,2 + 0,8 132 0,7 224 + 712 9,6+ 0,3 17,4 £ 0,120 | 182 4 0,130¢0
PUFA 104+ 16 114 +39 115+ 19 140+ 11 16,2 = 0,1 12,0+ 0.1
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Tabela 9. Zawartos¢ procentowa kwasow tluszczowych we frakcji wolnych kwasow tluszczowych w TPVAT myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta chow lub

HF. a p<0,05 vs. WT chow; b p < 0,05 vs WT 8 HF; ¢ p < 0,05 vs WT 16 HF; d p < 0,05 vs SCD1-/- chow; e p <0,05 vs SCD1-/- 8 HF. N=6 myszy/grupg.

TPVAT - Wolne kwasy tluszczowe (FFA)

Kwas tluszczowy|  WT chow WT 8 HF WT 16 HF SCD1-/-chow | SCD1-/-8HF | SCD1-/- 16 HF
C14:0 34+0,1 28+0,1 32+0,1 25+0,3 35+ 0,1 37+0,1°
C16:1 24401 27+01 24+01 1,0 £ 0,1%°¢ 1,2 + 0,120¢ 1,5+ 0,2°¢
C16:0 28,6 + 0,1 26,2 + 0,3° 28,3 +0,8" 235 +0,7°°¢ | 252 +0,3*0 | 26,3 + 0,80
C18:2n6 15,6 + 0,8 11,8 +0,3* 9,8 + 0,1%° 21,2 £0,3**¢ | 13,9 +0,9*7 | 12,3 + 0,30
C18:1n9 6,8+07 148 +0,1° 144 +0,2° 59+ 0 1% 14,3 + 0,62 123/ (g0
C18:1n7 15401 18+0,1 18+0,1 09+0.1 16+0,1 1,7+£0,1
C18:0 211+15 18,8 £ 0,5° 19,9 + 0,4%° 245 +05¢ | 209+03"¢ | 256 & 2,72Pc0e
C20:4 5,8+ 0,5 78+ 0,1° 6,8+ 0.1° 7.7+0,1° 8.0 + 0,3 6,0 + 0,1°%¢
C20:5n3 24402 3240, 28+0,1 31+0,1 32401 25+0,1
C20:2 33+ 04 27+0,1 20+0,1 26=0,1 21+0,1° 21+0,1°
C20:1 13+0,1 12401 1,2+0,1 0,9+0,1 0,9+0,1 0,8+0,1
C20:0 13+£0,1 11401 1,1+0/1 13+0,1 09+0,1 11+0/1
C22:6n3 20+0,1 1,701 16+0,1 15+£0.1 15+0,1 1,3+0,1
C22:1n9 25+0,2 19+0.1 21+0,1 18+0,1 16+0,1 16+0,1
C24:0 2,0+02 15401 1,7+0,1 16+0,1 12+0,1 12401

SFA 56,4 + 1,5 50,4 + 0,5° 54,2 + 0,2 53,4 + 0,1%° 51,7 £ 0,5**°0 | 57,9 & 1 5*"c0e
MUFA 145+ 0,3 22,4 +0,2° 21,9 £ 0,3° 10,5 £ 0,0°°¢ | 19,6 £ 0,5**¢ | 17,9 + 1,0*Pc0¢
PUFA 291+172 27,2 +0,4° 23,9 + 0,1*" 36,1 +0,1°°¢ | 28,7+05™% | 242 + 0,5

™
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Tabela 10. Zawarto$¢ procentowa kwaséw tluszczowych we frakeji fosfolipidow w TPVAT myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta chow lub HF. a p<0,05 vs.
WT chow; b p <0,05vs WT 8 HF; ¢ p < 0,05 vs WT 16 HF; d p < 0,05 vs SCD1-/- chow; e p <0,05 vs SCD1-/- 8 HF. N=6 myszy/grupe.

TPVAT - Fosfolipidy (PL)

Kwas tluszezowy|  WT chow WT 8 HF WT 16 HF | SCD1-/-chow | SCD1-/-8HF | SCD1-/- 16 HF
C14:0 17+0,1 11+0,1 12+0,1 16+0,1 11+0,1 13+0,1
C16:1 15+01 15+01 14+01 0,4 + 0,120 0,6 + 0,1%° 07+01
C16:0 16,4 £ 0,2 12,6 + 0,1° 14,8 + 0,1*" 12,9 + 0,35 11,7 £0.2*°% | 12,8 + 0,9%¢*
C18:2n6 157+05 12,7 £ 0,2° 11,0 £ 0,1*" 16,5 + 0,4*°¢ | 13,7 +0,3*"%" | 13,0 + 0,3%%"
C18:1n9 57+0,1 73+02° 73+0,1%° 3,3 £ 0,1*P¢ 5,7 + 0,3%¢¢ 5,6 + 0,2>¢¢
C18:1n7 16+0,1 14+0,1 1,4 +0,1 0,7 £ 0,12 15+0,1 14+0,1
C18:0 19,4 £ 0,1 15,9 £ 0,1° 17,0 £ 0,5% 17,5 £ 0,3%" 18,5 + 0,6*°°9 | 21,0 + 1,13Pcde
C20:4 21,8 0,4 33,9+0,2° 31,6 +0,2%° 29,8+ 1,925¢ - 3oi7 & pigEedngn;1 = p220ee
C20:5n3 05+0,1 05+0,1 0,6+0,1 07+01 03+01 03+01
C20:3n6 07+01 0,6+0,1 07+01 07+01 07+01 07+01
C20:2 16+0,1 1,1+0,1 15+0,1 15+0,1 10+0,1 14+0,1
C20:1 0,6+0,1 05+0,1 0,6+0,1 05+0,1 03+01 05+01
C20:0 06+0,1 04+0,1 05+0,1 06+0,1 03+0,1 05+0,1
C22:6n3 85+0,1 83+0,1 77+01 10,3 £2,0°°¢ | 10,4 + 0,7*"° 7.9 £0,1%
C22:1n9 14+0,1 09+0,1 11+£01 12+0,1 06+0,1 13+£0,1
C22:0 06+0,11 04+0,1 05+0,1 05+0,1 02+0,1 05+0,1
C24:0 17+0,1 0,9 £0,1° 11+0,1 13+0,1 0,7 £0,1° 1,0+0,1

SFA 404 + 0,0 31,3 +0,1° 351+ 03%° 344+ 0,6 | 325+0,8*¢0 | 371+ 0,280c0¢
MUFA 10,8+ 0,2 116+0,2 11,8 £0,0° 6,1 + 0,2%"¢ 87+0,3" | 95 4 (2200
PUFA 488 + 0,1 57,1 +0,1° 53,1 + 0,3*" 59,5+ 0,8*°¢ | 58,8 +0,1*% | 534 +0,0%"%%¢
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7.8. Sklad i zawarto$ci kwasow tluszczowych w APVAT

Tabele  11-14  przedstawiaja  udzial  procentowy kwasow  tluszczowych
zidentyfikowanych w poszczegolnych frakcjach lipidowych wyizolowanych z APVAT myszy
WT i SCD1-/-. W APVAT myszy WT karmionych dieta HF we frakcji TAG zaobserwowano
wzrost zawartosci kwasu C16:1 zaréwno po 8 i 16 tygodniach w poréwnaniu z frakcja TAG
w APVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 19A). W APVAT myszy SCD1-/- na diecie
chow we frakcji TAG stwierdzono spadek zawarto$ci kwasu C16:1 wzgledem myszy WT na
diecie chow (Rycina 19A). Poziom kwasu C16:1 w APVAT myszy SCD1-/- wzrést po 8 1 16
tygodniach diety HF w poréownaniu z myszami SCD1-/- na diecie chow (Rycina 19A).
W APVAT myszy WT po 8 i 16 tygodniach diety HF we frakcji TAG poziom kwasu C14:0
nie ulegl zmianie w poréwnaniu z myszami WT na diecie chow (Rycina 19A). Poziom kwasu
C14:0 wazrost we frakcji TAG w APVAT u myszy SCD1-/- na diecie chow i HF
w poroéwnaniu frakcja TAG w APVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 19A). Dieta HF
spowodowata podwyzszenie zawartosci kwasow C18:1n9 i C16:1 we frakcji DAG w APVAT
myszy WT w porownaniu do myszy WT na diecie chow (Rycina 19B). We frakcji DAG
w APVAT myszy SCD1-/- zarowno na diecie chow, jak i HF, poziom kwasu C16:1 byt
nizszy niz U myszy WT na diecie chow i HF (Rycina 19B). We frakcji DAG w APVAT
myszy SCD1-/- na diecie HF stwierdzono ponadto wzrost poziomu kwasu C18:1
w porownaniu do myszy WT na diecie chow (Rycina 19B). Wzrost ten byt jednak mniej
wyrazny niz we frakcji DAG w APVAT myszy WT na diecie HF (Rycina 19B). We frakcji
FFA w APVAT myszy WT karmionych dieta HF przez 16 tygodni zaobserwowano wzrost
poziomu kwasu C14:0 w stosunku do myszy WT na diecie chow (Rycina 19C). U myszy
SCD1-/- poziom kwasu C14:0 we frakcji FFA w APVAT wzrost po 8 i 16 tygodniach diety
HF w poroéwnaniu z frakcja FFA w APVAT myszy SCD1-/- na diecie chow (Rycina 19C).
W APVAT myszy WT i SCD1-/- we frakcji FFA w wyniku karmienia dieta HF przez 8 i 16
tygodni doszto do spadku poziomu kwasu C18:2n6 w porownaniu z myszami WT na diecie
chow (Rycina 19C). We frakcji PL w APVAT u myszy WT karmionych dieta HF przez 16
tygodni stwierdzono wzrost zawartosci kwasu C18:1n9 w porownaniu frakcja PL w APVAT
myszy WT na diecie chow (Rycina 19D). Byto to zwigzane ze spadkiem zawarto$ci kwasu
C18:0 po 8 i 16 tygodniach diety HF we frakcji PL w APVAT myszy WT wzglgdem myszy
WT na diecie chow (Rycina 19D). We frakcji PL w APVAT myszy SCD1-/- karmienie dietg
HF przez 16 tygodni spowodowato wzrost zawartosci kwasu C18:0 w poréwnaniu z myszami
WT na diecie chow (Rycina 19D). Poziom kwasu C18:1 we frakcji PL w APVAT myszy
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SCD1-/- na diecie chow i HF trwajacej 8 i 16 tygodni nie ulegl zmianie w poréwnaniu
z frakcja PL w APVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 19D).

Podsumowujac, w APVAT myszy WT na diecie HF trwajacej 8 i 16 tygodni
stwierdzono istotny wzrost zawarto$ci MUFA w porownaniu z APVAT myszy WT na diecie
chow (Rycina 19E). Wzrost MUFA zostal rowniez zaobserwowany w APVAT myszy
SCD1-/- na diecie HF w poréownaniu z APVAT myszy SCD1-/- na diecie chow. Wzrost ten
byt jednak mniej wyrazny niz w APVAT myszy WT na diecie HF (Rycina 19E).
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Rycina 19. Wzgledna zawartosé¢ kwaséw tluszczowych w APVAT myszy WT i SCD1-/-. (A) Zawarto$¢
kwasow tluszczowych we frakeji triacylogliceroli (TAG). (B) Zawartos¢ kwasow ttuszczowych we frakcji
diacylogliceroli (DAG). (C) Zawarto$¢ kwasow thuszczowych we frakcji wolnych kwasow ttuszczowych (FFA).
(D) Zawartos¢ kwasow thuszczowych we frakceji fosfolipidow (PL). (E) Zawarto$¢ kwasow tluszczowych we
wszystkich frakcjach kwasoéw tluszczowych w APVAT. MUFA - jednonienasycone kwasy tluszczowe, PUFA -
wielonienasycone kwasy ttuszczowe, SFA - nasycone kwasy ttuszczowe. N=6 myszy/grupe.
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Tabela 11. Zawarto$¢ procentowa kwasow tluszczowych we frakeji triacylogliceroli w APVAT myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta chow lub HF.

a p<0,05 vs. WT chow; b p < 0,05 vs WT 8 HF; ¢ p< 0,05 vs WT 16 HF; d p < 0,05 vs SCD1-/- chow; e p <0,05 vs SCD1-/- 8 HF. N=6 myszy/grupe

APVAT - Triacyloglicerole (TAG)

Kwas thuszczowy|  WT chow WT 8 HF WT 16 HF | SCD1--chow | SCD1--8 HF | SCD1 -/- 16 HF
C14:0 0,80, 21402 1,7+0,1 2,3+ 0,2° 24 +0,1° 3,1+ 0,1%
C16:1 1,6 £0,1 9,1+0,1° 8,7 +0,2° 1,0 £ 0,1°¢ 2.0 + 0,170 4,0 + 0.2%%9¢
C16:0 235 =43 28,2 +0,3° 26,8 + 0,6*” 25,4 + 0,3* 25,6 + 0,7 33,2 + 0 5A0ode
C18:2n6 345+1,2 8,4 +1,1° 6,3+ 0,2% 295+0,9""° | 122206 | 2,6+071*%
C18:1n9 16,3 = 0,8 36,5 + 1,6° 428+09" | 11,3+02*° | 31,5+0,9* | 3504 0,6
C18:1n7 25+0,2 0,2 +0,1% 0,2 +0,1% 04 +0,° 3,0 £ 0,2°¢¢ 2,6 + 0,171
C18:0 95+ 14 10,0 + 0,1 8,4+03" 212 £09*"° | 18,0+ 1,1**°% | 148 + 0,2*"¢0
C20:4 1,6 +0,1 1,2+0,1 1,0 £ 0,1 14+03 1,0 +0,1 1,0 +0,1
C20:5n3 050, 02+0,1 020, 0,3+0,1 02+0,1 01+01
C20:3n6 06+0,1 0,3+0,1 0,3+0,1 04+04 0,3+0,1 0,3+0,1
C20:2 1,9+ 0,3 09+0,1 1,0 +0,1 15+0,1 1,0 +0,1 09+0,1
C20:1 14 +0,3 09+0,2 0,8+0,11 08+0,11 0,7+0,.1 0,7+0,1
C20:0 0,80, 040, 03£0,1 1,1£0,1 05+0,1 0,4 +0,1
C22:6n3 1,0 £0,1 050, 040, 0,80, 04+0,1 0,4 +0,1
C22:1n9 1,80, 050, 05+0,1 1,2£0,1 0,6+0,1 0,5+0,1
C22:0 0,60, 020, 020, 050, 02+0,1 0,10,
C24:0 1,1£0,2 04 0,1 0401 09+0,1 04+0,1 0,3+0,1

SFA 36,3+ 2,0 413 £05" 37,8 £0,6" 51,4 + 05 | 47,1+11*°°" | 519+ 03¢
MUFA 23,6 + 0,6 47,2 £12° 53,0+ 0,7*° | 147401 | 37,8409 | 42,8 40,3
PUFA 40,1+ 14 11,5 + 0,1° 92+01*" | 339+06° | 151+05 | 53+0,0*%
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Tabela 12. Zawarto$¢ procentowa kwasow tluszczowych we frakcji diacylogliceroli w APVAT myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta chow lub HF.
a p<0,05 vs. WT chow; b p < 0,05 vs WT 8 HF; c p< 0,05 vs WT 16 HF; d p < 0,05 vs SCD1-/- chow; e p <0,05 vs SCD1-/- 8 HF. N=6 myszy/grupe.

APVAT - Diacyloglicerole (DAG)

Kwas tluszezowy]  WT chow WT 8 HF WT 16 HF | SCD1--chow | SCD1--8HF | SCD1-/- 16 HF
C14:0 42405 38+01 34+13 46412 38+006 34410
Cl16:1 24+03 44401 5,3+ 0,3 10+0,1% 18+0,1° 16+01°
C16:0 361+16 35,6 + 0,1° 339 + 2,0° 295+ 650 | 397 +19°¢ | 324+ 24%0¢
C18:2n6 10,7 2,3 88+01 112428 151+27%0¢ | gg+14° 10,2 + 1,8°
C18:1n9 71404 179+ 0,1 234+ 13 6,9+ 0,9 13,7 £ 0,6 127+05
C18:1n7 12+0,2 21401 21+05 1,0£0.1 1,701 1,702
C18:0 298 +20 217 +0,1° 16,4 +09* | 350£50° | 249+16%0 | 338+ 2,0%00
C20:4 24+04 31+£0,1 21+0,.2 34+05 27403 20402
C20:2 0,1+0,1 01+01 01+01 02+01 01401 01+01
C22:1n9 33+0,1 24£0,2 20+0,1 32402 2740, 20+0,1
C24:0 27+01 01401 01401 01+01 01+01 01401
SFA 728+26 612+08° 537+ 1,7 | 693425 | 685408 | 69,7 +1,6%°
MUFA 14,0 £ 0,5 26,8 + 0,3° 328+09% | 120+09° | 199+05*¢¢ | 18,0 + 0,520
PUFA 132+£22 12012 135+ 2,3 18,723 | 11613 123 + 1,5
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Tabela 13. Zawarto$é procentowa kwasow tluszczowych we frakcji wolnych kwasow tluszczowych w APVAT myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta chow

lub HF. a p<0,05 vs. WT chow; b p < 0,05 vs WT 8 HF; ¢ p < 0,05 vs WT 16 HF; d p < 0,05 vs SCD1-/- chow; e p <0,05 vs SCD1-/- 8 HF. N=6 myszy/grupg.

APVAT - Wolne kwasy thuszczowe (FFA)

Kwas tluszczowy]  WT chow WT 8 HF WT 16 HF SCD1 -/-chow | SCD1-/-8HF | SCD1-/- 16 HF
C14:0 25+0,2 41+02 51+05° 1,9 + 0,3 41 +0,.2° 4,0+ 0,2
C16:1 20+0,1 28+0,2 37+05 1,1+0,1° 13+0,1° 13+0,1°
C16:0 29,8 £0,2 34,5 £0,7° 28,4 + 4,0° 23,1 £4,1%¢ | 334403 | 30,1+ 13"
C18:2n6 17,3+ 0,3 6,3+072° 9,4 +0,9%° 19,4 + 2,0%0¢ 9,3 + 0,1%0d 7.2 £ 0,720¢
C18:1n9 9,7+0,1 10,5 £ 0,2 16,2 + 1,6*° 6,6 0,7 | 10,4 + 0,3%¢ 8,1 + 0,4°°®
C18:1n7 20+0,1 15+0,1 24+0,3 12+0,1 17+0,1 14+01
C18:0 20,3+0,1 24,9 + 0,4° 19,4 +0,7° 30,5+ 1,8*°¢ | 243+ 0,4 | 29,8 +0,2%Pce
C20:4 55+ 0,1 38+0,2 43+072 51+1,7 54+ 0,9 42+009
C20:5n3 22+0,1 1,7+0,1 18+01 26+0,2 214+0,1 1,9+0,.2
C20:2 28+0,1 40+ 0,1 39+04 28+0,1 0,9+0,2 44+01
C20:1 13+0,1 15+0,1 15+01 1,1+0,1 15+0,1 15+0,1
C20:0 11+0,1 14+0,1 14+01 13+0,1 14+0,1 16+0,1
C22:6n3 16 +0,1 06+1,0 01+0,1 15+0,1 20+0,1° 21+0,1°
C22:1n9 0,1+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1 01+0,11 0,1+0,1 02+0,1
C24:0 18+0,1 23+0,1 24402 17+0,1 21+0,1 23+0,1
SFA 55,5 + 0,4 67,2 +07° 56,7 + 3,2° 58,5 +2,2°"¢ | 653+ 0,5%°¢0 | 67,7 +1,0%¢0¢
MUFA 15,1 + 0,2 16,4 + 0,3 23,9 + 2,13 10,1 £ 0,6*°¢ | 15,0 + 0,2%¢ 12,5 + 0,4°¢¢
PUFA 294 +0,1 16,4 + 0,8° 19.4 + 1,1%° 31,4 + 1,9°¢ 19,7 + 0,6**%¢ | 19,7 + 0,1%"%¢
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Tabela 14. Zawarto$¢ procentowa kwaséw thuszczowych we frakeji fosfolipidéw w APVAT myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta chow lub HF. a p<0,05

vs. WT chow; b p < 0,05 vs WT 8 HF; ¢ p < 0,05 vs WT 16 HF; d p < 0,05 vs SCD1-/- chow; e p <0,05 vs SCD1-/- 8 HF. N=6 myszy/grupg.

APVAT - Fosfolipidy (PL)

Kwas tluszczowy|  WT chow WT 8 HF WT 16 HF | SCD1-/-chow | SCD1-/-8 HF | SCD1 -/- 16 HF
C14:0 1,7+0,1 25+0,1 21401 1,3+0,1° 1,7+0,1 1,9+ 0,1
C16:1 12+0,1 1,7+0,1 15+0,1 05+0,1 0,9+0,1 1,0 £0,1
C16:0 21,3 +25 24,1+ 0,6° 189+02*° | 128+06%° | 146+03" | 147+ 05"
C18:2n6 12,6 1,2 7,740,5° 109403 | 17,3+14%° | 132402 | 11,4 + 04>
C18:1n9 45+ 04 41+072 58 +0,1%° 4.0 +0,4° 50+0,1 50+0,1
C18:1n7 1,4 £0,1 1,8+0,1 18+0,1 08+0,1 1,6+0,1 12 +0,1
C18:0 206 = 2,0 202£0,2 181404 | 169+07*° | 178+03" | 257 +1,4*°%
C20:4 22,2 + 1,9 17,2 + 0,4° 201+02% | 334+22* | 300+0,3"°% | 252+ 0,7%°%
C20:5n3 06+0.1 08+01 06+0,1 06+0.1 05+0,1 06+0,1
C20:3n6 08+01 08+01 07+0,1 07+01 0,7+01 08+0,1
C20:2 1,7+0,1 21+0,1 15+0,1 16+0,1 12+0,1 1,7 +0,1
C20:1 08+0,1 0,8+0,1 07+0,1 06+0,1 0,5+0,1 06+0,1
C20:0 07+01 09+01 06+0,1 06+0.1 05+0,1 07+0,1
C22:6n3 6,3+06 9,9 + 0,4° 12,6 +0,1° 5,3 + 0,3 9,2 + 0,13 5,9 + 0,2
C22:1n9 1,6 +0,2 28+0,1 23+0,1 1,5+0,1° 1,3+0,1° 1,8+0,1
C22:0 0,6+0,1 0,8+0,1 0,6+0,1 06+0,1 0,4+0,1 06+0,1
C24:0 1,4 £0,1 1,8+0,1 1,2 £0,1 15+0,1 09+01 12 +0,1
SFA 46,3 + 3,7 50,3 + 0,6° 41,5 + 0,1* 33,7 £1,1%"¢ | 359+ 05" | 44,8 & 12000
MUFA 95+06 112403 121+01° 7.4 £ 0,280 9,3 + 0,0 9,6 0,1%
PUFA 442 +28 38,5 + 0,4° 46,4 + 0,1*° 58,9 + 1,0°°¢ | 548+ 05" | 456+ 1,0°
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7.9. Zmiany wartoS$ci indeksu desaturacji kwaséw tluszczowych w TPVAT i

APVAT

Roéznice w kompozycji SFA i MUFA w PVAT myszy WT i SCD1-/- na diecie chow
I HF sugeruja, ze na sktad kwasow tluszczowych wpltywa zarowno dieta, jak i aktywno$¢
SCD1. Indeks desaturacji jest posrednim wskaznikiem aktywno$ci SCD1. Z tego powodu
obliczono jego warto$¢ dla substratow i produktow SCDI, tj. 16:1/16:0 oraz 18:1n9/18:0.
W TPVAT myszy WT indeks desaturacji C16 wzrdst zaréwno po 8 1 16 tygodniach karmienia
dieta HF w poréwnaniu do myszy WT na diecie chow (Rycina 20A). W TPVAT myszy
SCD1-/- na diecie chow i HF zaobserwowano spadek indeksu desaturacji C16 wzgledem
wszystkich grup WT (Rycina 20A). Ponadto, w TPVAT myszy SCD1-/- karmionych dietg HF
przez 8 i 16 tygodni stwierdzono wzrost warto$ci indeksu desaturacji C16 wzgledem myszy
SCD1-/- na diecie chow (Rycina 20A). W APVAT myszy WT indeks desaturacji C16 wzrost
wzgledem myszy WT karmionych dietg chow po 8 i 16 tygodniach diety HF (Rycina 20A).
W APVAT myszy SCD1-/- na diecie chow odnotowano nizszy indeks desaturacji C16 niz
w APVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 20A). Dieta HF spowodowata wzrost warto$ci
indeksu desaturacji C16 w APVAT myszy SCD1-/- w poréwnaniu do myszy SCD1-/- na
diecie chow (Rycina 20A). Indeks desaturacji C18 w TPVAT u myszy WT w wyniku
karmienia dietg HF wzrést w porownaniu do myszy WT na diecie chow (Rycina 20B). Po 8
i 16 tygodniach diety HF w TPVAT myszy SCD1-/- odnotowano spadek indeksu desaturacji
C18 wzgledem myszy WT karmionych HF przez 8 i 16 tygodni (Rycina 20B). W TPVAT
myszy SCD1-/- na diecie chow stwierdzono nizszy poziom indeksu desaturacji niz w TPVAT
myszy WT na diecie chow (Rycina 20B). W TPVAT myszy SCD1-/- karmionych dietag HF
przez 8 tygodni stwierdzono podwyzszong warto$¢ indeksu desaturacji C18 w stosunku do
TPVAT myszy SCD1-/- na diecie chow (Rycina 20B). Po 16 tygodniach diety HF w TPVAT
myszy SCD1-/- nie zaobserwowano zmian indeksu desaturacji C18 wzgledem myszy
SCD1-/- na diecie chow (Rycina 20B). Indeks desaturacji C18 w TPVAT myszy SCD1-/- na
diecie chow i HF byl nizszy niz indeks desaturacji w TPVAT myszy WT na diecie chow
i HF (Rycina 20B). Wartos¢ indeksu desaturacji C18 w APVAT myszy WT byta wyzsza na
diecie HF trwajacej 8 1 16 tygodni w stosunku do myszy WT na diecie chow (Rycina 20B).
W APVAT myszy SCD1-/- na diecie HF indeks desaturacji C18 byt rowniez wyzszy
w stosunku do APVAT myszy WT na diecie chow. Byl on jednak nizszy niz w APVAT
myszy WT na diecie HF (Rycina 20B).
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Przedstawione wyniki pokazuja, ze SCDI1 jest glowna desaturaza utrzymujaca
rownowage migdzy MUFA 1 SFA w PVAT w trakcie karmienia myszy dieta HF. Ponadto,
aktywnos$¢ SCD1 w PVAT zwicksza si¢ w odpowiedzi na HF.

= WT chow B8 WT 8 HF =3 WT 16 HF &= SCD1 -/- chow =3 SCD1-/- 8 HF mm SCD1-/- 16 HF
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Rycina 20. Warto$¢ indeksu desaturacji (A) C16 i (B) C18 w TPVAT i APVAT myszy WT i SCD1-/-
karmionych dieta chow lub HF prze 8 lub 16 tygodni. a p<0,05 vs. WT chow; b p < 0,05 vs WT 8 HF;
cp<0,05vs WT 16 HF; d p < 0,05 vs SCD1-/- chow; e p <0,05 vs SCD1-/- 8 HF. N=6 myszy/grupe.

7.10. Szlak lipolizy w TPVAT i APVAT myszy WT i SCD1-/-

Zmniejszona zawartoS¢ TAG w PVAT myszy SCDI1-/- na diecie HF, potaczona ze
zwigkszong iloscia DAG 1 FFA (Rycina 21A, B), sugeruje aktywacje¢ szlaku lipolizy.
Glownymi lipazami zaangazowanymi w ten proces sg ATGL i HSL (Lafontan
i Langin, 2009). Poziom biatka ATGL i HSL w TPVAT myszy SCD1-/- na dieciec HF byt
wyzszy niz w TPVAT myszy WT na diecie HF (Rycina 21A). Wzrost zawartosci biatek
ATGL i HSL u myszy SCD1-/- byt zalezny od dtugosci trwania diety (Rycina 21A). Poziom
biatka ABHD5, aktywatora ATGL byt nizszy w TPVAT myszy SCD1-/- niz w TPVAT
myszy WT na diecie chow i po 16 tygodniach diety HF (Rycina 21A). G0S2 jest negatywnym
regulatorem aktywnosci ATGL (Yang i wsp., 2010). Poziom biatka GOS2 w TPVAT myszy
WT karmionych dieta HF byl nizszy w stosunku do myszy WT na diecie chow (Rycina 21A).
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W TPVAT myszy SCD1-/- na diecie chow stwierdzono spadek poziomu biatka GOS2
w poréwnaniu do myszy WT na diecie chow (Rycina 21A). Poziom biatka GOS2 byt wyzszy
w TPVAT myszy SCD1-/- na diecie HF w poréwnaniu z TPVAT myszy SCD1-/- na diecie
chow (Rycina 21A).

A TPVAT

WT SCD1-/- e WTchow ®=mmWT8HF maWT 16HF
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Rycina 21. Wplyw braku SCD1 na lipoliz¢ w (A) TPVAT i (B) APVAT myszy karmionych dieta chow
i HF. ABHD5 - bialko zawierajace domene o/B-hydrolazy 5, ATGL - swoista dla adipocytow lipaza
triacylogliceroli, GOS2 - biatko przetaczajace GO/G1 2, HSL - lipaza wrazliwa na hormony. a p<0,05 vs. WT
chow; b p < 0,05 vs WT 8 HF; ¢ p < 0,05 vs WT 16 HF; d p < 0,05 vs SCD1-/- chow; e p <0,05 vs SCD1-/-
8 HF. N=6 myszy/grupe.

Fosforylacja HSL na serynie 565 (pHSL565) hamuje aktywno$¢ tego enzymu (Garton
i Yeaman, 1990). Poziom pHSL565 byt wyzszy w TPVAT myszy WT po 16 tygodniach diety
HF w poréwnaniu z TPVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 21A).

W APVAT myszy WT na diecie HF poziom biatka HSL i ATGL byl nizszy
w poréwnaniu do myszy WT na diecie chow (Rycina 21B). W APVAT myszy
SCD1-/- karmionych dieta HF poziom biatek HSL i ATGL byt wyzszy niz u myszy WT
karmionych dieta HF (Rycina 21B). Poziom biatka ABHDS w APVAT myszy SCDI1-/- na
diecie chow i HF byl nizszy niz w APVAT myszy WT na diecie chow oraz po 8 tygodniach
diety HF (Rycina 21B). Poziom biatka GOS2 byl nizszy w APVAT myszy SCD1-/-
karmionych dietg HF wzgledem APVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 21B). Poziom
pHSL565 byt nizszy w APVAT myszy SCD1-/- karmionych dietag chow i HF przez 8 i 16
tygodni w porownaniu z APVAT myszy WT karmionych dieta chow (Rycina 21B).
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Aktywnos¢ ATGL w TPVAT myszy WT karmionych dieta HF przez 8 i 16 tygodni
byla wyzsza w poroéwnaniu do myszy WT karmionych dieta chow (Rycina 22A).
W TPVAT myszy SCD1-/- karmionych dietg HF przez 8 i 16 tygodni stwierdzono wyrazny
wzrost aktywnosci ATGL w poréwnaniu do myszy SCD1-/- na diecie chow oraz
do myszy WT na diecie chow i HF (Rycina 22A). W APVAT myszy WT karmionych dieta
HF przez 16 tygodni stwierdzono spadek aktywnosci ATGL w poroéwnaniu do myszy WT
karmionych dietg chow (Rycina 22B). W APVAT myszy SCD1-/- karmionych zar6wno dietg
chow, jak i HF przez 8 i 16 tygodni zanotowano wzrost aktywnosci ATGL wzgledem myszy
WT na analogicznych dietach (Rycina 22B). Najwyzsza aktywno$¢ ATGL stwierdzono
w APVAT myszy SCD1-/- po 8 tygodniach diety HF (Rycina 22B).

Przedstawione wyniki wskazuja, ze w PVAT myszy SCDI1-/- karmionych dieta HF
szlak lipolizy jest aktywowany w porownaniu z PVAT myszy WT na diecie HF.
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Rycina 22. Aktywno$¢ ATGL w (A) TPVAT i (B) APVAT myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta chow
lub HF przez 8 lub 16 tygodni. a p<0,05 vs. WT chow; b p < 0,05 vs WT 8 HF; ¢ p < 0,05 vs WT 16 HF;
d p < 0,05 vs SCD1-/- chow; e p <0,05 vs SCD1-/- 8 HF. N=6 myszy/grupe.

7.11. pB-oksydacja kwasow thuszczowych w PVAT myszy

Proces B-oksydacji kwaséw tluszczowych w mitochondriach jest regulowany przez
AMPK, ktora wplywa na wewnatrzkomorkowy poziom malonylo-CoA poprzez regulacje
aktywnosci ACC. W TPVAT myszy SCD1-/- na diecie chow i HF poziom fosforylacji
AMPK 1 ACC byl wyzszy niz u myszy WT na diecie chow 1 HF (Rycina 23A). PPARa
nalezy do rodziny receptoréw jadrowych, ktore reguluja ekspresj¢ gendéw zaangazowanych
w B-oksydacje kwasow tluszczowych (Montaigne i wsp., 2021). W TPVAT myszy SCD1-/-

na diecie chow stwierdzono nizszy poziom biatka PPARa w stosunku do myszy WT na diecie
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chow (Rycina 23A). W wyniku karmienia myszy SCD1-/- dieta HF w TPVAT doszto do
wzrostu poziomu biatka PPARo w poréwnaniu do myszy WT na diecie HF (Rycina 23A).
Dehydrogenaza bardzo dlugotancuchowych czasteczek acylo-CoA (ang. very long-chain acyl-
CoA dehydrogenase, VLCAD) jest enzymem Kkatalizujgcym wprowadzenie podwojnego
wigzania migdzy drugim a trzecim atomem we¢gla w czasteczce dtugotancuchowych kwasow
thuszczowych (C14-C20), co umozliwia ich wiaczenie w szlak B-oksydacji (Mezhnina i wsp.,
2020). Poziom biatka VLCAD byt wyzszy w TPVAT u myszy WT i SCD1-/- karmionych HF
przez 8 i 16 tygodni w poréwnaniu do myszy WT na diecie chow (Rycina 23A). Najwigkszy
wzrost poziomu biatka VLCAD stwierdzono w przypadku TPVAT myszy SCDI1-/-

karmionych dieta HF przez 16 tygodni w poréwnaniu do myszy WT na diecie chow (Rycina

23A).
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Rycina 23. Wplyw wyciszenia SCD1 na p-oksydacje w (A) TPVAT i (B) APVAT myszy. ACC -
karboksylaza acetylo-CoA, AMPK - kinaza biatkowa aktywowana przez AMP, PPARa - receptor aktywowany
przez proliferatory peroksysomow alfa, VLCAD - dehydrogenaza bardzo dlugotancuchowych acyloCoA
kwasow ttuszczowych. a p<0,05 vs. WT chow; b p < 0,05 vs WT 8 HF; ¢ p < 0,05 vs WT 16 HF; d p < 0,05 vs
SCD1-/- chow; e p <0,05 vs SCD1-/- 8 HF. N=6 myszy/grupe.

W APVAT myszy SCD1-/- karmionych dietg chow lub HF przez 8 i 16 tygodni poziom
fosforylacji ACC byt nizszy niz u myszy WT na diecie chow (Rycina 23B). Poziom
fosforylacji AMPK byt wyzszy w APVAT myszy SCDI1-/- po diecie HF niz u myszy WT
karmionych HF (Rycina 23B). Poziom biatka PPARa byt wyzszy w APVAT myszy SCD1-/-
po 8 tygodniach diety HF niz u myszy WT po 8 tygodniach diety HF (Rycina 23B).
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W APVAT myszy SCD1-/- poziom biatka VLCAD byt wyzszy niz u myszy WT na diecie
chow i po 8 tygodniach diety HF (Rycina 23B).

Powyzsze wyniki wskazuja, ze SCDI1 reguluje B-oksydacje kwasoéw tluszczowych
w PVAT. Wptyw SCD1 na B-oksydacj¢ jest jednak zalezny od kontekstu metabolicznego

oraz od lokalizacji anatomicznej PVAT.

7.12. Funkcjonowanie mitochondriow w TPVAT i APVAT myszy WT i
SCD1-/-

Zdolnos¢ do prowadzenia procesu tlenowego oddychania komoérkowego i fosforylacji
oksydacyjnej jest zdeterminowana przez obecnos¢ komplekséw biatkowych tancucha
oddechowego, przeprowadzajacych proces fosforylacji oksydacyjnej (ang. oxidative
phosphorylation complexes, OXPHOS). Poziom biatek kompleksow I, II, 1I1 i IV w TPVAT
myszy SCD1-/- karmionych dieta chow byt nizszy w porownaniu do myszy WT na diecie
chow (Rycina 24A). Poziom biatka kompleksow I, II, III i IV byl wyzszy w TPVAT myszy
SCD1-/- karmionych dieta HF w porownaniu do myszy WT na diecie chow (Rycina 24A).
Poziom biatka syntazy ATP w TPVAT myszy WT karmionych HF przez 16 tygodni byt
wyzszy w porownaniu do myszy WT na diecie chow (Rycina 24A). W TPVAT myszy
SCD1-/- stwierdzono wzrost poziomu biatka syntazy ATP po 8 tygodniach diety HF
wzgledem myszy WT na diecie chow (Rycina 24A). Wzrostowi poziomu biatek kompleksow
OXPHOS w TPVAT myszy SCD1-/- na diecie HF wzgledem TPVAT myszy WT na diecie
chow towarzyszyt wzrost poziomu biatka UCP1 (Rycina 24A). Poziom biatka koaktywatora
lo receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysoméw gamma (ang. peroxisome
proliferator-activated receptor y coactivator 1o, PGCla) w wyniku karmienia dietg HF nie
ulegt zmianie w TPVAT myszy WT i SCD1-/- w porownaniu do TPVAT myszy WT na
diecie chow (Rycina 24A). Poziom biatka PGCla w TPVAT myszy SCD1-/- na diecie HF
nie ulegt rowniez zmianie w stosunku do TPVAT myszy SCD1-/- na diecie chow (Rycina
24A).

Dhlugos$¢ grzebieni w mitochondriach w TPVAT myszy WT byla wyzsza po
16 tygodniach diety HF w poroéwnaniu do myszy WT na diecie chow (Rycina 24B, C).
W TPVAT myszy SCD1-/- dieta HF nie wplyngta na dtugos¢ grzebieni mitochondrialnych
w poréownaniu do myszy SCDI-/- na diecie chow. Byla ona natomiast wyzsza niz
w mitochondriach w TPVAT myszy WT na diecie chow 1 HF trwajacej przez 8 tygodni
(Rycina 24B, C). W TPVAT myszy WT na diecie HF trwajacej 8 tygodni stwierdzono spadek
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$redniej liczby grzebieni mitochondrialnych w stosunku do TPVAT myszy WT na diecie
chow (Rycina 24B, D). W TPVAT myszy SCD1-/- dieta HF nie miala wplywu na $rednia
liczbe grzebieni mitochondrialnych (Rycina 24B, D). Srednia powierzchnia mitochondriow
w TPVAT myszy WT i SCD1-/- byta wyzsza po 8 tygodniach diety HF w poréownaniu
z myszami WT na diecie chow. Nie stwierdzono roéznic w powierzchni mitochondriow

pomigdzy TPVAT myszy WT i SCD1-/- na diecie chow (Rycina 24B, E).
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Rycina 24. Zmiany funkcjonalne mitochondriow w TPVAT myszy WT i SCD1-/-. (A) Poziom biatek
zaangazowanych w przemiany oksydacyjne zachodzace w mitochondriach. OXPHOS - kompleksy tancucha
fosforylacji oksydacyjnej, PGCLla - koaktywator 1a receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysomow
gamma, UCP1 - biatko rozprzggajace 1. (B) Reprezentacyjne zdjecia mitochondriow z mikroskopu
elektronowego. Skala na zdjeciach odpowiada dlugosci 500 nm (powiekszenie 8000 x). (C) Stosunek sumy
dhugoséci grzebieni mitochondrialnych do powierzchni mitochondriow. (D) Stosunek liczby grzebieni
mitochondrialnych do powierzchni mitochondriéw. (E) Srednia powierzchnia mitochondriéw. a p<0,05 vs. WT
chow; b p < 0,05 vs WT 8 HF; ¢ p < 0,05 vs WT 16 HF; d p < 0,05 vs SCD1-/- chow; e p <0,05 vs SCD1-/- 8
HF. N=6 myszy/grupe.

W APVAT myszy SCD1-/- karmionych dietg chow stwierdzono wzrost zawarto$ci
biatek kompleksow I, II i III w poréwnaniu do myszy WT na diecie chow (Rycina 25A).
Podobny wzrost zaobserwowano w przypadku APVAT myszy SCD1-/- karmionych dietg HF
przez 8 tygodni wzgledem myszy WT na diecie HF trwajacej 8 tygodni (Rycina 25A).
Zawarto$¢ biatka kompleksu IV byta wyzsza w APVAT myszy SCD1-/- po 16 tygodniach
diety HF w poréwnaniu do myszy WT na diecie HF trwajacej 16 tygodni (Rycina 25A).
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Poziom biatka PGCla byt nizszy w APVAT myszy SCD1-/- na diecie chow i HF niz
w APVAT myszy WT zar6wno na diecie chow, jak i HF (Rycina 25A). Poziom biatka UCP1
byt wyzszy w APVAT myszy SCD1-/- niz u myszy WT zaréwno na diecie chow, jak i HF
(Rycina 25A).
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Rycina 25. Zmiany funkcjonalne mitochondriéw w APVAT myszy WT i SCD1-/-. (A) Poziom biatek
zaangazowanych w przemiany oksydacyjne zachodzace w mitochondriach. OXPHOS - kompleksy tancucha
fosforylacji oksydacyjnej, PGCla - koaktywator 1o receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysomow
gamma, UCP1 - biatko rozprzggajace 1. (B) Reprezentacyjne zdj¢cia mitochondriow z mikroskopu
elektronowego. Skala na zdjg¢ciach odpowiada dtugosci 500 nm (powigkszenie 8000 x). (C) Stosunek sumy
diugosci  grzebieni mitochondrialnych do powierzchni  mitochondriow. (D) Stosunek liczby grzebieni
mitochondrialnych do powierzchni mitochondriow. (E) Srednia powierzchnia mitochondriow. a p<0,05 vs. WT
chow; b p < 0,05 vs WT 8 HF; ¢ p < 0,05 vs WT 16 HF; d p < 0,05 vs SCD1-/- chow; e p <0,05 vs SCD1-/- 8
HF. N=6 myszy/grupe.

Srednia dtugo$¢ i liczba grzebieni mitochondrialnych w APVAT myszy WT na diecie
HF byta nizsza niz w APVAT myszy WT na diecie chow (Rycina 25B, C, D). Dtugos¢
grzebieni mitochondrialnych w APVAT myszy SCD1-/- karmionych dietg HF przez 8 i 16
tygodni byta wyzsza niz w przypadku myszy WT na diecie HF trwajacej 8 i 16 tygodni
(Rycina 25B, C, D). W APVAT myszy WT karmionych dieta HF przez 8 i 16 tygodni
stwierdzono wzrost powierzchni mitochondriow w stosunku do APVAT myszy WT na diecie
chow (Rycina 25B, E). Najwigkszy wzrost powierzchni mitochondriow w APVAT myszy

WT i SCD1-/- odnotowano po 8 tygodniach diety HF wzgledem APVAT myszy WT na
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diecie chow (Rycina 25B, E). W APVAT myszy SCD1-/- karmionych dieta HF $rednia
powierzchnia mitochondriéw byta mniejsza niz u myszy WT na diecie HF (Rycina 25B, E).
Wyniki te sugeruja, ze brak SCD1 w PVAT podczas diety HF prowadzi do zwigkszenia

gestosci grzebieni mitochondrialnych, co zwigzane jest ze zwigkszong zawarto$cig biatek

OXPHOS i UCP1.

7.13. Roznicowanie makrofagow w PVAT myszy WT i SCD1-/-

Makrofagi sa najliczniej reprezentowang populacja komoérek odpornosci nieswoistej
w tkance tluszczowej, a ich uproszczona klasyfikacja wyrdéznia dwie subpopulacje.
Subpopulacja M1 charakteryzuje si¢ ekspresja biatka powierzchniowego CDIl1c oraz
fenotypem promujacym rozwdj stanu zapalnego poprzez wydzielanie duzych ilosci cytokin
prozapalnych (Weisberg i wsp., 2003). Subpopulacja M2 charakteryzuje si¢ obecnoscia
antygenu CD206 1 posiada fenotyp hamujacy zapalenie, jednocze$nie wykazujac wlasciwosci
naprawcze poprzez promowanie proliferacji innych komorek (Yunna i wsp., 2020).

W celu okreslenia poziomu polaryzacji makrofagow M1 i M2 w PVAT, wyizolowano
frakcje komorek SVF. Aby zidentyfikowa¢ makrofagi, za pomoca cytometrii przeptywowej
we frakcji tej zidentyfikowano komorki wykazujace ekspresje biatek F4/80 i CD45 (Rycina
26A, B). Nastepnie okreslono, jaki procent komoérek F4/80" CD45" stanowia komorki
CD11c" i CD206. W TPVAT myszy WT i SCD1-/- na diecie chow stwierdzono niewielka
roznice w liczbie komérek CD11c¢” (Rycina 26C, D). W TPVAT myszy SCD1-/- karmionych
dieta HF przez 8 i 16 tygodni liczba komérek CD11c’ byta wyzsza w poréwnaniu z TPVAT
myszy WT na diecie HF (Rycina 26C, D). W TPVAT myszy SCD1-/- na diecie chow i HF
trwajacej 8 tygodni liczba komérek CD206" byla wyzsza niz u myszy WT na diecie chow
I HF trwajacej 8 tygodni (Rycina 26E, F). Po 16 tygodniach diety HF w TPVAT myszy
SCD1-/- liczba komérek CD206" spadta do poziomu poréwnywalnego z TPVAT myszy WT
po 16 tygodniach diety HF (Rycina 26E, F).

W przypadku SVF wyizolowanej z APVAT =zastosowano taka samg strategi¢
identyfikacji populacji makrofagow (Rycina 27A, B). W APVAT myszy WT i SCDI1-/- na
diecie chow poziom komérek CD11c” byt podobny (Rycina 27C, D). W APVAT myszy WT
po 16 tygodniach diety HF stwierdzono wzrost liczby komérek CD11c* w poréwnaniu do
myszy WT na diecie chow (Rycina 27C). Po 8 i 16 tygodniach diety HF w APVAT myszy
SCD1-/- stwierdzono wzrost ilosci komoérek CD11c¢” w pordwnaniu do myszy WT na diecie

HF (Rycina 27 C, D). Komérki CD206" byty bardziej licznie w APVAT myszy SCD1-/- na
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diecie chow i HF trwajacej 8 tygodni niz u myszy WT na analogicznych dietach (Rycina 27E,
F). Po 16 tygodniach diety HF doszto do spadku liczby komérek CD206" w APVAT myszy
SCD1-/- do poziomu podobnego jak w APVAT myszy WT na diecie HF trwajacej 16 tygodni
(Rycina 27E, F).

Wyniki te sugeruja, ze myszy WT sa bardziej odporne na wywotang dietg prozapalng
polaryzacje makrofagow w PVAT niz myszy SCDI1-/-. Dodatkowo, APVAT myszy WT
wykazuje wiekszg podatno$¢ na polaryzacje makrofagow typu M1 niz TPVAT myszy WT
w trakcie karmienia dietg HF. Ponadto, myszy SCD1-/- majg zwickszong liczbe makrofagow
antyzapalnych CD206" na diecie chow i HF trwajacej 8 tygodni niz myszy WT. Efekt ten
przestaje by¢ widoczny po 16 tygodniach diety HF.
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Rycina 26. Poziom polaryzacji makrofagéw w TPVAT myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta chow lub HF przez 8 lub 16 tygodni. (A) komérki CD45 i F4/80" w TPVAT
myszy WT. (B) Komorki CD45" i F4/80" w TPVAT myszy SCD1-/-. (C) Komérki CD11¢” w TPVAT myszy WT. (D) Komérki CD11¢c* w TPVAT myszy SCD1-/-. (E) Komérki
CD206" w TPVAT myszy WT. (F) Komérki CD206" w TPVAT myszy SCD1-/-. N=6 myszy/grupe.
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Rycina 27. Poziom polaryzacji makrofagéw w APVAT myszy WT i SCD1-/- karmionych dieta chow lub HF przez 8 lub 16 tygodni. (A) komorki CD45"
i F4/80° w APVAT myszy WT. (B) Komérki CD45" i F4/80" w TPVAT myszy SCD1-/-. (C) Komérki CD11c¢” w APVAT myszy WT. (D) Komérki CD11c"

w APVAT myszy SCD1-/-(E) Komérki CD206* w APVAT myszy WT. (F) Komérki CD206* w APVAT myszy SCD1-/-. N=6 myszy/grupe.
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7.14. Poziom markerow stanu zapalnego w PVAT myszy WT i SCD1-/-

Antygen F4/80 jest glikoproteing obecng na powierzchni makrofagow, dlatego jego
zwigkszona ilo$¢ sugeruje podwyzszong liczbe makrofagow w tkance (Morris | wsp., 1991).
Zawarto$¢ biatka F4/80 bylta nizsza w TPVAT myszy SCD1-/- na diecie chow w stosunku do
myszy WT na diecie chow (Rycina 28A). Po 8 i 16 tygodniach diety HF poziom F4/80 byt
wyzszy w TPVAT myszy SCD1-/- w poréwnaniu z TPVAT myszy WT na analogicznych
dietach (Rycina 28A). Inflammasom NLRP3, jest kompleksem enzymatycznym
katalizujagcym dojrzewanie cytokin prozapalnych: IL-1p i IL-18 (Legrand-Poels i wsp., 2014).
Poziom biatka NLRP3 byt nizszy w TPVAT myszy SCD1-/- na diecie chow i HF trwajacej
8 tygodni w poréwnaniu do myszy WT na diecie chow HF (Rycina 28A). Po 16 tygodniach
diety HF w TPVAT myszy SCD1-/- odnotowano wzrost poziomu biatka NLRP3
w poréwnaniu do myszy WT na diecie chow (Rycina 28A). Poziom biatka IL-1P byl wyzszy
w TPVAT myszy WT i SCD1-/- karmionych HF w porownaniu z TPVAT myszy WT
i SCD1-/- na diecie chow (Rycina 28A). Niemniej jednak, poziom IL-1 w TPVAT myszy
SCD1-/- na diecie chow byt nizszy niz u myszy WT na diecie chow (Rycina 28A). Poziom
IL-6 byt podwyzszony w TPVAT u myszy WT i SCD1-/- na diecie HF w porownaniu do
myszy WT na diecie chow (Rycina 28A). Poziom biatka IL-6 byt rowniez wyzszy w TPVAT
myszy SCD1-/- na diecie HF w poroéwnaniu z TPVAT myszy SCDI1-/- na diecie chow
(Rycina 28A). Poziom IL-6 w TPVAT myszy SCD1-/- byt wyzszy niz w TPVAT myszy WT
po 16 tygodniach diety HF (Rycina 28A). NF-«B jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktory
aktywuje ekspresje gendow zaangazowanych w odpowiedZ na stres w roznych typach
komorek, jak np. makrofagi lub adipocyty (Griffin 2022). Poziom biatka NF-kB p50
w TPVAT myszy SCD1-/- na diecie chow byt nizszy niz u myszy WT na diecie chow
(Rycina 28A). W wyniku karmienia myszy SCD1-/- dietag HF przez 8 i 16 tygodni, w TPVAT
doszto do wzrostu poziomu biatka NF-kB p50 w poréwnaniu do myszy WT na analogicznych

dietach (Rycina 28A).
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Rycina 28. Poziom bialka markeréw stanu zapalnego w (A) TPVAT i (B) APVAT myszy WT i SCD1-/-.
IL-1p - interleukina-1p, IL-6 - interleukina 6, NF-kB - jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa aktywowanych,
komorek B, NLRP3 - receptor nod-podobny rodziny 3 zawierajacy domene pirynowa. a p < 0.05 vs. WT chow;
b p <0.05vs. WT 8HF; ¢ p < 0.05 vs WT 16HF; d p < 0.05 vs SCD1-/- chow; e p < 0.05 vs. SCD1-/- 8HF.
N=6 myszy/grupg.

W APVAT myszy SCD1-/- na diecie chow i HF trwajacej 8 tygodni zaobserwowano
spadek poziomu biatka F4/80 w stosunku do APVAT myszy WT na diecie chow 1 HF
trwajacej 8 tygodni (Rycina 28B). Niemniej jednak, w wyniku karmienia myszy SCD1-/-
dieta HF przez 16 tygodni, w APVAT doszlo do wzrostu poziomu F4/80 w stosunku do
myszy WT na diecie chow 1 HF (Rycina 28B). Poziom biatka NLRP3 w APVAT myszy
SCD1-/- byt nizszy niz u myszy WT na diecie chow i HF trwajacej 8 tygodni (Rycina 28B).
Poziom biatka NLRP3 byt wyzszy w APVAT myszy SCD1-/- karmionych dieta HF przez 16
tygodni w poréwnaniu do myszy WT na diecie HF trwajacej 16 tygodni (Rycina 28B).
Poziom biatka IL-p byt wyzszy w APVAT myszy SCDI1-/- niz w APVAT myszy WT po 16
tygodniach diety HF (Rycina 28B). W APVAT myszy SCD1-/- na diecie chow stwierdzono
spadek poziomu biatka IL-6 w poréwnaniu do myszy WT na diecie chow (Rycina 28B).
Poziom biatka IL-6 byl wyzszy w APVAT myszy SCD1-/- na diecie HF trwajacej 8 i 16
tygodni niz u myszy WT na analogicznych dietach (Rycina 28B). Poziom biatka NF-kB p50
w APVAT myszy SCD1-/- byt nizszy niz w APVAT myszy WT na diecie chow (Rycina
28B).
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Przedstawione wyniki wykazuja, Zze wyciszenie SCDI1 prowadzi do podwyzszenia

poziomu markerdow stanu zapalnego w TPVAT i APVAT w warunkach diety HF.

7.15. Wplyw braku SCD1 na metabolizm okolonaczyniowych adipocytow in

vitro

W celu okreslenia wptywu SCDI1 na metabolizm okolonaczyniowych adipocytow
wyizolowano SVF z PVAT myszy WT i SCD1-/-. Nastepnie przeprowadzono ich
réznicowanie w kierunku adipocytdow. W niniejszej pracy okolonaczyniowe adipocyty
uzyskane z PVAT myszy z wyciszeniem SCDI1 oznaczone sg jako SCD1 KO. Zdolno$¢ do
akumulacji TAG w komodrkach okreSlono za pomoca barwienia czerwienig oleist3.
Stwierdzono, ze komoérki wyizolowane z PVAT myszy SCD1-/- charakteryzuja si¢ stabszym
wybarwieniem czerwienig oleistg w porownaniu z komoérkami wyizolowanymi z PVAT
myszy WT, co sugeruje zredukowang zdolno$¢ do akumulacji TAG (Rycina 29A, B).
Rozdzial chromatograficzny frakcji lipidowej wyizolowanej ze zrdéznicowanych adipocytow
potwierdzit zredukowang ilo§¢ TAG w komorkach z wyciszeniem SCD1 w poréwnaniu do
komoérek wyizolowanych z PVAT myszy WT, przy jednoczesnym podwyzszeniu poziomu
DAG i FFA (Rycina 29C). Adipocyty z brakiem ekspresji SCD1 wydzielaty wigkszg niz
komorki wyizolowane z PVAT myszy WT, ilo$¢ glicerolu, bedacego koncowym produktem
lipolizy (Rycina 29D). Poziom biatka ATGL i jej aktywatora ABHDS byt wyzszy
w komorkach z wyciszeniem SCD1 niz w komoérkach wyizolowanych z PVAT myszy WT
(Rycina 29E). Poziom biatka HSL byt wyzszy w komoérkach z brakiem SCDI1 niz
w komorkach wyizolowanych z PVAT myszy WT, natomiast poziom fosforylacji hamujace;j
aktywno$¢ HSL na serynie 565 byt nizszy w komoérkach z wyciszeniem SCDI1 niz
w komorkach wyizolowanych z PVAT myszy WT (Rycina 29E). Wyniki te sugeruja
aktywacje lipolizy w komorkach z brakiem SCD1 w poréwnaniu z komorkami

wyizolowanymi z PVAT myszy WT.
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Rycina 29. Metabolizm lipidéw i glukozy w okolonaczyniowych adipocytach WT i SCD1 KO.
(A) Reprezentacyjne zdjecia adipocytdw zroznicowanych in vitro i wybarwionych za pomocg czerwieni oleistej
(powickszenie 200 x). (B) Stopien wybarwienia lipidéw czerwienia oleista w komorkach. (C) Rozdziat
chromatograficzny lipidow. (D) Stezenie glicerolu wydzielanego do medium hodowlanego przez komorki. (E)
Poziom biatek metabolizmu glukozy i lipolizy. (F) Analiza RT-qPCR markeréw adipocytow i wybranych
adipokin. (G) Poziom transportu glukozy do wewnatrza komoérek (H) Poziom ATP w adipocytach. ABHD5 -
biatko zawierajace domene o/B-hydrolazy 5, Adipog - gen kodujacy adiponektyne, Adiporl/2 - gen kodujacy
receptor adiponektyny 1/2, AKT1 - kinaza biatkowa B, ATGL - swoista dla adipocytow lipaza triglicerydowa,
Cidea - gen kodujacy efektor A podjednostki alfa czynnika fragmentacji DNA indukujgcego $mier¢ komorki,
Fabp4 - gen kodujacy biatko wigzace kwasy tluszczowe 4, GLUT4 - transporter glukozy 4, HSL - lipaza
wrazliwa na hormony, 1I-6 - gen kodujacy interleuking 6, Lep - gen kodujacy leptyne, Lpl - gen kodujacy lipaze
lipoproteinowa Nampt - gen kodujacy wisfatyng, Pgcla - gen kodujacy koaktywator 1 alfa receptora
aktywowanego przez proliferatory peroksysomoéw gamma, Pparg - gen kodujacy receptor aktywowany przez
proliferatory peroksysomow gamma, Retn - gen kodujacy rezystyne, Ucpl - gen kodujacy biatko rozprzegajace
1. ¢ p<0,05 vs WT. N=3 niezalezne eksperymenty.

Poziom mRNA gendw, ktore sag markerami brunatnych adipocytow, tj. Pparg, Pgcla,
Cidea i1 Ucpl, byt wyzszy w komorkach z wyciszonym SCDI1 niz w komorkach
wyizolowanych z PVAT myszy WT (Rycina 29F). Poziom mRNA genéw Lpl i Fabp4 nie
roznit si¢ miedzy adipocytami wyizolowanymi z PVAT myszy WT i SCD1-/- (Rycina 29F).
Poziom mRNA kodujacych adiponektyne, rezystyng, wisfatyne 1 leptyne byt wyzszy
w adipocytach z brakiem ekspresji SCD1 niz w adipocytach wyizolowanych z PVAT myszy
WT (Rycina 29F). Adipocyty z wyciszeniem SCD1 wykazywaty nizszy poziom mRNA
kodujacego IL-6 niz adipocyty wyizolowane z PVAT myszy WT (Rycina 29F). Poziom
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MRNA receptora adiponektyny 2 (ang. adiponectin receptor 2, Adipor2) byl wyzszy
w adipocytach z brakiem ekspresji SCD1 niz w komoérkach wyizolowanych z PVAT myszy
WT, natomiast poziom m RNA Adiporl byt na takim samym poziomie w komorkach
wyizolowanych z PVAT myszy WT i SCD1-/- (Rycina 29F). Transport glukozy do wewnatrz
komorki byt wyzszy w adipocytach z unieczynnieniem SCD1 w poréwnaniu z komoérkami
wyizolowanymi z PVAT myszy WT (Rycina 29G), a ilo§¢ produkowanego ATP nie rdznita
si¢ miedzy komoérkami wyizolowanymi z TPVAT myszy WT i SCD1-/- (Rycina 29H).
Poziom biatka transportera GLUT4 oraz fosforylacja kinazy AKT1 byly wyzsze
w komorkach z brakiem ekspresji SCD1 niz w komoérkach wyizolowanych z PVAT myszy
WT, co sugeruje aktywacje szlaku insulinowego (Rycina 29E). Przedstawione dane sugeruja,
ze unieczynnienie SCD1 w okolonaczyniowych adipocytach prowadzi do zwigkszone]
lipolizy, oraz aktywacji metabolizmu glukozy. Dodatkowo, okotonaczyniowe adipocyty
z wyciszonym SCD1 wykazuja wyzsza ekspresje genéw bedacych markerami brunatnych

adipocytow.

7.16. Wplyw kwasu palmitynowego na dynamike mitochondriow w

okolonaczyniowych adipocytach

Jednym z mechanizméw lipotoksycznosci wywotanej przez kwas C16:0 jest
uposledzenie funkcji mitochondriéw (Belosludtsev i wsp., 2006; Raja i wsp., 2022). W celu
okreslenia roli SCD1 w odpowiedzi mitochondriow na kwas C16:0, okotonaczyniowe
adipocyty wyizolowane z PVAT myszy WT i SCD1-/- zostaly potraktowane kwasem C16:0
o stezeniu 500 uM. Przy uzyciu mikroskopii konfokalnej okreslono poziom fragmentacji sieci
mitochondrialnej w okotonaczyniowych adipocytach. Dla kazdego =zidentyfikowanego
mitochondrium wyliczona zostata warto$¢ stosunku osiowego, ktory odzwierciedla kulisto$¢
mitochondriéw w taki sposob, ze stosunek osiowy = 1 oznacza ksztalt kuli. Kazda wyzsza
warto$¢ stosunku osiowego wskazuje na bardziej wydtuzony ksztalt mitochondrium. Im
wyzsza jest warto$¢ stosunku osiowego, tym odpowiada ona bardziej wydluzonemu
ksztattowi. Komorki wyizolowane z PVAT myszy WT potraktowane kwasem C16:0
wykazywaty wyzszy poziom fragmentacji mitochondriow (nizsze wartosci stosunku
osiowego) niz komorki kontrolne wyizolowane z PVAT myszy WT (Rycina 30A, B, C).
Komoérki z wyciszeniem SCDI traktowane kwasem C16:0 wykazywaty taki sam poziom
fragmentacji mitochondriow co komorki kontrolne SCD1 KO (Rycina 30B, C). Komorki
wyizolowane z PVAT myszy WT traktowane kwasem C16:0 charakteryzowaly si¢ podobnym
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poziomem fragmentacji mitochondriow jak komorki kontrolne z wyciszeniem SCD1
1 komorki z brakiem SCD1 traktowane kwasem C16:0 (Rycina 30B, C). Wyniki te pokazuja,
ze kwas C16:0 zwigksza poziom fragmentacji mitochondriow w okotonaczyniowych

adipocytach wyizolowanych z PVAT myszy WT, lecz nie w okotonaczyniowych adipocytach
z brakiem ekspresji SCD1.
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Rycina 30. Wplyw kwasu palmitynowego (16:0) na morfologi¢ mitochondriow w okolonaczyniowych
adipocytach WT i SCD1 KO. (A) Reprezentatywne zdjecia z mikroskopu konfokalnego wybarwione DAPI
(4',6-diamidyno-2-fenyloindol), PLIN1 - perylipina 1 i OXPHOS - kompleksy fosforylacji oksydacyjnej
(powickszenie 1000 X). (B) Rozklad wartoéci stosunku osiowego. (C) Srednie wartosci stosunku osiowego.
(D) Poziom mRNA gendéw fuzji i fizji mitochondriow. Drpl - biatko pokrewne dynaminy 1, Fisl - biatko fizji
mitochondriow 1, Mfn1/2 - mitofuzyna 1/2, Opal - biatko atrofii optycznej 1. a p < 0,05 vs WT BSA, b p < 0,05
vs WT C16:0, c p < 0,05 vs SCD1 KO BSA. N=3 niezalezne eksperymenty.

Zmiany w poziomie fragmentacji mitochondriow sugeruja zmiany w poziomie ekspresji
gendw kodujacych biatka zaangazowane w proces fuzji i fizji mitochondriow. W wyniku
traktowania komorek wyizolowanych z PVAT myszy WT kwasem C16:0 stwierdzono
obnizony poziom mRNA gendéw mitofuzyny 1 i 2 (ang. mitofusin 1/2, Mfn1/2) w poréwnaniu
z kontrolnymi komérkami WT (Rycina 30D). Geny te koduja biatka odpowiedzialne za fuzj¢
mitochondriow (Lin i wsp., 2022). Poziom mRNA genow Mfnl i Mfn2 byt nizszy

w komorkach kontrolnych z wyciszeniem SCD1 i z wyciszeniem SCDI traktowanych
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kwasem C16:0 niz w komorkach kontrolnych wyizolowanych z PVAT myszy WT (Rycina
30D). mRNA genu kodujacego biatko atrofii optycznej (ang. optic atrophy 1, Opal),
bioragcego udzial w fuzji mitochondriow byl nizszy w komorkach kontrolnych
z wyciszeniem SCD1 niz w komodrkach kontrolnych z brakiem ekspresji SCD1 (Rycina 30D).
Poziom mRNA genu kodujacego biatko pokrewne dynaminy (ang. dynamin-related protein 1,
Drpl) odpowiedzialnego za fizj¢ mitochondriow byl nizszy w komorkach wyizolowanych
z PVAT myszy WT traktowanych kwasem C16:0 niz w komorkach kontrolnych
wyizolowanych z PVAT myszy WT i SCD1-/- (Rycina 30D). Poziom ekspresji Opal i Drpl
w komorkach z wyciszeniem SCDI1 traktowanych kwasem C16:0 byt wyzszy niz
w komorkach wyizolowanych z PVAT myszy WT traktowanych kwasem C16:0 (Rycina
30D). Poziom mRNA genu kodujacego biatko fizji mitochondriéw (ang. fission protein 1,
Fisl) byt nizszy w komorkach WT traktowanych kwasem palmitynowym niz w kontrolnych
komorkach WT (Rycina 30D). Zaréwno w komoérkach z brakiem ekspresji SCD1
traktowanych kwasem C16:0, jak i w komoérkach kontrolnych z wyciszeniem SCD1, poziom
MRNA Fisl byt nizszy niz w komorkach kontrolnych wyizolowanych z PVAT myszy WT
(Rycina 30D). Przedstawione wyniki wskazuja, ze =zarO6wno traktowanie komorek
wyizolowanych z PVAT myszy WT kwasem C16:0, jak i wyciszenie ekspresji SCD1
w okotonaczyniowych adipocytach, prowadzi do zwigkszonego poziomu fragmentacji
mitochondriow. Obserwowane zmiany zwigzane s3 ze zmianami w ekspresji genow fizji

i fuzji mitochondriow.

7.17. Wplyw kwasu palmitynowego na funkcje¢ oddechowa mitochondriow

w okolonaczyniowych adipocytach

Fragmentacja mitochondriow jest pozytywnie skorelowana z intensywnos$cig
oddychania komoérkowego (Yu et al. 2006; Ngo i wsp., 2023). W celu zweryfikowania, czy
zwigkszona fragmentacja mitochondriow w komoérkach wyizolowanych z PVAT myszy
SCD1-/- oraz WT w wyniku traktowania kwasem C16:0 jest zwigzana z intensyfikacja
oddychania komorkowego, dokonano pomiaru zawarto$ci biatka kompleksow OXPHOS oraz
UCP1. W komorkach kontrolnych z brakiem ekspresji SCD1 zawartos$¢ bialek kompleksow 1,
IT i IV byta podobna jak w komoérkach kontrolnych wyizolowanych z PVAT myszy WT
(Rycina 31A). Zawartos¢ biatka kompleksu III byla nizsza w komorkach kontrolnych
z wyciszeniem SCD1 wzgledem komorek kontrolnych WT (Rycina 31A). W komorkach

kontrolnych z brakiem ekspresji SCD1 stwierdzono natomiast wzrostu poziomu biatka UCP1
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w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi wyizolowanymi z PVAT myszy WT (Rycina 31A).
W przypadku adipocytdow wyizolowanych z PVAT myszy WT i SCDI1-/- traktowanych
kwasem C16:0 stwierdzono wzrost poziomu biatka kompleksu I, syntazy ATP oraz UCP1

w stosunku do kontrolnych adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT (Rycina 31A).

A WT SCD1KO WT SCD1KO B WT BSA B SCD1 KO BSA

55 kDa BSA BSA c16:0 C16:0 = WT 16:0 2 SCD1 KO 16:0
— e e e s SYyNtaza ATP 25

48KD2 we= o wa - e = Kompleks Il 2] 1 : 2 c

40kDa Kompleks IV o i '

30kDa = & = = & « & = Kompleksl

Poziom biatka

{krotnos¢ zmiany)

I
I
—
N

o o
—

20kDa = 5 - - - - Kompleks |

I _ T o T
MkDa W B W B B ¥ ¥ o & £ L e &8
: SEE ? $
55 kDa SEMED e e an o @ @ $-tubulina g & & & &
=)
B C F = WT BSA B SCD1 KO BSA
WT BSA — SCD1KO BSA — WT 16:0 — SCD1 KO 16:0 = WT 16:0 5 SCD1 KO 16:0
0 &000 WT BSA |—
E 3 oo SCD1KOBSA{  a Masa —F'%
o 5 om0 WT 16:0- Ha mituchundriﬁw':| ;
$3 a0 SCD1 KO 16:0 - a [
Qe ol
E an 160 0 1 2 3 Pot iat
2000 . . otencja "
Czas (min) E Zuzycie tlenu i }
D (krotnosé zmiany) blonowy L _ab
WT BSA — SCD1 KO BSA — WT 16:0 — SCD1 KO 16:0 b
3 10000 WT BSA- |—:
% E’ SCD1 KO BSA ja ROS J ha
93 W WT 16:0- |2 P X
g2 R [
:a’.rg SCD1 KO 16:0 a —
c
g L e — .':D T T T 1 00 05 1.0 15
2 0 1 2 3 4 _
Czas (min) Zuzycie tlenu Krotnos$¢ zmiany

(krotno$¢ zmiany)

Rycina 31. Wplyw  kwasu  palmitynowego na  funkcje oddechowa  mitochondriéw
w okolonaczyniowych adipocytach WT i SCD1 KO. (A) Poziom biatka komplekséw fosforylacji
oksydacyjnej (OXPHOS) i biatka rozprzegajacego 1 (UCP1) w adipocytach. (B, C) Tempo zuzycia tlenu
w warunkach podstawowych. (D, E) Maksymalna zuzycie tlenu stymulowane FCCP - fluorokarboksylowy
cykliczny ester fosforanu. (F) Poziom produkcji reaktywnych form tlenu (ROS), potencjal btonowy i masa
mitochondriow. a p < 0,05 vs WT BSA, b p < 0,05 vs WT 16:0, ¢ p < 0,05 vs SCD1 KO BSA.
N=3 niezalezne eksperymenty.

Tempo zuzycia tlenu w adipocytach wyizolowanych z PVAT myszy WT i SCD1-/-
traktowanych kwasem C16:0 oraz w kontrolnych adipocytach z wyciszeniem SCDI, bylo
wyzsze niz w adipocytach kontrolnych WT (Rycina 31B, C). W celu okreslenia maksymalne;j
zdolnos$ci respiracyjnej, potencjal wewngtrznej btony mitochondrialnej zostal rozproszony
poprzez potraktowanie komorek fluorokarboksylowym cyklicznym estrem kwasu
fosforowego  (ang.  carbonyl  cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone, = FCCP).
Maksymalny potencjat oddechowy byl wyzszy w komodrkach wyizolowanych z PVAT myszy
WT traktowanych kwasem C16:0 niz w komorkach kontrolnych wyizolowanych z PVAT
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myszy WT (Rycina 31D, E). Zarowno komorki kontrolne z wyciszeniem SCD1 oraz komorki
z brakiem ekspresji SCDI1 traktowane kwasem C16:0 wykazywaly podobny poziom
maksymalnej zdolnos$ci respiracyjnej co komorki wyizolowane z PVAT myszy WT
traktowane kwasem C16:0 (Rycina 31D, E). Komorki kontrolne z brakiem ekspresji SCD1
wykazywaty nizszy stopien produkcji ROS niz komorki kontrolne wyizolowane z PVAT
myszy WT (Rycina 31F). Traktowanie komorek wyizolowanych z PVAT myszy WT
i SCD1-/- kwasem C16:0, podniosto produkcje ROS wzgledem odpowiednio: komorek
kontrolnych wyizolowanych z PVAT myszy WT i komorek kontrolnych z unieczynnieniem
SCDI1 (Rycina 31F). Potencjat w poprzek wewnetrznej blony mitochondrialnej byl podobny
w przypadku komorek kontrolnych wyizolowanych z PVAT myszy WT i SCD1-/-, natomiast
traktowanie tych komoérek kwasem C16:0 spowodowato obnizenie potencjalu blonowego
(Rycina 31F). Traktowanie adipocytow kwasem C16:0 nie wptyn¢to na mase¢ mitochondriow
w adipocytach wyizolowanych z PVAT myszy WT i SCD1-/- (Rycina 31F). Na podstawie
przedstawionych powyzej wynikow mozna wnioskowaé, ze traktowanie kwasem C16:0
komorek wyizolowanych z PVAT myszy WT prowadzi do aktywacji ich mitochondriéw
1 intensyfikacji oddychania komodrkowego w stopniu podobnym do obserwowanego
w kontrolnych komérkach z wyciszeniem SCD1. Dodatkowo, adipocyty z brakiem ekspresji
SCDI1 traktowane kwasem C16:0, nie wykazywaly zmian w dynamice mitochondriow oraz

w oddychaniu komérkowym.

7.18. Wplyw medium ACM na fenotyp VSMC

VSMC stanowig gléwny typ komoérek wchodzacych w sktad srodkowej $ciany tetnicy.
Badania nad okolonaczyniowa tkanka tluszczowa wykazaly, ze zmiany w metabolizmie
adipocytow PVAT moga wpltywaé¢ na funkcjonowanie VSMC, m.in. poprzez lokalnie
wydzielane cytokiny i adipokiny (Chang i wsp., 2020). W celu okreslenia wptywu SCD1 na
interakcj¢ okotonaczyniowych adipocytow z VSMC, zebrano medium pohodowlane znad
okotonaczyniowych adipocytow WT i SCD1 KO, zréznicowanych in vitro, i uzupetniono nim
pozywke szczurzej linii VSMC: komorek A7r5. Po inkubacji komoérek A7r5 z medium znad
okotonaczyniowych adipocytoéw okreslono poziom markeréw fenotypu VSMC.

Kaldesmon jest biatkiem wigzacym aktyng, ktore bierze udziat w skurczu VSMC
poprzez oddziatywanie z miozyng, tropomiozyng i kalmoduling (Wang 2001). Kaldesmon jest
markerem kurczliwego fenotypu VSMC i1 w trakcie przejscia w fenotyp syntetyczny ulega

szybkiej degradacji (Glukhova i wsp., 1988; Jiang i wsp., 2010). Traktowanie VSMC medium
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znad adipocytéw WT (ang. WT adipocyte-conditioned medium, WT ACM) nie spowodowato
zmian w poziomie biatka kaldesmonu w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi (Rycina
32A). Silny spadek poziomu biatka kaldesmonu zostal natomiast zaobserwowany
w przypadku VSMC traktowanych medium ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT
myszy SCD1-/-. (Rycina 32A). Poziom biatka osteopontyny jest podwyzszony w VSMC
o fenotypie syntetycznym i promuje migracje i proliferacje tych komoérek (Qiu et a., 2012; Liu
i wsp., 2014; Jiang i wsp., 2014). Traktowanic VSMC za pomocg ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy WT nie spowodowalo zmian w poziomie biatka
osteopontyny w poroéwnaniu z komoérkami kontrolnymi (Rycina 32A). Poziom biatka
osteopontyny w komorkach traktowanych za pomoca ACM znad adipocytéw wyizolowanych
z PVAT myszy SCD1-/- byt wyzszy niz w komorkach kontrolnych (Rycina 32A).
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Rycina 32. Zmiany fenotypu komoérek mies$ni gladkich naczyn krwiono$nych (VSMC) w odpowiedzi na
traktowanie medium pohodowlanym pochodzacym znad okolonaczyniowych adipocytéw WT lub SCD1
KO. (A) Poziom biatek, ktore sa wskaznikami fenotypu VSMC. ERK1/2 - kinaza regulowana przez sygnat
zewnatrzkomorkowy, GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego, MYH11 - cigzki tancuch
miozyny 11, PCNA - jadrowy antygen komorek proliferujacych. (B) Organizacja filamentow aktynowych
w VSMC traktowanych WT ACM lub SCD1 KO ACM. Czerwone linie reprezentuja miejsce przekroju
poprzecznego komorki, w ktérym dokonano pomiaru fluorescencji (powiekszenie 1000 x). a p<0,05 vs kontrola,
b p<0,05 vs WT ACM. N=3 niezalezne eksperymenty.
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Kinaza regulowana przez sygnat zewnatrzkomérkowy (ang. extracellular signal-
regulated kinase, ERK1/2) jest kinazg biatkowa nalezaca do szlaku sygnalowego
Ras/Raf/MEK/ERK (Touyz, 2001). Fosforylacja ERK1/2 skutkuje aktywacjg migracji oraz
progresja cyklu komoérkowego w VSMC (Touyz i wsp., 2001; Zhang i wsp., 2003).
Traktowanie VSMC za pomoca ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy
SCD1-/- spowodowato wzrost fosforylacji ERK1/2 w porownaniu z komérkami kontrolnymi
(Rycina 32A). Poziom fosforylacji ERK1/2 w komorkach traktowanych ACM znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- byl wyzszy niz w komorkach
kontrolnych oraz w komorkach traktowanych ACM znad adipocytow wyizolowanych
z PVAT myszy WT (Rycina 32A). Cigzki tancuch miozyny 11 (ang. myosin heavy chain 11,
MYH11) jest biatkiem charakterystycznym dla kurczliwego fenotypu VSMC, utrzymujacym
integralno$¢ S$ciany tetnic. Mutacje w genie MYHI11 prowadza do hiperplazji VSMC
I promocji fenotypu syntetycznego (Zhu i wsp., 2006; Pannu i wsp., 2007). W wyniku
traktowania VSMC ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT oraz ACM
znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- poziom biatka MYHI11 spadt
w stosunku do komoérek kontrolnych, przy czym wiekszy spadek stwierdzono w przypadku
ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT (Rycina 32A). Jadrowy antygen
komorek proliferujacych (ang. proliferating cell nuclear antigen, PCNA) bierze udzial
w syntezie DNA podczas fazy S cyklu komdrkowego. Jego poziom wzrasta w VSMC ktore
podlegaja aktywnej proliferacji (Zhao i wsp., 2013). Traktowanie komoérek A7r5 WT ACM
spowodowato wzrost poziomu PCNA w poréwnaniu z komodrkami kontrolnymi (Rycina
32A). W VSMC traktowanych ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy
SCD1-/- poziom biatka PCNA byt wyzszy niz w komorkach traktowanych ACM znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT oraz niz w komorkach kontrolnych (Rycina
32A). Fibronektyna jest bialkiem macierzy pozakomoérkowej i markerem syntetycznego
fenotypu VSMC, promujacym ich migracje i proliferacje (Barillari i wsp., 2001). Poziom
biatka fibronektyny byl nizszy w komorkach A7r5 traktowanych ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy WT w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi, natomiast
w przypadku komorek traktowanych ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy
SCD1-/- stwierdzono wzrostu poziomu biatka fibronektyny wzgledem komorek kontrolnych
(Rycina 32A). Kaspaza 3 jest enzymem aktywowanym proteolitycznie w procesie apoptozy
(Geng i wsp., 1998). Aktywacja kaspazy 3 w komorkach o fenotypie VSMC znajdujacych sie
wewnatrz plytki miazdzycowej zwigzana jest z jej zmniejszong stabilnos$cig oraz ze

zwiekszonym ryzykiem okluzji §wiatta tetnicy (Geng i wsp., 1998). W komodrkach A7r5
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traktowanych ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT, poziom aktywnej
kaspazy 3 byt nizszy niz w komorkach kontrolnych (Rycina 32A). W przypadku komorek
traktowanych ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/-, poziom
aktywnej kaspazy 3 byl wyzszy niz w komorkach kontrolnych i traktowanych WT ACM
(Rycina 32A). Analiza intensywnosci fluorescencji przekrojow poprzecznych komoérek
kontrolnych wykazala, ze komoérki te wykazuja regularnie rozmieszczone maksima. Taki
rozktad intensywnos$ci fluorescencji swiadczy o rownoleglym rozmieszczeniu filamentow
aktynowych w komorce. (Rycina 32B). Traktowanie komoérek A7r5 zarowno przez ACM
znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT, jak i przez ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- prowadzi do zaniku regularno$ci wystgpowania
maksimow intensywnosci fluorescencji, co moze $wiadczy¢ o dezorganizacji filamentow
aktynowych (Rycina 32B). Przedstawione dane sugeruja, ze traktowanie komoérek A7r5 ACM
prowadzi do nabycia przez te komorki fenotypu syntetycznego, jednak efekt ten jest
wyrazniejszy w przypadku ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/-.

Zmiany te moga mie¢ wptyw na zdolno$¢ skurczu komoérek A7rS.

7.19. Wplyw medium ACM na migracje i proliferacje VSMC

Traktowanie VSMC ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/-
spowodowato zwigkszenie poziomu fosforylacji kinaz ERK1/2 w wigkszym stopniu niz
w przypadku VSMC traktowanych ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy
WT (Rycina 32A). ERK1/2 jest istotnym czynnikiem aktywujacym migracje oraz proliferacje
VSMC. W wyniku aktywacji, ERK1/2 migruje do jadra komorkowego, gdzie reguluje
aktywno$¢ okreslonych czynnikow transkrypcyjnych odpowiedzialnych za regulacje cyklu
komorkowego, apoptozy i zapalenia (Roskoski 2012). W celu okreslenia, czy podwyzszony
poziom fosforylacji ERK1/2 skutkuje zwigkszonym poziomem migracji tych kinaz do jadra
komoérkowego, zmierzono poziom ufosforylowanej formy ERK1/2 w VSMC traktowanych
ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT lub ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- (Rycina 33A). Traktowanie VSMC za pomoca
ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT i ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- prowadzito do zwigkszenia poziomu translokacji
fosfo-ERK1/2 do jadra komérkowego w porownaniu z komorkami kontrolnymi (Rycina 33A,
B). Poziom lokalizacji jadrowej ufosforylowanej formy ERK1/2 w przypadku VSMC
traktowanych ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- byt wyzszy
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niz w przypadku VSMC traktowanych ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT
myszy WT (Rycina 33A, B). VSMC traktowane ACM znad adipocytow wyizolowanych
z PVAT myszy WT i ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/-
migrowaly szybciej niz komorki kontrolne (Rycina 33C). Komoérki traktowane ACM znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- wykazywaly natomiast wyzsze tempo
migracji niz komorki traktowane ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT
(Rycina 33C).
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Rycina 33. Wplyw traktowania VSMC medium pohodowlanym pochodzacym znad okolonaczyniowych
adipocytéw WT lub SCD1 KO na translokacje ERK1/2 do jadra komoérkowego oraz na zdolnos¢ VSMC
do migracji. (A) Reprezentatywne zdj¢cia z mikroskopu konfokalnego. Kolor czerwony: jadra komoérkowe,
kolor zielony: fosfo-ERK1/2 (powigkszenie 1000 x). (B) Intensywno$¢ fluorescencji pochodzacej od
ufosforylowanej formy kinazy regulowanej przez sygnat zewnatrzkomoérkowy (ERK1/2) w obrebie jader
komorkowych VSMC w odpowiedzi na traktowanie WT ACM lub SCD1 KO ACM. (C) Test migracji VSMC
w odpowiedzi na traktowanie WT lub SCD1 KO ACM. a p<0,05 vs kontrola, b p<0,05 vs WT ACM.
N=3 niezalezne eksperymenty.

W celu analizy tempa proliferacji VSMC w odpowiedzi na traktowanie ACM znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT i SCD1-/-, wykonano test faz cyklu
komoérkowego z uzyciem cytometrii przeptywowej. DNA komorek zostal wybarwiony
jodkiem propidyny. W celu wyizolowania populacji komorek o prawidlowej morfologii za

pomoca wykresu rozproszenia do przodu (ang. forward scatter, FSC) vs. wykresu
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rozproszenia w bok (ang. side scatter, SSC) wybrano zywe komorki, odrzucajac
zanieczyszczenia 1 fragmenty komoérkowe. Liniowa zalezno$¢ pomigdzy caltkowitym
sygnatem fluorescencji a wysoko$cig maksimow fluorescencji wykorzystano do odrzucenia
dupletow oraz innych agregatow komorkowych. Populacje komoérek w poszczegdlnych
fazach cyklu komorkowego zostaly okreslone na podstawie charakterystycznych maksimow

fluorescencji, odpowiadajacych fazom G0-G1, S i G2-M (Rycina 34A, B, C).
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Rycina 34. Analiza faz cyklu komérkowego VSMC w odpowiedzi na traktowanie ACM znad
okolonaczyniowych adipocytéw WT lub SCD1 KO. (A) Strategia bramkowania oraz profil faz cyklu
komorkowego w komorkach kontrolnych. (B) Strategia bramkowania oraz profil faz cyklu komoérkowego
w komorkach traktowanych WT ACM. (C) Strategia bramkowania oraz profil faz cyklu komorkowego
w komorkach traktowanych SCD1- KO ACM. (D) Udziat procentowy komorek w poszczegoélnych fazach cyklu
komoérkowego. FSC - rozproszenie do przodu, SSC - rozproszenie w bok. a p<0,05 vs kontrola,
b p<0,05 vs WT ACM. N=3 niezalezne eksperymenty.

Wykazano, ze traktowanie VSMC ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT
myszy WT lub ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- prowadzi do
zmniejszenia liczby komorek w fazie GO-G1 cyklu komorkowego w pordéwnaniu
z komorkami kontrolnymi (Rycina 34D). Liczba komodrek w fazie GO-G1 byla nizsza
w wyniku traktowania komoérek ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy

SCD1-/- niz w wyniku traktowania ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy
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WT (Rycina 34D). Liczba komorek w fazie S i G2-M wzrosta w stosunku do komorek
kontrolnych jedynie w przypadku VSMC traktowanych ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- (Rycina 34D).

Przedstawione wyniki wskazuja, ze wyciszenie SCD1 w okotonaczyniowych

adipocytach prowadzi do zwigkszonej migracji i proliferacji VSMC w warunkach in vitro.

7.20. Wplyw medium ACM na zdolnos¢ VSMC do skurczu

Do okreslenia zmian zdolnosci skurczu VSMC w wyniku traktowania ACM
wykorzystano urzadzenie Agilent xCELLigence RTCA CardioECR System. Skurcz VSMC
zostat wywolany poprzez dodanie 1 uM angiotensyny II (ang. angiotensin II, Angll) (Rycina
35A). Komorki traktowane ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT lub
ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- charakteryzowaly si¢
zmniejszong zdolno$cig do skurczu w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi (Rycina 35A).
Amplituda skurczu VSMC byta nizsza w komorkach traktowanych ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy WT i ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy
SCD1-/- w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi (Rycina 35B). Czas do osiagnigcia
maksymalnego skurczu w VSMC traktowanych ACM znad adipocytéw wyizolowanych
z PVAT myszy WT i ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- byt
dhuzszy niz w komorkach kontrolnych (Rycina 35C). W VSMC traktowanych ACM znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/-, czas do osiggnigcia maksymalnego
skurczu byt dtuzszy niz w komoérkach traktowanych ACM znad adipocytow wyizolowanych
z PVAT myszy WT (Rycina 35C). Przedstawione dane wskazuja, ze czynniki wydzielane
przez okotonaczyniowe adipocyty upo$ledzaja zdolno$¢ skurczu VSMC, przy czym

unieczynnienie SCD1 w okotonaczyniowych adipocytach zwicksza ten efekt.
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Rycina 35. Wplyw traktowania VSMC ACM pochodzacym znad okolonaczyniowych adipocytéw WT lub
SCD1 KO na skurcz. (A) Wykres zaleznosci wartosci indeksu komdrkowego od czasu. Indeks komorkowy jest
wielkoscig opisujacym zmiany w oporze elektrycznym wywieranym przez komorki w trakcie skurczu. Strzatka
zaznaczono moment dodania do pozywki 1 uM angiotensyny II (Ang II). (B) Amplituda skurczu VSMC. (C)
Czas potrzebny do osiagniecia maksimum skurczu przez VSMC. a p<0,05 vs kontrola, b p<0,05 vs WT ACM.
N=3 niezalezne eksperymenty.

7.21. Wplyw medium ACM na aktywacje EC

Srodbtonek wyscieta wewnetrzng strong naczyn krwiono$nych i pozostaje
w bezposrednim kontakcie z krwiag. Wykazano zwigzek pomiedzy zaburzeniami
w funkcjonowaniu PVAT a nieprawidlowa aktywacja $rodbtonka, przyczyniajaca si¢ do
rozwoju zaburzen homeostazy naczyniowej (Koenen i wsp., 2021; Nosalski i Guzik 2017).

W celu wyjasnienia zwigzku pomiedzy SCD1 w okotonaczyniowych adipocytach
a funkcja $rodbtonka naczyn krwiono$nych, komoérki EA.hy926 byly traktowane ACM znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT lub ACM znad adipocytow wyizolowanych
z PVAT myszy SCD1-/-. Nastgpnie okreslono poziom mRNA oraz biatek zwigzanych
z aktywacja $srodblonka. Traktowanie EC przy uzyciu ACM znad adipocytow wyizolowanych
z PVAT myszy WT i SCD1-/- nie wplyneto na poziom mRNA genow kodujacych

naczyniowg czasteczke adhezji 1 (ang. vascular-cell adhesion molecule 1, VCAM -1)
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1 migdzykomorkowa czasteczke adhezji (ang. intracellular adhesion molecule 1, ICAM-1)

w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi (Rycina 36A).
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Rycina 36. Zmiany fenotypu komoérek s$rodblonka w odpowiedzi na ACM pochodzacy znad
okolonaczyniowych adipocytow WT lub SCD1 KO. (A) Poziom mRNA genéw kodujacych bialka adhezji
komorkowej: VCAM-1 - migdzynaczyniowa czgsteczka adhezji 1; ICAM-1 - migdzykomodrkowa czagsteczka
adhezji. (B) Poziom biatek aktywacji komorek $rodbtonka. AMPK - kianza biatkowa aktywowana przez AMP,
eNOS - érodblonkowa syntaza tlenku azotu, VEGF - czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn.
a p<0,05 vs kontrola, b p<0,05 vs WT ACM. N=3 niezalezne eksperymenty.

Poziom fosforylacji srédbtonkowej syntazy tlenku azotu (ang. endothelial nitric oxide
synthase, eNOS) oraz aktywujacej ja kinazy AMPK byl nizszy w EC traktowanych ACM
znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT niz w komoérkach kontrolnych (Rycina
36B). W EC traktowanych ACM znad adipocytéw wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/-
zaobserwowano wzrost poziomu fosforylacji eNOS i AMPK w pordéwnaniu z komdrkami
kontrolnymi (Rycina 36B). E-selektyna jest bialkiem bioragcym udziat w rozwoju stanu
zapalnego. Umozliwia przyleganie leukocytow do §rodbtonka naczyn co umozliwia dotarcie
komoérkom odporno$ciowym do zmienionych chorobowo obszaréw tkanek (Zhang i wsp.,
2024). Poziom E-selektyny w EC traktowanych ACM znad adipocytow wyizolowanych
z PVAT myszy WT i ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- byt
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wyzszy w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi (Rycina 36B). Czynnik wzrostu $rédblonka
naczyn (ang. vascular endothelial growth factor, VEGF) jest czynnikiem stymulujacym
angiogeneze (Eelen i wsp., 2020). W komorkach $rodbtonka traktowanych ACM znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT i ACM znad adipocytow wyizolowanych
z PVAT myszy SCD1-/- stwierdzono wzrostu poziomu VEGF w poréwnaniu z komérkami
kontrolnymi (Rycina 36B), przy czym najwiekszy wzrost stwierdzono w EC traktowanych
ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- (Rycina 36B).

W celu zweryfikowania, czy zwigkszony poziom VEGF w komorkach srodbtonka
traktowanych WT ACM lub SCD1 KO ACM przeprowadzono test angiogenezy in vitro. Za
pomoca oprogramowania ImageJ zmierzono S$rednig dlugos¢ kapilar tworzacych si¢ na
mieszaninie biatek macierzy pozakomérkowej Matrigel. Srednia dhugo$é kapilar tworzonych
przez EC traktowane ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT byla
podobna jak w komoérkach kontrolnych (Rycina 37B). Srednia dlugo$¢ kapilar tworzonych
przez EC traktowane ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- byta
wyzsza w porownaniu z komoérkami traktowanymi ACM znad adipocytéw wyizolowanych
z PVAT myszy WT oraz z komérkami kontrolnymi (Rycina 37B).

Podsumowujac, przedstawione wyniki sugeruja, ze traktowanie EC ACM znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- prowadzi do aktywacji eNOS i AMPK

oraz zwigkszonego poziomu biatka adhezyjnego e-selektyny oraz angiogenezy.
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Rycina 37. Zdolno$¢ komoérek srodblonka traktowanych medium pohodowlanym znad adipocytow WT
lub SCD1 KO do angiogenezy in vitro. (A) Reprezentacyjne zdjecia komorek $rodbtonka na powierzchni zelu
sktadajacego si¢ z biatek macierzy pozakomorkowej (powickszenie 200 X). Kolorem czerwonym zaznaczono
przebieg utworzonych naczyn (B) Srednia dtugo$é kapilar utworzonych przez komoérki §rodblonka w czasie.
a p<0,05 vs kontrola, b p<0,05 vs WT ACM. N=3 niezalezne eksperymenty.
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7.22. Wplyw wyciszenia SCD1 na profil adipokin wydzielanych przez

okolonaczyniowe adipocyty

Zréznicowana odpowiedz VSMC i1 EC na traktowanie ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy WT i SCD1-/- sugeruje réznice w profilu czynnikow
wydzielanych przez okotonaczyniowe adipocyty wyizolowane z PVAT myszy WT i SCD1-/-.
Dokonano zatem pomiaru poziomu biatka 38 adipokin w ACM znad adipocytéw
wyizolowanych z PVAT myszy WT i SCD1-/-. Poziom 14 adipokin byt istotnie rézny
pomiedzy ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT i ACM znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- (Rycina 28A, B).
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Rycina 38. Profil adipokin w medium pohodowlanym znad adipocytow WT ACM i SCD1 KO. (A) Poziom
adipokin obecnych w medium pohodowlanym znad okotonaczyniowych adipocytow WT i SCD1-/-. (B) Tabela
przedstawiajaca nazwy poszczegodlnych czynnikow oraz wspotrzedne odpowiadajacych im kropek. AHSG - alfa-
2-hydroksyglobulina, ANGPT-L3 - angiopoetyna 3, CRP - bialko C-reaktywne, FGF-1/21 - czynnik wzrostu
fibroblastow 1/21, HGF - czynnik wzrostu hepatocytow, IGFBP-2/5 - biatko wiazace insulinopodobny czynnik
wzrostu 2/5, IGF-I/ll - insulinopodobny czynnik wzrostu I/1l, PREF-1 - czynnik preadipocytow 1,
PTX3 - pentraksyna 3, RAGE - receptor dla zaawansowanych koncowych produktéw glikacji, RANTES, -
chemokina regulowana przy aktywacji, ulegajaca ekspresji i wydzielana przez normalne komorki T. a p < 0,05
vs WT. N=3 niezalezne eksperymenty.
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W ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- stwierdzono nizszy
poziom dwoch adipokin, tj. glikoproteiny alfa-2-Heremans-Schmid (ang. Alpha-2-Heremans-
Schmid Glycoprotein, AHSG) i czynnika wzrostu hepatocytow (ang. hepatocyte growth
factor, HGF), w porownaniu z WT ACM (Rycina 38A, B). AHSG jest biatkiem fazy ostrej
zapalenia, wydzielanym gtownie przez watrobe oraz w mniejszym stopniu przez tkanke
thuszczowa. (Chattopadhyay i wsp., 2021; Kim i wsp., 2022). HGF jest natomiast biatkiem
biorgcym udzial w utrzymaniu homeostazy naczyniowej poprzez regulacje dziatania EC
i VSMC (Ma i wsp., 2003; Okada i wsp., 2000; Taher i wsp., 2002; Kim i wsp., 2022).
Ponadto, HGF bierze udziat w regulacji rozwoju zapalenia (Molnarfi i wsp., 2015). W ACM
znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- stwierdzono takze wyzszy poziom
czynnikow wzrostu fibroblastow 1 i 21 (ang. fibroblast growth factor 1/21 FGF-1/21) oraz
insulinopodobnych czynnikéw wzrostu (ang. fibroblast growth factor I/II, IGF-I/1I) (Rycina
38A, B) w porownaniu z ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT.
Czynniki te sa zaangazowane w regulacj¢ wzrostu, réoznicowania oraz metabolizmu wielu
typéw komorek (Yang i wsp., 2023; Gasser i wsp., 2022; LeRoith i wsp., 2021). Rowniez
poziom chemokiny regulowanej przy aktywacji, ulegajacej ekspresji 1 wydzielanej przez
normalne komorki T (ang. regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted,
RANTES), zaangazowane] w rozwoj zespotu metabolicznego podczas przebiegu otylosci
(Rakotoarivelo i wsp., 2020), byt podwyzszony w ACM znad adipocytow wyizolowanych
z PVAT myszy SD1-/- w porownaniu z ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT
myszy WT (Rycina 38 A, B). Przedstawione wyniki wskazuja, ze brak SCDI

w okotonaczyniowych adipocytach zmienia profil wydzielanych adipokin

7.23. Wplyw SCD1 na epigenetyczna regulacje ekspresji Adipoq i 11-6

Lokalnie wydzielane adipokiny przyczyniaja si¢ do utrzymania homeostazy
naczyniowej, m.in. poprzez oddziatywanie z VSMC i EC (Cali i wsp., 2023). Jedng z przyczyn
r6znic w odpowiedzi VSMC i EC na ACM znad adipocytéw wyizolowanych z PVAT myszy
WT i ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- jest zmiana w profilu
adipokin wydzielanych przez okotonaczyniowe adipocyty (Rycina 38). Analiza poziomu
MRNA Adipoq i 1I-6 wykazata, ze brak ekspresji SCD1 prowadzi do wzrostu poziomu mRNA
Adipoq oraz spadku IlI-6 w okotonaczyniowych adipocytach (Rycina 29F). Zawarto$¢
adiponektyny w okotonaczyniowych adipocytach wyizolowanych z PVAT myszy SCDI1-/-

byta wyzsza w porownaniu z komérkami wyizolowanymi z PVAT myszy WT (Rycina 39A).
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Traktowanie okotonaczyniowych adipocytéw z wyciszeniem SCD1 kwasem C16:1 i C18:1
prowadzito do podwyzszenia poziomu biatka adiponektyny w poréwnaniu do komorek
kontrolnych wyizolowanych z PVAT myszy WT, jak i SCD1-/- (Rycina 39A). Wazrost
poziomu biatka adiponektyny w komorkach kontrolnych z unieczynnieniem SCD1 oraz
w komorkach z unieczynnieniem SCD1 traktowanych kwasem C16:1 lub C18:1 byt zwigzany
ze spadkiem poziomu fosforylacji kinazy biatkowej rybosomalnego biatka S6 (ang. ribosomal
protein S6 kinase, S6K). Kinaza ta zaangazowana jest w represje transkrypcji genu Adipoq
poprzez promowanie trimetylacji lizyny 27 histonu 3 (H3K27me3) w regionie promotorowym
(Yi 2016). Aby okresli¢, czy wzrost poziomu biatka adiponektyny jest zwigzany ze
zmniejszong obecnoscig H3K27me3 w regionie promotorowym genu Adipog, dokonano
immunoprecypitacji chromatyny za pomoca przeciwciata skierowanego przeciwko
H3K27me3. Nast¢pnie wybrano trzy fragmenty promotora Adipog, ktorych obecnos¢ po
immunoprecypitacji okreslono w reakcji qPCR (Rycina 39B, C).
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Rycina 39. Wplyw braku ekspresji SCD1 na poziom bialka adiponektyny. (A) Zawartos¢ biatka
adiponektyny oraz poziom fosforylacji kinazy S6K. (B) Mapa regionu promotorowego genu Adipog. Strzatkami
zaznaczono lokalizacje fragmentéw amplifikowanych w reakcji qPCR po immunoprecypitacji chromatyny.
Ujemne warto$ci wskazuja na potozenie badanego fragmentu promotora wzglgdem miejsca startu transkrypcji
(TSS). (C) Whyniki analizy ChIP-gPCR dla wybranych fragmentdow regionu promotorowego.
Immunoprecypitacji dokonano z uzyciem, przeciwcial H3K27me3. pz - pary zasad nukleotydéw, C16:1 - kwas
palmitooleinowy, C18:1 - kwas oleinowy. a p < 0,05 vs WT BSA, b p < 0,05 vs SCD1 KO BSA, ¢ p < 0,05 vs
SCD1 KO 16:1. N=3 niezalezne eksperymenty.
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Stwierdzono, ze we fragmentach potozonych 100 par zasad (-100 pz) i -500 pz od
miejsca startu transkrypcji, poziom H3K27me3 byl nizszy w kontrolnych komorkach
z wyciszeniem SCD1 niz w komoérkach wyizolowanych z PVAT myszy WT (Rycina 39C).
Poziom H3K27me3 byl nizszy w komorkach wyizolowanych z PVAT myszy z brakiem
ekspresji SCD1 traktowanych C16:1 lub C18:1 niz w komoérkach wyizolowanych z PVAT
myszy WT oraz niz w komorkach kontrolnych z brakiem ekspresji SCD1 (Rycina 39C).
Przedstawione wyniki wskazujg, ze brak SCDI1 prowadzi do zwigkszonego poziomu biatka
adiponektyny w okotonaczyniowych adipocytach, co jest zwigzane ze zmniejszong represja
transkrypcji za posrednictwem H3K27me3. Ponadto, efekt ten jest poglebiony w wyniku
traktowania komorek kwasami C16:1 i C18:1, ktore sg produktami reakcji katalizowanej
przez SCD1

IL-6 jest cytoking prozapalng, uwalniang przez wiele typéw komorek, w tym roéwniez
przez tkanke thuszczowa (Mohamed-Ali i wsp., 1997). Myszy z wyciszeniem ekspresji SCD1
w catym organizmie lub z brakiem SCD1 w skorze charakteryzuja si¢ podwyzszonym
poziomem IL-6 w osoczu (Dumas i wsp., 2019; MacDonald i wsp., 2009).
W okotonaczyniowych adipocytach wyizolowanych z PVAT myszy SCD1-/- stwierdzono
spadek poziomu biatka IL-6 w poréwnaniu z adipocytami wyizolowanymi z PVAT myszy
WT (Rycina 40A). W komorkach z wyciszeniem SCDI1, traktowanych C16:1, poziom IL-6
byt nizszy niz w komorkach wyizolowanych z PVAT myszy WT (Rycina 40A). Traktowanie
komorek z unieczynnieniem SCD1 kwasem CI18:1 spowodowato wzrost poziomu IL-6
w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi SCD1-/- (Rycina 40A). Analiza ChIP-gPCR
regionu promotorowego genu -6 wykazata wyzszy poziom H3K27me3 w komorkach
kontrolnych z brakiem ekspresji SCD1 w poroéwnaniu z komoérkami wyizolowanymi z PVAT
myszy WT we wszystkich trzech badanych fragmentach (-20 pz, -600 pz i -800 pz) (Rycina
40B, C). We fragmencie -20 pz w komorkach z unieczynnieniem SCD1 traktowanych C16:1,
poziom H3K27me3 byl niezmieniony w odniesieniu do komorek kontrolnych z wyciszeniem
SCD1, natomiast we fragmentach -600 pz i -800 pz w komorkach z wyciszeniem SCD1
traktowanych 16:1 poziom H3K27me3 byl nizszy niz w komorkach kontrolnych z brakiem
ekspresji SCD1 (Rycina 40B, C). Traktowanie komorek z brakiem ekspresji SCD1 kwasem
C18:1 spowodowato spadek poziomu H3K27me3 w poréwnaniu z adipocytami kontrolnymi
z unieczynnieniem SCD1 w kazdym z trzech badanych odcinkéw promotora 1l-6 (Rycina
40B, C). Przedstawione wyniki wskazuja, ze obnizony poziom biatka IL-6 w adipocytach
z brakiem ekspresji SCDI jest zwigzany z podwyzszonym poziomem H3K27me3

w promotorze genu Il-6. Traktowanie komorek z wyciszeniem SCD1 kwasem C18:1
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prowadzito do zwigkszenia poziomu biatka IL-6, co bylo powigzane z obnizeniem poziomu

H3K27me3 w promotorze genu II-6.
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Rycina 40. Wplyw wyciszenia ekspresji SCD1 na ekspresje IL-6. (A) Poziom biatka IL-6. (B) Mapa regionu
promotorowego genu II-6. Strzatkami zaznaczono lokalizacje fragmentow amplifikowanych w reakcji qPCR po
immunoprecypitacji chromatyny. Ujemne warto$ci wskazujg na potozenie badanego fragmentu promotora
wzgledem miejsca startu transkrypcji (TSS). (C) Wyniki analizy ChIP-gPCR dla wybranych fragmentow regionu
promotorowego. Immunoprecypitacji dokonano z uzyciem przeciwciat H3K27me3. Pz - pary zasad,
C16:1 - kwas palmitooleinowy, C18:1 - kwas oleinowy. a p < 0,05 vs WT BSA, b p < 0,05 vs SCD1 KO BSA,
€ p <0,05vs SCD1 KO C16:1. N=3 niezalezne eksperymenty.

Podsumowujac, stwierdzono, ze ekspresja dwoch antagonistycznie dziatajacych
adipokin, tj. adiponektyny i IL-6, ulega zmianie w komoérkach wyizolowanych z PVAT
myszy SCD1-/- wzgledem komoérek wyizolowanych z PVAT myszy WT. Podczas gdy
poziom adiponektyny ro$nie w komorkach z wyciszeniem SCD1 w odniesieniu do komorek
wyizolowanych z PVAT myszy WT, to poziom IL-6 maleje. Kwasy C16:1 i C18:1 sg
glownymi produktami SCD1 (Ntambi i wsp., 2002).Traktowanie komoérek z brakiem
ekspresji SCD1 kwasem C18:1 podnosito poziom biatka adiponektyny i IL-6 w poréwnaniu
do komorek kontrolnych z brakiem ekspresji SCD1. Wynik ten sugeruje, ze SCDI reguluje
ekspresje genow tych biatek poprzez regulacje w poziomie kwasu C18:0. Powyzsze zmiany
byly zwigzane ze zmianami w dostepnosci chromatyny regulowanej za pomoca HK27me3.
Zarowno adiponektyna, jak i IL-6 moga potencjalnie przyczynia¢ si¢ do zmian stwierdzonych

w EC 1 VSMC w wyniku traktowania tych komorek ACM (Ryciny 32-37).
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8. DYSKUSJA
8.1. Wplyw wyciszenia SCD1 i diety HF na fenotyp myszy

W niniejszej pracy doktorskiej okreslono wptyw SCDI1 na regulacje metabolizmu
i funkcji wydzielniczej PVAT. Wykazano, ze karmienie myszy z wyciszeniem SCD1 dieta
HF zaroéwno przez 8, jak i 16 tygodni nie zwigksza istotnie masy ich ciata oraz nie prowadzi
do podwyzszenia stezenia cholesterolu i TAG we krwi. Stezenie glukozy we krwi na czczo,
jak i dootrzewnowy test obcigzenia glukoza wskazujg, ze myszy z wyciszeniem SCD1 na
diecie HF maja poprawiong tolerancje¢ glukozy wzgledem myszy WT. Wyniki te sa zgodne
z wczesniejszymi  badaniami  demonstrujacymi, ze myszy 2z wyciszeniem SCD1
charakteryzuja si¢ wyzszym metabolizmem glukozy w migéniach szkieletowych oraz
w migéniu sercowym oraz zwigkszong wrazliwoscig na insuling (Rahman i wsp., 2003;
Dobrzyn i wsp., 2008). Wykazano ponadto, ze okotonaczyniowe adipocyty z brakiem
ekspresji SCD1 wykazuja wigkszy poziom dokomoérkowego transportu glukozy, co wiazato
si¢ z wigkszg zawarto$cig biatka GLUT4 oraz fosforylacja AKT. Wyniki te sa odmienne od
tych otrzymanych dla bialych adipocytéw 3T3-L1, w ktoérych zahamowanie aktywnosci
SCD1 spowodowato obnizenie intensywnos$ci metabolizmu glukozy (Yee i wsp., 2013).
Powodem tej roznicy moze by¢ fakt, ze w przeciwienstwie do klasycznych bialych
adipocytow,  okotonaczyniowe  adipocyty  przeprowadzaja  proces  termogenezy
1 charakteryzuja si¢ wysokg aktywno$cig metaboliczng, w tym katabolizmem glukozy
(Qi i wsp., 2018; Maliszewska i Kretowski 2021).

Zaprezentowane w tej pracy badania wykazaty, ze stezenie cholesterolu catkowitego we
krwi myszy z wyciszeniem SCDI1 na diecie chow bylo wyzsze niz u myszy WT na diecie
chow. Zalezno$¢ t¢ mozna wytlumaczy¢ faktem, ze myszy z brakiem ekspresji SCDI1
wykazujg zwigkszony poziom LDL wraz ze spadkiem HDL (Attie i wsp., 2007). Taki profil
lipoprotein moze potencjalnie sprzyja¢ rozwojowi miazdzycy (Attie i wsp., 2007). Wysoki
poziom cholesterolu u myszy z wyciszeniem SCD1 na diecie chow moze by¢ wyttumaczony
faktem, ze z powodu braku aktywno$ci SCD1 myszy te sg pozbawione endogennego zrodta
MUFA ktore majg wilasciwosci obnizajgce poziom cholesterolu (Flowers i wsp., 2006;
Miyazaki i wsp., 2006). Egzogenna podaz MUFA pochodzaca z diety HF moze zatem
przyczynia¢ si¢ do spadku poziomu cholesterolu u myszy z wyciszeniem SCD1 (Flowers
i wsp., 2006).
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8.2. Rola SCD1 w regulacji lipolizy w PVAT

Wykazano, ze dieta HF spowodowata zwigkszong akumulacje lipidow w TPVAT
i APVAT myszy WT. Swiadczy o tym zaréwno wzrost masy tych tkanek oraz zwigkszenie
objetosci adipocytow. Co ciekawe, zarbwno w przypadku TPVAT, jak i APVAT wzrost masy
tkanki i hipertrofia adipocytow nie byly zalezne od czasu trwania diety HF. Prawdopodobnym
wytlumaczeniem tego zjawiska moze by¢ specyficzne umiejscowienie 1 funkcja PVAT,
determinujace jego ograniczong zdolno$¢ do magazynowania lipidow. W ciele myszy tkanka
thuszczowa o najwigkszej objetosci, ktora wykazuje jednocze$nie najwicksze zdolno$ci
magazynujace w odpowiedzi na diete¢ HF, jest trzewna WAT i to ten typ tkanki magazynuje
wigkszo$¢ nadmiarowych TAG w stanie otytosci (Sugimoto i wsp., 2023; Guo i wsp., 2024;
Dhawan i Sharma, 2020). Przedtuzajacy si¢ stan nadwyzki energetycznej w trakcie diety HF
moze zatem przekracza¢ zdolnosci magazynujace PVAT, prowadzac do zahamowania
hipertrofii adipocytéw, co ttumaczy brak zmian w masie TPVAT i APVAT myszy WT po 16
tygodniach diety HF wzgledem TPVAT 1 APVAT po 8 tygodniach diety HF. Zaréwno 8 jak
1 16 tygodni diety HF w TPVAT 1 APVAT myszy WT doprowadzito do wyraznego spadku
poziomu biatek HSL i ATGL. Wynik ten jest zgodny z wcze$niejszymi doniesieniami,
w ktorych dieta HF powoduje spadek poziomu biatka HSL i jego aktywnosci w watrobie (Lee
I wsp., 2022), podskornej WAT (Oh i wsp., 2023) oraz mig$niach szkieletowych (Ko i wsp.,
2018). Poziom biatka ATGL w watrobie myszy rowniez byt obnizony na diecie HF (Zhang
i wsp., 2024). Wyniki te sugeruja, ze obnizenie poziomu biatek ATGL i HSL w PVAT myszy
WT w warunkach karmienia dieta HF jest odpowiedziag podobng do tej obserwowanej
w przypadku innych tkanek o intensywnym katabolizmie kwasow tluszczowych.

TPVAT i APVAT myszy z brakiem SCD1 akumulowatl w wyniku diety HF mniej
tluszczu niz TPVAT i APVAT myszy WT. Dodatkowo, TPVAT i APVAT myszy
z wyciszeniem SCDI1 charakteryzowat si¢ zwigkszonym poziomem DAG 1 FFA. Podobny
efekt w wyniku wyciszenia SCD1 zaobserwowano w pierwotnych adipocytach in vitro.
Wyniki te sugeruja aktywacj¢ szlaku lipolizy w PVAT wywotang brakiem SCDI.
Rzeczywiscie, poziom bialek ATGL i HSL w TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem SCD1
na diecie HF byl wyzszy niz w TPVAT 1 APVAT myszy WT na diecie HF. Co ciekawe,
wzrost aktywnosci ATGL w TPVAT myszy z wyciszeniem SCDI1 na diecie HF nie byt
powigzany ze wzrostem poziomu biatka ABHDS, ktore jest aktywatorem ATGL. Ponadto,
poziom biatka GOS2, bedacego inhibitorem ATGL wzrést w TPVAT myszy z wyciszeniem

SCD1 na diecie HF wzgledem myszy z wyciszeniem SCDI1 na diecie chow. Wyjasnieniem tej
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niezgodnosci moga by¢ modyfikacje potranslacyjne ATGL, modyfikacje potranslacyjne
innych bialek szlaku lipolizy lub oddzialywanie ATGL z tymi biatkami. Na poziom
aktywnos$ci ATGL wptywaja bowiem czynniki takie jak np. dostepnos$¢ kropli lipidowych,
ograniczana przez PLIN1, poziom fosforylacji ABHD5 lub fosforylacja ATGL (Lafontan
I Langin, 2009). Fosforylacja PLIN1 przez PKA skutkuje uwolnieniem ABHDS5 zwigzanego
z PLIN1, co umozliwia aktywacje ATGL (Marcinkiewicz i wsp., 2006; Lafontan i Langin,
2009). Rowniez aktywacja ATGL za posrednictwem AMPK jest procesem regulujgcym
podstawowy, niezalezny od stymulacji hormonami proces lipolizy (Zimmermann i wsp.,
2004; Gaidhu i wsp., 2012). Zaréwno w TPVAT, jak i APVAT myszy z wyciszeniem SCD1
na diecie HF stwierdzono podwyzszony stopien fosforylacji AMPK. Wydaje si¢ zatem
mozliwe, ze kinaza ta moze odpowiada¢ za wzrost aktywnosci ATGL w PVAT myszy
z wyciszeniem SCD1 na diecie HF pomimo braku wzrostu w poziomie ABHD5 lub wzrostu
w poziomie G0S2. Pomimo, ze specyficznosci substratowe ATGL i HSL czg$ciowo si¢ na
siebie naktadaja, to ATGL preferencyjnie hydrolizuje TAG, podczas gdy HSL hydrolizuje
DAG (Zimmermann i wsp., 2004). Wysoki poziom DAG w PVAT myszy z wyciszeniem
SCD1 na diecie chow odpowiadal nizszemu niz u myszy WT poziomowi biatka HSL.
Zaréwno wzrost poziomu biatka HSL w TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem SCD1 na
diecie HF wzgledem TPVAT i APVAT myszy WT na diecie HF, jak i spadek hamujacej
fosforylacji HSL na serynie 565 $wiadcza o tym, Ze zalezna od HSL lipoliza jest aktywowana.
Co wigcej, spadek fosforylacji HSL na serynie 565 zostal rowniez stwierdzony in vitro.
Wyniki te sugeruja aktywacje lipolizy w okotonaczyniowych adipocytach, wywotang brakiem
SCD1. Aktywacja lipolizy obejmuje w tym przypadku zaréwno HSL, jak i ATGL. Wptyw
braku ekspresji SCD1 na sktad lipidow w TPVAT 1 APVAT (4j. podwyzszenie poziomu DAG
i FFA przy jednoczesnym spadku zawartosci TAG) jest podobny do tego obserwowanego
takze w innych tkankach, np. brak ekspresji SCD1 w skorze prowadzit do podwyzszenia
poziomu FFA przy jednoczesnym obnizeniu poziomu TAG (Sampath i wsp., 2009). Ponadto,
wyciszenie SCD1 w mig$niach szkieletowych spowodowalo zwigkszenie poziomu DAG
(Pinnamaneni i wsp., 2006), a zahamowanie aktywnosci SCD1 w adipocytach 3T3-L1
zmniejszylo zawartos¢ TAG, natomiast podwyzszylo poziom DAG i1 FFA (Ralston
i Mutch 2015). Z drugiej strony, brak SCD1 w innych tkankach wywotywat takze odwrotny
efekt niz w okotonaczyniowych adipocytach. W sercu myszy wyciszenie SCD1 spowodowato
spadek zawartosci TAG 1 FFA, natomiast nie stwierdzono zmian w poziomie DAG
(Bednarski i wsp., 2016). Brak SCD1 w jelicie cienkim byt natomiast powigzany ze spadkiem
zawartosci DAG (Burchat i wsp., 2022). Przedstawione dane sugeruja, ze wplyw SCDI1 na
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poziom poszczegdlnych frakcji lipidowych jest tkankowo specyficzny. Zmiany
w metabolizmie lipidow w TPVAT i APVAT w trakcie diety HF nie byly do tej pory
przedmiotem szczegétowych badan naukowych. Wyniki omdéwione powyzej pokazuja, ze
lipoliza jest zahamowana w APVAT myszy WT w trakcie diety HF. Efekt ten nie wystepuje
w TPVAT myszy WT, gdzie lipoliza ulega aktywacji. Roznica ta podkre§la odmienny
charakter TPVAT i APVAT w odpowiedzi na diet¢ HF, ktory moze wynika¢ z rdéznic
pomiedzy komorkowymi prekursorami tych tkanek. TPVAT i APVAT do pewnego stopnia
wspoétdzielg bowiem swoje pochodzenie embrionalne, jednak rozwijajg si¢ z prekursorow
o odmiennym wzorze ekspresji genéw (Li i wsp., 2021). Wiekszo$¢ dostgpnych badan nad
rozwojem PVAT dotyczy TPVAT (Hepler i wsp., 2017; Tran i wsp., 2018; Angueira i wsp.,
2021). Niemniej jednak, dostgpne dane wskazuja, ze do rozwoju APVAT nie jest konieczny
czynnik transkrypcyjny Zicl, ktory jest charakterystyczny dla BAT i TPVAT (Angueira
I wsp., 2021). Jest to prawdopodobny powdd, dla ktorego TPVAT wykazuje wyzsza
aktywnos$¢ metaboliczng niz APVAT, oraz wyzszy poziom biatka UCP1 (Tran i wsp., 2018;
Sasoh i wsp., 2021).

8.3. Rola SCD1 w regulacji p-oksydacji w PVAT

AMPK jest kinazg biatkowa kontrolujacg procesy metaboliczne komorki,
uruchamiajacg przemiany kataboliczne w odpowiedzi na wzrost wewnatrzkomorkowego
stosunku AMP/ATP (Brownsey i wsp., 1997). AMPK aktywuje PB-oksydacje poprzez
hamowanie aktywnosci ACC (Brownsey i wsp., 1997). W TPVAT i APVAT myszy WT po
16 tygodniach diety HF stwierdzono spadek fosforylacji AMPK. Co ciekawe, efektu takiego
nie stwierdzono w TPVAT i APVAT myszy WT po 8 tygodniach diety HF. Wynik ten
sugeruje, ze spadek intensywnosci przemian katabolicznych w PVAT moze zaleze¢ od
dlugosci trwania diety HF. Jest to zgodne z wczesniejszymi badaniami, w ktorych
odnotowano spadek aktywnosci AMPK w BAT, WAT oraz w sercu w wyniku karmienia
szczuréw dieta HF (Lindholm i wsp., 2013). Aktywacja AMPK w BAT w wyniku diety HF
moze by¢ jednym z mechanizmoéw adaptacyjnych majacym na celu zuzycie nadmiarowych
kwasow thuszczowych w procesie B-oksydacji (Alcala i wsp., 2017; So i wsp., 2011; Tseng i
wsp., 2010). Wzrost fosforylacji AMPK w TPVAT myszy WT po 8 tygodniach diety HF
sugeruje aktywacje takiego mechanizmu. Spadkowi w poziomie fosforylacji AMPK w PVAT
myszy WT po 16 tygodniach diety HF nie towarzyszyly zmiany w poziomie fosforylacji
ACC.
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W zwigzku z tym, mozliwe jest, ze po 16 tygodniach diety HF w PVAT myszy WT
intensywnos¢ B-oksydacji nie ulega zmianie pomimo spadku fosforylacji AMPK. Poziom
biatka PPARa, kontrolujgcego transkrypcje gendéw [-oksydacji (Nakamura i wsp., 2014)
w TPVAT myszy WT byt nizszy po 16 tygodniach diety HF w poréwnaniu z TPVAT myszy
WT na diecie chow. Wynik ten jest zgodny z wczeéniejszymi badaniami, w ktorych
stwierdzono spadek poziomu biatka PPARa w BAT myszy karmionych dieta HF (Li i wsp.,
2021). Fakt, iz spadek zawartosci biatka PPARa nie zostat odnotowany w TPVAT myszy WT
po 8 tygodniach diety HF sugeruje istnienie odpowiedzi przystosowawczej, ktora nie moze
jednak zosta¢ podtrzymana, gdy dieta HF trwa 16 tygodni. Wynik jest zgodny
z wczesniejszymi doniesieniami demonstrujacymi, ze w poczatkowym okresie karmienia
myszy dietg HF dochodzi do wzrostu poziomu ekspresji genow B-oksydacji (Alcala i wsp.,
2017; So i wsp., 2011; Tseng i wsp., 2010). Co ciekawe, poziom biatka PPARa byt nizszy
w APVAT myszy WT po 8 tygodniach diety HF w poréwnaniu z APVAT myszy WT na
diecie chow, lecz po 16 tygodniach zaobserwowano wzrost jego poziomu. Wynik ten moze
sugerowac, ze adaptacyjna aktywacja PPARa w APVAT myszy WT jest opdzniona i pojawia
si¢ po 16 tygodniach diety HF. W TPVAT myszy z wyciszeniem SCD1 karmienie dieta HF
prowadzilo do wzrostu poziomu fosforylacji ACC, co bylo polaczone ze wzrostem
fosforylacji AMPK. Ze wzgledu na fakt, ze zmianom tym towarzyszyt wzrost poziomu biatka
VLCAD, mozna stwierdzi¢, ze w TPVAT myszy z wyciszeniem SCD1 na diecie HF
B-oksydacja ulega aktywacji. W APVAT myszy z wyciszeniem SCD1 na diecie HF nie
stwierdzono wzrostu fosforylacji ACC pomimo, iz poziom fosforylacji AMPK byt
podwyzszony. Badania wskazuja, ze fosforylacja ACC nie jest konieczna, aby aktywowac
B-oksydacje w migéniu sercowym i migsniach szkieletowych (Zordoky i wsp., 2014; O’Neill
I wsp., 2015) oraz termogenez¢ w BAT (Mottillo i wsp., 2016). W zwigzku z tym mozliwe
jest, ze B-oksydacja w APVAT myszy z wyciszeniem SCD1 na diecie HF roéwniez jest
aktywowana pomimo braku wzrostu fosforylacji ACC. Przemawia za tym zardwno wzrost
fosforylacji AMPK, jak i wzrost poziomu biatka VLCAD w stosunku do APVAT myszy WT
na diecie HF. Mozna zatem przypuszczac, ze brak SCD1 w warunkach diety HF prowadzi do
aktywacji B-oksydacji w TPVAT 1 APVAT. Niezgodno$¢ pomigdzy poziomem fosforylacji
ACC i AMPK obserwowana w APVAT moze takze wynika¢ z r6znic w odpowiedzi na HF
pomigdzy tymi tkankami (Li i wsp., 2021). TPVAT myszy z wyciszeniem SCD1 utrzymuje
bowiem swoj brunatny fenotyp, charakteryzujgcy sie¢ m.in. wysokim stopniem B-oksydacji (Li
I wsp., 2021). Natomiast APVAT wykazuje cechy BeAT, ktory oprocz komorek o fenotypie

brunatnym, wykazujacych aktywny katabolizm kwasow tluszczowych, posiada rowniez duzy
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udziat komoérek o charakterystyce WAT (Li i1 wsp., 2021). Charakterystyczna budowa
APVAT myszy z wyciszeniem SCD1, zawierajaca zarowno adipocyty z jedng duzg kropla
lipidowa, jak i adipocyty z wieloma mniejszymi kroplami lipidowymi oraz wyzszy niz
u myszy WT poziom biatka UCP1 sugeruje, ze tkanka ta rowniez moze posiada¢ cechy
BeAT. Z tego powodu nizszy stopien fosforylacji ACC moze by¢ skutkiem fenotypu

faworyzujacego magazynowanie lipidow.

8.4. Wplyw wyciszenia SCD1 na dynamike¢ mitochondriow w PVAT

Zmiany w poziomie biatek regulujacych B-oksydacje, stwierdzone w PVAT myszy
z wyciszeniem SCD1 na diecie HF byly powigzane ze zmianami w ultrastrukturze
mitochondriow. W PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 na diecie HF stwierdzono wzrost
gesto$ci grzebieni mitochondrialnych w poréwnaniu z PVAT myszy WT na diecie HF.
Wazrost gestosci grzebieni mitochondrialnych jest zwigzany ze zwigkszonym oddychaniem
komorkowym (Nielsen i wsp., 2017). Stwierdzono réwniez wzrost poziomu biatek OXPHOS
i UCP1 w TPVAT i APVAT myszy z brakiem SCD1 pod wptywem diety HF. Podobne
zmiany zaobserwowane zostalty w mysim BAT na diecie HF (Alcala i wsp., 2017). Wyniki te
sugeruja, ze zwickszenie poziomu B-oksydacji w TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem
SCD1 na diecie HF jest pozytywnie skorelowana z aktywacja oddychania komorkowego.
Badanie okotonaczyniowych adipocytow zroéznicowanych in vitro potwierdzito, ze adipocyty
myszy z wyciszeniem SCD1 wykazuja zwiekszony OCR i poziom biatka UCP1 niz komorki
WT. Ponadto, mitochondria w okotonaczyniowych adipocytach z wyciszeniem SCD1
zroznicowanych in vitro wykazywaly zwigkszony poziom fizji mitochondriéw, co bylo
zwigzane ze spadkiem ekspresji genow odpowiedzialnych za ich fuzje, tj. Mfnl, Mfn2 i Opal.
Poniewaz aktywnos$¢ mitochondridw jest pozytywnie skorelowana z ich fragmentacja (Yu
I wsp., 2006; Ngo i wsp., 2023), otrzymane wyniki sugerujg, ze brak SCDI1 aktywuje
przemiany oksydacyjne w okotonaczyniowych adipocytach poprzez zmiany w strukturze sieci
mitochondrialnej. Wyjasnieniem tego zjawiska moze by¢ brak zdolnosci adipocytow
z wyciszong ekspresjag SCD1 do przeksztalcania SFA w MUFA, co prowadzi do nadmiaru
SFA w r6znych frakcjach lipidowych, w tym w PL, wchodzacych roéwniez w sktad
wewnetrznej blony mitochondrialnej. Stan taki utrudnia utrzymanie prawidlowego gradientu
H*, co prowadzi do uruchomienia mechanizmu kompensacyjnego, polegajacego na
zwigkszeniu intensywnos$ci oddychania komorkowego w celu wytworzenia sity redukcyjnej

pozwalajacej na wypompowanie jonow H® z macierzy mitochondrialnej do przestrzeni
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mi¢dzybtonowej (Yang i wsp., 2012). O aktywacji podobnego mechanizmu s$wiadczy
podwyzszony poziom OCR i UCP1 w adipocytach z wyciszeniem SCDI1 oraz fakt, ze
traktowanie adipocytow WT kwasem C16:0 spowodowato podwyzszanie poziomu OCR
i biatka UCP1 do poziomu obserwowanego w adipocytach z brakiem ekspresji SCD1.
Zmianom tym towarzyszyt silny spadek potencjatu wewngtrznej blony mitochondrialnej. Co
wigcej, podwyzszony poziom OCR w adipocytach z wyciszeniem SCD1 nie byt powigzany
z wyzsza produkcja ATP. Wynik ten $wiadczy o tym, ze mitochondrialny gradient H”
1 produkcja ATP s3 rozprzezone za pomocg UCPI, co jest cechg charakterystyczng dla
brunatnych adipocytow (Alcala i wsp., 2017). Obserwowany wzrost poziomu biatek
OXPHOS i UCP1 w TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem SCD1 jest zatem
prawdopodobnym skutkiem akumulacji SFA. Moze to przyczynia¢ si¢ do spadku potencjatu
blonowego mitochondriow i aktywacji mechanizmu kompensacyjnego, polegajacego na

podwyzszeniu gestosci grzebieni mitochondrialnych oraz poziomu biatek OXPHOS i UCP1.

8.5. Wplyw diety HF na rozwdj reakcji zapalnej w PVAT

Badania z wykorzystaniem myszy z wyciszeniem SCD1 wykazaly, ze wykazuja one
wigkszg podatnos$¢ na rozwdj miazdzycy i lokalnego zapalenia naczyn. Wynika to m.in.
z wysokiego stezenia cholesterolu zwigzanego z LDL 1 z wigkszego poziomu aktywacji EC
(Brown i wsp., 2008; MacDonald i wsp., 2009). Przeprowadzone badania wykazaty, ze
w TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem SCDI na diecie chow i HF trwajacej 8 tygodni
poziom makrofagéw M2 CD206" byt wyzszy niz u myszy WT na diecie chow i HF trwajacej
8 tygodni. Sugeruje to odpowiedZz hamujaca zapalenie. Jednak po 16 tygodniach diety HF
zarowno w TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem SCD1 liczba komérek CD206" spadta
wzgledem TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem SCD1 na diecie chow, co sugeruje utratg
przeciwzapalnej odpowiedzi w wyniku przedtuzajgcej si¢ diety HF. Zmiana tego typu moze
potencjalnie prowadzi¢ do wigkszego poziomu zapalenia 1 wigkszego ryzyka miazdzycy lub
innych komplikacji naczyniowych (Nosalski 1 Guzik 2017). TPVAT myszy WT wykazywat
wigkszg odporno$¢ na indukcje rdznicowania si¢ makrofagéw w kierunku M1 w wyniku diety
HF niz APVAT myszy WT, co jest zgodne z wczes$niejszymi doniesieniami (Fitzgibbons
I wsp., 2011; Police i wsp., 2009). Réznicowanie si¢ makrofagow w TPVAT i APVAT myszy
z wyciszeniem SCD1, karmionych dieta HF byto natomiast intensywniejsze niz w przypadku
TPVAT i APVAT myszy WT. Zaréwno po 8, jak i 16 tygodniach diety HF, poziom
makrofagéw CD11c” byt znacznie wyzszy w TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem SCD1
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niz w TPVAT i APVAT myszy WT. Obserwowana indukcja polaryzacji makrofagow M1
w TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem SCD1 na diecie HF moze by¢ powigzana
z akumulacjg nasyconych FFA, takich jak C16:0, ktore sg aktywatorami szlaku TLR4/NF-xB
w adipocytach i makrofagach (Ravaut i wsp., 2020). Wzrost poziomu FFA w PVAT myszy
z wyciszeniem SCD1 byt zwigzany ze wzrostem poziomu biatka UCP1. Podwyzszenie
poziomu biatka UCP1 w brunatnych adipocytach jest zwigzany ze zwigkszong [-oksydacja
(Mottillo i wsp., 2016), dlatego jego wzrost moze by¢ cz¢scig adaptacyjnej odpowiedzi na
akumulacje FFA wywotujgcych zapalenie (Wu i wsp., 2012; Bertholet i wsp., 2017).
Obserwowany wzrost w poziomie biatka UCP1 w TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem
SCD1 wspotwystepuje ze zwigkszonym poziomem reakcji zapalnej, co sugeruje, ze
homeostatyczna odpowiedz polegajaca na zwigkszeniu poziomu biatka UCP1 jest
niewystarczajaca do zniesienia prozapalnego wplywu nasyconych FFA. Innym czynnikiem
mogacym przyczyniaé si¢ do rozwoju zapalenia w PVAT myszy z brakiem ekspresji SCD1 sa
DAG, ktére w PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 pochodza gtéwnie z procesu lipolizy.
DAG aktywuja kinaze biatkkowa CJ (ang. protein kinase C, PKC3) w migéniach
szkieletowych, a zahamowanie ATGL, gléwnej lipazy generujacej w komorce DAG
skutkowalo obnizeniem zapalenia (Sharma i wsp., 2019; Jani i wsp., 2023). Co ciekawe,
w TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem SCD1 na diecie chow poziom markerow
zapalenia byl obnizony w stosunku do TPVAT i APVAT myszy WT na diecie chow. To
sugeruje, ze czynniki prozapalne obecne w PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 na diecie HF
sg nieobecne lub wystepuja na niskim poziomie, gdy myszy te karmione sg dietag 0 niskiej
zawartosci tluszczu. Przyktadem takich czynnikdw moga by¢ ceramidy, ktore indukuja
zapalenie oraz ktorych poziom u myszy z brakiem ekspresji SCD1 na diecie chow jest nizszy
niz u myszy WT na diecie chow (Dobrzyn i wsp., 2005). Niski poziom ceramidéw jest
zwigzany z zahamowang reakcja zapalng (Sun i wsp., 2024), natomiast dieta HF podnosi
poziom ceramidow (Zalewska i wsp., 2019). Zmiana w ekspresji markerow zapalenia
w TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem SCD1 w wyniku diety HF moze zatem byc¢
zwigzana z wyzszym ich poziomem. Wspomniana powyze] zwigkszona podatno$¢ na
miazdzyc¢ u myszy z wyciszeniem SCD1 moze zatem czgSciowo wynika¢ ze zwigkszonego
zapalenia PVAT. TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem SCD1 zarowno na diecie chow,
jak i HF charakteryzuje si¢ spadkiem zawarto$ci kwasu C16:1 w lipidach oboj¢tnych oraz we
frakcji PL. Kwas C16:1 ma dzialanie hamujgce zapalenie tkanki tluszczowej

w przebiegu otylosci (Simao i wsp., 2022; de Souza i wsp., 2018). Obnizona zawartos¢ C16:1
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moze zatem by¢ potencjalnym czynnikiem przyczyniajacym si¢ do nadmiernej aktywacji

odpowiedzi zapalnej w TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem SCD1 na diecie HF.

8.6. Oddzialywanie pomiedzy okolonaczyniowymi adipocytami a VSMC

VSMC sa komodrkami tworzacymi §rodkowa warstwe $ciany naczyn krwiono$nych (tac.
tunica media). Prawidtowe VSMC posiadajg wrzecionowaty ksztalt oraz wykazujg ekspresje
markeréw fenotypu kurczliwego, m. in. MYHI11, kaldesmonu i kalponiny (Owens, 1995).
W komorkach A7r5, bedacych modelem VSMC pochodzacych z tuku aorty, traktowanych
ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1, poziom biatka
kaldesmonu byt znacznie nizszy niz w komorkach kontrolnych. Ponadto, w VSMC
traktowanych ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1
oraz znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT stwierdzono wzrost fosforylacji
ERK1/2 i jego translokacji do jadra komorkowego oraz wzrost poziomu biatka osteopontyny,
fibronektyny i PCNA. Niemniej jednak, wzrost w poziomie tych biatek byt bardziej wyrazny
w VSMC traktowanych ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy
z wyciszeniem SCD1 niz w VSMC traktowanych WT ACM. Wyniki te wskazuja na
zwigkszony poziom proliferacji VSMC w wyniku traktowania ich ACM znad adipocytéw
wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1, co potwierdzita analiza cytometryczna.
Ponadto, komorki traktowane ACM znad adipocytoéw wyizolowanych z PVAT myszy
z wyciszeniem SCD1 wykazywaty zwickszone tempo migracji, co moze by¢ zwigzane ze
wzrostem poziomu biatka osteopontyny oraz spadkiem poziomu biatka kaldesmonu (Li
I wsp., 2007). Przetaczeniu fenotypowemu VSMC towarzyszy intensywny proces apoptozy.
Poczatkowo proces ten stuzy usunigciu ze $ciany naczynia nieprawidlowych komorek
1 przyczynia si¢ do wydajnej odbudowy warstwy mig$ni gladkich w tetnicy, jednak
w zaawansowanej miazdzycy, nasilona apoptoza VSMC koreluje z niestabilnoscig ptytki
miazdzycowej (Kim i wsp., 2019). Kluczowa kaspaza szlaku apoptozy jest kaspaza 3, ktora
wystepuje w komorce w nieaktywnej formie zymogenu. Kaspaza 3 aktywowana w wyniku
stresu oksydacyjnego, uszkodzenia DNA oraz przez czynniki proapoptyczne, takie jak biatko
chtoniaka komorek B 2 (ang. B-cell lymphoma protein 2, Bcl2) lub TNF (Asadi i wsp., 2022;
Eskandari i Eaves, 2022). W komorkach A7r5 traktowanych ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 stwierdzono podwyzszony poziom
aktywnej formy kaspazy 3, co sugeruje zwigkszenie poziomu apoptozy. W kontrolnych

VSMC ksztatt komorek byt wrzecionowaty z réwnolegle ulozonymi filamentami
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aktynowymi. Taka organizacja cytoszkieletu VSMC byla zwigzana z wyraznym skurczem
VSMC w wyniku stymulacji angiotensyng Il, charakteryzujacym si¢ duzg amplitudg skurczu
oraz powolnym powrotem tych komoérek do stanu wyjsciowego. VSMC traktowane zaréwno
ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1, jak i znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT wykazywaly dezorganizacj¢ filamentéw
aktynowych. Dezorganizacja ukltadu aktyny moze prowadzi¢ do nieefektywnego generowania
sity skurczu (Herr i wsp., 2014). Amplituda skurczu VSMC w wyniku traktowania komorek
ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 i ACM znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT ulegta obnizeniu, a czas do osiagniecia
maksimum skurczu byt znacznie wydtuzony w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi. Co
wigeej, spadek sity skurczu w komorkach traktowanych ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 i ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy WT byl powigzany ze spadkiem poziomu biatka MYH11,
ktory jest kluczowym markerem fenotypu kurczliwego, a spadek jego poziomu wskazuje na
przetaczenie fenotypowe VSMC (Brown i wsp., 2018; Lim i wsp., 2020). Wyniki te sugeruja,
ze czynniki zawarte w ACM znad okotonaczyniowych adipocytow WT oraz z wyciszeniem
SCD1 uposledzaja zdolno$¢ skurczu VSMC oraz promujga ich migracje. Ponadto,
przedstawione wyniki wskazuja, ze efekt wzbudzajacy przetaczenie fenotypowe VSMC jest
silniejszy w przypadku komorek traktowanych ACM znad adipocytéw wyizolowanych
z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 niz ACM znad adipocytoéw wyizolowanych z PVAT
myszy WT.

Podsumowujac, przedstawione wyniki wskazuja, Ze czynniki wydzielane przez
okotonaczyniowe adipocyty in vitro prowadza do przetaczenia fenotypowego VSMC
w kierunku fenotypu syntetycznego, co zwiazane jest ze zwigkszonym stopniem migracji
i proliferacji VSMC oraz ze zmniejszong zdolnoscig do skurczu. Przeprowadzone analizy in
vitro sugeruja, ze funkcja wydzielnicza okotonaczyniowych adipocytow z brakiem ekspresji
SCD1 réwniez moze si¢ przyczynia¢é do obserwowanego fenotypu in vivo. W ACM znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 zidentyfikowano kilka
bialkowych czynnikow, mogacych potencjalnie przyczynia¢ si¢ do przelaczenia
fenotypowego VSMC. Podwyzszony poziom markerow fenotypu syntetycznego VSMC moze
by¢ spowodowany zwigkszonym poziomem chemokiny RANTES, ktora ma zdolno$¢ do
zwigkszania ekspresji osteopontyny i PCNA w VSMC (Lin i wsp., 2018). Rowniez
podwyzszony poziom CRP i IGF-I/ll w medium pohodowlanym znad adipocytow
z wyciszeniem SCD1 moze by¢ potencjalnie wptywac na przetaczenie fenotypowe VSMC,
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ktorym towarzyszy spadek zdolnosci tych komoérek do skurczu (Henze i wsp., 2019; Duan
I wsp., 2000; Shuang i wsp., 2018; Jin i wsp., 2014; Miller i wsp., 2024). Okotonaczyniowe
adipocyty z wyciszeniem SCD1 wykazujg wyzszy niz adipocyty WT poziom adiponektyny,
ktora poprzez hamowanie skurczu VSMC moze by¢ odpowiedzialna za zahamowang
odpowiedz VSMC na stymulacje angiotensyng Il (Greenstein 1 wsp., 2009;
Aghamohammadzadeh i wsp., 2015; Lynch i wsp., 2013). VSMC traktowane medium
pohodowlanym znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCDI1
charakteryzowaly si¢ tez zwigkszonym poziom proliferacji i migracji. Biatkowym czynnikiem
zidentyfikowanym w medium pohodowlanym znad adipocytow wyizolowanych z PVAT
myszy z wyciszeniem SCD1 mogacym odpowiada¢ za to zjawisko jest FGF-1 (Takahashi
i wsp., 2012; Li i wsp., 2002), ktorego poziom byt wyzszy w ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 niz w ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy WT. Z drugiej jednak strony, poziom HGF
o wilasciwosciach hamujacych proliferacje i migracjc VSMC byt obnizony w ACM znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1, co réwniez moze by¢
przyczyna zwigkszonej proliferacji komorek traktowanych ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 (Morishita i wsp., 1996; Rittig i wsp.,
2012). Zbadano réwniez poziom mRNA gendéw kodujacych adipokiny, ktérych nie
obejmowata analiza ACM. Stwierdzono, ze w adipocytach z wyciszeniem SCD1 poziom
mRNA kodujacych wisfatyne, rezystyne i leptyne sa podwyzszone. Czynniki te maja dobrze
udokumentowane dziatanie wptywajace na patologiczne przelgczenie fenotypowe VSMC,
ktoremu towarzyszy zwigkszony poziom migracji i proliferacji oraz zwigkszony poziomu
produkcji biatek macierzy pozakomoérkowej (Romacho i wsp., 2009; Trovati i wsp., 2014;
Martinez-Martinez i wsp., 2014; Huang i wsp., 2010; Calabro i wsp., 2004). Dlatego, o ile sg
one wydzielane do pozywki, t0 moga potencjalnie przyczynia¢ si¢ do zmian obserwowanych
w VSMC traktowanych ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy
z wyciszeniem SCD1.

Zbadano réwniez stopnien akumulacji kolagenu w aorcie myszy WT oraz
z wyciszeniem SCDI1. Podwyzszona ilo$¢ kolagenu w aorcie czesto zwigzana jest
z chorobami takimi jak miazdzyca i nadcisnienie (Stakos i wsp., 2010). W patologicznym
przemodelowaniu aorty, polegajacym na nadmiernej syntezie kolagenu biorg udziat VSMC
przechodzace przetaczenie fenotypowe w kierunku fenotypu syntetycznego (Gong i wsp.,
2020). U myszy z wyciszeniem SCD1 na diecie chow i HF stwierdzono wyzszy niz u myszy

WT poziom biatka kolagenu w obu badanych odcinkach aorty: piersiowej 1 brzusznej. Dieta
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HF w przypadku myszy WT réwniez prowadzita do zwigkszonej syntezy kolagenu w obu
odcinkach aorty, co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami (Hsu i wsp., 2004).
Przedstawione w niniejszej pracy wyniki sugeruja, ze zwigkszony stopien akumulacji
kolagenu w aorcie myszy z wyciszeniem SCDI moze by¢ skutkiem poglebionej reakcji

zapalnej lub zmienionego profilu adipokin wydzielanych przez PVAT.

8.7. Wplyw SCD1 na oddzialywanie pomiedzy okolonaczyniowymi
adipocytami a EC

EC sg komodrkami tworzacymi najbardziej wewngtrzng warstwe naczyn krwionosnych,
pozostajac w bezposrednim kontakcie z krwig (Kriiger-Genge i wsp., 2019). EC biorg udziat
w procesach zapalnych poprzez eksponowanie na powierzchni bialek adhezji komorkowej,
np. VCAM-1 lub ICAM-1 (Singh i wsp., 2023). eNOS jest enzymem, ktory w EC katalizuje
reakcj¢ syntezy NO z czasteczki L-argininy (Channon, 2004). eNOS jest aktywowany przez
czynniki mechaniczne, np. ci$nienie krwi (Cui i wsp., 2011), czynniki hormonalne, np.
insuling lub VEGF (Montagnani i wsp., 2001; Gentile i wsp., 2013) oraz kinazy, takie jak
AKT i AMPK (Yao i wsp., 2023; Sanz-Gomez i wsp., 2022). W komorkach EC traktowanych
ACM znad adipocytéw wyizolowanych z PVAT myszy WT fosforylacja eNOS byta nizsza
w poréwnaniu z kontrola, natomiast w komorkach traktowanych ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1, fosforylacja eNOS byla wyzsza niz
w komorkach kontrolnych. Sugeruje to aktywacje eNOS 1 potencjalnie zwigkszony poziom
produkcji NO. Co wigcej, zwigkszony poziom fosforylacji eNOS w komorkach traktowanych
ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 jest zgodny
z wyzszym poziomem fosforylacji AMPK, co sugeruje, ze aktywacja eNOS mogta by¢
zalezna od aktywacji tej kinazy. Ponadto, EC traktowane ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 oraz ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy WT wykazywaly wyzszy poziom biatka e-selektyny, ktora
umozliwia rekrutacje komorek odpornosciowych, przyczyniajac si¢ do regulacji rozwoju
stanu zapalnego (Zhang i wsp., 2024). Co ciekawe, w wyniku traktowania EC ACM znad
komoérek WT oraz z wyciszeniem SCDI nie stwierdzono zwigkszenia poziomu mRNA
kodujacych ICAM-1 i VCAM-1. Zjawisko to moze by¢ wytlumaczone faktem, ze EC
odpowiadajag na czynniki prozapalne na dwa sposoby. Odpowiedz typu I to odpowiedz
natychmiastowa, polegajaca na potranskrypcyjnych mechanizmach regulacji ekspresji biatek

adhezji. W modelu tym juz istniejgce podjednostki biatkowe sg sktadane 1 eksponowane na
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powierzchni komorki bez zmian w poziomie kodujacych je mRNA (Diaz-Pérez i wsp., 2016).
Odpowiedz typu II ma miejsce, gdy stymulacja czynnikami prozapalnymi ma charakter
dhugotrwaty 1 wtedy wigze si¢ ona ze zmianami w poziomie mRNA genoéw kodujacych biatka
adhezji komoérkowej (Singh i wsp., 2021). W EC po traktowaniu ACM znad adipocytéw
wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 oraz ACM znad adipocytow
wyizolowanych z PVAT myszy WT stwierdzono podwyzszony poziom biatka VEGF. VEGF
jest krytycznym czynnikiem promujacym angiogenez¢ poprzez stymulacje proliferacii,
migracji 1 roéznicowania si¢ EC. Najwyzszy poziom biatka VEGF stwierdzono w EC
traktowanych ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1.
Co wigcej, komorki EC traktowane ACM znad adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy
z wyciszeniem SCD1 wykazywaly duzy potencjat do angiogenezy in vitro. Wynik ten
sugeruje, ze czynniki wydzielane przez okotonaczyniowe adipocyty z brakiem ekspresji
SCD1 maja zdolnos¢ do indukowania angiogenezy in vitro oraz do aktywacji eNOS poprzez
AMPK. SCD1 moze stymulowa¢ angiogeneze w guzach watroby. Proces ten zalezny jest od
szlaku AMPK-mTOR-SREBPI1, ktory SCD1 aktywuje poprzez syntez¢ MUFA (Liu i wsp.,
2019). Z drugiej jednak strony, myszy z wyciszeniem SCD1 wykazuja zmniejszony potencjat
do rewaskularyzacji po zawale migénia sercowego (Gan i wsp., 2022). Sposob regulacji
angiogenezy przez SCD1 moze zatem by¢ tkankowo specyficzny. W TPVAT myszy
z wyciszeniem SCDI1 po 8 i 16 tygodniach diety HF gestos¢ sieci naczyn krwionosnych byta
wyzsza niz u myszy WT na diecie HF. Swiadczy to o zwigkszonym stopniu angiogenezy
w TPVAT myszy z wyciszeniem SCD1. W APVAT myszy z wyciszeniem SCDI1 ggstos¢
sieci naczyn na diecie chow 1 po 8 tygodniach diety HF réwniez byta wyzsza niz w APVAT
myszy WT na diecie chow i po 8 tygodniach diety HF. Wyniki te wskazuja, ze brak SCDI
w okotonaczyniowej tkance tluszczowej stymuluje angiogeneze. Adipocyty w trakcie rozwoju
tkanki tluszczowej oraz stanu zapalnego wzbudzaja formowanie si¢ nowych naczyn
krwiono$nych, m.in., aby unikng¢ stanu hipoksji wynikajacej z niewystarczajaco rozwinietej
sieci naczyn (Park i wsp., 2017; Michailidou i wsp., 2012). Wykonany test angiogenezy
in vitro sugeruje, ze za zwickszony stopien angiogenezy w PVAT moga przynajmniej
czgsciowo odpowiada¢ czynniki wydzielane przez okotonaczyniowe adipocyty. Poza
przystosowawczym charakterem zwiekszonej angiogenezy w tkankach, moze ona réwniez
by¢ markerem przewleklego zapalenia wynikajacego z hipoksji, ktora jest cecha
charakterystyczng otytosci (Konisti i wsp., 2012; Corvera i wsp., 2022). W warunkach
wzmozonej angiogenezy wywolanej stanem patologicznym, powstajaca sie¢ naczyn

krwiono$nych jest nadmiernie rozgateziona 1 niezorganizowana, a polaczenia
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mi¢dzykomorkowe sa nieprawidtlowo uksztaltowane. Prowadzi to do zaburzenia
funkcjonowania tkanki, m.in. poprzez poglgbienie zmian zapalnych (Dudley i Griffioen,
2023). Dieta HF prowadzita do intensywnej polaryzacji ATM w kierunku M1 oraz zwi¢kszala
ekspresje markerow zapalenia w PVAT myszy z wyciszeniem SCD1. Wynik ten moze by¢
zwigzany ze zwigkszonym rozrostem sieci naczyn w TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem
SCD1. Z drugiej strony wykazano, ze okotonaczyniowe adipocyty z wyciszeniem SCD1
posiadaja wyzszy poziom biatek OXPHOS 1 UCPI, maja wyzszg gestos¢ grzebieni
mitochondrialnych, a ponadto w okotonaczyniowych adipocytach myszy z brakiem ekspresji
SCD1 stwierdzono wyzsze OCR in vitro. Poniewaz wszystkie te wyniki $wiadcza
o zwigkszonej intensywnosci metabolicznej adipocytow z wyciszeniem SCDI1, zwigkszenie
gestosci sieci naczyn w obregbie PVAT moze stanowi¢ element zapewniajacy zaopatrzenie
tkanek w tlen na odpowiednim poziomie. Zwigkszenie poziomu biatka e-selektyny w EC
traktowanych ACM moze mie¢ zwigzek z obecnos$cig prozapalnych czynnikow, takich jak
RANTES (Dickhout i wsp., 2016), PTX3 (Kocyigit i wsp., 2014) i fetuina A (Siegel-Axel
I wsp., 2014). Zwigkszony poziom aktywacji eNOS moze by¢ zwigzany z faktem, iz
adipocyty z wyciszeniem SCD1 wykazuja podwyzszony poziom biatka adiponektyny i IGF-I,
ktore sg aktywatorami tego enzymu (Ouchi i wsp., 2004; Kobayashi i wsp., 2004). Moze
jednak wynikaé to rowniez z faktu, ze IL-6, ktora hamuje aktywno$¢ eNOS (Song i wsp.,
2023),

w okotonaczyniowych adipocytach z wyciszeniem SCD1 wystepuje na nizszym poziomie niz
w komorkach WT. Ponadto, za zwigkszong zdolnos¢ EC do angiogenezy in vitro moga by¢
odpowiedzialne nastgpujace czynniki , ktorych poziom byt wyzszym w ACM znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 niz w ACM znad
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy WT: RANTES, ktéry posiada zdolnos¢ do
aktywacji EC w procesie rewaskularyzacji po uszkodzeniu ischemicznym (Suffee i wsp.,
2017), IGF-II, ktéry w procesie angiogenezy zwigksza aktywno$¢ p38 MAPK
I metaloproteinaza macierzy 2 (ang. matrix metalloproteinase 2, MMP-2), ktéra umozliwia
tworzenie si¢ naczyn poprzez proteolityczny rozktad biatek macierzy pozakomoérkowej (Lee
I wsp., 2000) lub FGF1 i FGF21, ktére utrzymuja cigglto$¢ naczyn poprzez indukcje
proliferacji i przezywalnosci EC, oraz poprzez zwigkszanie angiogenezy (Buehler i wsp.,
2002; Hayrabedyan i wsp., 2005; Pandit i wsp., 1998; Huang i wsp., 2019; Lii i wsp., 2010).
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8.8. Rola SCD1 w regulacji ekspresji genow adiponektyny i IL-6

Poziom mRNA genu kodujgcego adiponektyng w okotonaczyniowych adipocytach
z wyciszeniem SCD1 byt wyzszy niz w adipocytach WT. Wyniki przedstawione w niniejszej
rozprawie sa zgodne z wczesniejszymi badaniami demonstrujagcymi, ze brak ekspresji SCD1
zwigksza poziom biatka adiponektyny w WAT (Hyun i wsp., 2010). Co ciekawe, rowniez
brak SCD1 watrobie prowadzit do podwyzszenia poziomu biatka adiponektyny w WAT oraz
we krwi (Aljohani i wsp., 2019). Transkrypcja genu Adipoqg jest regulowana epigenetycznie
przez metylotransferaze¢ sekwencji wzmacniajacej Zeste 2 (ang. enhancer of Zeste 2, EZH2),
ktéra modyfikuje lizyng 27 histonu 3 poprzez wprowadzanie potrojnej metylacji
(H3K27me3). Modyfikacja ta jest zwigzana zamknigta, nieaktywna transkrypcyjnie
chromatyng (Yi i wsp., 2016). EZH2 jest aktywowana m.in. przez S6K i oba te bialka sa
zaangazowane w represj¢ genu adiponektyny poprzez zwigkszanie ilosci H3K27me3
w promotorze Adipog (Yi i wsp., 2022). Wyniki ChIP-qPCR potwierdzily, ze zwigkszenie
poziomu ekspresji adiponektyny w okotonaczyniowych adipocytach z wyciszeniem SCD1
jest zwigzane ze zmniejszeniem poziomu H3K27me3 w promotorze. Co wigcej, traktowanie
adipocytow z wyciszeniem SCD1 kwasami C16:1 i C18:1 zwigkszyto ekspresj¢ adiponektyny
w stosunku do komoérek kontrolnych z wycieszeniem SCD1. Zwigkszenie ekspresji
adiponektyny wigzato si¢ ze spadkiem fosforylacji S6K. Wynik ten jest zgodny z wczesniej
opublikowanymi badaniami, ktore demonstruja, ze MUFA wptywaja pozytywnie na ekspresje
adiponektyny (Scoditti i wsp., 2015). Z drugiej strony, otrzymane wyniki sugeruja, ze
zarbwno brak mozliwosci syntezy MUFA przez komodrki z wyciszeniem SCD1, jak
i suplementacja MUFA jest w stanie podnies¢ poziom ekspresji Adipog. To paradoksalne
zjawisko moze by¢ wytlumaczone zlozonosciag mechanizméw regulujacych ekspresje genow
adipokin. Zwigkszenie ekspresji adiponektyny w komorkach z wyciszeniem SCD1 moze by¢
zwigzane z uruchomieniem mechanizmu majgcego na celu zniesienie skutkow akumulacji
SFA. Adiponektyna wykazuje bowiem wlasciwosci przeciwzapalne 1 zwigkszajace
wrazliwos$¢ na insuling, a zatem przeciwstawne do tych wywolanych przez akumulacje SFA
(Ravaut 1 wsp., 2020; Straub i Scherer, 2019). Ponadto, adiponektyna wzmaga B-oksydacje
kwasow thuszczowych poprzez aktywacje AMPK (Straub i Scherer 2019). Traktowanie
adipocytow wyizolowanych z PVAT myszy z wyciszeniem SCD1 kwasami C16:1 i C18:1
moze prowadzi¢ do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak PPARy, co moze
aktywowac ekspresj¢ kontrolowanych przez nie genow, w tym Adipoq (Li i wsp., 2019;
Busato i Bionaz 2021). Do tej pory brak jest badan wykazujacych zalezno$¢ pomigdzy
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aktywnos$cig komplekséw MTOR a poziomem MUFA w komorce. Niemniej jednak, mTOR
jest zaangazowany w regulacje S6K w odpowiedzi na rézne czynniki srodowiskowe, w tym
na dostepno$¢ substancji odzywczych. MUFA zmieniaja wewnatrzkomorkowy poziom
cAMP, wptywajac na aktywacje AMPK (Ralston i wsp., 2020). AMPK moduluje aktywno$¢
mTOR, co moze mie¢ bezposrednie powiazanie z osiag SOK/EZH2, ktéra zmienia poziom
ekspresji adiponektyny poprzez regulacje poziomu H3K27me3 w promotorze. Do
wyjasnienia dokladnego mechanizmu potrzebne s3 dalsze badania, jednak wyniki
przedstawione w niniejszej pracy sugeruja, ze spadek fosforylacji S6K zalezny jest od
dostepnosci MUFA. Spadek ten powigzany jest ze spadkiem H3K27me3 w promotorze genu
adiponektyny oraz ze wzrostem poziomu kodowanego przez ten gen biatka (André i Cota
2012; Frias i wsp., 2023; Chen i wsp., 2014; Zhang i wsp., 2012).

IL-6 jest cytoking prozapalna, ktdrej poziom w trakcie otytosci jest podwyzszony
(Mauer i wsp., 2015; Carey i Febbraio, 2004). Jesli wzrost poziomu IL-6 jest krotkotrwaty, to
wywiera to korzystny efekt metaboliczny. Poziom mRNA [I-6 w okotonaczyniowych
adipocytach z wyciszeniem SCD1 byt nizszy niz w adipocytach WT. Wynik ten jest odwrotny
w stosunku do tego, ktory zostat opisany u myszy z brakiem SCD1 w skorze, ktore
wykazywaly zwigkszony poziom IL-6 (Dumas i wsp., 2019). Nadekspresja SCD1
w adipocytach 3T3-L1 zwigkszyla metylacje promotora genu Il-6st, zaangazowanego
w przekazywanie sygnatow IL-6, co bylo zwigzane z obnizeniem jego ekspresji (Malodobra-
Mazur i wsp., 2014). Z drugiej strony, podanie rekombinowanej IL-6 myszom na diecie HF
prowadzito do zwigkszenia ekspresji genow kodujacych enzymy lipogenezy, tj. ACC, FAS
I SCD1, w watrobie (Vida i wsp., 2015). Réwniez samice myszy karmione dieta HF w trakcie
lub przed cigza wydzielaty duze ilosci IL-6, co wywotywalo stluszczenie watroby
U potomstwa zwigzane ze zwigkszong ekspresja SCD1 (Cao i wsp., 2020). Wyniki te
$wiadczg o dwukierunkowym modelu regulacji pomigdzy IL-6 1 SCD1, w ktorym IL-6 moze
dziata¢ jako mechanizm regulacyjny aktywujacy ekspresj¢/aktywnos¢ SCDI1. Efekt braku
SCD1
w okotonaczyniowych adipocytach, w ktorych dochodzi do zmniejszenia ekspresji 11-6,
potwierdza t¢ zalezno$¢. Zmniejszenie poziomu H3K27me3 w promotorze 1l-6 jest zwigzane
ze zniesieniem represji tego genu i rozwojem zaleznego od IL-6 stanu zapalnego (Wu i wsp.,
2020; Zhao i wsp., 2020; Wang i wsp., 2017). Wykazano, ze w okotonaczyniowych
adipocytach z wyciszeniem SCD1 dochodzi do spadku poziomu IL-6 wzglgdem adipocytow
WT, co jest zwigzane ze wzrostem hamujacej transkrypcje H3K27me3 we wszystkich trzech

analizowanych odcinkach promotora IL-6. Co wigcej, suplementacja komorek kwasem
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C18:1, lecz nie C16:1, zwickszyta poziom IL-6 w okotonaczyniowych adipocytach, co bylo
zwigzane ze spadkiem H3K27me3 w promotorze genu II-6 do poziomu poréwnywalnego
z komorkami WT. Wynik ten jest zgodny z wcze$niejszymi badaniami demonstrujgcymi, ze
suplementacja kwasem C18:1 jest w stanie zwiekszy¢ poziom ekspresji 11-6 w komorkach
nabtonka ptuc krolika (Wang i wsp., 2014), w komodrkach migéni szkieletowych (Granados
I wsp., 2011) oraz w nabtonku jelita cienkiego (Yoshida i wsp., 2001). Podsumowujac, wynik
ChIP-gPCR dla promotora genu 1lI-6 sugeruje, ze SCDI reguluje produkcje IL-6
w okotonaczyniowych adipocytach poprzez zalezng od poziomu kwasu C18:1 kontrole

poziomu H3K27me3 w promotorze genu I1-6.

8.9. Podsumowanie

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej dostarczajag nowych informacji
dotyczacych roli SCD1 w regulacji metabolizmu, rozwoju Stanu zapalnego oraz funkcji
wydzielniczej PVAT. Brak SCD1 w TPVAT 1 APVAT prowadzi do zmniejszenia mozliwoS$ci
magazynowania TAG w trakcie diety HF, co zwigzane jest z aktywacja procesu lipolizy
(Rycina 41). Podwyzszona lipoliza, spowodowana brakiem SCD1, powigzana byta
z aktywacjg [P-oksydacji oraz ze zwigkszong aktywnos$ciag oOksydacyjng mitochondriow
(Rycina 41). Przedstawione zmiany metaboliczne w TPVAT i APVAT myszy z wyciszeniem
SCD1 w trakcie diety HF prowadza do zwigkszenia poziomu zapalenia oraz polaryzacji

makrofagow w kierunku typu M1 (Rycina 41).
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Rycina 41. Wplyw wyciszenia ekspresji SCD1 na metabolizm lipidéw, funkcjonowanie mitochondriow
i rozwéj stanu zapalnego na TPVAT i APVAT myszy WT i SCD1-/- na diecie HF. OXPHOS - kompleksy
tancucha oddechowego, UCP1 - biatko rozprzggajace 1.

Prawdopodobny mechanizm molekularny lezacy u podstaw zjawisk obserwowanych
w PVAT myszy z wyciszeniem SCDI1 zostal przedstawiony na rycinie 42. Brak SCDI1
w adipocytach prowadzi do aktywacji lipolizy poprzez aktywacje lipaz ATGL 1 HSL.
Konsekwencja tej aktywacji jest zmniejszenie zawartosci TAG, zwigzane ze zmniejszong
objetosciag kropli lipidowych. W wyniku aktywowanej lipolizy, wewnatrzkomérkowy poziom
DAG i1 FFA ulega podwyzszeniu. Wysoki poziom FFA moze przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia
aktywnosci oksydacyjnej mitochondriow. FFA 1 DAG moga rowniez dziata¢ jako czynnik
aktywujacy rekrutacje prozapalnych makrofagow. Zmiany w stosunku SFA/MUFA moga
takze by¢ czynnikiem zmieniajagcym profil adipokin wydzielanych przez okotonaczyniowe
adipocyty. Wykazano, ze wyciszenie SCD1 w okolonaczyniowych adipocytach zwigksza
poziom biatka adiponektyny oraz zmniejsza poziom biatka IL-6 poprzez zmiany w ilo$ci
H3K27me3 w promotorach kodujacych je gendéw. Wyciszenie SCD1 w okotonaczyniowych
adipocytach zmienia ponadto profil innych wydzielanych adipokin, ktore moga przyczyniac
si¢ do pobudzenia angiogenezy oraz aktywacji eNOS w EC. Czynniki wydzielane przez

okotonaczyniowe adipocyty z wyciszeniem SCD1 moga ponadto odpowiada¢ za patologiczne
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przetaczenie fenotypowe VSMC, ktoremu towarzyszy wzmozona proliferacja i migracja oraz
zmniejszenie zdolnosci do skurczu tych komorek.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy doktorskiej mogg przyczyni¢ si¢ do
zrozumienia zaleznych od SCD1 procesow regulujacych prawidlowe funkcjonowanie PVAT
w warunkach stresu wywolanego nadwyzka energetyczng pochodzaca z diety HF. W pracy
wykazano zaleznos$¢ pomiegdzy zmianami metabolicznymi zachodzacymi
w okotonaczyniowych adipocytach w trakcie otytosci oraz ich funkcja wydzielnicza, za

pomoca ktérej PVAT przyczynia si¢ do utrzymania homeostazy naczyn krwionosnych.

Okotonaczyniowy adipocyt

ﬁﬁ&hondﬁa

Naczynia
krwionosne

VSMC:

t;y‘ o ®

Polaryzacja
makrofagow
M1

- Proliferacja

- Migracja

EC:
-eNOS I

- Angiogeneza

Rycina 42. Mechanizm dzialania zaleznych od SCD1 zmian metabolicznych w okolonaczyniowych
adipocytach oraz ich wplyw na homeostaze naczyniowa. Adipoq - gen kodujacy adiponektyng, AMPK -
kinaza aktywowana przez adenozynomonofosforan, ATGL - specyficzna dla adipocytow lipaza triacylogliceroli,
DAG - diacyloglicerole, EC - komorki $rodbtonka, eNOS - syntaza tlenku azotu, FFA - wolne kwasy
thuszczowe, FGF - czynnik wzrostu fibroblastow, HSL - lipaza wrazliwa na hormony, IGF - insulinopodobny
czynnik wzrostu, 11-6 - interleukina 6, MUFA - jednoniensycone kwasy tluszczowe, SFA - nasycone kwasy
thuszczowe, OCR - tempo zuzycia tlenu, OXPHOS - kompleksy tancucha oddechowego, PTX3 - pentraksyna 3,
TAG - triacyloglicerole, UCP1 - bialko rozprzegajace 1, VEGF - $rodblonkowy czynnik wzrostu naczyn,
VSMC - komoérki migsni gladkich naczyn krwiono$nych.
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9.

WNIOSKI KONCOWE

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej pozwalaja na wyciagnigcie

nastepujacych wnioskow:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Woyciszenie ekspresji SCD1 prowadzi do mniejszej akumulacji TAG w TPVAT
1 APVAT myszy w trakcie diety HF. Jest to zwigzane z aktywacja lipaz ATGL
i HSL.

SCD1 reguluje proces B-oksydacji w okotonaczyniowych adipocytach, wplywajac
na poziom biatek VLCAD i PPAR« oraz na poziom fosforylacji AMPK i ACC.
Brak ekspresji SCD1 wptywa na strukture i funkcje mitochondriow w PVAT,
podwyzszajac poziom biatek OXPHOS 1 UCP1 oraz zwigkszajac gesto$¢ grzebieni
mitochondrialnych i tempo zuzycia tlenu w okotonaczyniowych adipocytach.
Wyciszenie SCD1, w warunkach obcigzenia dieta HF, zwigksza rekrutacj¢
prozapalnych makrofagébw CDI11c’ oraz podwyzsza poziom bialek IL-1B, IL-6
I NF-xB w TPVAT i APVAT, prowadzac do rozwoju odpowiedzi zapalnej w tych
tkankach.

Brak ekspresji SCD1 zmienia profil adipokin wydzielanych przez okotonaczyniowe
adipocyty, co przyczynia si¢ do aktywacji eNOS w EC oraz pobudza angiogenezg
poprzez zwigkszanie poziomu biatka VEGF w tych komérkach.

Zmiany w profilu adipokin wydzielanych przez okolonaczyniowe adipocyty
spowodowane wyciszeniem ekspresji SCDI1, prowadza do patologicznych zmian
fenotypowych w VSMC. Jest to powigzane z podwyzszeniem poziomu bialek
osteopontyny i fibronektyny oraz ze wzrostem tempa migracji i proliferacji VSMC,

co wptywa na obnizong zdolno$¢ tych komoérek do skurczu.
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